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1. RESUMEN

El objetivo central del presente estudio fue contribuir al conocimiento de los fendmenos
quimicos y bioquimicos relacionados con la capacidad antioxidante y el proceso de
ablandamiento de los frutos de guayaba (Psidium guajava L.) variedad Palmira ICA | a lo largo
de su maduracion. Para cumplir con este objetivo, se realiz6 la cuantificacion de la capacidad
antioxidante por métodos hidrofilicos (ABTS, DPPH y FRAP) y lipofilico (decoloracién del B-
caroteno) del fruto de guayaba en los estados de maduracion verde, pintéon, maduro y
senescente. Con el fin de atribuir la capacidad antioxidante quimica del fruto de guayaba a
diferentes compuestos especificos, se realizé la cuantificacion de los compuestos fendlicos,
acido ascérbico y carotenoides totales. Se identificaron y cuantificaron por HPLC-DAD los
principales compuestos fendlicos y carotenoides que podrian contribuir significativamente a la
capacidad antioxidante del fruto de guayaba variedad Palmira ICA |. Se determiné también Ila
capacidad antioxidante enzimatica mediante la cuantificacién de la actividad de las enzimas
POD (peroxidasa) y PFO (polifenoloxidasa). Para esto, se puso a punto una metodologia de
extracciéon y medida de actividad de estas enzimas y se evalué su comportamiento en los frutos
en estados verde, pintdon, maduro y senescente. El efecto protector de los compuestos
antioxidantes extraidos de la guayaba (carotenoides) en los estados verde, pintdn, maduro y
senescente fue evaluado mediante la medida de la supervivencia de una cepa de levadura

(Saccharomyces cervisiae) sometida a un estrés oxidativo inducido con H,O,.

El fendmeno de ablandamiento enzimatico del fruto de guayaba fue realizado mediante la
cuantificacion de la actividad de las enzimas PG (poligalacturonasa) y PE (pectinesterasa) y la
posible relacién que éstas tienen con los cambios composicionales de la fibra dietaria total,
soluble e insoluble que ocurren en el fruto de guayaba variedad Palmira ICA | durante el
proceso de maduracidén. Para lograr este objetivo se puso a punto una metodologia de
extracciéon y medida de actividad de estas enzimas y se evalué su comportamiento durante el

proceso de maduracion.

Para determinar el estado de maduracién del fruto y asegurar que los frutos presentaron
procesos normales de crecimiento y desarrollo se midieron las caracteristicas fisicoquimicas de
la guayaba durante el proceso de maduracion. Se observé que el contenido en sélidos solubles
aumentod, mientras que la acidez titulable disminuyd, por lo que el indice de madurez aumento

progresivamente. El color de la corteza cambi6 desde verde en el estado mas inmaduro hasta el



amarillo en los estados pintdon y maduro, para evolucionar hasta tonalidades marrén-ocre en
estado senescente. La pulpa presentd color rojo durante toda la maduracién, aunque se
observé un claro aumento de la intensidad del color a lo largo de este proceso. La firmeza de la
corteza y de la pulpa disminuyé a lo largo de la maduracién, siendo la firmeza de la corteza
mayor que la de la pulpa en todos los estados analizados. La intensidad respiratoria aumento
hasta el estado maduro y disminuyé durante la etapa de senescencia, permitiendo verificar que

la guayaba es un fruto que presenta un patrén respiratorio climatérico.

Como resultados del estudio se encontré que la actividad antioxidante por todos lo métodos, la
concentracion de fenoles libres, carotenoides totales, acido ascorbico y la actividad de la POD y
PFO aumentan durante el proceso de maduracion del fruto, donde se encuentra el maximo
climatérico y las mejores cualidades sensoriales, y disminuyen durante la etapa de senescencia
del fruto. EI método de actividad antioxidante de FRAP usando FeSO, como patrén fue el
método que presentd la mejor respuesta a la actividad antioxidante (56,87 umol FeSO,/ g fruta),
seguido del método ABTS (48,57 umol trolox/ g fruta), FRAP con trolox como patrén (36,09
umol trolox/ g fruta), decoloracion del B-caroteno (13,06 umol a-tocoferol/ g fruta) y DPPH (5,93
umol trolox/ g fruta), todos medidos en el estado maduro (indice de madurez de 20,17 °Brix/ %
acido citrico). Los compuestos polifendlicos, el acido ascorbico y las enzimas POD y PFO
contribuyeron significativamente a la actividad antioxidante hidrofilica, mientras que los
compuestos carotenoides totales contribuyeron significativamente a la actividad antioxidante
lipofilica, ademas de que se evidencid que la actividad antioxidante del fruto de guayaba

variedad Palmira ICA | es principalmente de caracter hidrofilico.

Por otro lado, la evolucién del perfil de carotenoides y polifenoles se analizé mediante HPLC-
DAD. En todos los estados el licopeno fue el carotenoide mayoritario, seguido de fitoeno, B-
caroteno, luteina y fitoflueno, mientras que el acido elagico, morina y quercetina fueron los
principales compuestos polifendlicos identificados durante el proceso de maduracion. El
licopeno, un caroteno con alta capacidad antioxidante y propiedades beneficiosas para la salud,
aumentoé su concentracion desde 65,9 ug/g en el estado verde hasta 143,3 nug/g en el estado
maduro, y disminuyo hasta 111,3 ug/g en el estado senescente, mientras que el acido elagico,
un importante metabolito antioxidante, aumenté su concentracion desde 54,3 ug/g en el estado
verde hasta 140,1 ug/g en el estado maduro, y disminuyé hasta 64,1 ug/g en el estado
senescente. En general, los resultados de este trabajo indican que el contenido y composicion

de carotenoides, polifenoles, acido ascorbico y las enzimas POD y PFO contribuyen



significativamente con la capacidad antioxidante total del fruto, y que en los estados pintén y
maduro se encuentran el mayor potencial antioxidante del fruto de guayaba, siendo indicativo
de que en estos estados de madurez el fruto ha desarrollado sus mejores caracteristicas
sensoriales y funcionales y que son los mejores estados de maduracion para el consumo del

fruto en fresco y procesado.

En cuanto al fenémeno de ablandamiento del fruto de guayaba se determino que fue promovido
por las enzimas PG y PE. Durante el proceso de maduracion, entre los estados verde y maduro,
se encontrd que el ablandamiento del fruto fue mayor (observado en la rapida disminucion de la
firmeza) y que las enzimas fueron mas activas en estos estados de maduracion, indicando una
estrecha correlacion entre la firmeza, el ablandamiento y la actividad enzimatica de PG y PE. La
concentracion de la fibra dietaria soluble se correlacion6 directamente con la actividad de la PG,
mientras que la fibra dietaria total se correlacioné con la actividad de la PE, indicando que la
composicion de la fibra dietaria contribuye significativamente a la actividad de las enzimas de
ablandamiento, y que el control de la actividad de estas enzimas con tratamientos poscosecha
podria evitar el excesivo ablandamiento del fruto de guayaba durante la maduracion,
permitiéndole conservar asi sus 0ptimas propiedades organolépticas durante un mayor periodo

de tiempo.

Las excelentes propiedades funcionales encontradas en los frutos de guayaba en los estados
pintdn y maduro hacen que los frutos en estos estados de madurez sean los mejores frutos para
el consumo en fresco, como fuente natural de antioxidantes y fibra dietaria o para su uso como

suplementos alimentarios en alimentos funcionalmente menos favorecidos.



2. INTRODUCCION

La comercializacion de los frutos exoéticos en Colombia va en continuo crecimiento, en especial
aquellos frutos cuyo fin es el consumo fresco basado en sus propiedades funcionales, como la
guayaba variedad Palmira ICA | (conocida también como guayaba pera). Sin embargo, en la
mayoria de los casos, las condiciones de manipulacion y almacenamiento no siempre son las
mejores debido a que no se cuenta con la tecnologia y conocimientos apropiados para llevar a
cabo los adecuados tratamientos y manipulaciones poscosecha de la fruta. La guayaba es un
fruto exdtico proveniente de la region tropical y subtropical del mundo que es ampliamente
conocido por su alta calidad nutricional y por sus diversas propiedades funcionales, entre las
que se encuentran su actividad antinflamatoria asociada a los flavonoides, actividad analgésica
asociada a los triterpenos, actividad antipirética asociada a la pulegona, actividad espasmolitica
asociado a los derivados de la L-DOPA, actividad antibacterial asociada a los taninos y la
actividad antioxidante quimica asociada a los compuestos polifendlicos, acido ascorbico y
carotenos, mientras que la actividad antioxidante enzimatica esta asociada a las enzimas POD
y PFO (Olajide et al. 1999).

En Colombia existen diversas variedades de guayaba, entre las que se encuentra las
variedades Regional Roja, Regional Blanca, Regional Rosada, Guavata Victoria y Palmira ICA I.
Las variedades Regional Blanca, Roja, Rosada y Guavata Victoria, son altamente susceptibles
a problemas fitosanitarios como la mosca de la guayaba, generando pérdidas poscosecha
adicionales (Marin-Patifio 2002). Por esta razén, en esta investigacion se busca contribuir al
conocimiento bioquimico de las propiedades antioxidantes del fruto de guayaba variedad
Palmira ICA | y a la comprensién de la relacion estructura quimica con las propiedades
funcionales y nutricionales del fruto, como parte del fortalecimiento de la cadena productiva de
la guayaba en Colombia, ya que ésta es una variedad con gran importancia fitosanitaria,
resistente a la mosca y a otras plagas, que ha ganado el mercado en lo ultimos afios y que se
ha convertido en la variedad de guayaba mas importante en el comercio nacional e

internacional.

Debido a que la guayaba tiene una alta capacidad de adaptacion y una alta capacidad de
crecimiento en un amplio rango de climas (entre 400 y 2000 m.s.n.m.), este fruto se encuentra
ampliamente distribuido en todo el territorio nacional (FAO 2008). La produccion y explotacion

comercial de la guayaba en Colombia se da principalmente en los departamentos de Santander,



Tolima, Cundinamarca, Huila, Antioquia, Cauca, Narifio y Atlantico. Santander es el principal
productor de guayaba en Colombia, donde el municipio de Vélez produce el 34,0% de la
produccion nacional. El 24% de la produccion local se utiliza como materia prima para la
elaboracion de bocadillos y el 73% se destina para el procesamiento en otras industrias del pais
(mermeladas, jugos, etc.) o como fruto fresco, por su alta capacidad de procesamiento es de
gran interés en el mercado nacional e internacional (FAO 2008). No obstante Ia
comercializacién de guayaba de buena calidad es relativamente baja respecto a su produccion
potencial, perdiéndose cerca del 22,1% de la produccion por el inadecuado manejo poscosecha
del fruto generando considerables pérdidas econdmicas al sector agricultor. Esto se debe
principalmente a limitaciones tecnoldgicas como la mezcla de material genético de guayaba en
un mismo lote (varias variedades), el deficiente manejo fitosanitario y las inadecuadas practicas
poscosecha que conllevan dafios mecanicos, pudricion del fruto, heterogeneidad en los estados
de madurez, limitantes tecnoldgicas asociadas al manejo agrondmico de los cultivos,
deficiencias en seleccion y clasificacion de los frutos, y los inadecuados sistemas de cosecha,
transporte y empaque. Adicionalmente tampoco hay un amplio conocimiento acerca de la
fisiologia de las variedades de guayaba de esta regién, por lo tanto hay un profundo
desconocimiento de su metabolismo y de las adecuadas técnicas poscosecha que permitan la
conservacion prolongada del fruto (Universidad de Antioquia 2008). A nivel mundial, Colombia
es el cuarto productor de guayaba, contribuyendo con cerca del 5% de la produccion mundial,
antecediendo a India y Pakistan que producen cerca del 50%, seguidos de México que aporta
cerca del 25% de la produccion mundial total del fruto. Debido a que la guayaba representa el
6,5% del gasto total de frutas en Colombia, siendo la variedad de guayaba mas consumida la
Palmira ICA-I, las actividades comerciales con este fruto genera cerca de 4000 empleos
directos en Colombia que le representan al pais cerca de $30000 millones de pesos anuales
(Universidad de Antioquia 2008).

Los cambios composicionales que ocurren durante el ciclo vital del fruto son importantes para la
comprension de los procesos metabdlicos relacionados con el desarrollo, maduracion y
senescencia del mismo, asi como el desarrollo de sus 6ptimas cualidades sensoriales y de la
aparicion de sintomas relacionados con los fendmenos de pardeamiento y ablandamiento
enzimatico. Una vez que los frutos de guayaba son cosechados, su actividad metabdlica
continia debido a su comportamiento respiratorio climatérico, por consiguiente, sus
propiedades fisicoquimicas, sensoriales y nutricionales van cambiando conforme avanza el

proceso de maduraciéon (Bashir et al. 2003). Algunas de las transformaciones mas notorias



estan relacionadas con la necrosis, el pardeamiento y el ablandamiento tanto en la corteza
como en la pulpa. Estos fendmenos se atribuyen a la acciéon de algunas enzimas que actuan
sobre diversos sustratos presentes en el tejido del fruto. Un ejemplo de estas enzimas es la
peroxidasa (POD) considerada como una enzima antioxidante ya que puede evitar la necrosis
de los frutos ocasionado por sustancias oxidantes, y la polifenoloxidasa (PFO) que esta
relacionada con la actividad antioxidante y con el proceso de pardeamiento enzimatico del fruto
(Baquero-Duarte et al. 2005).

La actividad antioxidante del fruto de guayaba ha tenido un particular interés como una de sus
principales propiedades funcionales. Se ha determinado que la actividad antioxidante de las
frutas se debe a la presencia de los compuestos polifendlicos, acido ascérbico y los compuestos
carotenoides en el caso del sistema antioxidante quimico (Souza et al. 2008), mientras que la
POD y la PFO son las enzimas responsables del sistema antioxidante enzimatico (Prochazkova
et al. 2001). El sistema antioxidante de los frutos esta constituido principalmente por los
compuestos polifendlicos, carotenoides, acido ascérbico y las enzimas POD y PFO
responsables simultdneamente de la actividad antioxidante como del pardeamiento enzimatico
(Thaipong et al. 2006). Los frutos sufren una serie de cambios bioquimicos debido a la
maduracion, la cosecha, el procesamiento y el almacenamiento. Estos cambios son
ocasionados por varios factores, incluyendo reacciones de pardeamiento, deterioro microbiano
y autoxidaciéon de lipidos, viéndose afectadas sus propiedades antioxidantes, funcionales y
nutricionales (Soto y Yahia 2002). La actividad antioxidante quimica (&cido ascorbico,
carotenoides y polifenoles) y enzimatica (POD y PFO) desempefian un papel clave en la
neutralizacion de las especies reactivas del oxigeno (ROS), al reaccionar directamente con las
ROS reduciendo sustancias oxidantes como el anién radical superédxido (O,”), peréxido de
hidrégeno (H,0,) y radicales hidroxilo ("OH) hasta H,O, o por quelar oxigeno singulete 'O, (una
de las tantas formas de oxigeno activo que ocasiona de efectos nocivos como dafos
necroticos). Esto puede ocurrir a través de una serie de reacciones de o6xido-reduccion que

involucran al ascorbato, enzimas antioxidantes, polifenoles y glutation (Holden 1994).

Por otro lado, el fendbmeno de ablandamiento ocurre por la participacion de las enzimas
pectinesterasa (PE) y poligalacturonasa (PG) las cuales degradan la pectina y el acido
poligalacturénico presente en la pared celular de las células del fruto (Imsabai et al. 2002). El
efecto fisico observable de este fendmeno es la pérdida de dureza o firmeza del fruto

(ablandamiento) responsable de la susceptibilidad mecanica (Bateman y Millar 1966) y a los



patdgenos (Collmer y Keen 1986) de los frutos y de la disminucion de su vida util. La textura de
las frutas depende en gran medida de su contenido en pectinas, protopectina y pectina soluble
en agua. La protopectina atrapa el agua formando una especie de malla, y es la que
proporciona a la fruta no madura su particular textura (Worth 1967). Con la maduracion, la
concentracion de esta sustancia disminuye debido a la accion de enzimas pécticas y se va
transformando en pectina soluble, que queda disuelta en el agua que contiene la fruta,
produciéndose el caracteristico aumento de los solidos solubles y el ablandamiento de la fruta.
En algunas frutas como la manzana, la consistencia disminuye muy lentamente, mientras que
en otras como la pera y la guayaba, la disminucién es muy rapida, debido a la alta actividad
enzimatica de PG y PE que presentan las ultimas y a las diferencias en la composicion y

conformacion estructural de la pectina que compone la pared celular (Wood 1960).

El presente trabajo se enmarca dentro de los estudios que desde hace algunos afos el grupo
de investigacion “Estudio de los Cambios Quimicos y Bioquimicos de Alimentos Frescos y
Procesados” ha venido realizando en cuanto a los fendmenos bioquimicos involucrados en el
proceso de maduracion y senescencia de los frutos, asi como el estudio de diferentes
mecanismos de conservacion que permitan prolongar el tiempo de vida util del fruto. Con este
trabajo se busca comprender la influencia de los compuestos fendlicos y de la vitamina C en la
actividad antioxidante del fruto, y su relacién con las enzimas antioxidantes y de pardeamiento
como la POD y PFO. También se busca evaluar la influencia de la PG y PE en el ablandamiento
del fruto durante el proceso de maduracién, asi como su relacién con los cambios en las
caracteristicas de la fibra dietaria, asi como contribuir con el estudio bioquimico del
comportamiento poscosecha del fruto relacionando el ablandamiento y la capacidad

antioxidante durante su proceso de maduracion.



3. HIPOTESIS

La capacidad antioxidante total del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | esta relacionada
directamente con la concentracion de los compuestos fendlicos, el acido ascérbico, los
carotenoides y con la actividad enzimatica de la peroxidasa y la polifenoloxidasa durante el
proceso de maduracién. La concentracion de la fibra y la actividad enzimatica de la
poligalacturonasa y la pectinesterasa estan relacionadas directamente con el fenomeno de

ablandamiento enzimatico del fruto durante el proceso de maduracion.



4. OBJETIVOS

4.1. General

Estudiar la capacidad antioxidante y el ablandamiento del fruto de guayaba variedad Palmira

ICA | (Psidium guajava L.) y establecer su relacién con el proceso de maduracion.

4.2. Especificos

e Cuantificar la actividad antioxidante por los métodos ABTS, DPPH y FRAP, la
concentracion de los compuestos fendlicos y del acido ascérbico del fruto de guayaba

variedad Palmira ICA | durante el proceso de maduracion.

e Determinar la concentracion de la fibra dietaria total (FDT), soluble (FDS) e insoluble

(FDI) del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | durante el proceso de maduracion.

o Establecer las mejores condiciones de extraccion y medida de la actividad de las
enzimas peroxidasa (POD), polifenoloxidasa (PFO), poligalacturonasa (PG) vy
pectinesterasa (PE) del fruto de guayaba variedad Palmira ICA 1.

e Evaluar la actividad enzimatica de la peroxidasa (POD), polifenoloxidasa (PFO),
poligalacturonasa (PG) y pectinesterasa (PE) del fruto de guayaba variedad Palmira ICA

| durante el proceso de maduracion.



5. ASPECTOS TEORICOS
5.1. Generalidades del fruto

La guayaba (Psidium guajava L.) es un fruto proveniente de los paises tropicales y
subtropicales del mundo que crece en diversas condiciones climaticas, prefiriendo los climas
calidos y secos. Es un fruto ampliamente consumido alrededor de todo el mundo (Pérez et al.
2008). Debido a su capacidad de crecer en diversos climas y adaptacion a diversos suelos, la
guayaba ha sido introducida en muchos paises en el mundo (Salazar et al. 2006).

La guayaba crece con requerimientos de agua de 1000 - 2000 m*/ha*afio entre 800 y 2000
m.s.n.m., con una temperatura promedio de 18 °C, humedad relativa de 78% y con un pH del
suelo entre 5,0 y 6,0. La guayaba es una baya ovoide de 5 cm de diametro que cuyo
mesocarpio (pulpa) contiene numerosas pequefas semillas y varia de color dependiendo de la
variedad (figura 1). El arbol de guayaba es un arbusto frondoso que alcanza de 5 a 6 m de
altura como promedio. Las hojas nacen en pares y son de color verde palido, coreaceas y de
forma alargada que terminan en una punta aguda con una longitud que oscila entre 10 y 20 cm,
con 8 cm de ancho y posee pelos finos y suaves en ambos lados, con una nervadura central y
varias secundarias que resaltan a simple vista. Las flores nacen en la base de las hojas con
gran cantidad de estambres y un solo pistilo. La forma del fruto depende de la variedad, al igual
que el color de la pulpa y la corteza (Salazar et al. 2006). La clasificacion taxonémica de la

guayaba se muestra en la tabla 1 (USDA 2010).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica del fruto de guayaba variedad Palmira ICA I.

Reino Plantae
Subreino Dicotiledénea
Divisiéon Magnoliophyta
Subdivisiéon Lignosea
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Género Psidium
Especie Psidium guajava Figura 1. Fruto de guayaba variedad Palmira ICA I.
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Las variedades botanicas de la guayaba mas importantes en el pais son las variedades
Regional Roja, Regional Blanca, Palmira ICA | (guayaba pera) y Palmira ICA Il. La variedad
regional blanca se caracteriza por ser un poco mas grande que la variedad regional roja y por
tener una mayor capacidad antioxidante (Universidad de Antioquia 2008), ademas de tener una
mayor cantidad de solidos solubles, azucares reductores, acidez titulable y compuestos
polifendlicos (Bashir et al. 2003). El fruto de guayaba es un fruto climatérico que durante su
proceso de maduracion y senescencia es susceptible a lesiones como el pardeamiento
enzimatico ocasionado por la accién de la peroxidasa (POD) y la polifenoloxidasa (PFO) y el
ablandamiento enzimatico ocasionado por la accion de las enzimas poligalacturonasa (PG) y
pectinesterasa (PE). La actividad de las enzimas PG y PE sobre la pectina durante la etapa de
maduracion y senescencia del fruto es la causante de la pérdida de firmeza del fruto y su
consecuente ablandamiento, mientras que la alta actividad de la enzimas POD y PFO sobre los
compuestos polifendlicos es la causante de la aparicion de los compuestos pardos conocidos
como melaninas en la corteza y en la pulpa del fruto. Estos cambios quimicos indeseables
caracteristicos de la senescencia del fruto son los que ocasionan una pérdida de interés en el

consumidor y su rechazo en el mercado y en el comercio (Altunkaya y Gokmen 2008).

El fruto de guayaba tiene un alto y reconocido valor nutricional y funcional gracias a su alta
capacidad antioxidante, contenidos de fibra dietaria, carbohidratos, minerales y vitaminas
(Pérez et al. 2008, Restrepo-Sanchez et al. 2009), la composicidon quimica promedio de la
guayaba variedad Palmira ICA | (parte comestible correspondiente a corteza y pulpa) se
muestra en la tabla 2 (ICBF 2010).

Tabla 2. Composicién quimica del fruto de guayaba variedad Palmira ICA I.

Componente g/ 100 g* Componente mg /100 g*
Agua 84,0 Niacina 2,49
Carbohidratos 4,5 Riboflavina 0,10
Energia 23 kcal (96 kJ) Tiamina 0,27
Lipidos 0,1 Vitamina C 74,92
Proteinas 0,9 Vitamina A 63,40
Fibra Dietaria 9,9 Potasio (K) 235,44
Cenizas 0,6 Hierro (Fe) 0,67
Magnesio (Mg) 0,012 Calcio (Ca) 14,06

*Contenido / 100 g de parte comestible (corteza y pulpa)
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5.2. Cambios asociados a la maduracion

La maduracion de las frutas esta ligada a complejos procesos de transformacion de sus
componentes. Cuando los frutos son cosechados quedan separados de su fuente natural de
nutrientes, pero sus tejidos aun respiran y siguen activos. Los azucares y otros componentes
sufren importantes modificaciones produciéndose energia, CO, y H,O. Estos procesos tienen
gran importancia porque influyen en los cambios que se producen durante el almacenamiento,
transporte y comercializacién de las frutas, afectando también en cierta medida el valor nutritivo
y la rentabilidad del fruto (Pérez et al. 2008).

Los fendmenos que se producen durante la maduracién y senescencia son la respiracion, el
endulzamiento, cambios en la textura, aroma, produccion de compuestos volatiles, cambios en
la coloracion, y disminucion del valor nutritivo. Sin embargo, la velocidad y naturaleza del
proceso de maduracion difiere significativamente entre las especies de frutas, cultivos,
diferentes estados de madurez de la misma variedad y también entre zonas de produccién. Las
frutas también difieren en sus respuestas a la maduracion a diversos ambientes poscosecha,
sin embargo, es posible identificar ciertos fendmenos generales en relacién al comportamiento

de la maduracion y senescencia de los frutos (Bashir et al. 2003).

La intensidad respiratoria de un fruto depende de su grado de desarrollo y se mide como la
cantidad de CO, (mg) que desprende 1 Kg de fruta por hora de almacenamiento. Durante el
crecimiento de la fruta se produce en primer lugar un incremento de la intensidad de la
respiracion, que va disminuyendo lentamente hasta el estado de maximo desarrollo 0 madurez
fisiologica. La medida de la intensidad respiratoria y el patron respiratorio de cada fruto sirve
para clasificarlo como fruta climatérica o no climatérica (Bhande et al. 2008), segun como se
puede observar en la figura 2. En las frutas no climatéricas (figura 2, abajo) los procesos de
maduracion y respiracion son graduales y continuos, que se presentan de forma lenta y
atenuada. Los frutos no climatéricos no presentan cambios drasticos en su aspecto fisico y su
composicion quimica y presentan un mayor contenido de almidén y pectina, mientras que su
tasa de respiracion decrece gradualmente con el tiempo. La recoleccion de las frutas no
climatéricas se hace después de la maduracién porque si se hace cuando estan en estado
verde, después no maduraran y solo se pondran blandas. En las frutas no climatéricas se
encuentran frutos como naranja, toronja, limén, lima, mandarina, pifa, uva, meldn, cereza,

aceituna, fresa y marafion (Calegario et al. 2001).
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Figura 2. Diferencias en el patron respiratorio durante la maduracion de frutos climatéricos (arriba) y no

climatéricos (abajo). Reproducido de Rodriguez-Nieto (2008).

En las frutas climatéricas (figura 2, arriba), el proceso natural de maduracién es iniciado de
acuerdo a cambios en la composicién hormonal. El inicio de la maduracion climatérica es un
proceso bien definido, caracterizado por un rapido aumento en la velocidad de la respiracion y
el desprendimiento de etileno por la fruta, patron conocido como respiraciéon climatérica.
Cuando las frutas climatéricas maduran, la velocidad de respiracion se eleva llegando a un
maximo, conocido como pico o maximo climatérico, después del cual la intensidad respiratoria
disminuye de nuevo hasta el comienzo de la senescencia o muerte del fruto. Las frutas
climatéricas normalmente se recolectan antes del maximo climatérico para su distribucién
comercial, de forma que terminan de madurar fuera del arbol, evitando que se produzcan
pérdidas poscosecha ya que el periodo de conservacion de una fruta madura es relativamente

corto. Entre las frutas climatéricas se encuentran el lulo, ciruela, melén, tomate, mango, patilla,
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papaya, higo, guayaba, pitaya, maracuya, guanabana, mamey, zapote, manzana, pera, banano,

melocotén, durazno y chirimoya (Pech et al. 2008).

Otro importante proceso metabdlico asociado a la maduracion de frutas es la transpiracion. La
transpiracion es el proceso por el cual se pierde agua en forma de vapor a través de aberturas
microscopicas en la epidermis de la fruta y constituye la causa principal de perdida de peso. A
medida que el proceso de transpiracion avanza la apariencia del fruto se deteriora, al igual que
su elasticidad y resistencia mecanica, volviéndose blando y marchito reduciendo su valor
comercial y su susceptibilidad a sufrir dafios mecanicos y ataques de patégenos. La
transpiracion del fruto depende de la temperatura del ambiente en el que se almacene, métodos
apropiados como control de la humedad relativa, la temperatura de almacenamiento y un
empaque efectivo que permita la permeabilidad de los gases, pueden ayudar a minimizar las

pérdidas poscosecha asociadas a la transpiracion (Fonseca et al. 2002).

La maduracion de las frutas va unida a una variaciéon del color. La transicion de color mas
habitual durante la maduracién es de color verde en los estados mas inmaduros a otro color
dependiendo del fruto. Este cambio esta relacionado con la descomposicion de la clorofila,
quedando al descubierto pigmentos coloreados como los carotenoides y las antocianinas,
donde se aumenta la producciéon de pigmentos rojos y amarillos caracteristicos de las frutas
maduras. La formacion de otros pigmentos como las antocianinas suele ser activada por la luz
(EI-Bulk et al. 1997). Durante la maduracion también se producen compuestos volatiles como
ésteres alifaticos e hidrocarburos terpénicos que son los que proporcionan a cada fruta su
particular aroma (Pino et al. 2001). Ademas, es bien conocido que el contenido de azicares y
de sdlidos solubles totales aumentan durante la maduracion, mientras que la acidez titulable y el

contenido de fenoles totales disminuye en algunas frutas tropicales (Bashir et al. 2003).

La textura de las frutas depende en gran medida de su contenido de pectina, protopectina y
pectina soluble. La protopectina atrapa el agua formando una especie de malla y es la que
proporciona a la fruta no madura su particular textura. Con la maduracion, esta sustancia es
degradada por enzimas pécticas y se va transformando en pectina soluble, que queda disuelta
en el agua que contiene la fruta, produciéndose el caracteristico ablandamiento y la pérdida de
firmeza de la fruta madura, haciéndola mas susceptible a dafios mecanicos. En las manzanas

se ha observado que la consistencia disminuye lentamente, pero en las peras, guayabas y lulos
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la disminucién es mas rapida afectando la integridad de la pared celular y la calidad sensorial y

econdémica de los frutos (Duan et al. 2008).

La aparicion de colores pardos durante la senescencia de los frutos es debido al fendmeno de
pardeamiento enzimatico. Este fendmeno es el resultado de la accion del oxigeno contenido en
el aire en combinacién con los compuestos polifendlicos de la fruta. En la reaccion interviene
como catalizador la enzima PFO, la cual oxida los polifenoles en presencia de oxigeno
molecular (O;) a las respectivas quinonas, que posteriormente se polimerizan o reaccionan con
los grupos amino de diferentes aminoacidos y proteinas formando las melaninas (compuestos
pardos). La manifestacion del pardeamiento enzimatico en frutos frescos puede ser ocasionada
por danos directos al fruto como cortes y laceraciones, debido a que ocasionan una pérdida en
la compartimentalizacion celular y la posterior interaccion de los polifenoles con las enzimas,
conllevando a la aparicion de sintomas de pardeamiento. La aparicion de compuestos pardos
en la corteza del fruto también es un sintoma de envejecimiento y estrés oxidativo avanzado
caracteristico de los frutos que se encuentran en la etapa de senescencia y ocasionan el

rechazo del fruto por parte del consumidor (Ayaz et al. 2008).

