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RESUMEN GENERAL

El género Annona es el mas importante en la familia de las Annonaceae. Tres de las siete
especies (guanabana A. muricata, chirimoya A. cherimola Mill. y saramuyo Annona
squamosa L.) que son producidas comercialmente, son apreciadas por un ndmero
creciente de consumidores en todo el mundo, debido a sus caracteristicas tanto
organolépticas como nutricionales; sin embargo, son frutos altamente perecederos y
susceptibles a los dafios por frio debido a las bajas temperaturas. Es necesario desarrollar
tecnologias y manejo poscosecha de los frutos, para extender su vida poscosecha y
conocer la respuesta de sus parametros fisicos, quimicos y fisiolégicos cuando son
sometidos a temperaturas menores de 20 °C. Se almacenaron frutos de guanabana,
chirimoya y saramuyo a bajas temperaturas (4 — 18 °C) y se maduraron a temperatura
ambiente (22 - 26 °C). Después de refrigerar los frutos de guandbana y chirimoya a
temperaturas de 9 y 4 °C se observO una menor respiracion, poco cambio en los
pardmetros de color, se increment6 la actividad antioxidante, y el metabolismo de la
vitamina C fue retrasado; estas variables estan relacionadas con la sintomatologia de los
dafos por frio. Mientras que, en los tratamientos de 14 y 11 °C los frutos maduraron
normalmente sin afectar negativamente la mayoria de sus variables. En los frutos de
saramuyo, la respiracion, la produccion de etileno, el contenido de fenoles y de la
actividad de peroxidasa se incrementaron en ambas temperaturas (18 y 7 °C). En los frutos
refrigerados a 7 °C, los parametros de color fueron similares a los frutos testigo; mientras
que, en los frutos refrigerados a 18 °C, se observaron cambios en los parametros de color,
al pasar de un verde amarillento a colores entre naranja y rojo con baja luminosidad y
cromaticidad, caracteristica relacionada méas con la senescencia de los frutos que de dafios
por frio. Los frutos de saramuyo, especificamente los frutos provenientes de la peninsula
de Yucatan, es necesario evaluarlos a temperaturas mas bajas con el fin de conocer los
mecanismos inductores del dafio por frio, y poder establecer las temperaturas y tiempos

Optimos para su conservacion.

PALABRAS CLAVE: respiracion, produccion de etileno, vitamina C, contenido de

fenoles, color.
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ABSTRACT

The genus Annona is the most important in the family of the Annonaceae. Three of the
seven species (soursop A. muricata, cherimoya A. cherimola Mill. and sugar apple A
squamosa L.) that are commercially produced, are appreciated by a growing number of
consumers around the world due to their organoleptic and nutritional characteristics;
however, they are highly perishable fruits and susceptible to chilling injury due to low
temperatures. It is necessary to develop technologies and post-harvest handling of the
fruits, to extend their post-harvest life and to know the response of their physical,
chemical and physiological parameters when they are subjected to temperatures below 20
°C. Soursop, cherimoya and sugar apple fruits were stored at low temperatures (4 - 18 °C)
and matured at room temperature (22 -26 °C). After refrigerating the soursop and
cherimoya fruits at temperatures of 9 and 4 °C, less respiration was observed, little change
in color parameters, antioxidant activity increased, and vitamin C metabolism was
delayed. Variables related to the symptoms of chilling injury. Whereas the fruits exposed
to 14 and 11 °C the fruits matured normally without negatively affecting most of its
variables. In sugar apple fruits, respiration, ethylene production, phenols content and
peroxidase activity increased at both temperatures (18 and 7 °C). In the fruits refrigerated
at 7 °C, the color parameters were like the control fruits; while, in the fruits refrigerated
at 18 °C, changes in the color parameters were observed, when going from a yellowish
green to colors between orange and red with low luminosity and chromaticity, a
characteristic related more to the senescence of the fruits than to damage by cold. The
sugar apple fruits, specifically the fruits from the Yucatan peninsula, it is necessary to
evaluate them at lower temperatures in order to know the mechanisms that induce chilling
injury, and to be able to establish the optimum temperatures and times for their

conservation.

KEY WORDS: respiration, ethylene production, vitamin C, phenols content, color.
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INTRODUCCION GENERAL

La familia Annonaceae la conforman més de 130 géneros y alrededor de 2300 especies.
El género Annona es el mas importante en la familia con alrededor de 100 especies. Solo
siete especies y un hibrido son producidos comercialmente. Todas son nativas de los
tropicos del continente americano. Entre las especies de mayor importancia econémica
son: A. muricata L. soursop (inglés); guanabana, catoche (espafiol); fruta de conde,
graviola (portugués, Brasil); corossol épineux (francés). A. cherimola Mill. cherimoya
(inglés); chirimoya (espafiol); cherimolier (frances). Finalmente, la Annona squamosa L.
como: sweetsop, sugar apple, custard apple (inglés); saramuyo y azteca (espafiol,
México); ata, pinha o fruta do conde (portugués, Brasil), attire (francés) (Agustin y
Ledesma, 2014; Pareek et al., 2011).

Sus hojas son alternas, simples y enteras, y las flores pueden ser solitarias 0 en racimos,
con dos series de tres pétalos gruesos y carnosos. Los frutos de la guanabana son ovoides,
de 15 a 30 cm de largo y de 10 a 20 cm de ancho, con un peso promedio de 4.5 kg, de
epidermis con protuberancias de los carpelos, el color de la epidermis es verde oscuro en
madurez fisioldgica que cambia a verde claro durante su maduracion (Jiménez et al.,
2014). Los frutos de la chirimoya y del saramuyo son normalmente en forma de corazén,
conicos u ovalados, de 7.5 a 12.5 cm de largo, y un peso promedio de 0.2 a 0.7 kg; y de
10 a 12 cm de largo y un peso promedio de 0.1 a 1.0 kg, respectivamente; el color de la
epidermis es verde oscuro a verde claro en madurez fisioldgica que cambia a verde-

amarillento durante su maduracion (Pinto et al., 2005).

Las Annonas son clasificadas como climatéricas, caracterizadas por una alta respiracion
y produccién de etileno. Su rapido ablandamiento es el principal problema para su
comercializacion (Pareek et al., 2011). EIl almacenamiento a bajas temperaturas es una
posible solucion a este problema; sin embargo, los frutos de origen tropical y algunos
subtropicales son susceptibles a bajas temperaturas de almacenamiento, las cuales causan
una condicion de estrés definida como dafio por frio. Este desorden fisiol6gico no solo
afecta la apariencia (por ejemplo: cambios en la textura de la pulpa, picado,
oscurecimiento, etc), sino también una serie de diferentes atributos de calidad (Castillo et
al., 2005; Badrie and Schauss, 2010; Espinosa et al., 2013; Jiménez et al., 2017). Sin

embargo, su efecto sobre ciertas moléculas (por ejemplo: acido ascorbico, un compuesto
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esencial en los tejidos de plantas y animales) o en las capacidades antioxidantes generales,

no se ha estudiado adecuadamente.

Se ha estudiado en frutos de guandbana que la temperatura 6ptima para su conservacion
en estados avanzado de maduracion es de 12-14 °C (Castillo et al., 2005). Mientras que
el rango de temperatura en frutos de chirimoya es mayor de 8-15 °C dependiendo del
cultivar (Pareek et al., 2011). Finalmente, en frutos de saramuyo recomiendan almacenar
a temperaturas mas altas entre 15-20 °C dependiendo de la variedad, con el maximo
almacenamiento a 15 °C por 9 dias (Vishnu et al., 2000). Estos autores indican que bajo
estas condiciones de almacenamiento a baja temperatura no se provoca ningdn sintoma

de dafio por frio.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios fisicos, bioquimicos y fisioldgicos
después de almacenar los frutos a temperaturas suboptimas con la esperanza de identificar

futuros cambios (diferentes a los sintomas visuales) asociados con el dafio por frio.
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CAPITULO |

Evaluacion de temperaturas suboptimas en la maduracion de guandbana (Anonna

muricata L.)

RESUMEN

La guandbana es un fruto altamente apreciado debido a su excelente sabor y con gran
potencial para su comercializacion en fresco o industrializado. Es un fruto altamente
perecedero, de origen tropical que se pude almacenar entre 16 y 18 °C sin sufrir dafios por
frio. Sin embargo, para desarrollar tecnologias y manejo poscosecha del fruto, es necesario
conocer la respuesta de la mayoria de los parametros fisicos, quimicos y fisiol6gicos cuando
son sometidos a temperaturas menores de 15 °C. Por lo que se almacenaron frutos de
guandbana a 9 y 14 °C por 4 o 8 dias y se maduraron a temperatura ambiente (25 °C). La
respiracion y produccion de etileno fue significativamente reducida cuando los frutos fueron
almacenados a 9 °C, con mayor evidencia previo almacenamiento por 8 dias. La fuga de
electrolitos aumento durante la maduracion de los frutos de guanabana, pero en los frutos
almacenados a 9 °C este comportamiento fue reducido significativamente. Los parametros
de color de los frutos almacenados a 9 °C, mostré poco cambio una vez transferidos a
temperatura ambiente. Los frutos testigo perdieron rapidamente la firmeza de la pulpa, no
asi los frutos almacenados a 9 °C donde la firmeza se mantuvo mayor a 9 N durante su
maduracion. No se detectaron diferencias en el contenido de solidos solubles, ya que en
todos los frutos se alcanzd més de 13 °Brix. La acidez titulable, los fenoles totales,
flavonoides y vitamina C se incrementaron durante la maduracion de los frutos testigo, pero
cuando se almacenaron a 9 °C se observé una menor acumulacion de estas variables, sobre
todo cuando se almacenaron por 8 d. Los frutos de guanabana almacenados a 14 °C
mostraron un comportamiento similar a los frutos testigo en todas las variables y con un

avance en la maduracion.

PALABRAS CLAVE: fenoles, flavonoides, vitamina C, respiracion, etileno.



ABSTRACT

Soursop is a highly appreciated fruit due to its excellent flavor and great potential for
commercialization fresh or industrialized. It is a highly perishable fruit, of tropical origin
that can be stored between 16 and 18 °C without suffering cold damage. However, to develop
technologies and postharvest handling of the fruit, it is necessary to know the response of
most of the physical, chemical, and physiological parameters when they are subjected to
temperatures below 15 °C. Therefore, soursop fruits were stored at 9 and 14 °C for 4 or 8
days and matured at room temperature (25 °C). Respiration and ethylene production was
significantly reduced when the fruits were stored at 9 ° C, with more evidence after storage
for 8 days. Electrolyte leakage increased during the ripening of the soursop fruits, but in the
fruits stored at 9 °C this behavior was significantly reduced. The color parameters of the
fruits stored at 9 °C showed minor change once transferred to room temperature. The control
fruits quickly lost the firmness of the pulp, but not the fruits stored at 9 °C where the firmness
remained greater than 9 N during their maturation. No differences were detected in the
soluble solids content, since more than 13 °Brix was reached in all the fruits. Titratable
acidity, total phenols, flavonoids, and vitamin C increased during the maturation of the
control fruits, but when they were stored at 9 °C, a lower accumulation of these variables
was observed, especially when they were stored for 8 d. The soursop fruits stored at 14 °C

showed a similar behavior to the control fruits in all variables and with advanced maturation.

KEY WORDS: phenols, flavonoids, vitamin C, respiration, ethylene production.



INTRODUCCION

La guanabana es originaria de América y Africa tropical y se distribuye desde México hasta
Pert y Argentina. Es un frutal tropical que produce frutos de pulpa cremosa y excelente
sabor cuando llega a su madurez de consumo (Marquez et al., 2013). Este frutal posee
caracteristicas sensoriales excelsas que le brindan un alto potencial para su utilizacion, como
producto fresco o transformado (Pinto et al., 2005). En México, durante 2019, se cultivé en
aproximadamente 3612.54 ha, con un rendimiento promedio de 9.69 t ha y un valor de la
produccién total cercana a los 248.17 millones de pesos (SIAP, 2021). El periodo de vida
poscosecha de la fruta a temperatura de 25 °C, es entre 4 y 8 dias dependiendo el estado de
madurez en el que se cosecho (Espinosa et al., 2013). Tovar-Gomez et al. (2011) indican que
hasta 60 % de las pérdidas poscosecha son debido a la naturaleza perecedera, a la fragilidad
y a los dafios fisicos de este fruto, ocasionando que la exportacion de la guandbana se realice

el dia de cosecha y el transporte sea via aérea a 13 °C, lo cual resulta costoso.

El manejo de la temperatura es la herramienta mas efectiva para extender la vida util de los
productos horticolas frescos (Botton et al., 2019). Sin embargo, las frutas de origen tropical
son sensibles a las bajas temperaturas de almacenamiento, inferiores entre 10 y 15 °C, lo que
provoca una condicion de estrés definida como dafio por frio, afectando la calidad del fruto
(Badrie y Schauss, 2010). En guanabana, se recomienda que el almacenamiento seguro para
frutos de color verde claro es entre 16 y 18 °C, o entre 12 y 14 °C si los frutos se encuentran
entre firmes y cambiantes (Castillo et al., 2005). Jiménez et al. (2017) indican que el
almacenamiento de frutos de guanabana entre 15y 16 °C por 4 o 10 dias no ocasiona dafios

por frio.

Sin embargo, son pocos los estudios en relacién con parametros fisicos, quimicos y
fisiologicos que son afectados por este desorden fisiologico en guandbana, y que son
necesario para realizar propuestas de manejo tecnoldgico y utilizar temperaturas menores de

16 °C que ayuden a incrementar la vida util de este frutal tropical.

OBJETIVO

Caracterizar los sintomas del dafio por frio en frutos de guanabana, al evaluar la calidad y

los cambios fisicoquimicos que ocurren cuando se almacenan por 4y 8da 9o 14 °C.

HIPOTESIS

Los frutos almacenados a 9 °C por 4 y 8 dias presentaran sintomas de dafios por frio.



MATERIALES Y METODOS

Se colectaron frutos de guandbana de arboles a pie franco con 10 afios de edad, en una huerta
ubicada en Tepic, Nayarit, México (21°32°2.77°’N, 104°58°39.73°°0O, 893 m). Los frutos se
colectaron en etapa de madurez fisioldgica, utilizando el indice de cosecha del productor,
que generalmente considera un cambio de color verde oscuro en la epidermis del fruto a un
color verde pélido (Jiménez et al., 2016). Se seleccionaron frutos sin dafios fisicos o por
patogenos. Los frutos se trasladaron via terrestre al Laboratorio de Produccion Agricola de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la Universidad Autdnoma del Estado de Morelos.
El material vegetal se dejé ambientar a la temperatura del laboratorio, posteriormente se
lavaron con agua clorada (200 mg L) y se dejaron secar sobre papel absorbente.

Se formaron cinco grupos de 15 frutos, de los cuales cuatro se almacenarona9 o0 14+ 2 °C
85 % HR durante cuatro u ocho dias; un grupo de frutos se almacend a temperatura ambiente
25+ 2 °C, 60 % HR y se considerd como el grupo testigo. Los tratamientos fueron cinco y
quedaron conformados de la siguiente manera: 1) Frutos almacenados a 14 °C por 4 d (£ 2
°C 85 % HR), 2) Frutos almacenados a 9 °C por 4 d (£ 2 °C 85 % HR), 3) Frutos almacenados
al4°Cpor8d(x2°C85%HR), 4) Frutos almacenados a 9 °C por 8d (£ 2 °C 85 % HR)
5)25+2°C, 60 % HR.

Los frutos almacenados a temperatura baja y después de cumplir el tiempo de
almacenamiento se colocaron a temperatura ambiente, realizando evaluaciones diarias o
cada cuatro y dos dias de algunos cambios fisicos, fisiolégicos y quimicos. La unidad
experimental fue un fruto con cinco repeticiones, el disefio experimental fue uno

completamente al azar.
Respiracién y produccidn de etileno

La velocidad de respiracion y produccion de etileno se determind por el método estatico
(Salveit, 2016), donde un fruto se coloco en un recipiente de 6,300 mL sellado durante 3 h,
posteriormente se extrajo del espacio de cabeza 1 mL del gas, el cual se inyectd en un
cromatografo de gases Agilent Technologies® 7890A (USA) y se cuantificd la
concentracion de dichos gases. Las condiciones de temperatura del inyector, horno y
detectores DCT (Detector de Conductividad Térmica) y DIF (Detector de lonizacion de
Flama) para la determinacion de CO; y etileno, respectivamente, fueron de 150, 80 y 170

°C. Se utilizo nitrégeno como gas de arrastre. Para la cuantificacion de la concentracion de



gases en las muestras, se usé el método de calibracion absoluta utilizando estandares (Praxair
®) de CO2 (460 mg L) y etileno (100 mg LY.

Componentes del color (L*, C* y h)

El color se evaluo, en lados opuestos del fruto en la parte ecuatorial con un espectrofotometro
(X-rite, Mod. SP64, USA) que proporciond lecturas de L*= luminosidad (0: blanco, 100:
negro); C*= cromaticidad (del gris); h=angulo matiz (0: rojo, 100: amarillo) (Sol6rzano et
al., 2015).

Firmeza

La firmeza se determind en cada fruto eliminando una parte del epicarpio en la zona
ecuatorial, por medio de una estacién de pruebas EZ Test modelo: SM-100N-168, con
capacidad de 100 N, con un puntal cénico (4.7 mm de didmetro en la base) a una velocidad

de 1 mm s.1 con ayuda del Software Trapezium®.
Sélidos solubles totales

Los solidos solubles totales se determinaron directamente del fruto, al realizar una incision
en la epidermis del fruto para obtener una gota de jugo de la pulpa, que se colocé en
refractometro (Atago PAL-1®, Japdn) previamente calibrado con una gota de agua destilada.

Los resultados se expresaron en °Brix.
Acidez titulable

La acidez titulable fue determinada por el método de AOAC (Helrich, 1990), el cual
consistio en homogenizar 1 g de pulpa con 10 mL de agua destilada, el macerado fue filtrado
y 5 mL de la alicuota del filtrado fueron tomados para realizar la titulacion con hidroxido de
sodio (0.1 NaOH) usando fenolftaleina como indicador; los resultados fueron expresados

como porcentaje de acido citrico.

Fenoles totales

La concentracion de fenoles totales se realiz6 conforme a la metodologia de Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999). Se homogeniz6 un gramo de pulpa con 10 mL de agua destilada con
ayuda de un Ultra Turrax (IKA®, USA) y, posteriormente, se centrifug6 a 1008 x g durante
15 min a 4 °C. Se tomo 0.5 mL del filtrado y se mezcl6 con 2.5 mL de reactivo de Folin-

Ciocalteu (1:10), despues de 5 min, se adicionaron 2 mL de carbonato de sodio a 7.5% (p/v)



y la mezcla se dejo reposar durante 2 h; posteriormente se realizarén las lecturas en un
espectrofotometro (HACH DR 5000®, USA) a 760 nm. Los resultados se expresaron en mg

equivalentes de acido galico (EAG) 100g™ de peso fresco.

Flavonoides

El total de flavonoides se determinaron usando la metodologia de Arvouet- Grand et al.,
(1994). Se peso 1 g de pulpa y se mezclé con 10 mL de metanol; la mezcla se homogenizo
con un Ultra Turrax (IKA®, USA) y posteriormente se filtro. A partir del filtrado, se tomaron
2 mL de muestra y se mezclaron con 2 mL de tricloruro de aluminio a 2 % p/v; dejando
reposar por 15 min en la oscuridad, se realizaron lecturas de absorbancia a 415 nm en un
espectrofotometro (HACH DR 5000®, USA). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de quercetina (EQ) 100 g* peso fresco.
Vitamina C

Para el contenido de vitamina C, se sigui6 la metodologia propuesta por Jagota y Dani
(1982). La cual es una técnica colorimétrica para estimacion de vitamina C usando el
reactivo Folin-Ciocalteu. Se pesé 1 g de muestra y se homogenizé con 4 mL de acido
tricloracético (TCA) al 10 % p/v. se colocaron en un bafio de hielo durante 5 minutos,
posteriormente se centrifugd a 1008 x g durante 20 minutos a 4 °C. Para realizar la reaccion
se utilizaron alicuotas de 0.5 mL del sobrenadante, con 1.5 mL de agua bidestilada y 200 pL
del reactivo Folin, se dejé reaccionar en la oscuridad durante 15 min y se leyo la absorbancia
a 760 nm. Para estimar el contenido de vitamina C se construy6 una curva estandar con acido

ascorbico. La concentracion total se expresé en mg por g de peso fresco.

Actividad antioxidante por los métodos de DPPH, ABTS y FRAP

Para la obtencidn de los extractos de muestra se peso6 1 g de pulpa y se homogeniz6 cada una

con agua destilada (1:10) obteniendo las muestras para determinar las variables a estudiar.

