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Resumen y abstract IX

Resumen

Considerando la necesidad de favorecer el mercado de exportacion transcontinental de
la gulupa (Pasiflora edulis Sims), se hace indispensable estudiar el uso de tecnologias
poscosecha que permitan prolongar la vida posrecoleccién del fruto para alcanzar dichos
mercados. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de las bajas
temperaturas de almacenamiento sobre la fisiologia de los frutos de gulupa en diferentes
estados de madurez. Para lo cual se estudiaron dos estados de madurez (50% y 75%
de color purpura en céscara) y mediante un disefio factorial completamente al azar,
fueron evaluados ante los factores temperatura (4+2, 8+2 y 18+2°C) y empaque. Se
midié la respuesta durante el almacenamiento de parametros fisiolégicos, bioquimicos y
fisicoquimicos. Se encontré que las respuestas fueron semejantes entre los dos estados
de madurez evaluados. Los frutos almacenados sin empaque, sufrieron dafio por frio a
temperatura de 4°C evidenciado en la alta tasa de pérdida de peso, y el rapido
arrugamiento de la cascara. De manera que el almacenamiento a 4°C es inadecuado,
pero con el uso de atmésferas maodificadas se provee un alivio al dafio por frio. La alta
tasa de pérdida de peso y la rapida deshidratacion que afecta la apariencia del fruto
pueden ser indicadores del dafio por frio en frutos de gulupa. Los contenidos de
azucares y las actividades de catalasa, peroxidasa y poligalacturonasa en los frutos con
50% de madurez a 4°C en empaque Control, sugieren la susceptibilidad de estos frutos
frente a las bajas temperaturas.

Palabras clave: maduracion, poscosecha, almacenamiento, CAT, POD, azlcares,
acidos organicos
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Abstract

Considering to improve the transcontinental market of purple passion fruit (Passiflora
edulis Sims) it is necessary to study the use of postharvest technologies to increase the
postharvest life of the fruit in order to reach that market. The aim of the present research
was to evaluate the low temperature storage effect on purple passion fruit physiology at
different ripe stages. Fruits at two ripening stages (50% and 75% purple rind) were
subjected to a random factorial design to evaluate storage temperature (4°C, 8°C and
18°C) and package. The evolution of physicochemical, biochemical and physiological
parameters was follow during storage. It was found similar behavior between the two
ripening stages evaluated. During storage without plastic film, it was found chilling injury
at 4°C manifested by the high weight loss rate and the fast shriveling of the rind.
Therefore, storage at 4°C is inadequate, but using modified atmospheres alleviate chilling
injury. High weight loss rate and dehydration affecting external appearance could be
considered as indicator of chilling injury in purple passion fruits. Sugars contents and
catalase, peroxidase and polygalacturonase activities in 50% maturity stage fruits stored
at 4°C in Control film, suggest its susceptibility at chilling temperatures.

Keywords: ripenning, postharvest, storage, CAT, POD, sugars, organic acids
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Introduccioén

La familia Passifloraceae, esta representada por plantas trepadoras que trepan mediante
zarcillos, aunque existen algunas especies de habito arb6reo o arbustivo, cuyos frutos
son principalmente de tipo baya (Hernandez & Bernal 2000). Esta familia tiene
distribucion pantropical y comprende 18 géneros y cerca de 630 especies, de los cuales
el género Passiflora L. es el mas diversificado en la familia con casi 530 especies
(Ocampo et al. 2007). En Colombia, esta familia esta representada por 3 géneros y 167
especies de las cuales el 97% corresponden al género Passiflora, y el 3% restante a los
géneros Dilkea y Ancistrothyrsus (Hernandez & Bernal 2000, Ocampo et al. 2007),
constituyéndose en el pais con mayor riqgueza de especies de la familia Passifloraceae en

el neotrépico (Ocampo et al. 2007).

Las pasifloraceas son una familia promisoria desde varios puntos de vista, entre los que
se encuentran el econdmico y el ornamental, este Gltimo debido a la forma de sus hojas y
a la vistosidad de sus flores (Hernandez & Bernal 2000), que histéricamente fueron
reconocidas como flores de la pasion, y en consecuencia actualmente esta familia y sus
frutos se reconocen como frutos de la pasion (passion fruits). En Colombia, un total de 42
especies de ésta familia producen frutos comestibles, de las cuales nueve son
comercializadas en mercados locales, nacionales o internacionales (Ocampo et al.
2007). Dentro del género Passiflora, la gulupa (P. edulis Sims), junto con la maracuya (P.
edulis fo. flavicarpa O.Deg.), la granadilla (P. ligularis Juss.) y la curuba (P. tripartita var.
mollissima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jarg), representan un valioso recurso genético de la
diversidad colombiana y sus frutos tienen alto impacto en el sector productivo siendo muy

apetecidos para comercializacion nacional e internacional.

La especie Passiflora edulis Sims es originaria de Brasil, pero se introdujo en Colombia
en la década de 1950, en donde se ha naturalizado, encontrandose entre los 1100 y
2750 m.s.n.m. bien sea en estado silvestre o cultivada (Ocampo et al. 2007), siendo

principalmente producida en la regién andina, sobre los 1.800 m.s.n.m. (Angulo 2010). En



2 Introducciéon

Colombia, la cultura de consumo del fruto de gulupa adn estd en sus comienzos, sin
embargo este fruto tiene interesantes perspectivas de mercado, dado que ya alcanza el
40% de las exportaciones colombianas dentro del grupo de las pasiflordceas (Angulo
2010), ademas en la actualidad ocupa el tercer renglén dentro de las frutas exportadas al
mercado europeo después del banano y la uchuva (OCATI S.A., empresa exportadora de
frutas, comunicacion personal 2010), destacdndose que es mayor la importancia y

reconocimiento que tiene la gulupa en el mercado internacional que en el nacional.

El mercado internacional del fruto de gulupa puede ser alcanzado mediante el transporte
aéreo, pero considerando los altos costos de este tipo de transporte, se necesita explorar
una alternativa mas econémica como el trasporte maritimo que puede reducir el costo
inclusive a la mitad, pero con el inconveniente de incrementar el tiempo de transporte. De
manera que para lograr que ésta alternativa sea viable, se necesita prolongar el tiempo
de almacenamiento del fruto de gulupa, ademas de buscar alternativas que disminuyan el
costo del manejo dado que en la actualidad se emplea la pelicula Xtend® como empaque

primario pero su costo es alrededor de 500 pesos por bolsa.

Para alcanzar este mercado internacional, los frutos de gulupa deben tener un manejo tal
gue permita prolongar su tiempo de almacenamiento, entre los cuales el uso de
tecnologias poscosecha como el sometimiento a bajas temperaturas es uno de los mas
ampliamente empleados; sin embargo, se han identificado problemas de manejo
poscosecha como dafios por efecto de bajas temperaturas durante la cadena de
transporte y a temperaturas mas altas la maduracion temprana de los frutos antes de
llegar a su destino, que conllevan a pérdidas debido al rechazo del producto con
sobrecostos en el sector productivo. Aunque es bien conocido que las bajas
temperaturas ayudan a prolongar el tiempo de almacenamiento de los frutos, también se
sabe que los frutos tropicales son susceptibles a dafios por frio, de manera que es
importante estudiar el efecto de las bajas temperaturas sobre los frutos de gulupa y en
particular su respuesta fisiologica, dado que este tipo de investigacién aportara
conocimientos que podrian constituirse en herramientas para el manejo del mismo, Gtiles
para el sector productivo y fortalecimiento de la cadena de comercializacion. Las
principales limitantes para un manejo adecuado cosecha-poscosecha de los frutos de
gulupa se centran en el desconocimiento de indicadores robustos que permitan la

seleccion de los frutos atendiendo su condicion fisiolégica y bioguimica y considerando
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los requerimientos del mercado. Por tal razén, el estudio del efecto de las bajas
temperaturas de almacenamiento sobre la fisiologia y bioquimica de los frutos de gulupa

es un aspecto relevante para el manejo del fruto en condiciones de almacenamiento.

Entre los estudios referenciados en fisiologia del fruto de gulupa (Passiflora edulis Sims),
se han realizado estudios de la caracterizacion de diferentes estado de madurez del fruto
de gulupa, recién cosechados, evaluando pardmetros fisicos como pérdida de peso,
color, densidad, firmeza y tamafio; y quimicos como pH, acidez (ATT), sélidos solubles
totales (SST), indice de madurez, azlcares, acidos organicos y proteinas (Florez et al.
2012, Pinzoén et al. 2007). Y se ha determinado el momento 6ptimo de cosecha del fruto
de gulupa que corresponde a un fruto 40-50% verde y 40-50% purpura (Pinzén et al.
2007) o que puede incluso estar entre el intervalo 50-70% de cascara purpura (Flérez et
al. 2012).

En relacién a la poscosecha del fruto de gulupa, Flérez et al. (2012) han realizado
estudios en frutos de gulupa con madurez del 0% (madurez fisioldgica-90 dias después
de la floracién), 30%, 50%, 70% y 100%, segun el color purpura de la cascara, en los que
estudiaron la respiracion, produccion de etileno, y parametros fisicoquimicos de calidad
(pH, ATT, SST, indice de madurez y color) durante el almacenamiento a temperatura
ambiente, encontrando que la gulupa tiene un patrén de respiracion climatérico, y que el
pico de CO, precede al de etileno. También Kishore et al. (2011) han evaluado
pardmetros de calidad (pérdida de peso, ATT, SST, porcentaje de jugo, azlcares
reductores y no reductores) y atributos sensoriales de frutos de gulupa tras su

almacenamiento a 6, 8, 11 y 25°C.

Adicionalmente, durante la poscosecha de gulupa, Shiomi et al. (1996a) han estudiado la
biosintesis del etileno, estudiando la evolucion del contenido del acido 1-
aminociclopropano 1-carboxilico (ACC) y las actividades de ACC sintasa y ACC oxidasa,
y adicionalmente también caracterizaron la evolucién de los contenidos de glucosa,
sacarosa, fructosa, acido citrico, acido malico y algunos aminoacidos durante el
almacenamiento poscosecha a temperatura ambiental (25°C) de frutos de gulupa, en
estado de madurez en el que inicia el cambio de coloracion a purpura. Shiomi et al.
(1996a) indicaron que los frutos de gulupa, pueden ser transportados en frio al lugar de

venta y alli se puede inducir el cambio de color de verde a morado aplicando etileno.
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Mientras que en otro estudio, durante la poscosecha (25°C) de frutos de gulupa en
distintos estados de madurez entre 40-90 dias después de la floracion, Shiomi et al.
(1996b) evaluaron la tasa respiratoria, produccién de etileno, pérdida de peso, SST y
ATT.

Con respecto al uso de tecnologias poscosecha para la aplicacion en gulupa, se han
desarrollado estudios con el uso de empaques con peliculas plasticas y refrigeracion.
Entre estos, se ha evaluado el uso de empaque comercial Xtend® durante el
almacenamiento en refrigeracion y a temperatura ambiental, estudiando paradmetros de
calidad fisicoquimicos (pérdida de peso, textura, color, ATT, SST), contenidos de &cidos
organicos y de azucares, tasa de respiracion, y produccién de etileno (Castellanos-
Espinosa 2010, Diaz et al. 2012). Adicionalmente también se ha reportado el desarrollo
de empaques especialmente disefiados para la gulupa, con propiedades antiempafiantes
y antimaduracion denominados Makropol F y Makropol M respectivamente, que se
probaron sensorialmente en frutos con 70-80% de madurez provenientes del
Departamento de Cundinamarca y en condiciones de almacenamiento a 8°C (Martinez
2010, Gutiérrez 2010). De manera que se ha reportado que el empaque Makropol M,
presenta una alternativa mas econémica y de origen nacional al uso del empaque Xtend®

gue es el gue comercialmente ha sido empleado para la gulupa (Martinez 2010).

Por otra parte, otro fruto que esta incluido en la misma especie de la gulupa, pero que
consituye una variedad es la maracuya (Passiflora edulis fo. flavicarpa), la cual ha sido
mas estudiada debido a su mayor reconocimiento. Es posible encontrar reportes de
fisiologia poscosecha y el efecto de tratamientos como empaques, ceras y temperaturas
en maracuya (Arjona et al. 1992, Aular et al. 2001, Gomez 2000, Quesada & Matta 1992).
Ademas, se ha estudiado la actividad de enzimas como pectinmetilesterasa,
poligalacturonasa y celulasa (Aponte & Guadarrama 2003, Menéndez-Aguirre et al.
2006); andlisis de la hidrélisis enzimatica de compuestos responsables del aroma
(Chassagne et al. 1999), tratamientos realizados con etileno (Arjona & Matta 1991).
Gomez (2000) reportdé que la utilizacion de empaque plastico combinado con una
temperatura entre 10 y 12°C, prolonga en un 50% el tiempo de conservacion del
maracuya (30 dias), disminuye las pérdidas de peso y estabiliza la composicién quimica

del fruto.
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Considerando la necesidad de prolongar el periodo de almacenamiento de los frutos de
gulupa, para atender las necesidades de exportacion, es necesario reducir la respiracion
del fruto y su metabolismo, de manera que se retarde el proceso de maduracién y
senescencia y se prolongue el almacenamiento. Para esto se han empleado en
diferentes tipos de frutos técnicas como el almacenamiento a bajas temperaturas y el uso
de empaques que proveen atmosferas modificadas, que utilizados en conjunto son la

técnica mas ampliamente empleada para el transporte maritimo.

Actualmente algunas empresas exportadoras como OCATI han evidenciado que bajo las
condiciones de almacenamiento, transporte y empaque los frutos se maduran o
sobremaduran y sufren dafios antes de llegar a su sitio de destino perdiéndose calidad
del fruto para el consumo (OCATI, comunicacion personal 2010). De manera que
también se hace evidente el desconocimiento de las condiciones de madurez adecuadas
gue le permitan a los frutos de gulupa alcanzar dichos mercados transcontinentales. De
esta manera, y atendiendo a la condicién climatérica de los frutos de gulupa, para el
manejo poscosecha deben considerarse frutos con estados posteriores a la madurez
fisiologica, los cuales puedan alcanzar después de la cosecha los cambios de
maduracién esperados del fruto; pero que sean estados de madurez previos a la
maduracién plena (en la que los frutos ya han desarrollado 100% de color plrpura en la
cascara) para poder hacer un manejo poscosecha. Por lo cual en la presente
investigacion se propuso la evaluacion de los estados de madurez: 50% y 75% de color
purpura en la cascara, considerando que en estudios previos se ha indicado que estos

son estados posteriores a la madurez fisiologica (Fl6rez 2012).

Con la presente investigacion se procuré resolver la pregunta: ¢Como las bajas
temperaturas afectan la fisiologia de los frutos de gulupa después de maduraciéon
fisiolégica?, para lo cual se plante6 como objetivo general evaluar el efecto de las bajas
temperaturas de almacenamiento sobre la respuesta fisioldégica de frutos de gulupa en
diferentes estados de madurez; y como objetivos especificos: |. Establecer el efecto de
las bajas temperaturas en los parametros fisiolégicos y en algunos parametros
bioquimicos de frutos de gulupa, con el fin de determinar cudles de ellos pudieran ser
utilizados como indicadores para manejo del fruto; y Il. Determinar parametros
fisicoquimicos en frutos de gulupa que puedan ser utilizados como herramienta de

monitoreo del efecto de las bajas temperaturas.
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1.Marco teodrico

1.1 Fruto de gulupa

La gulupa pertenece a la especie Passiflora edulis Sims, y se caracteriza por tener frutos
de 4-6 cm de longitud, con exocarpo color parpura y semillas negras (Figura 1-1), que la
diferencian de la maracuyda, que es una variedad dentro de la especie (Passiflora edulis
fo. flavicarpa O. Deg.) la cual tiene frutos de mayor tamafo, con exocarpo amarillo y
semillas de color café oscuro. La parte comestible del fruto de gulupa es el arilo que
rodea las semillas, constituyéndose en la pulpa que se emplea para el consumo fresco, o

para la preparacion de jugos, néctares y postres.

Con el transcurso de la maduracion, el fruto de gulupa cambia el color externo de la
cascara (exocarpo) de verde en estado inmaduro a purpura, y al interior del fruto el arilo
cambia la coloracion de amarillo claro a amarillo intenso o naranja (Orjuela-Baquero et al.
2011 (Figura 1-2)).

Figura 1-1: Fruto de gulupa
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Figura 1-2: Cambios de coloracion del exocarpo y arilo del fruto de gulupa durante la
maduracién. Se indica madurez segun el porcentaje de color parpura en el exocarpo.

Madurez 50% Madurez 75% Madurez 100%

1.2 Maduracion de los frutos

La madurez fisiolégica es el estado de desarrollo del fruto en el cual puede continuar con
su ontogenia aun si es desprendido de la planta (Shewfelt & Prussia 1993), pero es un
concepto distinto al de madurez organoléptica, que esta asociado al estado de desarrollo
del fruto que posee los prerrequisitos para ser empleado para su consumo, y esta
asociado a la satisfaccion de unas propiedades organolépticas determinadas por el
consumidor. Entonces, la maduracion organoléptica es un proceso que en general
comienza durante la etapa final de la maduracién y constituye el inicio de la senescencia,
mediante el cual se desarrollan las caracteristicas de consumo que transforman el fruto
fisioldgicamente maduro en un fruto organolépticamente maduro que es visual, olfativa y
gustativamente atractivo (Wills et al. 1998).

La maduracion es un proceso regulado genéticamente que involucra la activacion de

rutas metabdlicas primarias y secundarias que en conjunto ocasionan eventos
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bioguimicos entre los que se incluyen cambios en el color, acidez, azlcares, textura y
aroma que son cruciales para la calidad sensorial (Bouzayen et al. 2010, Javanmardi &
Kubota 2006, Wills et al. 1998).

La maduracion del fruto se considera como una reorganizacién metabdlica, es decir un
proceso programado, controlado por sefiales hormonales y ambientales, entre las que el
etileno desempefia un rol importante (Bouzayen et al. 2010, Frenkel et al. 1968), en el
cual son sintetizadas las enzimas que conducen al progreso de dicho proceso (Frenkel et
al. 1968).

Los frutos se dividen en climatéricos y no climatéricos seglin su mecanismo de
maduracién, de manera que los frutos climatéricos presentan un fuerte aumento de la
respiracion y un concomitante incremento de etileno que coincide con la madurez
organoléptica, mientras que los frutos no climatéricos no presentan un cambio dramatico
en la respiracién y sus niveles de etileno permanecen bajos (Kader 1992, Payasi &
Sanwal 2010).

En los frutos climatéricos el etileno producido estimula su propia sintesis, mecanismo que
es reconocido como un proceso autocatalitico (Wills et al. 1998). La produccién
autocatalitica de etileno en los frutos climatéricos es percibida por receptores de etileno y
se transduce en una cascada de modo que activa numerosos factores de transcripcion
gue a su vez activan directa o indirectamente numerosos genes blanco, y la accién
acumulativa de estos genes es la que ocasiona cambios en el fruto como la degradacién
de clordfilas, y el desarrollo de pigmentos, el ablandamiento debido a la degradacion de
la pared celular, el desdoblamiento de los almidones que conlleva a la acumulacion de
azucares, la acumulacion de metabolitos secundarios y la producciéon de aroma, entre

otros (Payasi & Sanwal 2010).

1.3 Respiracion de los frutos

La energia que los frutos requieren para mantener su metabolismo, proviene de la
respiracion aerébica, que implica la degradacion oxidativa de sustancias organicas
almacenadas en los tejidos, siendo la glucosa el principal sustrato empleado, aunque

ademas de ésta, los acidos citrico y malico, que se encuentran almacenados en las
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vacuolas, también pueden emplearse como sustratos respiratorios (Wills et al. 1998).