5.3. Pardeamiento enzimatico

El pardeamiento enzimatico es un proceso quimico en el cual la enzima PFO oxida los
compuestos polifendlicos en presencia de oxigeno molecular (O,) para formar las quinonas y
los compuestos pardos conocidos como melaninas. La aparicion de color en los frutos es
debido a la degradacion de las clorofilas y la simultanea aparicion de pigmentos como los
carotenoides y las antocianinas, ademas de los pigmentos indeseados ocasionados por el
pardeamiento enzimatico. El pardeamiento enzimatico es un proceso caracteristico de la etapa
de senescencia de los frutos y de dafio estructural de tejidos de la corteza y la pulpa del fruto,
por lo que la aparicién de compuestos pardos es sintoma de deterioro y alto estrés oxidativo en
el fruto y por consiguiente, es un sintoma de deterioro fisiolégico. Por lo general, el
pardeamiento enzimatico genera pérdidas considerables econémicas por el rechazo de los
frutos por parte del consumidor (Altunkaya y Gokmen 2008). El pardeamiento enzimatico no
ocurre en células sanas. Los fenoles se encuentran ubicados en las vacuolas, mientras que la
PFO se encuentra en los cloroplastos y en el citoplasma. Al ocurrir diversos tipos de estrés que
generen la pérdida de compartimentalizacion celular, los polifenoles y la PFO pueden entrar en

contacto, ocurriendo asi la reaccion de pardeamiento enzimatico, el mecanismo de la
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produccion de melaninas catalizado por la PFO se puede observar en la figura 3. Este
indeseable proceso puede ser controlado por varios mecanismos, entre los que se encuentran
el escaldado, refrigeracion, congelacion, deshidratacion, irradiacion, tratamientos con las
presiones, tratamiento con atmésfera controlada de CO,, ultrafiliracion, tratamiento con
ultrasonido, adicion de inhibidores quelantes y adicion de antioxidantes. Es de resaltar que
aunque el pardeamiento enzimatico promovido por la PFO genera rechazo del fruto por parte
del consumidor, este proceso también esta integramente asociado a la proteccién natural que
tiene el fruto contra el estrés oxidativo, ya que la capacidad que tiene la PFO de neutralizar el
O, ocasiona una disminucion en la produccién de las especies reactivas del oxigeno y permite
clasificar a la PFO como una enzima antioxidante (Degl’innocenti et al. 2007). En algunos
alimentos, el pardeamiento enzimatico trae consigo beneficios y aceptabilidad del alimento. El
color pardo del café y del té son caracteristicas deseadas en estos productos ya que son
indicativos de un buen desarrollo del color y del sabor ya que es el responsable de la aparicion
de colores pardos en frutos secos como pasas, ciruelas, nueces e higos. También es uno de los
fendmenos enzimaticos mas indeseados en las frutas exoticas debido a puede influenciar
negativamente el valor nutritivo y funcional del fruto. Se estima que mas del 50% de las
pérdidas poscosecha en el sector de las frutas se producen como resultado de pardeamiento
enzimatico. Estas pérdidas han llevado a un considerable interés en la comprension y el control

del mecanismo de accién de la PFO en los frutos (Marshall et al. 2000).
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Figura 3. Oxidacién de polifenoles a quinonas promovida por la PFO. Mecanismo de la formacién de
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melaninas, compuestos caracteristicos del pardeamiento enzimatico (Marshall et al. 2000).
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5.4. Compuestos fendlicos, carotenoides, acido ascérbico y capacidad antioxidante

Los compuestos fendlicos o polifendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas y
funciones fisiolégicas. Su estructura quimica mas frecuente es la de polimeros o ligninas
insolubles. La distribucién de los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia
considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto quimico del que se trate, situandose en el
interior de las células (vacuolas) o en la pared celular. Sus principales funciones en las células
vegetales son las de actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de
las plantas, ademas de ser reconocidos agentes protectores frente a la accion de patogenos,
siendo sintetizados como mecanismo de defensa. Los compuestos fendlicos estan relacionados

ampliamente con la calidad sensorial y funcional de las frutas tropicales (Celik et al. 2008).

Su contribucién en la pigmentacién de los frutos esta claramente reconocida a través de las
antocianidinas y carotenoides, responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y purpura.
Ademas, las reacciones de oxidacién de los compuestos fendlicos hacia la formacion de
quinonas, catalizada por la enzima PFO y POD producen un pardeamiento enzimatico en los
frutos. Igualmente los compuestos fendlicos, y en concreto los taninos condensados o
antocianidinas se asocian con la astringencia que presentan muchas de las frutas comestibles
antes de la maduracién. Muchas de las propiedades funcionales descritas en las frutas,
asociadas principalmente a la actividad antioxidante y las propiedades nutritivas de estos
compuestos, estan relacionadas con la presencia y con el contenido de compuestos fendélicos

como taninos, flavonoides, antocianinas y carotenoides.

Los compuestos polifendlicos también influyen en la calidad sensorial y nutricional del fruto, ya
que pueden contribuir con la generacion de aromas y sabores caracteristicos del fruto, ademas
de su importante funcion como sustancias antioxidantes (Robards et al. 1999), propiedad de
interés en este trabajo. Los compuestos polifendlicos son los principales contribuyentes al
sistema antioxidante quimico de los frutos. La actividad antioxidante de los compuestos
polifendlicos ha sido asociada a sus caracteristicas quimicas estructurales como la capacidad
de donacion de protones del hidroxilo fendlico, la capacidad de deslocalizar y estabilizar
electrones desapareados por resonancia en el anillo aromatico (figura 4), bajo potencial de
oxidacion (alto potencial de reduccion), alta capacidad de quelacion de metales que estos
tienen e interaccion con otras moléculas faciimente oxidables (Rice et al. 1997).
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Figura 4. Oxidacion de polifenoles a quinonas promovida por un radical libre. Estabilizacién por

resonancia del catién aromatico formado (Rice et al. 1997).

Las propiedades antioxidantes del acido ascorbico (vitamina C) y de los compuestos
carotenoides también han sido ampliamente estudiadas. Se ha encontrado que las
caracteristicas estructurales asociadas a la actividad antioxidante del acido ascdrbico son su
alta capacidad de donacién de protones, su capacidad de formacion de enolatos
(deslocalizacion de electrones desapareados), bajo potencial de oxidaciéon (alto potencial de
reduccioén) y por la capacidad del &cido dehidroascorbico de ser nuevamente reducido hasta
acido ascorbico mediante el ciclo de Halliwell-Asada. En la figura 5 se puede observar el
mecanismo de deslocalizacion de electrones del acido ascoérbico que le proporciona su alta
actividad antioxidante, asi como la capacidad del acido dehidroascérbico de ser nuevamente
reducido a acido ascorbico mediante el ciclo de Halliwell-Asada para seguir actuando como
compuesto antioxidante. Es de destacar que una vez el acido dehidroascérbico es hidrolizado al
acido 2,3-dicetogluconico se pierde su capacidad de ser reducido nuevamente a &cido

ascorbico y de seguir actuando como compuesto antioxidante (Dalton et al. 1986).

Acido Ascérbico Acido Dehidroascorbico
OH _OH OH
H——0OH H——OH e
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II/"_"\' 4 O
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Figura 5. Ciclo de Halliwell-Asada. Mecanismo de la actividad antioxidante del acido ascérbico (Dalton
et al. 1986). La reduccion del acido dehidroascorbico a acido ascorbico se lleva a cabo mediante la

oxidacion del glutation (GSH) al glutation disulfuro (GSSG).
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La actividad antioxidante de los carotenos ha sido relacionada con la capacidad de deslocalizar
electrones (deslocalizacion por resonancia) en el sistema conjugado de dobles enlaces que
estos tienen en su cadena hidrocarbonada, lo cual determina la baja energia de sus estados
tripletes y su alta capacidad de neutralizar (quench) los radicales libres y el oxigeno singlete 'O,
(Stahl y Sies 2003). Esta particular propiedad de los compuestos carotenoides se aprovecha
para la cuantificacion de la actividad antioxidante lipofilica por el método de decoloracién del 3-
caroteno (figura 6). En este método de medida de la actividad antioxidante, se promueve la
peroxidacion térmica del acido linoleico (LH) en presencia de oxigeno molecular (O,) para
formar el radical peroxilo (LOQe). Este radical puede ser neutralizado por el B-caroteno (A= 470
nm) ocasionando la ruptura de su conjugacion y por consiguiente se anule su capacidad de
trasnsferencia de carga, manifestandose en el proceso de decoloracion que puede ser medido
espectrofotométricamente. De esta manera, la actividad antioxidante de un extracto de
compuestos fendlicos o carotenoides (AH,) puede ser medida al evaluar la capacidad que estos
compuestos tienen de neutralizar el radical LOOe e impedir asi el proceso de decoloracion del
B-caroteno. Entre mas actividad antioxidante tenga el compuesto evaluado, menor sera la

decoloracion del B-caroteno (Marco 1968, Velioglu et al. 1998).

La determinacion del perfil de los compuestos carotenoides (composicion y concentracion)
durante la maduracién de los frutos puede permitir atribuir la actividad antioxidante lipofilica de
los frutos tropicales a un determinado compuesto carotenoide, y poder disefar estrategias

futuras de conservaciéon de la actividad antioxidante por periodos prolongados de tiempo.
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Figura 6. Mecanismo de la actividad antioxidante del B-caroteno, deslocalizacién de electrones en la

cadena hidrocarbonada de los compuestos carotenoides (Velioglu et al. 1998).
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El estudio de la actividad antioxidante en frutas ha permitido la identificacion de los compuestos
fendlicos, carotenoides y vitamina C de los frutos como los responsables de la proteccion del
fruto contra las sustancias oxidantes. La actividad quimica de los polifenoles que definen sus
cualidades antioxidantes es producto de su capacidad de donar electrones y atomos de
hidrogeno, asi como su alta estabilidad y baja reactividad quimica en su forma oxidada.
Anteriormente ya ha sido estudiada la alta capacidad de los polifenoles de reducir sustancias
oxidantes como el radical hidroxilo (OHe), anién radical superdxido (O,"), radicales peroxil
(ROOQe) y peroxido de hidrégeno (H.O,), asi como los intermediarios oxidados altamente
reactivos. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos ha sido estudiada ampliamente
en frutas como el durian (Arancibia et al. 2008), fresa (Ayala et al. 2004), arandano (Celik et al.
2008), guayaba (Chen y Yen 2007), persimoén (Chen et al. 2008), tomate (Javanmardi et al.
2006), manzana, pera y durazno (Leontowicz et al. 2002), mangostino (Ketsa y Atantee 1998),
entre otros, encontrandose que los fenoles presentes en el fruto son los principales
responsables de la actividad antioxidante, junto con otros compuestos como acido ascorbico, a-
tocoferol y compuestos carotenoides. Muchos de estos compuestos fendlicos se encuentran en
los alimentos conjugados con azucares de forma natural (glicosidados), mientras que los
compuestos fendlicos libres normalmente se encuentran en su forma libre en tejidos muertos,

maduros o senescentes (Rice et al. 1997).

Existen diversas formas de medir la actividad antioxidante total y el contenido de fenoles en un
fruto. Algunos métodos han sido desarrollados para medir la capacidad antioxidante total, entre
los que se encuentra el método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) capaz de medir
la capacidad de reduccién de un antioxidante y los métodos ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) y el método de
decoloracion del p-caroteno que miden la capacidad de los antioxidantes de neutralizar y evitar
la propagacién en cadena de los radicales libres (Thaipong et al. 2006). La capacidad
antioxidante hidrofilica y lipofilica se puede correlacionar con el contenido de fenoles, vitamina
C, carotenoides y enzimas antioxidantes POD y PFO en el fruto (Ozgen et al. 2006). El
contenido de fenoles puede ser determinado por la capacidad del polifenol de reducir el reactivo
de Folin-Ciocalteu en medio basico (Chen et al. 2008) y ocasionar la formacién de los éxidos de
molibdeno y tungsteno de color azul que pueden ser cuantificados a 760 nm (figura 7). Se ha
determinado que el método FRAP para medir la capacidad antioxidante es el método que mejor
correlaciona con el contenido total de fenoles totales y que es el método que presenta la

sensibilidad mas alta en la medida de la actividad antioxidante (Thaipong et al. 2006).
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Figura 7. Reaccion del método de Folin-Ciocalteu para la cuantificacion de los compuestos fendlicos.

Los distintos métodos para medir la actividad antioxidante son consecuencia de la alta
capacidad antioxidante que tienen los polifenoles, donde cada método de medida de actividad
antioxidante es sensible a las distintas caracteristicas redox del compuesto polifendlico
polifenol. Los métodos ABTS y DPPH actuan sobre polifenoles donores de atomos de
hidrogeno a radicales oxidantes, estabilizandolos y disminuyendo asi su poder oxidante, el
método FRAP actiua sobre los polifenoles capaces de donar electrones reduciendo
intermediarios oxidados, mientras que el método de decoloracion del B-caroteno actua
deslocalizando y estabilizando los electrones recibidos de un radical libre. Entonces, para poder
determinar la capacidad antioxidante total de un fruto, debe medirse la actividad antioxidante
con cada uno de los métodos para poder determinar tanto el efecto de neutralizacion de

radicales libres, como su capacidad de reduccion (Brand et al. 1995).

En la figura 8 se puede observar el mecanismo de medida de la actividad antioxidante por el
método ABTS. Inicialmente el ABTS es oxidado por medio del persulfato de potasio (K;S,0g)
para formar el caton radical ABTS®™ que es cuantificable a 734 nm. El ABTS* es un catién
radical estable debido a su capacidad de deslocalizar el electrén desapareado entre los atomos
de nitrégeno de su estructura (figura 8, arriba). De esta manera, el ABTS" puede reaccionar
con el compuesto polifendlico (se emplea el trolox como compuesto de referencia), ocasionando
la formacion del ABTS (incoloro) y la oxidacion del compuesto polifendlico (figura 8, centro).
Entre mayor es la actividad antioxidante del polifenol, mayor es la decoloraciéon generada sobre
el ABTS®" (velocidad de decoloracién) debido a que se cuantifica la decoloracién del croméforo
ABTS"™ ocasinada por el proceso de reduccion. Los compuestos polifendlicos son buenos
compuestos antioxidantes debido a la capacidad que tienen de estabilizar la carga generada
sobre el polifenol (figura 8, abajo) y la posterior formaciéon de la quinona, ocasionando la
completa neutralizacién de la carga generada tras el proceso de oxidacion. De esta manera, el
método ABTS permite la cuantificacion de la actividad antioxidante de caracter principalmente
hidrofilico (antioxidantes solubles en agua), aunque el método también puede ser extrapolado a

antioxidantes lipofilicos como los carotenoides (Re et al. 1999, Osman et al. 2006).
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Figura 8. Mecanismo de estabilizacién del catién radical ABTS®" (arriba), reaccién del catién radical

ABTS"" con el trolox (centro) y mecanismo de estabilizacion del radical formado en el trolox (abajo).

De la misma manera que el método ABTS, el método DPPH (figura 9) también permite medir la
capacidad de transferencia de protones y electrones del compuesto polifendlico. El cation
radical estable DPPHe es un cromdéforo que absorbe a 515 nm, donde la decoloracién del
DPPHe es ocasionada por el proceso de reduccion promovida por el compuesto antioxidante.
Aunque el mecanismo de transferencia de electrones del método DPPH es similar al método
ABTS, el método DPPH es un método de muy baja sensibilidad debido a que el potencial de

reduccion del DPPHe es mucho mayor que el del ABTS™ (Brand et al. 1995).
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Figura 9. Reaccion de transferencia de electrones del compuesto polifenélico (AH) sobre radical DPPH.

Mecanismos de transferencia de electrones e intercepcién de radicales libres (Brand et al. 1995).
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El método FRAP (figura 10) permite medir la capacidad de transferencia de electrones y la
capacidad de reduccién del Fe*® que tienen los compuestos antioxidantes hidrofilicos (AH,). La
reaccion de reduccion del reactivo de FRAP en medio acido por el compuesto antioxidante AH,
(complejo [Fe(Ill)(TPTZ),]**) se muestra a continuacién:

[Fe(I)(TPTZ),]*® + AH, — [Fe(l)(TPTZ),]*? + A+ 2H" + 1e’

En el método FRAP se cuantifica la aparicién del complejo [Fe(l)(TPTZ),]*? que es un
cromoforo que tiene su maxima absorcién a 593 nm. El mecanismo que se mide en el método
de FRAP es la capacidad que tiene un determinado compuesto antioxidante (AH,) de transferir
un electrén al Fe™ y reducirlo a la especie Fe*?, ocasionando la aparicion de la quinona (A) en
el caso de los compuestos polifendlicos, y del acido dehidroascérbico en el caso de que se
utilice la vitamina C como compuesto antioxidante (Benzie y Strain 1996, Benzie y Szeto 1999,
Huang et al. 2009). Debido a que el complejo [Fe(lll)(TPTZ),]" tiene un potencial de reduccién
muy bajo, el método FRAP es un método de muy baja especificidad (el complejo puede ser
reducido por una gran variedad de compuestos antioxidantes) y por consiguiente es por este
método por donde se encuentran las mayores actividades antioxidantes, esto ocasiona que el
método FRAP sea muy sensible y reproducible, siendo el mejor método para cuantificar la

actividad antioxidante de especies que sean pobres en concentracién antioxidantes.

Los compuestos polifendlicos son también los sustratos de las enzimas relacionadas con el
pardeamiento enzimatico como la POD y PFO. La correlacion del contenido de fenoles, vitamina
C y la capacidad antioxidante con la actividad de estas enzimas, permitira caracterizar el
proceso de pardeamiento enzimatico y permitir una mejor comprensién de la capacidad

antioxidante quimica y enzimatica en el fruto de guayaba.
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Figura 10. Reaccion de reduccién del complejo [Fe(III)(TPTZ)z]+3 y aparicion del cromoforo
[Fe(II)(TPTZ)z]+2 cuantificable a 593 nm (Benzie y Strain 1996).
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5.5. Polifenoloxidasa PFO (E.C. 1.10.3.2)

La polifenoloxidasa (PPO) es una enzima encontrada principalmente en plantas y hongos que
catalizan una reaccion que transforma los o-difenoles en o-quinonas. Las o-quinonas pueden
atacar a una gran variedad de biomoléculas como proteinas y aminoacidos libres, favoreciendo
la formacion de polimeros negro-marrén llamados melaninas. Estos polimeros son los
responsables del oscurecimiento de tejidos vegetales cuando existe dafio fisico o durante el
envejecimiento. Este fendmeno puede ser observado facilmente en platanos, papas y
manzanas que tienen altos niveles de PFO (Concellon et al. 2004). Cuando la célula se
encuentra sana e intacta, la PFO y sus sustratos, los polifenoles, se encuentran en
compartimientos separados (cloroplastos y vacuolas, respectivamente). Sin embargo, cuando la
célula se desorganiza al envejecer, o como resultado de un dafio fisico o infeccioso, las
enzimas y sustratos entran en contacto y sucede la reaccion de pardeamiento enzimatico. El
oscurecimiento producido por estas enzimas causa grandes pérdidas a la industria, por esto, el
contenido de PFO y su nivel de actividad son muy importantes para determinar la calidad de
frutos y vegetales (Kumar et al. 2008). La reaccién de reduccion del O, a H,O y la oxidacién del

L-DOPA a la DOPA-quinona catalizada por la PFO se muestra en la figura 11.

La PFO tiene dos actividades enzimaticas, una o-hidroxilando monofenoles o actividad
cresolasa (E.C. 1.14.18.1) y otra oxidando o-difenoles a diquinonas o actividad catecolasa (E.C.
1.10.3.2). Dependiendo de la fuente, la actividad cresolasa es mayor o menor, incluso
inexistente en algunos casos. En cambio, todas las enzimas tienen actividad catecolasa (Soliva
et al. 2002). La caracteristica estructural mas importante de estas enzimas es la presencia en
su centro activo de dos atomos de cobre, unidos cada uno de ellos a tres residuos de histidina,
en su entorno se sitian una serie de aminoacidos hidrofébicos, con anillos aromaticos, que
también son importantes en su actividad para la unién y orientacion espacial de los sustratos.
La doble reaccion de o-hidroxilacion y o-oxidacién de la PFO se muestra en la figura 12
(Marshall et al. 2000).

HO COOH 0 COOH

2 + 0, _...PFO 2 + 2H,0
NH, ~ NH,

HO o

L-DOPA Quinona

Figura 11. Oxidacion de fenoles (L-DOPA) hasta la quinona y reduccion del O, a H,O por accion de la
PFO (Marshall et al. 2000).
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Figura 12. Oxidacion de fenoles a quinonas catalizada por la PFO. Abajo se observa la reaccién

cresolasa y arriba se observa la reaccion catecolasa (Marshall et al. 2000).

La actividad enzimatica de la PFO ha sido determinada anteriormente en mora (Arslan et al.
2004), nispero (Ayaz et al. 2008), pitaya (Baquero-Duarte et al. 2005), uva (Castellari et al.
1997), berenjena (Concellon et al. 2004), tomillo (Dogan et al. 2006), manzana (Espin et al.
1995), alcachofa (Espin et al. 1997), pera (Franck et al. 2007), cereza (Kumar et al. 2008),
malanga (Lee et al. 2007) y aguacate (Soliva et al. 2002), entre otros, determinandose que la
PFO esta relacionada con el proceso de pardeamiento enzimatico y que su actividad se hace
evidente durante el proceso de maduracién y senescencia del fruto y cuando el fruto sufre
dafios mecanicos o es atacado por patégenos.

5.6. Peroxidasa POD (E.C. 1.11.1.7)

En la pérdida de la calidad de las frutas juega un papel importante el balance entre las especies
reactivas del oxigeno (ROS) y el sistema antioxidante del fruto. Dentro de las ROS se ubican los
radicales superéxido (O,"), el radical hidroxilo (¢OH) y el peréxido de hidrégeno (H,O,). Aunque
el proceso de produccion de ROS es un proceso producto del metabolismo aerobio, este puede
verse incrementado no solo durante la maduracion y senescencia, si no también por agentes
causantes de estrés como metales, radiacion, temperaturas extremas, modificacion de
atmosferas y ataque de microorganismos (Goodwin y Hertwig 2003). La actividad de la enzima
POD ha sido relacionada con la aparicion de efectos deteriorativos tales como las
modificaciones en color, sabor y textura, asi como en la produccién de aromas indeseables. Los

productos vegetales normalmente requieren de un tratamiento térmico con la finalidad de
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inactivar enzimas deteriorativas y de esta manera evitar o minimizar los cambios de calidad en

el producto durante el almacenamiento o procesamiento posterior (Padiglia et al. 1995).

OCH, OCH,

OH
POD
O e o o Oy e

Guaiacol H;CO Quinona

Figura 13. Oxidacion de fenoles (guaiacol) hasta la quinona y reduccion del H,O, a H,O por accion de la
POD (Altunkaya et al. 2008).

Los sistemas de defensa antioxidante celular comprenden moléculas pequefas, endoégenas y
exdgenas, macromoléculas con capacidad antioxidante, y también enzimas antioxidantes y
enzimas asociadas como la POD y PFO. La capacidad antioxidante celular esta dada por
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos a través de los cuales la célula anula la reactividad e
inhibe la generacién de las ROS. Los mecanismos enzimaticos comprenden la superéxido
dismutasa (SOD), que cataliza la dismutacion del O, a H,O,, la glutation transferasa que
reduce hidroperoxidos (ROQe) a alcoholes, y la catalasa (CAT) y peroxidasa (POD), que
reducen el H,O, a H,O (Garcia et al. 2004).

Dentro de la ROS, el H,O, juega un papel importante ya que tiene funciones vitales en las
células vegetales como su participacién en la sintesis de la pared celular y en la respuesta
hipersensible ante el ataque de microorganismos. Sin embargo, sus niveles deben ser
controlados porgue puede originar radicales libres que son los principales agentes oxidantes de
las proteinas, acidos nucleicos vy lipidos. En el control del H,O, participa la enzima POD (figura
13) que en presencia de un compuesto fendlico puede generar la respectiva quinona

reduciendo el perdxido de hidrégeno a agua (Baquero-Duarte et al. 2005).

La actividad enzimatica de la POD ha sido determinada en frambuesa y fresa (Garcia et al.
2004), pitaya (Baquero-Duarte et al. 2005), pimentén (Goodwin et al. 2003), mangostino (Ketsa
et al. 1998), calabacin (Lebeda et al. 1999), tomate (Lurie et al. 1997), tunas (Padiglia et al.
1995), uva (Rivera et al. 2004), manzana (Torres et al. 2003), araza (Narvaez-Cuenca 2008)
entre otros, determinandose que la POD esta relacionada con el proceso antioxidante del fruto

ademas, de estar vinculada con el proceso de pardeamiento enzimatico de los tejidos.
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5.7. Ablandamiento del fruto durante la maduracién

La rigidez y textura de las frutas depende en gran medida de su contenido de pectinas,
protopectina y pectina soluble en agua. La protopectina atrapa el agua formando una malla y es
la que proporciona a la fruta no madura su particular textura y rigidez, con la maduracion, esta
sustancia es degradada por enzimas pécticas y se va transformando en pectina soluble, que
queda disuelta en el agua que contiene la fruta, produciéndose el caracteristico ablandamiento
de la fruta madura (Worth 1967). La degradacion de las sustancias pécticas ocurre en la pared
vegetal que es una estructura rigida que rodea y protege las células vegetales, se ubica
externamente sobre la membrana plasmatica, desempenando importantes funciones
estructurales como dar forma y soporte a la planta, ademas de ayudar a regular procesos
fisioldgicos en el transporte, la absorcidn y la secrecion, incluyendo la respuesta de defensa,
actuando como barrera fisica a la invasién de patégenos. La pared celular esta compuesta por
una mezcla compleja de carbohidratos, lignina, proteinas, cutina, suberina y algunos

componentes inorganicos que varian de una planta a otra (Bonghi et al. 1996).

5.8. Sustancias pécticas

Las pectinas son mezclas complejas de polisacaridos que pueden llegar a constituir un tercio
del peso seco de la pared celular de las frutas. Las mayores concentraciones de pectina se han
encontrado en la lamina media. Las pectinas tienen funcién lubricante y estructural en la pared
celular de las plantas superiores. También estan involucradas en la textura y maduracién de los
frutos, en el crecimiento de los vegetales y en la interaccion entre las plantas huésped y sus

patdgenos (Rodriguez-Nieto 2008).

Se consideran pectinas los polisacaridos acidos complejos de naturaleza coloidal que contienen
un esqueleto de residuos de acido galacturénico segun el tipo de modificacion que sufre la
cadena principal o esqueleto de la molécula, el término genérico pectina puede aplicarse a
protopectinas, acido péctico, acido pectinico y pectina. La protopectina es insoluble en agua,
mientras las otras tres sustancias son total o parcialmente solubles en agua (Bonghi et al.
1996). La protopectina es una matriz de sustancia péctica que por hidrdlisis da lugar a la pectina
o al acido pectinico. La protopectina representa las sustancias pécticas insolubles en agua
encontradas en los tejidos vegetales y de las cuales se forman las sustancias pécticas solubles

(Worth 1967). Los acidos pécticos son galacturonanos que no contienen grupos metilos. A las
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sales de los acidos pécticos se les llama pectatos o poligalacturonatos. Los acidos pectinicos
son galacturonanos con cantidades variables de grupos metilos esterificados con los grupos
carboxilos del C-6. A las sales de los acidos pectinicos, se les llama pectinatos. Estas
sustancias tienen la propiedad de formar geles con azucares, con acidos y, si el contenido de

metilos es bajo, con otros componentes como sales de calcio (Zhou 2000).

La pectina es una mezcla amplia de sustancias pécticas de diferente composiciéon que contiene
como componente principal el acido pectinico. La pectina en forma nativa se encuentra
localizada en la pared celular y puede estar entrecruzada con otros polisacaridos estructurales y
proteinas para formar protopectina insoluble (Priya ef al. 1996). El componente mas abundante
de las pectinas es el acido galacturénico, que forma el esqueleto principal de la molécula
consistente en una cadena de residuos de acido D-galacturénico unidos mediante enlaces o-
(1,4). Estos residuos pueden estar parcialmente metilados, esterificados en el C-6 con alcohol
metilico, siendo el grado de metilacion variable segun el origen de la pectina. La pectina
también contiene con frecuencia residuos de ramnosa, arabinosa y galactosa (figura 14).
Generalmente la ramnosa forma parte de la cadena principal, mientras que la arabinosa y la
galactosa se encuentran en las cadenas laterales unidas a la cadena principal formando
ramificaciones (EI-Bulk et al. 1997).
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Figura 14. Estructura de la Pectina (Reproducido de Rodriguez-Nieto 2008).
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5.9. Fibra dietaria

La fibra dietaria es un constituyente no nutritivo presente principalmente en la pared celular de
los tejidos vegetales de leguminosas, cereales, frutas y verduras. Aunque no es hidrolizado ni
absorbido, ejerce efectos fisioldgicos benéficos para el ser humano contribuyendo a reducir el

riesgo de enfermedad cardiovascular, obesidad y diabetes (DeVries et al. 2005).

Existen numerosas definiciones en relacion con el término de fibra, donde la causa principal de
estas diferencias es el método analitico empleado para la determinacion de sus componentes.
El término fibra dietaria en los Estados Unidos es definido con base en diferentes métodos
analiticos aceptados por la Asociacion Oficial Internacional de Quimicos Analiticos (AOAC) en
los cuales se aislan carbohidratos no digeribles de animales y plantas, mientras que en paises
como Canada la definicion de fibra involucra solo carbohidratos no digeribles de origen vegetal.
El Instituto de medicina (IOM) en el afio 2001 establecié que el termino fibra total comprende la
suma de fibra dietaria y fibra funcional, y definié la fibra dietaria como todos los compuestos
constituidos por los carbohidratos no digeribles y la lignina que son constituyentes de los tejidos
estructurales de la planta y que no han sufrido modificaciones (estan intactos), y fibra funcional
como los compuestos aislados, constituidos por carbohidratos no digeribles que ejercen efectos

fisiologicos benéficos en humanos (Vitaglione et al. 2008).

Esta definicién es mas flexible y adecuada puesto que permite incorporar en un futuro otros
componentes, siempre y cuando se demuestre que ejercen efectos benéficos sobre la salud,
también considera la diversidad de carbohidratos no digeribles que se encuentran naturalmente
en los alimentos y aquellos que se adicionan de manera intencional a un alimento, incluyendo
los carbohidratos que se encuentran en la pared celular de los vegetales, en los tejidos
animales y los carbohidratos de bajo peso molecular que son aislados, sintetizados e
incorporados a los productos alimentarios durante su elaboracion (Saura-Calixto 1998).

La fibra dietaria esta constituida por la lignina y por los carbohidratos no digeribles de las
plantas presentes en los alimentos los cuales estan compuestos, generalmente, por una mezcla
de polisacaridos que forman parte integral de la pared celular de las plantas o de su estructura
intercelular, lo que indica que la matriz tridimensional de las plantas es responsable de algunas
de las propiedades fisicoquimicas que se atribuyen a este tipo de fibra. Estos componentes de

los tejidos vegetales son considerados fibra dietaria si las células de la planta y sus
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interrelaciones tridimensionales permanecen intactas. La fibra funcional involucra a todos los
carbohidratos no digeribles que son aislados o extraidos empleando métodos quimicos,
enzimaticos o extractos acuosos. Dentro de este tipo de fibra se incluyen los oligosacaridos y
los polisacaridos obtenidos sintéticamente o aislados de fuentes naturales con o sin
modificacion (Jenkins et al. 2004).

La hipotesis de la fibra dietaria (figura 15) propuesta por Trowell, Burkitt y Walker en 1976
(DeVries et al. 2005), la cual propone que los efectos benéficos de la fibra dietaria tales como la
disminucion de constipaciones, hemorroides y enfermedades diverticulares, Ulceras
duodenales, cancer intestinal, calculos biliares, hernias hiatales, enfermedades coronarias y
cardiovasculares, formacién de venas varices, diabetes, obesidad y coagulacién sanguinea
hacen que el estudio de las propiedades funcionales de la fibra aislada de la guayaba variedad
Palmira ICA | sea de gran interés, debido a que en estudios anteriores (Jiménez-Escrig et al.
2001) se ha demostrado que el fruto de guayaba es muy rico en fibra dietaria, especialmente en
pectina, lo que hace interesante el estudio de la fibra de la guayaba variedad Palmira ICA | para
darle un valor agregado como alimento funcional en fresco o como una posible fuente natural de
fibra dietaria para ser empleada en productos alimenticios que son funcionalmente menos

favorecidos que la guayaba.
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Figura 15. Hipotesis de la fibra dietaria de Hippsley. Funciones fisiolégicas de alimentos funcionales ricos
en fibra dietaria (Vitaglione et al. 2008).
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5.10. Enzimas pécticas

Las enzimas pécticas comprenden un grupo muy grande de enzimas dada la complejidad del
sustrato, pero en forma resumida, conforman dos grupos: uno de ellos incluye las esterasas que
son activas sobre los enlaces metil o acetil ésteres, ubicados en los residuos del acido
galacturénico y el otro grupo de enzimas comprende las despolimerizantes que incluyen tanto
las hidrolasas como las liasas (Wu et al. 2004). Las enzimas pécticas estan relacionadas
directamente con el cambio de textura durante el proceso de maduracioén de frutos climatéricos.
El ablandamiento, producido por la maduracién, genera un mayor deterioro en el epicarpio
(corteza) que en el mesocarpio (pulpa) debido a la accion de las enzimas pécticas que
hidrolizan las sustancias pécticas y que se caracterizan por la aparicién de zonas necréticas,
pardeamiento y ablandamiento excesivo (Rodriguez-Nieto 2008).

5.11. Pectinesterasa PE (E.C. 3.1.1.11)

La PE esta ampliamente distribuida en los tejidos vegetales y su actividad consiste en hidrolizar
el enlace éster entre el metanol y el grupo funcional carboxilico del acido galacturénico. La PE
al hidrolizar los enlaces éster metilico, libera metanol de los grupos carboxilos esterificados y
transforma la pectina metoxilada en pectina de bajo metoxilo e incluso en acido
poligalacturénico (figura 16). La PE se encuentra ampliamente distribuida en plantas y

microorganismos (Warrilow et al. 1995).