Para el método DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidrazil), se utilizé la metodologia propuesta por
Brand-Williams et al. (1995), con minimas modificaciones, este método consistio en colocar
una celda de cuarzo de 3 mL de una solucién metandlica 6,1x10° M (Sigma Aldrich®, USA)
y se hicieron reaccionar con 100 pL de solucién muestra, la mezcla se dejo reposar en la
oscuridad durante 30 min y se leyé a 517 nm el cambio de absorbancia. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de acido ascorbico (EAA) 100 g de peso fresco.



Para la metodologia por ABTS (acidol-2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), se
prepard el reactivo ABTS (Sigma-Aldrich®, USA) a 7 mM y persulfato de potasio (K2S20s)
a 2.45 Mm y se mezclo 1:1, se dejo reposar durante 16 h. Se diluyé con etanol 20% hasta
alcanzar una absorbancia de 0.7 + 0.02 a 734 nm. Se agregaron 3 mL de ABTS con 50 pL
de extracto y se dejo reaccionar durante 15 min; la absorbancia se leyé a 734 nm. Los
resultados se expresaron en mg equivalentes de acido ascdrbico (EAA) 100 g peso fresco
(Re et al., 1999).

La actividad antioxidante por reduccion férrica (FRAP). Se realiz6 mediante la metodologia
desarrollada por Benzie y Strain (1996): se preparo el reactivo FRAP (TPTZ (2,4,6-tripiridil-
s-triazina 10 mM), FeCls y tampon acetato de sodio (0.3 mM)), se mezcl6 1.8 mL de FRAP
con 140 pL de agua destilada y 60 pL de extracto, se dejo reaccionar durante 30 min a 37
°Cy, transcurrido el tiempo de reaccidn, se leyo la absorbancia a 593 nm. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de acido ascorbico (EAA) 100 g* peso fresco.
Fuga de electrolitos

La fuga de electrolitos se evalu6 mediante la metodologia descrita por Saltveit (2002) con
modificaciones. Se cortaron muestras de tejido cilindrico de 13 mm de didmetro y 7 mm de
longitud, en lados opuestos del fruto utilizando un sacabocados de acero inoxidable. Se
prepard una solucién manitol 0.3 M utilizando agua bidestilada y 35 mL de cada solucion
fueron colocados dentro de matraces Erlenmeyer. Cada cilindro de tejido se pesé antes y
después de 30, 60, 120 y 240 minutos de introducirse en cada solucion. Esta prueba fue para
la evaluacion de la tonicidad de las diferentes soluciones de manitol, el resultado indica que
el agua bidestilada era el medio méas adecuado para la medicion de fuga de electrolitos
porque en él, los cilindros del tejido no tenian ninguna ganancia o pérdida neta de peso
después de 60 min de inmersion, cuando las medidas de conductividad eléctrica en este
medio se volvieron lineales. Ademas, segun lo informado por Saltveit (2002), se confirmé
que los cilindros de tejido cortado deben ser lavados con agua bidestilada inmediatamente
después de ser extraidos para evitar un aumento en la conductividad eléctrica debido a la
rapida oxidacion del tejido. Por lo tanto, para evaluar la fuga de electrolitos, un cilindro de
tejido se sumergio en solucion manitol 0.3 M y se midié la conductividad eléctrica después
de 120 min utilizando un medidor de conductividad (LAQUAtwin EC-33, Horiba®). Los
resultados se expresaron como porcentaje de conductividad eléctrica con respecto a un grupo

control de cilindros de tejido obtenidos a partir de cada repeticion y tratamiento. Estos



cilindros de control se congelaron y descongelaron antes de la prueba y se considerd que sus
conductividades eran del 100 %.

Polvo de acetona

El polvo de acetona se obtuvo a partir de 5 g de pulpa, que se homogenizaron en 10 mL de
acetona fria con un Ultra Turrax (IKA®, USA), posteriormente la mezcla se filtré en un
embudo de kitasato con papel filtro; y este proceso se repitio 3-4 veces hasta que el polvo
quedara muy fino y sin pigmentos. Finalmente, el polvo se dejé durante 30 min a temperatura
ambiente para dejar evaporar totalmente la acetona y posteriormente se almaceno en bolsas
de pléstico a -20 °C.

Proteina soluble

Se determiné por el método de Bradford (1976). Para lo cual, se homogenizaron 0.1 g de
polvo de acetona con 5 mL de Tris HCI 0.1 M (pH 7.1), en frio. La mezcla se centrifugo6 a
1008 x g por 15 min (4 °C). Se tomaron 0.1 mL del sobrenadante y se le adicionaron 5 mL
de la solucion Coomassie Blue, se agitdé y se registrd la absorbancia a 595 nm en el
espectrofotometro. La cuantificacién se hizo mediante una curva de calibracion con

albimina de bovino.

Catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT)

La CAT se extrajo a partir de polvo de acetona: 0.1 g se homogeniz6 con 5 mL de Tris HCI
(0.1 M, pH 8.5) frio, en un homogeneizador de tejidos (IKA®, USA). La mezcla se
centrifug6 a 1008 unidades G por 15 min en una centrifuga refrigerada a 4 °C. La actividad
CAT, en una celda de cuarzo, se colocaron 3 mL de amortiguador Tris-HCI, (10 mM pH
8.5) y 0.1 mL de H20- al 0.88 %. La reaccion se inicio al adicionar 0.1 mL del sobrenadante
y se observo el cambio en absorbancia a 240 nm, y la actividad enzimatica se reportd como
U g* de peso fresco, donde una unidad de actividad enzimatica es igual a la descomposicion
de 1 umol de H20..

Superoxido dismutasa (1.15.1.1; SOD)

A 0.1 g de polvo de acetona, se adicionaron 5 mL de amortiguador de fosfatos frio (pH de
7.8) homogenizado por 40 s. La mezcla se centrifugd a 1008 x g durante por 20 min a 4 °C.
El sobrenadante se utilizé para el ensayo enzimético propuesto por Beyer y Fridovich (1987),
en el cual se mezclaron, 27 mL de buffer fosfatos 0.05 (pH 7.8 + 0.1 mM de EDTA), 1.5 mL



de L-metionina (30 mg mL™), 1 mL de nitro blue tetrazolium (1.41 mg mL™) y 0.75 mL de
Trion X-100 al 1 %. A 3 mL de esta mezcla de reaccion se adicionaron 0.03 mL de
riboflavina (4.4 mg 100 mL™?) y 0.4 mL de sobrenadante; la mezcla se ilumind por 7 min
con luz fluorescente de 20 watts, posteriormente se determind la absorbancia a 560 nm. El
incremento en absorbancia debido a la formacion de “Nitro Blue Tetrazolium formazan” por
unidad de tiempo equivale a la velocidad de reaccion; y la absorbancia en ausencia de SOD
y en presencia de varias cantidades de SOD de utilizo para determinar el nimero de
unidades/mL de SOD en la solucién (Stauffer, 1989). Una unidad de SOD es igual a la
cantidad de sobrenadante que fotoinhibe en 50 % la formacion de “Nitro Blue Tetrazolium

formazan” (Giannopolitis y Ries, 1977).
Polifenoloxidasa (EC. 1.14.18.1; PFO)

La actividad enzimatica de la PFO se evalud por el método propuesto por Lamikanra (1995)
con modificaciones. La enzima se extrajo a partir de 0.1 g de polvo de acetona con 5 mL de
Tris-HCI frio, (100 mM, pH 7.1). Se mezclaron en un homogeneizador de tejidos durante 30
s; posteriormente la mezcla se centrifugd por 20 min a 1008 x g a 4 °C. Con esta mezcla se
evalud el cambio absorbancia a 460 nm en el espectrofotometro tomando lecturas durante 3
min. Para el ensayo de la actividad enzimética se emplearon 3.0 mL de catecol 60 mM
disuelto en un buffer Tris-HCI (100 mM, pH 7.1) y 0.2 mL del sobrenadante. La actividad
enzimatica se reporta como U g de peso seco, donde una unidad de actividad enzimatica es

igual a la formacion de 1 pmol de o-benzoquinona min™.

Peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POD)

La extraccion de POD fue similar a PFO y el ensayo se hizo de acuerdo con el método
Flurkey y Jen (1978), con las siguientes modificaciones: la mezcla de ensayo tuvo un
volumen total de 3 mL, para lo cual se mezclaron 2.6 mL buffer Tris-HCI 100 mM (pH 7.1),
0.25 mL de guayacol 0.1 M, 0.1 mL de perdxido de hidrégeno 0.25 % y 0.05 mL del
sobrenadante; se determiné el cambio de absorbancia a 470 nm, tomando lecturas durante 3
min. La actividad enzimatica se report6 como U g de peso seco, donde una unidad de

actividad enzimatica es igual a la formacion de 1 umol de tetraguaicol min™.

Los datos obtenidos fueron sujetos a andlisis de varianza y comparacion de medias por el

método de Tukey (a<0.05). Se presentan graficas y cuadros del comportamiento de las



variables evaluadas (media + error estandar). Utilizando el software Sigma Plot® (Systat
Software, San Jose, CA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los frutos testigo y almacenados a 14 y 9 °C por 4 d mostraron un comportamiento
climatérico, alcanzado el maximo de produccién de CO: después de cuatro dias a
temperatura ambiente (Figura 3 A). En frutos de guanabana se ha reportado que tienen un
incremento en la produccion de CO: después de la cosecha, alcanzado su maximo de
produccién entre 4 y 6 dias (Siang et al., 2019). En guanabana se ha reportado que el
almacenamiento a 15 °C por 4 dias y posterior maduracion a temperatura ambiente no
ocasiona una alteracion en la respiracion al compararse con frutos testigo (Jiménez et al.,
2017), lo cual es similar a nuestros resultados. Sin embargo, los frutos refrigerados a 9 °C
por 8 d, mostraron significativamente menor respiracion que los frutos almacenados a 14 °C
por 8 d, después de salir de esa condicion (Figura 3 A). Espinosa et al. (2013) indican que el
almacenamiento constante de frutos de guanabana a 16 °C reduce la respiracion, pero al
colocar los frutos a una condicién de 25 °C la respiracion se incrementa en forma desmedida.
En el presente experimento no ocurrid ese incrementé en los frutos almacenados a 9 °C por
8 dias, lo que indica que esa condicién y tiempo de almacenamiento dafid la respiracion
(Figura 3 A). Existe evidencia que la disminucién de la respiracion es resultado de la
destruccidn de la estructura de la mitocondria, la disminucién general de la energia cinética

y la inhibicion de algunas enzimas (Lukatkin et al., 2012).

La produccién méaxima de etileno en los frutos testigo se observé a los 5 d después de la
cosecha (Figura 3 B). Lima et al. (2010) en guanabana ‘Morada’ detectaron la produccion
de etileno a partir del cuarto dia después de la recoleccion. En los frutos almacenados a9 °C
por 4 dya 14 °C por 4 0 8 d el pico climatérico se observo después de dos o tres dias de
salir de dicha condicion. En contraste, en los frutos almacenados a 9 °C por 8 d, el maximo
de produccion de etileno fue significativamente menor (P < 0.05). En algunas especies el
almacenamiento en bajas temperaturas inhibe la produccién de etileno (Botton et al., 2019).
Aunque Espinosa et al. (2013) indican que después de almacenar frutos de guanabana por 6
d a 16 °C, la produccion de etileno se incremento significativamente una vez transferidos a

25 °C, atribuido a un estrés generado por el cambio de temperatura.

La fuga de electrolitos inicial en los frutos testigo fue de 13.41 %, posteriormente los valores

se incrementaron entre 23.46 %y 41.29 % (Figura 3 C). Los frutos almacenados a 14 °C por
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4 y 8 d una vez transferidos a temperatura ambiente tuvieron significativamente mayor fuga
de electrolitos, alcanzando hasta 103.99 y 126.09 % (Figura 3 C). Los frutos almacenados a
9 °Cpor 4y8d,al salir de la refrigeracion registraron menor fuga de electrolitos, entre 28.9
y 38.9 % (Figura 3 C). Los cambios en la estructura y conformacién de la membrana estan
dentro de los primeros eventos fisiologicos del dafio por frio y estos cambios disminuyen la
permeabilidad lo que conduce a la fuga de electrolitos (Albornoz et al., 2019). Los resultados
sugieren que durante la maduracion la fuga de electrolitos en guandbana se incrementa
debido a los procesos de maduracion y senescencia, mientras que en los frutos almacenados

a 9 °C la fuga de electrolitos fue baja debido a que la maduracion del fruto fue inhibida.

El color de la epidermis en los frutos testigo fue de entre verde y amarillo (h=106.3 y 94.8),
con baja luminosidad (L* =44.6 y 38.1) y opacos (C* =23.7 y 18.5) desde su recoleccion
hasta su maduracion (Figura 1, 3 D-F). El color de los frutos expuestos a 9 °C por 4y 8 d,
no mostré diferencias estadisticas con respecto a los frutos testigo (Figura 2, 3 D-F).
Mientras que los frutos refrigerados a 14 °C por 4 y 8 d, mostraron un cambio del verde al
amarillo (h=90.84 y 83.97) menor luminosidad (L* = 37.2 y 36.0) y fueron mas opacos
(C*=15.9y 16.1) (Figura 2 y 3 D-F). Durante la maduracién de los frutos de la guanabana,
estos tienden a perder su brillo y el color de la epidermis, cambiando de un verde oscuro a
un verde claro; este cambio se atribuye a una disminucion en el contenido de clorofilas a y
b durante la maduracién (Benkeblia y Emanuel, 2014). Estos cambios no se observaron en
los frutos que fueron expuestos a las temperaturas de 9 °C por 4 y 8 d, sugiriendo que los

frutos no maduraron normalmente.

Testigo / 25+ 2 °C (60 % HR)

: ”"
. ""

Figura 1. Apariencia de frutos de guanabana almacenados a temperatura ambiente, 8 dias (25 £2 °C, 60 % HR).

Dia 1

Dia 3
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14+£2°C/4d 9+2°C/4d 14+2°C/8d 9+2°C/8d
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Figura 2. Apariencia de frutos de guanabana expuestos a temperatura ambiente (25 £2 °C, 60 % HR) durante
8 dias, con previa refrigeracion a: 14 £ 2 °C por 4 d (85% HR), 9 £ 2 °C por 4 d (85% HR), 14 + 2°C por 8 d
(85% HR), 9 £ 2 °C por 8 d (85% HR).
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Figura 3. Cambios en respiracion (A), produccion de etileno (B), fuga de electrolitos (C) y parametros de color:

luminosidad (D), cromaticidad (E) y matiz (F) en epidermis de frutos de guanabana almacenados a temperatura

ambiente (25 °C) o bajo refrigeracion a 9 o0 14 °C por 4 o 8 dias. Cada punto representa la media de cinco

observaciones y su error estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican

diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa

La firmeza de los frutos testigo fue de 13.6 N en la cosecha (madurez fisioldgica);

posteriormente a los cuatro dias se registraron valores de 3.8 N (madurez de consumo) y al

sexto dia los valores disminuyeron a 0.23 N (sobre maduracion) (Figura 4 A). Marquez et

al. (2013) indican que la guandbana en madurez de consumo su firmeza es entre 4.7y 7.4 N,
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mientras que en sobre maduracion la firmeza es de 3.6 N. Los frutos almacenados a 14 °C
por 4y 8 d, presentaron una firmeza 3.6 y 0.70 N al salir o cuatro dias después de salir de
dicha condicion (Figura 2 A). Los frutos refrigerados a temperaturas de 9 °C por 4y 8 d,
mantuvieron la firmeza entre 9 y 14 N una vez colocados a temperatura ambiente, sugiriendo
que la temperatura de 9 °C afectd negativamente el proceso de ablandamiento (Figura 4 A).
Espinosa et al. (2013) indican que, en frutos de guanabana, la refrigeracion disminuye la

degradacion celular al disminuir la actividad enzimatica.

Los sélidos solubles totales en los frutos testigo alcanzaron 13.8 °Brix en madurez de
consumo (Figura 4 B). Jiménez et al. (2017) reportaron entre 14.4 y 16.6 °Brix en dos
ecotipos de guanabana a los seis dias de cosechados. Los frutos refrigerados a 14 °C por 4 y
8 d, al ser madurados a temperatura ambiente alcanzaron entre 14 y 15.6 °Brix y los frutos
refrigerados a 9 °C por 4 y 8 d, alcanzaron entre 13.9 y 13.2 °Brix una vez que fueron
retirados de la refrigeracion. Espinosa et al. (2013) reportaron que frutos de guanabana
provenientes de Nayarit, alcanzaron 18 °Brix después de almacenarse a 16 °C por 10 dias y
que el incremento en los sélidos solubles totales se atribuye a la hidrélisis de almidén,
sacarosa, pectinas y otros compuestos solubles como &cidos organicos o aminoacidos. Los
resultados indican que la temperatura de 9 °C no afecto el proceso de hidrolisis del almidon

y se obtuvieron acumulacion de carbohidratos de forma aceptable.

La acidez de los frutos testigo se incremento durante la maduracién llegando hasta 1.2 % en
madurez de consumo y en sobre maduracion disminuy6 a 0.67 % (Figura 4 C). La acidez de
la guandbana aumenta durante la maduracion debido al catabolismo de almidon y
carbohidratos de la pared celular, la transformacién de sales acidas a la forma soluble y a la
baja utilizacion de acidos en la respiracion (Limay Alves, 2011). Los frutos almacenados a
14 °C por 4 y 8 d al ser removidos a temperatura ambiente alcanzaron entre 0.6 y 1.4 %
(Figura 4 C). Finalmente, los frutos refrigerados a 9 °C por 4 y 8 d no incrementaron la
acidez titulable, manteniendo entre 0.37 y 0.32 % (Figura 4 C), lo que sugiere que este
parametro de la maduracion fue afectado negativamente por la temperatura y el tiempo de

refrigeracion.

El contenido de fenoles totales en los frutos testigo aumentd constantemente (Figura 4 D).
Los frutos almacenados a 14 °C mantuvieron el contenido de fenoles totales al exponer a los
frutos al ambiente, y en los frutos almacenados a 9 °C por 4 y 8 d los fenoles totales se

incrementaron constantemente, con mayor acumulacion en los frutos almacenados por 8 d
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(Figura 4 D). Jiménez et al. (2017) reportaron una disminucién en el contenido de fenoles
totales al exponer los frutos de guandbana a 22 °C después de una refrigeracion de 15 °C por
4 d en dos selecciones sobresalientes de Nayarit, México. En estudios recientes se ha
detectado que la acumulacién de fenoles como acido clorogénico, epicatequina, procianidina
y quercetina en la epidermis del fruto de manzana es una respuesta al estrés por frio (Cainelli
y Ruperti, 2019), por lo que la acumulacion de los fenoles totales en guandbana a 9 °C se

puede atribuir a una respuesta de estrés por frio.

La concentracion de flavonoides mostré una tendencia similar a los fenoles totales en los
frutos testigo y en los frutos almacenados a 14 °C por 4 y 8 d; es decir los flavonoides se
incrementaron durante la maduracion a temperatura ambiente. En tanto que en los frutos
almacenados a 9 °C por 4 y 12 °C la concentracion de los flavonoides se mantuvo constante
durante los seis dias a temperatura ambiente (Figura 4 E). Tsantili et al. (2010) indican que
en duraznos el dafio por frio ocasiona una disminucion de los flavonoides, lo cual es similar

en el presente experimento.

La vitamina C se incrementd en poscosecha durante la maduracion de los frutos testigo
(Figura 4 F). Los frutos almacenados a 14 °C por 4 y 8 d, al ser transferidos a temperatura
ambiente, mantuvieron su contenido de vitamina C durante 4 d, y posteriormente en
senescencia disminuyé (Figura 4 F). En tanto que en los frutos refrigerados a 9 °C por 4y 8
d la vitamina no se incremento, y fue significativamente menor comparada con los frutos de
los otros tratamientos (Figura 4 F). Durante la maduracién de la guanabana se incrementa el
contenido de acidos organicos, asociado a ese comportamiento la vitamina C es probable sea
la razon de su incremento en poscosecha (Figura 4 F). Los frutos almacenados a 9 °C no
muestran el incremento de esta vitamina, porque como se ha observado en las variables
anteriores el proceso de maduracion fue afectado negativamente por la temperatura de

almacenamiento.
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Figura 4. Cambios en firmeza (A), sélidos solubles totales (B), acidez titulable (C) fenoles totales (D),

flavonoides (E) y vitamina C (F) en frutos de guandbana almacenados a temperatura ambiente (25 °C) o bajo

refrigeracion 9 o 14 °C por 4 o 8 dias. Cada punto representa la media de cinco observaciones y su error

estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

La actividad antioxidante evaluada por el método de DPPH, inicialmente fue de 8.1 mg EAA

100 g* p.f., 4 d después aument6 a 21.8 mg EAA 100 g p.f. y al sexto dia alcanz6 24.71
mg EAA 100 g? p.f. (Figura 5 A). Balois-Morales et al. (2019) indican que la actividad

antioxidante por DPPH se incrementa hasta la madurez de consumo y posteriormente

disminuye en senescencia, lo cual es diferente en el presente trabajo donde la actividad por
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DPPH se incrementd constantemente. La actividad de fenoles totales y la actividad
antioxidante evaluada por DPPH, mostré una fuerte y positiva asociacion lineal (r=0.90***),
por lo que una mayor actividad antioxidante se atribuye a la liberacion de fenoles durante el

proceso de maduracion (Kuskoski et al., 2005).