En el fruto, ésta glucosa no se encuentra libre, sino que se encuentra en forma de
carbohidratos de reserva como almiddn o sacarosa, que deben ser degradados a glucosa
y fructosa, las cuales son posteriormente oxidadas mediante la via glicolitica,
produciendo energia en forma de ATP y piruvato, y éste Ultimo a su vez se continua
oxidando en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, de manera que los productos de estas
reacciones son ATP y CO, (Wills et al. 1998). En estas dos vias, también se producen
NADH y FADH, que a su vez se oxidan por fosforilacién oxidativa produciendo mas ATP
y agua, con el consumo de oxigeno (Wills et al. 1998). Asi, que en resumen, por estos
procesos oxidativos que ocurren durante la respiracion, ademas de la glucosa también se
requiere de oxigeno, y se producen dioxido de carbono, agua y energia; y de ésta
energia liberada la mayoria puede emplearse posteriormente en reacciones de sintesis o
interconversiones metabdlicas, pero una pequefa parte es disipada en forma de calor
(Wills et al. 1998).

Mientras los frutos permanecen unidos a la planta, las pérdidas debidas a la respiracién y
transpiracion son compensadas por la savia de la planta que les provee agua y
fotosintatos, pero cuando son cosechados, los frutos continGan obteniendo energia a
partir de la respiracion para mantener su metabolismo, pero las pérdidas asociadas a
este proceso ya no son compensadas, por lo cual los frutos deben empezar a consumir

Sus reservas, y en consecuencia se hacen perecederos (Wills et al. 1998).

1.4 Cambios metabdlicos y bioquimicos durante la

maduracidon y senescencia

Se ha establecido que en el proceso de maduracién ocurren cambios en la velocidad de
la respiracion de los frutos después de cosechados, que demuestran disminuir hasta un
minimo respiratorio para luego observar una elevacion muy subita que constituye el
climaterio respiratorio; éste aumento lleva a los frutos climatéricos a experimentar

cambios en su composicion y propiedades fisicoquimicas.
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En los frutos climatéricos se alcanza la madurez organoléptica después del inicio del
climaterio. Durante la maduracion del fruto, el color cambia de verde a amarillo, naranja,
rojo o purpura segun sea el caso, debido a la degradacion de la clorofila, y a la
simultanea sintesis 0 desenmascaramiento de otros pigmentos como carotenoides y
antocianinas, ademas, se producen cambios en el aroma como consecuencia de la

sintesis de compuestos volatiles responsables del mismo (Wills et al. 1998).

Durante la maduracién, también se degradan carbohidratos poliméricos, de manera que
el almidon se hidroliza en azucares, afectando el sabor como la textura del fruto, y
favoreciendo la palatabilidad por el sabor mas dulce. Por su parte, los acidos organicos
se acumulan durante la maduracion del fruto y después son utilizados como sustratos
respiratorios durante el ripening de los mismos (Maoing et al. 2001), de manera que su
contenido disminuye con el transcurso de la maduracién (Wills et al. 1998) y estos
cambios afectan el sabor del fruto.

Se tienen evidencias de la sintesis de proteinas durante la maduracion, la que conlleva al
incremento del contenido de estas macromoléculas con la maduracion del fruto, ya que
se ha reportado que la aplicacién de "inhibidores de proteinas" afectan la maduracién
(Frenkel et al. 1968), de manera que las proteinas que se sintetizan durante éste proceso
son enzimas que son requeridas para que ocurran los cambios propios del mismo.
Entonces, durante el periodo climatérico, ocurre un incremento en la sintesis de
proteinas en tanto que durante la senescencia hay una degradacién de las enzimas y

disminucion de la actividad metabdlica (Wills et al. 1998).

El sistema antioxidante se encarga de proteger la integridad estructural y funcional
celular mediante la remocidon de especies reactivas de oxigeno, como los radicales
superoxido e hidroxilo y peroxido de hidrogeno, las cuales atacan biomoléculas
ocasionando el deterioro de las membranas, la peroxidacion de lipidos y mutacion en el
DNA, conllevando a disfunciones metabdlicas y estructurales irreparables y finalmente a
la muerte celular. La maduracion y senescencia de los frutos se caracteriza por la
promocién de procesos de dafio oxidativo que contribuyen al deterioro general del
metabolismo, es asi que se ha encontrado que durante la maduracion del fruto se
incrementan la formacion de iones superdxido y la acumulaciébn de peréxido de

hidrégeno, lo cual se expresa en la acumulacion de productos de la oxidacion de
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proteinas y de la peroxidacién de lipidos; de manera que el sistema antioxidante
desempefia un rol importante en los procesos de maduracion y senescencia de los frutos
aportando al balance entre la induccidén de especies reactivas de oxigeno y su remocién
(Jiménez et al. 2002). De manera que durante la senescencia los dafios oxidativos se
pueden acelerar debido a una depresion en los sistemas antioxidantes (Jiménez et al.
2002). El decrecimiento de los sistemas antioxidantes puede resultar en una mayor
acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno y estar entonces implicado en la
maduracién y senescencia del fruto, de manera que la maduracién y consecuente
senescencia del fruto esta acompafiada por un paso progresivo hacia un estado oxidado
(Awad et al. 2011).

Como parte de este sistema antioxidante, se encuentran componentes con actividad
enzimatica como la peroxidasa (POD) y catalasa (CAT), y otros no enzimaticos como los
fenoles y el acido ascorbico. La peroxidasa (EC 1.11.1.7) es una oxidoreductasa que
posee un grupo hemo, la cual oxida las moléculas fendlicas empleando H,O, como
cosubstrato. La POD es una enzima ubicua localizada en numerosos compartimentos

celulares incluyendo el cloroplasto y la mitocondria (Martinez et al. 2001).

En los frutos, los principales tipos de compuestos fendlicos son acidos cinamicos,
catequinas, antocianinas y flavonoles, los cuales son sustancias derivadas de la via del
shikimato y del metabolismo de los fenilpropanoides. Los compuestos fenélicos solubles
se encuentran en la vacuola. Los fenoles pueden actuar como antioxidantes, mediante
numMerosos mecanismos: remocién de radicales libres, donacion de hidrégenos,
disipacion del oxigeno singlete, como sustrato para el ataque por superdxido, o
quelacion de iones metélicos reduciendo la formacion de radicales libres inducidos por la
reaccion de Fenton. Sinembargo, los fenoles también pueden actuar como substratos
para reacciones de oxidacion, como las catalizadas por polifenoloxidasas (PFO) y

peroxidasas (POD) que conllevan al pardeamiento en los frutos (Robards et al. 1999).

Durante la maduracion, los frutos experimentan cambios en la consistencia de sus
tejidos, los cuales son en gran medida debidos al desensamblaje de la pared celular
como consecuencia de modificaciones estructurales de las pectinas, hemicelulosas y
celulosas, que son los carbohidratos poliméricos responsables de la integridad estructural
de la pared celular (Hadfield & Bennet 1998, Goulao & Oliveira 2008, Wills et al. 1998).
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También se presenta reduccion en la adhesion celular por causa del rompimiento y
disolucion de la lamela media, la cual es rica en pectina, lo cual puede ocurrir temprano o
mas tarde en la maduracién dependiendo del tipo de fruto (Brummell & Harpster 2001).
Este desensamblaje se asocia con los Ultimos estados de la maduracion y con el
deterioro del fruto en los estados sobremaduros. De manera que el ablandamiento tardio
y el deterioro de los tejidos se asocia con el desensamblaje de las pectinas que debilita
la integridad estructural de las paredes celulares (Wills et al. 1998).

El desensamblaje de las pectinas estd mediado por la accidén de varias enzimas, entre las
cuales la accion de las poligalacturonasas (PG) ocurre después de los primeros estados
de ablandamiento del fruto, y parece contribuir significativamente a los estados
sobremaduros de ablandamiento y deterioro (Hadfield & Bennet 1998). Las
poligalacturonasas [poli(1—4-a-D-galacturonido)glicanohidrolasas] son enzimas que
catalizan el rompimiento hidrolitico de los enlace galacturdnidos, y pueden ser de tipo
endo(EC 3.2.1.15) o exo(EC 3.2.1.67), el primero rompe el acido poligalacturénico al azar
y a este tipo es al que se refiere usualmente como la PG implicada en la ripening del
fruto, mientras que el segundo remueve Unicamente unidades del 4cido galacturénico del
extremo no reducido del polimero. Sin embargo, ambos tipos de la enzima se encuentra
en los frutos. Los sustrato de PG en la pared celular son fundamentalmente
poligalacturonanos de las pectinas, las cuales son componentes esenciales de las
paredes celulares y son responsables de la firmeza de las asociaciones celulares en los
tejidos y por consiguiente determinan la consistencia del fruto (Protsenko et al., 2010).
De esta manera, la PG patrticipa en la solubilizacién y despolimerizaciéon de poliurénidos
durante la maduracion del fruto y aunque esta accion hace una pequefia contribucion al
ablandamiento del fruto, ésta despolimerizacién de las pectinas debida a la PG no es
suficiente 0 necesaria para que ocurra aun la maduracién y ablandamiento normales de
los fruto (Brummell & Harpster 2001, Goulao & Oliveira 2008).

Hacia los ultimos estados de la maduracién ocurren cambios fisioldgicos relacionados
con la senescencia que conllevan al deterioro de la membrana y a la muerte celular
(Bouzayen et al. 2010). Durante la senescencia, ocurren cambios composicionales que
conllevan a la pérdida de funcionalidad de las membranas, lo cual se inicia con la
disminucion de la fluidez de la membrana, que conlleva a la afectacion de su

permeabilidad, desencadenando entonces la pérdida de iones, y de esta manera, se
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conduce a un incremento de Ca®" en el citosol que activa la accién de las fosfatasas y
fosfolipasas, produciendo acidos grasos libres que son peroxidados por las lipoxigenasas
conllevando a la produccion de radicales libres, los cuales a su vez desencadenan una
oxidacién celular generalizada que ocasiona la descompartimentalizacion celular
incrementando la pérdida de iones, ademas, la peroxidacion a su vez conlleva al
incremento de la formacion de fase gel y con esto acentla la pérdida de funcionalidad de
la membrana (Marangoni et al. 1996).

Dado al incremento respiratorio que se produce después de la cosecha de los frutos, su
deterioro en condiciones ambientales es acelerado, lo cual limita su tiempo de
almacenamiento bajo estas condiciones. De esta manera es adecuado reducir la
respiracion con fines de prolongacion del tiempo de almacenamiento del fruto, para lo
cual se han empleado técnicas como el almacenamiento en bajas temperaturas y el uso

de empaques que provean atmésferas modificadas.

1.5 Efecto de las bajas temperaturas

La temperatura es el factor mas importante durante la poscosecha de los frutos, puesto
gue el metabolismo es afectado por la temperatura, dado que la velocidad de las
reacciones enzimaticas se reduce con la disminucién de la temperatura en el rango
fisiologico (de 0-30°C) (Wills et al. 1998), incluyendo las involucradas en la respiraciéon y
senescencia, y también disminuye la tasa de crecimiento y proliferacion de los
microorganismos (Shewfelt & Prussia 1993). De manera que el almacenamiento a bajas
temperaturas disminuye la tasa de respiracién y la velocidad del metabolismo celular,
retardando los procesos metabdlicos que conllevan a la maduracion y senescencia de
frutos, a su deterioro y por consiguiente pérdida de la calidad de consumo (Imahori et al.
2008, Sevillano et al. 2009, Wills et al. 1998); por esta razén, el almacenamiento a bajas
temperaturas es una técnica ampliamente utilizada para prolongar la vida util de los frutos
después de haber sido cosechados, siendo la herramienta mas efectiva que permite

mantener la calidad y prolongar el almacenamiento de los frutos.

La maduracién organoléptica normal de los frutos, ocurre entre 10 y 30°C, de manera
que el maximo incremento del almacenamiento del fruto se logra a temperaturas

inferiores a este intervalo. En los frutos climatéricos las bajas temperaturas retrasan la
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maduracién organoléptica, reduciendo la produccion de etileno y la respuesta de los
tejidos a este (Wills et al. 1998).

Sin embargo, en frutos tropicales y subtropicales, se ha reportado que estas bajas
temperaturas pueden ocasionar dafio por frio, el cual es un desorden fisiolégico que
ocurre tipicamente a temperaturas por debajo de los 10°C, y por encima del punto de
congelacion de los tejidos (Graham & Patterson 1982, Pérez-Tello et al. 2009). La
extension del dafio es funcién de la temperatura y del tiempo de exposicion a ésta, asi
como de factores genéticos y del estado de madurez del fruto, de manera que el dafio
por frio es mas severo con la exposicion del fruto a temperaturas mas bajas y periodos
de tiempo mas prolongados (Imahori et al. 2008, Lim et al. 2009).

Los primeros eventos a nivel molecular del dafio por frio son aquellos que afectan la
permeabilidad de la membrana, como las alteraciones en la conformacion y estructura de
la membrana celular, encontrandose incrementos en la pérdida de electrolitos y cambios
en la composicion lipidica (Sevillano et al. 2009). Estos cambios en la composicién de los
lipidos de membrana son semejantes a aquellos que ocurren durante la senescencia, y
son los que conducen a la disminucién de la fluidez y de la permeabilidad, que conlleva a
la reduccion de la funcionalidad de la membrana y de las proteinas asociadas a ella,
siendo los mas significativos: la peroxidacion de lipidos, el incremento en el indice de
saturacion de los éacidos grasos y la degradacion de fosfolipidos y galactolipidos
(Sevillano et al. 2009, Marangoni et al. 1996). Durante el dafio por frio ocurre la

formacion de separaciones de fase lateral de las membranas (Marangoni et al. 1996).

Las bajas temperaturas inducen cambios en la estructura celular y alteran procesos
metabdlicos. A medida que la temperatura desciende, las bicapas lipidicas de membrana
cambian su composicion lipidica y su estructura, perdiendo fluidez, de manera que puede
afectarse su integridad y conllevar a la pérdida de gradientes i6nicos y de solutos a
través de la misma (Arafat 2005). En adicién a la pérdida de funcionalidad de la
membrana, las bajas temperaturas también aumentan la produccién de especies
reactivas de oxigeno induciendo el estrés por dafio oxidativo, (Imahori et al. 2008, Lim et
al. 2009, Sevillano et al. 2009), el cual es considerado como la respuesta mas temprana

del tejido sensible al dafio por frio (Imahori et al. 2008), y que ocurre cuando este
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incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno perturba la homeostasis

celular (Sevillano et al. 2009).

Las especies reactivas de oxigeno son formas de oxigeno atmosférico parcialmente
reducidas, que se derivan de su excitacion para formar el oxigeno singlete o por la
transferencia de uno, dos o tres electrones para generar el radical superéxido, el
peroxido de hidrégeno o el radical hidroxilo respectivamente (Sevillano et al. 2009).
Estas, pueden oxidar los componentes celulares y ocasionar dafio en membranas,
proteinas y acidos nucleicos, alterando la homeostasis celular y llevando a la destruccion
oxidativa de la célula; sin embargo, el sistema antioxidante que incluye metabolitos
antioxidantes como el ascorbato, glutation, a-tocoferol y p-caroteno, y enzimas
antioxidantes como la catalasa (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidasa, ascorbato peroxidasa
(APX, EC 1.11.1.11), superoéxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y glutatién reductasa
(GR, EC 1.8.1.7) pueden mitigar los dafios detoxificando eficientemente estas especies
reactivas de oxigeno, y desempefiando un rol importante en la proteccién de los frutos
ante el dafio por frio (Lim et al. 2009, Sevillano et al. 2009). Las bajas temperaturas
también pueden afectar la actividad de dichas enzimas, inactivandolas y/o impidiendo su
regeneracion, alterando entonces la homeostasis entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno y los mecanismos naturales de defensa, ocasionando un
incremento neto de los primeros y el consecuente dafio celular por estrés oxidativo
(Arafat 2005, Sevillano et al. 2009). EIl contenido de antioxidantes, ademas de depender
de los factores ambientales, también esta en funcion del estado de maduracion del fruto
(Javanmardi & Kubota 2006).

Las enzimas antioxidantes cuya actividad al parecer es mas influenciada por el grado de
sensibilidad o tolerancia al dafio por frio son catalasa, peroxidasas y superoxido
dismutasa, de hecho en las plantas catalasa es una de las primeras enzimas del sistema
antioxidante en ser activada como respuesta al estrés oxidativo ocasionado por el dafio

por frio (Sevillano et al. 2009).

También se ha encontrado que las bajas temperaturas tienen efectos sobre las
concentraciones de compuestos fendlicos, acido ascorbico y actividad antioxidante

(Graham & Patterson 1982, Shin et al. 2007), ademé&s de ocasionar la acumulacion de
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azucares (Graham & Patterson 1982) y el incremento de la actividad de la
poligalacturonasa (PG, EC 3.2.2.15) (Rugkong et al. 2010).

Entonces, entre las manifestaciones del dafio por frio estan la pérdida de solutos, pérdida
de la integridad de las membranas, pérdida de compartimentalizacién, y el incremento
en la produccién de etileno y en la respiracion (Shewfelt & Prussia 1993). Estas
manifestaciones fisiolégicas del dafio por frio usualmente preceden u ocurren
concomitantemente con la aparicion de sintomas visibles (Purvis 2002), los cuales
incluyen alteracion del color, reblandecimiento, pardeamiento, hundimientos de la
superficie, lesiones acuosas superficiales, descoloracién interna, falla en completar la
maduracion, escaldado, desarrollo de sabores rancios y de olores no propios de la
maduracién normal del fruto (Arafat 2005, Kader 1992, Pérez-Tello et al. 2009, Shewfelt
& Prussia 1993). De manera que este efecto de las bajas temperaturas sobre los frutos
es un problema de la poscosecha que reduce la calidad de los mismos y su

susceptibilidad de ser comercializados.

1.6 Efecto del uso de atmosfera modificada y su efecto

sinérgico con las bajas temperaturas

Esta atmésfera se puede obtener de manera activa reemplazando la atmésfera al interior
del empaque por una mezcla de gases de concentraciones deseadas, o de forma pasiva.
Esta ultima se obtiene por difusién a través de la pelicula de empaque y gracias al
metabolismo del fruto al interior del empaque sellado, de manera que se va alcanzando
una atmoésfera de equilibrio dependiente de las caracteristicas de permeabilidad de la
pelicula polimérica que constituye el empaque y de la tasa respiratoria del fruto, en
general incrementandose las concentraciones de CO, y disminuyendo las de O, respecto
a las atmosféricas, de manera que se reduzca la respiracion del fruto y evitando que se
produzcan condiciones anoxicas o altos niveles de CO, que conduzcan al metabolismo
fermentativo (Sandhya 2010, Kader & Watkins 2000).

Otros beneficios del uso de empaques con peliculas poliméricas, es el mantenimiento de
una alta humedad relativa y la reduccion de la pérdida de agua del fruto, ademas de

reducir la contaminacion y abrasién durante la manipulacion y transporte y la reduccion
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de la dispersion de enfermedades entre una unidad de empaque y otra (Kader & Watkins
2000). Ademas se ha reportado que las atmdésferas modificadas, altas en CO, y agua y
bajas en O,, son efectivas para aliviar los sintomas de dafio por frio en frutos sensibles al

dafio por frio como mango (Pesis et al. 2000) y carambola (Ali et al. 2004a).

De esta manera se ha reportado que el uso de bajas temperaturas concomitantemente
con el uso de peliculas plasticas que confieren atmdsfera modificada, permite una mayor
conservacion de los frutos, evidenciada en el prolongamiento del tiempo de
almacenamiento de los frutos (Espinoza et al. 2008, Hernandez & Fischer 2009, Saenz et
al. 1991).