La pectinesterasa tiene un peso molecular promedio de 25 a 54 kDa, su punto isoeléctrico varia
ampliamente desde 3,1 para PE fungica hasta 11,0 para tomate, tiene termoestabilidad
moderada entre 40 y 70°C, siendo mas termoestables las PE de plantas con respecto a las de
origen microbiano (Rodriguez-Nieto 2008). La estabilidad al pH depende del origen de la
enzima, su pH optimo se encuentra entre 6,0 y 8,0 y a menudo se requiere la adicion de NaCl
para que la catdlisis sea maxima. En cuanto a su reaccidén sobre las pectinas, el grado de
metoxilacion de la molécula de pectina perece ser un factor importante en la degradacion,
algunas isoformas de PE son mas activas con moléculas de alto grado de metoxilacion,
mientras que otras no lo son. De igual manera, algunas formas de la enzima se inhiben en
presencia de Hg?, AI**, NH,", aztcares o &cido galico, mientras que otras no y muchas de ellas

se inhiben por el producto de su reaccion, el acido galacturénico (Pires et al. 2005).
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La pectinesterasa se ha extraido y caracterizado como parte del comportamiento que presenta
el complejo proceso de maduracién de la fraccion comestible del chalote (Wu et al. 2004),
durazno (Zhou et al. 2000), arracacha (Pires et al. 2005), tomate (Warrilow et al. 1995), papaya
(Fayyas et al. 1995), papa (Puri et al. 1982), pitaya (Carabali-Miranda et al. 2009), lulo
(Rodriguez-Nieto 2008), encontrandose en todas las investigaciones que la pectinesterasa esta
involucrada en el proceso de ablandamiento de los frutos y que si se logra controlar la accion
enzimatica de la pectinesterasa se controlara el proceso de ablandamiento y la comercializacion

de los frutos sera mas rentable.

COOCH, COOH
0 0
OH + HO L OH + CH,0H
Ry OW'R R OMNR
OH OH
Pectina Citrica Metilada Pectina Citrica

Figura 16. Degradacion de la pectina por accion de la pectinesterasa, hidrdlisis del enlace éster del acido

poligalacturénico metilado.

5.12. Poligalacturonasa PG (E.C. 3.2.1.67)

Las PG son las enzimas que rompen el enlace glicosidico a-(1-4) del acido galacturénico
(enlaces galactosidicos) a través de un mecanismo de hidrdlisis (figura 17). Dependiendo del
ataque del sustrato, estas pueden ser endopoligalacturonasas (E.C. 3.2.1.15), produciendo una
marcada disminucién en la viscosidad debido a la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos internos,
0 puede ser en los extremos del polimero por medio de las exopoligalacturonasas (E.C.
3.2.1.67), produciendo moléculas libres de acido galacturénico. En este caso la viscosidad no
se ve afectada significativamente. Las poligalacturonasas son activas con pectinas de bajo o

moderado grado de esterificacion (Muchuweti et al. 2005).

Las exopoligalacturonasas pertenecen a la familia de las glicosil hidrolasas, tienen un peso
molecular que varia entre 30 y 75 kDa, y su punto isoeléctrico varia entre 3,8 y 8,8, mientras
que su pH 6ptimo de actividad se encuentra entre 3,5 y 6,0. La mayoria tienen su mayor
actividad a temperaturas entre 40 y 55 °C, aunque generalmente los ensayos de actividad
enzimatica se realizan entre 25 y 37°C. Dada la presencia de varias isoformas de la enzima, sus

propiedades cinéticas también muestran diferencias entre ellas. Los cationes divalentes pueden
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tener un efecto inhibitorio, ya que al interactuar con el sustrato lo hace menos accesible a la
accioén de la enzima (Bonghi et al. 1996). Se ha descrito también la presencia de inhibidores de
esta enzima que son de naturaleza proteica (proteinas inhibidoras de poligalacturonasa), a las
que se les ha asociado un papel importante en los sistemas de defensa de las plantas contra el
ataque de microorganismos, ademas se ha comprobado con técnicas de biologia molecular que
hay especificidad de las proteinas inhibidoras de poligalacturonasa hacia determinados tipos de
endopoligalacturonasas y que hay genes de esas proteinas que se expresan a través del dafio

mecanico y por ataque de patégenos (Priya et al. 1996).

Las poligalacturonasas se encuentran naturalmente en los frutos y se les ha atribuido como
responsables del ablandamiento de los frutos durante la maduracion, ya sean frutos climatéricos
0 no climatéricos, ademas se ha evidenciado que el control de estas enzimas esta directamente
relacionado con el tiempo de vida de anaquel de frutos como pera (Pressey y Avant 1976),
tomate (Warrilow et al. 1995), fresa (Nogata et al. 1993), guayaba (Abu-Bakr et al. 2003), kiwi
(Bonghi et al. 1996), pimenton (Priya et al. 1996), banano (Pathak et al. 2000), frutos silvestres
de Zimbabwee (Muchuweti et al. 2005), mango (Prasanna et al. 2006), arracacha (Pires et al.
2005) y lulo (Rodriguez-Nieto 2008).

La poligalacturonasa no es la unica enzima responsable del proceso de ablandamiento de los
tejidos, se ha demostrado mediante procesos de biologia molecular que en plantas transgénicas
de tomate, banano y fresa, con el gen de la poligalacturonasa suprimido, los frutos también
sufren el proceso de ablandamiento, indicando que otras enzimas que actian sobre ostros
sustratos no pécticos (celulosa, ligninas y xilanos entre otros) también contribuyen

significativamente al proceso de ablandamiento de los frutos (Prassana et al. 2006).

OH

Acido Poligalacturénico Acido Galacturénico

Figura 17. Hidrdlisis del enlace glicosidico a-(1,4) tras la accién de la poligalacturonasa.
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6. METODOLOGIA

La metodologia experimental general empleada para el estudio de la capacidad antioxidante y

el ablandamiento del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | se muestra a continuacion:

Guayaba Variedad Palmira ICA |

!

Desinfectado con NaClO 0,1% (15 min), lavado con H,O y
secado manual

}

Separacion visual de los frutos en los estados de
maduracion verde, pintdn, maduro y senescente (color de
la corteza)

|

Separacién y homogenizacion manual de la parte comestible del
fruto (corteza y pulpa)

|

Parametros
Fisicoquimicos

}

Capacidad

}

Antioxidante Ablandamiento

indice de
Madurez Color  Firmeza

Voo

CIRG kg,

SS AT

b

°Brix %Acido
Citrico

LH

°Brix / %Acido Citrico

|

} | ! } '

Intensidad Actividad Enzimas Sustratos Enzimas
Respiratoria Antioxidante

} | | | |

mg O,/kg*h ABTS l 1 Vitamina C l l
DPPH POD PFO Polifenoles PG PE

FRAP l l Carotenos l l

p-Caroteno Volatiles
Levadura UPOD UPFO l UPG UPE
l Vitamina C (mg /100 g)
ABTS, DPPH y FRAP (umol Trolox / g) Polifenoles, carotenos y volatiles
(ng/9)

FRAP (umol FeSO, / g)
B-Caroteno (umol a-Tocoferol / g)

Levadura (h, cel/min, cel/min*h)

}

Sustratos

|

FDI FDS

b

% FDI % FDS

Figura 18. Metodologia experimental general para el estudio de la capacidad antioxidante y el

ablandamiento del fruto de guayaba variedad Palmira ICA |. Sélidos solubles (SS), acidez titulable (AT),

Color Index Red Grape (CIRG), peroxidasa (POD), polifenoloxidasa (PFO), poligalacturonasa (PG),

pectinesterasa (PE), unidades de actividad especifica de peroxidasa (UPOD), unidades de actividad

especifica de polifenoloxidasa (UPFO), unidades de actividad especifica de poligalacturonasa (UPG),

unidades de actividad especifica de pectinesterasa (UPE), fibra dietaria soluble (FDS), fibra dietaria

insoluble (FDI), porcentaje de fibra dietaria soluble (%FDS) y porcentaje de fibra dietaria insoluble (%FDI).
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6.1. Material vegetal

Los frutos de guayaba variedad Palmira ICA | fueron clasificados taxondmicamente por el
Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de Colombia como Psidium
guajava L. con el cédigo 27240. Los frutos fueron adquiridos en el municipio de Puente Nacional
de la provincia de Vélez del departamento de Santander-Colombia (5°53"60’ latitud norte,
73°41760' longitud oeste de Greenwich, 1625 m.s.n.m. con temperatura promedio de 18 °C) en
cuatro estados de maduracién (verde, pinton, maduro y senescente). Se realizd una seleccion
visual por color, sanidad y tamafo (NTC 1263). Los frutos fueron desinfectados con una
solucion de NaCIlO (0,1%) durante 20 min, luego fueron lavados con agua y secados
manualmente. Se emplearon los frutos enteros para los analisis fisicoquimicos y la parte
comestible de los frutos para los analisis quimicos y enzimaticos. La parte comestible del fruto
(corteza y pulpa) fue separada de las semillas manualmente. Se corté el fruto en fragmentos
pequefos y se trituré durante 5 min en un procesador de alimentos hasta obtener una masa
homogénea. La masa formada fue pasada a través de un tamiz casero donde se eliminaron las
semillas. Las muestras se guardaron hasta el momento de los analisis a -80 °C en la oscuridad
en bolsas de plastico herméticamente selladas.

6.2. Caracterizacion fisicoquimica del estado de madurez

6.2.1. Intensidad respiratoria: La intensidad respiratoria se estimé por la cantidad de O,
consumido por el fruto entero de guayaba. La medida del O, consumido se realizé con un
sensor electroquimico selectivo a O, O2-BTA Vernier de 0 — 27 ppm acoplado a una
calculadora Texas Instrument Tl 83 Plus. La medida del O, consumido por el fruto entero se
realizd mediante la diferencia entre las concentraciones de O, inicial y final, después de 1 h de
almacenamiento en una camara de 1 L (Bower et al. 1998). Los intensidad respiratoria fue

expresada como mg O,/ kg fruta.h. Las medidas fueron realizadas por triplicado (n=3).

6.2.2. Indice de madurez: El indice de madurez fue calculado como la relacion entre los sélidos
solubles y la acidez titulable y fue expresado como °Brix/% acido citrico. Los sélidos solubles se
midieron sobre la parte comestible del fruto a una temperatura de 19 °C con un refractometro
manual ATAGO 8382 entre 0-90 % y se expresaron como °Brix (NTC 4624). La acidez titulable
se midié6 mediante una titulacion con una solucion estandarizada de hidréxido de sodio 0,05 N

de 1 g de la parte comestible del fruto (NTC 4623). La acidez titulable se expresé como %p/p de
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acido citrico. Las medidas de soélidos solubles y de acidez titulable fueron realizadas por
triplicado (n=3).

6.2.3. Color instrumental: La medida de color se realizd sobre el fruto entero con un colorimetro
de reflactancia Minolta CR-300 con una fuente de iluminacion C. El patrén de calibracion fue un
patrén blanco CR-300 con coordenadas L, a* y b* de 97,05; 0,46 y 1,78 respectivamente. La
medida de color fue realizada en la corteza y en la pulpa del fruto. La medida de color en la
pulpa de fruto se realiz6 mediante un corte paralelo al eje ecuatorial del fruto evitando la
presencia de las semillas. Se realizaron 3 medidas en la corteza y en la pulpa en sitios al azar
de 3 frutos por grupo (n=9). Los resultados fueron expresados como el indice CIRG (Colour
Index Red Grape) del sistema CIE L*a*b* para cada estado de madurez (Carrefio et al. 1995).

El indice CIRG se definié como:

180—h*
L*+C*

CIRG =

Donde L* corresponde a la luminosidad, C* al valor chroma (saturacion) y h* al hue angle

(tonalidad), que se definen asi:

Cr=@)?+ (")’ y

180 + arctan( j — sia*{0
h*
arctan( j si a*)0

6.2.4. Firmeza instrumental: Los perfiles de fuerza de compresion sobre el fruto entero fueron
medidos con un Texturometro Texture Analyser TA XT PLUS Stable Micro Systems. Se uso una
sonda de acero inoxidable P/2 de 2 mm de didmetro. La velocidad del émbolo antes del test de
compresion fue de 1 mm/s, durante el test fue de 0,2 mm/s y después del test fue de 10 mm/s.
La distancia de penetracion del émbolo fue de 15 mm con una fuerza de gatillo de 100 g. La
velocidad de adquisicion de datos fue de 25 pps (puntos por segundo). La firmeza de la corteza
corresponde al valor maximo del perfil de compresién, mientras que la firmeza de la pulpa

corresponde al valor promedio de la meseta del perfil de compresién (Batu 2004, Duprat et al.
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1995). Se realizaron 3 medidas en la corteza y en la pulpa en sitios al azar de 3 frutos por grupo
(n=9). Las unidades de firmeza fueron expresadas como kilogramos fuerza (kgs).

6.3. Cuantificacion de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante total del fruto fue determinada mediante cuatro métodos de medida
de actividad antioxidante. La actividad antioxidante hidrofilica fue determinada mediante los
métodos ABTS, DPPH y FRAP mientras que la actividad antioxidante lipofilica fue determinada

mediante el método de decoloracion del 3-caroteno.

6.3.1. Extraccion de los compuestos antioxidantes para los métodos ABTS, DPPH, FRAP y
Fenoles libres: Se pesé 1 g de muestra (parte comestible de la guayaba) en un tubo Falcon de
50 mL, se le adicioné 10 mL de etanol y se hizo reflujo durante 30 min a 50 °C. Se centrifugo (4
°C, 10 min y 3857 x g) y se guardé el sobrenadante. Al residuo se le realizé una segunda
extraccion con las mismas condiciones anteriores, se desechd el residuo, se reunieron los
sobrenadantes y se guardaron en tubos Falcon de 15 mL a -80 °C hasta el momento del

analisis. Todo el procedimiento fue realizado en la oscuridad (Restrepo-Sanchez et al. 2009).

6.3.2. Método ABTS: El método ABTS fue realizado segun la metodologia establecida por
Restrepo-Sanchez et al. (2009) y Thaipong et al. (2006). Se preparé una solucién de ABTS 7,0
mM y persulfato de potasio 2,5 mM en agua y se agité a 4 °C durante 16 h en la oscuridad para
generar el cation radical ABTS®". Se realizo una dilucién adecuada de esta soluciéon con etanol
hasta obtener la solucion de ABTS®" de trabajo con absorbancia a 734 nm de 0,700. 1000 pL de
esta solucion se incubaron a 30 °C durante 5 min y se midié la absorbancia inicial a 734 nm.
Para construir la curva de calibracion (anexo 1) se adicionaron 10 uL de soluciones de Trolox
en etanol entre 0 y 1500 uM a la soluciéon de ABTS*, se incubd a 30 °C durante 6 min y se
midié la absorbancia final a 734 nm. La medida de la actividad antioxidante de las muestras se
realiz6 incubando 1000 uL de la solucién de trabajo de ABTS® a 30 °C durante 5 min y se midié
la absorbancia inicial a 734 nm. Se adicion6 10 uL de una dilucién al 40% del extracto etandlico
de compuestos antioxidantes y se incubd a 30 °C. Se tomaron medidas de absorbancia a 734
nm cada 5 min durante 1 h, hasta llegar a una lectura constante de absorbancia final. Todo el
procedimiento fue realizado en la oscuridad. Se calculé la reduccion de la concentracion de

ABTS*" ocasionada por el antioxidante como AA7zsnm= Anicial 734nm-AFinal 734nm. La actividad
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antioxidante fue expresada como la capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC)

expresada como umol Trolox / g fruta. Las medidas fueron realizadas por triplicado (n=3).

6.3.3. Método DPPH: El método DPPH fue realizado segun la metodologia establecida por
Thaipong et al. (2006). Se preparé una solucion de DPPH 0,1 mM en etanol con una
absorbancia a 515 nm de 1,100. 975 pL de esta solucion se incubaron a temperatura ambiente
durante 7 min y se midi6 la absorbancia inicial a 515 nm. Para construir la curva de calibracion
(anexo 1) se adicionaron 25 ulL de soluciones de Trolox en etanol entre 0 y 500 uM a la solucién
de DPPH, se incub6 a temperatura ambiente durante 7 min y se midi6 la absorbancia final a 515
nm. La medida de la actividad antioxidante de las muestras se realiz6 incubando 975 uL de la
solucion de DPPH a temperatura ambiente durante 7 min y se midié la absorbancia inicial a 515
nm. Se adicionaron 25 uL del extracto etandlico de compuestos antioxidantes y se incubo a
temperatura ambiente. Se tomaron medidas de absorbancia a 515 nm cada 5 min durante 2 h,
hasta llegar a una lectura constante para obtener la absorbancia final. Todo el procedimiento
fue realizado en la oscuridad. Se calculé el porcentaje de inhibicién del DPPH ocasionada por el

antioxidante asi:

ASlSnm Inicial ~— ASISnm Final x 100

A

% Inhibicion ., =

515nm Inicial

La actividad antioxidante fue expresada como la capacidad antioxidante equivalente al Trolox
(TEAC) expresada como umol Trolox / g fruta. Las medidas fueron realizadas por triplicado
(n=3).

6.3.4. Método FRAP: El método FRAP fue realizado segun la metodologia establecida por
Restrepo-Sanchez et al. (2009) y Thaipong et al. (2006). El reactivo de FRAP se prepard
mezclando 2,5 mL de una solucién de TPTZ 10 mM preparada en HCI 40 mM con 2,5 mL de
FeCl; 20 mM en agua. Se agitd hasta obtener una solucién azul y se adicionaron 25 mL de
buffer acetatos 300 mM pH 3,6. 900 uL del reactivo de FRAP se incubaron a 37 °C durante 4
min y se midid la absorbancia inicial a 593 nm. Para construir las curvas de calibracion con
Trolox y FeSO, (anexo 1) se adicionaron 90 uL de agua y 30 uL de soluciones de Trolox en
etanol 6 FeSO, en agua entre 0 y 1500 uM al reactivo de FRAP, se incub6 a 37 °C durante 4

min y se midi6é la absorbancia final a 593 nm. La medida de la actividad antioxidante de las
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muestras se realizé incubando 900 uL del reactivo de FRAP a 37 °C durante 4 min y se midi6 la
absorbancia inicial a 593 nm. Se adicionaron 90 uL de agua y 30 uL de una dilucién al 50% del
extracto etandlico de compuestos antioxidantes y se incubé a 37 °C. Se tomaron medidas de
absorbancia a 593 nm cada 5 min durante 2 h, hasta llegar a una lectura constante para obtener
la absorbancia final. Todo el procedimiento fue realizado en la oscuridad. Se calculd el aumento
de la concentracion del TPTZ-Fe*? ocasionada por el antioxidante como AAsgznm= AFfinal 593nm-
Anicial 593nm- La actividad antioxidante fue expresada como la capacidad antioxidante equivalente
al Trolox (TEAC) y al FeSO, expresada como umol Trolox / g fruta y umol FeSO, / g fruta. Las

medidas fueron realizadas por triplicado (n=3).

6.3.5. Método de decoloracion del p-caroteno: La actividad antioxidante lipofilica se midio
mediante el método de decoloracion del B-caroteno (Velioglu et al. 1998, Narvaez-Cuenca
2003, Vargas et al. 2005, Barros et al. 2007). A 0,2 g de muestra (parte comestible de la
guayaba) se le adicionaron 4 mL de solucién extractante (metanol-agua-HCI 80:19:1% v/v) y se
agitdé a temperatura ambiente a 2500 rpm en vortex durante 120 min. Se centrifugd (4 °C, 10
min y 5550 x g) y el sobrenadante se guardé a -80 °C en condiciones de oscuridad hasta el
momento del analisis. Se tomaron 500 uL de una solucién de B-caroteno en cloroformo 0,4
mg/mL, se adicionaron en un tubo Falcon de 50 mL y se evaporé el cloroformo a temperatura
ambiente. Se adicionaron 20 pL de acido linoleico, 200 uL de Tween 20 y 200 uL del compuesto
antioxidante, seguido de 50 mL de agua desionizada saturada con oxigeno mediante burbujeo
de aire durante 12 h, se agit6 fuertemente, se sometié a un bafio de ultrasonido de 36 kHz
durante 10 min y se incubd6 a 50 °C durante 2 horas con agitacion constante y varios periodos
de 2 min en un bafo de ultrasonido para promover la formacion de la micela. Se leyé la
absorbancia a 470 nm cada 10 min durante 2 horas. Todo el procedimiento fue realizado en la
oscuridad. Los compuestos antioxidantes que se midieron fueron la muestra (extracto de
compuestos antioxidantes), blanco (solucion extractante) y un patrén de a-tocoferol 50 uM. La
actividad antioxidante lipofilica de las muestras se determind mediante la velocidad de
decoloracion del B-caroteno (pendiente de la curva de decoloracion) y se expresé como umol a-

tocoferol / g fruta. Las medidas fueron realizadas por triplicado (n=3).
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6.4. Identificacion y cuantificacion de los compuestos con actividad antioxidante

6.4.1. Cuantificacion HPLC-UV de acido ascorbico (vitamina C). Se empled el método
cromatografico establecido por Yuan y Chen (1999). A 2 g de muestra (parte comestible de la
guayaba) se le adicionaron 8 mL de H,SO4, 5 mM preparado en agua mQ (grado HPLC) y se
agité en vortex a 2500 rpm durante 2 min y se centrifugdé (4 °C, 15 min y 4146 x g). El
sobrenadante se guarddé a -80 °C hasta el momento del analisis. Las muestras con 1,4-
ditiotreitol (DTT) para la cuantificacion del acido ascorbico total se prepararon adicionando 500
uL del extracto de acido ascérbico a 200 uL de una solucién de DTT 10 mg/mL preparada en
agua mQ y 1300 pL de H,SO, 5mM y se dejo reaccionar durante 90 min. Las muestras sin DTT
para la cuantificacion del acido ascorbico disponible y acido dehidroascorbico se prepararon
adicionando 500 uL del extracto de acido ascorbico a 1500 uL de H,SO4 5 mM. Las muestras y
los patrones se filtraron a través de membranas PVDF de 13 mm de diametro y 0,45 um de
tamafo de poro. Las muestras fueron analizadas mediante un cromatégrafo liquido de alta
eficiencia HPLC Shimadzu LC-20AT con desgasificador DGU-20AS y detector UV/VIS SPD-
20A, con loop de inyeccion de 20 ulL. ElI método cromatografico empleado fue con elusién
isocratica de fase moévil H,SO, 5mM, flujo 0,5 mL/min, detector UV a 254 nm, se usé una
columna de exclusion idnica Aminex HPX-87H (8% de entrecruzamiento de estireno
divinilbenceno sulfonado SDVB) de 300 mm x 7,8 mm x 9 um selectiva a H*, a temperatura
ambiente (20°C). La curva de calibracion se preparé entre 0 y 100 pg/mL de acido ascérbico
con DTT 1,0 mg/mL de concentraciones finales (anexo 1). La concentracion de acido ascérbico
fue expresada como mg acido ascérbico / 100 g fruta. Todo el procedimiento fue realizado en

condiciones de oscuridad. Las medidas fueron realizadas por triplicado (n=3).

6.4.2. Cuantificacion de los compuestos fendlicos libres: Los compuestos fendlicos libres fueron
cuantificados mediante el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu descrito por Restrepo-
Sanchez et al. (2009) y Thaipong et al. (2006). A 750 uL del reactivo de Folin Ciocalteu diluido
al 10% en agua, se le adicionaron 100 uL de la solucion de compuestos antioxidantes (patrones
de diferentes concentraciones y muestras) y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min,
luego se adicionaron 750 pL de una solucion de carbonato de sodio (Na,CO;) al 6% en agua,
se agitd y se dejo en reposo durante 90 min a temperatura ambiente en condiciones de
oscuridad y se midio la absorbancia a 765 nm. La curva de calibracion se realizé con patrones

de acido galico con concentraciones finales entre 0 y 10 ug/mL en agua (anexo 1). El extracto
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de los compuestos fenolicos descrito anteriormente se diluyd un 50% con agua. La
concentracion de fenoles libres se expres6 como mg acido galico / 100 g fruta. Todo el
procedimiento fue realizado en condiciones de oscuridad. Las medidas fueron realizadas por
triplicado (n=3).

6.4.3. Identificacién y cuantificacion HPLC-DAD de los compuestos fendlicos: La identificacion y
cuantificacion HPLC-DAD de los compuestos polifendlicos extraidos del fruto de guayaba fue
realizada mediante el método establecido por Ballester et al. (2010). Se pesaron 100 mg de
muestra (liofilizada, triturada con N, liquido y congelada a -80 °C) en un tubo de plastico de 2
mL, se adicioné 600 uL de metanol grado HPLC al 80% en agua mQ, 5 bolas de acero
inoxidable de 2 mm de diametro y se trituré con un disruptor de bolas metalicas a 4 °C durante 2
min. Se centrifugd (4 °C, 5 min y 18327 x g) y se guardé el sobrenadante. Al residuo se le
realizd una segunda extraccion en las mismas condiciones descritas anteriormente, y se
reunieron los sobrenadantes en un tubo de 2 mL. A 400 uL del extracto obtenido se le
adicionaron 400 uL de metanol HPLC, se filtré a través de membranas PVDF de 13 mm de
diametro y 0,45 um de tamafo de poro y se inyectd en el cromatografo para identificar y
cuantificar las agliconas de los compuestos fenolicos. A 500 uL del extracto obtenido se le
realizé hidrdlisis acida con 500 pL de HCI 2 N e incubacion a 70 °C durante 1 h. Se hicieron dos
extracciones con 500 uL de cloroformo grado HPLC para recuperar los compuestos fendlicos y
la fase organica se llevo a sequedad con corriente de N, el residuo se resuspendié en 1000 uL
de metanol grado HPLC al 80% en agua mQ, se filtré a través de membranas PVDF de 13 mm
de diametro y 0,45 um de tamafo de poro y se inyectd en el cromatografo para identificar y
cuantificar los compuestos fendlicos glicosidados. Para el método cromatografico se empleé un
cromatografo HPLC Waters 600, con un bomba de 4 canales de presion maxima de 1000 psi,
inyector automatico Waters 717 Plus de viales Wheaton de vidrio de 1 mL, volumen de
inyeccion de 20 uL, horno Waters 410 a 35 °C, detector de arreglo de diodos (DAD) Waters
2996 con espectros de longitudes de onda entre 200 y 400 nm cada 1 nm, detector de
fluorescencia Waters 474 con longitudes de onda de excitacion-emisiéon de 313 y 405 nm
respectivamente, columna C18 Phenomenex de 250 mm x 4,6 mm x 5 um con una precolumna
C18 uBondpack de 20 mm x 4 mm x 10 um. El método se llevd a cabo a 35 °C. Se empled un
flujo de 0,8 mL/min con el siguiente gradiente binario de elusion lineal de acetonitrilo (ACN) y
agua mQ pH 2,5 ajustado con H3PO, al 85% (H,O pH 2,5) para un tiempo de corrida total de
130 min.
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Tabla 3. Gradiente binario de elusién lineal utilizado para la separacion de los compuestos fendlicos
mediante la técnica HPLC-DAD.

Tiempo (min) 0 60 105 115 116 130
ACN (%) 1 30 99 99 1 1
H,OpH25(%) 99 70 1 1 99 99

La identificacién y cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizé con patrones
certificados de morina, kaempferol, quercetina, quercetina-3--glucésido y los acidos ferdlico,
elagico, cafeico, protocatecuico, clorogénico y galico. La identificacion de los compuestos
polifendlicos fue realizada por comparacién con los patrones del tiempo de retencion y las
longitudes de onda de maxima absorcion (L4, A2, A3 ¥ A4) de los espectros UV-VIS. Las curvas
de calibracion se realizaron entre cantidades de inyeccion totales de 5 y 200 ng (anexo 2). Todo
el procedimiento fue realizado en condiciones de oscuridad. Las medidas fueron realizadas por
triplicado (n=3). La concentracién de cada uno de los compuestos fendlicos fue expresada

como pg polifenol / g de fruta.

6.4.4. Cuantificacion de los compuestos carotenoides ftotales, Identificaciéon y cuantificacion
HPLC-DAD de los compuestos carotenoides: La identificacion y cuantificacion HPLC-DAD de
los compuestos carotenoides extraidos del fruto de guayaba fue realizada mediante el método
establecido por Rodrigo et al. (2003). Se pesaron 250 mg de muestra (liofilizada, triturada con
N, liquido y congelada a -80 °C) en un tubo de plastico ambar de 15 mL, se adicionaron 2 mL
de metanol grado HPLC y 1,5 mL de buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,5 con NaCl 1 M preparado en
agua mQ. Se agité en vortex (25 °C, 10 s y 2500 rpm) y luego se agité magnéticamente (4 °C, 5
min y 3000 rpm). Se adicionaron 4 mL de cloroformo grado HPLC, se agité en vortex (25 °C, 10
s y 2500 rpm) y luego se agité magnéticamente (4 °C, 5 min y 3000 rpm), se centrifugé (4 °C, 5
min y 2332 x g) y se recupero la fase organica (inferior) con una pipeta Pasteur, el extracto se
adiciond en un balén de fondo redondo ambar de 50 mL. Se realizaron 4 lavados de la solucién
acuosa con 4 mL cloroformo grado HPLC cada uno (hasta que la fase organica sali6 incolora) y
se juntaron todos los extractos en el balén ambar. Se llevé a sequedad en rotavapor (40 °C, 3
min y 0,2 atm) y se adicion6 1,8 mL de metanol grado HPLC y 200 uL de KOH al 60%
preparado en agua mQ, se agité en vortex (25 °C, 10 s y 2500 rpm), se purgd el balén con
corriente de N, y se dejé que la reaccion de saponificacion ocurriera (25 °C, 12 h en condiciones

de oscuridad). El contenido del matraz se transfirié cuantitativamente a un tubo de plastico
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ambar de 50 mL con una pipeta Pasteur, y se lavo el matraz con 2 mL de agua mQ, seguido de
4 mL de solucién A (éter de petréleo-éter etilico 90:10% v/v) y 1 mL de cloroformo grado HPLC.
Se realizaron varios lavados del matraz con solucion A y cloroformo grado HPLC hasta que la
solucion salié incolora, juntando todos los extractos en el tubo de plastico ambar de 50 mL. Con
una pipeta Pasteur se transfirié la fase organica (superior) a otro tubo de vidrio ambar de 50 mL
y se lavé la fase acuosa con 2 mL de solucion A, se repitieron los lavados varias veces hasta
que la solucién A salié incolora, juntando todo el extracto en el tubo de vidrio @ambar de 50 mL.
Se ajusto el volumen final con solucion A a un volumen conocido y se realizé la cuantificacion

espectrofotométrica de los compuestos carotenoides totales.

La cuantificacion se realizé en un espectrofotometro UV-VIS Thermo Electron Corporation
MultiSkan Spectrum con una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. El espectro de absorcion
se midié entre 270 y 540 nm cada 2 nm. Los compuestos carotenoides totales fueron
expresados como ug licopeno 6 pB-caroteno / g fruta segun las constantes de la tabla 4.

Tabla 4. Longitudes de onda de maxima absorcién (Lyax) ¥ coeficientes de extinciéon molar (5115:1/“) para la

cuantificacion de los compuestos carotenoides totales expresados como B-caroteno y licopeno.

Carotenoides Amax (NM) &2 (M"em™)
p-Caroteno 450 2500
Licopeno 470 2505

La concentracion de los compuestos carotenoides totales se determiné mediante la siguiente

ecuacion:

(A/l,r\/lax(mn) - A540nm )(IXI 06 )(VFinal (mL))
gllczlrj) )(1 00)(mMuestra (g))

Carotenoides Totales (ug/ ng/ido) =

Después de cuantificar los compuestos carotenoides totales, el extracto se llevd a sequedad
con corriente de N,, se resuspendié en 500 uL de una solucion de cloroformo-metanol-acetona
50:33:17% vlv, se filtr6 a través de membranas PVDF de 13 mm de diametro y 0,45 um de
tamano de poro y se inyectd en el cromatégrafo para identificar y cuantificar los compuestos
carotenoides. El analisis HPLC-DAD de los compuestos carotenoides se realizd mediante la
siguiente metodologia cromatografica: Se empled un cromatégrafo HPLC Waters 600, con una
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bomba de 4 canales de presion maxima de 1000 psi, loop de inyeccion de 20 uL, horno Waters
450 a 25 °C, detector de arreglo de diodos (DAD) Waters 996 con espectros de longitudes de
onda entre 250 y 540 nm cada 1 nm, columna C30 YMC Europe GMBH de 250 mm x 4,6 mm x
5 um con una precolumna C30 YMC Europe GMBH de 20 mm x 4 mm x 5 um. El método se
llevo a cabo a 25 °C. Se empled un flujo de 1 mL/min con el siguiente gradiente ternario de
elusién lineal de metil-tertbutil-éter (MTBE), agua (H.O) y metanol (MeOH) para un tiempo de

corrida total de 75 min:

Tabla 5. Gradiente ternario de elusion lineal utilizado para la separacion de los compuestos carotenoides
mediante la técnica HPLC-DAD.