En los frutos refrigerados a 14 °C por 4 d la actividad antioxidante por DPPH se incrementd
hasta 30 mg EAA 100 g p.f., no asi en los frutos almacenados a la misma temperatura, pero
por 8 d, donde al salir del almacenamiento se tenia una actividad de 35 mg EAA 100g™ p.f.
y en los dias posteriores disminuy6 constantemente (Figura 5 A). En los frutos almacenados
a9 °C por 4y 8d laactividad se increment6 después de 2 d o al salir del almacenamiento,
alcanzado valores entre 43 y 44 mg EAA 1009 p.f. (Figura 5 A). El analisis estadistico no
determind diferencias entre los frutos almacenados a baja temperatura, pero si entre el testigo
y los frutos almacenados a 9 °C por 8 d (Figura 5 A), indicando una mayor actividad
antioxidante por DPPH, lo que se atribuye a la mayor acumulacién de fenoles totales que es

una respuesta al estrés por frio (Cainelli y Ruperti, 2019).

La actividad antioxidante evaluada por ABTS fue de 68.1 mg EAA 100 g p.f. al iniciar el
experimento (madurez fisiologica), 4 d después se incrementé a 90.9 mg EAA 100 g2 p.f.
(madurez de consumo) y posteriormente a los 6 d la actividad disminuyd a 82.1 mg de EAA
100 g* p.f. (senescencia) (Figura 5 B). Similar comportamiento reportan Balois-Morales et
al. (2019) quienes sugieren que el incremento inicial se debe a una alta actividad metabdlica
y el periodo climatérico, ademéas de la mayor concentracion de &cido ascorbico durante la
cosecha, en tanto que la disminucidn final de la actividad se atribuye a una disminucién de

los fenoles totales, aunque en el presente trabajo no se observo tal disminucion.

En los frutos almacenados a 14 °C durante 4 y 8 dias, la actividad por ABTS, se mantuvo
constante o con una ligera disminucion después de salir del almacenamiento, comparada con
los frutos testigo (Figura 5 B). En los frutos almacenados por 4 y 8 d a 9 °C, mostraron un
incremento constante de la actividad antioxidante por DPPH despues de 2 d o
inmediatamente después de salir del almacenamiento, mostrando significativamente mayor
actividad comparada con los frutos testigo, pero no con los frutos almacenados a 14 °C. (P
< 0.05). Balois-Morales et al. (2019) indican que después de almacenar dos selecciones de
guanébana (G1 y G2) a 15 °C por cuatro dias, en una seleccion (G1) la actividad por ABTS
se mantuvo constante, en tanto que en la otra seleccion (G2) la actividad se incremento

constantemente y se atribuye a la baja temperatura a la cual fue almacenada.
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La actividad inicial de FRAP de los frutos testigo fue de 64.1 mg de EAA 100 g* p.f. al
iniciar el experimento (madurez fisiologica), después de 4 d la actividad increment6 a 76.1
mg de EAA 100 g p.f. (madurez de consumo) y 6 d después a 106.68 mg de EAA 100 g*
p.f. (senescencia) (Figura 5 C). Similar comportamiento reporta Balois-Morales et al. (2019)
en dos selecciones de guanabana de Nayarit, México. La actividad de FRAP se relaciona
con la alta actividad metabdlica durante la maduracién y el periodo climatérico; ademés de

la alta accion de la vitamina C y los altos niveles de fenoles presentes (Huang et al., 2007).

La actividad de FRAP en los frutos almacenados a 14 °C por 4 d se mantuvo constante entre
100 y 110 mg EAA 100 g%, al salir del almacenamiento. En los frutos almacenados por 8 d
a la misma temperatura se observo al salir del almacenamiento una disminucion de 120 mg
EAA 100 g1 p.f. a 85 mg EAA 100 g p.f. después de 6 d a temperatura ambiente (Figura 5
C). Por otra parte, en los frutos almacenados a 9 °C por 4 y 8 d la actividad de FRAP se
incremento hasta valores de entre 120 y 140 mg EAA 100 g p.f. después de 6 d (Figura 5
C), aunque no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos y el testigo. En
mangos almacenados a bajas temperaturas, se ha observado un incremento la actividad de
FRAP (Chongchatuporn et al., 2013) y el incremento de esta actividad antioxidante se debe
a la sintesis de compuestos antioxidantes (por ejemplo, fendlicos) en respuesta al estrés por

bajas temperaturas (Somogyi et al., 2007).
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Figura 5. Actividad antioxidante DPPH (A), ABTS (B), y FRAP (C) en frutos de guanabana almacenados a

temperatura ambiente (25 °C) o bajo refrigeracion 9 o 14 °C por 4 o 8 dias. Cada punto representa la media de
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cinco observaciones y su error estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican

diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

La proteina soluble en los frutos testigo se incrementd durante la maduracion, de 36.64 mg
g p.s. (peso seco) al inicio del experimento (madurez fisiologica) hasta 38.73 mg™ p.s. 4
dias después (madurez de consumo) y 43.48 mg g* p.s. 6 dias después (senescencia) (Figura
6 A). Balois-Morales et al. (2019) indican un comportamiento inverso, es decir una
disminucion constante de la proteina soluble durante el proceso de maduracion. Lima y
Alves (2011) indican que las enzimas hidroliticas se incrementan durante la maduracion de
guanadbana como una consecuencia de los cambios en sintesis o velocidad de degradacion,

por lo cual, el incremento en la proteina soluble se puede atribuir a esa razén.

Los frutos refrigerados a 14 °C por 4 d mostraron escasos cambios al salir de la refrigeracion,
en tanto que los frutos almacenados por 8 d a la misma temperatura se observé una mayor
concentracion de proteina soluble (Figura 6 A). Los frutos refrigerados a 9 °C por 4 d
mostraron mayor contenido de proteina soluble y los frutos almacenados por 8 d a 9 °C
tuvieron una constante disminucion en la proteina soluble (Figura 6 A). Balois-Morales et
al. (2019) al almacenar dos selecciones de guanabana a 15 °C por 4 dias determinaron una
disminucion constante de la proteina soluble. En el presente trabajo es claro la mayor
concentracion de proteina soluble en los frutos almacenados a9 °C y a 14 °C por 8 d, lo que
sugiere una mayor sintesis de enzimas que puedan ayudar a resistir el estrés provocado por

el frio.

La actividad catalasa de los frutos testigo disminuyé durante la maduracion de 55.4 UAE
mg prot. al inicio del experimento (madurez fisioldgica), a 20 UAE mg prot.™ 4 d después
(madurez de consumo) y 13.3 UAE mg prot.” a los 6 d (senescencia) (Figura 6 B). Balois-
Morales et al. (2019) reportan un incremento en la actividad de catalasa durante la
maduracion de dos selecciones de guanabana. Sin embargo, diferentes autores indican que
la actividad de CAT es diversa durante la maduracion, ya que se incrementa en jitomates y
disminuye en mangos y naranjas; este comportamiento se debe a la especie y a la diversidad
en actividad de las isoenzimas (Resende et al., 2012). La maduracién es un proceso que
finaliza en la muerte celular, donde el incremento de las especies (ROS) reactivas de oxigeno

es un proceso importante, por tal razén la disminucion de las enzimas que controlan las ROS.
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La actividad de catalasa se incrementd en todos los frutos almacenados a 14 0 9 °C por 4 0
8 d (Figura 6 B). Sin embargo, en los frutos almacenados a 9 °C por 8 d el incremento fue
significativamente mayor que el resto de los tratamientos y el testigo (Figura 6 B). Balois-
Morales et al. (2019) determinaron un comportamiento diferencial en dos selecciones de
guanabana almacenadas a 15 °C por 4 d y posteriormente maduradas a temperatura
ambiente, ya que una de ellas la actividad de catalasa se incremento y en la otra disminuyo;

sin embargo, no reportaron dafios por el estrés de baja temperatura.

La actividad SOD en los frutos testigo disminuyo durante la maduracién de 3.3 UAE mg de
prot.t en madurez fisiologica, a 2.9 UAE mg prot. * en madurez de consumo, y a 1.8 UAE
mg prot. ! en la senescencia (Figura 6 C). Balois-Morales et al. (2019) indican que en dos
selecciones de guanabana la actividad de SOD se incrementa durante la maduracion.

La actividad de SOD mostré similar comportamiento en los frutos almacenados a 14y 9 °C
por 4y 8d, donde los frutos almacenados a 9 °C por 8 d mostraron significativamente mayor
actividad de SOD, sugiriendo que estos frutos estimularon la actividad de SOD en esta
temperatura y tiempo de almacenamiento. Se ha encontrado en plantas y en frutos que la
actividad enzimatica de superdxido dismutasa y catalasa aumenta al almacenarlos a bajas
temperaturas, mas que a otros factores fisioldgicos (Polata et al., 2009), debido a que las
especies reactivas de oxigeno generan un dafio oxidativo y estas enzimas constituyen la

primera linea de defensa celular (Ferreira-Silva et al., 2012).

La actividad de POD en los frutos testigo inicio con 31.7 UAE mg prot.”? en madurez
fisiologica, 4 d después la actividad se increment6 a 228.4 UAE mg prot.”* en madurez de
consumo, y 6 d después alcanzd la méaxima actividad de 615.5 UAE mg prot.™ (senescencia)
(Figura 6 D).

En los frutos almacenados a 14 °C por 4 d la actividad de POD fue alta al salir del
almacenamiento y aun 4 d después, al sexto dia la actividad fue menor (Figura 6 D), en tanto
que en los frutos almacenados a 14 °C por 8 d la actividad de POD fue de 400 UAE mg prot.”
1 alcanzado un maximo 4 d después y mantenerse en esos niveles después de 6 d (Figura 6
D). Por otra parte, los frutos almacenados a 9 °C por 4 d la actividad de POD fue baja al salir
del almacenamiento y poco se incremento6 después de 4 d, no asi después de 6 dias donde se
incremento hasta alcanzar 400 UAE mg prot.}; finalmente los frutos almacenados a 9 °C
por 8 d la actividad de POD se incrementd constantemente después de salir del

almacenamiento alcanzado de hasta 700 UAE mg prot.™ (Figura4D). La peroxidasa cataliza
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la oxidacion de fenoles a quinonas, produciendo colores marrones; sin embargo, esta enzima
puede degradar las especies reactivas de oxigeno (H-02) y puede clasificarse como una
enzima antioxidante (Chen et al., 2016). Una disminucion en la actividad POD al final del
almacenamiento puede estar relacionada con la senescencia de los frutos, ya que los
productos de la reaccién enzimatica pueden inhibir la actividad enzimética de POD
(Restrepo et al., 2009). Este caso s6lo ocurrio en los frutos refrigerados a 14 °C por 4y 8 d,

en donde los frutos senescieron antes que los frutos de los tratamientos de 9 °C.

La actividad PFO en los frutos testigo inicié en 5.1 UAE mg de prot.! en madurez
fisioldgica, posteriormente aumento a 6.3 UAE mg de prot.* en madurez de consumo y

finalmente alcanzd 8.8 UAE mg de prot.™ en senescencia (Figura 6 E).

En los frutos almacenados por 8 d a 14 °C la actividad de PFO alcanzé un méximo de
actividad 4 d después de salir del almacenamiento y los frutos almacenados a la misma
temperatura por 8 d la actividad fue significativamente menor manteniéndose sin cambios
durante la maduracion (Figura 6 E). En los frutos almacenados a 9 °C la actividad de POD
mostrd los valores significativamente menores con el resto de los tratamientos, con mayor
evidencia en los frutos almacenados por 8 d (Figura 6 E). Estudios indican que esta enzima
se encuentra localizada exclusivamente en plastidios y es liberada al citosol como
consecuencia de un dafio o senescencia (Trujillo et al., 2006 y Hassanpour et al., 2012).
Kravayan y Aydemir (2001) mencionan que en hojas de menta (Mentha piperita L.) que la
actividad PFO es estable a bajas temperaturas; también indican que existe una correlacion

positiva con el incremento de la temperatura.
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Figura 6. Proteina soluble (A), catalasa (B), superoxido dismutasa (C), peroxidasa (D), polifenoloxidasa (E) y
pérdida de peso (F) en frutos de guanabana almacenados a temperatura ambiente (25 °C) o bajo refrigeracion
9 0 14 °C por 4 o 8 dias. Cada punto representa la media de cinco observaciones y su error estandar. Letras
dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba
de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

CONCLUSION

La refrigeracion a 9 °C retrasa algunos procesos de maduracion en la guandbana, asociados
a una disminucion de la respiracion, produccion de etileno, acidez titulable y un escaso

ablandamiento, asi como poco cambio en los pardmetros de color. ElI metabolismo de
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fenoles, flavonoides y vitamina C es retrasado. Se observaron incrementos en las actividades
antioxidantes determinadas por ABTS y FRAP. Todos estos cambios pueden considerarse

indicadores objetivos del dafio por frio en esta especie concreta de fruta.
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CAPITULO Il

Almacenamiento a bajas temperaturas de chirimoya (Annona cherimola L.)

‘Cuadrada’

RESUMEN

La chirimoya es considerada una fruta exotica con limitada comercializacion, es apreciada
por un numero creciente de consumidores en el mundo debido a sus caracteristicas
organolépticas y nutricionales. Su vida poscosecha es limitada debido a su répida
maduracion, se puede almacenar entre 8 y 12 °C sin sufrir dafio por frio. Sin embargo, para
desarrollar tecnologias y manejo poscosecha del fruto, es necesario conocer la respuesta de
la mayoria de los pardmetros fisicos, quimicos y fisioldgicos cuando son sometidos a
temperaturas menores de 12 °C. Por lo que se almacenaron frutos de chirimoyaa 4y 11 °C
por 8 0 16 dias y se maduraron a temperatura ambiente (22 °C). La respiracion disminuyd
cuando los frutos fueron almacenados por 16 dias. Los parametros de color de los frutos
refrigerados a 9 °C mostraron pocos cambios. Los sélidos solubles totales y la actividad
antioxidante DPPH de los frutos se incrementaron con el almacenamiento a 11 °C por 16
dias. El contenido de vitamina C disminuyo en los frutos almacenados por 16 dias en ambas
temperaturas. La actividad de FRAP fue menor en los frutos almacenados por 8 dias en
ambas temperaturas. Todas las actividades enzimaticas se incrementaron después de
almacenar a 4 °C por 16 dias. La fuga de electrolitos fue menor en los frutos almacenados
por 16 dias en ambas temperaturas. Los frutos de chirimoya almacenados a 11 °C mostraron
un comportamiento similar a los frutos testigo en todas las variables y con avance de la
maduracion. Mientras que, en los frutos almacenados a 4 °C se observaron sintomas de dafio

por frio, como son oscurecimiento y endurecimiento.

PALABRAS CLAVE: respiracion, vitamina C, sdlidos solubles, fuga de electrolitos.
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ABSTRACT

Cherimoya is considered an exotic fruit with limited commercialization; it is appreciated by
a growing number of consumers in the world due to its characteristics organoleptic and
nutritional characteristics. Its postharvest life is limited due to its rapid maturation, it can be
stored between 8 and 12 °C without suffering chilling injury. However, to develop
technologies and postharvest handling of the fruit, it is necessary to know the response of
most of the physical, chemical and physiological parameters when they are subjected to
temperatures below 12 °C. Therefore, cherimoyas fruits were stored at 4 and 11 °C for 8 or
16 days and matured at room temperature (22 °C). Respiration decreased when the fruits
were stored for 16 days. The color parameters of the fruits refrigerated at 9 °C showed little
change. The total soluble solids and the DPPH antioxidant activity of the fruits increased
with storage at 11 °C for 16 days. The vitamin C content decreased in the fruits stored for 16
days at both temperatures. The FRAP activity was lower in the fruits stored for 8 days at
both temperatures. All enzyme activities increased after storing at 4 °C for 16 days.
Electrolyte leakage was lower in fruits stored for 16 days at both temperatures. The
cherimoya fruits stored at 11 ° C showed a similar behavior to the control fruits in all
variables and with advanced maturation. While, in the fruits stored at 4 °C, symptoms of

chilling injury were observed, such as darkening and hardening.

KEYS WORDS: respiration, vitamin C, soluble solids, electrolyte leakage.
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INTRODUCCION

La chirimoya (Annona cherimola Mill.) es originaria de los valles interandinos de Per( y
Ecuador (Morton, 2013), es considerada una fruta exotica con limitada comercializacién
(Prieto et al., 2007); se encuentra distribuida en diferentes zonas tropicales y subtropicales
de todo el mundo (Del Arbol et al., 2016) con gran diversidad de variedades y cultivares
(Manriquez et al., 2014; Gonzélez Vega, 2013). Los frutos de chirimoya, con forma de
corazén, conico, u ovalado, con una longitud de 7.5 a 12.5 cm, con un peso de 200 a 700 g,
y de superficie lisa 0 con protuberancias dependiendo la variedad (Andrés y Andrés, 2011)
son apreciados por un namero creciente de consumidores en todo el mundo debido a sus
caracteristicas tanto organolépticas como nutricionales (Dominguez y Castafieda, 2002);
contiene notables cantidades de vitaminas y minerales con un sabor particular que resulta de

la combinacion de acidos y azucares (Pareek et al., 2011).

La chirimoya es comercialmente cultivada en Portugal, Taiwan, Italia, Australia, Perd, Chile,
Ecuador, Estados Unidos, México y Espafia, siendo este Gltimo el principal productor
mundial (Yahia, 2018). En México el SIAP (2019) reporta 36 ha en produccion comercial,
donde Michoacén (24 ha) y Morelos (12 ha) son los principales estados productores, con
247.3 t producidas en ese afio y un rendimiento de 6.87 t ha. Se destaca que la demanda
supera ampliamente a la oferta siendo Estados Unidos y Japén los principales consumidores
(Gonzélez Vega, 2013).

La chirimoya se clasifica como una fruta climatérica caracterizada por un doble pico
climatérico en su respiracion, el primero ocurre después de la cosecha, el segundo aparece
justo después de la produccion maxima de etileno que conduce posteriormente a la
senescencia (Manriquez et al., 2014); ocurren incrementos en los solidos solubles totales, en
la acidez, y una disminucién en su firmeza otorgando a al fruto maduro una mezcla agradable

de dulzura y acidez ademas de una textura cremosa (Alique y Zamorano, 2000).

El principal problema para la comercializacion es su corta vida poscosecha. Segun Pareek et
al. (2011) y Campos-Vargas y Olmedo (2020) la fruta madura en 3-6 dias (18 — 20 °C), la
temperatura 6ptima de almacenamiento es entre 8 — 12 °C. Dependiendo del area de
produccién y el mes de recolecta, 10 °C es la temperatura minima para evitar los sintomas
de dafio por frio (Lahoz et al., 1993). Estos dafios provocan un oscurecimiento,
endurecimiento y picado de la epidermis, maduracion irregular, cambios en la velocidad de

respiracion, produccion de etileno (Alique y Zamorano, 2000; Campos-Vargas y Olmedo,
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2020); asi como cambios en el sabor relacionados con la alteracion de metabolitos como los
azucares y la acidez (Manriquez et al., 2014). Recientemente se ha estudiado el contenido
de fenoles totales, flavonoides, vitamina C y capacidad antioxidante de cuatro cultivares de
chirimoyas provenientes de Portugal y almacenados a temperatura ambiente (Albuquerque
etal., 2016).