2.Materiales y métodos
2.1 Material vegetal y tratamientos

Material vegetal: Los frutos de gulupa (Passiflora edulis Sims) fueron proporcionados por
la empresa OCATI S.A., los cuales provenian de fincas ubicadas en Cundinamarca y
Boyacda. Después de haber sido sometidos a las condiciones de adecuacion por OCATI
S.A., se seleccionaron frutos con tamafios homogéneos y se clasificaron en dos estados
sucesivos de madurez (después de madurez fisioldgica) indicados por el color externo de
la cascara (exocarpo): 50% y 75% purpura (Figura 2.1). Lo anterior considerando que en
estudios previos se ha relacionado la madurez de los frutos de gulupa con el color de su

cascara (Pinzon et al. 2007).

Temperatura de almacenamiento: se evaluaron dos temperaturas de refrigeracion: 4+2°C
y 8+£2°C, y un control a temperatura ambiente (18+2°C).

Figura 2-1: Estados iniciales de los frutos de gulupa en dos estados de madurez.

/ Madurez 50% Madurez 75% \
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Empaque: Se emplearon dos tipos de empaque (Figura 2-2). Uno con base en
polipropileno microperforado, el cual fue considerado como Control dado que permite
reducir la extrema deshidratacion del fruto y su rapido deterioro, y a su vez facilita la
manipulacién de las unidades experimentales. El otro empaque evaluado, fue Makropol
M desarrollado por el Grupo de Investigacion de Macromoléculas del Departamento de
Quimica de la Universidad Nacional de Colombia, con base en polietilieno de baja
densidad y con adicién de un retardante de la maduracion (en proceso de registro de
Patente), al cual se le realizaron 6 perforaciones del grosor de una aguja, para imitar a
aquellas presentes en el empaque comercial Xtend® empleado para la distribucion de la
gulupa por la empresa Ocati S.A.

Figura 2-2: Empaques empleados con dimensiones de 20x20cm.

\
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Control Makropol M®

2.2 Parametros fisiolégicos

Estas determinaciones se realizaron en las instalaciones del Instituto Amazonico de
Investigaciones Cientificas Sinchi, en el Laboratorio de Poscosecha de la Sede de enlace

Bogota.
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2.1.1. Ensayo 1

Se realiz6 un experimento para estudiar el efecto de las bajas temperaturas sobre la
fisiologia del fruto de gulupa y su dependencia del estado de madurez, evaluando la
pérdida fisioldgica de peso fresco, y la produccion de CO, y etileno.

Para ello se evaluaron los dos estados de madurez antes mencionados. Los frutos de
ambos estados de madurez se almacenaron bajo las 3 condiciones de temperatura ya
explicadas el numeral 2.1 y sin empaque. Diariamente se tomaron mediciones para
establecer la pérdida de peso, y produccién de etileno y CO,. La unidad experimental

consistié en un fruto, y se evaluaron triplicados por cada tratamiento.

El dia en el cual se aplicaron los tratamientos se denominé como “Dia cero”, que

correspondié al tercer dia después de la cosecha.

Pérdida de peso fresco

La pérdida de peso se registré midiendo el peso inicial (en el dia de inicio del ensayo) y el
peso final (registrado en el dia de medicién) de cada unidad experimental empleando una
balanza electrénica (Ohaus). Se indic6 como el porcentaje de pérdida de peso
acumulado calculado como la diferencia entre el peso inicial y final expresado en

porcentaje respecto al peso inicial.

CO, y etileno

Las mediciones de gases se realizaron bajo las respectivas condiciones de temperatura
de cada tratamiento. Diariamente, tres unidades experimentales por tratamiento se
introdujeron en camaras herméticamente cerradas durante 1 y 2 h para la cuantificacion
de las tasas de CO, (mg/kg*h) y etileno (uL/kg*h) respectivamente, producidos al interior

de la camara (Figura 2.3).

El etileno y el CO, se analizaron mediante un cromatografo de gases (Agilent 4890D)
acoplado a un integrador (Hewlett-Packard 3395/3396) y equipado con un detector de

ionizacion de llama (FID) y un detector de conductividad térmica (TCD), respectivamente,
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segun Hernandez et al. (2007). Se emple6 una columna Super-gplot hp 19095P con fase
granulada, la cual fue previamente calibrada con estandares certificados de 2% CO, y 10
ppm de etileno (AGA, Bogota). Para etileno, las temperaturas del horno, inyector, y
detector FID fueron de 30, 50 y 250°C respectivamente. Para CO,, las temperaturas del
horno, inyector, y detector TCD fueron de 30, 50 y 300 °C respectivamente. El flujo de
gas transportador (Helio, aire artificial, hidrégeno) fue de 30, 300 y 48 mL/min.

A partir de las curvas de calibracion, se calcularon las concentraciones de estos gases en

la muestras partiendo del area bajo la curva de los picos en los cromatogramas.

Figura 2-3: Cémara hermética para medicidn de gases.
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2.1.2. Ensayo 2

Dados los resultados del Ensayo 1, se llevé a cabo un segundo experimento (Ensayo 2)
para evaluar si con el uso de empaques se atenuaba o cambiaba el efecto de las bajas
temperaturas. De manera que se probaron dos tipos de peliculas para empacar los frutos
de gulupa: control y Makropol (ya explicados en el numeral 2.1). Se evalué la pérdida de
peso fresco y la concentracion de gases en la atmosfera al interior de la bolsa. La
pérdida de peso fresco se determiné de igual manera que en el Ensayo 1. La unidad
experimental se defini6 como una bolsa conteniendo 4 frutos del mismo estado de
madurez, que fue sellada herméticamente y con dimensiones de 20 cm de ancho por 20

cm de alto (Figura 2-2).
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Concentraciones de CO, y etileno

Diariamente se analizaron por cromatografia de gases muestras de la atmosfera al
interior de la unidad experimental (espacio de cabeza al interior de la bolsa) que eran
extraidas con una jeringa a través de un septo de silicona adherido previamente sobre el
empague. El andlisis de estas muestras se llevd a cabo en el mismo equipo y con
idénticas condiciones de corrida que el Ensayo 1. Las concentraciones de los gases se
cuantificaron de manera semejante que en el experimento uno, a partir de los
cromatogramas y las curvas de calibracion, y los resultados se expresaron como

porcentaje de CO, y partes por millén (ppm) de etileno.

2.3 Parametros bioquimicos y fisicoquimicos

Estas determinaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de fisiologia y bioquimica
vegetal del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Bogota. Para estas determinaciones, la unidad experimental se defini6 como una bolsa
con 4 frutos del mismo estado de madurez que fue sellada con calor y almacenada en las
condiciones de temperatura ya indicadas al inicio. Se evaluaron dos estados de madurez
de gulupa (50 y 75%), mediante un disefio factorial completamente al azar, con los

factores temperatura y empaque, segun los niveles ya indicados en el numeral 2.1.

Cada tercer dia después del inicio del almacenamiento, se realizaron determinaciones
por triplicado de cada tratamiento en cascara y en pulpa. De manera que de cada unidad
experimental se separoé el pericarpo del fruto (que se denominara cascara en adelante) y
se macer0 en nitrégeno liquido, y la pulpa se homogenizé separandola de las semillas
con un tamiz. Cada tejido (cascara y pulpa) se rotuld y se preservo congelado a -80°C

hasta el momento de realizar los andlisis.

En el dia inicial del experimento (denominado: Dia cero), antes de aplicar los
tratamientos para cada estado de madurez, se separaron 3 grupos (triplicado) de 4
frutos cada uno y se realizaron las determinaciones para conocer las condiciones

iniciales de las que partian los frutos.
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2.3.1 Parametros bioquimicos

Azlcares y acidos organicos

La determinacion y cuantificacion en pulpa de gulupa del contenido de acidos organicos
(&cido citrico, acido ascorbico, acido oxdlico y &cido malico) y de azlcares (sacarosa,
fructosa y glucosa), fue realizada por cromatografia liquida de alta eficiencia de
intercambio iénico (Waters®) seglin adecuacién de metodologias de (Chinnici et al. 2005,
Gallander 1985). El equipo y los protocolos para la determinacion y cuantificacién, fueron
suministrados por el Laboratorio de Investigacion en Fisiologia y Bioquimica Vegetal del

Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia- Sede Bogota.

Las extracciones de azlcares y acidos se realizaron a partir de 2 g de pulpa fresca, que
fueron pesados con balanza analitica (Ohaus) en un tubo de reaccién de 15 ml,
realizando duplicados para acidos y para azlcares por cada unidad experimental. Sobre
la pulpa se adicionaron 12 ml de extractante, que fue agua Tipo | en el caso de azlcares,
y acido fosférico (5 mM) en el caso de &cidos. Se homogeniz6 en vortex (2 min), seguido
de agitacion horizontal (15 min) en cama de hielo, luego de lo cual se centrifugd a 6000
rom a 12°C (30 min). Posteriormente se retiré el sobrenadante, que constituy6 el
extracto, y se filtré en un tambor de 0,20 um vy el filtrado fue recogido en un vial que se
rotulé para la determinacién por HPLC. En el caso de azucares, se realiz6 un segundo
filtrado a través de un cartucho de extraccion en fase sélida C18 previamente activado
(con metanol grado HPLC y purgado con agua Tipo |). Durante la extraccion se
mantuvieron los extractos en cama de hielo y en el caso de acidos organicos se tuvo la
precaucion de cubrir los tubos con papel aluminio y mantener condiciones de oscuridad

durante la extraccién para evitar la degradacion de los 4cidos dada su fotolabilidad.

Para cuantificar azlUcares se empleé una columna de intercambio i6nico RCM-
Monosaccharide Ca™ Phenomenex®, con condiciones de temperatura del horno de
85°C, con agua Tipo | como fase movil a un flujo de 0,6 mL/min, presion de 276 psi, y un
detector de indice de refraccion (RI) 44°C. Para cuantificar 4cidos orgénicos se empleé
una columna ROA Acid Organic Phenomenex®, con acido fosférico 5mM como fase
movil a un flujo de 0,3 mL/min, presion de trabajo a temperatura ambiente entre 300 y
350 psi, y se empled detector PDA, con lectura de absorbancia de A=242 nm para el
acido ascorbico y de A=207 nm para los demas acidos. El tiempo de corrida fue de 20 y

35 minutos para azlcares y acidos, respectivamente. Para la cuantificacion se realizaron
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previamente curvas de calibracidon con patrones de concentracion conocida de cada uno
de estos compuestos y para el calculo de las concentraciones de las muestras se partié

del &rea bajo la curva de los picos del cromatograma.

Polifenoles

En céscara y pulpa de frutos de gulupa, el contenido total de polifenoles fue estimado
como equivalentes de acido galico, segun modificacion realizada al procedimiento
descrito por Skerget et al. (2005). La extraccion se realizé a partir de 250 mg de peso
fresco de tejido, sobre los cuales se adicionaron 4 mL de metanol (80% v/v), se
homogenizé en vortex (1 min) y se llevé a agitacion horizontal sobre cama de hielo (1 h),
luego de lo cual se centrifug6 a 6000 rpm a 4°C (1 h). Del sobrenadante (extracto
metandlico) se transfirié una alicuota de 500 pyL a un microtubo, al que se le adicionaron
400 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (2 N). Después de 15 min, se anadieron 50 uL de una
solucion de Na,CO; (200 g/L) y 50 pyL de agua destilada hasta completar volumen de 1
mL. Después de dos horas de reaccion a temperatura ambiente y en oscuridad, se
tomaron alicuotas, se leyé la absorbancia a A=760 nm en equipo de microplacas
(BioRad, Hercules, USA) contra blanco de reactivos y se compard con una curva de
calibracién realizada con acido galico (n=3), expresando el contenido de polifenoles

como mg polifenoles totales / 100 g tejido fresco.

Para preparar la curva de calibraciéon, se utiliz6 una solucién estandar de &cido galico
(0,1 mg/mL) de la cual se tomaron volumenes de 0 puL a 160 yL en intervalos de 20 yL y
se completd el volumen de cada uno a 500 pL con agua destilada. Luego, se adicionaron
400 uL del reactivo Folin-Ciocalteu, y después de 15 min, se afiadieron 50 uL de una
solucion de Na,CO; (200 g/L en agua destilada) y 50 uL de agua destilada hasta
completar volumen de 1 mL. Después de dos horas de reaccién a temperatura ambiente
y en oscuridad, se tomaron alicuotas y se determiné la absorbancia a 760 nm, contra

blanco de reactivos (n=3) en equipo de microplacas (BioRad, Hercules, USA).

Proteinas

Las proteinas totales de la cascara y pulpa de los frutos de gulupa fueron determinadas y
cuantificadas por el método de Bradford (1976) modificado por Zor & Selinger (1996).
Para la extraccion de proteinas, se pesaron 150 mg de tejido vegetal en un tubo de

reaccion de 15 ml, y se adicioné 5,0 mL de solucién amortiguadora de extracciéon fosfato



26 Caracterizacion fisiolégica de frutos de gulupa sometidos a bajas temperaturas

de sodio (50 mM, 3 % PVP-40 (p/v) pH 6,80). Se agité en vortex (1 min) y en agitador
horizontal a 170 rpm (1 h) manteniendo en cama de hielo. Finalmente se centrifugd a
10000 rpm a 4°C (30 min), y el sobrenadante constituy0d el extracto proteico que se
empled posteriormente para la cuantificacién de proteinas y para la determinacion de las

actividades enziméaticas de catalasa y peroxidasa, por triplicado.

En un tubo de reaccién se adicionaron 150 puL de solucion amortiguadora y 225 uL de
extracto, se agito y se adicionaron 800 pL del reactivo de Bradford del Kit Bradford Bio-
Rad Protein Assay diluido, se agité y se dejo reposar por 15 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se leyd la absorbancia a A=595 nm de la
muestra contra el blanco de reactivos. La curva de calibracion para proteinas se realizd

segun (Moreno et al. 2010).

Actividad peroxidasa

La actividad de la enzima peroxidasa (POD; EC 1.11.1.7) fue determinada en cascara y
pulpa de frutos de gulupa, mediante el método modificado de o-dianisidina/peréxido
(Dalisay & Kuc 1995, Kireyko et al. 2006). De manera que en una celda de cuarzo se
adicionaron 600 puL de solucién amortiguadora fosfato de sodio (50 mM pH 6,70), 20 uL
de o-dianisidina, 25 pL de extracto proteico y 40 pL de perdxido de hidrégeno 0,1% (v/v),
se invirti6 tres veces, y se realizd lectura de cinética de absorbancia a A=436 nm
(SmartSpec 3000, BIORAD®) durante 60 segundos leido contra blanco de reactivos. Se
calculd6 la pendiente de la curva obtenida como A Abs436nm / A segundo, a partir de la
cual se calculd la actividad enzimatica de POD como A Abs436nm / (minutos*g de peso

fresco).

Actividad catalasa

La actividad de la enzima catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) fue determinada en cascara y
pulpa mediante el método modificado de permanganato/peréxido (Aebi 1974) y la
cuantificacion se realizé por titulacion con permanganato, previamente estandarizado con
oxalato de potasio (sextuplicado). Esta determinacion se realiz6 a partir 250 pL de
extracto proteico, siguiendo la metodologia descrita por Moreno et al. (2010). La actividad
de CAT se determin6é como milimoles de H,O, descompuesto por minuto por gramos de

tejido fresco.
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Actividad poligalacturonasa

La extraccion y actividad de la poligalacturonasa (PG; EC 3.2.2.15) en la cascara y la
pulpa de frutos de gulupa, se realiz6 siguiendo las metodologias propuestas por Sakai et
al. (1993), Shen et al. (1996), Ceci & Lozano (1998) y Ortega et al. (2004). La actividad
de esta enzima se expres6 como actividad (ug de glucosa por minuto) por gramos de
tejido fresco. Para esta determinacion se requirid determinar el contenido de azlcares
reductores mediante el método de Somogyi (1952)-Nelson (1944), los cuales fueron
cuantificados espectrofotométricamente. Entonces la actividad de la PG se calculo a
partir de la diferencia entre la concentracion de azlcares reductores iniciales y finales

después de la accion de la enzima por 60 minutos.

Sobre 500 mg de tejido fresco, se agregaron 4,5 mL de buffer acetato de sodio (acetato
de sodio 50 mM, PMSF 2mM, ajuste de pH a 4,6). Se agité en vortex (1 min) y en
agitador horizontal en cama de hielo (1h), luego de lo cual se centrifugé a 6000 rpm a
4°C (30 min). El sobrenadante constituy6é el extracto enzimatico, que se empled para
calcular la actividad de PG. Adicionalmente se calculd el contenido de azucares

reductores iniciales en este sobrenadante.

Para el desarrollo de la reaccién de la PG, en un tubo de reaccién se agregdé 1 mL de
acido poligalacturénico (disuelto en buffer acetato de sodio 100 mM, pH 4,2) y 500 uL de
extracto enzimatico, se incub6 a 30°C (60 min exactos) y se detuvo la reaccién
adicionando 500 uL de acetato de calcio (75 mM pH 4,2). Inmediatamente se determiné
el contenido de azlcares reductores en este medio de reacciéon de PG, mediante el

método de Somogyi-Nelson (con tres repeticiones).

Para la determinacion de azucares reductores iniciales, en un tubo de reaccion de 2,0 mL
se adicionaron 70 pL del acetato de sodio (50 mM pH 4,6), 200 uL del sobrenadante, 250
puL de Somogyi | y 50 uL de Somogyi Il. Se calentd en agua en ebullicion (1 h), y se dejo
enfriar a temperatura ambiente y en oscuridad, luego de lo cual se agregaron 500 uL de
reactivo de Nelson y 500 uL de agua destilada. Después de dejar reposar por una
noche, se leyo la absorbancia a A=660 nm contra blanco de reactivos. La determinacion
de azucares reductores finales después de la reaccion de la PG vy en el blanco se realizé

de igual manera pero reemplazando los 200 pL del sobrenadante por el mismo volumen
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de medio de reaccion de PG, y para el blanco reemplazadndolos por buffer. La curva de

calibracién para azlcares reductores se realiz6 segun Moreno et al. (2010).

2.3.2 Pardmetros fisicoquimicos

Se determinaron en frutos empacados en Control, bajo los tres niveles de temperatura y

con los dos estados de madurez ya indicados en el numeral 2.1.

Color

El cambio de la coloracién externa de la cascara se midi6 mediante colorimetro
(MiniScan EZ, HunterLab®), utilizando como sistema de coordenadas L*C*h
(luminosidad, saturacion y tono, respectivamente). Se obtuvo como el promedio de 8
determinaciones en cada unidad experimental, que consistieron en dos mediciones por

fruto sobre el diametro ecuatorial.

pH
El pH se determind sobre el extracto de pulpa mediante un potenciometro (CG820,
SCHOTT®) con electrodo de vidrio previamente calibrado. Se midié por triplicado en cada

unidad experimental.

Acidez total titulable (ATT)

Una muestra de pulpa fue titulada con NaOH (0.1 N) y se midié la evolucién de la
reaccion de neutralizacion con fenolftaleina, por triplicado para cada unidad experimental.
Los resultados se expresaron como porcentaje de 4cido citrico, dado que se encontrd
gue este acido es el de mayor concentracion en la pulpa del fruto de gulupa. Previo a su
utilizacién, el NaOH fue estandarizado por sextuplicado con biftalato acido de potasio

para determinar su concentracion exacta y con esta se realizaron los calculos.

Solidos solubles totales (SST)
Se cuantificaron por refractometria de la pulpa utilizando un refractometro digital
(HI196802, HANNA®) en unidades de grados Brix (°Brix), que fue previamente calibrado

con agua destilada. Se midio por triplicado en cada unidad experimental.
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indice de Madurez (IM)
Se calculé como la relacion SST/ATT, a partir del promedio de los triplicados de SST

sobre el promedio de los triplicados de ATT para cada unidad experimental.