Tiempo (min) 0 12 20 30 50 70 75

MTBE (%) 5 5 14 25 50 75
H,0 (%) 5 0 0 0 0 0 5
MeOH (%) 90 95 8 75 50 25 90

La identificacion y cuantificaciéon de los compuestos carotenoides se realizd con patrones
certificados de luteina, fitoeno, fitoflueno, B-caroteno y all-E-licopeno. La identificaciéon de los
compuestos carotenoides fue realizada por comparacion con los patrones del tiempo de
retencién, longitudes de onda de maxima absorcidon (A, A2 ¥ A3) y relaciéon %lll/Il de los

espectros UV-VIS (anexos 3 y 4). Las curvas de calibracion se muestran en la tabla 6:

Tabla 6. Limites de deteccion y ecuaciones de las curvas de calibracién empleadas para la cuantificacion

cromatografica por HPLC de los distintos compuestos carotenoides.

Carotenoide Limite de Deteccién (ng) Curva de Calibracion r
Luteina 7 1g=8,24810x10°xArea  0,9900
Fitoeno 20 ng=3,73158x10"xArea  0,9944

Fitoflueno 8 ng=1,79116x10"xArea  0,9944
B-Caroteno 9 1g=8,34097x10 xArea 0,9922
Licopeno 5 1g=8,99645x10°xArea  0,9963

*Fuente: Alquezar et al. (2008)

Todo el procedimiento fue realizado en condiciones de oscuridad. Las medidas fueron

realizadas por triplicado (n=3). La concentracién de cada uno de los compuestos carotenoides
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fue expresada como ug carotenoide / g de fruta. Una vez realizados los analisis HPLC-DAD, las
muestras se llevaron a sequedad con corriente de N, se guardaron a -80 °C en condiciones de
oscuridad y atmodsfera inerte (N,) para ser empleadas posteriormente en la evaluacion de su
capacidad antioxidante celular in vitro en un ensayo de estrés oxidativo inducido con H,O, sobre

levadura (Saccharomyces cerevisiae).

6.5. Cuantificacion de la fibra dietaria total, soluble e insoluble

La cuantificacion de la fibra dietaria total, soluble e insoluble se realizé por el método
enzimatico-gravimétrico establecido por DeVries et al. (2005) y por los métodos AOAC 985.29
(1995) para fibra dietaria total, AOAC 991.42 (1995) para fibra dietaria insoluble y AOAC 991.43
(1995) para fibra dietaria soluble. El analisis se realizd con el kit para la determinacion de fibra
dietaria total SIGMA TDF-100A. El protocolo de cuantificacidn fue el siguiente: se lavd y se seco
(525 °C, 1 h) un crisol, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se registré el peso inicial del
crisol, se adicion6 0,5 g de celita (tierra de diatomeas) y se secd (130 °C, 1 h), se registro el
peso del crisol con la celita, y se guardé en un desecador. Se pes6 1 g de la parte comestible
de la guayaba previamente limpiada, desengrasada vy liofilizada, se adicionaron 50 mL de buffer
fosfatos 0,08 M pH 6,0 y se calenté a 92 °C. Se adicionaron 100 uL de a-amilasa termoestable
y se incubd (92 °C, 15 min) agitando cada 3 min. Se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se
ajusto el pH a 7,5 adicionando 10 mL de NaOH 0,275 M y se calenté a 60 °C. Se adicionaron
100 uL de una solucién de proteasa (proveniente de Bacillus licheniformis) 50 mg/mL preparada
en buffer fosfatos 0,08 M pH 6,0 y se incubd (60 °C, 30 min) agitando cada 5 min, se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se ajusté el pH a 4,5 adicionando 10 mL de HCI 0,325 M y se
llevé a 60 °C, se adicionaron 100 uL de amiloglucosidasa (proveniente de Aspergillus niger) y se
incubo (60 °C, 30 min) agitando cada 5 min. Se dejo enfriar y decantar durante 12 horas. Se
filtro, secd (70 °C, 12 h) y pesoé el papel filtro para determinar la fibra dietaria insoluble. Al
sobrenadante se le adicionaron 250 mL de etanol y se dejo precipitar durante 12 horas. Se filtro,
seco (70 °C, 12 h) y se peso el papel filtro para determinar la fibra dietaria soluble, mientras que
la fibra dietaria total se determin6 como la suma de la fibra dietaria soluble e insoluble. Se
determind la concentracion de proteina por el método de Bradford (Zor y Selinger 1996) vy la
cantidad de cenizas (525 °C, 5 h) y se restaron a los valores de fibra dietaria (correcciéon por
peso de proteinas y cenizas). Las medidas fueron realizadas por triplicado (n=3). La cantidad de

fibra dietaria total, soluble e insoluble fue expresada como porcentaje pero a peso (% p/p).
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6.6. Extraccion y medida de actividad de las enzimas antioxidantes y de ablandamiento

La puesta a punto de los parametros de extraccion y medida de actividad de las enzimas se
realizé con la parte comestible de los frutos de guayaba variedad Palmira ICA | en el estado
maduro (aproximadamente 20 °Brix / %acido citrico). La medida de la actividad enzimatica de
POD, PFO, PG y PE durante el proceso de maduracion se realizé en frutos en los estados
verde, pinton, maduro y senescente. Los blancos de enzima y sustrato fueron realizados con

enzima inactivada al bafio de Maria (92 °C durante 15 min).

6.6.1. Parametros evaluados para la extraccion de las enzimas: Para la puesta a punto de la
extraccioén de las enzimas POD, PFO, PG y PE se evalud la mejor relacion de material vegetal y
buffer de extraccion (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:7 y 1:10 g:mL), el mejor tratamiento de extraccién
(muestra macerada con N, liquido, muestra sin maceracion y precipitacion con (NH4),SO, al
80% y posterior didlisis), precipitacion de proteinas mediante el método de polvos de acetona
(2, 3,4, 5y 6 lavados con 5 mL de acetona a 4 °C cada uno), pH del buffer de extraccion (entre
2,0 y 9,0 cada 0,5 unidades de pH), tiempo de extraccién (2, 4, 6, 12, 18 y 24 h) y el aditivo de
extraccion para las enzimas PG y PE (NaCl 0,00; 0,05y 0,10 M y Tritéon X-100 0,00; 0,05 y 0,10
%). Los buffer empleados fueron buffer Glicina-HCI 200 mM para pH entre 2,0 y 2,5; Citratos
200 mM para pH entre 3,0 y 5,5; Fosfatos 200 mM para pH entre 6,0 y 7,0; Tris-HCI 200 mM
para pH entre 8,0 y 9,0. Para las enzimas POD, PFO y PG se emplearon concentraciones del
buffer de extracciéon de 200 mM, mientras que para la enzima PE se emplearon concentraciones
del buffer de extraccion de 20 mM (Narvaez-Cuenca 2008).

6.6.2. Parametros evaluados para la medida de actividad de las enzimas: Para la puesta a
punto de la medida de actividad de las enzimas POD, PFO, PG y PE se evalué el pH del medio
de reaccion (entre 2,0 y 9,0 cada 0,5 unidades de pH), la temperatura del medio de reaccién
(entre 20 y 90 °C cada 0,5 °C), la concentracion de enzima, la concentracién de sustrato
(quaiacol y H,O, para POD, L-DOPA para PFO, acido poligalacturénico (APG) para PG y
Pectina de guayaba para PE), asi como el mejor tiempo de reaccion (5, 10, 15, 30, 45 y 60 min).
Para las enzimas POD, PFO y PG se emplearon concentraciones del buffer de medida de
actividad de 200 mM, mientras que para la enzima PE se emplearon concentraciones del buffer
de medida de actividad de 20 mM (Narvaez-Cuenca 2008).
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6.6.3. Extraccion de las enzimas: En un tubo Falcon de 15 mL se pes6 1 g de la parte
comestible de la guayaba previamente macerada con N, liquido, se le adicionaron 5 mL de
acetona a 4 °C, se agité en vortex (20 °C, 2 min y 2500 rpm) y se centrifugd (4 °C, 15 min y
4146 x g), se elimin6 el sobrenadante y al pellet formado se le realizaron varios lavados con
acetona hasta que el sobrenadante fue incoloro. El pellet obtenido (polvos de acetona) fue
resuspendido en el volumen adecuado del mejor buffer de extraccion y se agito
magenéticamente (4 °C, 2500 rpm) durante el tiempo de extraccidon adecuado. La suspension
se centrifugd (4 °C, 15 min y 4146 x g) y el sobrenadante (extracto crudo) se guardo a 4 °C para
la medida de la actividad enzimatica de POD, PFO, PG y PE y para la cuantificacion de proteina
(Narvaez-Cuenca 2008).

6.6.4. Medida de actividad de la peroxidasa (POD): La medida de actividad de la POD fue
realizada segun la metodologia establecida por Baquero-Duarte et al. (2005) y Narvaez-Cuenca
(2008). En una celda espectrofotométrica de 1 cm de paso optico se mezclaron 125 uL de
guaiacol 200 mM, 125 uL de H,O, 80 mM (preparados en buffer fosfatos 200 mM pH 6,0) y 225
pL de buffer fosfatos 200 mM pH 6,0, se incubé a 35 °C durante 5 min y se adicionaron 25 uL
del extracto enzimatico crudo (1,09 ug de proteina). Se midié la absorbancia de la quinona
formada a 470 nm cada 5 s durante 2 min. La unidad de actividad enzimatica especifica de
peroxidasa (UPOD) fue expresada como el cambio en una unidad de absorbancia por segundo

por mg de proteina del extracto enzimatico (AA47onm/ $*Mg proteina).

6.6.5. Medida de actividad de la polifenoloxidasa (PFO): La medida de actividad de la PFO fue
realizada segun la metodologia establecida por Baquero-Duarte et al. (2005). En una celda
espectrofotométrica de 1 cm de paso Optico se adicionaron 500 uL de L-DOPA 28 mM
(preparado en buffer fosfatos 200 mM pH 6,0), se incubo a 35 °C durante 5 min y se adicionaron
500 uL del extracto enzimatico crudo (18,55 ug de proteina). Se midié la absorbancia de la
quinona formada a 475 nm cada 5 s durante 2 min. La unidad de actividad enzimatica
especifica de polifenoloxidasa (UPFQO) fue expresada como el cambio en una unidad de

absorbancia por segundo por mg de proteina del extracto enzimatico (AA47snm/ S*mg proteina).

6.6.6. Medida de actividad de la poligalacturonasa (PG): La medida de actividad de la PG fue
realizada segun la metodologia establecida por Rodriguez-Castro et al. (2006). A 120 uL de una

solucion de acido poligalacturénico 12,5 mg/mL preparado en buffer citratos 200 mM pH 4,5 se
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le adicionaron 50 pL de buffer citratos 200 mM pH 4,5. Se incubd a 35 °C durante 5 min y se
adicionaron 80 ulL del extracto enzimatico crudo (2,97 ug de proteina), se incubé a 35 °C
durante 30 min y se detuvo la reaccion mediante calentamiento a 92 °C durante 5 min. El &cido
galacturénico formado se cuantifico mediante el método de Nelson & Somogyi para la
determinacion de azucares reductores (Nelson 1944, Somogyi 1951, Green et al. 1989). A los
250 uL de la mezcla de reaccion se le adicionaron 200 pL del reactivo de Somogyi | (anexo 5) y
50 uL del reactivo de Somogyi Il (anexo 5), la mezcla se calentd a 92 °C durante 20 min, se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron 250 ulL del reactivo de Nelson (anexo 5) y 1000
uL de agua, se agitdé en vortex (2500 rpm, 20 °C, 10 s), se dejé en reposo durante 20 min y se
midié la absorbancia a 500 nm. La curva de calibracion del método de Nelson & Somogyi se
realizé con D-(+)-glucosa entre concentraciones finales de 0 y 300 uM (anexo 1). La unidad de
actividad enzimatica especifica de poligalacturonasa (UPG) fue expresada como los nmol de

acido galacturénico generados por segundo por mg de proteina (nmol APG / s*mg proteina).

6.6.7. Medida de actividad de la pectinesterasa (PE): La medida de actividad de la PE fue
realizada segun la metodologia establecida por Carabali-Miranda et al. (2009). 22,5 mL de una
solucion de pectina de guayaba (77% de metoxilacion) 10 mg/mL preparada en buffer fosfatos
20 mM pH 7,0 con NaCl 0,10 M fue incubada a 40 °C durante 5 min, se adicionaron 2500 uL del
extracto enzimatico crudo (935,13 ng), se incubé a 40 °C durante 30 min y se detuvo la reaccion
mediante calentamiento a 92 °C durante 5 min. Los protones de los grupos carboxilos
generados tras la accién enzimatica se titularon con una solucién estandarizada de NaOH 0,01
M y se determind el volumen de base necesario para llevar el medio de reaccion a pH 7,0. La
unidad de actividad enzimatica especifica de pectinesterasa (UPE) fue expresada como los
mEq de protones (H*) generados por minuto por mg de proteina (mEq H*/ min*mg proteina).

6.6.8. Cuantificacion de proteina: La cuantificaciéon de proteina total se realiz6 mediante el
método de Bradford modificado por Zor y Selinger (1996), para la determinacion de la actividad
enzimatica especifica. A 20 uL del extracto enzimatico crudo se le adicionaron 500 uL del
reactivo de Bradford (anexo 6), se agité en vortex (2500 rpm, 20 °C, 10 s), se dejoé en reposo
durante 15 min y se midio la relacion de absorbancias Asgonm/Assonm. La curva de calibracion del
método de Bradford se realizé con albumina sérica bovina (BSA) entre concentraciones finales

de 0y 60 pug/mL (anexo 1). La cantidad de proteina fue expresada como mg de proteina.
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6.7. Ensayo de estrés oxidativo sobre levadura (Saccharomyces cerevisiae): actividad

antioxidante celular in vitro de los compuestos carotenoides

La cuantificacion del efecto protector (actividad antioxidante lipofilica) que tienen los
compuestos carotenoides extraidos del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | sobre el
crecimiento de una cepa de levadura sometida a estrés oxidativo con H,O, fue realizada

mediante el método establecido por Belinha et al. (2007).

6.7.1. Medio de cultivo: El medio de cultivo YPD (Yeast-Peptone-D(+)glucose) fue preparado
mediante la adicion de 95% de agua mQ estéril, 2% de D-(+)-glucosa, 2% de peptona y 1% de
extracto de levadura. El YPD fue esterilizado en autoclave (121 °C, 103 kPa y 15 min). El
extracto de levadura contenia 11,10% de nitrodgeno total, 5,10% de nitrégeno aminico en forma
de uracilo, 0,15% de cloruros y 4% de agua (el pH de una solucién al 2% p/v en agua fue de
7,0). La peptona contenia 14,1% de nitrégeno total, 2,6% de nitrdgeno aminico, 6,6% de

cenizas y 4% de agua (el pH de una solucién al 2% p/v en agua fue de 7,0).

6.7.2. Preparacion del in6culo: De una solucion stock de levadura Saccharomyces cerevisiae
(cepa auxotréfica de uracilo BY4741 INVITROGEN) de una concentracién de 4,0 x10°
células/mL preparada en 70% de glicerol y 30% de YPD estéril, se realizé6 un pre-indculo por
repique en fase sdlida con YPD estéril (30 °C, 6 h). Con un asa de platino se sacé una pequefia
cantidad de las células del pre-inéculo y se inocularon en 5 mL de YPD estéril, se incubo (30 °C,
40 rpm y 6 h). A 80 uL del in6culo se le adicionaron 720 uL de YPD estéril (dilucién 1:10) y se

midié la densidad éptica a 600 nm.
La densidad 6ptica a 600 nm (D.O. 600 nm) se midié en un espectrofotometro Boeco Germany

UV-VIS S-22 con celdas de vidrio de 10 mm de paso 6ptico (el blanco del equipo se hizo con

YPD). La concentracion de las células se calculd con la siguiente curva de calibracion:

Concentracion Celular (células/mL) =(30x10°)(D.0.600 nm)

Conociendo la densidad 6ptica, se calculé el volumen del cultivo celular a usar para inocular las

muestras asi:
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(5mL)(1000)
(D.0. 600 nm)(4096)

Viul)=

Un buen cultivo celular tiene una D.O. 600 nm entre 0,200 y 0,400 (intervalo lineal) y un

volumen del cultivo celular 6ptimo entre 3y 6 pulL.

6.7.3. Preparacion de las medidas: Se realizaron las medidas de un blanco (YPD estéril), de un
control positivo (acido ascorbico de 20 ug/mL de concentracion final preparado en 6 mL de YPD
estéril) y de los extractos de los compuestos carotenoides obtenidos de los frutos de guayaba
en los estados verde, pintdn, maduro y senescente, cuya obtencion fue descrita anteriormente,
que fueron resuspendidos en 5 mL de YPD estéril. En tubos Falcon estériles de 15 mL se
adicionaron 5 mL de cada una de las muestras preparadas en YPD y el volumen del cultivo
celular obtenido anteriormente, se incub6 (30 °C, 40 rpm y 17 h). Después de la incubacion, a
80 pL de las muestras se le adicionaron 720 uL de YPD estéril (dilucion 1:10) y se midi6 la
densidad o6ptica a 600 nm. Conociendo la densidad optica se calculd el volumen de las

muestras concentradas a usar en la cuantificacion del crecimiento celular asi:

(4mL)(50000)
(D.0. 600 nm)(10)(4096)

V)=

En tubos Falcon estériles de 15 mL (muestras finales) se adicioné el volumen del cultivo celular
calculado para cada una de las muestras concentradas y se llevoé a un volumen final de 4 mL

con YPD estéril, para obtener muestras de células con una D.O. 600 nm inicial cerca de 0,100.

6.7.4. Cuantificaciéon del crecimiento celular. En placas de Elisa multipocillos (96 pocillos) se
adicionaron 230 uL de las muestras finales y se incubd (30 °C, 4,5 h) en un espectrofotémetro
termostatado lector de placas Spectro-Star Omega BMG Lab Tech que tomdé lecturas de D.O.
600 nm cada 10 min (se realizaron 30 lecturas/pocillo y una agitacién doble orbital a 600 rpm
durante 20 s antes de cada lectura). Una vez las muestras alcanzaron un D.O. 600 nm de 0,300
(inicio de la fase de latencia), se les indujo el estrés oxidativo mediante la adicion de 20 uL de
H,O, 0,0 mM (control) y H,O, 1,0 mM preparados en agua mQ estéril, y se continué la medida
de D.0O. 600 nm incubando (30 °C, 40 rpm y 17 h) y tomando lecturas cada 10 min.
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6.7.5. Seleccion del mejor solvente para los compuestos carotenoides: Debido al caracter
lipofilico de los compuestos carotenoides y de su baja solubilidad en el YPD, se realiz6 un
ensayo para establecer el mejor solvente para disolver completamente de los carotenoides
extraidos de la guayaba, estableciendo la influencia que tiene el solvente sobre el crecimiento
de la levadura. Los solventes que se probaron fueron el cloroformo 100% y una micela de Tritén
X-100. A 500 uL del respectivo solvente se le adicionaron 4500 uL de un cultivo celular de
levadura (D.O. 600 nm inicial de 0,100), se incubé (30 °C, 40 rpm) y se tomaron las medidas de
D.0. 600 nm a las 0, 3,5 y 17 h de crecimiento. Se selecciond el solvente que tuvo el menor
efecto sobre el crecimiento de la levadura (el que mas se parecio al control). La micela de tritdn
X-100 se prepard adicionando 800 uL de cloroformo HPLC (para disolver los compuestos
carotenoides), seguido de una solucién de Triton X-100 en etanol al 2%, se llevé a sequedad
con corriente de N, y la micela formada fue resuspendida en 500 uL de agua mQ estéril (lig et
al. 2009).

El efecto protector de los compuestos antioxidantes sobre el crecimiento de la levadura
sometida a estrés oxidativo fue cuantificado mediante la medida del tiempo de latencia (h), la
velocidad de crecimiento celular (células/mL.h) y la concentracion final de células (células/mL)
después de 17 h de crecimiento. Todo el experimento fue realizado en condiciones de
esterilidad. Todas las muestras fueron filtradas a través de filtros estériles de PVDF de 13 mm
de diametro y de 0,45 um de didametro de poro. Las incubaciones fueron realizadas con
constante agitacion a 40 rpm para mantener las células en suspensién. Antes de realizar las
lecturas de D.O. 600 nm el indculo se agitdé vigorosamente en vortex (250 rpm, 30 °C y 10 s)
para asegurar la homogeneidad de las células. Las curvas de crecimiento fueron medidas
cuatro veces (n=4).

6.8. Diseno experimental

Con el fin de evaluar con validez estadistica el efecto del proceso de maduracion sobre las
diferentes variables de respuesta, se empled un disefio experimental completamente al azar
con 4 tratamientos (estados de maduracion verde, pintéon, maduro y senescente del fruto de
guayaba variedad Palmira ICA I). Los frutos de guayaba fueron separados en los cuatro estados
de maduracidon segun sus caracteristicas fisicoquimicas, y a cada grupo se le realizé las

diferentes medidas de las variables de respuesta descritas anteriormente.
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6.9. Analisis de datos

Todas las medidas fueron realizadas como minimo por triplicado, se emple6 el promedio como
medida de centralizacion y la desviacion estandar (D.E.) como medida de dispersion. Para
evaluar las diferencias especificas entre los valores de cada uno los parametros evaluados se
uso la prueba de diferencias minimas significativas de Fisher (LSD) con un nivel de significancia
de a = 0,05. Graficamente, letras diferentes indican diferencias significativas en los valores de

las medidas realizadas.

Para la puesta a punto de los parametros de extraccion y medida de actividad de las enzimas
POD, PFO, PG y PE se empled un disefio experimental escalonado, donde el mejor parametro
obtenido se empled para evaluar el siguiente, hasta establecer todos los mejores parametros.
La puesta a punto de la medida de actividad de las enzimas se realizé encontrando los mejores
valores de los parametros que determinan la estabilidad de las enzimas (pH, temperatura y
tiempo de extraccion), seguido de los parametros que definen la velocidad de las enzimas

(concentracién de enzima y sustrato).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizacion fisicoquimica del estado de madurez del fruto de Guayaba variedad
Palmira ICA |

La caracterizacion fisicoquimica del proceso de maduracion del fruto de guayaba variedad
Palmira ICA | fue realizada mediante la medicién de la intensidad respiratoria, indice de
madurez, color instrumental (corteza y pulpa) y la firmeza instrumental (corteza y pulpa) del
fruto. La caracterizacién fisicoquimica del estado de madurez de los frutos de guayaba fue
realizada para establecer un control del proceso de maduracion de los frutos de guayaba, con el
fin de asegurarse que los frutos no presentaban desordenes metabdlicos asociados a danos del
fruto y que las medidas de los diferentes parametros fisicoquimicos realizadas corresponden a
los cambios producidos por los procesos metabdlicos caracteristicos del desarrollo y la
maduracion normal, y no a respuestas a estrés generadas por alteraciones metabdlicas
asociadas a dafos fisiolégicos (Nerd y Mizrahi 1999). El parametro mas cominmente usado
como control del proceso de maduracion de frutos es el indice de madurez (Brookfield et al.
1997). Se observd que durante el proceso de maduracion, los sodlidos solubles aumentaron
progresivamente, encontrandose valores de 6,57 °Brix en el estado verde, con un aumento
hasta 10,23 °Brix en el estado senescente (grafica 1a). El constante aumento en el contenido de
sélidos solubles puede ser atribuido a la degradacion hidrolitica de polimeros de carbohidratos
como el almidén, la celulosa y la pectina, con la consecuente aparicion de monosacaridos
solubles como la glucosa y el acido galacturénico, ocasionando el consecuente aumento del
sabor dulce del fruto (Hodge et al. 2008). La disminucion de la acidez titulable durante el
proceso de maduracion, desde 2,09% de acido citrico en el estado verde hasta 0,25% en
estado senescente (grafica 1b), es debida a la degradacion de los acidos organicos en el ciclo
de Krebs en los primeros estados de la maduracion, cuando la concentracion de azucares es
baja, y ocasiona la desaparicion del sabor acido del fruto (Saradhuldhat y Paull 2007). Este
comportamiento ha sido observado anteriormente en frutos de guayaba por El-Bulk et al. (1997)
en frutos de las variedades Shambati y Shendi, Mercado-Silva et al. (1998) en frutos de
variedad roja, Jain et al. (2003) en frutos de variedad Banarsi Surkha y Bashir et al. (2003) en
frutos de variedad Shambati, Garcia-Galvis (2009) en regional roja, rosada y guavata victoria, y
en otros frutos como meléon (Villanueva et al. 2004), pitaya (Nerd y Mizrahi 1999), banano
(Palomer et al. 2005), pifia (Saradhuldhat y Paull 2007) y mango (Montalvo et al. 2007),

confirmando que el fruto de guayaba variedad Palmira ICA | presentd un proceso de
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maduracion normal y que no se presentaron comportamientos anémalos caracteristicos de
dafios fisioldgicos. Debido al constante aumento y a las diferencias significativas observadas en
el indice de madurez durante el proceso de maduracion, desde un indice de madurez de 3,15
°Brix/%acido citrico en el estado verde hasta 42,17 °Brix/%acido citrico en el estado senescente
(grafica 1c), éste parametro fisicoquimico fue usado como el parametro base para la correlacion

del estado de madurez con las otras variables fisicoquimicas medidas en los frutos de guayaba.

Ademas, también se pudo emplear el indice de madurez como parametro fisicoquimico de
control del estado de madurez de los frutos de guayaba ya que tanto los sélidos solubles como
la acidez titulable son parametros quimicos caracteristicos del metabolismo primario del fruto,
debido a que representan los principales procesos metabdlicos de los sustratos mas
importantes que participan en los procesos primarios de obtenciéon de energia de los frutos

durante el proceso de maduracion (Saradhuldhat y Paull 2007).
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Grafica 1. Cuantificacion de los sélidos solubles (a), acidez titulable (b) e indice de madurez (c) del fruto

de guayaba variedad Palmira ICA | durante la maduracion. Promedio de la medida (n=3) £+ 1 D.E.
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La intensidad respiratoria es un importante parametro fisicoquimico empleado como medida del
estado de madurez de los frutos, ya que puede ser empleado como un parametro control del
proceso de maduracion y como una medida del estado oxidativo de la guayaba, debido a que la
intensidad respiratoria esta asociada al metabolismo oxidativo de los frutos. EI metabolismo
aerobico natural ocasiona un alto consumo de O, durante el proceso de maduracion hasta el
maximo climatérico (punto de la maduracion donde se encuentra la maxima intensidad
respiratoria) y la consecuente generacidon de las especies reactivas del oxigeno (EROS)
producto del metabolismo del O,, que son las principales causantes de la aparicion de lesiones
asociadas al estrés oxidativo durante la maduracién del fruto, como manchas necréticas y
pardeamiento enzimatico (Geigenberger 2003). En el maximo climatérico, donde la intensidad
respiratoria es mayor, se encuentra un mayor estrés oxidativo y la aparicion de lesiones en la
corteza en una mayor proporcion que en otros estados de maduracion, cuya aparicion es
sintoma de un pronunciado estrés oxidativo y/o de una fase avanzada del estado de madurez,
pero es en este punto donde los sistemas quimicos y enzimaticos de defensa endégenos del
fruto contra el estrés oxidativo presentan una mayor actividad y un consecuente potencial

beneficio como alimento funcional antioxidante para consumo humano (Trinchero et al. 1999).

Se observo que la intensidad respiratoria del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | presento
un patrén respiratorio climatérico (grafica 2). Durante el desarrollo del fruto (estados verde y
pintdn) se observd un aumento en la intensidad respiratoria, hasta llegar al maximo climatérico
observado en el estado maduro (20,17 °Brix/ % éacido citrico, 33,73 mg O,/kg fruta .h), donde el
fruto desarrollé sus mejores cualidades organolépticas y sensoriales. En el estado senescente,
se observé una disminucién en la intensidad respiratoria caracteristica del proceso de muerte y
senescencia del fruto. El patron respiratorio climatérico en frutos de guayaba ha sido
encontrado anteriormente por El-Buluk et al. (1995) en las variedades Shambati, Shendi y
Ganib, Mercado-Silva et al. (1998) en la variedad roja, Bashir et al. (2003) en la variedad
Shambati, Bassetto et al. (2005) en la variedad roja y por Singh y Pal (2008) en la variedad
Allahabad Safeda, mientras que en otros frutos se ha encontrado comportamientos climatéricos
en mango con valores de 19,73 mg O./kg fruta .h (Ravindra y Goswami 2008) y en tomate (21
mg O./kg fruta .h), manzana (28,4 mg O./kg fruta .h), fresa (18,0 mg O./kg fruta .h) y mora (21,0
mg O,/kg fruta .h) por Fonseca et al. 2002. De esta manera, se verifico que el fruto de guayaba
presentd un patron respiratorio climatérico normal a lo largo de todo el proceso de maduracion y
no se observaron la aparicién o la presencia de desordenes y dafos fisiolégicos que induzcan

un estrés oxidativo adicional al del proceso natural de la maduracion.
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Grafica 2. Medida de la intensidad respiratoria expresada como la cantidad de O, consumida por el fruto

de guayaba variedad Palmira ICA | durante la maduracion. Promedio de la medida (n=3) £ 1 D.E.

Los cambios quimicos y bioquimicos que ocurren durante el proceso de maduracion de frutas
se pueden evidenciar visualmente mediante el cambio de color en la corteza y en la pulpa que
estos sufren. Los cambios de color de los frutos puede ser empleado como un factor indicativo
del proceso de maduracién normal de los frutos de guayaba, y permite correlacionar el cambio
de color con la aparicion de caracteristicas funcionales como la actividad antioxidante debido a
la aparicién de compuestos como los carotenoides y las antocianinas. En los frutos de guayaba
se observo que la corteza era de color verde en el estado de madurez verde, pasando por el
color amarillo en los estados pintdon y maduro, llegando al color café en el estado senescente
(grafica 3a), el cual es un color caracteristico de la aparicion de melaninas debido al proceso de
pardeamiento enzimatico (Quevedo et al. 2009), mientras que la pulpa fue de color rojo en
todos los estados de madurez, aumentando Unicamente su intensidad (coordenada a*) durante
el proceso de maduracion. El comportamiento de la medida instrumental del color indicoé que en
la pulpa de la guayaba se puede encontrar una alta acumulacion de compuestos carotenoides
durante el proceso de maduracion, y que debido al color rojo observado, estos compuestos
carotenoides podrian corresponder a p-caroteno y licopeno (Wilberg y Rodriguez-Amaya 1995).
Se observo que en el estado de madurez verde, la corteza del fruto de guayaba se encontraba
en color verde (a*~-20) con una luminosidad intermedia (L*=50,13). A medida que aumento el
estado de maduracion del fruto, se encontré que aumentd el valor de luminosidad en los
estados pintén y maduro a 63,14 y 67,83 respectivamente, manifestado en un aclaramiento de

la corteza y un cambio de color verde a color amarillo (valor a*=0), siendo el color caracteristico
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del fruto de guayaba en el estado maduro, donde se presentaron las mejores caracteristicas
sensoriales del fruto. Durante la etapa de senescencia, se observd una disminucidon en la
luminosidad (valor L*=48,13) debido al oscurecimiento de la corteza y al cambio al color café
(a*~5), caracteristico de los frutos de guayaba que han sufrido el fenédmeno de pardeamiento
enzimatico. En la pulpa se observé que los frutos que se encontraban en estado verde, se
presentd un color rosado (a*=18,59), y a medida que aumenté el estado de maduracién del
fruto, se encontré que en los estados pintén, maduro y senescente, el fruto de guayaba
aumento su valor a* y disminuyé su valor de luminosidad progresivamente, indicando que el
color rosado del fruto de guayaba se fue oscureciendo hasta el color rojo (grafica 3a),
caracteristico del color de la pulpa de guayaba en el estado maduro y senescente (Singh y Pal
2008).