El oscurecimiento en la epidermis se ha atribuido a la actividad de la enzimaética,
principalmente a la enzima polifenoloxidasa (PFO), que en frutos de chirimoya su
mecanismo se ha estudiado por Prieto et al., (2007). En otras Annonas se ha estudiado la
actividad enzimatica por Balois et al., (2019) que ha servido como indicador de alteraciones
metabolicas que se manifiestan como desordenes fisioldgicos externos. Enzimas como
catalasa (CAT) superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa (POD) son conocidas como
enzimas antioxidantes primarias, las cuales sirven como primera linea de defensa
antioxidante. Estas alteraciones fisioldgicas se relacionan con una disminucion de enzimas
gue remueven especies reactivas de oxigeno, tales como superoxido dismutasa (SOD) que
convierte el anion superoxido (O2 ) a peréxido de hidrégeno (H202), mientras que, las
enzimas CAT y ascorbato peroxidasa (APX) eliminan el H20: convirtiéndolo en H20 (Apel
y Hirt, 2004). Enzimas como PFO y POD son relevantes en términos de calidad, ya que
conducen al oscurecimiento a través de la catalizacion de dos reacciones diferentes en
presencia de oxigeno molecular: (a) la hidroxilacién de monofenoles a orto-difenoles y (b)
la oxidacion de orto-difenoles a orto-quinonas que son altamente reactivas y pueden
combinarse entre si con otros compuestos para formar pigmentos marrones (Maghoumi et
al., 2013; Zhang y Shao, 2015). Ademas, varias peroxidasas que participan en una serie de
reacciones redox; como el APX que unido a la membrana se encuentra para eliminar el H.O>

producido por SOD.

En México y el mundo son escasos los estudios realizados sobre caracterizacion del dafio
por frio en frutos de chirimoya ‘Cuadrada’, son necesarios para realizar propuestas de
manejo tecnoldgico con el fin de optimizar las condiciones de almacenamiento que permitan
preservar las caracteristicas sensoriales del fruto, y que ayuden a incrementar la vida util de

este importante fruto.
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MATERIALES Y METODOS

Se colectaron frutos de chirimoya ‘Cuadrada’, en Huecahuasco, Ocuituco, Morelos (18° 52’
41" N 98° 46" 31" O, 2000 msnm). Los frutos se colectaron en madurez fisiologica,
utilizando el indice de cosecha del productor que generalmente se considera un cambio de
color verde oscuro en la epidermis del fruto a un color verde-amarillento. Se seleccionaron
frutos sin dafios fisicos o por patdgenos. Los frutos se trasladaron via terrestre al Laboratorio
de Produccién Agricola de la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos. EI material vegetal se dejo ambientar a la temperatura del
laboratorio, posteriormente se lavaron con agua clorada (200 mg L) y se dejaron secar sobre

papel absorbente.

Se formaron cinco grupos de 15 frutos, de los cuales cuatro se almacenaronallo4 +2 °C
85 % HR durante 8 o 16 d; un grupo de frutos se almacend a temperatura ambiente 22 + 2
°C, 60 % HR y se considerd como el grupo testigo. Los tratamientos fueron cinco y quedaron
conformado de la siguiente manera: 1) Frutos almacenados a 11 °C por 8 d, 2) Frutos
almacenados a 4 °C por 8 d, 3) Frutos almacenados a 11 °C por 16 d, 4) Frutos almacenados
a4°Cpor8d.

Los frutos almacenados a temperatura baja y después de cumplir el tiempo de
almacenamiento se colocaron a temperatura ambiente (22 + 2 °C, 60 % HR), realizando
evaluaciones diarias o cada 4 d de algunos cambios fisicos, fisioldgicos y quimicos. La
unidad experimental fue un fruto, y se tuvieron cinco repeticiones, el disefio experimental

fue uno completamente al azar.

La velocidad de respiraciéon y produccion de etileno se determind por el método estatico
(Salveit, 2016), donde un fruto se coloco en un recipiente sellado de 6,300 mL durante 3 h,
posteriormente se extrajo del espacio de cabeza 1 mL del gas, el cual se inyect6 en un
cromatografo de gases Agilent Technologies® 7890A (USA) y se cuantificd la
concentracion de CO: y etileno. Las condiciones de temperatura del inyector, horno y
detectores DCT (Detector de Conductividad Termica) y DIF (Detector de lonizacion de
Flama) para la determinaciéon de CO; y etileno, respectivamente, fueron de 150, 80 y 170
°C. Se utilizo nitrégeno como gas de arrastre. Para la cuantificacion de la concentracion de
gases en las muestras, se uso el método de calibracion absoluta utilizando estandares (Praxair
®) de CO, (460 mg L) y etileno (100 mg L™).
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La pérdida de peso se determind usando una balanza digital (OHAUS®, Pro-scout SP, 2001,
New Jersey, USA) para medir la masa individual cada fruto. La pérdida de peso acumulada
al final del almacenamiento fue reportada en porcentaje (%) acumulado. Para obtener el
porcentaje acumulado del peso de cada fruto en, se obtuvo con la férmula: [(Pi-Pf/Pi) x 100],

donde Pi= peso inicial, Pf= peso final.

El color se evalud, fruto en la parte ecuatorial de cada fruto en lados opuestos con un
espectrofotometro (X-rite, Mod. SP64, USA) que proporciond lecturas de L*= luminosidad
(0: blanco, 100: negro); C*= cromaticidad (del gris); h=angulo matiz (0: rojo, 100: amarillo,

180: verde y 360 purpura) (Sol6rzano et al., 2015).

La firmeza se determind en cada fruto (UE), se eliminé parte del epicarpio, en la parte
ecuatorial de dos lados opuestos, por medio de una estacion de pruebas EZ Test modelo:
SM-100N-168, con capacidad de 100 N, con un puntal conico (4.7 mm de diametro en la
base). Se tomd el valor promedio de dos lecturas en partes opuestas de cada fruto, reportando

los datos en Newtons (N).

Los sélidos solubles totales (SST) se determinaron directamente del fruto, al realizar una
incision en la epidermis del fruto para obtener una gota de jugo de la pulpa, que se coloco
en refractometro Atago PAL-1® (Japdn) previamente calibrado con una gota de agua
destilada. Los resultados se expresaron en °Brix.

La acidez titulable fue determinada por el método de AOAC (Helrich, 1990), el cual
consistié en homogenizar 1 g de pulpa con 10 mL de agua destilada, el homogenizado fue
filtrado con papel filtro, del filtrado se tomé una alicuota de 5 mL para realizar una titulacion
con hidréxido de sodio (0.1 NaOH) usando fenolftaleina como indicador; los resultados

fueron expresados como porcentaje de acido citrico.

La concentracion de fenoles totales se realiz6 conforme a la metodologia de Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999). Se homogenizo6 un gramo de pulpa con 10 mL de agua destilada con
ayuda de un Ultra Turrax (IKA®, USA) y, posteriormente, se centrifug6 a 1008 x g durante
15 min a 4 °C. Se tom6 0.5 mL del filtrado y se mezcld con 2.5 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:10), después de 5 min, se adicionaron 2 mL de carbonato de sodio a 7.5% (p/v)
y la mezcla se dejo reposar durante 2 h; posteriormente se realizaran las lecturas en un
espectrofotometro (HACH DR 5000®, USA) a 760 nm. Los resultados se expresaron en mg

equivalentes de acido galico (EAG) 100g™ de peso fresco.
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El total de flavonoides se determinaron usando la metodologia de Arvouet-Grand et al.,
(1994). Se peso 1 g de pulpa y se mezclé con 10 mL de metanol; la mezcla se homogenizo
con un Ultra Turrax (IKA®, USA) y posteriormente se filtro. A partir del filtrado, se tomaron
2 mL de muestra y se mezclaron con 2 mL de tricloruro de aluminio a 2 % p/v; dejando
reposar por 15 min en la oscuridad, se realizaron lecturas de absorbancia a 415 nm en un
espectrofotometro (HACH DR 5000®, USA). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de quercetina (EQ) 100 g* peso fresco.

El contenido de vitamina C se determind con la metodologia colorimétrica propuesta por
Jagota y Dani (1982). Se pes6é 1 g de muestra y se homogeniz6 con 4 mL de acido
tricloracético (TCA) al 10 % p/v, el homogenizado se colocd en un bafio de hielo durante 5
min, posteriormente se centrifug6 a 1008 x g durante 20 min a 4 °C. Para realizar la reaccion
se utilizaron alicuotas de 0.5 mL del sobrenadante, con 1.5 mL de agua bidestilada y 200 pL
del reactivo Folin, se dejo reaccionar en la oscuridad durante 15 min y se leyo la absorbancia
a 760 nm. Para estimar el contenido de vitamina C se construy6 una curva estandar con acido
ascorbico. La concentracién de vitamina C se expres6 en mg equivalentes de acido ascérbico
(EAA) por 100 g de peso fresco.

Para la evaluacion de la actividad antioxidante se obtuvieron extractos acuosos, para esto se
peso 1 g de pulpa y se homogeniz6 con agua destilada (1:10), el homogenizado se centrifugo
y del sobrenadante se obtuvieron alicuotas para realizar las diferentes reacciones, que a

continuacion se describen:

Para el método DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidrazil), se utilizé la metodologia propuesta por
Brand-Williams et al. (1995), con minimas modificaciones, este método consistio en colocar
una celda de cuarzo de 3 mL de una solucion metandlica 6.1x10° M (Sigma Aldrich®, USA)
y se hicieron reaccionar con 100 pL de solucién muestra, la mezcla se dejé reposar en la
oscuridad durante 30 min y se leyé a 517 nm el cambio de absorbancia. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de acido ascorbico (EAA) 100 g de peso fresco.

Para la metodologia por ABTS (&cidol-2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), se
prepard el reactivo ABTS (Sigma-Aldrich®, USA) a 7 mM y persulfato de potasio (K2S20s)
a 2.45 Mm y se mezcl6 1:1, se dejo reposar durante 16 h. Se diluy6 con etanol 20 % hasta
alcanzar una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 734 nm. Se agregaron 3 mL de ABTS con 50 pL

de extracto y se dejé reaccionar durante 15 min; la absorbancia se leyo a 734 nm. Los
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resultados se expresaron en mg equivalentes de acido ascdrbico (EAA) 100 g peso fresco
(Re et al., 1999).

La actividad antioxidante por reduccion férrica (FRAP). Se realiz6 mediante la metodologia
desarrollada por Benzie y Strain (1996): se preparo el reactivo FRAP (TPTZ (2,4,6-tripiridil-
s-triazina 10 mM), FeCls y tampon acetato de sodio (0.3 mM)), se mezcl6 1.8 mL de FRAP
con 140 pL de agua destilada y 60 pL de extracto, se dejo reaccionar durante 30 min a 37
°Cy, transcurrido el tiempo de reaccién, se leyd la absorbancia a 593 nm. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de acido ascdrbico (EAA) 100 g peso fresco.

La fuga de electrolitos se evalu6 mediante la metodologia descrita por Saltveit (2002) con
modificaciones. Se cortaron muestras de tejido cilindrico de 13 mm de diametro y 7 mm de
longitud, en lados opuestos del fruto utilizando un sacabocados de acero inoxidable. Se
prepar6 una solucion manitol 0.3 M utilizando agua bidestilada y 35 mL de cada solucion
fueron colocados dentro de matraces Erlenmeyer. Cada cilindro de tejido se pes6 antes y
después de 30, 60, 120 y 240 minutos de introducirse en cada solucion. Esta prueba para la
evaluacion de la tonicidad de las diferentes soluciones de manitol se indica que el agua
bidestilada era el medio més adecuado para la medicion de fuga de electrolitos porque en él,
los cilindros del tejido no tenian ninguna ganancia o pérdida neta de peso después de 60 min
de inmersion, cuando las medidas de conductividad eléctrica en este medio se volvieron
lineales. Ademas, segun lo informado por Saltveit (2002), se confirmé que los cilindros de
tejido cortado deben ser lavados con agua bidestilada inmediatamente después de ser
extirpados para evitar un aumento en la conductividad eléctrica debido a la rapida oxidacién
del tejido. Por lo tanto, para evaluar la fuga de electrolitos, un cilindro de tejido se sumergio
en agua bidestilada y se midié la conductividad eléctrica después de 120 min utilizando un
medidor de conductividad (LAQUAtwin EC-33, Horiba®, Japon). Los resultados se
expresaron como un porcentaje de conductividad eléctrica con respecto a un grupo control
de cilindros de tejido obtenidos a partir de cada repeticién y tratamiento. Estos cilindros de
control se congelaron y descongelaron antes de la prueba y se considerd que sus

conductividades eran del 100 %.

Para determinar la actividad enzimatica y proteina soluble, se prepar6 polvo de acetona con
las muestras, donde a partir de 5 g de pulpa se homogenizaron en 10 mL de acetona fria con
un Ultra Turrax (IKA®, USA), posteriormente el homogenizado se filtré en un embudo de

kitasato con papel filtro al vacio; y este proceso se repitid 3-4 veces hasta que el polvo
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quedara muy fino. Finalmente, el polvo se dejo reposar 30 min para dejar evaporar
totalmente la acetona.

Polvo de acetona

El polvo de acetona se obtuvo a partir de 5 g de pulpa, que se homogenizaron en 10 mL de
acetona fria con un Ultra Turrax (IKA®, USA), posteriormente la mezcla se filtré en un
embudo de kitasato con papel filtro; y este proceso se repitio 3-4 veces hasta que el polvo
quedara muy fino y sin pigmentos. Finalmente, el polvo se dejé durante 30 min a temperatura
ambiente para dejar evaporar totalmente la acetona y posteriormente se almaceno en bolsas
de pléstico a -20 °C.

Proteina soluble

Se determiné por el método de Bradford (1976). Para lo cual, se homogenizaron 0.1 g de
polvo de acetona con 5 mL de Tris HCI 0.1 M (pH 7.1), en frio. La mezcla se centrifugo6 a
1008 x g por 15 min (4 °C). Se tomaron 0.1 mL del sobrenadante y se le adicionaron 5 mL
de la solucion Coomassie Blue, se agitdé y se registré la absorbancia a 595 nm en el
espectrofotometro. La cuantificacién se hizo mediante una curva de calibracion con

albimina de bovino.

Catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT)

La CAT se extrajo a partir de polvo de acetona: 0.1 g se homogeniz6 con 5 mL de Tris HCI
(0.1 M, pH 8.5) frio, en un homogeneizador de tejidos (IKA®, USA). La mezcla se
centrifug6 a 1008 x g por 15 min en una centrifuga refrigerada a 4 °C. La actividad CAT, en
una celda de cuarzo, se colocaron 3 mL de amortiguador Tris-HCI, (10 mM pH 8.5) y 0.1
mL de H>O> al 0.88 %. La reaccion se inicio al adicionar 0.1 mL del sobrenadante y se
observo el cambio en absorbancia a 240 nm, y la actividad enzimatica se reporté como U ¢
! de peso fresco, donde una unidad de actividad enzimatica es igual a la descomposicion de
1 umol de H20..

Superoxido dismutasa (1.15.1.1; SOD)

A 0.1 g de polvo de acetona, se adicionaron 5 mL de amortiguador de fosfatos frio (pH de
7.8) homogenizado por 40 s. La mezcla se centrifugd a 1008 x g durante por 20 min a 4 °C.
El sobrenadante se utilizé para el ensayo enzimético propuesto por Beyer y Fridovich (1987),
en el cual se mezclaron, 27 mL de buffer fosfatos 0.05 (pH 7.8 + 0.1 mM de EDTA), 1.5 mL
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de L-metionina (30 mg mL™), 1 mL de nitro blue tetrazolium (1.41 mg mL™) y 0.75 mL de
Trion X-100 al 1 %. A 3 mL de esta mezcla de reaccion se adicionaron 0.03 mL de
riboflavina (4.4 mg 100 mL™?) y 0.4 mL de sobrenadante; la mezcla se ilumind por 7 min
con luz fluorescente de 20 watts, posteriormente se determind la absorbancia a 560 nm. El
incremento en absorbancia debido a la formacion de “Nitro Blue Tetrazolium formazan” por
unidad de tiempo equivale a la velocidad de reaccion; y la absorbancia en ausencia de SOD
y en presencia de varias cantidades de SOD de utiliz6 para determinar el nimero de
unidades/mL de SOD en la solucién (Stauffer, 1989). Una unidad de SOD es igual a la
cantidad de sobrenadante que fotoinhibe en 50 % la formacion de “Nitro Blue Tetrazolium

formazan” (Giannopolitis y Ries, 1977).
Polifenoloxidasa (EC. 1.14.18.1; PFO)

La actividad enzimatica de la PFO se evalud por el método propuesto por Lamikanra (1995)
con modificaciones. La enzima se extrajo a partir de 0.1 g de polvo de acetona con 5 mL de
Tris-HCl frio, (100 mM, pH 7.1). Se mezclaron en un homogeneizador de tejidos durante 30
s; posteriormente la mezcla se centrifugd por 20 min a 1008 x g a 4 °C. Con esta mezcla se
evalud el cambio absorbancia a 460 nm en el espectrofotometro tomando lecturas durante 3
min. Para el ensayo de la actividad enzimética se emplearon 3.0 mL de catecol 60 mM
disuelto en un buffer Tris-HCI (100 mM, pH 7.1) y 0.2 mL del sobrenadante. La actividad
enzimatica se reporta como U g de peso seco, donde una unidad de actividad enzimatica es

igual a la formacion de 1 pmol de o-benzoquinona min™.

Peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POD)

La extraccion de POD fue similar a PFO y el ensayo se hizo de acuerdo con el método
Flurkey y Jen (1978), con las siguientes modificaciones: la mezcla de ensayo tuvo un
volumen total de 3 mL, para lo cual se mezclaron 2.6 mL buffer Tris-HCI 100 mM (pH 7.1),
0.25 mL de guayacol 0.1 M, 0.1 mL de perdxido de hidrégeno 0.25 % y 0.05 mL del
sobrenadante; se determiné el cambio de absorbancia a 470 nm, tomando lecturas durante 3
min. La actividad enzimatica se report6 como U g de peso seco, donde una unidad de

actividad enzimatica es igual a la formacion de 1 umol de tetraguaicol min™.

Los datos obtenidos fueron sujetos a analisis de varianza y comparacion de medias por el

método de Tukey (a<0.05). Se presentan graficas y cuadros del comportamiento de las
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variables evaluadas (media + error estandar). Utilizando el software Sigma Plot® (Systat
Software, San Jose, CA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los frutos testigo almacenados a 22 + 2 °C, 60 % HR presentaron el pico climatérico a los
6 d después de la cosecha (Figura 2 A). Este comportamiento fue similar a lo reportado por
Alique et al. (2009) en chirimoyas ‘Fino de Jete’ provenientes de Espafa, en donde
observaron un solo pico climatérico al tercer dia de almacenamiento a 20 °C, Yonemoto et
al. (2002) reportan que la variedad ‘Bay Ott” mostr6 un maximo de produccion e CO2 a los
5 d después de la cosecha. Los frutos refrigerados a 11 °C por 8 d mostraron una respiracion
similar que los frutos testigo (P < 0.05; Figura 2 A). En los frutos almacenados a 11 °C por
16 dy a4 °C por 8y 16 d la respiracion fue significativamente menor al ser expuestos al
ambiente y se mantuvieron asi durante el periodo de evaluacion (P <0.05; Figura 2 A). Estos
resultados son diferentes a los reportados en chirimoyas ‘Fino de Jete’ donde después de ser
refrigerados a 8 °C por 3, 6 y 9 dias la respiracion se incrementd al ser transferidos a 20 °C
(Alique y Zamorano, 2000). Liu et al. (2016) determinaron que el mé&ximo climaterio ocurre
en la refrigeracién a 15 °C, es decir que a esta temperatura no se detiene este proceso.

La produccién de etileno en los frutos testigo fue detectada a los 6 d después de la cosecha,
alcanzado su méxima produccién a los 8 d después de la cosecha (Figura 2 B). Diversos
autores reportan gque la maxima produccion de etileno ocurre entre los dos maximos de
produccion de etileno (Brown et al., 1988: Alique y Zamorano, 2000), lo cual no se pudo
confirmar en el presente trabajo. La produccion de etileno en los frutos refrigerados a 11 y
4 °C por 8 y 16 d se incrementd al transferir los frutos al ambiente sin detectar diferencias
significativas (P< 0.05) en comparacion con los frutos testigo y entre tratamientos (Figura 2
B). Alique y Zamorano (2000) reportan que despues de almacenar frutos de chirimoya ‘Fino
de Jete’ cosechados en tres fechas durante la temporada de cosecha y almacenadas a 8 °C
por 3, 6y 9 dy posteriormente transferirlos a 20 °C, la produccion de etileno se incrementd
significativamente. El posterior incremento en la produccion de etileno después del
almacenamiento a bajas temperaturas seguras se atribuye a una acumulacion de ACC y
etileno (Lahoz et al., 1993), el dafio por frio en chirimoya sugiere la inhibicion significativa

en la produccién de etileno (Alique et al., 1994; Yonemoto et al., 2002).