2.4 Analisis estadistico

Para los parametros bioquimicos y fisicoquimicos, se realizaron analisis de varianza
factoriales en Minitab 14, empleando el modelo GLM para establecer si existian
diferencias significativas, con el 95% de confianza, debidas a las temperaturas de
almacenamiento, a los estados de madurez y a los empaques. Cuando se encontraron
diferencias debidas a los tratamientos, se realizaron comparaciones de medias por el
método de LSD de Fisher, con el uso del Software libre R.

Las gréficas se realizaron empleando el programa Minitab 14.
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3.Resultados y discusién

La vida posrecoleccion de los frutos de gulupa, establecida como el periodo de tiempo
durante el cual los frutos mantienen una buena apariencia externa de la cascara que les
confiere una calidad adecuada, alcanzé 9 dias en condiciones de almacenamiento sin
empague y a temperatura ambiental, en tanto que a 8°C se incrementé a 13 dias, y a 4°C
fue de apenas 4 dias, debido al rdpido arrugamiento presentado en esta baja
temperatura posiblemente como respuesta al dafio por frio (Figura 3-1). De esta manera
entonces, el efecto de las bajas temperaturas en estas condiciones sin empaque, fue de
prolongar la vida posrecoleccién en casi un 50% a 8°C, pero en el caso de 4°C su efecto
fue deletéreo, ya que incluso redujo a la mitad de la vida posrecoleccion del fruto
respecto al observado a temperatura ambiente, constituyéndose entonces en una
temperatura en la cual se ocasionan dafios por frio en los frutos de gulupa, considerando
gue se ha reportado que la reduccion de la vida util de los frutos es una manifestacion del

dafio por frio (Sivakumar et al. 2011).

Adicionalmente, Arjona (1990) ha reportado para maracuyd, que los frutos almacenados
a 5°C perdieron peso rapidamente, de manera que a los dos 2 o 3 dias de
almacenamiento ya tenian 60-80% de la cascara arrugada y a los 15 dias méas del 80%,
en tanto que los frutos almacenados a 10°C y 15°C tenian a los 15 dias el 40% y 50% y a
los 30 dias el 65% y 80% de cascara arrugada, respectivamente. Por lo cual este autor
indica que el rapido deterioro de la apariencia externa de los frutos a 5°C y 15°C hace
gue no se recomiende el uso de estas temperaturas para el almacenamiento del fruto de
maracuya, pudiéndose entonces almacenar a 10°C hasta por 15 dias, luego de la cual la
apariencia los hace no comercializables. Y acorde con estos resultados, en la presente
investigacion se encontré de manera semejante que los frutos de gulupa sin empaque la
temperatura que mas prolong6 la vida posrecoleccion fue 8+2 °C, encontrandose la

menor la vida posrecoleccion a 4°C seguida por 18°C.
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Con el uso de empaques, se evidencié un efecto sinérgico de las bajas temperaturas
sobre la prolongacion de la vida posrecoleccion, sin ser afectada por los estados de
madurez. En los frutos empacados en Control y Makropol M, se observé incremento de la
vida posrecoleccion en los frutos a 4°C y 8°C respecto a aquellos a temperatura
ambiente (Figura 3-2). Con el uso del empaque Control se prolongé la vida
posrecoleccion en por lo menos el doble de tiempo cuando se emplearon bajas
temperaturas, encontrandose que en promedio a 4°C fue mayor que a 8°C, siendo
respectivamente de 4 y de 2-3 veces el tiempo en relacion al alcanzado a temperatura
ambiente en el mismo empaque. En tanto que con el uso del empaque Makropol M se
incrementé la vida posrecoleccién del fruto incluso en condiciones de temperatura
ambiente, alcanzando 15 a 18 dias, tiempo que se duplicé con el uso de la refrigeracion

alcanzando hasta 33 dias de almacenamiento tanto a 4°C como a 8°C (Figura 3-2).

Ademas se evidencié que el uso de empaque protege al fruto de gulupa de desarrollar
dafo por frio, dado que no se encontré la reduccién de la vida posrecoleccion detectada
en los frutos sin empaque a 4°C (Figuras 3-1y 3-2).

Figura 3-1: Vida posrecoleccién de los frutos de gulupa de dos estados de madurez (50% y
75% cascara purpura) en condiciones sin empaque a bajas temperaturas (4+2°C y 8+2°C) y
temperatura ambiente (18+2°C).
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Kishore et al. (2011) han reportado que durante el almacenamiento de frutos de gulupa a
4 temperaturas (ambiente, 6, 8 y 11°C), se encontré que la calidad del fruto se pierde
rdpidamente a los 5 dias cuando estd almacenado a temperatura ambiente, pero que a
8°C la calidad se mantiene adecuada hasta por 21 dias, de manera que estos autores
recomiendan la temperatura de almacenamiento a 8°C para la gulupa, dado el
mantenimiento satisfactorio de su calidad sensorial. Lo cual es consistente con los
resultados obtenidos, en los que la calidad indicada como la apariencia externa de la
cascara se pierde rapidamente en los frutos a temperatura ambiental y a 8°C se preserva
por més tiempo dicha calidad, y en el caso del uso concomitante de empaques se
obtienen resultados similares a 4°C que a 8°C.

Figura 3-2: Vida posrecoleccién de los frutos de gulupa de dos estados de madurez (50% y
75% céascara purpura) a bajas temperaturas (4+2°C y 8+2°C) y a temperatura ambiente (18+2°C),
en los empaques Control y Makropol M.
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Respecto al criterio de una aceptable apariencia externa de la cascara, elegido para
establecer el periodo de vida posrecoleccion del fruto de gulupa, se ha reportado para
maracuya, que la apariencia externa del fruto es un importante indice de calidad, puesto

gue la cascara se deshidrata rpidamente después de la abscision, entonces la
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apariencia externa es un criterio muy importante a considerar cuando el fruto se
comercializa como fresco, puesto que a pesar de que la calidad del jugo se mantiene
adecuada en el maracuya, la presencia de arrugas lo hacen no comercializable (Arjona
1990). Lo cual puede aplicarse para la gulupa, dado que es un fruto cuya principal forma

de comercializacion para el mercado de exportacién en Colombia, es en estado fresco.

3.1 Parametros fisiologicos

3.1.1 Pérdida de peso fresco

En los frutos de gulupa, se observé que la pérdida de peso fresco acumulada se
increment6 proporcionalmente con el transcurso del tiempo de almacenamiento, y que en
general no hubo diferencias significativas entre los estados de madurez evaluados
(Figura 3-3).

En los frutos sin empaque, aquellos almacenados a temperatura ambiente (18°C) fueron
los que mayores pérdidas de peso presentaron, con una tasa diaria del 1,56% (Figura 3-
1). En estas condiciones, sin empaque, se encontré que la refrigeracién disminuyé la
tasa de pérdida de peso, de manera que los frutos a 8°C presentaron menor pérdida de
peso diaria respecto a los de 4°C, siendo respectivamente 0,35 y 0,92% (Figura 3-4,
Anexo A).

Con respecto a los frutos de gulupa almacenados con empaques, los resultados del
comportamiento de este parametro fueron semejantes a aquellos sin empaque en cuanto
a que no hubo efecto de los estados de madurez, y a que la mayor pérdida de peso se
registré en los frutos almacenados a temperatura ambiente (Figura 3-5). En condiciones
de temperatura ambiente, la pérdida de peso fue superior en los frutos sin empaque
respecto a los empacados, que tuvieron una tasa diaria de 0,69% y 0,10% en Control y
Makropol M respectivamente (Figuras 3-3 y 3-5, Anexo A). Martinez (2010) reporté que
los frutos de gulupa almacenados a 8°C sin empaque perdieron a la cuarta semana de
almacenamiento entre el 6-7% de peso, teniendo una tasa diaria de pérdida de peso en

torno a 0,2%, resultados similares a los obtenidos.
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Figura 3-3:

Promedios del porcentaje de pérdida de peso fresco acumulado en frutos de

gulupa de dos estados de madurez (50% y 75% cascara purpura) almacenados sin empaque en
condiciones de temperatura ambiente (18+2°C). Barras indican error estandar (n=3).
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Figura 3-4:

Promedios del porcentaje de pérdida de peso fresco acumulado en frutos de

gulupa de dos estados de madurez (50% y 75% cascara purpura) almacenados sin empaque y a
bajas temperaturas (4£2°C y 8+£2°C). Barras indican error estandar (n=3).
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Y adicionalmente, en los frutos empacados se evidencié la disminucion de la pérdida de
peso con la reduccién en la temperatura de almacenamiento, en contraste con lo
observado en los frutos sin empaque. De manera que a 4°C presentaron una tasa diaria
de pérdida de peso que fue alrededor de la mitad de la de los frutos a 8°C, siendo
respectivamente de 0,12% y 0,26% en Control y de 0,02% y 0,05% en Makropol M
(Figuras 3-4, 3-5y 3-6, Anexo A). Observandose un efecto significativo debido al tipo de
empague, encontrandose menores pérdidas de peso fresco en los frutos almacenados en

Makropol M con respecto al Control, para todas las temperaturas (Figuras 3-5y 3-6).

Los anteriores resultados del incremento de la pérdida de peso fresco con el transcurso
del tiempo, son similares a los reportados en diferentes estados de madurez de gulupa
(Shiomi et al. 1996b) y en frutos de maracuya (Aular et al. 2001, Espinoza et al. 2008), en
donde con el aumento del tiempo de almacenamiento se incremento la pérdida de masa.
Aular et al. (2001) encontr6 que en los frutos de maracuya almacenados en condiciones
ambientales sin empaque y con temperatura promedio de 24+4°C, la pérdida de peso
acumulada fue del 16.77% en el dia 12 y de 21.85% al cabo de 15 dias.

El incremento de pérdida de peso con el aumento en la temperatura de almacenamiento
observado, se debe a que las altas temperaturas aceleran el metabolismo de los frutos,
incrementandose la respiracion y transpiracion, lo cual ocasiona una mayor pérdida de
agua, y por consiguiente mayor pérdida de peso. Un comportamiento semejante al
encontrado ya ha sido reportado por Gomez (2000) en maracuya, en donde con
temperaturas de almacenamiento de 25°C la pérdida de peso fue hasta 5 veces mayor
gue con temperatura de 12°C, y para la gulupa por Kishore et al. (2011), quienes
reportaron que durante el almacenamiento de frutos de gulupa a cuatro temperaturas
(ambiente, 6°C, 8°C y 11°C), se encontrd que la tasa de pérdida fisiolégica de peso se
increment6 con el aumento de la temperatura de almacenamiento. Ademas, esto se debe
también a que a mayores temperaturas se requiere mayor humedad para saturar el aire,
entonces esto ocasiona una mayor diferencia de presién de vapor entre el fruto y la
atmosfera de almacenamiento lo cual conlleva a una rapida pérdida de humedad del fruto
hacia el ambiente, como se ha reportado en frutos de litchi (Somboonkaew & Terry
2010).
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Figura 3-5: Porcentaje promedio de pérdida de peso fresco acumulado, en frutos de gulupa
de dos estados de madurez (50% y 75% cascara puUrpura) durante el almacenamiento a
temperatura ambiente (18+2°C) en los empaques Control y Makropol M. Barras indican error
estandar (n=3).
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Figura 3-6: Porcentaje promedio de pérdida de peso fresco acumulado, en frutos de gulupa
de dos estados de madurez (50% y 75% cdascara purpura) durante el almacenamiento a bajas
temperaturas (4+2°C y 8+2°C) en los empaques Control y Makropol M. Barras indican error
estandar (n=3).
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El efecto retardante de los empaques de polietileno sobre la pérdida de peso durante el
almacenamiento, ya ha sido reportado en frutos de maracuya (Aular et al. 2001, Espinoza
et al. 2008). Aular et al. (2001), observaron que con empaque de polietileno de baja
densidad, al cabo de 15 dias los frutos perdieron 1,46% de su peso inicial en
comparacion con los frutos testigo sin empaque que perdieron el 21,85% del peso, lo que
es consistente con los resultados del presente estudio, dado que Makropol M tiene base
en polietileno de baja densidad. Esta mayor eficiencia de los empaques para reducir la
pérdida de peso de los frutos también ha sido reportada por Mota et al. (2003) durante el
almacenamiento en polipropileno de baja densidad de frutos de maracuya, y por Martinez
(2010) en frutos de gulupa almacenados en Makropol M, quienes indican que esto es
debido a la baja permeabilidad del empaque al vapor de agua, durante el inicio del
almacenamiento, debido a que se crea al interior del empaque una atmésfera saturada
de vapor de agua por la transpiracion de los frutos, lo cual conlleva a que se reduzca el
gradiente de presion de vapor entre el fruto y dicha atmésfera y por consiguiente se
reduzca la transpiracion y la consecuente deshidratacion del fruto de gulupa. Ben-
Yehoshua & Rodov (2003) reportan que la excesiva transpiracion, puede ocasionar
deshidratacion, arrugamiento, reduccién de la firmeza y promueve la senescencia al
disminuir los procesos enzimaticos enddgenos, lo cual podria explicar por qué en el
ensayo realizado, los frutos empacados tuvieron una vida posrecoleccion mas

prolongada que los no empacados.

Mota et al. (2003) también sefalan que el hecho de que los frutos de maracuya
empacados en peliculas plasticas permanezcan mas turgentes, como se observé en el
presente estudio en frutos de gulupa en donde se redujo el arrugamiento por
deshidratacion, evidencia que la pérdida de agua ocurre especialmente de la cascara
hacia el ambiente. Ademas estos autores corroboraron en maracuya que la pérdida de
peso en los primeros dias de almacenamiento fue mayor en la cascara mientras que
paralelamente se incrementod la masa fresca de la pulpa, de manera que la transferencia
de agua ocurrié de la cdscara hacia la atmésfera y hacia la pulpa en esos primeros 9
dias, luego de lo cual, ya en el dia nueve, la pérdida de agua hacia la atmdsfera fue tanto

de la cdscara como de la pulpa.

De manera semejante a lo observado en los resultados, se ha reportado en maracuya,

qgue la pérdida de peso se disminuye con la reduccibn en la temperatura de
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almacenamiento, y con el uso de empaque, de manera que se ha encontrado que la
condicién que es mas efectiva en retardar la pérdida de peso de éste fruto es el uso de
empague con pelicula de polietileno junto con el almacenamiento a bajas temperaturas
entre 10-12°C, la cual permite almacenar el fruto de maracuya hasta por 30 dias

manteniendo calidad aceptable (Espinoza et al. 2008, Saenz et al. 1991).

Se ha reportado en otros frutos tropicales como zuchinni (Carvajal et al. 2011) y
carambola (Ali et al. 2004a) que durante el almacenamiento a temperaturas de 4-5°C se
han observado mayores pérdidas de peso fresco con respecto a las presentadas en
frutos almacenados a 10-12°C encontrando que en las primeras existen sintomatologias
de dafio por frio, en tanto que en las dltimas no. Incluso el arrugamiento o
marchitamiento debido a la pérdida de humedad ya ha sido indicado como un sintoma
visible del dafio por frio en Capsicum annuum (Sanchez-Bel et al. 2012). De hecho este
desorden fisiolégico puede ser indicador de dafios subyacentes en las membranas (Ali et
al. 2004a), y adicionalmente, esta disfuncion de las membranas puede resultar en el
incremento de la permeabilidad al agua, ademas de un posible efecto en la pérdida de
compartimentalizacion subcelular, permitiendo entonces que las enzimas y sustratos
secuestrados en ubicaciones separadas, se mezclen permitiendo reacciones de

pardeamiento como los catalizadas por polifenoloxidasa (Ali et al. 2004a) y peroxidasa.

Adicionalmente, se observé que durante el almacenamiento de los frutos sin empaque a
temperatura de 4°C, se desarrollé6 un aroma extrafio que no es caracteristico del fruto de
gulupa, lo cual podria soportar el indicio de dafio por frio en estos frutos, dado que ya se
ha reportado que como consecuencia de dicho desorden fisiolégico pueden presentarse

olores no propios de la maduracién normal de los frutos (Kader 1992).

Lo anterior indica que la presencia de empaque evita o retarda el dafio por frio en el fruto
de gulupa, lo cual ya ha sido reportado en mango por Pesis (2000), quien sefiala que el
uso de atmdsferas modificadas, entre ellas las obtenidas con empaques de polietileno, es
efectivo en reducir los dafos por frio. También se ha encontrado este efecto en Cucumis
sativus con el uso de bolsas de polietileno de baja densidad, indicando que los elevados
niveles de CO, y la alta humedad relativa cercana a la saturacién dentro del empaque

son los dos factores que aparentemente retardan el dafio por frio (Wang & Qi 1997).
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3.1.2 CO,y etileno

En los frutos de gulupa almacenados sin empaque, se encontrd0 que la intensidad
respiratoria fue significativamente mayor en aquellos a temperatura ambiente respecto a
la de los frutos refrigerados (Figuras 3-7 y 3-8). En los frutos almacenados en
condiciones ambientales de temperatura, se observé un incremento de la respiracion
entre los dias 7 y 8, y un incremento en la produccién de etileno en dia 8, que fue en
ambos casos mayor en los frutos con 50% de madurez respecto a aquellos con 75% de
madurez, alcanzando respectivamente en promedio 2448,6 y 1983,9 mg de CO./kg*h y
66,5y 17,4 pL de etileno/kg*h (Figura 3-7). De manera que la ocurrencia de un pico
respiratorio y de producciéon de etileno, indica que los frutos de gulupa tienen una
maduracién de tipo climatérica, en la cual la maduracién organoléptica estd marcada por
la produccién de etileno y por el incremento de la respiracion (Brummell & Harpster
2001). Este comportamiento climatérico ya ha sido reportado para los frutos de gulupa
(Shiomi et al. 19964, Flérez 2012, Martinez 2010).

Adicionalmente, los niveles de produccién de CO, encontrados en estos frutos, son
similares a los reportados por Flérez (2012) en frutos de gulupa (provenientes de
Cundinamarca) durante el almacenamiento a temperatura ambiente, en los que el
maximo respiratorio de frutos con 50% y 70% de madurez se encontré entre el dia 7 a 10
después de la cosecha entre el rango de 2000-2500 mg de CO./kg*h, y el pico de
produccion de etileno ocurrié entre el dia 14 y 18 con niveles que superaron los 300 uL
de etileno/kg*h; sin embargo, Flérez (2012) encontr6 que la produccion de CO, y de
etileno es mayor con el incremento del estado de madurez, lo cual es contrario a lo
encontrado, puesto que en el presente estudio fueron mayores en los frutos con 50% de

madurez.

En el caso del etileno, en contraste con lo reportado por Flérez (2012), los niveles
obtenidos durante el presente estudio fueron mucho menores, mientras que los picos de
respiracion y produccion de etileno fueron coincidentes, lo cual ademas ha sido reportado
por Diaz et al. (2012) indicando que en frutos de gulupa originarios de Boyaca, se
presentaron picos coincidentes de respiracion y produccion de etileno en frutos
almacenados a temperatura ambiente con madurez de 50% y 75%. En tanto que los

bajos niveles de etileno, por su parte, son semejantes a los reportados por Shiomi et al.
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(1996a) en gulupa, en donde encontraron niveles inferiores a 100 uL de etileno/kg*h en el
dia 10 de almacenamiento a 25°C y destacaron que durante la primera semana de
almacenamiento los frutos presentaron bajos niveles de etileno, pero que el pico
climatérico no se alcanzo antes de los 15 dias de almacenamiento. Con este mismo
estudio, Shiomi et al. (1996a), reportaron que para la maduracion a 25°C durante la
poscosecha de frutos de gulupa cosechados en estado verde maduro, el arilo y las
semillas son las partes del fruto que mas producen etileno, y en menor medida la
cascara. Ademas, en el arilo y las semillas, estos autores encontraron que el contenido
de ACC y la actividad de la ACCsintetasa incrementaron concomitantemente con la
produccion de etileno durante la maduracién poscosecha, y que la ACCoxidasa se
increment6 con el trascurso del tiempo, indicando que dado a los altos niveles de ésta
enzima, puede atribuirse la ACCoxidasa como la responsable de la alta produccién de
etileno durante la maduracién poscosecha de los frutos de gulupa y que en este caso la
enzima ACCsintetasa es el paso limitante de la reaccion.