El indice CIRG permite correlacionar los parametros de luminosidad, valor a* (color en la escala
del verde al rojo) y valor b*(color en la escala del azul al amarillo), permitiendo establecer con
un unico parametro instrumental el comportamiento del color en el fruto a lo largo del proceso
de maduracién. Un indice CIRG alto es indicativo de un color mas oscuro y menos luminoso,
mientras que un valor bajo es indicativo de colores mas claros y mas luminosos (Carrefio et al.
1995). En la grafica 3b se observé que el indice CIRG aumentd progresivamente durante el
proceso de maduracién, donde el cambio de color en la corteza fue mas significativo que el
cambio de color en la pulpa. Se observdé que el indice CIRG en la corteza aumento
significativamente en todos los estados de maduracion, donde el cambio de color mas
importante fue observado entre los estados pintdn y maduro, indicando que la corteza se
oscurecioé progresivamente a lo largo del proceso de maduracion del fruto. EI comportamiento
del color de la pulpa presentd cambios menos significativos a lo largo del proceso de
maduracion, debido a que la pulpa siempre se mantuvo de color rojo, cambiando unicamente su
intensidad a lo largo de la maduracion, sintoma caracteristico de la aparicion de carotenoides.
Debido a que no se observaron colores extrafios ni en la corteza ni en la pulpa caracteristicos
de danos fisiolégicos en ninguno de los estados de maduracion del fruto, y que solo hay
presencia de colores caracteristicos de los sintomas normales de maduracion y senescencia
tanto en la corteza como en la pulpa en todos los estados de maduracién (anomalias que se
podrian detectar por cambios andémalos en el indice CIRG), se puede sugerir que todos los
cambios de color que ocurrieron en el fruto son debido al proceso de maduraciéon normal del
fruto y que no se observaron la presencia de desordenes metabdlicos como la aparicion de

manchas necroticas inducidas por lesiones en el fruto.
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Grafica 3. Medida instrumental del color de la corteza y pulpa del fruto de guayaba variedad Palmira ICA
I. Cambio de color de la corteza y pulpa en el espacio tridimensional CIELAB (a) e indice CIRG de la

corteza y de la pulpa durante la maduracién (b). Promedio de la medida (n=9) + 1 D.E.

Debido a los procesos metabodlicos asociados a la degradacion de los carbohidratos
responsables de la conformacion estructural de la pared celular, como las sustancias pécticas,
el almidon y la celulosa, y la aparicion de carbohidratos solubles como la glucosa y el acido
galacturdnico, los frutos sufren el proceso de ablandamiento enzimatico durante la maduracion
(Ali et al. 2004). La evaluacién del cambio de firmeza en la corteza y la pulpa del fruto de
guayaba durante el proceso de maduracion se realizé con la cuantificacion de los perfiles de
fuerza de compresion (grafica 4a). Los perfiles de fuerza de compresion presentaron un pico
maximo cerca de los 2 mm de distancia de penetracion del fruto debido a la fuerza que se debe
realizar para romper la corteza y poder penetrar el fruto, este valor corresponde a la firmeza de
la corteza y es el maximo valor de firmeza que se puede medir en el fruto. La meseta que
presenta valores de fuerza aproximadamente constantes durante la penetracién del fruto
corresponde a la fuerza que se necesita para atravesar la pulpa. De esta manera, mediante la
medida de los perfiles de compresion, se pudo observar que la corteza del fruto de guayaba
tiene una firmeza mayor que la pulpa. EI cambio de la firmeza de la corteza y de la pulpa del
fruto fue medido a lo largo del proceso de maduracién (grafica 4b), donde se encontré que en el
estado verde la corteza tenia una firmeza de 1,911 kgg, mientras que la pulpa presenté una
firmeza de 0,653 kgr. A medida que aumentd el estado de madurez del fruto, la firmeza
disminuyé progresivamente hasta valores de 0,153 kgr en la corteza y 0,017 kgr en la pulpa en
el estado senescente, siendo mayor el ablandamiento en la pulpa que en la corteza. Debido a
que en promedio, el contenido de pectinas de la corteza es mayor que en la pulpa, el proceso

de ablandamiento de la corteza es mas lento, permitiéndole mantener su firmeza durante mas
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tiempo y generar una proteccion al fruto contra los dafios mecanicos externos (Bonghi et al.
1996). El proceso de ablandamiento también puede ser ocasionado por la ruptura mecanica de
los componentes estructurales de la pared celular por factores externos, o puede ser mediado
enzimaticamente por las enzimas de ablandamiento. El proceso enzimatico es el proceso que
se presenta naturalmente en el fruto, y es sintoma de que el fruto se encuentra en un avanzado
estado de maduracién y cercano a la etapa de senescencia, y debido a que la presencia de
danos fisiologicos y mecanicos puede inducir prematuramente el ablandamiento de los frutos,
es importante asegurarse que el ablandamiento de los frutos es producto Unicamente del
proceso enzimatico natural y que no es promovido por la presencia de dafos fisiolégicos y
mecanicos que puedan ocasionar un mayor ablandamiento (Goulao y Oliveira 2008). En la
grafica 4b se observa que a medida que los frutos de guayaba maduran, la firmeza tanto de la
corteza como de la pulpa disminuye, siendo mayor la disminucién de la firmeza en la pulpa que
en la corteza, debido probablemente a su alto contenido de pectina, almidon, celulosa y otros
polisacaridos presentes responsables de la conformacién estructural de la pared celular (Duan
et al. 2008). Se observé una disminucion considerable de la firmeza entre el estado verde y el
estado pinton, y se mantuvo constante durante los estados maduro y senescente, indicando que
es durante la etapa de maduracion y desarrollo del fruto donde las enzimas que promueven el
ablandamiento son mas activas. Debido a que no se encontraron comportamientos anémalos
en el proceso de ablandamiento de los frutos de guayaba durante la maduracion, se puede
decir que los frutos de guayaba estudiados no presentaron desordenes metabdlicos y que
tuvieron un proceso de maduraciéon y senescencia normal caracteristico de frutos sin dafios

fisiologicos (Muruyama et al. 1998).
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Grafica 4. Medida de la firmeza de la guayaba. Perfiles de fuerza de compresion (a) y fuerza de

compresion de la corteza y pulpa durante la maduracion (b). Promedio de la medida (n=9) £+ 1 D.E.
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7.2. Cuantificacion de la actividad antioxidante hidrofilica y lipofilica total del fruto de

guayaba variedad Palmira ICA |

La capacidad antioxidante total del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | fue medida por los
métodos hidrofilicos ABTS, DPPH y FRAP y por el método lipofilico de decoloracion del -
caroteno. La medida de la capacidad antioxidante por varios métodos permite establecer la
contribucion relativa de los diferentes mecanismos de actividad antioxidante que tienen los
compuestos extraidos de la guayaba (Marinova y Yanishlieva 2003). En la grafica 5 se observan
las cinéticas obtenidas para cada uno de los métodos de actividad antioxidante medidos. En los
métodos ABTS, DPPH y decoloracion del B-caroteno (graficas 5a, 5b y 5d) se observa que la
medida de actividad antioxidante se basa en la cinética de descomposicion del compuesto
cromoforo, mientras que en el método FRAP (grafica 5¢) la medida de la actividad antioxidante

esta basada en la cinética de formacién del croméforo.

En el método ABTS, el compuesto antioxidante extraido de la guayaba ocasiona la reduccién
(decoloracién) del cation radical ABTS® que es un cromdéforo con maxima absorcion a 734 nm
(Re et al. 1999). La reduccion del ABTS™ dependera de la capacidad que tenga el compuesto
antioxidante de transferir electrones o donar protones. En el método DPPH, el compuesto
antioxidante también ocasiona la reduccion (decoloracion) del radical estable DPPH® que es un
croméforo con maxima absorcion a 515 nm (Bondet et al. 1997). La reduccién del DPPH*
dependera al igual que en el método ABTS, de la capacidad que tenga el compuesto
antioxidante de transferir electrones o donar protones. En el método FRAP, el compuesto
antioxidante promueve la reduccién del complejo [Fe(lll)(TPTZ),** al complejo [Fe(Il)(TPTZ),]*
que es un cromoforo con maxima absorcion a 593 nm (Benzie y Strain 1996). La reduccion del
complejo [Fe(Il)(TPTZ),]*" dependera Unicamente de la capacidad que tenga el compuesto
antioxidante de transferir electrones al 4tomo de hierro. En el método de decoloracién del (-
caroteno, el compuesto antioxidante evita la oxidacién (decoloracion) del B-caroteno, que es un
compuesto coloreado con maxima absorcion a 470 nm. La decoloracién es debida a la
interrupcion en la conjugacion de su cadena de dobles enlaces ocasionada por el ataque del
producto de peroxidacién térmica con O, del acido linoleico LOOe (Velioglu et al. 1998). En este
caso ya diferencia de los métodos ABTS, DPPH y FRAP, los compuestos antioxidantes que
tienen la capacidad de evitar la oxidacion del -caroteno son compuestos que tienen un caracter

lipofilico. De esta manera, una mayor decoloracion en los métodos ABTS y DPPH y una mayor
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aparicion del compuesto cromoéforo en el método FRAP, implica que el extracto obtenido de la
guayaba presenta una mayor actividad antioxidante hidrofilica, mientras que en el método
lipofilico de decoloracion del B-caroteno, una menor decoloracién del B-caroteno implica que el
extracto presenta una mayor actividad antioxidante y por consiguiente, una mayor capacidad de

evitar la oxidacion (decoloracién) del B-caroteno.

En los métodos ABTS (grafica 5a) y DPPH (grafica 5b) se observé que los compuestos
antioxidantes extraidos de la guayaba en los estados maduro (rojo) y pintén (azul) ocasionaron
la mayor reduccion (decoloracion) de los cromoforos, mientras que los antioxidantes en los
estados verde (verde) y senescente (naranja) casi no produjeron la reaccion de reduccion. De la
misma manera, en el método FRAP (gréfica 5c), los compuestos antioxidantes extraidos de la
guayaba en los estados maduro (rojo) y senescente (naranja) ocasionaron la mayor aparicion
del croméforo [Fe(ll)(TPTZ),]*, mientras que los antioxidantes del fruto en los estados verde
(verde) y pintédn (azul) tuvieron poca capacidad de reduccion. En el método lipofilico de
decoloracion del B-caroteno (grafica 5d), se observdé nuevamente que los compuestos
antioxidantes extraidos de la guayaba en los estados maduro (rojo) y pintén (azul) tuvieron una
mayor capacidad de inhibir la decoloracion del 3-caroteno que los antioxidantes de la guayaba
en los estados verde (verde) y senescente (naranja). Este primer resultado sugiere que el fruto
de guayaba en el estado maduro contiene la mayor concentracién de compuestos con actividad
antioxidante, o bien, que contiene compuestos con una alta actividad antioxidante, y que en el
estado verde, los compuestos extraidos tienen poca actividad antioxidante o que estos se
encuentran en poca concentracion. Entonces, la cuantificacion de la actividad antioxidante por
los métodos ABTS, DPPH, FRAP y decoloracién del B-caroteno, y la determinaciéon de la
concentracion y composicién de los compuestos con actividad antioxidante (polifenoles,
carotenoides y vitamina C) extraidos de la guayaba, permitira explicar el comportamiento

antioxidante del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | durante el proceso de maduracion.

Para esto, se realiz6é la medida de la actividad antioxidante hidrofilica por los métodos ABTS,
DPPH, FRAP vy lipofilica por el método de la decoloracion del B-caroteno durante el proceso de
maduracion del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | (grafica 6). Se observd que la
capacidad antioxidante del fruto de guayaba aument6 desde el estado verde hasta el estado
maduro y disminuyd durante la etapa de senescencia por todos lo métodos de medida de
actividad antioxidante. Esto sugiere nuevamente que los frutos de guayaba en el estado maduro

(20 °Brix / % acido citrico) presentan las mejores propiedades funcionales y que son los mejores
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frutos para el consumo en fresco o como fuente natural de compuestos antioxidantes. Debido a
que el complejo [Fe(ll)(TPTZ),** tiene un potencial de reduccién muy bajo, haciéndolo
facilmente reducible y de baja especificidad a antioxidantes hidrofilicos (Benzie y Strain 1996),
el método FRAP cuando se emple6é FeSO, como patrén fue el método que presentd la mayor
respuesta a la actividad antioxidante del fruto de guayaba, seguido del método ABTS (trolox),
FRAP cuando se empleé trolox como patron, método del B-caroteno (a-tocoferol) y por ultimo el
método de DPPH (trolox). EI método DPPH presenté la menor respuesta a la actividad
antioxidante debido al alto potencial de reduccién del radical estable DPPH®, que lo hace mas
dificil de reducir (Brand et al. 1995).

a. ABTS b. DPPH

—% £
0,60 H
<
08
0,55

0,50 07
045 06 . . . : :
0 10 20 30 40 50 60 0 2 %0 60 80 100
Tiempo (min) Tiempo (min)
—o— Verde —a— Pintén —s— Maduro —e— Senescente Verde Pintén —s— Maduro —e— Senescente
c. FRAP d. Decoloracion del g-Caroteno

0.9 14

08
1.2

07

06 10

05 £ 08

04 < o6

03
04

0,2 ——— > > < < < > v 4
0,2

0,1 g . 2 T . . . & T - |

0,0 0,0 +

0 20 40 60 80 100 12 0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min) Tiempo (min)

Finto Mad s n
‘—O—Verde —a— Pint6n —8— Maduro —#— Senescente ‘ Verde on °

Grafica 5. Perfiles cinéticos de los métodos de cuantificacion de la actividad antioxidante total. ABTS (a),
DPPH (b), FRAP (c) y método de decoloracion del B-caroteno (d) en los estados de maduracion verde

(verde), pintén (azul), maduro (rojo) y senescente (naranja).
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Este resultado sugiere que la actividad antioxidante de la guayaba variedad Palmira ICA | es
principalmente de caracter hidrofilico, donde los compuestos como los polifenoles, el acido
ascorbico y las enzimas antioxidantes POD y PFO podrian presentar la contribucion mas
importante a la capacidad antioxidante total del fruto, ademas que la transferencia de electrones
y protones son los principales mecanismos de actividad antioxidante de los compuestos de la
guayaba. Los compuestos carotenoides podrian presentar una contribucion significativamente

alta a la actividad antioxidante lipofilica del fruto.

En frutos de guayaba, se han encontrado valores de actividad antioxidante por el método ABTS
de 22,3 umol trolox / g fruta para la variedad regional roja y 37,9 umol trolox / g fruta para la
variedad blanca (Thaipong et al. 2006), 3,78 umol trolox / g para hojas de guayaba
(Tachakittirungrod et al. 2007), 16,2 umol trolox / g fruta para la variedad roja y 32 umol trolox /
g fruta para la variedad blanca por el método DPPH (Thaipong et al. 2006) y 63,1 umol trolox / g
fruta para la variedad pera y 66,2 umol trolox / g fruta para la variedad blanca por el método
FRAP (Rojas y Narvaez 2009), verificandose asi que la mayor respuesta a la actividad
antioxidante se obtiene con el método FRAP y que la respuesta mas baja la presenta el método
DPPH. También se ha encontrado que el fruto de guayaba tiene una actividad antioxidante
mayor que otros frutos, razén por la cual el fruto de guayaba es un fruto muy apetecido a nivel
nutricional y funcional. Se han encontrado valores de actividad antioxidante en frambuesa negra
de 43,8 con ABTS, 93,1 con FRAP y 75,4 umol trolox / g fruta con DPPH, en frambuesa roja de
14,5 con ABTS, 34,7 con FRAP y 25,3 umol trolox / g fruta con DPPH, en mora de 19,2 con
ABTS, 46,0 con FRAP y 35,0 umol trolox/ g fruta con DPPH, en uva valores de 9,1 con ABTS,
26,6 con FRAP y 14,2 umol trolox / g fruta con DPPH y en fresa valores de 11,5 con ABTS, 24,9
con FRAP y 15,9 umol trolox/ g fruta con DPPH (Ozgen et al. 2006), verificando se nuevamente
en otros frutos que el método FRAP presenta mayores valores de actividad antioxidante que el
método DPPH y que el fruto de guayaba presenta valores de actividad antioxidante mas altos

que muchos de frutos comerciales.

Debido a la amplia variedad de productos elaborados a partir de guayaba, y dado que los
compuestos antioxidantes del fruto de guayaba pueden ser extraidos para ser adicionados a
otros alimentos funcionalmente menos favorecidos como suplemento nutricional, el estudio de
la capacidad antioxidante del fruto de guayaba en funcién de la madurez, permitié determinar
que el fruto de guayaba debe ser consumido en estado maduro (maximo climatérico del fruto
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donde se presentan las éptimas condiciones sensoriales del fruto) para lograr el maximo de
aprovechamiento de sus cualidades antioxidantes. De esta manera, la determinacién de la
estructura y la composicion quimica de los antioxidantes enddgenos de la guayaba en los
diferentes estados de madurez es de vital importancia para poder comprender el fenémeno de
la capacidad antioxidante del fruto y poder determinar cuales son los compuestos quimicos que

tienen las mayores contribuciones a las propiedades antioxidantes de este fruto.

Es de destacar que el acido ascorbico, los compuestos polifendlicos y los carotenoides, y en
general, todos lo metabolitos que contribuyen a la capacidad antioxidante total del fruto de
guayaba, cumplen una importante funcién tanto como compuestos antioxidantes que evitan la
prematura entrada del fruto en la etapa de senescencia debido al estrés oxidativo causado por
la maduracién (proteccién propia del fruto), como compuestos funcionales aprovechables para
el hombre al ser consumidos como alimento (proteccidn contra el estrés oxidativo al hombre),
mientras que las enzimas antioxidantes POD y PFO que también aportan a la capacidad
antioxidante total del fruto, contribuiran solo a la neutralizacién del estrés oxidativo in vivo de la
fruta, pero no tendran ningun efecto funcional benéfico a la salud humana, debido a que son
proteinas que seran hidrolizadas en el tracto gastrointestinal al ser consumidas (Thaipong et al.
2005).
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Grafica 6. Cuantificacion de la actividad antioxidante total del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | por
los métodos ABTS con Trolox (azul), DPPH con Trolox (rojo), FRAP con Trolox (negro), FRAP con FeSO,
(verde) y método de la decoloracion del B-caroteno con a-Tocoferol como compuesto patron (violeta).
Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.

64



7.3. Identificacion y cuantificacion preliminar de los compuestos con capacidad

antioxidante del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | durante la maduraciéon

En estudios anteriores ha sido establecido que la capacidad antioxidante de frutos de guayaba
de variedades desconocidas es debida a la presencia del acido ascorbico (vitamina C),
compuestos polifendlicos, carotenoides y enzimas antioxidantes (Thaipong et al. 2005). Por esta
razén, se realizd la cuantificacién del acido ascorbico, compuestos fendlicos y carotenoides
totales, asi como la identificacion y cuantificacion preliminar por HPLC-DAD de los principales
compuestos fendlicos y carotenoides que son quienes le proporcionan al fruto de guayaba

variedad Palmira ICA | su valiosa capacidad antioxidante quimica.

La cuantificacion del acido ascoérbico (vitamina C) fue realizada mediante una técnica
cromatografica debido a la alta selectividad que esta técnica proporciona con respecto a las
técnicas espectrofotométricas, debido a que elimina las interferencias de los analitos que
pueden reaccionar con los compuestos como en el método del acido 2-nitro-salicilico (Arya et
al. 2000). En la grafica 7 se puede observar el perfil cromatogréfico en fase normal del acido
ascorbico extraido del fruto de guayaba en los estados verde, pinton, maduro y senescente. El
pico del acido ascorbico fue cuantificado a 254 nm y se detectd en un tiempo de retencion de
12,14 min.

uVv

Grafica 7. Superposicion de los perfiles cromatograficos HPLC-UV a 254 nm del acido ascérbico total
(tiempo de retenciéon de 12,14 min) en los estados de maduracion verde (rosado), pinton (negro), maduro

(azul) y senescente (rojo) del fruto de guayaba variedad Palmira ICA I.
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Durante la maduracion del fruto de guayaba, el contenido de acido ascérbico total present6é un
aumento desde 109,93 mg / 100 g fruta en el estado verde hasta 171,27 mg / 100 g fruta en el
estado maduro, y la posterior disminuciéon hasta 103,51 mg / 100 g fruta en el estado
senescente (grafica 8). Debido a que los acidos ascérbico total, disponible y dehidroascérbico
tuvieron el mismo comportamiento durante la maduracién de la guayaba, se puede sugerir que
la sintesis y la degradacion de los acidos ascorbico y dehidroascorbico es un proceso que
ocurre simultdneamente en el fruto de guayaba, observandose un aumento desde 9,35 y 100,57
mg / 100 g fruta en el estado verde, hasta 33,44 y 147,72 mg / 100 g fruta en el estado maduro,
y la posterior disminucion hasta 6,21 y 103,64 mg / 100 g fruta en el estado senescente, en
acido dehidroascorbico y acido ascoérbico disponible respectivamente. Este particular
comportamiento que hace que el acido ascérbico sea un excelente antioxidante, es debido que
a medida que el acido ascorbico es oxidado a acido dehidroascorbico por el estrés oxidativo
propio del proceso de maduracioén, el ciclo de Halliwell-Asada se encarga de restablecer el
equilibrio oxidativo reduciendo nuevamente el acido dehidroascérbico a acido ascoérbico
(Arrigoni y De Tullio 2002). Se encontré que aproximadamente cerca del 88% del &cido
ascorbico total de fruto de guayaba se encuentra como acido ascorbico disponible, mientras que
el 12% se encuentra como acido dehidroascoérbico. Se observé que los frutos en estado maduro
presentaron los mayores contenidos de vitamina C y que el comportamiento del acido ascérbico
fue similar al comportamiento de la capacidad antioxidante durante la maduracién, sugiriendo

que el acido ascorbico podria estar involucrado en el sistema antioxidante del fruto de guayaba.
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Grafica 8. Comportamiento de la concentracion del acido ascérbico total, acido ascérbico disponible y del
acido dehidroascorbico durante el proceso de maduracion del fruto de guayaba variedad Palmira ICA 1.
Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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Los compuestos polifendlicos son también metabolitos importantes responsables de la actividad
antioxidante del fruto de guayaba. En la grafica 9 se puede observar que los compuestos
fendlicos libres (se llaman compuestos fendlicos libres debido a que el extracto no se someti6 a
una reaccion de hidrdlisis para cuantificar los fenoles que se encuentran glicosidados) tuvieron
un aumento durante el proceso de la maduracion del fruto desde 147,7 mg acido galico / 100 g
fruta en el estado verde hasta 322,5 mg acido galico / 100 g fruta en el estado maduro, y una
posterior disminucion hasta 250,2 mg acido galico / 100 g fruta en el estado senescente. La
sintesis de los compuestos fendlicos durante la etapa de crecimiento y desarrollo del fruto hasta
el estado maduro permitié verificar nuevamente que el estado de madurez 6ptimo de consumo
del fruto de guayaba para aprovechar su maximo potencial antioxidante como alimento
funcional es el estado maduro. La disminucion del contenido de compuestos fendlicos libres en
la etapa de senescencia debido a la oxidacion de los compuestos fendlicos a su forma de
quinona ocasiona que el fruto presente una disminucion en su calidad nutricional y funcional y
no sea el estado de madurez éptimo de consumo del fruto. También se observé que el
comportamiento de los polifenoles durante la maduracion fue similar al comportamiento del
acido ascorbico y de la capacidad antioxidante, sugiriendo que los compuestos polifendlicos
también podrian estar involucrados en el sistema antioxidante hidrofilico del fruto. Por esta
razon, la identificacion de los polifenoles permitira atribuir el potencial antioxidante de la
guayaba a metabolitos especificos conllevando el posible disefio de estrategias de
conservacién de la capacidad antioxidante durante periodos prolongados de tiempo.
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Grafica 9. Concentracion de los compuestos fendlicos libres del fruto de guayaba variedad Palmira ICA |

durante la maduracion. Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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La identificacion preliminar de los compuestos fendlicos mayoritarios presentes en el fruto de
guayaba que podrian ser los responsables de su capacidad antioxidante, concentracion y
composicion a lo largo del proceso de maduracion fue realizada mediante la técnica
cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). En la
grafica 10 se pueden observar los perfiles cromatograficos a 280 nm de los extractos sin
realizar la reaccion de hidrdlisis acida de los compuestos antioxidantes obtenidos del fruto de
guayaba en los estados verde (a), pintdn (b), maduro (c) y senescente (d). Aunque los perfiles
cromatograficos son complejos y se detectaron una gran cantidad de compuestos, la mayoria
de estos compuestos no corresponden a compuestos polifendlicos (los picos no presentaron
absorciones significativas en el detector de arreglo de diodos y sus espectros UV-VIS obtenidos
entre 200 y 400 nm no corresponden al espectro caracteristico de los compuestos
polifendlicos). Aun asi, en los perfiles cromatograficos de los extractos sin hidrolizar de los
compuestos antioxidantes de la guayaba en los cuatro estados de madurez se pudieron
identificar cuatro compuestos importantes cuyo espectro de absorciéon corresponde al espectro
caracteristico de los compuestos polifendlicos. Estos compuestos fueron identificados a tiempos
de retencién de 51,25 min (pico 1), 66,52 min (pico 2), 71,55 min (pico 3) y 73,19 min (pico 4).

En estudios anteriores realizados en frutos y hojas de guayaba de variedades desconocidas se
habia realizado la identificaciéon y cuantificacion de los compuestos polifendlicos asociados a la
actividad antioxidante hidrofilica y en general, a sus propiedades nutricionales y funcionales
(Pérez et al. 2008, Tachakittirungrod e lkegami 2007). En estos estudios se encontré que los
principales compuestos polifendlicos que contribuyen a la actividad antioxidante hidrofilica de
las hojas y de los frutos de la guayaba fueron la quercetina, quercetina-3-glucésido, morina, y
los acidos protocatecuico, elagico, galico y clorégénico, siendo estos compuestos los patrones
empleados para realizar la identificacion preliminar y la cuantificacion de los compuestos

polifendlicos presentes en el fruto de guayaba variedad Palmira ICA I.

Para realizar la identificacion preliminar de estos compuestos, se realizé una corrida
cromatografica de una mezcla de 10 patrones certificados de compuestos polifendlicos (acido
elagico, morina, quercetina, quercetina-3-glucésido, kaempferol, acido galico, acido clorogénico,
acido ferulico, acido cafeico y acido protocatecuico) y se realizé la identificacion preliminar de
los compuestos por comparacion del tiempo de retencion y de sus caracteristicas espectrales

(longitudes de onda de maxima absorcion A4, A,, A3 ¥ A4) con los compuestos patrén.
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Grafica 10. Perfiles cromatograficos HPLC-DAD a 280 nm de los compuestos polifendlicos extraidos del
fruto de guayaba variedad Palmira ICA | sin realizar la reaccion de hidrdlisis acida en los estados de

madurez verde (a), pintén (b), maduro (c) y senescente (d).
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En la identificacion cromatogréafica preliminar basada en los tiempos de retencion de los
compuestos polifendlicos del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | (tabla 7) se observé que
el pico 1 corresponde al acido elagico (51,25 min), el pico 2 a la morina (66,52 min), el pico 3 a
la quercetina (71,55 min) y el pico 4 a un compuesto polifendlico no identificado (73,19 min).
Ningun otro compuesto polifendlico fue detectado en los perfiles cromatograficos, siendo estos
cuatro compuestos los Unicos compuestos fendlicos quienes podrian tener una contribucion
considerable a la capacidad antioxidante hidrofilica del fruto de guayaba. Para confirmar la
identidad de los compuestos, se realizd el analisis espectral UV-VIS comparativo con los
compuestos patrones de cada uno de los picos. Se observé que en el compuesto que tuvo el
tiempo de retencion de 51,25 min, el patron del acido elagico presentd dos longitudes de onda
de maxima absorcion en 254 y 365 nm, mientras que en los picos de las muestras se
observaron los mismos maximos de absorcion y la misma forma del espectro, permitiendo
confirmar parcialmente que este pico corresponde al acido elagico. Este compuesto, tanto el
patrén como en la muestra, presentd la emisién de fluorescencia a 405 nm, permitiendo
confirmar en parte la identidad de este compuesto como el acido elagico. De la misma manera,
en el compuesto que tuvo el tiempo de retencion de 66,52 min, el patrén de morina presento
dos longitudes de onda de maxima absorcion en 252 y 352 nm, mientras que en los picos de las
muestras se observaron los maximos de absorcién en 254 y 355 y la misma forma del espectro,
permitiendo confirmar parcialmente también que la morina se encuentra presente en el fruto de
guayaba. El compuesto que tuvo el tiempo de retencion de 71,55 min, el patron de quercetina
presenté tres longitudes de onda de maxima absorcion en 203, 255 y 373 nm, mientras que en
los picos de las muestras se observaron los maximos de absorcién en 203, 255 y 371 y la
misma forma del espectro, permitiendo concluir que la quercetina es un compuesto polifendélico

que podria estar presente en el fruto de guayaba.

Tabla 7. Identificacidn cromatografica y espectral (HPLC-DAD) preliminar de los principales polifenoles

aislados de los frutos de guayaba variedad Palmira ICA I.

Observado Patrones**
tr (min) Compuesto

A(nm)  Az(nm)  As(nm)  As(nm)  Aq(nm) A2 (nm) Az (nm) A4 (nm)

51,25 Acido Elagico* - 254 - 365 - 254 - 365
66,52 Morina - 254 - 355 - 252 - 352
71,55 Quercetina 203 255 - 371 203 255 - 373
73,19 No Identificado 205 229 323 389 - - - -

*Fluorescencia detectada a 405 nm
**Datos obtenidos con los patrones
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El compuesto que tuvo el tiempo de retencién de 73,19 min no correspondid ni en tiempo de
retencion ni en caracteristicas espectrales a ninguno de los patrones analizados, razén por la
cual este compuesto no pudo ser identificado, pero debido a la forma de su espectro, a las
longitudes de onda de maxima absorcion (205, 229, 323 y 389) y a la similitud espectral que
tiene este compuesto con la quercetina, se puede concluir que el compuesto no identificado
corresponde a un flavonoide. Los espectros de absorcién UV-VIS y las estructuras quimicas de
los compuestos polifendlicos identificados preliminarmente en el fruto de guayaba variedad

Palmira ICA | se muestran en la grafica 11.
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Grafica 11. Espectros de absorcion UV-VIS entre 200 y 400 nm y estructura de los compuestos
polifendlicos identificados preliminarmente por la técnica HPLC-DAD en el fruto de guayaba. Los

polifenoles identificados fueron acido elagico (a), morina (b), quercetina (c) y no identificado (d).
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Cabe resaltar que los perfiles cromatograficos de los extractos de los compuestos antioxidantes

del fruto de guayaba que fueron sometidos a la reaccion de hidrdlisis acida (HCI 2N) para la

identificacion y cuantificacion preliminar de los compuestos polifendlicos glicosidados, no

presentaron ninguna diferencia con los perfiles de la grafica 10 (extractos sin hidrdlisis), lo cual

permite proponer que en ninguno de los estados de maduracion del fruto de guayaba se

encuentran compuestos polifendlicos glicosidados y que la concentracion de los compuestos

fendlicos libres determinados por el método de Folin-Ciocalteu (grafica 9) corresponde

aproximadamente a la concentracion de los compuestos fendlicos totales del fruto de guayaba.