Los frutos testigo al llegar a su madurez de consumo mostraron pérdidas de peso de 7.16 y
11.59 % (5 y 8 d) en temperatura ambiente (22 + 2 °C, 60 % HR) (Figura 2 C). En frutos de
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chirimoya cv. ‘Madeira’ se reportaron pérdidas de 9 % después de cinco dias (20-22 °C)
(Cordeiro et al., 2013) (Figura 2 C). En guanabana, Lima et al. (2006) reportan pérdidas de
peso acumulada de 5.1% después de 5 d (26.3 £ 0.6 °C, 88 + 1.2 % HR) cultivadas en Brasil.

Los frutos refrigerados a 11 °C por 8 y 16 d tuvieron entre 8 y 10 % de pérdida de peso a
los 5y 7 d de salir de la baja temperatura; mientras que, los frutos almacenados a 4 °C por 8
y 16 d mostraron entre 12 y 13 % de pérdida de peso acumulada; sin detectarse diferencias
significativas entre los tratamientos (Figura 2 C). Alique et al. (1994) reportan que se
obtuvieron mayores pérdidas de peso en los frutos refrigerados a 10 y 6 °C por 9 d, en

comparacion con los frutos almacenados a 8 °C por el mismo periodo de tiempo.

El color de la epidermis de los frutos testigo fue tendiente al verde (h= 100.2), con baja
luminosidad (L* =44.3) y opacos (C* =23.9) al inicio de la evaluacion (Figura 1, 2 D-F).
Tres dias después la luminosidad se incrementd hasta L* =50.6, la cromaticidad hasta C*
=26.6 en tanto que el matiz se mantuvo similar (h= 100.2). Finalmente, a los 8 d de
evaluacion el color cambio a un verde amarillento opaco con baja luminosidad (h=94.2, L*
=45.4y C* =20.0) (Figura 1, 2 D-F). En la variedad ‘Cumbe’ ¢l color en la cosecha se reporta
como amarilla clara (h= 103.8 - 107.8, C*= 30 - 42.8) (Feican et al., 2019). Por otra parte,
Berger y Galleti (2005) indican que durante la maduracion el color de las chirimoyas tiene
pocos cambios en los pardmetros de color, solo al final alcanzar la madurez de consumo se
observa un oscurecimiento que hace poco atractivo el fruto al consumidor; pero sugieren que
en las variedades ‘Cabildo’ y ‘Nogales’ los valores de L* y C* deben ser superiores a 55 y
36 cuando se cosechen, para que tengan una adecuada maduracién. Los frutos refrigerados
a 11 °C por 8 y 16 d, al ser expuestos a temperatura ambiente mostraron un similar
comportamiento que los frutos testigo en todos los parametros de color (P< 0.05). Por otra
parte, los frutos refrigerados a 4 °C por 8 y 16 d, al transferirlos al ambiente presentaron
sintomas de dafios por frio, variables como la cromaticidad y el matiz mostraron valores
significativamente menores (P< 0.05) comparados con el testigo (Figura 1, 2 E-F), es decir
se observd oscurecimiento en la epidermis, el cual se intensifico al exponer a los frutos al
ambiente, esta sintomatologia de dafios por frio se ha reportado en otras Annonas por Castillo
et al. (2005).

39



Testigo / 22 °C 11°C/8d 4°C/84d
(60 % HR) (85 % HR) (85 % HR)

- Q9P POPVOOVI099
- QQPP00099099
- QYPPV009V099
S AAAAAA L LA 4d L,

11°C/16d 4°C/16d
(85 % HR) (85 % HR)
Dia 3

Figura 1. Apariencia de frutos de chirimoya expuestos a temperatura ambiente (22 +2 °C, 60 % HR) durante
8 dias, con previa refrigeracion a: 11 + 2 °C por 8 d (85% HR), 4 £ 2 °C por 16 d (85% HR), 11 + 2 °C por 16
d (85% HR), 9 £ 2 °C por 16 d (85% HR), Frutos testigo (22 + 2 °C, 60 % HR).

Dia 8
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Figura 2. Cambios en respiracion (A), produccion de etileno (B), pérdida de peso (C) y parametros de color:

luminosidad (D), cromaticidad (E) y matiz (F) en epidermis de frutos de chirimoya almacenados a temperatura

ambiente (22 °C) o bajo refrigeracién 4 o 11 °C por 8 o 16 dias. Cada punto representa la media de cinco

observaciones y su error estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican

diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa

La firmeza de los frutos testigo, descendio 20.61 % 4 d después de la cosecha, y un 97.49 %

después de 8 d de la cosecha (Figura 3 A). En chirimoyas cv. ‘Concha Lisa’, ‘Bronceada’ y
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‘Madeira’ la firmeza es de 131.0, 125.0 y 63.3 N en la cosecha; después de 4 d la firmeza
disminuye a 92 % en las primeras dos variedades, y a 95.7 % en la tercera variedad (Cordeiro
et al., 2013; Manriquez et al., 2014), lo que sugiere una maduracién mas acelerada (5-6 d)
en estas variedades provenientes de Chile y Portugal. Los frutos almacenados a 11 °C por 8
d mostraron una firmeza de 23.4 N al salir del almacenamiento, después de 4 d la firmeza
disminuyé en 99.4 % y mantuvo valores similares hasta la evaluacién del dia 8 (Figura 3 A).
Los frutos almacenados a 11 °C por 16 d tuvieron una firmeza significativamente menor que
el resto de los tratamientos (0.5 N al salir del almacenamiento), lo que sugiere que esta
temperatura no detuvo el proceso de maduracion (Figura 3 A). EI almacenamiento a 11 °C
indicd que los frutos maduraron de manera normal, se observo una pulpa blanca y cremosa
con sabor y aroma caracteristicos. Los frutos de los tratamientos de 4 °C por 8 y 16 d, al ser
removidos de las bajas temperaturas tuvieron una firmeza entre 16 y 21 N, y cuatro dias
después tuvieron una pérdida de la firmeza de 99 %, sin detectar diferencias significativas
(P< 0.05) con respecto a los frutos testigos. En chirimoyas cv. ‘Fino de Jete’ con
refrigeracion de 10 °C por 6 d, y a 8 °C por 5 d, han logrado madurar satisfactoriamente al

ser trasferidos a temperatura ambiente (Alique et al., 1994).

Los solidos solubles totales en los frutos testigo registraron 7.1 °Brix el dia de la cosecha,
alcanzando 21 °Brix en la madurez de consumo (Figura 3 B). Manriquez et al. (2014)
reportaron en ‘Concha Lisa’ y ‘Bronceada’, entre 8 y 10 °Brix el dia de cosecha, cuatro dias
después alcanzaron valores entre 18 y 20 °Brix. Los frutos almacenados a 11 °C por 8 y 16
d, alcanzaron entre 22 y 24 °Brix después de 8 y 6 d a temperatura ambiente, los frutos con
almacenados por 16 d mostraron la mayor acumulacion de sélidos solubles totales. Los
frutos almacenados a 4 °C por 8 y 16 d, alcanzaron valores promedio de 21 y 24 °Brix
después de 8 d de salir del almacenamiento sin detectar diferencias significativas con
respecto a los frutos testigo (P < 0.05) (Figura 3 B). Estos resultados nos indican que estas
temperaturas no afectaron la acumulacion de SST, mientras que otros estudios detectaron
dafos por frio en frutos de chirimoya provenientes de Malaga Espafia, al ser transferidos a
22 °C con previa refrigeracion a 1 °C por 11 y 15 d, los contenidos de SST fueron

significativamente mas bajos que el grupo control (22 °C) (Gutiérrez et al., 1994).

La acidez de los frutos testigo se incrementd durante la maduracién llegando hasta 0.36 %
en madurez comercial (Figura 3 C). Manriquez et al. (2014) reportan en frutos de chirimoya
cv. ‘Concha Lisa’ y ‘Bronceada’ valores que superan 0.6 % de AT después de 4-5d a 20 °C.

Diversos autores indican que el acido dominante en la chirimoya depende del cultivar y de
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la madurez del fruto; y mencionan que el &cido citrico y el malico son los acidos orgénicos
dominantes en la chirimoya (Alique y Zamorano, 2000; Manriquez et al., 2014). Los frutos
almacenados a 11 °C por 8 y 16 d al ser expuestos a temperatura ambiente alcanzaron entre
0.34 y 0.33 % vy los frutos refrigerados a 4 °C por 8 y 16 d obtuvieron valores de 0.32 %,
mostrando un comportamiento similar a los frutos testigo, estos resultados nos indican que
las bajas temperaturas, durante estos tiempos de almacenamiento no afectaron la
acumulacién de la acidez titulable de los frutos de chirimoya después de transferirlos al

ambiente.

El contenido de fenoles totales en los frutos testigo disminuy6 constantemente de 44 a 28
mg EAG 100g en 8 d (Figura 3 D). Alburquerque et al. (2016) reportaron en pulpa de cuatro
variedades de chirimoya concentraciones de entre 3y 12 mg EAG 100 g, lo que es menor
a lo determinado en la variedad ‘Cuadrada’. Jiménez et al., (2017) indican que el contenido

de fenoles totales disminuye después de 4 d al ambiente (22 °C)

Al salir del almacenamiento los frutos almacenados a 4 o 11 °C por 8 d, la concentracién de
fenoles fue entre 37 y 39 mg EAG 100 g y durante la maduracion a temperatura ambiente
disminuyeron hasta 24 o 30 mg EAG 100 g*(Figura 3 D). Por otra parte, en los frutos
almacenados a 4 0 11 °C por 16 d se cuantificaron 44 mg EAG 100 g%, disminuyendo hasta
36.5 mg EAG 100 g* en los frutos almacenados a 11 °C, en tanto que en los frutos
almacenados a 11 °C los fenoles se mantuvieron en valores similares a cuando se

transfirieron al ambiente (Figura 3 D).

La concentracion de los flavonoides mostr6 una tendencia similar a los fenoles totales, donde
los frutos testigo y los de refrigeracion a 4 o 11 °C por 8 d disminuyeron constantemente el
contenido de flavonoides al ser expuestos al ambiente. En los frutos refrigeradosa4 0 11 °C
por 16 d los flavonoides totales mostraron valores entre 14 y 16 mg EAG 100 g%, al salir a
condiciones del ambiente y manteniéndose en valores similares durante su maduracion
(Figura 3 E). Tsantili et al. (2010) indican que en duraznos el dafio por frio ocasiona una

disminucidn en la concentracion de los flavonoides.

En los frutos testigo y los frutos refrigerados a 4 o 11 °C por 8 d el contenido de vitamina C
disminuyd constantemente durante la maduracién (Figura 3 F). Existen reportes en otros
frutos como kiwi y guayaba que el almacenamiento a bajas temperaturas y posterior
transferencia al ambiente son efectivo para disminuir la pérdida en el contenido de vitamina
C (Tavarini et al., 2008; Suérez et al., 2009). En los frutos almacenados a 4 0 11 °C por 16
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d, la disminucion de la vitamina C fue mas evidente al salir del almacenamiento (Figura 3
F) se detectaron diferencias significativas (P < 0.05). Esta reduccion en la sintesis de la
vitamina C podria estar relacionada el almacenamiento prolongado en los frutos de

chirimoya que pudieron sufrir dafios por frio.
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Figura 3. Firmeza (A), Sélidos solubles totales (B), acidez titulable (C), fenoles (D) flavonoides (E) y vitamina
C (F) en frutos de chirimoya almacenados a temperatura ambiente (22 °C) o bajo refrigeracién 4 o 11 °C por
8 0 16 dias. Cada punto representa la media de cinco observaciones y su error estandar. Letras dentro de los
paréntesis diferentes entre tratamientos, indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey

(0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

44



Los frutos testigo mostraron una disminucion en la actividad antioxidante DPPH con valores
de 15.46 a 12.36 mg EAA/100 g* después de los primeros 4 d (Figura 4 A). Los frutos
almacenados por 8 d a4 o0 11 °C mantuvieron la actividad antioxidante entre 16.5 y 24.3 mg
EAA/100 g durante su maduracion a temperatura ambiente (Figura 4 A) Mientras que los
frutos almacenados por 16 d mostraron mayor actividad al salir de la refrigeracion 26 mg
EAA/100 g1, aunque posteriormente disminuyeron su actividad antioxidante 18.6 y 17.8 mg
EAA/100 g*. Diferencias significativas (P < 0.05) se presentaron en el tratamiento de
refrigeracion de 11 °C, comparado con el tratamiento testigo (Figura 4 A). Se ha reportado
que la disminucion en la actividad antioxidante DPPH podria estar relacionada con el
descenso en el contenido de fenoles totales que mostraron los frutos en el presente estudio
(Vijaya et al., 2010).

La actividad antioxidante evaluada por ABTS mostré una disminucion constante en los
frutos testigo y los almacenados a 11 °C por 8 d una vez transferidos a temperatura ambiente
(Figura 4 A). Huang et al. (2007) indican que la disminucién de la actividad antioxidante
(ABTS) puede estar relacionada con la disminucion de los compuestos fendlicos hacia el
final de la maduracion. Esto es similar al presente estudio donde se observo una disminucion
constante de los compuestos fenolicos durante la maduracion de los frutos. Los frutos
refrigerados a 4 °C por 8 d disminuyeron y posteriormente incrementaron su actividad
antioxidante al transferirlos a temperatura ambiente (Figura 4 B). Finalmente, los frutos
almacenados por 16 d a 11 y 4 °C la actividad antioxidante por ABTS se increment6 o

mantuvo durante la maduracion a temperatura ambiente (Figura 4 B).

La actividad evaluada por FRAP en los frutos testigo se incrementd de 105 mg EAA 100g™
al inicio de la evaluacion hasta 137 - 138 mg EAA 100g™ a los 4 y 8 d después de la cosecha
(Figura 4 C). Loizzo et al. (2012) indican que la actividad antioxidante por el método de
FRAP en frutos de chirimoya provenientes de Italia es de 68.3 + 3.5 uM Fe g*. La actividad
antioxidante disminuyo en los frutos almacenados a 4 0 11 °C por 8 d de entre 96 — 105 mg
EAA 100g™ al salir del almacenamiento a entre 70 - 80 mg EAA 100g™ después de 8 d a
temperatura ambiente (Figura 4 C). Los frutos refrigerados a 11 °C por 16 d la actividad de
antioxidante disminuyé al exponerse al ambiente (Figura 4 C). Finalmente, los frutos
refrigerados a 4 °C por 16 d fueron significativamente mayores en su actividad antioxidante
por FRAP, manteniéndose entre 137 y 142 mg EAA 100g (Figura 4 C). La actividad del
radical FRAP puede relacionarse con la alta actividad metabolica de la maduracion y el

periodo climatérico, la accién del &cido ascorbico, que presenta alta concentracion dias
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después de la cosecha, ademas de la disminucion o el aumento de los compuestos fendlicos
(Huang et al., 2007).
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Figura 4. Actividad antioxidante DPPH (A), ABTS (B) y FRAP (C) en frutos de chirimoya almacenados a
temperatura ambiente (22 °C) o bajo refrigeracién 4 o 11 °C por 8 o 16 dias. Cada punto representa la media
de cinco observaciones y su error estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican

diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

La proteina soluble de los frutos testigo disminuyd de 101 a 81 mg g™ de peso seco (p.s.),
posteriormente los valores se incrementaron a 95 mg g™ p.s. después de 8 d (Figura5 A). En
los frutos almacenados por 8 d a 11 °C el contenido de proteina soluble se mantuvo entre 72
y 82 mg g? p.s. durante la maduracion a temperatura ambiente, en tanto que los frutos
almacenados a 4 °C por 8 d, la proteina soluble disminuy6 de 72 mg g de p.s. a 50 — 53 mg
g’ p.s. después de 4 y 8 d (Figura 5 A). En los frutos almacenados por 16 d a4 0 11 °C la
proteina soluble se mantuvo entre 68 y 72 mg g* p.s. al salir del almacenamiento,
posteriormente disminuyo hasta 36.4 — 54 mg g p.s. (Figura 5 A), se detectaron diferencias
significativas (P < 0.05) entre los tratamientos de refrigeracion y los frutos testigo. Reportes
en guanabana indica que el contenido de proteina soluble disminuye durante el proceso de
maduracion (Balois-Morales et al., 2019). Las temperaturas mas bajas empleadas en el

presente estudio afectaron el contenido de proteina de los frutos de chirimoya que coincide
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con la aparicion de dafios por frio bajos después de someterlos a estas bajas temperaturas (4
°C).

La actividad de catalasa disminuyé significativamente en los frutos testigo durante su
maduracion (Figura 5 B). Similar comportamiento se observo en los frutos almacenados a
11 °C por 80 16 d, donde la actividad disminuyd o se mantuvo constante una vez transferidos
s temperatura ambiente (Figura 5 B). Un comportamiento inverso se observé en los frutos
almacenados a 4 °C por 8 y 16 d, donde la actividad de catalasa se incrementd
significativamente, con mayor evidencia en los frutos almacenados por un periodo mayor
(Figura 5 B). Balois-Morales et al. (2019) reportan un incremento en la actividad de catalasa
durante la maduracion de dos selecciones de guanabana. Sin embargo, diferentes autores
indican que la actividad de CAT es diversa durante la maduracion, ya que se incrementa en
jitomates y disminuye en mangos Yy naranjas; este comportamiento se debe a la especie y a
la diversidad en actividad de las isoenzimas (Resende et al., 2012). La maduracion es un
proceso que finaliza en la muerte celular, donde el incremento de las especies (ROS)
reactivas de oxigeno es un proceso importante, por tal razén la disminucion de las enzimas

que controlan las ROS.

Los frutos testigo y los frutos almacenados por 8 d a 11 y 4 °C, presentaron un incremento
y posterior descenso en la actividad de SOD durante su maduracion a temperatura ambiente,
no se encontraron diferencias significativas. Los frutos con almacenamiento de 16 da 11y
4 °C, mostraron un incremento constante en la actividad, al ser expuestos al ambiente; slo
los frutos refrigerados a 4 °C mostraron diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a
los frutos testigo (Figura 5 C). Durante la maduracion ocurren procesos bioguimicos y
fisiolégicos que incluyen procesos oxidativos; estos son activados por enzimas como la
SOD. Al llegar la senescencia la actividad de SOD y CAT de los frutos disminuyen, mientras
que el H2O2 son acumulados hasta niveles toxicos para las celulas y desarrollan dafios
irreversibles en los tejidos (Masia 1998). Por lo que, si al menos una de las enzimas esta

activa, podrian retardarse los dafios de la senescencia en los frutos.

Los frutos testigo y los frutos almacenados por 8 d a 11 °C, presentaron un incremento y
posterior descenso en la actividad de PFO durante su maduracion a temperatura ambiente
(Figura5 D). Los almacenados por8d a4 °Cypor16dally4 °C, mostraron un incremento
constante en la actividad de PFO al ser expuestos al ambiente (Figura 5 E). Kravayan y

Aydemir (2001) mencionan que en hojas de menta (Mentha piperita L.) que la actividad
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PFO es estable a bajas temperaturas. El tratamiento de refrigeracion de 4 °C por 16 d, mostro
diferencias significativas (P < 0.05) con respecto al tratamiento testigo, probablemente
debido a que a estas condiciones de almacenamiento se indujo un estrés oxidativo que causo

la desestabilizacién de la enzima PFO incrementando su actividad.

Los frutos testigo y los frutos almacenados por 16 d a 11 y 4 °C, aumentaron la actividad de
la enzima POD durante su maduracion a temperatura ambiente; mientras que, los frutos
almacenados por 8 d a 11 y 4 °C presentaron un incremento y una posterior disminucién de
la enzima POD durante su maduracién al ambiente. Sélo los frutos expuestos a 4 °C por 16
mostraron diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a los frutos testigo. (Figura 5
D). Durante su maduracion al ambiente, los frutos con tratamientos de refrigeracion a 4 °C
mostraron alta actividad de POD, probablemente a que se activaron los procesos de
degradacion del peréxido en donde el pardeamiento y la necrosis fueron evidentes. Balois et
al., (2007) sefialan en frutos de pitahaya (Hylocereus undatus) refrigerados a 3, 7 y 11 °C,
un incremento en la actividad de POD al transferir los frutos al ambiente después de cuatro
dias (22 + 1 °C), lo cual coincide con los resultados del presente experimento. Por otra parte,
se ha reportado que, bajo condiciones de temperaturas mas bajas, ocurre una menor actividad
de POD (Alia et al., 2005) (Martinez et al., 2013).