Figura 3-7: Respiracion y produccion de etileno en frutos de gulupa de dos estados de
madurez (50% y 75% cascara purpura) durante el almacenamiento a temperatura ambiente
(18+2°C) y sin uso de empaque. Barras indican error estandar (n=3).
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Figura 3-8: Respiracion y produccion de etileno en frutos de gulupa de dos estados de
madurez (50% y 75% cascara purpura) durante el almacenamiento a bajas temperaturas (4+2°C y
8+2°C) y sin uso de empaque. Barras indican error estandar (n=3).
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En otro estudio, Shiomi et al. (1996b) encontraron que los frutos de gulupa cosechados
entre 70 y 90 dias después de la floracion presentaron incremento de los niveles de
etileno con el transcurrir del tiempo de almacenamiento poscosecha (25°C) de manera
gue para el décimo dia estaban entre 600-800 uL/Kg*h, y encontraron que los niveles de
diéxido de carbono después de la cosecha se redujeron hasta el octavo dia de

almacenamiento, luego de lo cual empezaron a incrementar.

Esta presencia de un climaterio respiratorio y de etileno en los frutos de gulupa durante
su maduracion, los hace susceptibles a ser cosechados en estados fisiologicamente
maduros, pero organoléptica o comercialmente inmaduros, de manera que se les pueden
aplicar tecnologias poscosecha para prolongar su vida de anaquel, con las cuales estos
picos de respiracion y/o produccion de etileno se retarden en el tiempo o se reduzcan en

magnitud durante el periodo de transporte y almacenamiento.

Por su parte, en los frutos refrigerados almacenados sin empaque, aquellos a 4°C
presentaron en promedio una intensidad respiratoria promedio de 581,8 mg de CO./kg*h,

sin diferencias debidas al estado de madurez, mientras que en los frutos almacenados a
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8°C fue en promedio de 641,2 mg de CO,/kg*h, destacandose que en los frutos con 50%
de madurez se presentd un incremento en el dia 12 de 1030,8 mg de CO.,/kg*h (Figura 3-
8). Respecto al etileno en los frutos refrigerados, se observé que los niveles fueron
menores que los encontrados a temperatura ambiente, de modo que en los frutos
almacenados a 4°C en general no se detectd etileno, mientras que en los frutos a 8°C
sOlo fue detectado en una de las tres réplicas de los frutos con madurez del 75%,
ocasionando que en este estado de madurez se alcancen niveles promedio de 1 pL de
etileno/kg*h (Figura 3-8). De esta manera, se encontr6 entonces que con las bajas
temperaturas (4°C y 8°C) se redujeron las tasas de respiracion y la produccion de etileno,
siendo mas marcadas estas reducciones en los frutos a 4°C, lo cual evidencia el efecto
retardante de la maduracién que tiene el uso de las bajas temperaturas en los frutos de
gulupa.

Para verificar que el empaque Control no modificaba la atmésfera en torno al fruto,
premisa por la cual se emple6 como un control, se realiz6 un experimento confirmatorio
(resultados no se muestran), y se comprob6 que la concentracion de diéxido de carbono
en la atmdsfera al interior de éste empaque oscilé entre no detectada y 0,09%, con
promedio de 0,026% para los frutos en todos los tratamientos de madurez y temperatura,
lo cual es muy cercano a la concentracion de la atmdsfera ambiental que es de 0.03%
CO,. Adicionalmente, el etileno en la atmésfera al interior de este mismo empague no
fue detectado en los frutos almacenados en refrigeracion a 4°C y 8°C, y solo se detect6
en aquellos frutos a temperatura ambiente durante los primeros 10 a 12 dias en donde su
concentracion se mantuvo en torno a 1 parte por millén (ppm), encontradndose que a esta
temperatura la produccién de etileno fue mayor en los frutos de menor estado de
madurez, con respecto a los 75%, alcanzando 3,2 y 1,7 pL por kilogramo de peso fresco
de gulupa, respectivamente. De esta manera, se corroboré entonces que el uso de
empaque Control no modificé significativamente la atmdsfera al interior de la bolsa

respecto a la ambiental.

Se encontré con el empaque Makropol M, que tanto la concentracion de CO, como de
etileno en el espacio de cabeza fue mayor en los frutos almacenados a temperatura
ambiente respecto a los refrigerados (Figuras 3-9 y 3-10). En condiciones de temperatura
ambiente, en la atmosfera al interior del empaque Makropol M, se observé que las

concentraciones de CO, y de etileno se fueron reduciendo con el transcurso del tiempo



44 Caracterizacion fisiolégica de frutos de gulupa sometidos a bajas temperaturas

de almacenamiento, destacandose que en aquellos frutos con 50% de madurez, se
presentaron en promedio menores concentraciones de CO, y etileno al interior de la
bolsa respecto a los frutos de 75% de madurez (Figura 3-9). Mientras que en condiciones
de refrigeracién, no hubo efecto significativo del estado de madurez, y se observo que
las concentraciones de CO, y de etileno en la atmdsfera al interior del empaque Makropol
M se equilibraron después de la primera semana de almacenamiento, de manera que se
alcanzo6 un equilibrio en torno a 0,68+0,3 % de CO, para los frutos refrigerados a 4°C y
8°C en ambos estados de madurez, y un equilibrio en la concentracion de etileno que fue
significativamente mayor en los frutos a 8°C que a 4°C, siendo de 23,0+11,3 ppm y

3,7+4.3 ppm respectivamente (Figura 3-10).

Las mayores intensidades respiratorias observadas en los frutos a temperatura ambiente
respecto a los refrigerados, en condicion sin empaque, se deben a que a temperaturas
menores se reduce la velocidad de la respiracion, dado a que con las bajas temperaturas
se reduce la velocidad con la que ocurren las reacciones enzimaticas y el metabolismo
(Arjona 1990, Wills et al. 1998). Ademas, considerando que las tasas respiratorias son
indicadoras de la tasa de rompimiento de los sustratos, los productos con altas tasas
respiratorias maduran mas rapidamente y en consecuencia tienen una vida util mas corta
gue aquellos con menores tasas respiratorias (Getinet et al. 2011), lo que explica el
menor periodo de almacenamiento encontrado en los frutos de gulupa almacenados a

temperatura ambiente respecto a los refrigerados.

En maracuya, se ha reportado el efecto de las bajas temperaturas de reducir la tasa de
respiracion, es asi que se han encontrado menores tasas con el almacenamiento a 10°C

con respecto a temperatura ambiental (Goémez 2000).

Sevillano et al. (2009) han reportado que durante el almacenamiento de los frutos a bajas
temperaturas, el efecto del frio sobre la biosintesis del etileno, ocurre en primera
instancia por la reduccion de la actividad de ACCoxidasa, lo cual conlleva a un
decrecimiento de los niveles de ACC y por consiguiente la reduccién de la sintesis de
etileno durante el almacenamiento en frio es debido principalmente a la disminucion de la

sintesis de ACC, que es su precursor.
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Figura 3-9: Evolucion del CO, y del etileno en la atmdsfera al interior del empaque Makropol
M, durante el almacenamiento a temperatura ambiente (18+2°C) de frutos de gulupa de dos

estados de madurez (50% y 75% céascara purpura). Barras indican error estandar (n=3).
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Figura 3-10:  Evolucién del CO, y del etileno en la atmdsfera al interior del empaque Makropol
M, durante el almacenamiento a bajas temperaturas (4+2°C y 8+2°C) de frutos de gulupa de dos

estados de madurez (50% y 75% cascara purpura). Barras indican error estandar (n=3).
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Durante el transcurso del almacenamiento de los frutos de gulupa en el empaque
Makropol M, la concentracién de CO, de la atmdsfera al interior del empaque se redujo
rapidamente en los primeros dias hasta alcanzar un equilibrio, lo cual se debe a que
durante el periodo de almacenamiento de los frutos, una vez el empaque es sellado, con
el transcurso del tiempo ocurre una saturacion en CO, y una reduccion en la
concentracion de O, en el microambiente generado por el empaque, lo cual disminuye y
controla la respiracion de los frutos (Mota et al. 2003). Del mismo modo se crea un
incremento de la humedad relativa. Una vez cerrada la bolsa, la respiracién natural del
fruto baja la concentracion de oxigeno al interior del empaque resultando en un
incremento de la concentracion de diéxido de carbono. A medida que la concentracion de
oxigeno declina, el ritmo de la respiracion del fruto decrece hasta que se alcanza un
punto de equilibrio en el que la tasa de oxigeno captado y la produccion de CO, por el
fruto al interior de la bolsa iguala a la permeabilidad de O,y CO, de la misma. De esta
manera se obtiene una atmosfera con mayor CO, el cual al actuar como inhibidor
competitivo de la produccién autocatalitica de etileno, puede bloquear la biosintesis del
etileno, retrasando por lo tanto el proceso de envejecimiento.

Considerando que la respiracion puede emplearse como un indicador de la actividad
metabdlica en la fisiologia del fruto (Arjona 1990), la reduccién de la respiracion
encontrada con el empaque Makropol M, implica la disminuciéon del metabolismo de los
frutos de gulupa en este empaque, permitiendo que los cambios propios de la
maduracién, como lo es el cambio de coloracion, se expresen lentamente, ocasionando

el prolongamiento del periodo de almacenamiento de los frutos de gulupa.

Los cambios en la composicion de gases en el almacenamiento bajo atmdsferas
modificadas y controladas pueden tener un efecto en la biosintesis del etileno y de sus
precursores. El oxigeno es un cosubstrato de la enzima ACCoxidasa, lo que sugiere que
las bajas concentraciones de O, reducen la produccion de etileno debido a la reduccion
de la actividad de dicha enzima que participa en la biosintesis del etileno. Cuando estos
bajos niveles de O, se combinan con bajas temperaturas, se retarda la estimulacion de
las actividades de las enzimas ACCsintetasa y ACCoxidasa y la acumulacion del mRNA
correspondiente, retardado el inicio de la produccion autocatalitica del etileno (Lelievre et
al. 1997). Los efectos de los bajos niveles de O, también reducen la expresion de genes

etileno-independientes relacionados con la maduracion (Leliévre et al. 1997). En tanto
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gue a altas concentraciones, el CO, se convierte en inhibidor competitivo de la accion del
etileno, el cual puede prevenir la produccion autocatalitica de etileno al limitar la
induccién de la actividad de ACCsintetasa y ACCoxidasa (Lelievre et al. 1997). Lo
anterior podria explicar por qué los frutos en empaqgue Makropol M no presentaron el pico
de produccién de etileno, dado que es un empaque con atmdésfera modificada, con altos
niveles de CO, y bajos de O,, lo cual aunado con la propiedad antimaduracion del
empaque, que secuestra en la pelicula polimérica las moléculas de etileno liberadas a la

atmosfera, ocasiona la disminucién de la produccién de etileno.

La mayoria de los desérdenes fisiolégicos poscosecha en los frutos climatéricos estan
influenciados, directa o indirectamente, por el etileno, numerosos reportes han
demostrado que reducir la produccion y/o accion del etileno es suficiente para mejorar la
calidad poscosecha de la mayoria de los frutos climatéricos (Girardi et al. 2005). Esto
puede explicar la prolongacion del periodo de almacenamiento de los frutos de gulupa
con el empaque Makropol M, debido a que proporciona una atmésfera modificada que
reduce la produccién de etileno, a lo que se suma que este empague posee un aditivo
retardante de la maduracion, que interactla con el etileno en la atmésfera interna del

empaque.

3.2 Parametros bioquimicos

A continuacion se presentan los comportamientos de los parametros bioquimicos
evaluados durante el almacenamiento de los de frutos de gulupa de 50% y 75% de
madurez, en condiciones de temperatura ambiente (18°C) y refrigeracion a 4°C y 8°C,
con empaque Control y empaque Makropol M.

3.2.1 Acidos orgéanicos

Los acidos organicos son componentes importantes del fruto que influencian en gran
medida, junto con los azlcares, el sabor de la gulupa y su calidad sensorial. En la pulpa
de los frutos de gulupa se encontré que el &cido organico de mayor importancia dada su
concentracion es el &cido citrico, seguido por el &acido malico y en menores

concentraciones se encontraron los acidos ascérbico y oxalico (Tabla 3-1 y Figura 3-11).
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La presencia de éstos &cidos en la pulpa del fruto de gulupa también ha sido reportada
por Castro-Cruz (2009), Castellanos-Espinosa (2010) y Florez (2012).

Tabla 3-1:

Promedios (+SD) de los pardmetros bioquimicos de los frutos de gulupa en dos
estados de madurez (50% y 75% cascara purpura) antes de aplicar los tratamientos (condiciones
iniciales: cosecha) y al final del almacenamiento (Gltimo dia del almacenamiento) a temperatura
ambiental (18+2°C), en empaque Control y Makropol M. Letras diferentes dentro de la misma fila
indican diferencias significativas (a=0,05) segun la prueba LSD de Fischer. LSD: Diferencia
minima significativa. PF: peso fresco de tejido.

o COSECHA ALMACENAMIENTO

% Empaque - Control Makropol M

- Madurez 50% 75% 50% 75% 50% 75% LSD
Ascorbico’ 224+23a| 2714+113a 69+24b 256+4,0a 54+16b 46+£05b| 91
Citrico? 45538 £283a | 3322,9+405b | 1709,2 £181e| 2729,2+ 324 | 2314,2 £141 cd | 2081,4 £366 de | 531,5
Malico? 1059,1£ 76,7 | 769,1+50,1b | 4795+ 482c | 4258 +29,6 2 3252+459d| 2052+61,6e| 96,1
Oxalico! 345+0,1 : 303+19a 18,7+27b 23,7+22b 219+19b 186+59b| 53
Sacarosa 2 558+8,6a 583+48a| 183x+1,8bc 242+52b 12,7+0,0¢c 97+70c| 10,6
Glucosa 2 27,5+9,8b 395+26a 18,6+5,7b 203+7,0b 281+48b 233+4,0b| 109
Fructosa 2 32,1+128ab 431+33a 196+59b 216+73b 294+48b 242+38b| 12,6
AZR?3 75+08¢ 10,7+03a 26+05e 94+09b 74+06¢c 53+02d| 1,0
FEN 4 96+08b| 122+08ab| 11,8+0,2ab 88+47b 10,2+0,2b 148+03a| 3,5
PROT 5 2410+58c| 2479+52bc| 2438+42c| 2124+523¢c| 290,7+6,0ab| 303,4+300a| 445
UPOD® 239+1,6b 283+0,7a 159+1,6d 272+19a 238+09b 201+11¢c| 24

I U CAT’ 1,7£0,1b 21+01a 12+0,1d 21+0,03a 15+03¢c 16+£01bc| 0,2

é upPGs® 1,6 £ 0,03 be 1,4+0,05d 1,8+0,06a| 15+0,05cd 1,7+£0,03b 19+0,12a| 0,1

[ | AZR® 63,7+38b 750+14a 428+3,3d 719+6,1a 61,7+2,7b 527+04c| 6,1

FEN 4 139,1+80b| 166,7+21a 923+49d| 159,1+13,0a 1350+59b 1154+10c| 125
PROT 5 4084+184a| 3657+52b| 327,0+100a| 3681+11,6b 3729+49b 3772+72b| 188

< UPOD 8 654+4,0b 751+0,8a 429+3.2d 750+6,2a 618+14b 538+1,0c| 6,0

o<

6 U CAT7 31+01¢ 32+03c 44+01a 28+0,1d 32+03c 37+01b| 03

g UPG® 20+0,10b 23+0,04a 1,3+£0,06d 22+017a 1,9+0,08b 16+£001c| 0,2

! Acidos organicos (mg/100g PF), 2 azucares (mg/g PF), % azucares reductores (mg/100g PF), 4 polifenoles

(mg/100g PF), ° proteinas totales solubles (mg/100g PF),
436nm/min*g PF), " actividad de catalasa (umol de H»O, descompuesto/min*g PF),

poligalacturonasa (ug glucosa/min*g PF).

8

® actividad de peroxidasa (AAbsorbancia a
actividad de
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Figura 3-11: Evolucion de la concentracion promedio (mg de éacido/100g de PF) de &acidos
organicos en la pulpa de frutos de gulupa de dos estados de madurez (50% y 75% de cascara
purpura) almacenados a 4+2°C y 8+2°C en empaques Control y Makropol M. PF: peso fresco.
Barras indican error estandar (n=3).
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Shiomi et al. (1996a), estudiaron el contenido de é&cidos malico y citrico durante la
maduracion poscosecha (25°C) de frutos de gulupa que se cosecharon en estado de
madurez en el cual el color de la cascara empieza a tornarse de verde a purpura, y
encontraron que el contenido de &cido citrico fue alrededor de 8 veces mayor que el de

acido malico, ademas los autores destacan que la combinacion del contenido de estos
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dos acidos en el dia de la cosecha da un porcentaje menor (alrededor de 2%) respecto al
de ATT. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el dia inicial (Dia cero)
en la presente investigacion (Tabla 3-1), en donde se encontré que el &cido citrico es 5
veces mayor que el de acido malico en frutos con 50% de madurez; pero se observé que
la suma de los contenidos de acido citrico y malico, inclusive, oxdlico y ascérbico, es

mayor (5.4%) respecto al porcentaje de ATT (alrededor de 3.5%).

Durante el periodo de almacenamiento poscosecha de los frutos de gulupa se encontrd
gue los contenidos de acidos citrico, malico, oxdlico y ascorbico fueron muy similares
entre los dos estados de madurez evaluados de los frutos de gulupa. Sin embargo, se
observaron diferencias en el contenido de estos compuestos en el dia inicial del
experimento (Dia cero), en el que se evidencié que la pulpa tiene mayor contenido de
acidos organicos en frutos en menor estado de madurez al momento de cosecha. Es asi,
gue los &cidos citrico, malico y oxalico se encontraron en mayores concentraciones en
los frutos con 50% de madurez que en los frutos con 75% de madurez, y no se
encontraron diferencias significativas en el contenido del &cido ascorbico (Vitamina C)
entre los estados de madurez (Tabla 3-1).

El acido ascorbico (acido L-ascorbico) es la principal forma biol6gicamente activa de
vitamina C, que se encuentra en estado reducido y actda como un antioxidante efectivo
dadas su alta capacidad de donar electrones y la rapida reconversién hacia la forma
activa reducida, razén por la cual es comunmente empleado como aditivo de alimentos y
como antioxidante (Valente et al. 2011). Debido al contenido de &cido ascérbico, Valente
et al. (2011) han reportado que los frutos de gulupa son una fuente rica en vitamina C
(considerando Unicamente la contribucion del acido ascorbico), de manera que el
consumo diario de 100 g de pulpa suplen entre el 36,3-40,3% del requerimiento
nutricional diario de éste acido en el ser humano, que es de 90 y 75 mg/dia en hombres y
mujeres mayores de 19 afios respectivamente. En el presente estudio se encontré que
los frutos con 50% y 75% de madurez en el dia inicial del experimento (Dia cero) tienen
en promedio 24,9 mg de acido ascorbico por 100 g de pulpa, de manera que el consumo
diario de 100 g de su pulpa suplen el 27,7% y 33,2% del requerimiento nutricional para
hombres y mujeres respectivamente. Pero se hace evidente que con el transcurso del
almacenamiento de los frutos de gulupa, disminuye este potencial nutricional como

fuente de acido ascorbico en la alimentacién (Figura 3-1).
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En los frutos almacenados a temperatura ambiente, se observé una disminucion
generalizada en las concentraciones de acidos citrico, malico, ascorbico y oxalico con el
transcurso del tiempo de almacenamiento para todos los estados de madurez y
empagues, siendo significativamente menores al final del tiempo de almacenamiento de
los frutos (Tabla 3-1). En general, en el dia final del almacenamiento, los niveles de
acidos citrico y oxalico fueron semejantes entre los empaques Control y Makropol M,
pero en el primer empaque fueron superiores las concentraciones de los acidos

ascorbico y malico (Tabla 3-1).