Para la cuantificacion de cada uno de los compuestos polifendlicos

identificados

preliminarmente en la guayaba, se establecieron curvas de calibracion con los patrones de cada

compuesto (anexo 2), donde el compuesto polifendlico no identificado fue cuantificado con la

curva de calibracion de la quercetina debido a sus semejanzas estructurales. En la grafica 12 se

observa el cambio de concentracion de cada compuesto polifendlico durante la maduracion.
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Grafica 12. Cuantificacion de los polifenoles identificados preliminarmente por HPLC-DAD del fruto de

guayaba durante la maduracién. Los polifenoles cuantificados fueron acido elagico, morina, quercetina y

un polifenol no identificado. Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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Se observo que la concentracion del acido elagico, la morina y la quercetina aumenté desde el
estado verde hasta el estado maduro, y disminuyd durante la etapa de senescencia, mientras
que la concentracion del compuesto polifendlico no identificado tuvo una tendencia a disminuir
durante la maduracion. También se puede observar que el acido elagico es el compuesto
polifendlico que presenta la mayor concentracién (cerca de 150 ug / g en el estado maduro),
siendo este el compuesto que podria presentar la mayor contribucion a la capacidad
antioxidante, seguido de la quercetina, la morina y el compuesto polifendlico no identificado
(Tachakittirungrod e Ikegami 2007). Este comportamiento ya habia sido observado
anteriormente en los compuestos fendlicos libres y en la capacidad antioxidante por todos los
métodos, sugiriendo que la correlacion encontrada en el comportamiento de la concentracion de
los compuestos polifendlicos, especificamente el acido elagico, la morina y la quercetina, y el
comportamiento de la capacidad antioxidante, lo cual podria ser indicativo nuevamente de que
estos compuestos son en parte los responsables de la alta capacidad antioxidante y de las
propiedades funcionales del fruto de guayaba. En la tabla 8 se puede observar el cambio de la
composicion porcentual de los compuestos polifendlicos identificados preliminarmente a lo largo
del proceso de maduracion. Se puede apreciar que el acido elagico, la quercetina y la morina
son los polifenoles mas abundantes del fruto de guayaba, y que el cambio en su composicién a
lo largo de la maduracién se correlaciona con el cambio de la actividad antioxidante del fruto,
indicando de nuevo que estos compuestos podrian presentar las mayores contribuciones a la
actividad antioxidante hidrofilica del fruto. Aunque el compuesto polifendlico no identificado tiene
una composicion porcentual alta a lo largo de la maduracion, este compuesto parece no
relacionarse con la capacidad antioxidante debido a que su concentracion disminuye a lo largo

de la maduracion, presentando el comportamiento inverso al de la actividad antioxidante.

Tabla 8. Composicion porcentual relativa de los compuestos polifendlicos extraidos del fruto de guayaba

variedad Palmira ICA | durante el proceso de maduracion.

Composicion Porcentual (%)

Compuesto
Verde Pintén Maduro Senescente
Fenoles Totales (mg/100g) 147,7 +6,5° 247,0+182° 3225+12,6° 250,2 +7,3°
Acido Elagico 26,63+ 1,83° 2310+1,52° 32,77 +2,13° 26,27 + 1,70
Morina 8,18+ 1,16° 11,57 +1,36° 17,19+ 1,89 11,32 +0,94°
Quercetina 22,19+ 1,45° 22,75+259° 28,23 +2,03" 2478251
No Identificado 43,00 +2,60° 42,58 +3,61° 21,81 +2,81° 37,63+3,72°

Promedio de las medidas (n=3) + 1 D.E.
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Los carotenoides son también importantes compuestos responsables de la actividad
antioxidante lipofilica del fruto de guayaba (Thaipong et al. 2005). En primer lugar, se realizé la
cuantificacién de los compuestos carotenoides totales por el método espectrofotométrico. Los
espectros de absorcion UV-VIS obtenidos (grafica 13) permitieron observar que los compuestos
carotenoides totales extraidos del fruto de guayaba presentan una contribucién significativa del
licopeno, ya que los espectros de absorcion en todos los estados de madurez presentaron las
bandas caracteristicas de este carotenoide a las longitudes de onda de 448 (1q), 474 nm (1;) y
506 nm (13), ademas que la composicion relativa de los compuestos carotenoides no presento

un cambio significativo a lo largo de todo el proceso maduracion.

a. Estado Verde h. Estado Pinton

c. Estado Maduro d. Estado Senescente

Grafica 13. Espectros de absorcion UV-VIS entre 270 y 500 nm de los compuestos carotenoides totales
extraidos del fruto de guayaba variedad Palmira ICA | en los estados de madurez verde (a), pintén (b),

maduro (c) y senescente (d).
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En la grafica 14 se puede observar que los compuestos carotenoides totales tuvieron un
aumento durante el proceso de la maduracion del fruto desde 95,5 ug licopeno / g fruta en el
estado verde hasta 244,9 ug licopeno / g fruta en el estado maduro, y una posterior disminucién
hasta 238,5 ug licopeno / g fruta en el estado senescente, ademas de que la mayor contribucion
a los carotenoides totales podria ser aportada por el licopeno, ya que se observé que cuando
los compuestos carotenoides fueron expresados como licopeno, éstos parecieron encontrarse
en una menor concentracion. La sintesis de los compuestos carotenoides durante la etapa de
maduracion hasta el estado 6ptimo permitié verificar nuevamente que el estado de madurez de
consumo del fruto de guayaba para aprovechar su maximo potencial antioxidante y sus
propiedades funcionales es el estado maduro. La pequena disminucion del contenido de
compuestos carotenoides totales en la etapa de senescencia del fruto puede ser debida a la
oxidacion a su forma no conjugada, ocasionando que el fruto presente una disminuciéon en su
calidad nutricional y funcional y no sea el estado adecuado de consumo del fruto. También se
observé que el comportamiento de los carotenoides totales durante la maduracion fue similar al
comportamiento del acido ascoérbico, de los polifenoles y de la capacidad antioxidante,
sugiriendo que estos compuestos podrian estar involucrados en el sistema antioxidante lipofilico
del fruto (existe correlacion entre la concentracion de carotenoides y la actividad antioxidante).
Por esta razén, la identificaciéon parcial de los carotenoides permitira atribuir el potencial
antioxidante lipofilico de la guayaba a compuestos especificos, permitiendo el posible disefio de
estrategias de conservacién de la capacidad antioxidante lipofilica durante periodos amplios.
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Grafica 14. Cuantificacion de los compuestos carotenoides totales extraidos de la guayaba variedad

Pamira ICA | expresados como B-caroteno y licopeno. Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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La identificacion preliminar de los compuestos carotenoides que son los responsables de la
capacidad antioxidante lipofilica, junto a su concentracién y composicién a lo largo del proceso
de maduracién, fue realizada mediante la técnica HPLC-DAD. En la grafica 15 se pueden
observar los perfiles cromatograficos a 450 nm de los extractos de los compuestos carotenoides
obtenidos del fruto de guayaba en todos los estados de maduracion. En una primera
aproximacion, se puede observar que el perfil de compuestos carotenoides esta influenciado
principalmente por un compuesto de baja polaridad detectado a los 68,77 min, mientras que

otros carotenoides de mayor polaridad presentaron una contribucion relativa mucho menor.
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Grafica 15. Perfiles cromatograficos HPLC-DAD a 450 nm de los compuestos carotenoides extraidos del
fruto de guayaba variedad Palmira ICA | en los estados de madurez verde (a), pintén (b), maduro (c) y

senescente (d).
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En los perfiles HPLC-DAD de los extractos de carotenoides del fruto de guayaba variedad
Palmira ICA | fueron detectados preliminarmente 8 compuestos carotenoides (tabla 9). Para
determinar la identidad de los compuestos, se realizé el analisis espectral UV-VIS comparativo
con los compuestos patrones de cada uno de los compuestos. Se observd que el compuesto
que tuvo el tiempo de retencion de 23,80 min presentd las bandas de absorcidon A4, Ao, Y A3
caracteristicas de los carotenoides en 419, 444 y 473 nm, con una relacion de %lll/ll de 66,
siendo identificado preliminarmente como luteina. EI compuesto que tuvo el tiempo de retencién
de 29,32 min presentd las bandas de absorcion en 275, 285 y 297 nm, con una relacion de
%I1I/11 de 10, siendo identificado preliminarmente como fitoeno. El compuesto que tuvo el tiempo
de retencién de 31,43 min presentd las bandas de absorcién en 332, 347 y 364 nm, con una
relacion de %lll/1 de 91, siendo identificado preliminarmente como fitoflueno. El compuesto que
tuvo el tiempo de retencion de 41,88 min presentd las bandas de absorcion en 427, 452 y 478
nm, con una relacion de %lll/ll de 30, siendo identificado preliminarmente como B-caroteno. El
compuesto que tuvo el tiempo de retencion de 44,11 min presento las bandas de absorcion en
411, 435 y 463 nm, con una relaciéon de %lll/Il de 56, no pudo ser identificado. Con respecto a
este compuesto y a sus caracteristicas espectrales, se podria sugerir que este compuesto
podria corresponder a la (all E)-violaxantina (tiempo de retencion de 22,13 min, bandas de
absorciéon en 411, 437 y 468 nm, con una relacion de %lll/Il de 92) que debido a sufrir la
reaccion de saponificacion incompleta, el fragmento del acido graso de cadena larga quedo
esterificando a la molécula haciéndola menos polar y ocasionando el retraso en su tiempo de
retencién y la modificacién significativa de su relacién %lIl/Il (Rodrigo et al. 2003). El compuesto
que tuvo el tiempo de retencidn de 54,23 min presentod las bandas de absorcion en 430, 456 y
487 nm, con una relacion de %IIl/Il de 55, siendo identificado preliminarmente como (9 Z)-
licopeno. El compuesto que tuvo el tiempo de retencién de 64,66 min presento las bandas de
absorcion en 432, 458 y 490 nm, con una relacién de %lll/ll de 79, siendo identificado
preliminarmente como (15 Z)-licopeno, y por ultimo, el compuesto que tuvo el tiempo de
retencién de 68,77 min presentd las bandas de absorcion en 445, 472 y 502 nm, con una

relacion de %lll/lIl de 72, siendo identificado preliminarmente como (all E)-licopeno.

Cabe destacar que el método cromatografico empleado presentd una alta capacidad de
resolucion, permitiendo la separacion de los isémeros estructurales del licopeno y la posterior
determinacion de la contribucion relativa que cada uno de los isébmeros tendra a la capacidad

antioxidante lipofilica del fruto de guayaba variedad Palmira ICA I.
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Tabla 9. Identificacion cromatografica y espectral (HPLC-DAD) preliminar de los principales carotenoides

extraidos de los frutos de guayaba variedad Palmira ICA I.

t (min) Compuesto Observado Literatura*
AM(nm) A2 (nm)  Az(nm) %I A (nm) A2 (nm) Az (nm) % IIVIT

23,80 Luteina 419 444 473 66 421 445 474 60
29,32 Fitoeno 275 285 297 10 276 286 297 10
31,43 Fitoflueno 332 347 364 91 331 348 367 90
41,88 B-Caroteno 427 452 478 30 425 450 477 25
4411 No identificado 411 435 463 56 - - - -

54,23 (9 Z2)-Licopeno 430 456 487 55 430 455 486 55
64,66 (15 Z)-Licopeno 432 458 490 79 434 460 492 74
68,77 (all E)-Licopeno 445 472 502 72 445 472 502 75

*Fuente: Rodrigo et al. (2003), Mercadante et al. (1999)

En la grafica 16 se puede observar los espectros de absorcion UV-VIS y las estructuras de los 8
compuestos carotenoides identificados preliminarmente en el fruto de guayaba. Los compuestos
carotenoides parcialmente identificados permiten proponer una hipétesis con respecto a la
acumulacion del licopeno en el fruto de guayaba y su relacién con el color de la pulpa del fruto.
El licopeno es una molécula polinsaturada lineal que es ciclada por las enzimas &-licopeno
ciclasa (e-LCY) que permite formar el a-caroteno y por la B-licopeno ciclasa (B-LCY) que permite
formar el B-caroteno. Debido a que se detectd poca cantidad de B-caroteno, mientras que el a-
caroteno no fue detectado en ningun estado de maduracion, se puede sugerir que el gen que
codifica la sintesis de la enzima &-LCY no presenta niveles transcripcionales de expresion,
mientras que el gen que codifica la sintesis de la enzima B-LCY presenta niveles
transcripcionales de expresion muy bajos, explicando el hecho de que el licopeno no es
degradado a lo largo de la maduracion y que el color de la pulpa siempre es el rojo (color
caracteristico del licopeno), aumentando Unicamente su intensidad con la maduracién debido a
la acumulacién del mismo (grafica 3). Es de resaltar que la acumulacion de licopeno es un
proceso benéfico para las propiedades funcionales de la guayaba debido a las reconocidas
propiedades benéficas para la salud que este compuesto tiene (Shami y Moreira 2004). Para
confirmar esta hipétesis, es necesario realizar estudios de biologia molecular para realizar la
cuantificacion de los niveles transcripcionales de expresion de las enzimas B-LCY y a-LCY
durante el proceso de maduracion por medio de la técnica de reaccidon en cadena de la

polimerasa en tiempo real RT-PCR (Alquezar et al. 2008(a)).
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Grafica 16. Espectros de absorcion UV-VIS entre 270 y 500 nm y estructura de los compuestos

carotenoides identificados preliminarmente por la técnica HPLC-DAD del fruto de guayaba variedad

Palmira ICA I. Los carotenoides identificados fueron luteina (a), fitoeno (b), fitoflueno (c), B-caroteno (d),

no identificado (e), (9 Z)-licopeno (f), (15 Z)-licopeno (g) y (all E)-licopeno (h).
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Para verificar la hipétesis de la acumulacion de licopeno en el fruto de guayaba y para realizar
una identificacion definitiva de los compuestos carotenoides y polifendlicos del fruto de guayaba
variedad Palmira ICA |, es necesario realizar un aislamiento y purificacion de estos compuestos,
para posteriormente realizar un analisis profundo de elucidacién estructural mediante las

técnicas de espectrometria de masas (MS) y resonancia magnética nuclear (RMN).

Para la cuantificacion de cada uno de los compuestos carotenoides identificados
preliminarmente en la guayaba, se establecieron curvas de calibracion con los patrones de cada
compuesto (tabla 6), donde el compuesto carotenoide no identificado fue cuantificado con la
curva de calibracion de la luteina debido a sus semejanzas estructurales determinadas por su
semejanza en el espectro UV-VIS (el compuesto no identificado podria ser una xantofila). En la
grafica 17 se observa el cambio de concentracion de cada compuesto carotenoide durante la
maduracion. El fitoflueno y la luteina solo fueron detectadas en el estado verde, mientras que en
el estado pintdn, maduro y senescente desaparecieron. El fitoflueno es un carotenoide
parcialmente saturado e incoloro que es precursor del licopeno. Su presencia en los frutos de
guayaba podria ser indicativo de que el gen que codifica la enzima (-caroteno desaturasa (ZDS)
podria estar expresandose en una menor cantidad, siendo el paso limitante en la sintesis
metabdlica del licopeno (Alquezar et al. 2008(a)). Por otro lado, las concentraciones del fitoeno,
B-caroteno, (9 Z)-licopeno, (15 Z)-licopeno y del carotenoide no identificado, tuvieron una
tendencia a aumentar a lo largo de todo el proceso de maduracién. También se puede observar
que el (all E)-licopeno es el compuesto carotenoide que presenta la mayor concentracion (cerca
de 143 ug / g en el estado maduro), siendo éste el compuesto que podria presentar la mayor
contribucién a la capacidad antioxidante lipofilica de la guayaba, seguido del fitoeno y de los
isomeros 9 y 15-Z del licopeno. La concentracion del (all E)-licopeno aumenté desde el estado
verde hasta el estado maduro y disminuydé durante la etapa de senescencia del fruto,
presentando el mismo comportamiento que tuvo la actividad antioxidante lipofilica determinada
por el método de decoloracién del B-caroteno, sugiriendo nuevamente que estos compuestos

podrian contribuir a la capacidad antioxidante y a las propiedades funcionales de la guayaba.

Debido a que la concentracién del licopeno es cerca de 150 veces mayor que la del B-caroteno
a lo largo de todo el proceso de maduracion, y que el a-caroteno y las a y B-xantofilas no fueron
detectadas (o detectadas en trazas como la luteina), se puede seguir apoyando la hipétesis de
que la acumulacion del licopeno en el fruto de guayaba es debido a los bajos niveles

transcripcionales de expresion de los genes que codifican la sintesis de las enzimas ¢ y B-LCY.
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Grafica 17. Cuantificacion de los carotenoides identificados preliminarmente por HPLC-DAD en la

guayaba durante la maduracion. Los carotenoides cuantificados fueron luteina, fitoeno, fitoflueno, B-

caroteno, (9 Z)-licopeno, (15 Z)-licopeno y (all E)-licopeno. Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.

81




En la tabla 10 se puede observar el cambio de la composicion porcentual de los compuestos
carotenoides identificados preliminarmente a lo largo del proceso de maduracion. Se puede
apreciar nuevamente que el (all E)-licopeno (cerca del 90%), fitoeno y los isémeros 9 y 15-Z del
licopeno son los carotenoides mas abundantes del fruto de guayaba, y que el cambio en su
composicion a lo largo de la maduracion se correlaciona con el cambio de la actividad
antioxidante lipofilica del fruto, indicando que estos compuestos son los carotenoides que
podrian presentar las mayores contribuciones a la actividad antioxidante lipofilica del fruto.
También se observa que en el estado verde se detectan pequefas cantidades de luteina y
fitoflueno. Este resultado podria sugerir que en este estado de maduracion, la sintesis de los
carotenoides y xantofilas o se presenta en pequefia proporcion, pero a medida que el fruto de
guayaba madura, la composicién de compuestos carotenoides producto de la ciclacién del
licopeno obedece principalmente a la orientacion B promovida por la B-LCY. En estudios
anteriores habia sido determinada la composicion de carotenoides de la guayaba. Se encontrd
que el principal carotenoide del fruto de guayaba es el (all E)-licopeno (Pérez et al. 2008), pero
mas interesante aun es el hecho que se encontraron todos los precursores del licopeno, asi
como las xantofilas procedentes del B-caroteno (B-criptoxantina, zeaxantina, violaxantina y
neoxantina), mientras que las xantofilas provenientes del a-caroteno (o-criptoxantina y luteina)
fueron detectadas en niveles de trazas, permitiendo corroborar que el fruto de guayaba podria

tener un bloqueo genético en la sintesis de la enzima ¢-LCY (Mercadante et al. 1999).

Tabla 10. Composicién porcentual relativa de los compuestos carotenoides extraidos del fruto de

guayaba variedad Palmira ICA | durante el proceso de maduracion.

Composicion Porcentual (%)

Compuesto
Verde Pinton Maduro Senescente
Carotenoides Totales (ug/g) 95,52 + 8,57 97,40 + 1,40° 244,86 + 3,98° 238,51 + 15,95

Luteina 1,20 £0,15° 0,00 +0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
Fitoeno 6,78 +2,80° 6,15+223°  4,08+0,84° 7,04 + 1,347
Fitoflueno 0,34 £0,11* 0,00 +0,00° 0,00 * 0,00° 0,00 # 0,00°
B-Caroteno 0,28+0,17° 0,60+0,04° 0,49 +0,12° 0,73 + 0,09°
No identificado 0,44 +0,07° 0,85+0,15° 1,02 +0,24° 1,59 + 0,14°
(9 Z)-Licopeno 1,42 £0,29° 0,47 +0,15° 0,61 +0,14° 0,92 + 0,06°
(15 Z)-Licopeno 1,85+0,13° 0,00 +0,00° 0,19 +0,03° 0,48+ 0,06"
(all E)-Licopeno 87,69+2,04° 91,93+2,58° 9361+1,55 89,24 +1,21°

Promedio de las medidas (n=3) + 1 D.E.
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7.4. Ablandamiento del fruto de guayaba variedad Palmira ICA |I: comportamiento de la

fibra dietaria durante la maduracion

La fibra dietaria es un constituyente no nutritivo presente principalmente en la pared celular de
los tejidos vegetales de leguminosas, cereales, frutas y verduras. Aunque no es hidrolizado ni
absorbido, ejerce efectos fisioldgicos benéficos para el ser humano contribuyendo a reducir el
riesgo de enfermedad cardiovascular, obesidad y diabetes. La fibra dietaria total (FDT) se
encuentra compuesta por una fraccion soluble (FDS) y por una fraccion insoluble (FDI). La FDS
esta formada principalmente por pectina y almidén resistente, mientras que los principales
componentes de la FDI son la celulosa, hemicelulosa y lignina (Galisteo et al. 2008). Todos los
componentes de la fibra dietaria se encuentran ubicados en la pared celular, cumpliendo
importantes funciones estructurales, otorgandole al fruto la resistencia y proteccion necesaria
para soportar dafios mecanicos y danos inducidos por el ataque de patégenos (Goulao vy
Oliveira 2008), ademas, los cambios de textura que sufren los frutos asociados al proceso de
maduracion son debidos principalmente a las modificaciones estructurales y en la composicion
que sufre la pared celular (Murayama et al. 1998). Asi, la caracterizacion del contenido de fibra
dietaria durante la maduracién es de vital importancia para entender el fendbmeno de
ablandamiento y su posible relacion la actividad de las enzimas de ablandamiento PG y PE
durante la maduracién, ademas de darle un valor agregado al consumo de guayaba por los
numerosos beneficios fisioldgicos que tiene la fibra dietaria que ésta contiene, y determinar la
viabilidad de que la fibra dietaria del fruto de guayaba pueda ser empleada como suplemento

funcional en alimentos de consumo diario.

En la grafica 18 se observa el comportamiento que tuvo la concentracion de FDT, FDS y FDI a
lo largo del proceso de maduracion del fruto de guayaba. Se observé que la FDT del fruto de
guayaba esta compuesta principalmente por FDI, mientras que la FDS tiene una contribucién
menor a la FDT. La composicion relativa de la FDT cambié a lo largo del proceso de
maduracion, siendo en todos los estados de maduracién mayor FDI que FDS. Se observé que
en el estado verde, la FDT estuvo compuesta por un 11% de FDS y por un 89% de FDI, por un
7% de FDS y 93% de FDI en el estado pintén, 17% de FDS y 83% de FDI en el estado maduro
y 24% de FDS y 76% de FDI en el estado senescente. Este resultado indica que la fibra dietaria
de guayaba estd compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, y que son las
modificaciones enzimaticas que ocurren sobre estos compuestos son las que definen el cambio

de textura que ocurre en la guayaba durante la maduracién. La concentracion de la fibra dietaria
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en el fruto de guayaba aumento6 desde 0,57% de FDS y 4,39% de FDI en el estado verde, hasta
0,69% de FDS y 9,49% de FDI en el estado pintdn, seguido de una un cambio hasta 0,92% de
FDS y 4,50% de FDI en el estado maduro y 0,73% de FDS y 2,32% de FDI en el estado
senescente. Este resultado permite resaltar nuevamente las propiedades funcionales del fruto
de guayaba en los estados pintén y maduro ya que fue donde se observd la mayor
concentracion de fibra dietaria, ubicando a la guayaba como una posible fuente natural de fibra

dietaria para el empleo como suplemento en la industria de alimentos.

Es de resaltar que la concentracion de la FDT y FDI aumenté desde el estado verde hasta el
estado pintén y disminuyo en los estados maduro y senescente, mientras que la concentracion
de la FDS aumentd desde el estado verde hasta el estado maduro y disminuyd en el estado
senescente. La degradacion de la FDT, FDS y FDI en los estados maduro y senescente
coincide con la marcada pérdida de firmeza del fruto en estos estados de maduracion (grafica
4), sugiriendo que los cambios composicionales que ocurren en la fibra dietaria podrian estar
relacionados con el ablandamiento enzimatico del fruto. Aunque la concentracién de la fibra
dietaria permite explicar en medida el proceso de ablandamiento del fruto de guayaba, es
necesario realizar estudios de las enzimas que atacan la pared celular y determinar la
correlacion que existe entre la actividad de estas enzimas, la pérdida de firmeza y la

composicion de la fibra dietaria durante la maduracion.
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Grafica 18. Cuantificacion de la fibra dietaria total, soluble e insoluble del fruto de guayaba variedad

Palmira ICA | durante la maduracién. Promedio de la medida (n=3) £ 1 D.E.

84



7.5. Enzimas antioxidantes (POD y PFO) y de ablandamiento (PG y PE) del fruto de

guayaba variedad Palmira ICA | durante la maduraciéon

7.5.1. Determinacion de las mejores condiciones de extraccion de las enzimas

La determinacion de la influencia de la actividad antioxidante, inducida por las enzimas POD y
PFO, puede ser establecida mediante la cuantificacién de la actividad de éstas durante el
proceso de maduracién, determinando su posterior correlacién con los diferentes métodos de
medida de la actividad antioxidante. De la misma manera, la determinacion de la influencia de la
actividad de las enzimas PG y PE puede ser establecida mediante la cuantificacion de su
actividad enzimatica durante la maduracion, determinando su correlacién con la concentracion
de la fibra dietaria total, soluble e insoluble. Para poder realizar una determinacion confiable de
la actividad de las enzimas POD, PFO, PG y PE es necesario poner a punto una metodologia
de extraccién, que permita obtener un extracto crudo con una concentracién considerablemente
alta de enzima activa, y una metodologia de medida de actividad de actividad enzimatica con
una precision y reproducibilidad analitica aceptable en tiempos razonables con variables de
respuesta medibles adecuadamente. Por esta razén, se puso a punto la metodologia de
extraccién y medida de actividad de las enzimas POD, PFO, PG y PE, empleando frutos en

estado maduro (20 °Brix / %éacido citrico).

El primer pardametro evaluado en la puesta a punto de las mejores condiciones de extraccién de
las enzimas fue la seleccion del mejor tratamiento de extraccion (grafica 19). Los tratamientos
de extraccion evaluados fueron el macerado del tejido con N, liquido previo al tratamiento de
extraccion, la purificacion parcial de la enzima mediante precipitacion con (NH,4),SO, y posterior
dialisis y la extraccion de las enzimas sin realizar ningun tratamiento en el tejido. Se observo
que para todas las enzimas el mejor tratamiento de extraccion fue el macerado con N, liquido
del tejido vegetal previo al tratamiento de extraccion con el buffer. Es probable que el macerado
del tejido vegetal con N, liquido contribuya a la ruptura y a la lisis celular facilitando la liberacién
de las enzimas, aumentando su disponibilidad para el posterior contacto con el buffer de
extraccion (Garrott et al. 1981). El empleo de la muestra sin realizar ningun tratamiento previo a
la extracciéon con el buffer (muestra sin macerar) fue el tratamiento que presenté la respuesta
intermedia a la extraccion para las cuatro enzimas, mientras que la purificacion parcial del
extracto enzimatico mediante la precipitacion de las enzimas con (NH4),SO, al 80% y posterior

dialisis fue el tratamiento que presentd el menor rendimiento en la extraccion.
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Grafica 19. Seleccion del mejor tratamiento de extraccion de las enzimas POD (a), PFO (b), PG (c) y PE
(d). Promedio de la medida (n=3) £ 1 D.E.

El tratamiento con (NH4),SO, al 80% permite la precipitacion fraccionada de las enzimas
(globulinas, solubles en agua), aumentando su actividad especifica debido al proceso de
concentracion. En este caso, se observo que la precipitacion fraccionada y la posterior didlisis
inhibieron la actividad de todas las enzimas debido posiblemente a que el proceso de dialisis
ocasiono la pérdida de los compuestos metalicos que actian como cofactores en las enzimas
(Fe*® para POD, Cu*? para PFO y Na*' para PG y PE). La pérdida de actividad de la POD fue
irreversible aun después de reconstituir el cofactor por medio de la adicién de una solucién de
FeCl,, indicando que el cofactor de POD se encuentra coordinado fuertemente al sitio activo de
la enzima (Derat y Sheik 2006), mientras que la reconstitucién del cofactor de las enzimas PFO

con CuSOQ, y de PG y PE con NaCl logré que las enzimas presentaran una pequefa actividad.
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Una vez que se determin6 que el macerado de la muestra con N liquido es la mejor manera de
preparar la muestra del extracto enzimatico, se procedid a determinar la mejor relacion de tejido
vegetal con el buffer de extraccidon (grafica 20). Se encontré que para todas las enzimas, la
mejor relacion de tejido vegetal con el buffer de extraccion fue de 1:5 (1 g de material vegetal
por 5 mL de buffer de extraccion). En general, se puede observar que para todas las enzimas, a
medida que se aumenta la relacién de tejido vegetal-buffer de extraccion, la actividad de las
enzimas aumenta, indicando que la extraccion de las enzimas se hace mas eficiente, hasta
llegar al maximo en la relacion 1:5. A relaciones mayores, se observa una disminucion en la
actividad de las enzimas debida probablemente a que estas estaban quedando muy diluidas,

ademas de que la relacion 1:5 es donde se logra extraer la mayoria de las enzimas del tejido.
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Una vez se determind que la mejor relacion de tejido vegetal con el buffer de extraccion es de
1:5 para todas las enzimas, se procedié a determinar el mejor numero de lavados con acetona
(grafica 21). Los lavados con acetona (método de polvos de acetona) es un método de limpieza
del extracto enzimatico empleado para eliminar los interferentes como polifenoles, clorofilas y
carotenoides que son inhibidores de la actividad enzimatica (Rodakiewics et al. 2000). Se
encontré que para las enzimas POD y PFO, el mejor numero de lavados con acetona fue de 5
(cada lavado con 5 mL de acetona a 4 °C), mientras que para las enzimas PG y PE, el mejor
numero de lavados con acetona fue de 4. Debido a que las enzimas POD y PFO pueden ser
inhibidas por los compuestos polifendlicos (Mudd y Burris 1959), estas enzimas necesitaron de

un lavado mas que las enzimas PG y PE.
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Grafica 21. Seleccion del mejor nimero de lavados con acetona para la extracciéon de las enzimas POD
(a), PFO (b), PG (c) y PE (d). Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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En general, se puede observar que para todas las enzimas, a medida que aumenta el numero
de lavados con acetona, la actividad de las enzimas aumenta, indicando que la eliminacién de
los interferentes se hace mas eficiente, hasta llegar a los 5 lavados para la POD y PFO, y para
4 lavados para la PG y PE. Cuando se hace un exceso de lavados con acetona, se observo una
disminucion en la actividad especifica de las enzimas debida probablemente a la
desnaturalizacion de estas inducida por la acetona, indicando que los lavados con acetona son

de vital importancia para definir la estabilidad de las enzimas (Mozhaev et al. 1989).

Una vez se determiné que el mejor numero de lavados con acetona fue de 5 para la POD y
PFO y de 4 para la PG y PE, se procedio a determinar el mejor pH del buffer de extraccion
(grafica 22). Para las enzimas POD, PFO y PG se emplearon soluciones buffer de una fuerza
idnica moderada (200 mM) que impidieron oscilaciones significativas en el pH manteniendo
estable el estado de ionizacion de la enzimas, mientras que para la enzima PE se empled un
buffer de baja fuerza iénica (20 mM) que tiene como finalidad no generar un error sistematico
por sobrestimacion en la titulacion, debido a la capacidad de amortiguacion del buffer (Carabali-
Miranda et al. 2009). Se encontré que para las enzimas POD y PFO, la mejor solucion de
extraccion fue el buffer fosfatos 200 mM pH 6,0, mientras que para la enzima PG fue el buffer
citratos 200 mM pH 4,5, y para la PE el mejor fue el buffer fosfatos 20 mM pH 7,0.

En general, se puede observar que para todas las enzimas, a medida que aumenta el pH de
extraccion, la actividad especifica de las enzimas aumenta, indicando que las enzimas se
acercaban a su estado de ionizacién éptimo (a pH inferiores del mejor pH de extraccion, los
aminoacidos del sitio activo de las enzimas se encontraban protonados), hasta llegar al mejor
pH de extraccién para cada enzima, donde la actividad de la enzima es la mayor. Cuando el pH
de extraccion superd al pH de mayor actividad, se observd una disminucion en la actividad
especifica de las enzimas debida probablemente a la ionizacién de los aminoacidos del sitio
activo de las enzimas, indicando que el pH de extraccion es un parametro de vital importancia
para definir la estabilidad y actividad de las enzimas (Wang et al. 1999). Comparativamente se
puede establecer que la extraccion de la PFO (grafica 25b) es la que mas se ve afectada por el
efecto del pH. Se pudo observar que en valores por debajo del pH de maxima actividad
especifica, la actividad de la enzima tiene un rapido aumento con variaciones pequenas de pH,
mientras que valores mayores al pH de maxima actividad especifica, la actividad de la enzima
tiene una rapida disminucién con variaciones pequefias de pH, mientras que para la POD, PG y

PE los cambios de actividad enzimatica por efecto del pH son menos pronunciados.
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Grafica 22. Seleccion del mejor pH de extraccion de las enzimas POD (a), PFO (b), PG (c) y PE (d).
Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.