La fuga de electrolitos inicial en los frutos testigo fue de 3.85 %, posteriormente los valores
incrementaron a 4.08 % y disminuyeron a 3.78 % (Figura 5 F). Los frutos almacenados en
bajas temperaturas obtuvieron una mayor fuga de electrolitos al salir de la refrigeracion,
excepto los frutos refrigerados a 11°C por 16 d posteriormente en todos los tratamientos la
fuga de electrolitos comenzo a disminuir. Se detectaron diferencias significativas (P < 0.05)
en los frutos refrigerados a 4 °C por 16 d, con una menor fuga de electrolitos con respecto a
los frutos testigo, la disminucidon en la fuga de electrolitos al exponer a los frutos al ambiente
fue distinto a lo reportado por Rodriguez et al. (2015) donde observaron un aumento en la
fuga de electrolitos en cladodios de nopal refrigerados a 4 °C por 7, 14 y 21 dias, que
coincidio con la aparicién de sintomas de dafio por frio como picado y pardeamiento. Los
presentes resultados se podrian deber a que durante la refrigeracion se present6 la maxima
fuga de iones que afectaron la permeabilidad e integridad de las membranas celulares,
seguido de una disminucion en la fuga de electrolitos de los frutos que al retirarlos de las

bajas temperaturas ya expresaban sintomas de dafios por frio (Figura 1, 5 F).
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Figura 5. Proteina soluble (A), catalasa (B), superdxido dismutasa (C), peroxidasa (D) polifenoloxidasa (E),
fuga de electrolitos (F), en frutos de chirimoya almacenados a temperatura ambiente (22 °C) o bajo
refrigeracion 4 o 11 °C por 8 o 16 dias. Cada punto representa la media de cinco observaciones y su error
estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

CONCLUSION

La refrigeracion a 4 °C afecta negativamente algunos procesos de maduracion en la
chirimoya ‘Cuadrada’, asociados a una disminucion de la respiracion, poco cambio en los
parametros de color. EI metabolismo de la vitamina C es retrasado. Se observaron

incrementos en las actividades antioxidantes determinadas por DPPH; ademas de un
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incremento en las actividades enzimaticas como CAT, SOD, POD y PFO, en los frutos

almacenados durante 16 d.
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CAPITULO Il (Anonna squamosa L.)
Evaluacion del almacenamiento en frio de frutos de saramuyo (Annona squamosa L..)

RESUMEN

El saramuyo en un fruto tropical con pulpa aromatica y de sabor dulce, presenta un potencial
alto para su comercializacion en fresco o procesado. Recientemente la demanda de estos
frutos se ha incrementado considerablemente debido a que son una buena fuente de
nutrientes y antioxidantes. Es un fruto altamente perecedero; se puede almacenar a 25 — 28
°C durante 3 — 4 dias sin sufrir dafio por frio. Sin embargo, para desarrollar tecnologias y
manejo poscosecha del fruto, es necesario conocer la respuesta de la mayoria de los
parametros fisicos, quimicos y fisioldgicos cuando son sometidos a temperaturas menores
de 20 °C. Por lo que se almacenaron frutos de saramuyo a 18 y 7 ° C por 4 o 8 dias y se
maduraron a temperatura ambiente (26 °C). La respiraciéon y la produccion de etileno se
incrementan cuando los frutos fueron almacenados a 18 °C, con mayor evidencia en el
almacenamiento por 8 dias. Los parametros de color de los frutos almacenados a 7 °C fueron
similares a los frutos testigo, mientras que, los frutos almacenados a 18 °C mostraron colores
entre amarillos y rojos con baja luminosidad y cromaticidad. No se detectaron diferencias
en el contenido de sdlidos solubles, acidez titulable, y vitamina C. La firmeza fue irregular
en los frutos almacenados por 16 dias. El contenido de fenoles totales incrementd
significativamente en todos los tratamientos de refrigeracion. Solo la actividad enzimaética
de peroxidasa se incrementd. No se observé sintomatologia de dafio por frio en los frutos
refrigerados a 7 °C; y la temperatura de 18 °C no logro retrasar la maduracion de los frutos,

debido a que, al salir de la refrigeracion, los frutos se observaron con senescencia.

PALABRAS CLAVE: respiracion, produccion de etileno, sélidos solubles, acidez titulable,

firmeza.
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ABSTRACT

The sugar apple is a tropical fruit with aromatic pulp and sweet flavor, it presents a high
potential for its commercialization fresh or processed. Recently, the demand for these fruits
has increased considerably because they are a useful source of nutrients and antioxidants. It
is a highly perishable fruit; can be stored at 25 - 28 °C for 3 - 4 days without chilling injury.
However, to develop technologies and postharvest handling of the fruit, it is necessary to
know the response of most of the physical, chemical, and physiological parameters when
they are subjected to temperatures below 20 °C. Therefore, sugar apple fruits were stored at
18 and 7 °C for 4 or 8 days and matured at room temperature (26 °C). Respiration and
ethylene production increased when the fruits were stored at 18 °C, with greater evidence in
storage for 8 days. The color parameters of the fruits stored at 7 °C were like the control
fruits, while the fruits stored at 18 °C showed colors between yellow and red with low
luminosity and chromaticity. No differences were detected in the content of soluble solids,
titratable acidity, and vitamin C. The firmness was irregular in the fruits stored for 16 days.
The content of total phenols increased significantly in all the refrigeration treatments. Only
the enzymatic activity of peroxidase is increased. No symptoms of chilling injury were
observed in the fruits refrigerated at 7 °C; and the temperature of 18 °C did not manage to
delay the ripening of the fruits, because, when leaving the refrigeration, the fruits were

observed with senescence.

KEY WORDS: respiration, ethylene production, soluble solids, titratable acidity, firmness.
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INTRODUCCION

El saramuyo (Annona squamosa L.) es una especie nativa de América tropical que es
cultivada en diferentes paises tropicales alrededor del mundo (Jagtap y Bapat, 2012; Lim,
2012). Los frutos son redondeados en forma de corazon con pulpa aromatica de sabor dulce,
tiene una epidermis escamosa 0 grumosa, de 5 — 10 cm de diametro y 70 — 230 g de peso,
contiene numerosas y pequefias semillas negras (Wongs-Aree, 2011). Cuando maduran los
frutos, los carpelos se separan facilmente y pueden partirse en el arbol si se dejan madurar
por completo. Generalmente los frutos son consumidos en fresco, aunque la pulpa presenta
un potencial alto para la elaboracion de pulpa pasteurizada o congelada, néctares y otras
bebidas (Broughton y Tan, 1979; Leal, 1990). En México el saramuyo se encuentra en la
region sureste, en forma silvestre o cultivada principalmente en los estados de Campeche,
Chiapas y Yucatan con una superficie de 50.5 ha, una produccion de 431.75 t, un rendimiento
de 8.9 t hal, y un valor en la produccion de 3,296.26 (SIAP, 2019). Es una especie que es
un recurso fitogenético en nuestro pais, debido a la importancia de la variacion genética y

econdmica que representa para la zona de la peninsula de Yucatan (Salazar et al., 2010).

Su valor alimenticio es debido su alto contenido de azlcares (19.2 — 25.2 g 100 g), y a su
alto contenido de vitamina C (35 — 42 mg / 100 g1); son buena fuente de hierro, calcio y
magnesio, con un valor energético de 86 — 114 calorias. Los carbohidratos presentes en la
pulpa incluyen fructosa (3,5%), sacarosa (3,4%), glucosa (5,1%) y oligosacaridos (1,2-2,5%)
(Morton, 1987; Leal, 1990). Kowsalya et al. (2014) mencionan la presencia de componentes
fitoguimicos como aminoacidos, taninos, esteroides, alcaloides, terpenoides, glucosidos, y
quinonas. Recientemente la demanda de estos frutos se ha incrementado considerablemente
debido a que son una buena fuente de nutrientes y antioxidantes. Sin embargo, su efecto
sobre ciertas moléculas (p. Ej., Acido ascorbico, un compuesto esencial en los tejidos de
plantas y animales) o en las capacidades antioxidantes generales, no se ha estudiado
adecuadamente. Estos compuestos hacen posible la actividad en la eliminacion de radicales
libres en especies reactivas de oxigeno (Luximon-Ramma et al., 2003; Zhao et al., 2006;
Almeida et al., 2011).

El saramuyo se clasifica como una fruta climatérica altamente perecedera; a condiciones
ambientales (25 — 28 °C) los frutos maduran en 3 — 4 d, esta corta vida poscosecha se debe
a la rapida pérdida de la firmeza de la pulpa, que esta asociada con un incremento

significativo en la actividad respiratoria (72 h después de la cosecha), y una baja produccion
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de etileno (84 h después de la cosecha) (Andrade et al., 2001; Nwokocha y Williams, 2009).
Algunos de los pardmetros importantes para determinar la calidad de la fruta son los sélidos
solubles, firmeza, acidez titulable y el color (Bolivar et al., 2009). El contenido de acido
ascorbico incrementa significativamente durante la maduracion; la respuesta del acido
ascorbico es contrario a lo que ocurre con otras frutas climatéricas, en donde el contenido de
acidos orgéanicos disminuye a medida que evoluciona la madurez (Nwokocha y Williams,
2009). Esto es debido al proceso de interconversion de azucares a acidos organicos a través
de la carboxilacion del &cido piravico y la sintesis del acido malico (Broughton and Tan,
1979). Los frutos también contienen considerables cantidades de compuestos fendlicos
como los flavonoides que representan una fuente de antioxidantes. Por lo tanto, es importante

evitar la oxidacion enzimatica de estos compuestos para mantener la calidad del fruto.

La maduracion de frutos tropicales puede ser retardada mediante almacenamiento en frio, la
refrigeracion es una de las técnicas mas eficaces y de empleo general (Botton et al., 2019);
sin embargo, las anonaceas son muy sensibles a las temperaturas bajas, mostrando sintomas
de dafio por frio caracterizado por oscurecimiento en la epidermis, manchado en la pulpa y
pérdida de aroma y sabor (Batten 1990; Paull 1996; Yamashita, et al., 2002). Estudios
indican que la temperatura para almacenar el saramuyo es entre 15 — 20 °C dependiendo de
la variedad, con el maximo almacenamiento a 15 °C por 9 d. Reportes indican que en frutos
de saramuyo expuestos diferentes temperaturas (15, 20 y 25 °C), la temperatura de 20 °C
obtuvo la fruta mas aceptable para el consumo en fresco. Los frutos con un almacenamiento
a temperaturas inferiores de 15 °C, sufren dafios por frio, asi lo demostraron Vishnu et al.
(2000); quienes detectaron sintomas del dafio en frutos almacenados a 10 °C durante 12 dias,
como lo son endurecimiento y oscurecimiento de la cascara, menos dulzura y alteracion en

la estructura de la pulpa.

En particular las Annonas son susceptibles al pardeamiento enzimatico catalizado por la
enzima polifenoloxidasa (PFO) que se considera una de las reacciones oxidativas mas
importantes que conducen a la pérdida de la calidad sensorial y nutricional, el desarrollo del
pardeamiento es el factor mas importante que limita la calidad de las Annonas recién
cortadas (Pareek et al., 2011). El oscurecimiento en la epidermis se ha atribuido a la actividad
de la enzimatica, principalmente a la enzima PFO. En otras Annonas se ha estudiado la
actividad enzimatica por Balois et al. (2019) que ha servido como indicador de alteraciones
metabolicas que se manifiestan como desordenes fisioldgicos externos. Enzimas como

catalasa (CAT) superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa (POD) son conocidas como
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enzimas antioxidantes primarias, las cuales sirven como primera linea de defensa
antioxidante. Estas alteraciones fisioldgicas se relacionan con una disminucion de enzimas
que remueven especies reactivas de oxigeno, tales como superoxido dismutasa (SOD) que
convierte el anion superoxido (O2 ) a peréxido de hidrégeno (H20.); mientras que, las
enzimas CAT y ascorbato peroxidasa (APX) eliminan el H20- convirtiéndolo en H20 (Apel
y Hirt, 2004). Enzimas como PFO y POD son relevantes en términos de calidad, ya que
conducen al oscurecimiento a través de la catalizacion de dos reacciones diferentes en
presencia de oxigeno molecular: (a) la hidroxilacion de monofenoles a orto-difenoles y (b)
la oxidacion de orto-difenoles a orto-quinonas que son altamente reactivas y pueden
combinarse entre si con otros compuestos para formar pigmentos marrones (Maghoumi et
al.,, 2013; Zhang y Shao, 2015). Mencionado lo anterior, es importante realizar la
caracterizacion de los frutos de saramuyo almacenados a temperaturas bajas, con el fin de
optimizar las condiciones de almacenamiento que permitan preservar las caracteristicas
sensoriales del fruto, basados en sus cambios bioquimicos, fisicos, fisioldgicos vy

enzimaticos.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron frutos de saramuyo, en una huerta ubicada en Oxkutzcab, Yucatan (20° 18’
04" N 89° 25" 07" O, 33 msnm). Los frutos se colectaron en etapa de madurez fisioldgica,
utilizando el indice de cosecha del productor, que generalmente considera un cambio de
color verde oscuro en la epidermis del fruto a un color verde amarillento, ademéas de una
ligera separacion de los carpelos. Se seleccionaron frutos sin dafios fisicos o por patdgenos.
Los frutos se trasladaron via terrestre a Mérida, Yucatan para ser evaluados. ElI material
vegetal se dejé ambientar a la temperatura del laboratorio, posteriormente se lavaron con

agua clorada (200 mg L) y se dejaron secar sobre papel absorbente.

Se formaron cinco grupos de 15 frutos, de los cuales cuatro se almacenarona7 6 18 + 2 °C
85 % HR durante cuatro u ocho dias; un grupo de frutos se almacend a temperatura ambiente
26 + 2 °C, 60 % HR y se considerd como el grupo testigo. Los tratamientos fueron cinco y
quedaron conformados de la siguiente manera: 1) Frutos almacenados a 18 °C por 4 d (x 2
°C 85 % HR), 2) Frutos almacenados a 7 °C por 8 d (£ 2 °C 85 % HR), 3) Frutos almacenados
a18°C por8d (x 2 °C 85 % HR), 4) Frutos almacenados a 7 °C por 18 d (x 2 °C 85 % HR)
5) 26 +2 °C, 60 % HR.
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Los frutos almacenados a temperatura baja y después de cumplir el tiempo de
almacenamiento se colocaron a temperatura ambiente (26 + 2 °C, 60 % HR), realizando
evaluaciones diarias o cada dos dias de algunos cambios fisicos, fisioldgicos y quimicos. La
unidad experimental fue un fruto con cinco repeticiones, el disefio experimental fue uno

completamente al azar.

La velocidad de respiracion y produccion de etileno se determind por el método estatico
(Salveit, 2016), donde un fruto se coloco en un recipiente sellado de 1.25 L durante 3 h,
posteriormente se extrajo del espacio de cabeza 1 mL del gas, el cual se inyectd en un
cromatografo de gases Agilent Technologies® 7890A (USA) y se cuantificd la
concentracion de dichos gases. Las condiciones de temperatura del inyector, horno y
detectores DCT (Detector de Conductividad Térmica) y DIF (Detector de lonizacion de
Flama) para la determinacion de CO: y etileno, respectivamente, fueron de 150, 80 y 170
°C. Se utilizo6 nitrégeno como gas de arrastre. Para la cuantificacion de la concentracion de
gases en las muestras, se uso el método de calibracion absoluta utilizando estandares (Praxair
®) de CO2 (460 mg L) y etileno (100 mg L1).

El color se evalud, en lados opuestos del fruto en la parte ecuatorial de cada UE con un
espectrofotometro (X-rite, Mod. SP64, USA) que proporciond lecturas de L*= luminosidad
(0: blanco, 100: negro); C*= cromaticidad (del gris); h= angulo matiz (0: rojo, 100: amarillo)
(Soldrzano et al., 2015).

La pérdida de peso se determind usando una balanza digital (OHAUS®, Pro scout SP, 2001,
New Jersey, USA) para medir la masa individual cada fruto. La pérdida de peso acumulada
al final del almacenamiento fue reportada por porcentaje (%). Para obtener el porcentaje
acumulado del peso de cada fruto en, se obtuvo con la formula: [(Pi-Pf/Pi) * 100], donde Pi=

peso inicial, Pf= peso final.

La firmeza se determind en cada fruto, se elimind una parte del epicarpio, en la parte
ecuatorial de dos lados opuestos, por medio de un texturémetro manual (Chatillon® modelo
E-DFE-025, USA), con capacidad de 100 N, con un puntal conico (4.7 mm de diametro en
la base), reportando los datos en Newtons (N).

Los sélidos solubles totales (SST) se determinaron directamente del fruto, al realizar una

incision en la epidermis del fruto para obtener una gota de jugo de la pulpa, que se coloco

61



en refractdometro Atago (PAL-1®, Japdn) previamente calibrado con una gota de agua
destilada. Los resultados se expresaron en °Brix.

La acidez titulable fue determinada por el método de AOAC (1990), el cual consistié en
homogenizar 1 g de pulpa con 10 mL de agua destilada, el macerado fue filtrado con papel
filtro, y 5 mL de la alicuota del filtrado fueron tomados. Posteriormente se realizé el volumen
de titulacion con hidréxido de sodio (0.1 NaOH) usando fenolftaleina como indicador; los

resultados fueron expresados como porcentaje de &cido citrico.

La concentracion de fenoles totales se realizé conforme a la metodologia de Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999). Se homogeniz6 un gramo de pulpa con 10 mL de agua destilada con
ayuda de un Ultra Turrax (IKA®, USA) y, posteriormente, se centrifug6 a 1008 x g durante
15 min a 4 °C. Se tom6 0.5 mL del filtrado y se mezclé con 2.5 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:10), después de 5 min, se adicionaron 2 mL de carbonato de sodio a 7.5% (p/v)
y la mezcla se dejé reposar durante 2 h; posteriormente se realizardn las lecturas en un
espectrofotometro (HACH DR 5000®, USA) a 760 nm. Los resultados se expresaron en mg

equivalentes de acido galico (EAG) 100g™ de peso fresco.

El contenido de vitamina C, se siguio la metodologia propuesta por Jagota y Dani (1982).
La cual es una técnica colorimétrica para estimacion de vitamina C usando el reactivo Folin-
Ciocalteu. Se pes6 1 g de muestra y se homogenizo6 con 4 mL de &cido tricloracético (TCA)
al 10 % p/v. se colocaron en un bafio de hielo durante 5 minutos, posteriormente se centrifugd
a 1008 x g durante 20 minutos a 4 °C. Para realizar la reaccion se utilizaron alicuotas de 0.5
mL del sobrenadante, con 1.5 mL de agua bidestilada y 200 uL del reactivo Folin, se dejo
reaccionar en la oscuridad durante 15 min y se leyé la absorbancia a 760 nm. Para estimar
el contenido de vitamina C se construyd una curva estandar con &cido ascorbico. La
concentracion total se expresd en mg equivalentes de acido ascorbico (EAA) por 100 g de

peso fresco.

Actividad antioxidante por los métodos de DPPH, ABTS y FRAP

Para la obtencidon de los extractos de muestra se peso 1 g de pulpa y se homogeniz6 cada una

con agua destilada (1:10) obteniendo las muestras para determinar las variables a estudiar.

Para el método DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidrazil), se utilizé la metodologia propuesta por
Brand-Williams et al. (1995), con minimas modificaciones, este método consistio en colocar

una celda de cuarzo de 3 mL de una solucion metanolica 6,1x10° M (Sigma Aldrich®, USA)
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y se hicieron reaccionar con 100 pL de solucion muestra, la mezcla se dejo reposar en la
oscuridad durante 30 min y se ley6 a 517 nm el cambio de absorbancia. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de acido ascorbico (EAA) 100 g de peso fresco.

Para la metodologia por ABTS (acidol-2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), se
preparo el reactivo ABTS (Sigma-Aldrich®, USA) a 7 mM y persulfato de potasio (K2S20s)
a 2.45 Mm vy se mezcl6 1:1, se dejé reposar durante 16 h. Se diluy6 con etanol 20% hasta
alcanzar una absorbancia de 0.7 = 0.02 a 734 nm. Se agregaron 3 mL de ABTS con 50 pL
de extracto y se dejé reaccionar durante 15 min; la absorbancia se leyo a 734 nm. Los
resultados se expresaron en mg equivalentes de acido ascorbico (EAA) 100 g peso fresco
(Re et al., 1999).

La actividad antioxidante por reduccion férrica (FRAP). Se realiz6 mediante la metodologia
desarrollada por Benzie y Strain (1996): se preparo el reactivo FRAP (TPTZ (2,4,6-tripiridil-
s-triazina 10 mM), FeCls y tampon acetato de sodio (0.3 mM)), se mezcl6 1.8 mL de FRAP
con 140 pL de agua destilada y 60 pL de extracto, se dejé reaccionar durante 30 min a 37
°Cy, transcurrido el tiempo de reaccidn, se leyo la absorbancia a 593 nm. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de acido ascorbico (EAA) 100 g peso fresco.