De manera semejante, en los frutos refrigerados, se observé que también hubo una
tendencia de disminucién de las concentraciones de acidos organicos con el transcurso
del almacenamiento, para todos los empaques y estados de madurez (Figura 3-11). De
manera que con respecto a las concentraciones iniciales, en el dia final del
almacenamiento se observé la reduccién significativa de los acidos ascérbico, oxalico y
malico en todos los tratamientos, y la reduccién significativa del acido citrico Gnicamente
en los frutos con 50% de madurez (Figura 3-11). Con las excepciones de que los frutos
con 50% de madurez almacenados a 8°C en Control y los frutos con 50% de madurez
almacenados a 4°C en Makropol M presentaron en promedio una disminucién de las
concentraciones de acido malico y acido citrico, respectivamente; sin embargo, esta

disminucion no fue estadisticamente significativa.

De manera que la disminucion generalizada de los acidos organicos que se encontré con
el transcurso del tiempo, es semejante a lo que Castellanos-Espinosa (2010) ya ha
reportado para frutos de gulupa provenientes de Boyacad y acondicionados y
suministrados por la distribuidora Ocati S.A. Dicho investigador evalué las
concentraciones de los &cidos oxalico, citrico, malico y ascorbico, durante el
almacenamiento de frutos de gulupa de 50% y 75% de madurez, a temperaturas de 4°C,
8°C y ambiente (20°C) en empaque Xtend® (con base en polietileno de baja densidad
gue provee atmésfera modificada), y encontr6 que respecto al dia inicial (Dia cero), al
final del almacenamiento en los frutos almacenados a temperatura ambiente
disminuyeron los cuatro acidos organicos, y en los frutos refrigerados a 4°C y 8°C
disminuyeron los acidos citrico, malico y oxalico, aunque éste Ultimo Unicamente

disminuy6 en los frutos con madurez del 75%.
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Los &cidos organicos se acumulan durante la maduracién del fruto y después son
utilizados como sustratos respiratorios durante el ripening de los mismos (Moing et al.
2001). La reduccion observada en el contenido de acidos organicos con el transcurso del
tiempo de almacenamiento, puede ser debida en parte al uso de éstos para la produccion
de energia, en adiciéon a que pueden proveer esqueletos carbonados para la sintesis de
fenoles incluyendo antocianinas y otros tipos de compuestos fendlicos, y para la sintesis
“de novo” de azucares después de la cosecha (Rapisarda et al. 2008). Por ejemplo, en
citricos, se ha reportado que los &cidos citrico y ascérbico disminuyen durante el
almacenamiento del fruto (Rapisarda et al. 2008). Ademas, a medida que el fruto alcanza
su madurez fisioldgica e inicia la maduracién organoléptica, se ha encontrado gque se
incrementa la actividad catabolica de la enzima malica, la cual decarboxila el acido L-
malico a piruvato, que junto con la continua actividad de las enzimas malato
dehidrogenasa y citrato sintasa resulta en la disminucion de los niveles del acido L-malico
(Oms-Oliu et al. 2011).

Se encontrd que en general, al final del almacenamiento fue significativamente mayor la
concentracion de acidos citrico, malico y oxalico en los frutos refrigerados que en los
almacenados a temperatura ambiente, para todos los tratamientos con excepcion de los
frutos con 75% de madurez empacados en Control (Tabla 3-1 y Figura 3-11). Lo cual es
semejante a lo encontrado por Castellanos-Espinosa (2010) en pulpa de gulupa, quien
reportd6 que para los estados de madurez de 50% y 75% fueron mayores las
disminuciones de acidos organicos a temperatura ambiente que a 4 y 8°C. Siendo
consistente con reportes de que el almacenamiento en frio provee mejor conservacion de
los &cidos organicos (Barboni et al. 2010), lo cual es debido a que con altas temperaturas
se presentan mayores tasas respiratorias y por consiguiente se consumen mas sustratos
respiratorios como acidos organicos y azlcares (Getinet et al. 2011), mientras que con
las bajas temperaturas el metabolismo se encuentra desacelerado por la disminucion de
la velocidad de las reacciones enziméticas, de manera que es mas lento el consumo y
degradacién de acidos orgénicos y por consiguiente es mayor su contenido que con

temperatura ambiente (18°C).

Al final del almacenamiento de los frutos de gulupa, en general hubo efectos de
interaccion entre los factores evaluados sobre los niveles de acidos organicos en la

pulpa. De manera que para los acidos citrico y malico hubo interaccién significativa entre
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la temperatura y la madurez (F=4,91; p=0,017 y F=4,40; p=0,024, respectivamente) y en
acido malico adicionalmente hubo interaccion significativa entre temperatura y empaque
(F=4,67; p=0,020). Encontrandose al final del almacenamiento, para los frutos
refrigerados (4°C y 8°C), que en estado de madurez de 50% hubo significativamente
mayor contenido de acido malico que con madurez del 75%, lo cual se observé también
para el &cido citrico, pero solamente en los frutos a 4°C. Como consecuencia de esto, se
destac6 que las mayores concentraciones de ambos &acidos se presentaron en los frutos
con madurez del 50% en condiciones de refrigeracion, donde a 8°C se obtuvo el mayor
contenido de &cido malico siendo de 788,5 y 581,7 mg/100g de pulpa en el empaque
Control y Makropol M, respectivamente, en tanto que a 4°C se encontré el mayor
contenido de &cido citrico , de 3420,9 mg/100g de pulpa en el empaque Control y, de
3945,4 mg/100g de pulpa en Makropol M, siendo este Ultimo semejante a los niveles en
el dia cero (Figura 3-11).

En general, la concentracion de &cido malico al final del almacenamiento, fue
significativamente mayor en los frutos empacados en Control, respecto a Makropol M,
exceptuando los almacenados a 4°C en los que los niveles fueron semejantes entre los

dos empaques (Figura 3-11).

No hubo efecto significativo de los tratamientos sobre el contenido de acido oxalico en la
pulpa de los frutos de gulupa al finalizar el periodo de almacenamiento, a pesar de que el
modelo indicé efecto de interacciébn de empaque y madurez (F=6,65; p= 0,017; R-Sq =
44,02%; R-Sq(adj) = 17,24%) pero no se considerd significativo dado a la baja proporciéon
de la variabilidad de los datos que explico el modelo. Sin embargo, se observé que en
promedio, los frutos tienden en el empaque Makropol M a mantener mayor contenido de
acido oxdlico con el estado de 50% respecto a 75% de madurez, y en el empaque control
a presentar mayores promedios a 8°C respecto a 4°C y temperatura ambiente. Lo cual
es similar al comportamiento de los acidos citrico y malico, pero a diferencia de estos, en
el empaque Makropol M la concentracién de acido oxalico es mayor a 4°C que a 8°C,
siendo ambas mayores que la concentracién a temperatura ambiente (Figura 3-11 y
Tabla 3-1).

El contenido de acido ascorbico al final del almacenamiento, presentd interaccion

significativa entre los factores empaque, temperatura y madurez (F=6,47; p=0,006).
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Encontrandose que al finalizar el almacenamiento, el mayor contenido de este acido
ocurrio en frutos de 75% de madurez almacenados en empaque Control a temperatura
ambiente (Tabla 3-1), y para los demas tratamientos los niveles fueron menores y
semejantes entre si (Figura 3-11). Particularmente, el mayor nivel de acido ascorbico
observado en los frutos de 75% de madurez almacenados en empaque Control a
temperatura ambiente, puede estar asociado a que en ese tratamiento el periodo de
almacenamiento fue el mas corto, siendo apenas de 3 dias, y considerando que este
acido se reduce conforme incrementa el tiempo del almacenamiento poscosecha,
entonces es factible que el contenido de acido ascorbico no haya variado
significativamente en este tratamiento con respecto a los niveles en el dia cero, dado al

corto periodo de tiempo.

Ha sido reportado en otros frutos que durante la poscosecha disminuye el contenido de
acido ascoérbico (Oms-Oliu et al. 2011), y que el prolongamiento del tiempo de
almacenamiento acelera las pérdidas, al igual que también lo causa el incremento de la
temperatura puesto que las altas temperaturas aceleran la oxidacion del &cido ascorbico
(Lee & Kader 2000). Sin embargo, en el presente estudio no se encontro dicho efecto de
la temperatura en los frutos de gulupa, en los que el contenido de éste acido fue en
general similar en los frutos refrigerados que a temperatura ambiente, lo cual puede estar
relacionado con el hecho de que a bajas temperaturas se ha reportado que se reduce el
contenido de acido ascérbico por dafio por frio (Lee & Kader 2000). Pero también, puede
ser consecuencia del prolongamiento del almacenamiento en los frutos refrigerados con

respecto a los almacenados a temperatura ambiental.

3.2.2 AzUcares

Sacarosa, glucosay fructosa

En general, el contenido de sacarosa de la pulpa disminuyé con el transcurso del
almacenamiento, encontrdndose una reduccion significativa de su contenido en el dia
final respecto al dia inicial en todos los tratamientos (Figura 3-12 y Tabla 3-1). En el dia
final del almacenamiento, se encontré que la sacarosa fue afectada por la interaccion
entre el empaque y la temperatura (F=18,66; p=0.000), de manera que se observd que

en general fueron mayores los contenidos de sacarosa en los frutos almacenados a 4°C
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respecto a las otras dos temperaturas en Makropol M, en tanto que en el empaque

Control fueron menores.

De manera semejante que en la sacarosa, durante el transcurso del almacenamiento
también se observd la disminucion de los contenidos de glucosa y fructosa en la pulpa
de los frutos de gulupa (Figura 3-12 y Tabla 3-1). Sin embargo, en el empaque Makropol
M se observé que hacia el final del almacenamiento, los frutos refrigerados a 4°C y 8°C
presentaron un incremento de estos dos azucares, que ocasion6 que sus valores finales

fueran cercanos a las concentraciones iniciales (Dia cero).

Figura 3-12:  Evolucién de la concentracion promedio (mg de azucar/g de PF) de &cidos
organicos en la pulpa de frutos de gulupa de dos estados de madurez (50% y 75% de cascara
parpura) almacenados a 4+2°C y 8+2°C en empaques Control y Makropol M. PF: peso fresco.
Barras indican error estandar (n=3).
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En el dia final del almacenamiento, las concentraciones de glucosa y fructosa en la pulpa
de los frutos de gulupa, fueron afectadas significativamente por la temperatura (glucosa:
F=6,85; p=0,005 y fructosa: F=6,11; p=0,007) y el empaque (glucosa: F=29,31; p=0,000 y
fructosa: F=29,98; p=0,000 respectivamente). De manera que para ambos azucares se
encontraron concentraciones significativamente menores a 4°C que a 8°C y 18°C, y
significativamente mayores en el empaque Makropol M que en el Control (Figura 3-12 y
Tabla 3-1).

En frutos de gulupa almacenados a temperatura ambiente de 25°C, Shiomi et al. (1996a)
reportaron que el contenido de sacarosa disminuy6 con el tiempo de almacenamiento en
tanto que los contenidos de glucosa y fructosa se incrementaron, pero que durante este
proceso de maduracion poscosecha el contenido de azucares totales se mantuvo casi
constante. Similares resultados se presentaron en los frutos de gulupa almacenados a
temperatura ambiente en cuanto a sacarosa; pero contrastante con los resultados de
glucosa y fructosa del presente estudio, en el que se observé que estos azlcares
disminuyeron durante el almacenamiento (Figura 3-12), lo cual puede deberse a que los
azucares estan siendo empleados como sustrato respiratorio (Dantas de Morais et al.
2008), de manera que la sacarosa se hidroliza en glucosa y fructosa disminuyendo su
contenido con el transcurso del tiempo, y a su vez los contenidos de estos dos
monosacaridos se ven atenuados porque a su vez se emplean como sustratos
respiratorios y no alcanzan a acumularse porque se consumen mas rapidamente de lo

gue son producidos.

Los menores contenidos de sacarosa en los frutos almacenados a temperatura ambiente
en empague Makropol M, pueden estar asociados al aumento de las tasas de hidrélisis
de azlcares complejos como la sacarosa con el incremento de la temperatura (Getinet et
al. 2011) y a que a altas temperaturas también se alcanzan mayores tasas de
respiracion, lo que conlleva a una conversién mas rapida de sustratos respiratorios como

azucares (sacarosa) (Getinet et al. 2011).

Adicionalmente, de manera semejante al presente estudio, Kishore et al. (2011)
reportaron también en frutos de gulupa que ocurre una disminucion de los azlcares
reductores (glucosa y fructosa) y no reductores (sacarosa) durante el almacenamiento

poscosecha de los frutos, de manera que tanto a temperatura ambiental, como a bajas
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temperaturas de 6, 8, y 11°C se presentd disminucion de estos azucares con el

transcurso del almacenamiento.

Sin embargo, se ha sugerido que el metabolismo de los carbohidratos influencia la
sensibilidad de los tejidos de la planta al frio, de manera que durante la poscosecha de
los frutos se ha encontrado que el metabolismo del almidon-a-sacarosa participa en el
mecanismo de tolerancia al frio (Der Agopian et al. 2011). Por ejemplo en frutos de
banana, se ha reportado que las bajas temperaturas ocasionan cambios sobre este
metabolismo, encontrdndose que la acumulacion de sacarosa y el incremento de las
actividades de enzimas como amilasas, fosforilasas del almidén y sacarosa fosfato
sintasa confieren resistencia al frio y por tanto una menor susceptibilidad del fruto al dafio
por frio (Der Agopian et al. 2011). Este mecanismo también se ha reportado como
respuesta fisioldgica al dafio por frio en frutos de mamey - Pouteria sapota (Pérez-Tello
et al. 2009), en donde se encontrd que el contenido de sacarosa se incrementd con la
disminucion en la temperatura de almacenamiento, siendo mayor el contenido a 2°C que
a 10°C. Adicionalmente, ademas en el fruto de Eriobotrya japonica encontraron que los
frutos mas tolerantes al dafio por frio presentaron menores niveles de sacarosa, pero
mayores niveles de glucosa y fructosa (azlcares reductores), de manera que el
incremento de estas hexosas se asocié con el incremento de la tolerancia al frio (Cao et
al. 2013).

En el presente estudio se encontré al finalizar el almacenamiento de los frutos, que en el
empague Control las concentraciones de sacarosa alcanzadas a 4°C fueron menores
gue a 8°C, lo cual no es de esperarse dado que a menor temperatura deberia estar
reducido el metabolismo y por tanto el desdoblamiento de azlcares, de manera que la
sacarosa deberia estar en mayor concentracion. Este comportamiento a 4°C, podria
entonces estar indicando un metabolismo alterado que podria asociarse al dafio por frio.
Adicionalmente, los menores contenidos de fructosa y glucosa en estos mismos frutos,
reflejarian que no hay un mecanismo de acumulaciébn de azucares que pudieran
incrementar la tolerancia al dafio por frio, siendo entonces los frutos de gulupa mas

susceptibles al dafio por frio.

Por otra parte, en el empaque Makropol M las concentraciones de sacarosa alcanzadas

al final del almacenamiento, fueron superiores a 4°C que a 8°C, posiblemente por el
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menor metabolismo con la disminucion de la temperatura. Entonces se hace evidente
gue el uso de empaque Makropol M puede probablemente minimizar el dafio por frio de
los frutos de gulupa con el almacenamiento a 4°C, pudiendo estar implicados los
mayores contenidos de sacarosa, glucosa y fructosa en la disminucion de la

susceptibilidad de estos frutos a 4°C.

Los mayores contenidos de glucosa y fructosa en el empaque Makropol M con respecto
al empaque Control, pueden ser consecuencia de que el empagque Makropol M al
proveer una atmésfera modificada reduce la tasa de respiracién de los frutos de gulupa, y
por tanto disminuye el consumo de los glucosa y fructosa como sustratos respiratorios,
de manera que con el uso de ese empague se preservan mas altas las concentraciones

de ambos azlcares.

La razon fructosa/glucosa se mantuvo constante en el tiempo y fue de 1.14 para todos
los tratamientos de temperatura, empaque y estado de madurez (Figura 2.15), e incluso
se encontr6 una alta correlaciéon (r=0,988; p=0,000) entre estos dos azlcares, que
visualmente se aprecia en el comportamiento y concentraciones casi idénticas de estos
dos azucares (Figura 3-12 y Tabla 3-1). Esta proporcion practicamente de 1:1, ha sido
generalmente atribuida a la actividad de la invertasa que es responsable del rompimiento
de la sacarosa en glucosa y fructosa (Oms-Oliu et al. 2011), ademas en otros frutos
como el tomate, también se ha encontrado que estos dos azlcares estan en igual

cantidad durante la maduracién organoléptica (Oms-Oliu et al. 2011).

En general, no se encontrd efecto significativo del estado de madurez de los frutos de
gulupa sobre los contenidos de sacarosa, glucosa y fructosa en la pulpa del fruto.
Unicamente en el dia cero, se encontrd que el contenido de sacarosa se incrementé con
el estado de madurez del fruto, y que los contenidos de glucosa y fructosa en los frutos
con 50% de madurez fueron menores que en aquellos con 75% de madurez (Figura 3-12
y Tabla 3-1). Ademas en este dia (Dia cero) se encontr6 que el contenido de sacarosa
doblaba los contenidos de glucosa y fructosa, para los dos estados de madurez
estudiados. Un resultado similar fue reportado por Shiomi et al. (1996a), quienes
estudiaron el contenido de azlcares durante la maduracidon poscosecha de frutos de
gulupa que se cosecharon en estado de madurez en el cual el color de la cascara

empieza a tornarse de verde a purpura, y reportaron que el contenido de sacarosa fue
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dos veces y media mayor que los de glucosa y fructosa al inicio del experimento y que
con el transcurso del almacenamiento se encontré que los niveles de sacarosa se
equilibraron con los de glucosa y fructosa. Esto también fue observado los frutos de
gulupa en el presente estudio, para ambos estados de madurez, encontrandose que los
niveles de sacarosa, fructosa y glucosa se equilibraron con el transcurso del
almacenamiento (Figura 3-12).

AzUcares reductores

El contenido de azlcares reductores fue superior en cascara que en pulpa, y sin
embargo presentd comportamiento similar en ambos tejidos. Se observé que el contenido
de azlcares reductores disminuyo con el transcurso del almacenamiento en el empaque
Control. En Makropol M, ocurrié una reduccion inicial que se mantuvo durante las
primeras dos semanas, pero a partir del dia 18 se observdé un incremento que

posteriormente se estabilizé hasta el final del almacenamiento (Figura 3-13 y Tabla 3-1).

Figura 3-13:  Evolucién de la concentracion promedio de azUcares reductores (mg/100g de PF)
en pulpa y cascara de frutos de gulupa de dos estados de madurez (50% y 75% de cascara
parpura) almacenados a 4+2°C y 8+£2°C en empaques Control y Makropol M. PF: peso fresco del
tejido. Barras indican error estandar (n=3).
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Respecto al dia inicial, hubo en promedio una disminucion de los azlcares reductores en
el dia final del almacenamiento de los frutos de gulupa, en pulpa y cdscara, pero en ésta
Gltima, en los frutos con 50% de madurez con empaque Makropol M no hubo variaciéon
con respecto al dia inicial. Para ambos tejidos, se observd que la disminucién inicial del
contenido de azUcares reductores alcanz6 niveles mas bajos con el empaque Control
gue con Makropol M, mostrando entonces que durante el transcurso del almacenamiento
este parametro evolucioné en el tiempo de manera semejante en ambos empaques, pero

los cambios durante esta evolucidon son menos acentuados en Makropol M.