Una vez se determiné que el mejor pH de extraccion fue de 6,0 para POD y PFO, de 4,5 para
PG y de 7,0 para PE, se determind el mejor tiempo de extraccion (grafica 23). Se encontré que
para las enzimas POD, PG y PE el mejor tiempo de extraccion fue de 4 h, mientras que para la
PFO fue de 12 h. En general, se puede observar que para todas las enzimas, a medida que
aumenta el tiempo de extraccion, la actividad especifica aumenta, indicando que el proceso de
extraccién estaba siendo efectivo, hasta llegar al mejor tiempo de extraccién donde la actividad
fue la mayor debido a que se logré realizar la extraccion de la mayor cantidad de la enzima
activa del fruto. Cuando el tiempo de extraccion superd el tiempo de maxima actividad, se
observd una disminucién en la actividad especifica de todas las enzimas debida probablemente

a la pérdida de estabilidad de éstas al ser extraidas de su matriz natural (Kang et al. 2006).
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En la grafica 23a se observd que el tiempo de extraccion fue un pardmetro que determind

sensiblemente la actividad de la enzima POD. Se observé que la actividad de la POD desde
0,052 UPOD a las 2 h de extraccién hasta 0,110 UPOD a las 4 h de extraccion (aumento el
doble), mientras que a las 6 h de extraccion disminuyd nuevamente hasta actividades

especificas de 0,060 UPOD aproximadamente, indicando que alejarse considerablemente del

mejor tiempo de extraccion de la POD (4 h) disminuiria significativamente el rendimiento de la

extraccion de la enzima de la matriz vegetal debido a que esta enzima presenta una baja

inestabilidad en el tiempo (Lopez et al. 2001). También, se observé que la actividad especifica

de las enzimas PFO, PG y PE no se vio significativamente alterada en tiempos cercanos al

mejor tiempo de extraccion, permitiendo que el rango de tiempo de extraccién (cercano al mejor

tiempo de extraccion) de estas enzimas sea un poco mas amplio que en la POD.
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Grafica 23. Seleccion del mejor tiempo de extraccion de las enzimas POD (a), PFO (b), PG (c) y PE (d) a

una temperatura de 4 °C. Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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Una vez se determind que el mejor tiempo de extraccion fue de 4 h para POD, PG y PE y de 12
h para PFO, se determind el mejor aditivo de extraccién para las enzimas PG y PE (grafica 24).
Debido a que las enzimas pécticas tienen como sustratos los componentes estructurales que
conforman la pared celular, estas enzimas se encuentran unidas a esta. Existen dos posibles
mecanismos de unién de las enzimas a la pared celular, los cuales son la union idnica, que se
elimina aumentando la fuerza i6nica de la pared celular con NaCl, o la disolucion de la enzima
en la pared, que se elimina mediante la aplicaciéon de detergentes no ionicos (Tritén X-100) que
ocasiona la permeabilizacion de las células por la disolucién de la proteinas de membrana
(Micheli 2001). Se encontré que para la PG y PE el mejor aditivo de extraccion fue el NaCl 0,10
M. En general, se puede observar que para las dos enzimas, a medida que aumenta la
concentracion del aditivo, tanto con NaCl como con Tritén X-100, la actividad especifica de PG
y PE aumenta, indicando que el aditivo de extraccidon estaba promoviendo la disolucion de las
enzimas en el buffer de extraccion, hasta llegar a la concentracion donde la actividad fue mayor
debido a que se logro disolver la mayor cantidad de enzima activa. Cuando la concentracion del
aditivo fue muy alta, se observé una disminucion en la actividad especifica de las dos enzimas
debida probablemente a la inhibicion ocasionada por el Na*' y por el Tritén X-100 (Rodriguez-
Nieto 2008). También se determind que la extraccion de las enzimas siempre fue mas eficiente
cuando se empled NaCl como aditivo de extraccion que cuando se empled Triton X-100,
indicando que la unién de éstas a la pared celular es probablemente de caracter iénico. Cuando
se evalud el efecto del Triton X-100 en la eficiencia de extraccion, se observd el mismo
comportamiento que con el NaCl (la mejor concentracion del Tritén X-100 fue de 0,10%), pero la

dialisis para eliminar el exceso del detergente provoco la inactivacién parcial de la PG y PE.
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Grafica 24. Seleccion del mejor aditivo de extraccion de las enzimas PG (a) y PE (b). Promedio de la
medida (n=3) + 1 D.E.
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7.5.2. Determinacion de las mejores condiciones de medida de actividad de las enzimas

La determinaciéon de las mejores condiciones de extraccion de las enzimas solo permite
garantizar que el extracto enzimatico obtenido contiene la mayor cantidad de enzima activa
posible, pero no garantiza nada con respecto a la estabilidad y al comportamiento cinético que
la enzima tendra en el medio de reaccién frente al sustrato (Arbaisah et al. 1996). Por esta
razén, la determinacion de las mejores condiciones de medida de actividad de las enzimas en
un sistema artificial in vitro es de vital importancia para asegurarse que la enzima tiene una
estabilidad aceptable y que su velocidad de reaccion es representativa de la actividad que estas
tienen en los sistemas in vivo. Para realizar esto, se puso a punto la metodologia de medida de
actividad de cada enzima, donde se evaluaron en primer lugar los parametros que definen la
estabilidad de las enzimas (pH y temperatura), seguido de los parametros que definen su

velocidad (tiempo de reaccion, concentracion de enzima y sustrato).

El primer parametro evaluado fue el pH de medida de actividad (grafica 25). De la misma
manera que se hizo en la determinacion del mejor pH de extraccion, para las enzimas POD,
PFO y PG se emplearon soluciones buffer 200 mM, mientras que para la enzima PE se empled
un buffer 20 mM. Los resultados obtenidos fueron similares al comportamiento de las enzimas
en la extraccion, donde se encontrdé que para las enzimas POD y PFO, la mejor solucién de
medida de actividad fue el buffer fosfatos 200 mM pH 6,0, mientras que para la enzima PG fue
el buffer citratos 200 mM pH 4,5, y para la PE el mejor fue el buffer fosfatos 20 mM pH 7,0. Se
puede observar que para todas las enzimas, de la misma manera que se encontré en la
determinacion del mejor pH de extraccion, a medida que aumenta el pH de medida de actividad,
la actividad especifica de las enzimas aumenta, indicando que las enzimas se acercaban a su
estado de ionizacion éptimo, hasta llegar al mejor pH de medida de actividad para cada enzima,
donde la actividad de la enzima fue la mayor. Cuando el pH de medida de actividad fue muy
alto, se observé nuevamente una disminucién en la actividad especifica de las enzimas debida
probablemente a la disociacion de los aminoacidos del sitio activo de las enzimas. Se verifico
que la PFO (grafica 25b) es la enzima que mas se ve afectada por el efecto del pH. Se pudo
verificar que en valores por debajo del pH de maxima actividad especifica, la actividad de la
enzima tiene un rapido aumento con variaciones pequenas de pH, mientras que valores
mayores al pH de maxima actividad especifica, la actividad de la enzima tiene una rapida
disminucion con variaciones pequefias de pH, mientras que para la POD, PG y PE los cambios

de actividad enzimatica por efecto del pH son menos pronunciados.
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Para cada una de las enzimas, se obtuvo el diagrama de distribucion de especies aparente
calculado con las funciones de pH de Michaelis (Marangoni 2003). En la gréfica 26 se pudo
observar que la fraccion activa de las enzimas PFO y PG tiene un menor rango que actividad,
mientras que las enzimas POD y PE son activas en un intervalo de pH mas amplio. Este
resultado permite explicar el hecho de que la enzima PFO y PG sean las enzimas mas
sensibles a pequefias variaciones del pH, mientras que la POD y PE tienen una estabilidad
relativa un poco mayor. Este resultado también se ve reflejado en los valores de pK aparentes
calculados para cada enzima (pK; de ionizacion de la fraccidon acida a la fraccion activa, y pKa
de la fraccion activa a la fraccion basica). Se pudo observar (tabla 11) que la PFO y PG tienen

valores de pK muy cercanos (ApK de 0,8 para PFO y 2,1 para PG), mientras que las enzimas
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Grafica 25. Seleccion del mejor pH para la medida de la actividad de las enzimas POD (a), PFO (b), PG
(c) y PE (d). Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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Grafica 26. Diagramas de distribucion de especies de las fracciones acida, basica y activa de las
enzimas POD (a), PFO (b), PG (c) y PE (d). Calculadas segun las funciones de pH de Michaelis.

POD y PE tienen valores de pK mas lejanos (ApK de 4,4 para POD y 5,4 para PE), sugiriendo
nuevamente que la estabilidad al pH de las enzimas es funcién de los pK de ionizacion de las

fracciones acida, activa y basica de las enzimas, asi como del mejor pH de medida de actividad.

Tabla 11. Propiedades aparentes de pH calculadas segun las funciones de pH de Michaelis para las

enzimas POD, PFO, PG y PE en frutos de guayaba variedad Palmira ICA I.

POD PFO PG PE

Mejor pH 6,0 60 45 7,0
pK 32 55 34 25
pK; 76 63 55 79
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El segundo parametro de estabilidad evaluado fue la temperatura de medida de actividad
(grafica 27). Se encontr6 que para las enzimas POD, PFO y PG, la mejor temperatura de
medida de actividad fue de 35 °C, mientras que para la enzima PE fue de 40 °C. Se puede
observar que para todas las enzimas a medida que aumenta la temperatura, la actividad
especifica de las enzimas aumenta hasta llegar a la mejor temperatura de medida de actividad,
donde la actividad de la enzima fue la mayor. Cuando la temperatura fue muy alta, se observo
una disminucién en la actividad especifica de las enzimas debida al proceso de
desnaturalizacion térmica (Thompson et al. 1998). La desnaturalizacion térmica de cada enzima
(donde no se observo actividad enzimatica) se consiguio a los 50 °C para la PFO, mientras que

para la POD, PG y PE no se detecté ninguna actividad residual después de los 70 °C.

a. POD b. PFO

0,012 4 a
0,010 +

0,008 +

UPOD

0,006

UPFO

0,004 4

0,002 +

[¢] [¢] f f
T T T T T 0,000 *> *> *> + *
20 30 40 50 60 70 80 90 70 80 90
o
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
c. PG d.PE
(V]
g £
L L 7 i i
20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 920
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Grafica 27. Seleccion de la mejor temperatura para la medida de la actividad de las enzimas POD (a),
PFO (b), PG (c) y PE (d). Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.

96



Para cada una de las enzimas, se calcularon algunas propiedades termodinamicas aparentes
que permiten definir su estabilidad térmica (Marangoni 2003). En la tabla 12 se puede observar
que la PFO tiene la energia de activacion del proceso de desnaturalizacion mas alta de las
cuatro enzimas estudiadas (299,5 kJ/mol), indicando que esta enzima tiene una estabilidad
térmica mayor a la desnaturalizacién que la POD, PG y PE. Este valor puede ser corroborado al
observar que el Q49 de la PFO (numero de veces que aumenta la actividad enzimatica por un
aumento de temperatura de 10 °C) es el menor de todos (1,36), sugiriendo nuevamente que la
PFO es la enzima menos sensible al efecto de la temperatura antes de la desnaturalizacion. Por
otro lado, es de resaltar que aunque la PFO es térmicamente mas resistente que la POD, PG y
PE antes del proceso de desnaturalizacion, es decir, que es una enzima a la que es dificil
inducirle el proceso de desnaturalizacion, una vez se ha iniciado este, la PFO es quien pierde
mas rapidamente su actividad. Esto se puede confirmar observando que la PFO no presenta
ninguna actividad enzimatica después de los 50 °C, ademas que su temperatura media de
desnaturalizacién (Ty), que es la temperatura a la cual la enzima ha perdido la mitad de su
actividad, es la mas baja de las Ty de las enzimas, revelando que la PFO es la enzima que mas
se resiste a comenzar la desnaturalizacion térmica, pero una vez se llega a la temperatura
Optima, es la enzima que se desnaturaliza mas rapidamente. También se pudo determinar que
la PG tuvo el comportamiento contrario a la PFO, siendo la enzima térmicamente mas sensible
antes de la desnaturalizacion, pero la mas resistente durante este proceso. Se establecio que la
PG puede ser desnaturalizada facilmente (energia de activacion baja de 124,7 kJ/mol), ademas
que presenté la mayor respuesta al efecto de la temperatura (Q4o de 2,96), pero una vez inicié
la desnaturalizacion, presentd una mayor estabilidad que las otras enzimas, teniendo una Ty

alta de 55,2 °C, desnaturalizandose completamente a los 70 °C.

Tabla 12. Propiedades termodinamicas aparentes calculadas para las enzimas POD, PFO, PG y PE en

frutos de guayaba variedad Palmira ICA I.

POD PFO PG PE
Mejor T (°C) 35,0 35,0 35,0 40,0
Tw (°C) 50,0 42,2 55,2 56,7
Q1o 1,69 1,36 2,96 1,91

E. (kJ/mol) 138,7 299,5 124,7 124,4

AHp (kJ/mol) 138,6 300,0 125,0 124,5
ASp (Jimol) 429,2 952,4 381,0 378,1

Factor Pre-exponencial (A) 2,70 x 10 4,67 x10* 7,12x10" 5,48 x10™
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La mejor concentracién de enzima (grafica 28) fue establecida para asegurarse que las enzimas
se encontraban completamente saturadas con sustrato y que la actividad enzimatica era
unicamente dependiente de la concentracién de estas, es decir, que el reactivo limitante de la
reaccién enzimatica era la enzima y no el sustrato, con el fin de asegurarse que la cinética de
todas las enzimas puedan ser descrita por el modelo de Michaelis-Menten (Marangoni 2003).
Se encontré que la mejor concentracion de enzima fue de 25 uL (1,09 pg) para POD, 500 uL
(18,55 ug) para PFO, 80 uL (2,97 ug) para PG y 2500 uL (925,13 ug) para PE. Debido a que la
POD es la enzima que se satura mas rapidamente y la que necesita una menor concentracién
de proteina (enzima activa) para alcanzar la velocidad maxima, se puede decir que la POD fue

la enzima mas activa debido probablemente a que presenta una constante catalitica

significativamente mas alta que las demas enzimas (Hiner et al. 2000, Hiner et al. 2002).
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Grafica 28. Seleccion de la mejor concentracion de enzima para la medida de la actividad de las enzimas
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El estudio cinético de las enzimas POD, PFO, PG y PE fue realizado mediante el modelo de
Michaelis-Menten (grafica 29). Se encontré que todas las enzimas aumentaron su actividad a
medida que aumenté la concentracion de sustrato, hasta llegar al maximo de actividad
enzimatica, donde todo el sustrato ha sido completamente convertido a producto. Solamente la
POD presento inhibicion con sustrato cuando la concentracion de guaiacol fue superior a 120
mM vy la de H,O, superior a 60 mM, mientras que PFO, PG y PE no presentaron inhibicién por
sustrato. En la tabla 13 se pueden observar algunas propiedades cinéticas aparentes
calculadas para las enzimas segun el modelo de Michaelis-Menten. El analisis cinético revelo
que la POD tuvo mayor afinidad por el H,O, (K., de 3,4 mM) que por el guaiacol (K, de 22,4
mM), pero la Vo de la enzima fue similar con los dos sustratos (0,081 UPOD). Es de resaltar
que la POD y PFO tuvieron valores de K, similares con el sustrato de mayor afinidad (3,4 mM
de H,0O, para POD y 3,5 mM de L-DOPA para PFO), pero la POD presentd una V. 12 veces
mayor que la PFO, indicando que la POD es la enzima que podria tener la mayor contribucién a
la actividad antioxidante del fruto de guayaba. Por otro lado, un comportamiento similar con las
enzimas de ablandamiento fue observado, donde la PG y PE tuvieron valores de K., similares
(106,9 ug/mL de acido poligalacturonico para PG y 112,4 ug/mL de pectina de guayaba para
PE), pero la PG presentd una V. 14500 veces mayor que la PE, indicando que la PG es la
enzima que podria tener la mayor contribucion al ablandamiento enzimatico del fruto de
guayaba. También se puede observar que todas las enzimas estudiadas tuvieron una
correlacion significativamente alta con el modelo de Michaelis-Menten (la correlaciéon mas baja
encontrada fue de r* 0,987 entre la POD y el H,0,). Para la cuantificacién de la actividad
enzimatica de la POD, PFO, PG y PE durante el proceso de maduracion del fruto de guayaba,
se escogieron concentraciones de sustrato saturantes de la enzima para asegurar que las
enzimas estén lo mas cerca posible a la V.« de cada enzima. Para la POD con guaiacol se
escogié una concentracion de sustrato de 50 mM (2,2 K,,,), 20 mM (5,9 K,,) para POD con H,0,,
14 mM (4,0 K) para PFO, 577,0 ug/mL (5,4 K., para PG y 346,2 ug/mL (3,1 K.,) para PE,
consiguiéndose porcentajes de la velocidad maxima de cada enzima de 69,1% de POD con
guaiacol, 85,7% de POD con H,0,, 79,9% con PFO, 84,4% con PG y 75,5% de PE.

Aunque el comportamiento cinético y termodinamico de las enzimas antioxidantes y de
ablandamiento fue determinado parcialmente, es necesario realizar procesos de purificacion de
las enzimas para determinar las propiedades reales (en este estudio solo se determinaron
parametros aparentes ya que las enzimas no fueron sometidas a procesos de purificacion y las

constantes calculadas son el resultado de la interaccidn de todas las isoformas de las enzimas).
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Grafica 29. Seleccion de la mejor concentracién de sustrato para la medida de la actividad de las
enzimas POD con guaiacol (a), POD con H,0, (b), PFO con L-DOPA (c), PG con acido poligalacturénico
(d) y PE con pectina de guayaba (e). Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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Tabla 13. Propiedades cinéticas aparentes calculadas para las enzimas POD, PFO, PG y PE en frutos de

guayaba variedad Palmira ICA I.

POD (Guaiacol;H,0,) PFO PG PE
Mejor [Sustrato] 50; 20 mM 14 mM 577,0 ng/mL  346,2 pg/mL
Vimax 0,081; 0,084 UPOD  0,0069 UPFO 885,0 UPG 0,061 UPE
Km 22,4; 3,4 mM 3,5 mM 106,9 ng/mL  112,4 pg/mL
Porcentaje de V. (%) 69,1; 85,7 79,9 84,4 75,5
r* con Michaelis-Menten 0,998; 0,987 0,997 0,993 0,991

Debido a que los estudios cinéticos de la POD y PFO se realizaron mediante ensayos de punto
o cinéticos (medida de la actividad enzimatica a intervalos discretos de tiempo), mientras que la
los estudios cinéticos de la PG y PE fueron realizados mediante ensayos de punto final (la
actividad enzimatica fue detenida a un determinado tiempo de reaccion), fue necesario
determinar el mejor tiempo de incubacion (reaccion) para estas enzimas. En la grafica 30 se
observa que para las enzimas PG y PE, la maxima actividad enzimatica se presenté a los 30
min de reaccién. A tiempos menores a 30 min, se observo para las dos enzimas que la actividad
enzimatica era baja, indicando que la reaccion enzimatica aun no habia sido completada. Para
la PG, después de los 30 min no se observé una disminucién significativa de la actividad
enzimatica, mientras que para la PE se observd una disminucién de la actividad entre los 30 y
60 min, indicando que la enzima PG tiene una estabilidad en el tiempo mayor que la PE. En las
tablas 14 y 15 se puede encontrar un resumen de las mejores condiciones de extraccion y
medida de actividad de la POD, PFO (tabla 14), PG y PE (tabla 15) que seran empleadas para
la evaluacion de la actividad de estas enzimas durante la maduracion del fruto de guayaba.
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Grafica 30. Seleccion del mejor tiempo de incubacién para la medida de la actividad de las enzimas PG
(a) y PE (b). Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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Tabla 14. Resultados de la puesta a punto de la metodologia de extraccion y medida de actividad de las
enzimas antioxidantes POD y PFO en frutos de guayaba variedad Palmira ICA .

Parametro

POD

PFO

Tratamiento de extraccion
Lavados con acetona
Relacion tejido:buffer

pH de extraccion

Tiempo de extraccion

Temperatura
pH de actividad
Concentracion de enzima

Concentracion de sustrato

EXTRACCION
Maceracion con N, liquido
5 Lavados (5 mL, 4 °C)
19:5mL
Fosfatos 200 mM pH 6,0

4 horas

MEDIDA DE ACTIVIDAD

35,0 °C
Fosfatos 200 mM pH 6,0
25 ulL (1,09 pg)

50 mM Guaiacol, 20 mM H,0,

Maceracion con N, liquido
5 Lavados (5 mL, 4 °C)
1g:5mL
Fosfatos 200 mM pH 6,0

12 horas

35,0°C
Fosfatos 200 mM pH 6,0
500 pL (18,55 ng)
14 mM L-DOPA

Tabla 15. Resultados de la puesta a punto de la metodologia de extraccion y medida de actividad de las
enzimas de ablandamiento PE y PG en frutos de guayaba variedad Palmira ICA I.

Parametro

PG

PE

Tratamiento de extraccion
Lavados con acetona
Relacion tejido:buffer

pH de extraccion
Concentracion de NaCl

Tiempo de Extraccion

Tiempo de incubacion
Temperatura
pH de actividad
Concentracion de enzima

Concentracion de sustrato

EXTRACCION
Maceracion con N, liquido
4 Lavados (5 mL, 4 °C)
19:5mL
Citratos 200 mM pH 4,5
0,10 M

4 horas
MEDIDA DE ACTIVIDAD
30 min
35,0 °C
Citratos 200 mM pH 4,5
80 plL (2,97 png)
577,0 ug/mL APG

Maceracion con N, liquido
4 Lavados (5 mL, 4 °C)
1g:5mL
Fosfatos 20 mM pH 7,0
0,10 M

4 horas

30 min
40,0 °C
Fosfatos 20 mM pH 7,0
2500 pL (935,13 ug)
346,2 ung/mL PG
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7.5.3. Comportamiento de la actividad enzimatica durante la maduracion

En estudios anteriores se ha establecido que los fendémenos de ablandamiento y de
pardeamiento enzimatico son promovidos por la accion de las enzimas PG y PE en el caso del
ablandamiento (Imsabai et al. 2002) y de la POD y PFO en el caso del pardeamiento enzimatico
(Nguyen et al. 2003, Aquino y Silva 2004). Una vez que las metodologias de extraccion y
medida de actividad de las enzimas POD, PFO, PG y PE fueron puestas a punto, se realiz6 la
cuantificaciéon de la actividad enzimatica de estas enzimas durante el proceso de maduracion
del fruto de guayaba y se establecio la relacion que estas enzimas tienen con el ablandamiento
en el caso de PG y PE, y el pardeamiento y actividad antioxidante enzimatica en el caso de
PFO y POD (grafica 31).

En el caso de las enzimas involucradas en el pardeamiento y actividad antioxidante enzimatica
(graficas 31a y 31b) se observé que la POD aumenté su actividad desde 0,034 UPOD en el
estado verde hasta 0,178 UPOD en el estado maduro y disminuyé hasta 0,116 UPOD en el
estado senescente, mientras que la PFO aumenté su actividad desde 0,027 UPFO en el estado
verde hasta 0,0070 UPFO en el estado pintén y disminuy6 hasta 0,0023 y 0,0006 UPFO en los
estados maduro y senescente respectivamente. Debido a que en estos estados de madurez se
observo el mayor pardeamiento enzimatico (grafica 3), donde en el color de la corteza del fruto
de guayaba aparecieron los colores amarillos en el estado maduro y café (pardo) en el estado
senescente, caracteristicos de las melaninas formadas (Riley 1997), y donde la capacidad
antioxidante total (grafica 6) y la concentracion de compuestos fendlicos libres (grafica 9) fue
mayor, se puede sugerir que las enzimas POD y PFO estan relacionadas con la capacidad
antioxidante y con el pardeamiento del fruto de guayaba, ademas de que los compuestos
fendlicos libres identificados no solo podrian estar relacionados con la capacidad antioxidante
quimica del fruto de guayaba, sino que también podrian ser los sustratos de las enzimas POD y
PFO contribuyendo también a la capacidad antioxidante enzimatica del fruto de guayaba. Es de
resaltar que aunque la presencia de las melaninas es una caracteristica sensorial indeseable en
los frutos que puede generar rechazo por parte del consumidor, debido a que son sintoma de
estrés oxidativo asociado a la maduracion y en particular del estado de senescencia del fruto,
estos compuestos tienen importantes funciones de proteccidon contra danos mecanicos,
proteccién a la degradacion de proteinas, propiedades antibidticas, foto y quimioproteccion de
pigmentos, entre otras, indicando que el sistema de proteccion antioxidante del fruto funciona

con efectividad y que se ha conseguido la atenuacion del efecto dafino de las ROS (Riley
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1997). Por esta razon, la busqueda de tratamientos poscosecha que permitan la conservacién
de las propiedades antioxidantes del fruto de guayaba durante periodos prolongados de tiempo,
deben ir enfocados a encontrar el equilibrio entre la conservacién de la actividad antioxidante
del fruto y la atenuacién en la aparicion de melaninas, ya que la supresion total del
pardeamiento enzimatico podria causar la inefectividad del sistema antioxidante del fruto y
exponer al fruto de sufrir dafos irreversibles que promuevan su entrada prematura en la etapa

de senescencia.

El hecho que la PFO actue primero que la POD durante la maduracién (la PFO tiene su maximo
de actividad en el estado pintdén, mientras que la POD lo tiene en el estado maduro), podria
explicarse por medio de la hipétesis de que la POD es la enzima que tiene la mayor
contribucion a la actividad antioxidante enzimatica del fruto de guayaba, mientras que la PFO
esta mas relacionada con el fenédmeno de pardeamiento enzimatico durante la maduracion.
Este resultado es corroborado por las propiedades cinéticas aparentes obtenidas para cada
enzima (tabla 13). Como se dijo anteriormente, la POD tiene una mayor afinidad por el H,0,
que por el guaiacol, y la afinidad de la POD por el H,O, es similar a la afinidad de la PFO por la
L-DOPA, mientras que la POD tiene una velocidad maxima 12 veces mayor que la PFO,
indicando que la enzima mas activa durante el proceso de maduracién es la POD y por
consiguiente, que esta es la enzima que mas contribuye a la actividad antioxidante enzimatica
del fruto de guayaba, mientras que la PFO podria tener una funcién mas importante en el

proceso de pardeamiento enzimatico.

En el caso de las enzimas involucradas en el ablandamiento enzimatico (graficas 31c y 31d) se
observoé que la PG aumento su actividad desde 133 UPG en el estado verde hasta 494 UPG en
el estado maduro y disminuy6 hasta 258 UPG en el estado senescente, mientras que la PE
aumento su actividad desde 0,029 UPE en el estado verde hasta 0,051 UPE en el estado pinton
y disminuyé hasta 0,038 y 0,022 UPE en los estados maduro y senescente respectivamente.
Debido a que en estos estados de madurez se observé la mayor pérdida de firmeza tanto en la
corteza como en la pulpa del fruto (grafica 4), se puede sugerir que las enzimas PG y PE estan
relacionadas con el ablandamiento del fruto de guayaba, ademas de que los componentes de la
fibra dietaria total, soluble e insoluble podrian ser los sustratos de las enzimas PG y PE y ser los
responsables de conferirle la firmeza al fruto. Es de resaltar que el ablandamiento enzimatico es
una caracteristica sensorial indeseable en los frutos que puede generar rechazo por parte del

consumidor, debido a que frutos que han sufrido un ablandamiento excesivo son susceptibles a
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sufrir dafios mecanicos importantes y recibir el ataque de patégenos (Collmer y Keen 1988). Por
esta razon, la busqueda de tratamientos poscosecha que permitan la inhibicion del
ablandamiento del fruto de guayaba durante periodos prolongados de tiempo, deben ir
enfocados a la inactivacion de las enzimas pécticas en las etapas de maduracién y senescencia
del fruto, ya que en estas etapas, las enzimas pécticas no presentan funciones adicionales que
aporten significativamente a la calidad estructural, nutricional y funcional de fruto (Bateman y
Millar 1966).

El hecho que la enzima PE actue primero que la PG durante la maduracién (la PE tiene su
maximo de actividad en el estado pintén, mientras que la PG lo tiene en el estado maduro),
podria explicarse por medio de la hipotesis de que la PG es la enzima que tiene la mayor
contribucion al ablandamiento enzimatico del fruto de guayaba debido a que es quien que
cataliza la reaccion de despolimerizacién de la pectina (la que contribuye a la degradacion real
de la pectina), mientras que la PE estd mas involucrada con el proceso de aumentar la
disponibilidad del acido poligalacturénico (sustrato de la PG) en los primeros estadios de la
maduracion mediante la reduccion del grado de metoxilacién de la pectina, dejando el sustrato
preparado para el posterior ataque de la PG (Beldman et al. 1996). Este resultado es
corroborado por las propiedades cinéticas aparentes obtenidas para cada enzima (tabla 13). La
afinidad de la PG por el acido poligalacturénico es similar a la afinidad de la PE por la pectina
de guayaba, pero la PG tiene una velocidad maxima 14000 veces mayor que la PE, indicando
que la enzima mas activa durante la maduracién es la PG y por consiguiente, que esta es la
enzima que mas contribuye al ablandamiento enzimatico del fruto, mientras que la PE podria
tener una funcién importante en aumentar la disponibilidad de la pectina para la reaccion de

despolimerizacion por parte de la PG.

En estudios realizados anteriormente en pectinesterasa de frutos de guayaba de variedad roja
Hisar Safeda (Mondal et al. 2009), se encontré que la actividad de la PE aumentd desde el
estado verde hasta el estado pintdn y disminuyé durante la etapa de maduracion y senescencia
del fruto, ademas de que esta enzima podria estar relacionada con el ablandamiento enzimatico
del fruto de guayaba debido a su capacidad de dejar disponible el sustrato para la accién de
enzimas despolimerizantes, mientras que en estudios realizados en poligalacturonasa de frutos
de guayaba de variedad blanca L-49 (Deo y Shastri 2003) se encontré que la actividad de la PG
aumentd desde el estado verde hasta el estado maduro y disminuy6é durante la etapa de

senescencia del fruto, ademas de que esta enzima podria estar relacionada con el
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UPOD

UPG

ablandamiento enzimatico del fruto de guayaba debido a su capacidad de realizar la rapida
reaccion de despolimerizacion, confirmando los resultados obtenidos en este trabajo para la
guayaba variedad Palmira ICA I.

Los estudios de otras enzimas antioxidantes (catalasa y superdoxido dismutasa) y de
ablandamiento (celulasa, xilanasa y pectato-liasa) permitirian obtener una modelo mas general
de los fendmenos de pardeamiento y ablandamiento enzimatico. El estudio de los niveles
transcripcionales de expresién de estas enzimas, podrian permitir elucidar con exactitud el
mecanismo de los fendmenos de pardeamiento y ablandamiento enzimatico, y poder disefiar
con mejores herramientas las técnicas de conservacion mas adecuadas para conservar el fruto

de guayaba manteniendo sus valiosas propiedades funcionales.
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Grafica 31. Comportamiento de la actividad de las enzimas POD (a), PFO (b), PG (c) y PE (d) durante la

maduracioén de la guayaba variedad Palmira ICA I. Promedio de la medida (n=3) + 1 D.E.
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7.6. Determinacion de la correlacion entre los compuestos y enzimas con actividad
antioxidante y los distintos métodos de medida de actividad antioxidante. Correlacién

entre el contenido de fibra dietaria y la actividad de las enzimas de ablandamiento

La contribucién relativa que cada uno de los compuestos antioxidantes tienen en la capacidad
antioxidante total, ya sean sustratos (polifenoles, acido ascérbico y carotenoides) o enzimas
(POD y PFO), puede ser establecida mediante un analisis de correlacion lineal. En estudios
anteriores, Benzie y Szeto (1999) establecieron que la concentracion de los compuestos
responsables de la capacidad antioxidante de un fruto, pueden correlacionarse linealmente con
cada uno los métodos de cuantificacion de la actividad antioxidante total. Esto significa que si
un determinado metabolito tiene una contribucion significativa a la capacidad antioxidante, la
concentracion de este metabolito deberia tener una correlacion lineal con la actividad

antioxidante por un determinado método, y a su vez con su mecanismo antioxidante.