Polvo de acetona

El polvo de acetona se obtuvo a partir de 5 g de pulpa, que se homogenizaron en 10 mL de
acetona fria con un Ultra Turrax (IKA®, USA), posteriormente la mezcla se filtr6 en un
embudo de kitasato con papel filtro; y este proceso se repitid 3-4 veces hasta que el polvo
quedara muy fino. Finalmente, el polvo se dejo reposar 30 min para dejar evaporar

totalmente la acetona.

Proteina soluble

Se determind por el método de Bradford (1976). Para ello se mezclaron 0.1 g de polvo de
acetona con 5 mL de buffer Tris HCI 0.1 M (pH 7.1), en frio. La mezcla se centrifug6 a 1008
unidades G por 15 min (4 °C). A una muestra de 0.1 mL del sobrenadante se adicionaron 5
mL de la soluciéon Coomassie Blue, se agitd y registré la absorbancia a 595 nm en el
espectrofotometro. La cuantificacion se hizo mediante una curva de calibracion con

albumina de bovino.

Catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT)
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La actividad de catalasa se extrajo a partir de polvo de acetona: 0.1 g se mezcl6 con 5 mL
de Tris HCI 0.1 M con pH 8.5 en frio que contenia 1 % de polivinilpirrolidona, en un
homogeneizador de tejidos. La mezcla se centrifugd a 1008 unidades G por 15 min en una
centrifuga refrigerada a 4 °C. La actividad CAT se evalu6 mediante el método descrito por
Luck (citado por Blackwell et al., 1990), donde 3 mL de un amortiguador 10 mM Tris-HClI,
pH 8.5y 0.1 mL de peroxido de hidrogeno 0.88 % en 100 mM de Tris-HCI, se mezclaron
en una celda de cuarzo. La reaccion se inici6 al adicionar 0.1 mL del sobrenadante y se
observo el cambio en absorbancia a 240 nm, y la actividad enzimatica se reporté como U g-
1 de peso fresco, donde una unidad de actividad enzimatica es igual a la descomposicion de
1 pmol de H20x.

Superoxido dismutasa (1.15.1.1; SOD)

Esta enzima se evalu6 a partir de 0.1 g de polvo de acetona, al cual se adicionaron 5 mL de
amortiguador de fosfatos a pH de 7.8 y homogenizado por 40 s. La mezcla se centrifugé a
1008 unidades G durante 20 min a 0 °C. El sobrenadante se utiliz6 para el ensayo enzimatico
propuesto por Beyer y Fridovich (1987), donde se propuso la siguiente mezcla de reaccion;
27 mL de amortiguador de fosfatos 0.05 (pH 7.8), que contenia 0.1 nM de EDTA, 1.5 mL
de L-metionina (30 mg mL™), 1 mL de nitro blue tetrazolium (1.41 mg mL™) y 0.75 mL de
Trion X-100 al 1 %. A 3 mL de esta mezcla de reaccion se adicionaron 0.03 mL de
riboflavina (4.4 mg 100 mL™) y 0.4 mL de sobrenadante; la mezcla se ilumin6 por 7 min
con lamparas de luz fluorescente de 20 W GroLux, y se procedio a leer la absorbancia a 560
nm. El incremento en absorbancia debido a la formacion de “nitro blue tetrazolium
formazan” por unidad de tiempo equivale a la velocidad de reaccion; y la absorbancia en
ausencia de SOD y en presencia de varias cantidades de SOD de utiliz para determinar el
namero de unidades/mL de SOD en la solucion (Stauffer, 1989). Una unidad de SOD es
igual a la cantidad de sobrenadante que fotoinhibe en 50 % la formacion de “nitro blue

tetrazolium formazan” (Giannopolitis y Ries, 1977).

Polifenoloxidasa (EC. 1.14.18.1; PFO)

La actividad enzimatica se determiné a partir de polvo de acetona, y la PFO mediante el
método propuesto por Lamikanra (1995) con modificaciones. La enzima se extrajo a partir
de 0.1 g de polvo de acetona con 5 mL de Tris-HCI frio, 100 mM (pH 7.1) que contenia 1 %
de polivinilpirrolidona (PVP). Se mezclaron en un homogeneizador de tejidos durante 30 s;

posteriormente la mezcla se centrifugd por 20 min a 1008 unidades G a 4 °C. El sobrenadante
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se utiliz6 para evaluar el cambio de absorbancia a 460 nm en el espectrofotometro. Para el
ensayo de la actividad enzimética se emplearon 2.8 mL de catecol 60 mM disuelto en un
buffer Tris-HCI 100 mM, pH 7.1 y 0.2 mL del sobrenadante. Los ensayos se realizaron a
temperatura de 22 a 24 °C. La actividad enzimatica se reporta como U g de peso seca,
donde una unidad de actividad enzimatica es igual a la formacién de 1 pumol de o-

benzoquinona min™,

Peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POD)

La extraccion de POD fue similar a PFO y el ensayo se hizo de acuerdo con el método
Flurkey y Jen (1978), con las siguientes modificaciones: la mezcla de ensayo tuvo un
volumen total de 3 mL, de los cuales 2.6 mL eran del buffer TrisHCI 100 mM, pH 7.1, 0.25
mL de guayacol 0.1 M, 0.1 mL de peréxido de hidrogeno 0.25 % y 0.05 mL del
sobrenadante; se determiné el cambio de absorbancia a 460 nm durante 3 min. La actividad
enzimaética se reporté como U g-1 de peso seco, donde una unidad de actividad enzimatica
es igual a la formacion de 1 umol de tetraguaicol min?. Los ensayos se hicieron a

temperatura ambiente, entre 22 y 24 °C.

Los datos obtenidos fueron sujetos a analisis de varianza y comparacion de medias por el
método de Tukey (0<0.05). Se presentan graficas y cuadros del comportamiento de las
variables evaluadas (media * error estandar). Utilizando el software Sigma Plot® (Systat
Software, San Jose, CA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los frutos testigo y los frutos almacenados por 4 d a 18 °C, alcanzaron el méximo de
produccion de COz después de tres y dos dias a temperatura ambiente (Figura 2 A). En frutos
de saramuyo se ha reportado que tienen un incremento en la produccion de CO2 después de
la cosecha, alcanzando su maxima produccion entre 3 y 4 dias (Bolivar et al., 2009). En
saramuyo se ha estudiado que las temperaturas bajas (20 - 10 °C) reducen la respiracion de
los frutos y el almacenamiento de 10 °C durante 12 dias provoca dafios por frio (Vishnu et
al., 2000), lo cual es distinto a nuestros resultados. Debido a que los frutos refrigerados
durante 4 y 8 d a temperaturas de 18 y 7 °C mostraron mayor respiracion (P < 0.05) en
comparacion con los frutos testigo, siendo esta una alteracion temporal en donde el fruto
regresa a su metabolismo normal, al ser expuestos al ambiente. Esto es atribuible
principalmente al cultivar, a las temperaturas y tiempos de almacenamiento evaluados en

este estudio.
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La produccion maxima de etileno en los frutos testigo se observd a los 3 d después de la
cosecha, que coincide con la maxima respiracién y con el inicio de la maduracién de los
frutos (Figura 2 B). En frutos de saramuyo se ha detectado la maxima produccion de etileno
entre 3 y 4 dias después de la cosecha (Bolivar et al., 2009; Vishnu et al., 2000). Los frutos
refrigerados a 7 °C por 4 y 8 d, obtuvieron una similar produccidn de etileno que los frutos
testigo, no se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) con respecto al tratamiento
testigo. Los frutos almacenados a 18 °C por 4 y 8 d mostraron mayor produccion de este gas
con respecto a los frutos testigo, estas diferencias fueron significativas (P < 0.05) para la
prueba. En algunas especies el almacenamiento a bajas temperaturas inhibe la produccion
de etileno (Botton et al., 2019). Mientras que, en distintos cultivares de guandbana a bajas
temperaturas, la produccion de etileno puede incrementarse o inhibirse dependiendo del

cultivar (Jimeénez et al., 2017).

Los frutos testigo obtuvieron pérdidas de peso de 12.81 % después de 4 d de su recoleccién
(Figura 2 C). Vishnu et al, (2000) reportan pérdidas de peso en saramuyos ‘Balanagar’ de
4.0 % después de los mismos dias de su recoleccion (25 °C). Esto nos indica una alta
transpiracion y respiracion de los frutos del presente estudio, los cuales deterioran la calidad
de la fruta reduciendo la turgencia de los tejidos y su vida comercial. Los frutos refrigerados
a 18 °C por 4 y 8 d, mostraron una mayor pérdida de peso después de cuatro dias al ambiente
(14.30 y 15.73 %) con respecto a los frutos testigo. Los frutos refrigerados a 7 °C por 4y 8
d, obtuvieron pérdidas de peso de 12.46 y 14.39 %; sin embargo, ningln tratamiento de
refrigeracion mostro diferencias significativas (P < 0.05) comparados con el tratamiento
testigo. Mientras que; Venkatram y Bhagwan (2013) indican pérdidas de peso de 2.49 % en
frutos de saramuyo ‘Balanagar’ a los 4 dias (15 +1 °C). Es posible que, para disminuir las
pérdidas de peso de los frutos del presente estudio, se tengan que refrigerar a temperaturas

mas bajas.

El color de los frutos testigo fue entre verde y amarillo (h=98.93 y 88.85), con mediana
luminosidad (L*=53.83 y 44.18) y opacos (C*=28.13 y 20.46) desde su recoleccion hasta 4-
5 dias de almacenamiento (Figura 1, 2 D-F). Al salir de la baja temperatura, el color de los
frutos refrigerados a 7 °C por 4 d, fue similar a los frutos testigo, al no detectar diferencias
significativas (P < 0.05) entre tratamientos; sin embargo, se detectaron diferencias
estadisticas (P < 0.05) en los parametros de luminosidad (L*=49.46 y 39.70) y cromaticidad
(C*=23.41 y 13.67) (Figura 1, 2 D-F). En los tratamientos de 18 °C por 4y 8 d, y en el

tratamiento de 7 °C por 8 d, el color de los frutos fue entre amarillo, naranja y rojo, con baja
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luminosidad y cromaticidad, debido a que los frutos se ya encontraban iniciando su
senescencia al salir de la baja temperatura (Figura 1, 2 D-F). Estos cambios se atribuyen a
una disminucion en el contenido de clorofilas (Benkeblia y Emanuel, 2014) y al aumento en
la biosintesis de las antocianinas, que son pigmentos relacionados con estos colores durante

la maduracidn de los frutos (Kong et al., 2003).
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Figura 1. Apariencia de frutos de saramuyo expuestos a temperatura ambiente (26 +2 °C, 60 % HR) durante 5
dias, con previa refrigeracion a: 18 + 2 °C por 4 d (85% HR), 7 £ 2 °C por 4 d (85% HR), 18 + 2 °C por 8 d
(85% HR), 7 £ 2 °C por 8 d (85% HR), frutos testigo (26 +2 °C, 60 % HR).
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Figura 2. Cambios en respiracion (A), produccion de etileno (B), pérdida de peso (C) y parametros de color:

Luminosidad (D), cromaticidad (E) y matiz (F) en epidermis de frutos de saramuyo almacenados a temperatura

ambiente (26 °C) o bajo refrigeracion 7 o 18 °C por 4 o 8 dias. Cada punto representa la media de cinco

observaciones y su error estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican

diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

La firmeza de los frutos testigo fue de 85.62 N en madurez fisioldgica; posteriormente la

firmeza disminuyo entre 98.85 y 99.25 % después de 2-4 d (Figura 3 A). Se ha reportado

que la firmeza de sus frutos de saramuyo disminuye 96.39 %; al momento de su cosecha es
de 107.9 N y de 3.9 N después de 4 d (Bolivar et al., 2009). Los frutos almacenados a 18 °C
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por 4 y 8 d presentaron una firmeza de sobre maduracion al salir de la baja temperatura con
valores de 2.97 y 0.46 N, posteriormente estos valores disminuyeron 78.27 y 74.25 %, se
detectaron diferencias estadisticas (P < 0.05) en el almacenamiento de 8 d, con respecto a
los frutos testigo. Los frutos refrigerados a 7 °C por 4 y 8 d mostraron mayor firmeza al salir
de la refrigeracion que los frutos testigo, con valores de 95.54 y 107.34 N, posteriormente
los valores disminuyeron 99 % después de 4 dias al ambiente, estas diferencias no fueron
significativas (P < 0.05) comparados con los frutos testigo. La disminucion de la firmeza
puede deberse a una menor actividad de las enzimas a bajas temperaturas que son
responsables de la degradacion de la celulosa y otras sustancias pécticas (Espinosa et al.,
2013).

Los frutos testigo mostraron valores iniciales de solidos solubles totales (SST) de 6.6 °Brix,
posteriormente los valores se incrementaron a 20.1 °Brix y disminuyeron a 12.9 °Brix
después de 2 - 4 d (Figura 3 B). En saramuyo se han reportado valores maximos de SST de
29.77 °Brix en frutos provenientes de Sudan (Mohammed et al., 2019). Los frutos
almacenados por 4 d a 18 y 7 °C mostraron valores méximos de 16.2 y 17.7 °Brix, mientras
que los almacenados por 8 d a 18 y 7 °C obtuvieron valores maximos de 15.8 y 17.7 °Brix
(Figura 3 B); no se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a los frutos
testigo. La hidrdlisis de almidon, sacarosa, pectinas y otros compuestos solubles como los
acidos orgéanicos o aminoécidos no fueron afectados por la refrigeracion. Venkatram vy
Bhagwan (2013) reportan incrementos desde 20.9 a 25.5 °Brix después de refrigerar a 15 °C
por 10 dias, frutos de saramuyo ‘Balanagar’; mientras que, Vishnu et al. (2000) indican en
frutos de saramuyo del mismo cultivar expuestos a bajas temperaturas (15 y 10 °C)
diferencias significativas comparados con el grupo testigo (25 °C). Estas diferencias se
deben principalmente a la zona geografica del cultivar y a las condiciones de

almacenamiento utilizadas por los diferentes autores.

La acidez titulable (AT) de los frutos testigo fue de 0.26 % después de la cosecha,
posteriormente disminuy6 a 0.20 % e incrementd a 0.25 % (Figura 3 C). Se ha reportado en
saramuyos provenientes de Sudan incrementos en la AT de los frutos de 0.24 a 1.39 %
después de 9 d de almacenamiento (Mohammed et al., 2019). En contraste, Lugwisha et al.
(2016) reportaron un descenso de AT de 0.28 a 0.12 % en saramuyos de Tanzania, lo cual
es atribuido a que los &cidos fueron utilizados para procesos de respiracion. Los frutos
expuestos a temperaturas de 7 °C por 4 y 8 d mostraron valores maximos de 0.31 y 0.26 %,

mientras que los frutos refrigerados a 18 °C por 4 y 8 d presentaron valores maximos de 0.25
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y 0.30 %; sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (P < 0.05) con respecto a
los frutos testigo. Lo que sugiere que este parametro de la maduracion no fue afectado por

las bajas temperaturas.

El contenido de fenoles totales en los frutos testigo fue de 65.62 mg EAG 100 g pulpa,
posteriormente los valores disminuyeron a 33.20 mg EAG 100 g* pulpa, finalmente se
observé un incremento a valores de 47.52 mg EAG 100 g™* pulpa después de 4 d (Figura 3
D). Se ha reportado en cultivares de saramuyo provenientes de Egipto un contenido de
fenoles totales entre 1.60 y 9.67 mg EAG g™ peso seco (Shukry et al., 2019). Los frutos
almacenados por 4 d a 18 y 7 °C mostraron un aumento y un posterior descenso en el
contenido de fenoles totales al ser expuestos al ambiente. Los frutos almacenados por 8 d a
7 °C presentaron un incremento después de dos dias al ambiente; mientras que, los frutos
almacenados por 8 d a 18 °C mostraron un incremento al salir de la baja temperatura (Figura
3 D). En estudios recientes se ha detectado que la acumulaciéon de fenoles como &cido
clorogénico, epicatequina, procianidina y quercetina en la epidermis del fruto de manzana

es una respuesta al estrés por frio (Cainelli y Ruperti, 2019).

El contenido de vitamina C en los frutos testigo fue de 91.64 mg EAA 100 g* p.f. después
de ser cosechados, posteriormente el contenido disminuyd a 58.92 mg EAA 100 g* p.f.
después de 2 d, seguido de un ligero incremento a valores de 65.21 mg EAA 100 g p.f.
después de 4 d (Figura 3 E). Mohammed et al. (2019) reportaron en frutos de saramuyo que
el contenido de acido ascorbico disminuye de 31.22 a 17.64 mg/100 mL después de 9 d a
temperatura ambiente (26 °C). Los frutos con almacenamiento por 4 d a 18 y 7 °C mostraron
una disminucion constante en el contenido de vitamina C al ser expuestos al ambiente.
Mientras que, los frutos almacenados por 8 d a 18 y 7 °C obtuvieron incrementos al
abandonar las bajas temperaturas y sélo los frutos refrigerados a 7 °C obtuvieron descenso
posterior en el contenido de acido ascorbico. No se detectaron diferencias significativas con
respecto a los frutos testigo (P <0.05) (Figura 3 E). Estos incrementos de Vitamina C durante
la baja temperatura y posterior descenso se han observado en frutos refrigerados (20, 15 y
10 °C) de saramuyo ‘Balangar’, con una mayor disminucion de acido ascorbico en frutos

que mostraron sintomas de dafios por frio (10 °C) (Vishnu et al., 2000).

70



T T T T T T T 25 T T T T T T T 0.4 T T T T T T T
—@- 26°C (ab) DMS 3.38
140 - _O— 18°C/4d (be) A- : B DMS 0.03 C
M- 7°C/4d (a)
—B- 18°C/8d (c) | i
120 | = 20
—A— 7°C/8d J(a) Z
£ __03f i
100 13 S
= T 157 1o
~ [e] o
< 80 1 + ©
§ 3 2
_Q —
= 60 i = 10 + E g 0.2 1
L o S
@ S
8 <
40 12
3 sr -@— 26°C (@) -@— 26°C (ab)
0 | —-O— 18°C/4d (a) —O— 18°C/4d (b)
- 7°C/4d (a) 01r M 7°C/4d (a) ]
DMS 27.85 —=- 18°C/8d (a) —- 18°C/8d (a)
0L ] 0 -| 1 TA_|7°CE/8(|j (a|)- 1 1 _|A_ |7 OC|/8d| (a|b)
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
120 T T T T T T T 140 T T T T T T T ,
D DMS 12.2 E DMS 16.72 Dias
I~
% 100 | i g 120
o =
L o
g’ S 100 .
8 80 B 8
w <
o 60 |- 1 0
()]
= 60 F 4
z £
T 4f 19
=) £ 4+t i
8 -e-2°C () | § @ 26°C  (abe)
2 ol —O— 18°C/4d (b) | = —O— 18°C/4d (bc)
> 20t i
Lﬂﬁ - 7°C/4d (a) M- 7°C/4d (a)
—5— 18°C/8d (ab) —5- 18°C/8d (c)
[ 1 _|A_ |7 C}C|/8d| (bn) ouw L _+_ 7'°C/'8d' (ab)
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Dias Dias

Figura 3. Cambios en firmeza (A), sdlidos solubles totales (B), acidez titulable (C) fenoles totales (D) y
vitamina C (E) en frutos de saramuyo almacenados a temperatura ambiente (26 °C) o bajo refrigeracion 7 0 18
°C por 4 o 8 dias. Cada punto representa la media de cinco observaciones y su error estandar. Letras dentro de
los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey

(0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

En los frutos testigo, la actividad antioxidante inicial evaluada por el método de DPPH fue
de 117.34 mg EAA 100 g* p.f. seguido de una disminucion a valores de 64.65 mg EAA 100
gt p.f. durante su maduracion (4 d) (Figura 4 A). Akomolafe y Ajayi (2015) mencionan que
la capacidad para atrapar el radical DPPH podria estar relacionado con la actividad fendlica,
gue son capaces de atrapar radicales libres. En los frutos refrigerados a 7 °C por 4 d, la
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actividad antioxidante se mantuvo constante al transferirlos al ambiente, se detectaron
diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a los frutos testigo (Figura 4 A). Mientras
que, en los frutos almacenados a 18 °C por 4 y 8 d, la actividad antioxidante se incrementd
después de exponerlos al ambiente (Figura 4 A). Estos incrementos son similares a los
reportados por Balois-Morales et al. (2019), quienes sugieren que el incremento inicial se
debe a una alta actividad metabdlica y el periodo climatérico, ademas de la mayor

concentracion de acido ascérbico durante la cosecha.