En el dia final del almacenamiento, se observé un efecto de interaccion entre empaque,
madurez y temperatura tanto en pulpa (F=5,83; p=0,009) como en céascara (F=30,25;
p=0,000). En pulpa y céscara se encontrd, que en general el contenido de azlUcares
reductores no difirié significativamente entre los frutos refrigerados a 4 y 8°C, los cuales,
en el empaque Makropol M fueron semejantes a los contenidos alcanzados al final del
almacenamiento a temperatura ambiente, mientras que en el empaque Control fueron
menores que los de temperatura ambiental con 75% de madurez. En general, al final del
almacenamiento en el empaque Makropol M se alcanzaron en promedio mayores
contenidos de azulcares reductores en cascara y pulpa que con el empaque Control,
exceptuando los frutos de 75% de madurez a 18°C.

Los niveles alcanzados al final del almacenamiento, respecto a los iniciales en el dia
cero, fueron significativamente menores, con excepcién de los niveles en cascara de los

frutos en empaque Makropol M con 50% de madurez.

La disminucién de los azUcares reductores con el transcurso del almacenamiento, en la
pulpa de los frutos de gulupa, observada en todas las temperaturas, se asocia con la
disminucion que se encontrd de los contenidos de fructosa y glucosa (Figuras 3-12 y 3-
13). Ademas, Kishore et al. (2011) ya han reportado la disminucién durante la
poscosecha de los azlcares reductores en la pulpa de frutos de gulupa, a 4 temperaturas
de almacenamiento indicando que estos compuestos disminuyen conforme transcurre el
tiempo del almacenamiento alcanzandose menores niveles a en los frutos a temperatura
ambiente (25°C) y a 11°C respecto a los refrigerados a 6 y 8°C. Sin embargo, de manera
contraria, en el presente estudio los menores niveles se encontraron en los frutos

refrigerados.
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Kishore et al. (2011) indican ademas, que la disminucién de los azlcares reductores
durante el almacenamiento de la gulupa puede atribuirse a la actividad respiratoria en la

gue se emplean la glucosa y fructosa en el proceso respiratorio.

3.2.3 Fenoles

El contenido de fenoles de los frutos de gulupa fue menor en la pulpa que en la cascara
en el caso de los dos empaques (Figura 3-14 y Tabla 3-1), lo cual también se ha
reportado para manzanas (Adyanthaya 2007), en las que el contenido de fenoles en
cascara es mucho mayor que en pulpa. La acumulacion de fenoles solubles es mayor en
tejidos externos como la epidermis y subepidermis que en tejidos internos como el
mesocarpo y la pulpa, por ejemplo en muchos frutos se encuentra que los glicésidos
flavondlicos se localizan en la parte externa o en el epicarpo del fruto, incluso se ha
encontrado en frutos comestibles de Passiflora que los glucésidos y rutindsidos se
concentran mayormente en la cascara que en la pulpa (Chassagne et al. 1997).

Durante las primeras tres semanas, el contenido promedio de fenoles en pulpa en
general permanecié constante en todos los frutos de gulupa empacados en Control y en
los almacenados a temperatura ambiente en Makropol M, mientras que en los
refrigerados en éste Ultimo empaque se observd un incremento durante el
almacenamiento, alcanzando al final de éste niveles significativamente mayores a las
condiciones iniciales (Figura 3-14 y Tabla 3-1). EI comportamiento constante del
contenido de fenoles en la pulpa de los frutos de gulupa durante el almacenamiento, ya
ha sido reportado en pulpa de otros frutos como mango (Lounds-Singleton 2003) y fresas
(Cordenunsi et al. 2005), ademas en éstas Ultimas también se observo que el contenido
no varidé entre las temperaturas de 6°C, 16°C y 25°C, lo cual es concordante con el
comportamiento observado en el empaque control que no varié con la temperatura de

almacenamiento de los frutos de gulupa.

Estos resultados indican que en la pulpa de gulupa el metabolismo de los fenoles fue
relativamente estable durante el almacenamiento puesto que al final de la vida util en
general se mantuvieron los mismos niveles iniciales, sin importar la temperatura en
empaque Control. Considerando, que segun reportes de literatura los fenoles presentan

beneficios para la salud humana porque pueden actuar como antioxidantes efectivos
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estabilizando los radicales libres gracias a su capacidad de donar electrones o iones de
hidrogeno de los grupos hidroxilo posicionados en torno al anillo aromético (Bravo 1998,
Knekt et al. 2002, Adyanthaya 2007, Tsao 2010), se puede destacar que en este aspecto
nutricional, los beneficios de los fenoles contenidos en la pulpa del fruto de gulupa
pueden mantenerse hasta el final de la vida util de los frutos en empaque control y
también en aquellos a temperatura ambiente en Makropol M. Sin embargo, si bien es
constante el contenido de fenoles encontrado en la pulpa de la gulupa, es posible que la
composicion de fenoles varie con el transcurso del almacenamiento, por lo cual es
necesario hacer estudios posteriores para confirmar como es la evolucién en el tiempo de
los contenidos de fenoles con potencial nutracéutico, bajo estos tratamientos, para
establecer si su contenido se mantiene en cantidades apreciables para conferir beneficio

a la salud humana luego de las condiciones de almacenamiento de los frutos de gulupa.

Figura 3-14: Evolucién de la concentracién promedio de fenoles (mg/100g de PF) en pulpa y
cascara de frutos de gulupa de dos estados de madurez (50% y 75% de céscara purpura)
almacenados a 4+2°C y 8+2°C en empaques Control y Makropol M. PF: peso fresco del tejido.
Barras indican error estandar (n=3).
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En el dia final del periodo de almacenamiento, se observo un efecto de interaccién entre
empague, madurez y temperatura tanto en pulpa (F=24,42 y p=0,000) como en cascara
(F=32,58; p=0,000). En pulpa se encontré6 que en el dia final del almacenamiento el
contenido de fenoles fue significativamente mayor en los frutos refrigerados en empaque
Makropol M, en tanto que en los demas tratamientos fue semejante entre si,
permaneciendo practicamente invariable al final del almacenamiento respecto a las
condiciones iniciales. EI comportamiento en el dia final del almacenamiento en cascara
es semejante que el de los azucares reductores en cascara (ver detalles en la
descripcion de azUcares reductores en cascara) que fue semejante a la descrita para

cascara de azUcares reductores.

La evolucion en el tiempo del contenido de fenoles en cascara, presentd el mismo
comportamiento descrito para azlcares reductores, de manera que en general el
contenido de fenoles no difirid significativamente entre los frutos refrigerados a 4 y 8°C,
los cuales, en el empaque Makropol M fueron semejantes a los contenidos alcanzados al
final del almacenamiento a temperatura ambiente, mientras que en el empaque Control
fueron menores que los de temperatura ambiental con 75% de madurez. En general, en
el empaque Makropol M se alcanzaron en promedio mayores contenidos de fenoles en
cascara al final del periodo de almacenamiento que con el empaque Control,

exceptuando los frutos a de 75% de madurez a 18°C (Figura 3-14 y Tabla 3-1).

En el empaque Control, el contenido de fenoles en la cascara se redujo con el transcurso
del tiempo de los frutos almacenados a temperatura ambiente (Figura 3-14), lo que es
consistente con la disminucién del contenido de polifenoles que ocurre tipicamente con el
ripening de los frutos (Lounds-Singleton 2003). Este mismo comportamiento se observo
para los frutos refrigerados en dicho empaque, pero adicionalmente en éstos se observo
un incremento del contenido de fenoles al final del periodo de almacenamiento (Figura 3-
14), lo cual ya ha sido reportado en cerezas, frambuesas, grosellas rojas y cerezas
acidas (Piljac-Zegarac & Samec 2011), en los que se ha encontrado que durante el
almacenamiento a 4°C existe una reduccion del contenido de fenoles y que hacia el final
del periodo de almacenamiento se presenta un incremento. En dicho estudio, ademas, se
encontré que las cerezas y grosellas rojas al final del almacenamiento presentaron un
contenido total de fenoles significativamente mas alto a 4°C que a 25 °C, lo cual también

se observo en la cascara en los frutos de gulupa cuando se almacenaron a 4°C en
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empague Control con 50% de madurez y en la pulpa de los empacados en Makropol M a
4°C.

Se observé que el efecto sobre la cascara de gulupa del empaque Makropol M respecto
a los frutos en empaque Control, fue en general de reducir la magnitud de la disminucién
del contenido de fenoles, lo cual también ocurrié con el contenido de azUcares reductores

tanto en cascara como en pulpa (Figuras 3-14 y 3-13, Tabla 3-1).

Durante el almacenamiento de los frutos, se evidencié en todos el cambio de coloracion,
el cual a pesar de que podria estar asociado a un incremento de antocianinas, no mostré
un aumento en el contenido de fenoles en cascara, sino por el contrario se evidencio la
disminucion de estos fenoles a temperatura ambiente y en refrigeracién, lo cual puede
soportar la idea de que los cambios en la composicion de los fenoles pueden ocurrir, a
pesar de que las tendencias del contenido de fenoles totales sean distintas. Un ejemplo
de esto ya se ha reportado en frutos de fresa (Cordenunsi et al. 2005) en los que a pesar
de que el contenido de antocianinas se incrementd durante la maduracién poscosecha,
no se observé correlacion con el contenido de fenoles totales determinado mediante el

uso del reactivo de Folin-Ciocalteau.

Una explicacion alternativa, al incremento de fenoles en cascara en el dia 18 en los frutos
a 4°C en Control y en los frutos refrigerados en Makropol M, es la posibilidad de que
dicho incremento sea consecuencia de dafio por frio ocasionado por las bajas
temperaturas y el prolongamiento del tiempo de almacenamiento, ya que se ha reportado
gue el contenido de polifenoles puede incrementarse en condiciones de estrés abiotico y

se ha encontrado que se incrementa después del dafio por frio (Lounds-Singleton 2003).

3.2.4 Proteinas

En los frutos de gulupa en el dia inicial del experimento (Dia cero), antes de la aplicacion
de los tratamientos de almacenamiento, se observo que la cdscara de los frutos con 50%
de madurez tenia mayor contenido de proteinas que la de los frutos con 75% (Tabla3-1),.
Estos resultados indican que en la cascara de los frutos con 50% de madurez se
encontraba el mas alto contenido de proteinas porque estaban en camino a desarrollar

los cambios propios de la maduracién (ripening), mientras que los frutos con 75% de
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madurez tenian menor nivel de proteinas dado que ya estaba mas adelantado el

progreso de estos cambios.

Para todos los tratamientos evaluados, se encontré que el contenido de proteinas (al
igual que el de azucares reductores y fenoles) fue mayor en la cascara que en la pulpa
del fruto de gulupa (Figura 3.14); este mismo comportamiento fue reportado por Bashir &
Abu-Goukh (2003) en frutos de dos variedades de guayaba en los contenidos de
proteinas, azUcares reductores y fenoles.

La evolucion del contenido de proteinas en la pulpa de los frutos de gulupa, fue distinta
para los diferentes empaques (Figura 3-15 y Tabla 3-1). En el empaque Control, los
frutos almacenados a temperatura ambiente mantuvieron semejantes niveles de
proteinas hasta final del almacenamiento respecto de los niveles iniciales, y de igual
manera los refrigerados mostraron un comportamiento oscilante en el tiempo entorno a
los niveles del dia inicial (Figura 3-15 y Tabla 3-1). En tanto que en el empaque Makropol
M, en los frutos a temperatura ambiental los niveles de proteinas aumentaron con el
transcurso del tiempo, de manera que al final del almacenamiento alcanzaron niveles
superiores de proteinas respecto a los niveles del dia inicial; y en los frutos refrigerados
se presentd una primera etapa de incremento gradual del contenido de las proteinas
hasta el dia 18 (semejante a la evolucién a temperatura ambiente), luego de la cual
disminuyé con mayor velocidad hasta alcanzar el minimo en el dia 27 de

almacenamiento, en el cual se estabilizé hasta el dia final del almacenamiento.

En la cascara, la evolucion en el tiempo del contenido de proteinas, fue también distinta
segun el empaque (Figura 3-15 y Tabla 3-1). En los frutos almacenados en empaque
Control, excepto para los frutos de 75% de madurez a temperatura ambiente, se observé
una reduccién significativa de las proteinas con el transcurso del tiempo, de manera tal
que al final del periodo de almacenamiento los almacenados a 4°C y 8°C presentaron
menores contenidos de proteinas que los almacenados a temperatura ambiente. En
tanto, que los frutos en empaque Makropol M presentaron un incremento en la primera
semana de almacenamiento, luego de lo cual se redujo alcanzando un minimo entre los
15 y 18 dias de almacenamiento y en los frutos refrigerados continué en este nivel hasta
el dia final del almacenamiento, en el que se presenté un incremento Unicamente en los

frutos a 8°C superando los niveles iniciales (Dia cero).
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Figura 3-15:  Evolucién de la concentracion promedio de proteinas solubles (mg/100g de PF) en
pulpa y cascara de frutos de gulupa de dos estados de madurez (50% y 75% de cascara purpura)
almacenados a 4+2°C y 8+2°C en empaques Control y Makropol M. PF: peso fresco del tejido.
Barras indican error estandar (n=3).
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En el dia final del periodo de almacenamiento, el contenido de proteinas solubles en
pulpa y cascara se vio significativamente afectado por las interaccion entre temperatura,
empague y estado de madurez (F=9,51; p=0,001 y F=29,81; p=0,000 respectivamente).
De manera que en el final del almacenamiento de los frutos de gulupa, en la pulpa, se
encontré el menor contenido de proteinas en los almacenados a 4°C y 8°C en Makropol
M, y el mayor a temperatura ambiente en este mismo empaque. En general se destaca
gue en este dia el contenido de proteinas en cascara fue mayor en los frutos
almacenados en empaque Makropol M que en Control, y que los frutos a 8°C en
Makropol tuvieron el mayor contenido protéico siendo superior a mayor estado de

madurez.

En el empaque Control, la tendencia del contenido de proteinas totales en la pulpa a
todas las temperaturas, de permanecer practicamente invariable en el tiempo, ya ha sido

encontrada en otros frutos como el melén reticulado (Cucumis melo L. var. reticulatus
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Naud) (Lamikanra & Watson 2001), en el que no se encontraron cambios significativos en
el nivel de proteinas durante el periodo de almacenamiento poscosecha. En tanto que
con este mismo empaque, la disminucion del contenido de proteinas observada en
general para la cascara del fruto de gulupa, puede relacionarse con el proceso de
senescencia, ya que se ha reportado que durante la senescencia de los frutos disminuye
el contenido de proteinas debido a su degradacion (Alia-Tejacal et al. 2002, Bashir &
Abu-Goukh 2003), y también puede ser resultado de la disminucion de la capacidad de la
sintesis proteica como del inicio de una débil protedlisis mediada por las proteasas como
lo ha postulado Kouakou-Dje et al. (2010) durante el almacenamiento de tubérculos.

En el empaque Makropol M, el incremento en pulpa de las proteinas observado durante
los primeros 18 dias de almacenamiento, puede estar relacionado con el aumento de la
actividad en pulpa de las enzimas peroxidasa y poligalacturonasa entre los dias 6 al 18,
en tanto que la disminucién de proteinas posterior al dia 18, puede relacionarse con la
disminucion de la tasa de incremento de las actividades de ambas enzimas después de
éste dia, las cuales hacia el dia 27 alcanzan niveles que se mantienen
relativamente constantes hasta el final del periodo de almacenamiento. Ademas, un
comportamiento similar, ya se ha encontrado en pulpa de frutos de guayaba blanca y
guayaba rosada (Abu-Goukh & Bashir 2003), reportandose un incremento del contenido
de proteinas totales durante las primeras dos semanas de almacenamiento seguido de
una rapida reduccién, de manera que los autores indican que este incremento se
correlacion6 con el aumento progresivo de la actividad de la poligalacturonasa y que la
reduccién en el contenido de proteinas puede explicarse por la degradacién de proteinas
durante la senescencia, lo que soporta la idea de que las proteinas en los frutos en
ripening son fundamentalmente enzimas requeridas para llevar a cabo este proceso. Es
posible entonces que la disminucién observada del contenido de proteinas en los frutos
refrigerados en Makrpol M, sea consecuencia de la hidrélisis de proteinas por el proceso

de maduracion hacia la senescencia.

Ademas, en general se observé que los frutos almacenados en empaque Control
presentan en promedio un menor contenido proteico en cascara que los almacenados en
empaque Makropol M, lo cual podria soportar la idea que la prolongacién del tiempo de
almacenamiento ofrecida por el empaque Makropol M, se asocia a la disminucién del

metabolismo, y en este caso a la reduccion de la degradacion de las proteinas.
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3.2.5 Peroxidasa

La evolucion de la actividad peroxidasa (POD) en los frutos de gulupa, tuvo un
comportamiento similar en pulpa y en cascara, presentando mayores actividades en la
cascara que en la pulpa (Figura 3-16 y Tabla 3-1), lo cual es similar al comportamiento
gue presentaron los azucares reductores. Se observé en los frutos refrigerados, que la
actividad de POD disminuyé con el transcurso del almacenamiento en el empaque
Control, mientras que en el empaque Makropol M ocurrid una disminucién inicial y
después de 15 dias se observd un incremento que posteriormente se estabilizé hasta el
final del almacenamiento. En los frutos almacenados a temperatura ambiente, la

actividad de esta enzima se redujo en promedio.

Figura 3-16:  Evolucion de la actividad (UPOD=AAbsorbancia a 436nm/min*g PF) promedio de
la enzima peroxidasa en pulpa y cascara de frutos de gulupa almacenados a 4+2°C y 8+2°C en
empaques Control y Makropol M. Estados de madurez: 50% y 75% de céscara parpura. PF: Peso
fresco del tejido. Barras indican error estandar (n=3).
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Entonces, para ambos tejidos, se observo que la actividad de POD alcanzé niveles mas
bajos con el empaque Control que con Makropol M, mostrando entonces que durante el
transcurso del almacenamiento este parametro evoluciond en el tiempo de manera
semejante en ambos empaques, pero los cambios durante esta evolucion fueron menos
acentuados en los frutos almacenados en Makropol M, esto es, se dieron en un menor

rango (Figura 3-16).

Al final del almacenamiento de los tratamientos, se observé un efecto significativo de
interaccion entre temperatura, madurez y empaque, sobre la actividad de POD en pulpa
(F=29,07; p=0,000) y cascara (F=33,44; p=0,000). En el dia final de almacenamiento de
los frutos, tanto en la cascara como en la pulpa de gulupa se observé que la actividad de
POD en los frutos almacenados a temperatura ambiente disminuyé significativamente
respecto a la inicial (Dia cero), con excepcion de los frutos con madurez del 75%
empacados en Control y con madurez de 75% en Makropol M. En los frutos refrigerados,
se observé que la actividad fue mayor en los empacados en Makropol M gque en Control,
siendo sélo estos ultimos significativamente menores en Control en los frutos a 4°C con
50% de madurez en los que se encontraron niveles en promedio superiores a los de los
demas frutos refrigerados en ese mismo empaque, siendo semejantes a los del

empague Makropol M.

Se encontré que la actividad de la POD en ambos tejidos de los frutos almacenados en
Control, alcanz6 niveles en general menores en los frutos refrigerados que a temperatura

ambiente.