En la tabla 16 se pueden observar las correlaciones obtenidas entre cada método de medida de
la actividad antioxidante, y la concentracion de los compuestos antioxidantes identificados
preliminarmente en la guayaba. En general, se puede observar que los métodos de medida de
la actividad antioxidante hidrofilica se correlacionaron muy bien con los metabolitos hidrofilicos y
con las enzimas (que también son de caracter hidrofilico), mientras que el método de medida de
la actividad antioxidante lipofilica se correlaciond muy bien con los metabolitos lipofilicos. El
anadlisis de correlacion lineal permiti6 determinar que los compuestos fendlicos libres
contribuyeron significativamente a los métodos de ABTS y DPPH (r* con ABTS de 0,990 y con
DPPH de 0,833), mientras que el acido elagico, compuesto polifendlico mayoritario identificado
preliminarmente, contribuyd significativamente a la actividad antioxidante por los métodos
DPPH (r? de 0,921) y FRAP (r? de 0,991). Esto indica que los compuestos polifendlicos del fruto
de guayaba contribuyen significativamente a la actividad antioxidante hidrofilica y que presentan
tanto el mecanismo de transferencia de electrones como el mecanismo de reduccién del Fe*.
Por otro lado, el acido ascorbico correlacioné con la actividad antioxidante por los métodos
DPPH (r* de 0,911) y ABTS (r* de 0,928), indicando que el acido ascérbico también es un
compuesto que contribuye a la actividad antioxidante hidrofilica del fruto de guayaba y que
presenta principalmente el mecanismo de transferencia de protones. Cabe aclarar que aunque
la correlacién permite establecer si un determinado compuesto contribuye a la capacidad
antioxidante por un determinado método, no permite establecer si un determinado compuesto

contribuye mas o menos que otro compuesto que también se correlacione (cualitativo).
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Tabla 16. Coeficientes de correlacion de Pearson (r?) entre lo compuestos y enzimas con actividad

antioxidante y las medidas de actividad antioxidante de los frutos de guayaba variedad Palmira ICA 1.

FRAP FRAP Decoloracion

ABTS DPPH

(Trolox) (FeSO,) p-Caroteno
Fenoles Libres 0,990 0,833 0,771 0,775 0,788
Acido Elagico 0,690 0,921 0,992 0,991 0,988
Carotenoides Totales 0,338 0,291 0,458 0,454 0,905
(all E)-Licopeno 0,593 0,594 0,679 0,655 0,915
Acido Ascérbico 0,928 0,911 0,895 0,897 0,688
POD 0,982 0,847 0,772 0,776 0,589
PFO 0,226 0,195 0,254 0,230 0,241

De la misma manera, los compuestos carotenoides totales contribuyeron significativamente al
método de decoloracion del B-caroteno (r? 0,905), mientras que el (all E)-licopeno, compuesto
carotenoide mayoritario identificado preliminarmente, también contribuy6 significativamente a la
actividad antioxidante por el método de decoloracién del B-caroteno (r* 0,915). Esto indica que
los compuestos carotenoides del fruto de guayaba contribuyen significativamente a la actividad
antioxidante lipofilica y que presentan el mecanismo de transferencia de electrones. Con
respecto a las enzimas antioxidantes POD y PFO, se pudo observar que la POD tuvo una
contribucién significativa a los métodos hidrofilicos de medida de actividad antioxidante (r* de
0,982, 0,847 y 0,776 para lo métodos ABTS, DPPH y FRAP respectivamente), confirmando que
la POD es una importante enzima antioxidante del fruto de guayaba y que su contribucién es
principalmente hidrofilica (Singh et al. 2010). Por otro lado, no se observé ninguna correlacion
entre la actividad de la PFO con ningun método de actividad antioxidante. Este resultado
confirma la hipétesis planteada anteriormente de que la PFO es una enzima que esta
involucrada principalmente en el proceso de pardeamiento enzimatico del fruto, teniendo una

contribucion muy pequena a la actividad antioxidante enzimatica del fruto de guayaba.

Aunque el método de correlacion lineal permitié determinar que los compuestos polifendlicos, el
acido ascorbico y la enzima POD son los responsables de la actividad antioxidante hidrofilica,
mientras que los compuestos carotenoides son los responsables de la actividad antioxidante
lipofilica del fruto de guayaba, solo se puede determinar que la capacidad antioxidante total del
fruto de guayaba es principalmente de caracter hidrofilico debido a la respuesta observada de
cada uno de los métodos de medida de actividad antioxidante (grafica 6).
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De igual forma, es posible determinar la relacion existente entre la actividad de las enzimas PG
y PE y la concentracion de la FDT, FDS y FDI con el proceso de ablandamiento enzimatico del
fruto de guayaba. En estudios anteriores, Nicolik y Mojovic (2007) establecieron que la
concentracion de la FDT, FDS y FDI pueden correlacionarse linealmente con la actividad de las
enzimas involucradas en el ablandamiento. Si la fibra dietaria tiene una contribucion significativa
al ablandamiento enzimatico, la concentracion de esta deberia tener una correlacion lineal con
la actividad de las enzimas PG y PE porque el ablandamiento (disminucién de la firmeza
observada en la grafica 4) es debido en parte a la hidrdlisis de la fraccion péctica de la FDT por
parte de las enzimas PG y PE (Dong et al. 2008).

En la tabla 17 se pueden observar las correlaciones obtenidas entre las actividades de las
enzimas PG y PE y la concentracion de la FDT, FDS y FDI del fruto de guayaba. En general, se
puede observar que la actividad de la PG tiene una muy buena correlacién lineal con la FDS (r?
de 0,968), mientras que con la FDI y FDT no tuvo ninguna correlacion. Este resultado era de
esperarse debido a que la FDS esta compuesta principalmente por pectina de bajo metoxilo,
que es el sustrato de la PG, mientras que la FDI contiene pectina de alto grado de metoxilacion
o bien no la contiene (Nawirska y Kwasniewska 2005). No se encontré correlacion entre la PG y
la FDT debido a que la FDT tiene una muy baja concentracion de acidos poligalacturonicos
(gréfica 18), haciéndola un sustrato inerte a la accion de la PG. Por otro lado, la actividad de la
PE tuvo una buena correlacion con la FDI (r* de 0,911) y con la FDT (r* de 0,934). Esto indica
que la FDI tenia una alta concentracion de pectina de alto metoxilo o protopectina (Worth 1967),
que es el sustrato de la PE, y a medida que el fruto madura, esta pectina es desesterificada por
la accion de PE para convertila en acido poligalacturonico, que posteriormente es
despolimerizado por PG. Cabe resaltar que la alta correlaciéon de PE con la FDT es debida al
alto contenido en FDI que esta posee (grafica 18), mientras que la baja correlacion con la FDS
(r* de 0,021) es debida a la ausencia de protopectina en esta fraccion, sugiriendo que la PG es

la enzima que tiene la mayor contribucion al ablandamiento de la guayaba.

Tabla 17. Coeficientes de correlacién de Pearson (r2) entre la actividad de las enzimas de ablandamiento

y la concentracion de fibra dietaria de los frutos de guayaba variedad Palmira ICA I.

Soluble (FDS) Insoluble (FDI) Total (FDT)
PG 0,968 0,002 0,003
PE 0,021 0,911 0,934
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7.7. Ensayo de estrés oxidativo sobre la levadura (Saccharomyces cerevisiae): actividad

antioxidante celular in vivo de los compuestos carotenoides

El potencial antioxidante encontrado en el fruto de guayaba variedad Palmira ICA | no solo tiene
la funcion de proteger al fruto de guayaba en si, sino que también puede ser aprovechado como
componente funcional para el consumo humano empleado contra el estrés oxidativo. Por esta
razon, se planted un experimento in vivo donde se evalud la capacidad que tienen los
compuestos antioxidantes, especificamente los carotenoides, extraidos del fruto de guayaba en
los estados verde, pintdn, maduro y senescente, de promover la supervivencia de la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) sometida a estrés oxidativo inducido con H,O,. Para realizar este
experimento, se dejo crecer una cepa de levadura a la cual se le inocularon los carotenoides
extraidos de la guayaba, una vez terminé su periodo de latencia y se dispuso a entrar en la fase
de crecimiento exponencial, se le indujo el estrés oxidativo con H,O, y se determiné el efecto
protector que tuvieron los antioxidantes de la guayaba sobre el crecimiento de la levadura. En la
grafica 32 se observan los perfiles de crecimiento de la levadura obtenidos (se evalud la

densidad optica a 600 nm (D.O. 600 nm) en funcién del tiempo de crecimiento).

En el experimento control (A), es decir, cuando la levadura crecio en condiciones normales sin
ser sometida a estrés oxidativo (H,O, 0 mM), se observd que tanto la levadura control (A1),
como el control positivo (al cual se le inoculd acido ascérbico (A2)) y a las cepas a las cuales se
les inocularon los compuestos carotenoides extraidos del fruto de guayaba en los estados verde
(A3), pinton (A4), maduro (A5) y senescente (AB6), tuvieron un crecimiento normal (todas fueron
parecidas al control (A1)), y que la inoculacién de los compuestos antioxidantes no tuvieron
ningun efecto en el crecimiento de la cepa de levadura. Una vez que se determind que los
compuestos antioxidantes inoculados a la levadura no alteraban su velocidad de crecimiento y
que permitieron su desarrollo normal, se procedio a realizar los ensayos de estrés oxidativo. En
el primer ensayo, donde a la cepa de levadura se le indujo un estrés oxidativo moderado con
H,O, 1,0 mM (B), se observaron diferencias significativas en los perfiles de crecimiento de la
levadura control con respecto a las levaduras que habian sido inoculadas con los compuestos
antioxidantes. En un segundo ensayo, donde a levadura se le indujo un estrés oxidativo muy
alto con H,O, 2,5 mM (C), se observd que ninguna de las cepas de levadura pudo crecer,
sugiriendo que el estrés oxidativo inducido en este experimento fue muy alto y que inhibié por
completo el crecimiento de la levadura, inclusive en el control positivo (C2) y en cepas que

fueron sometidas a inoculacién con los compuestos antioxidantes del fruto de guayaba (C3-C6).
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Grafica 32. Perfiles de crecimiento de la levadura (Saccharomyces cerevisiae) del control (1), control
positivo con acido ascorbico (2) y con adicion de los compuestos carotenoides extraidos del fruto de
guayaba variedad Palmira ICA | en los estados verde (3), pintén (4), maduro (5) y senescente (6) con un
estrés oxidativo inducido con H,O, 0,0 mM (A), H20, 1,0 mM (B) y H,0, 2,5 mM (C). Eje x (tiempo en h) y

eje y (D.O. 600 nm). Promedio de las curvas (n=4).

En el unico experimento que se observaron diferencias en el crecimiento de las cepas de
levadura fue cuando se les indujo un estrés oxidativo moderado con H,O, 1,0 mM (B). Las
curvas de crecimiento comparativas de la levadura en este experimento se muestran en la
grafica 33. Se encontré que la cepa de levadura control (B1), a la cual se le indujo estrés
oxidativo pero no se le inocularon antioxidantes, no presenté ningun crecimiento. El control
positivo, a la cual se le inoculd acido ascorbico en una concentracion 20 ug/mL (B2), presento
un crecimiento normal, indicando que se le otorgd a la levadura una proteccién contra el estrés
oxidativo, ya sea induciendo una proteccion enddégena o neutralizando parte del H,0O,
adicionado (Belinha et al. 2007). Los resultados obtenidos para las muestras, mostraron que la
levadura a la cual se le inocularon los carotenoides de la guayaba en estado verde (B3) logro
inducir una pequefia proteccion. La proteccion inducida por los carotenoides aument6 desde el
estado verde (B3) hasta el estado maduro (B5) y disminuyd en el estado senescente (B6). Se
pudo observar que la proteccion inducida por los carotenoides de la guayaba en los estados

maduro y senescente fue mayor que la proteccion inducida por el control positivo (B2).
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Grafica 33. Perfil de crecimiento de la levadura (Saccharomyces cerevisiae) del control (marrén), control
positivo con acido ascorbico (rojo) y con adicion de los carotenoides extraidos del fruto de guayaba
variedad Palmira ICA | en los estados verde (azul oscuro), pintén (rosado), maduro (verde) y senescente

(azul claro) con un estrés oxidativo inducido con H,0, 1,0 mM (B). Promedio de las curvas (n=4).

Con el fin de determinar el efecto que tuvieron los compuestos antioxidantes del fruto de
guayaba en el crecimiento de la levadura, se realiz6 la cuantificacion del tiempo de latencia, la
velocidad de crecimiento celular y la concentracion celular final (grafica 34). Debido al caracter
lipofilico de los compuestos carotenoides y a su insolubilidad en el medio de cultivo YPD, se
realizé una prueba inicial del efecto del solvente de inoculacion de los carotenoides, sobre el
crecimiento de la levadura (grafica 34a). Para determinar el mejor solvente de inoculacion, se
emplearon dos solventes de extraccion: cloroformo y una micela acuosa de Tritdon X-100. Se
observé que después de 17 h de crecimiento, la levadura que fue inoculada con cloroformo no
presentd ningun crecimiento, mientras que la levadura a la que se le inoculd la micela acuosa
de Tritén X-100 tuvo un crecimiento similar a la levadura control, permitiendo escoger la micela

de Triton X-100 como el mejor solvente para disolver los carotenoides extraidos de la guayaba.

El efecto que tuvieron los compuestos antioxidantes del fruto de guayaba sobre el tiempo de
latencia de la levadura (tiempo necesario para que la levadura entre en la fase de crecimiento
exponencial) se puede observar en la grafica 34b. En el experimento control (inoculacion de

H,0, 0,0 mM, barras grises) se observé que la adicion de los compuestos antioxidantes no tuvo
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ningun efecto significativo sobre el tiempo de latencia de la levadura, pero al realizar la
inoculacién del H,O, 1,0 mM (barras blancas), el tiempo de latencia de la levadura control (sin
antioxidantes) se vio sensiblemente incrementado (4 veces), revelando que el estrés oxidativo
inducido sobre la levadura retrasa el periodo de latencia de la cepa, dificultando asi su entrada
en la etapa de crecimiento exponencial. Las levaduras a las cuales se les inocularon los
compuestos antioxidantes de la guayaba, presentaron disminuciones en los tiempos de latencia,
desde 15 h en las levaduras a las cuales se les inoculé carotenoides extraidos guayaba en
estado verde, hasta 2 h en las levaduras a las cuales se les inoculd carotenoides extraidos de
guayaba en estado maduro, para luego volver a aumentar hasta 7 h en las levaduras a las
cuales se les inoculd carotenoides extraidos de guayaba en estado senescente. Cabe resaltar
que los carotenoides extraidos de la guayaba disminuyeron los tiempos de latencia de la
levadura, permitiendo que la cepa entre mas facilmente en la fase exponencial, ademas de que
la proteccion inducida por los carotenoides de la guayaba en los distintos estados de madurez
fue proporcional a la concentracion de carotenoides totales que estos exhibieron (grafica 14),
evidenciandose que donde la concentracion de carotenoides fue mayor (en los estados maduro

y senescente), la disminucion del tiempo de latencia fue mayor.

Por otro lado, el efecto que tuvieron los compuestos antioxidantes del fruto de guayaba sobre la
velocidad de crecimiento celular de la levadura se puede observar en la grafica 34c (medida en
la fase exponencial). En el experimento control (inoculaciéon de H,O, 0,0 mM, barras grises) se
observd que la adicion de los compuestos antioxidantes no tuvo ningun efecto significativo
sobre la velocidad de crecimiento celular de la levadura, pero al realizar la inoculacion del H,O»
1,0 mM (barras blancas), la velocidad de crecimiento celular de la levadura control (sin
antioxidantes) se vio sensiblemente disminuida (150 veces), revelando que el estrés oxidativo
inducido sobre la levadura disminuye significativamente la velocidad de crecimiento de la cepa.
Las levaduras a las cuales se les inocularon los compuestos antioxidantes de la guayaba,
presentaron aumentos en las velocidades de crecimiento celular, desde 20 x 10° células /
mL*min en las levaduras a las cuales se les inoculé carotenoides extraidos guayaba en estado
verde, hasta 28 x 10° células / mL*min en las levaduras a las cuales se les inoculd carotenoides
extraidos de guayaba en los estados maduro y senescente. Cabe resaltar que los carotenoides
extraidos de la guayaba aumentaron la velocidad de crecimiento celular de la levadura con
respecto al control, ademas de que la proteccion inducida por los carotenoides de la guayaba
en los distintos estados de madurez fue igualmente proporcional a la concentracion de

carotenoides totales que estos exhibieron (grafica 14), evidenciandose que donde la
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concentracion de carotenoides fue mayor (en los estados maduro y senescente), la velocidad

de crecimiento celular fue mayor.

Por ultimo, el efecto que tuvieron los compuestos antioxidantes del fruto de guayaba sobre la
concentracion celular de la levadura se puede observar en la grafica 34d (medida después de la
fase exponencial). En el experimento control (inoculacién de H,O, 0,0 mM, barras grises) se
observo que la adicion de los compuestos antioxidantes no tuvo ningun efecto significativo
sobre la concentracion celular de la levadura, pero al realizar la inoculacion del H>O, 1,0 mM
(barras blancas), la concentracién celular de la levadura control (sin antioxidantes) se vio
sensiblemente disminuida (24 veces), revelando que el estrés oxidativo inducido sobre la
levadura disminuye significativamente la concentracién final de la cepa. Las levaduras a las
cuales se les inocularon los compuestos antioxidantes de la guayaba, presentaron aumentos en
las concentraciones celulares finales, desde 255 x 10° células / mL en las levaduras a las
cuales se les inocul6 carotenoides extraidos guayaba en los estados verde y pinton, hasta 350 x
10° células / mL en las levaduras a las cuales se les inoculd carotenoides extraidos de guayaba
en los estados maduro y senescente. Cabe resaltar que los carotenoides extraidos de la
guayaba permitieron aumentar la concentracion celular de la levadura con respecto al control,
ademas de que la proteccion inducida por los carotenoides de la guayaba en los distintos
estados de madurez fue también proporcional a la concentracion de carotenoides totales que
estos exhibieron (gréfica 14), evidenciandose que donde la concentracion de carotenoides fue

mayor, en los estados maduro y senescente, el crecimiento celular fue mayor.

Aunque la metodologia para la determinacion del efecto protector que tienen los compuestos
antioxidantes extraidos de la guayaba sobre la inhibicién de la muerte celular de la levadura
inducida por estrés oxidativo permitié evidenciar el efecto benéfico de dichos compuestos, es
necesario realizar estudios con mayor profundidad para poder elucidar el mecanismo de
proteccidon inducido. Por ejemplo, la inoculacién de los antioxidantes hidrofilicos como los
polifenoles y la evaluacion del efecto de la composicidon de los extractos sobre la proteccion
inducida a la levadura, permitira tener una idea mas acertada con respecto al mecanismo de
proteccién inducido por los compuestos antioxidantes. Igualmente, la determinacién de los
cambios transcriptomicos de las principales vias metabdlicas asociadas al crecimiento de la
levadura, permitira establecer si los compuestos antioxidantes adicionados activan o desactivan
vias genéticas asociadas a la proteccion de la levadura, o si el mecanismo de proteccion

consiste Unicamente en la neutralizacion del H,O, inoculado en el medio.
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Grafica 34. Influencia del solvente de extraccion de los compuestos carotenoides (a) sobre el crecimiento
de la levadura (Saccharomyces cerevisiae). Influencia de los compuestos carotenoides extraidos del fruto
de guayaba variedad Palmira ICA | en los estados de madurez verde, pintdn, maduro y senescente sobre
el tiempo de latencia (b), crecimiento celular (c), y concentracion celular final (d) de la levadura con un
estrés oxidativo inducido con H,O, 0,0 mM y H,O, 1,0 mM. Promedio de las medidas (n=4) + 1 D.E.
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8. CONCLUSIONES

Se verifico que el fruto de guayaba variedad Palmira ICA |, tiene un patron respiratorio

climatérico, encontrandose el maximo climatérico en el estado maduro (20 °Brix/% &acido citrico).

El cambio de color en la corteza presenta un cambio mas significativo que el cambio de color en
la pulpa durante la madurez de la fruta. La pulpa siempre se mantuvo de color rojo debido a la

presencia de licopeno y su intensidad aumenté a lo largo del proceso de maduracion.

La capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica del fruto de guayaba Palmira ICA I, aumento
hasta el estado maduro y disminuyd durante la etapa de senescencia del fruto por todos lo

métodos de medida de actividad antioxidante empleados.

Debido a que los métodos FRAP y ABTS presentaron las mayores respuestas a la actividad
antioxidante, se establecio que la capacidad antioxidante del fruto de guayaba es

principalmente de caracter hidrofilico.

La concentracion de acido ascérbico, fenoles y carotenoides totales aumenté a lo largo de todo
el proceso de maduracioén y disminuyé durante la etapa de senescencia del fruto.

El acido elagico, la morina y la quercetina son los principales compuestos polifendlicos,
mientras que el licopeno es el principal compuesto carotenoide del fruto de guayaba
(identificados preliminarmente), indicando que éstos compuestos, junto al acido ascérbico,
podrian contribuir significativamente a la capacidad antioxidante del fruto de guayaba variedad
Palmira ICA I.

El mejor buffer de extraccion y medida de actividad para las enzimas POD y PFO fue de buffer
fosfatos 200 mM pH 6,0, mientras que para la enzima PG fue el buffer citratos 200 mM pH 4,5y
para PE fue el buffer fosfatos 20 mM pH 7,0. Los diagramas de distribucion de especies de las
enzimas mostraron que la POD y PE son enzimas muy activas en un rango de pH mas amplio

que las enzimas PFO y PG.
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El mejor tiempo de extraccion para las enzimas POD, PG y PE fue de 4 horas, mientras que
para la PFO fue de 12 h. El mejor tiempo de reaccion para las enzimas PG y PE fue de 30

minutos.

El mejor aditivo de extraccién de las enzimas PG y PE fue el NaCl 0,10 M, indicando que estas
enzimas se encuentran enlazadas principalmente de manera iénica a la pared celular de las

células de la guayaba.

La mejor temperatura de medida de actividad para las enzimas POD, PFO y PG fue de 35 °C,
mientras que para la PE fue de 40 °C. La alta energia de activacién del proceso de
desnaturalizacion térmico y el bajo valor de Q4o obtenido para la PFO indican que ésta enzima
es térmicamente muy estable, mientras que la PG es una enzima muy sensible a la

temperatura.

La mejor concentraciéon de enzima de la POD fue de 25 uL (1,09 ug), de la PFO fue de 500 pL
(18,55 ug), de la PG fue de 80 uL (2,97 ug) y de la PE fue de 2500 puL (935,13 ng), indicando
que los extractos enzimaticos mas activos fueron los de POD y PG, mientras que los de PFO y

PE fueron los menos activos.

El modelo de Michaelis-Menten se correlacioné con la cinética de las enzimas POD, PFO, PGy
PE. Se encontré que la POD tiene una mayor afinidad por el H,O, que por el guaiacol, ademas
que la afinidad de la PFO por el L-DOPA es similar a la afinidad de la POD por el H,0O,, pero la
velocidad maxima de la POD es cerca de 10 veces mayor que la de PFO, indicando que la POD
es la enzima que tiene una mayor contribucion relativa a la actividad antioxidante enzimatica del

fruto de guayaba.

La actividad enzimatica de la PFO aumenté durante los estados verde y pintén y disminuyé
durante los estados maduro y senescente, mientras que la actividad de la POD aumenté hasta
el estado maduro y disminuyé durante la senescencia, confirmando que la POD es la enzima
que tiene una mayor contribucion relativa a la actividad antioxidante enzimatica, mientras que la

PFO contribuye significativamente al pardeamiento enzimatico del fruto de guayaba.

La actividad enzimatica de la PE aumentd durante los estados verde y pintén y disminuyé

durante los estados maduro y senescente, mientras que la actividad de la PG aumento hasta el
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estado maduro y disminuy6é durante la senescencia (periodo donde se observd la mayor
disminucion del fruto), confirmando que la PG es la enzima que tiene una mayor contribucion

relativa al ablandamiento enzimatico del fruto de guayaba.

Los compuestos fendlicos libres y los acidos elagico y ascorbico tuvieron una alta correlacion
con los métodos de actividad antioxidante hidrofilica, mientras que los carotenoides totales y el
licopeno tuvieron una alta correlacion con el método de actividad antioxidante lipofilica (método
de decoloracién del pB-caroteno). La enzima POD tuvo una alta correlacion con el método de
actividad antioxidante hidrofilica ABTS, mientras que la PFO no se correlaciond con ningun
método de actividad antioxidante, evidenciando que los compuestos polifendlicos, el acido
ascorbico y la POD contribuyen significativamente a la actividad antioxidante hidrofilica,
mientras que los compuestos carotenoides contribuyen significativamente a la actividad

antioxidante lipofilica.

Los compuestos carotenoides extraidos de la guayaba variedad Palmira ICA | en los estados
maduro y senescente (donde la concentracion de carotenoides totales fue mayor) tuvieron
mayor capacidad de promover la supervivencia de la cepa de levadura sometida a estrés
oxidativo. Los compuestos carotenoides extraidos de la guayaba en los estados verde y pinton
tuvieron una menor capacidad de promover la supervivencia de la cepa debido a que en estos

estados de maduracion la concentracion de carotenoides totales fue menor).

Se encontré que los carotenoides de la guayaba evitan el aumento del tiempo de latencia de
levadura sometida a estrés oxidativo, ademas de evitar la disminucion del crecimiento y la
concentracion celular final, sugiriendo que los carotenoides extraidos de la guayaba indujeron a

la levadura una proteccion contra el estrés oxidativo.

El fruto de guayaba sufri6 un marcado proceso de ablandamiento en los estados maduro y

senescente, siendo el ablandamiento de la pulpa mayor que el ablandamiento de la corteza.

La concentracion de fibra dietaria total e insoluble aumentd a lo largo de todo el proceso de
maduracion y disminuyé durante la etapa de senescencia del fruto. La fibra dietaria de la
guayaba es principalmente de caracter insoluble, indicando que su composicion esta basada

principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina.
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La afinidad que tienen la PG y PE por sus respectivos sustratos son similares, pero la velocidad
maxima de la PG es cerca de 14000 veces mayor a la de la PE, indicando que el proceso de
ablandamiento enzimatico de la guayaba es promovido principalmente por la PG.

La actividad enzimatica de la PG tuvo una alta correlaciéon con la concentracién de la fibra
dietaria soluble (donde se encuentra la mayor concentracion de pectina) mientras que la PE se
correlaciond con la concentraciéon de la fibra dietaria insoluble (que tiene poco contenido de
pectina), confirmando que la enzima PG es la enzima que presenta una mayor contribucion al

proceso de ablandamiento enzimatico de la guayaba.

El fruto de guayaba variedad Palmira ICA | en el estado maduro presentd las mejores
caracteristicas funcionales (alta capacidad antioxidante y contenido de fibra dietaria), siendo
este el estado de madurez 6ptimo de consumo del fruto en fresco o como posible fuente natural
de antioxidantes y fibra dietaria para ser empleados en alimentos funcionalmente menos

favorecidos.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar un ensayo de almacenamiento controlado para simular el proceso de maduracion real
del fruto y poder determinar exactamente la influencia de la capacidad antioxidante total y del
ablandamiento en la maduracion y senescencia del fruto de guayaba variedad Palmira ICA I,
incluyendo tratamientos de conservacion poscosecha como tratamientos térmicos (temperatura
ambiente, refrigeracion y choque térmico), atmdésferas modificadas (O, y CO,) y controladas
(etileno, carburo de calcio y 1-metil-ciclopropeno) con el fin de establecer el mejor tratamiento
que permita la conservacién de la actividad antioxidante y la inhibicion del pardeamiento y
ablandamiento enzimatico durante la maduracion, aumentando la vida util y conservando las

Optimas caracteristicas funcionales y sensoriales del fruto de guayaba.

Realizar la purificacion de las enzimas POD, PFO, PG y PE por cromatografia de intercambio
idnico o cromatografia de exclusion por tamafo para determinar las constantes cinéticas, de pH
y termodinamicas reales de cada enzima, y determinar cuales isoformas estan involucradas en
los procesos de actividad antioxidante, ablandamiento y pardeamiento enzimatico. Aislar y
purificar los compuestos polifendlicos y carotenoides responsables de la actividad antioxidante
del fruto de guayaba y confirmar su identidad por estudios de elucidacion estructural por las

técnicas de espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear.

Cuantificar la concentracion de algunas especies reactivas del oxigeno (ROS) y establecer la
relacion que estas tienen con la actividad antioxidante y el pardeamiento enzimatico durante la

maduracion y senescencia del fruto de guayaba.

Establecer la capacidad que tiene la actividad antioxidante de la guayaba de prevenir la
oxidacién de moléculas de importancia bioldgica para el hombre como las lipoproteinas LDL y
HDL y establecer la viabilidad de poder incluir los antioxidantes extraidos de este fruto como

suplementos funcionales en alimentos de consumo diario.

Cuantificar los niveles transcripcionales de los genes que codifican la sintesis de las enzimas
POD, PFO, PG y PE, asi como los genes involucrados en la sintesis de los compuestos
volatiles, polifendlicos, carotenoides y vitamina C para poder establecer su expresién durante la
maduracion y la influencia que tienen los diferentes tratamientos poscosecha sobre su

expresion.
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11. ANEXOS

11.1. Anexo 1. Ecuaciones de las curvas de calibracion empleadas para

espectrofotométrica y cromatografica de los compuestos, enzimas y actividad antioxidante.

la cuantificacion

Patron-Técnica

Curva de Calibracion

rl

Fenoles Libres (Folin-Ciocalteu) Acido Galico-UV/VIS Y=0,0864X+0,0102 0,999
Vitamina C Acido Ascorbico-HPLC/UV ~ Y=94803,7X+153517,6 0,999

ABTS Trolox-UV/VIS Y=0,0219X+0,0082 0,987

DPPH Trolox-UV/VIS Y=4,4817X-0,6387 0,989

FRAP Trolox-UV/VIS Y=0,0276X+0,0533 0,991

FRAP FeSO,-UV/VIS Y=0,0189X-0,0230 0,993

Proteina (Bradford-Zor & Selinger) BSA-UV/VIS Y=0,0443X+0,4331 0,996
Azucares Reductores (Nelson &Somogyi) D-(+)-Glucosa-UV/VIS Y=0,0042X-0,0165 0,999

11.2. Anexo 2. Ecuaciones de las curvas de calibracion obtenidas para la cuantificacion cromatografica

de los compuestos polifendlicos.

Compuesto Curva de Calibracion r’
Acido Elagico  Y=10609,7782X-82363,5535 0,995
Morina Y=5877,9694X-45892,6794 0,993
Quercetina Y=8786,6822X-54756,0070 0,995

11

%o IV

11.3. Anexo 3. Notacion numérica (%lII/ll = h(x3) / h(A;) x 100) que describe el porcentaje del cociente

entre la altura del pico del maximo del espectro de absorcién (banda Ill) y la altura del pico medio (II).
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Trans-violaxantina Neoxantina Cis-violaxantina
A:414 A:413 A411
A,:438 A,:437 A,:434

A,:468 A:467 A;:463

Anteraxantina Luteina Zeaxantina
A,:440 A:418 A:430
A;:467 A,:444 A,:450

A,:472 A:478

Isoluteina Fitoeno a-criptoxantina
A:416 A,:285 A:419
A,:440 A:445
A;:467 A:472

[

Fitoflueno B-criptoxantina g-caroteno
A,:329 A,:423 A,:420
A,:346 A:450 A:445
A;:364 A:479 A:472

B-caroteno Licopeno
A,:426 \:445
A,:451 A,:472
A:473 A;:502

11.4. Anexo 4. Espectros de absorcion caracteristicos de los carotenoides identificados en los frutos de

guayaba variedad Palmira ICA I. Las letras A indican las longitudes de onda maxima de cada espectro.
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11.5. Anexo 5. Preparacion de los reactivos del método de Nelson & Somogyi para la cuantificacion de

azucares reductores.

Reactivo de Somogyi I: Se pesaron 2,5 g de Na,COg, 2,5 g de tartrato de sodio y potasio (sal de
Rochelle KNaC4H4O¢e4 H,0), 2,0 g de NaHCO; y 20 g de Na,SO,, se llevaron a un volumen

final de 100 mL con agua desionizada.

Reactivo de Somogyi II: Se pesaron 15 g de CuS0O,4e5 H,0, se adicionaron 500 uL de H,SO,

concentrado (96%) y se llevaron a un volumen final de 100 mL con agua desionizada.

Reactivo de Nelson: Se pesaron 5,0 g de molibdato de amonio ((NH;).Mo0O,e4 H,0), se
adicionaron 80 mL de agua desionizada, 4,2 mL H,SO, concentrado (96%) y se agit6 hasta
disolucién completa, luego se adicionaron 0,6 g de Na,HAsO,e7 H,O disueltos en 5,0 mL de

agua desionizada y se llevo a un volumen final de 100 mL con agua desionizada.

11.6. Anexo 6. Preparacion del reactivo de Bradford.

Reactivo de Bradford: A 10 mg de Azul de Comassie G-250 se le adicionaron 5 mL de etanol
del 98% y se agit6 hasta disolucion completa, se adicionaron 10 mL de H;PO, al 85% y se llevo

a un volumen final de 100 mL con agua desionizada. Se filtr6 2 veces hasta que el reactivo de

Bradford quedo de color café claro.
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