Los frutos testigo mostraron una actividad antioxidante inicial por el método de ABTS de
210.62 mg EAA 100 g™ p.f., seguido de una disminucion constante a valores promedio de
123.68 mg EAA 100 g p.f. durante la maduracion de los frutos (4 d) (Figura 4 B). Huang
et al. (2007) describen que la disminucién del radical ABTS podrian estar relacionado con
el descenso de los compuestos fenolicos durante el final de la maduracion de los frutos. Los
frutos almacenados por 4 d a 18 °C presentaron un ligero incremento y posterior descenso
en esta actividad; mientras que los frutos refrigerados por 4 d a 7 °C mostraron un ligero
descenso al abandonar la baja temperatura (Figura 4 B). Los frutos almacenados por 8 d a
18 y 7 °C mostraron un incremento en la actividad antiradical ABTS al transferir los frutos
al ambiente (Figura 4 B) En otras anonéaceas, el aumento en la actividad de este radical se
observo después de una exposicion de los frutos a bajas temperaturas (15 °C por 4 d) (Balois-
Morales et al., 2019) como respuesta a una reaccion producida por el rompimiento celular.
El andlisis estadistico no detect6 diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos

de refrigeracion y el tratamiento testigo.

Los frutos testigo mostraron una actividad antioxidante inicial de 156.59 mg EAA 100 g
p.f., seguido de una disminucion constante a valores promedio de 93.75 mg EAA 100 g p.f.
durante la maduracion de los frutos (4 d) (Figura 4 C). Vasco et al. (2008) reportan
actividades antioxidantes por el método de FRAP de 23 + 6 umol equivalentes a Trolox g
en chirimoyas provenientes de Ecuador. Los frutos almacenados por 4 d a 18 y 7 °C
mostraron un incremento y posterior descenso en la actividad antioxidante al exponer a los
frutos al ambiente. Los frutos almacenados por 8 d a 18 y 7 °C mostraron un incremento
constante en la actividad antiradical después de exponer los frutos al ambiente (Figura 3).
Solo los frutos refrigerados a 7 °C por 4 d mostraron diferencias significativas (P < 0.05)
con respecto a los frutos testigo. Frutos de guanabana refrigerados a 15 °C por 4 d, al
exponerlos al ambiente (22 °C) la actividad de FRAP disminuyé en la seleccion G1 y

aumento en la seleccion G2; sin embargo, ninguna seleccion presenté dafios por frios
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(Balois-Morales et al., 2019). Diversos autores mencionan que los compuestos antioxidantes

son sintetizados en respuesta al estrés generado por las bajas temperaturas (Chongchatuporn
et al. 2013, Somogyi et al., 2007).
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Figura 4. Actividad antioxidante DPPH (A), ABTS (B), y FRAP (C) en frutos de saramuyo almacenados a
temperatura ambiente (26 °C) o bajo refrigeracion 7 o 18 °C por 4 o 8 dias. Cada punto representa la media de
cinco observaciones y su error estandar. Letras dentro de los paréntesis diferentes entre tratamientos, indican

diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

Los frutos testigo mostraron incrementos en el contenido de proteina, con valores de 8.4 mg
g! p.s. después de dos dias a temperatura ambiente (Figura 5 A). Shukry et al. (2019)
reportan valores de proteina de entre 0.73 y 1.41 mg g* de peso fresco en cultivares de
saramuyos provenientes de Egipto. Los frutos almacenados por 4 d a 18 y 7 °C mostraron
incrementos a valores de 9.06 y 6.26 mg g* p.s. después de dos dias al ambiente,
posteriormente el contenido de proteina soluble disminuyo después de cuatro dias al
ambiente, no se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a los frutos
testigo. Los frutos almacenados por 8 d a 18 y 7 °C mostraron valores maximos de 3.99 y
6.39 mg g* p.s. después de dos y cuatro dias al ambiente (Figura 5 A). Los frutos
almacenados por 8 d a 18 °C mostraron diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a
los frutos testigo. Zhou et al. (2015) mencionan que el bajo contenido de proteina en frutos
refrigerados puede ser atribuido al descenso en la tasa metabdlica, originada por los

tratamientos de bajas temperaturas.

73



Los frutos testigo presentaron incrementos de la actividad de CAT a valores de 3542.71 UAE
mg g de proteina (Figura 5 B). Shukry et al. (2019) reportan actividad enzimatica de CAT
de entre 11.35 y 18.65 mmol H20, min* g de peso fresco en cultivares de saramuyos
provenientes de Egipto. Los frutos refrigerados a 7 °C por 4 y 8 d mostraron un incremento
en la actividad de CAT a valores de 3888.28 y 2971.5 UAE mg g™ de proteina después de
dos dias a temperatura ambiente, posteriormente los frutos disminuyeron su actividad
enzimatica (Figura 5 B). Los frutos refrigerados a 18 °C por 4 d incrementaron
constantemente la actividad de CAT después de cuatro dias al ambiente; mientras que, los
frutos refrigerados a 18 °C por 8 d disminuyeron su actividad de CAT después de dos dias
al ambiente. No se presentaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos de
refrigeracion y el tratamiento testigo. En saramuyo se ha reportado que la actividad de CAT
disminuye gradualmente durante el almacenamiento de frutos colocados en cajas envueltas
con polietileno a 15 °C con 90 % HR durante diez dias de almacenamiento (Yiwei Mo et al.,
2008). Mientras que en otros frutos como mamey sapote (Pouteria sapota) and pitahaya
(Hylocereus undatus) después de ser refrigerados y expuestos al ambiente la actividad de
esta enzima puede incrementar o mantenerse estable (Alia et al., 2005; Balois-Morales et al.,
2008). Estas diferencias se deben principalmente a la especie, tiempos de cosecha y

condiciones de almacenamiento.

La actividad de SOD de los frutos testigo disminuyd constantemente de valores de 5.19 a
1.59 UAE mg g de proteina, después de 4 d (Figura 5 C). Los frutos almacenados por 4 d
a 18y 7 °C, presentaron un descenso seguido un incremento en la actividad de SOD después
de 4 d al ambiente (Figura 5 C). Esta actividad de SOD es similar a lo reportado por Yiwei
Mo et al. (2008) en frutos de saramuyo con refrigeracion de 15 °C con 90 % HR, donde se
observo que la actividad de SOD se incrementa después de cuatro dias seguido de un
descenso después diez dias. Los frutos almacenados por 8 d a 18 y 7 °C disminuyeron la
actividad de SOD después de abandonar la refrigeracion y de dos dias al ambiente,
respectivamente; no existieron diferencias significativas de los tratamientos de refrigeracion
(P < 0.05) comparados contra el grupo testigo (Figura 5 C). Una disminucion en las
actividades de SOD y CAT durante la maduracion se puede contribuir a la acumulacién de
superdéxido y peroxido de hidrogeno, resultando en el incremento del estrés oxidativo
(Rogiers et al., 1998). Por otra parte, podemos asumir que el incremento en la actividad de
SOD a bajas temperaturas es debido a la accion de esta enzima para conferir proteccion e

integridad a la membrana celular.
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Los frutos testigo mostraron una disminucion constante en la actividad de PFO de valores
de 140.53 a 61.09 UAE mg g* de proteina desde su recoleccion hasta su maduracion (Figura
5 D). En frutos de saramuyo provenientes de la India se ha reportado un incremento en la
actividad de PFO al evaluarlos durante seis dias a temperatura ambiente (25-27 °C) (Vyas et
al., 2015). La PFO presenta un papel importante en el pardeamiento de las frutas que es el
principal problema en la vida Util del saramuyo. Los frutos almacenados por4da 18y 7 °C
mostraron un aumento en la actividad de PFO al ser transferidos a temperatura ambiente. En
frutos de guanabana se ha reportado que la actividad de PFO incrementa después exponerlos
a bajas temperaturas (15 °C), mismo incremento en esta actividad enzimatica se observé en
los frutos testigo (22 °C) (Jiménez et al., 2017). Los frutos almacenados por8da 18y 7 °C
presentaron una tendencia lineal en la actividad de PFO con valores de entre 77.02 y 78.79
UAE mg g de proteina no existieron diferencias significativas (P < 0.05) de los tratamientos

de refrigeracion comparados contra el tratamiento testigo (Figura 5 D).

Los frutos testigo presentaron un incremento en la actividad de POD con valores de 119.35
a293.75 UAE mg g de proteina (Figura 5 E). En saramuyo se ha reportado un incremento
durante seis dias al ambiente seguido de un descenso en la actividad de POD (Yiwei Mo et
al., 2008). La enzima POD cataliza la oxidacion de fenoles a quinonas, produciendo colores
marrones; sin embargo, esta accidn puede degradar a las EROs (Chen et al., 2016). Los frutos
refrigerados por 4 d a 18 °C disminuyeron su actividad al exponerlos al ambiente. Caso
contrario ocurrié con los frutos almacenados por 4 d a 7 °C y los almacenados por 8 d a 18
y 7 °C debido a que incrementaron significativamente (P < 0.05) su actividad de POD al ser
removidos de la baja temperatura. Reportes indican al almacenar frutos a bajas temperaturas
y su posterior transferencia al ambiente, existen incrementos en la actividad de POD estan
relacionados con el estrés oxidativo, que causa liberacion de POD al citoplasma (Alia et al.,
2005; Balois-Morales et al., 2019; Martinez-Damian et al., 2013).
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Figura 5. Proteina soluble (A), catalasa (B), superdxido dismutasa (C), polifenoloxidasa (D) y peroxidasa (E)
en frutos de saramuyo almacenados a temperatura ambiente (26 °C) o bajo refrigeracién 7 0 18 °C por 4 0 8
dias. Cada punto representa la media de cinco observaciones y su error estandar. Letras dentro de los paréntesis
diferentes entre tratamientos, indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (0.05). DMS:

Diferencia minima significativa.
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CONCLUSION

La refrigeracion a 7 y 18 °C no inhibe los procesos de maduracion en el saramuyo, la
respiracion se incrementa, la produccion de etileno aumenta en los frutos refrigerados a 18
°C, los frutos expuestos por 8 d a 7 °C se maduran, aunque de manera irregular. El
metabolismo de fenoles se incrementa bajo estas condiciones. Sélo la actividad de POD se
incrementa. Es posible, que especificamente los frutos provenientes de esta region

manifiesten mayores indicadores del dafo por frio si se almacenan a temperaturas mas bajas.

CONCLUSIONES GENERALES

En los frutos de guandbana y chirimoya, las temperaturas de 11 y 4 °C presentaron sintomas
visuales de dafio por frio como una disminucion en la acidez titulable y vitamina C, asi como
incrementos en la actividad antioxidante. Se presentd una menor respiracion y produccién
de etileno en los frutos de guanabana y en los frutos de chirimoya so6lo se obtuvo una menor
respiracion. En los frutos de guanabana se observaron pocos cambios en los parametros de
color y en los frutos de chirimoya se visualizd pardeamiento y endurecimiento de la
epidermis. Finalmente, en los frutos de saramuyo no se observaron sintomas de dafio por
frio en la temperatura de 7 °C, debido a que presentaron pocas diferencias significativas con
respecto a los frutos testigo. Mientras que, los frutos almacenados a 18 °C, no se retrasa la
maduracion de los frutos, debido a que al salir de las bajas temperatura se encontraron

senescentes.
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ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

IRAN ALIA TEJACAL | Fecha:2021-12-14 12:13:50 | Firmante
mPLwLv4m3D+Xcud3CtI9Lmzreiyl4wcuMba+WjIxoj3CBE6rAjrSgRQ+X5ZdcA14tr6BIL/HpLR2pXISGUv+SkfC/efRYsnv/aSex65bexFDk30B+biPb1VGh4VvIKAThitdsLY/GJ8E
41G3gaitwkJH4zW1UG8pUVKPcybLQ8gzs9+{/NKR/YLuAvzN/DpqUT+wlJCKvopmwpcUFWOARV/iJ4q7IBF1QBPpj0j2ku2b+Jkq04dy/ggKIDegRUR YwvCO8PUREGPGj/qIHMgEaV
4L6BOR+4dgnhthNBBwWv2iN2Rz0S7¢/pbKIbFODVWY SGWYRO0zytXJTWovRhCIQdw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

vXjlgSPhk

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/LozsbSnGaoVIwnngh3RICSA85bOex9U
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Lozsb5nGaoVIwngWmh3RlCSA85b0ex9U

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 14 de diciembre de 2021.

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

F.\CI.]'LT.-\D DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
CARACTERIZACION FiSICO, QUIMICO Y FISIOLOGICO DEL DANO POR FRIO EN FRUTOS
DE TRES ESPECIES DE Annonaceae que presenta el M. en C. OLIVER MONARRES CUEVAS,
mismo que fue desarrollado bajo la Codireccién del DR. IRAN ALIA TEJACAL y la DRA. GLORIA
ALICIA PEREZ ARIAS, y que servird como requisito parcial para obtener el grado de DOCTOR
EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo
que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites necesarios

para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DR. MANUEL DE JESUS SAINZ AISPURO
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx — W




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MANUEL DE JESUS SAINZ AISPURO | Fecha:2021-12-14 17:44:02 | Firmante
fMSSzOaFW295WU2S544310jboyD+UZgKyzKHCwSV+/MC535vuUPbCIXMEQfIWdZNcbGTC849Mfwygwbwx1N1gGtRu5b7hib3vU1EWfdq3K+ZQsHPMKLQ7eixWV7i0091B1ImU
K3PvigDYW7MPDL5yJ6q0u6HtPkZ9+1S1Y0r2xuN5rhzM7zEQqThQJBmpDBDWJi0eQTIIBNVhRbCINXbku/RrWTrO453wWf8GATeWP9h9FJaNXm1PTAzt4fykDgAiiuOwWOCcFNZv

8eSQnSI2PhkU693IgQWWTiBTzqVbPALIQzZtx2AYMPFXXKIXIf1Zhb9Zr4eubjOk68HLtferPNS5A==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

owqsrNblz

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/zCjsO9cA0f21dFqjA6tqyBn65p75qEOr
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/zCjsO9cA0f2IdFqjA6tqyBn65p75qE0r

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 14 de diciembre de 2021.

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

F.\CI.]'LT.-\D DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
CARACTERIZACION FiSICO, QUIMICO Y FISIOLOGICO DEL DANO POR FRIO EN FRUTOS
DE TRES ESPECIES DE Annonaceae que presenta el M. en C. OLIVER MONARRES CUEVAS,
mismo que fue desarrollado bajo la Codireccién del DR. IRAN ALIA TEJACAL y la DRA. GLORIA
ALICIA PEREZ ARIAS, y que servird como requisito parcial para obtener el grado de DOCTOR
EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo
que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites necesarios

para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx — W




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

PORFIRIO JUAREZ LOPEZ | Fecha:2021-12-14 12:59:13 | Firmante
bUWMLUQjs8rxUMy+OGEITzHIC5m5zppaDMP50v7EbVD14zZQnTh2KVUHX76KXwdj4YEtZ/hBSbYgORPAInhgbwJTxhNci3geGKGGelmMKayLVVWLGW3dv4QY 1nxvAM4qVi
SO0Fz9ynODUR(dix3IXhf6tcKQLiWb9Z2bHoCge/VhR1Gx+vKOv1cblglLGWFkvO+PZWzovXHjN/5MJIZk1PIliISWIGq93HYyQMOVUmMJI5DZirYBc6fXQUBMJIAN+B+KxMzgtgafmWpfF
MjXtOPtGToBCcDYKro75eqK0k/qrd0jfZoO0ymCz58Kz2J8wckc7D7ITT2pULY VyI8L5baljXMUg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

NjlI7uGYCP

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ddWjL9HDV75sFfqZ2AiF4gwudbjL5qvw
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ddWjL9HDV75sFfqZ2AiF4gwudbjL5qvw

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 14 de diciembre de 2021.

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

F.\CI.]'LT.-\D DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
CARACTERIZACION FiSICO, QUIMICO Y FISIOLOGICO DEL DANO POR FRIO EN FRUTOS
DE TRES ESPECIES DE Annonaceae que presenta el M. en C. OLIVER MONARRES CUEVAS,
mismo que fue desarrollado bajo la Codireccién del DR. IRAN ALIA TEJACAL y la DRA. GLORIA
ALICIA PEREZ ARIAS, y que servird como requisito parcial para obtener el grado de DOCTOR
EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo
que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites necesarios

para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DR. VICTOR LOPEZ MARTINEZ
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx — W




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

VICTOR LOPEZ MARTINEZ | Fecha:2021-12-15 10:18:19 | Firmante
cUMQkR48DkUbXSYfIVuxZPCC7H7eOwZG+772bUrmc36rc9clczGZI28ySh9CyaDEHP2pjc7NAydPgW92CkoH7hcvRW9z04JyKQ/6YbkBa2/wHmIOIhOfxQpbOqpv4+zZ3sDUH
EQoOxWHJUjafTQz40YZsoa30BUBdk041gH91Yp06buEWNEYob3Dce7P6Kw/DUGNYE3pgsw320ybdtwFNEKGEmfYbSoqYxZ5N9hDpSLBPXtxuexJbTaBXkbOwkyH+jup+fA8Z
DMtQ/2KZgoWvi7Ea6ls6 TBnmOAG+ank0/hyiOKHJI+vytNQgw1EHUAWNVAXpOmKpAi8KPatgY6b0OA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

CZ3YOOFI6

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hDYH5VYmWdkqo3yWC6uwrFPB23PK16Hn
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hDYH5VYmWdkqo3yWC6uwrFPB23PK16Hn

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 14 de diciembre de 2021.

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

F.\CI.]'LT.-\D DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
CARACTERIZACION FiSICO, QUIMICO Y FISIOLOGICO DEL DANO POR FRIO EN FRUTOS
DE TRES ESPECIES DE Annonaceae que presenta el M. en C. OLIVER MONARRES CUEVAS,
mismo que fue desarrollado bajo la Codireccién del DR. IRAN ALIA TEJACAL y la DRA. GLORIA
ALICIA PEREZ ARIAS, y que servird como requisito parcial para obtener el grado de DOCTOR
EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo
que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites necesarios

para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DRA. LIZETTE LILIANA RODRIGUEZ VERASTEGUI
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx — W




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

LIZETTE LILIANA RODRIGUEZ VERASTEGUI | Fecha:2021-12-14 15:40:58 | Firmante
Vv216sr9XKHNCphP8WESTXWck/3KFHfsCgkUgnzdIlIXOsva9ALnVC6VzBjg/EaKEXAqoIJmWKeQROpUav0lQaoGmCLdIbJe2kWTrXx5Sn3+xSA0JUVt7E+FewpAPB6LBBNVJ+1
zIUD7gR80160+ZqPx3st83s9/ruY ZMXpK9TM+cZKUoLVThJI50BZU1Fn9eCoXaZxull5D50AAZimSah+d++cNZ6GsdJ755uJAELPNDPagDCEa2taX8Ke5UsS1m2bq97ZSizpD7g
AjpLJae0PzED6YjMS/PS89sNdpEIryCpFgPxg4Y03EyGmiZO5HssAmM92+RrUitobr3AgyzdjQQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

mXVi8ktéw

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/cYVGEkumeGSyPQLpHsm3yJMJmeANb
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/cYV6EqklwFm65yPQLpHsm3yJMjpTmANb

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 14 de diciembre de 2021.

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

F.\CI.]'LT.-\D DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
CARACTERIZACION FiSICO, QUIMICO Y FISIOLOGICO DEL DANO POR FRIO EN FRUTOS
DE TRES ESPECIES DE Annonaceae que presenta el M. en C. OLIVER MONARRES CUEVAS,
mismo que fue desarrollado bajo la Codireccién del DR. IRAN ALIA TEJACAL y la DRA. GLORIA
ALICIA PEREZ ARIAS, y que servird como requisito parcial para obtener el grado de DOCTOR
EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo
que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites necesarios

para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DR. SALVADOR VALLE GUADARRAMA
Comité Evaluador

C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx — W




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SALVADOR VALLE GUADARRAMA | Fecha:2021-12-15 09:46:10 | Firmante
GMWnBkf8RbgN+EUXh+G6x8/z2cGh/4Fj8Xazo4X0iwQ+1jxvm9/FINEOKwWEF5WX+EFjEk2y8DFIU/XZ/AYsDCc5CLHGsO0ViIEAVC782Ra222W/tPAfy2SG1W/pYBKNRcDMIGOYA
CgnO8maOuOH6xB6XsyNFONKkm8yS+c3ldmIGzMufiBksWg6LNHUC8buleOe TIGM6/gsXBZWzzmOx61ybnINAGZIVnYyDY axtirt8r4jGIx0i91tQUagj0Dehy 7ripAA/6aoNOyxPDX+M
IC+t9VxdfVZ/SKkmetVL7IbSN7KwGV10aUaccddk/FQjKUH8dLDTHeoqPLe8cjSDoDRRFA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

OE2jLXyYQ

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/IB7peNPnR70ufzA8qn8t92Cx7wkrWw8Dq
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/lB7peNPnR7OufzA8qn8t92Cx7wkrW8Dq