Se ha reportado que la actividad de la peroxidasa se incrementa durante el
almacenamiento a bajas temperaturas, sugiriendo que este incremento hace parte del
sindrome de dafio por frio (Perez-Tello et al. 2001) cuando esta acompafiado del
incremento en especies reactivas de oxigeno como H,O, (Carvajal et al. 2011). Es
posible, que el incremento observado de la actividad de la POD en cascara y pulpa de
gulupa en el empaque Control, sea consecuencia de las bajas temperaturas asociadas a
la prolongacion del tiempo de almacenamiento, que puede estar indicando dafio por frio a
estas bajas temperaturas; sin embargo, se requieren futuros estudios de la evolucién del

contenido de H,O; en el fruto de gulupa para confirmar dicha hipoétesis.
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Sin embargo se destaca que en el dia final del almacenamiento, los frutos con madurez
de 50% almacenados a 4°C en empaque Control presentaron una actividad POD en
cascara y pulpa superior a la de los demas tratamientos en ese mismo empaque, lo cual
puede hacerlos mas susceptible a un deterioro mas rapido debido a que las altas
actividades de esta enzima se han asociado con los inicios de la senescencia y deterioro
del fruto (Baquero-Duarte et al. 2005). De hecho, Baquero-Duarte et al. (2005) sugieren
gue los tratamientos poscosecha que se apliquen a los frutos, deben enfocarse en
estimular la actividad de CAT y disminuir o inhibir la actividad de POD para que se puede
asegurar un prolongacién de la vida util del fruto, lo cual es todo lo opuesto a lo

observado en los frutos de 50% de madurez a 4°C en empaque Control.

En los frutos almacenados en empaque Control y a temperatura ambiente en Makropol
M, se observé la disminucion de la actividad POD conforme transcurrié el tiempo de
almacenamiento. En estos frutos, los resultados muestran que a partir del dia 6 de
almacenamiento la actividad de la POD en cascara y pulpa como el contenido de fenoles
en cascara disminuyeron, favoreciendo la oxidacion del fruto de gulupa y su consecuente

senescencia (Figuras 3-16 y 3-14).

3.2.6 Catalasa

La actividad de la catalasa (CAT) en pulpa y en cascara presento tendencias diferentes.
En la pulpa del fruto de gulupa, durante el transcurso del tiempo, en general ocurrié una
disminucion de la actividad de CAT, siendo mayor esta disminucion en los frutos
refrigerados que a temperatura ambiente, y se observé que la velocidad de disminucion
de la actividad de esta enzima, fue menor en los frutos empacados en Makropol M con

respecto a los empacados en Control (Figura 3-17 y Tabla 3-1).

En céascara, se observd que la actividad de CAT se incrementd durante el
almacenamiento en los frutos empacados en Control, en tanto que la actividad de esta

enzima en Makropol M oscil6 en el trascurso del tiempo (Figura 3-17 y Tabla 3-1).

La actividad de esta enzima en el dia final de almacenamiento de todos los tratamientos,
presentd interaccion significativa entre los 3 factores evaluados, tanto en cascara
(F=56,57; p=0,000) como en pulpa (F=24,51; p=0,000). En cascara, al dia final de
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almacenamiento se encontré que las actividades de CAT en general fueron superiores
gue las observadas en el dia inicial (Dia cero), siendo las obtenidas en Control mayores a
las obtenidas en Makropol M. Se destacé sin embargo, que en el dia final, en los frutos
de 50% de madurez a 4°C en Control la actividad de CAT fue mucho mas baja, incluso

fue semejante a la inicial.

Por su parte en pulpa, en el dia final de almacenamiento de todos los tratamientos, en
general se encontr6 menor actividad de la catalasa respecto a la encontrada en el inicio
de experimento (Dia cero), siendo en el empaque Control menores los valores que en
Makropol M. Particularmente, se observé que la actividad de CAT alcanzada por todos
los tratamientos con empaque Makropol M fue semejante entre si, mientras que en
Control se observo que entre frutos refrigerados la actividad fue mayor a 4°C que a 8°C
y fue mayor en frutos de 50% que en frutos de 75% de madurez, e inclusive, los frutos
con 50% de madurez a 4°C tuvieron actividad de CAT semejante a la del dia inicial (Dia
cero).

Figura 3-17:  Evolucion de la actividad (UCAT= pmol de H,O, descompuesto/min*g PF)
promedio de la enzima catalasa en pulpa y cascara de frutos de gulupa almacenados a 4+2°C y

8+2°C en empaques Control y Makropol M. Estados de madurez: 50% y 75% de cascara purpura.
PF: Peso fresco del tejido. Barras indican error estandar (n=3).
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Un comportamiento semejante al encontrado en el empaque Control, se ha reportado en
frutos de zuchinni, en donde el comportamiento de cascara y pulpa de zuchini fue
observado respectivamente en pulpa y cascara de gulupa. De manera que en los frutos
de zuchinni en condiciones de bajas temperaturas de 0°C y 10°C, se ha encontrado que
la actividad de CAT (en base a peso seco) en pulpa se incrementd en los primeros 5 dias
de almacenamiento y luego disminuy6 alcanzando niveles menores que en el dia inicial
(Dia cero), mientras que en cascara hubo un incremento que llegd al doble en el dia 5,

seguido de una disminucion (Gualanduzzi et al. 2009).

En semejanza al comportamiento encontrado en la pulpa de los frutos de gulupa,
Baquero-Duarte et al. (2005) mencionan que en cascara de pitaya, la actividad de la CAT
es alta en los primeros dias del almacenamiento, luego de lo cual se reduce; y que la
actividad méxima es coincidente con el climaterio y con el desarrollo del color, luego de lo
cual es significativamente menor en los frutos senescentes. De forma similar, en la pulpa
de frutos de mango se ha encontrado que la actividad de la catalasa sin importar el
estado de madurez del fruto ni la temperatura, incrementa en los primeros dias de
almacenamiento y luego disminuye hasta el final del almacenamiento (Arafat 2005).
Imahori et al. (2008) también encontraron que, en el pericarpo de frutos de Prunus mume
refrigerados a 1°C, la catalasa se incrementé en el inicio y posteriormente disminuy6 en
el dia 5 hasta el dia 15 de almacenamiento. De forma similar, en la pulpa de frutos de
mango se ha encontrado que la actividad de CAT sin importar el estado de madurez del
fruto ni la temperatura de almacenamiento , incrementa en los primeros dias de

almacenamiento y luego disminuyé hasta el final del almacenamiento (Arafat 2005).

En frutos de pepino cohombro (Cucumis sativus L.) refrigerados a 5°C se encontré un
comportamiento semejante al observado en céscara de gulupa, de manera que en los
primeros dias del almacenamiento ocurrié una leve disminuciéon de CAT seguida de un

incremento significativo en el quinto dia (Srilaong & Tatsumi 2003).

Al final del almacenamiento, la actividad de CAT en cascara se incrementé en promedio
por efecto de las bajas temperaturas respecto a los frutos a temperatura ambiental,
encontrandose a 8°C una mayor actividad que a 4°C, de manera que es posible que las
menores actividades de CAT a 4°C ocasionen la reduccion de la actividad antioxidante

disminuyendo la tolerancia de los frutos de gulupa al dafio por frio, particularmente en los
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frutos con 50% de madurez a 4°C en empaque Control, en los que hubo un actividad
significativamente menor de CAT. Adicionalmente se ha reportado que el dafio por frio
esté relacionado con una menor actividad de CAT respecto de las frutas no refrigeradas
(Baquero-Duarte et al. 2005). En consecuencia, 8°C tiene una mayor capacidad

antioxidante que pudiera prolongar la vida atil del fruto.

3.2.7 Poligalacturonasa

En el dia inicial del experimento, la actividad de la poligalacturonasa (PG) fue menor en
los frutos de gulupa con 50% de madurez, respecto a aquellos en estado del 75% de
madurez (Tabla 3-1). Esta menor actividad de la PG en frutos con menor estado de
madurez ya se ha reportado en otros frutos como durazno (Brummell et al. 2004),
guayaba, tomate, papaya y mango (Ali et al. 2004b).

La actividad de PG presento6 comportamientos distintos en los diferentes tejidos del fruto
de gulupa. En cascara la actividad PG se comporté de manera idéntica que la actividad
de la POD en céascara (Figuras 3-18 y 3-16, Tabla 3-1, Anexo C), tanto en su evolucién
en el tiempo, como en el comportamiento al dia final de almacenamiento, en el cual se
vio efecto de interaccion entre los factores temperatura, madurez y empaque (F=35,43,;
p=0.000) (ver descripcion de la actividad POD en cascara). Ademas esta actividad PG en
cascara se comportdé semejante a las concentraciones de fenoles y azlcares reductores
en cascara (Figuras 3-18, 3-14 y 3-13, Tabla 3-1, Anexo C).

La reduccion de la actividad PG observada en cascara de los frutos de gulupa, con el
almacenamiento a bajas temperaturas, también ha sido reportada para el exocarpo de
frutos de zucchinni (Cucurbita pepo L.) que fueron almacenados a 4°C (Carvajal et al.
2011). Adicionalmente se ha encontrado que a temperatura de 3°C, la cual conlleva a
dafio por frio en frutos de tomate, ocasiona la reduccion de los transcriptos, de la
actividad, y de la acumulacion de PG en comparacién con temperatura ambiente,
sugiriendo ademas que esta temperatura de 3°C tiene un efecto en la regulaciéon post-
transcripcional de la expresion génica de PG, por lo cual disminuyen la traduccion de
proteina PG y/o incrementa la estabilidad de la PG, como también tiene un efecto

transcripcional (Rugkong et al. 2010).
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Figura 3-18: Evolucién de la actividad (UPG= pg glucosa/min*g PF) promedio de la enzima
poligalacturonasa en pulpa y cascara de frutos de gulupa almacenados a 4+2°C y 8+2°C en
empaques Control y Makropol M. Estados de madurez: 50% y 75% de céscara purpura. PF: Peso
fresco del tejido. Barras indican error estandar (n=3).
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En tanto que en la pulpa, la actividad de la PG en el empaque Control mostrdé con el
transcurso del tiempo un comportamiento con tendencia al incremento de la actividad. Y
de manera semejante la actividad PG en el empaque Makropol M mostré una tendencia
de incrementar en los primeros 15 dias, para todas las temperaturas, pero en los frutos
refrigerados se observé que después de ese dia ocurrié una reduccion regresando a los
niveles iniciales (Dia cero) en el dia 24 y después ocurrié un incremento que se estabilizé

después del dia 30 de almacenamiento (Figura 3-18 y Tabla 3-1).

Respecto a la actividad de PG de la pulpa en el dia final de almacenamiento de todos los
tratamientos, se encontr6 un efecto significativo de interaccion entre temperatura,
madurez y empaque (F= 43,79; p=0,000). Destacandose que la mayor actividad de PG

se presentd en los frutos refrigerados (4°C y 8°C) en empaque Makropol M.
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Se ha asociado el incremento de la actividad de PG con el ripening del fruto, de manera
gue la actividad sigue incrementandose a medida que el fruto se sobremadura, por ello
el rol de esta enzima se relaciona principalmente con cambios texturales y propiedades
de calidad, y finalmente con el deterioro del fruto para permitir o promover la dispersion
de semillas (Brummell & Harpster 2001). La actividad de PG se ha encontrado alta en
algunos frutos como aguacate y tomate y baja en otros como manzana y durazno; sin
embargo, incluso los bajos valores de actividad de esta enzima pueden ser suficientes
para ocasionar el desensamblaje de las pectinas (Hadfield & Bennet 1998, Protsenko et
al. 2010). En tomate, la actividad exo-PG permanece constante durante la maduracion,
en tanto que en el durazno es regulada durante el ripening (Hadfield & Bennet 1998). En
melén y durazno la actividad PG incrementa relativamente tarde en ripening, y por
consiguiente la despolimerizacion de las pectinas ocurre tardiamente en la maduracion;
en tanto que en aguacate y tomate la actividad PG aumenta justo después del inicio de la
maduraciéon y la despolimerizacion de las pectinas ocurre entonces durante todo el

proceso de ripening (Brummell & Harpster 2001).

El control de la actividad de esta enzima es un punto clave de relevancia para la
regulacién del almacenamiento de los frutos y de su calidad (Protsenko et al. 2010). La
supresion de PG tiene efecto modesto en el ablandamiento del fruto (Hadfield & Bennet
1998); sin embargo, la reduccién o inhibicion de la actividad de PG puede mejorar
algunas propiedades fisicas con implicaciones en los factores poscosecha como el
incremento en el tiempo de vida de anaquel, y la resistencia al rajamiento y a patégenos
durante la poscosecha, lo cual se debe al mejoramiento de la integridad de los tejidos.
Por consiguiente, la supresion o reduccion de PG mejoraria la integridad del fruto
almacenado y las propiedades de textura de la pulpa sin afectar otros atributos de calidad
como el color, pH y valores de °Brix (Hadfield & Bennet 1998, Brummell & Harpster
2001, Goulao & QOliveira 2008).

La alta actividad de PG encontrada en los frutos refrigerados en Makropol M, al final del
almacenamiento, es superior con respecto a temperatura ambiental en este mismo
empaque Yy a los tratamientos en el empaque Control, lo cual puede indicar que después
del periodo de almacenamiento de 30 dias pudieran encontrarse cambios texturales en
pulpa y cascara relacionados con el ablandamiento producto de la alta actividad de esta

enzima. Ya en Passiflora edulis se ha encontrado que la alta actividad de PG esta
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asociada con la degradacion de sustancias pécticas estructurales en el arilo y en la
cascara del fruto maduro (Pruthi 1963), asociandose con la maduracion y deterioro de los

frutos de maracuya (Menéndez-Aguirre et al. 2006).

En el dia final del almacenamiento, se observo que los frutos con 50% de madurez
almacenados a 4°C en empaque Control presentaron una significativamente mayor
actividad de PG, que los demas frutos refrigerados en dicho empaque. Considerando que
se ha reportado que la baja actividad de PG estad correlacionada con una mayor
resistencia del fruto al frio (Carvajal et al. 2011), entonces es posible que la alta actividad
de PG observada en los frutos con 50% de madurez almacenados a 4°C en empaque

Control, les confiera una mayor susceptibilidad al frio.

3.3 Parametros fisicoquimicos

Las determinaciones se realizaron en empaque Control bajo las tres temperaturas de

ensayo, y para los dos estados de madurez del fruto de gulupa

3.3.1 Pérdida de peso

En los frutos de gulupa, se observé que la pérdida de peso fresco se incrementd
proporcionalmente con el transcurso del tiempo, alcanzando en los frutos en condiciones
de temperatura ambiente tasas diarias de pérdida de peso de 1,20% y 1,06%, con
madurez de 50% y 75%, respectivamente. Las cuales fueron significativamente mayores
a las de los frutos refrigerados (Tabla 3-2 y Figura 3-19). Y entre éstos Ultimos, a pesar
gue no hubo diferencia significativa, se observé mayor tasa de pérdida en los frutos a 8°C
gue a 4°C, siendo respectivamente de 0,50% y 0,33% en los frutos con madurez del 50%
y de 0,32% y 0,21%en los de 75% de madurez (Figura 3-19).

Los anteriores resultados son similares a los reportados por Shiomi et al. (1996b) quien
ha reportado un incremento linear con el transcurso del tiempo de almacenamiento en
frutos de gulupa de distinto estado de madurez almacenados a temperatura ambiente
(25°C). También los resultados son semejantes a lo reportado por Aular et al. (2001) en
maracuya, en donde con el aumento del tiempo de almacenamiento se incremento la

pérdida de masa, y se encontr6 que en los frutos almacenados en condiciones
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ambientales sin empaque y con temperatura promedio de 24+4°C, la pérdida de peso

acumulada fue del 16,77% en el dia 12.

Tabla 3-2: Promedios (+SD) de los parametros fisicoquimicos de los frutos de gulupa antes
de aplicar los tratamientos (condiciones iniciales: cosecha) y al final del almacenamiento (Ultimo
dia del almacenamiento) en condiciones de temperatura ambiental (18+2°C), en empaque Control.
Letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencias significativas (a=0,05) segun la
prueba de diferencias minimas significativas de Fischer. LSD: Diferencia minima significativa.

COSECHA ALMACENAMIENTO

Madurez 50% 75% 50% 75% LSD
Pérdida de peso 00£00¢c 00£0,0c 6,7+09a 32+0,3b 0,8
L*2 423+0,7a 36,9+03b 349+05¢ 338+08¢ 1,1
crs M4t11a 84+02b 10,304 a 68+04c 1,2
h¢ 648+4,1a 51,7+£13b 272+14c| 437+£112b| 114
pH 29+0,02a 27+011b 28+0,02a 29+0,05a 0,1
SST* 158+0,2a 14,7+0,2a 130+£04b 123+1,1b 1,1
ATT 34+0,12b 3,3+£0,09b 28+0,02c| 4,7+0,08a 0,2
M7 47+02a 44+01a 46+01a 27+03b 0,4

! Porcentaje de pérdida de peso fresco acumulado (%), ? luminosidad del color, ® saturacion del color,  tono
del color, ° solidos solubles totales (°Brix), ® acidez total titulable (% de &cido citrico), " indice de madurez
(SST/IATT).

A pesar que no es estadisticamente significativa, la pérdida de peso es en promedio
mayor en los frutos con 50% respecto a los de 75% de madurez (Tabla 3-2 y Figura 3-
19). Esta mayor pérdida de peso en los frutos de menor estado de madurez, ya se ha
reportado en frutos de gulupa, indicando que esto se debe probablemente a que los
frutos menos maduros tienen una mayor tasa metabdlica y mayor relaciéon de area

superficial por volumen (Shiomi 1996b).

La mayor pérdida de peso con el incremento de la temperatura de almacenamiento se
debe al mayor metabolismo a mayores temperaturas, en las que al aumentar la
transpiracion se incrementa la pérdida de agua. Y de manera semejante, en gulupa,
Kishore et al. (2011) han reportado que durante el almacenamiento de frutos de gulupa a
cuatro temperaturas (ambiente, 6, 8 y 11°C), se encontr6 que la tasa de pérdida

fisiologica de peso se incrementd con el aumento de la temperatura de almacenamiento y
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qgue el contenido de jugo en el fruto se correlaciond directamente con la temperatura,
siendo mayor en los frutos a temperatura ambiente, lo cual puede deberse a la alta tasa
de pérdida de peso en estos. Ademas reportan que la calidad del fruto se pierde
rapidamente a los 5 dias cuando estd almacenado a temperatura ambiente, pero que a
8°C la calidad se mantiene adecuada hasta por 21 dias, de manera que esta temperatura
de almacenamiento se recomienda para la gulupa respecto al mantenimiento satisfactorio
de su calidad sensorial.

Figura 3-19:  Porcentaje promedio (n=3) de pérdida de peso en frutos de gulupa almacenados a
4+2°C y 8+2°C en empaque Control. Estados de madurez: 50% y 75% céscara purpura. Las
barras indican error estandar.
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En general, no hubo diferencias significativas en la tasa diaria de pérdida de peso
debidas al estado de madurez, para ninguna temperatura de almacenamiento. Sin
embargo, debido a los diferentes tiempos de almacenamiento de los frutos de gulupa en
los tratamientos de almacenamiento, la pérdida de peso acumulada en el final del
almacenamiento en los frutos a temperatura ambiente, fue del doble con el 50% que con

el 75% de madurez, pero esto se debe a que a pesar que los frutos de ambos estados
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presentaron una tasa semejante de pérdida de peso, aquellos con mayor estado de
madurez perdieron su buena apariencia externa mas prontamente que los frutos menos
maduros, a los 3y a los 6 dias respectivamente (Tabla 3-2). En tanto que en los frutos
refrigerados, la pérdida de peso acumulada al final del almacenamiento mostré
diferencias significativas debidas al estado de madurez (F=20,12; p= 0,001), pero no
presento diferencias estadisticamente significativas debidas a la temperatura. De manera
gue se encontr6 que los frutos refrigerados con 50% de madurez perdieron en promedio
(6.2%) mayor peso respecto a los frutos que fueron cosechados con 75% de madurez
(4.3%) (Figura 3-19).

3.3.2 Color

Con el transcurso del almacenamiento de los frutos a temperatura ambiente, se
disminuyé la luminosidad del color, indicando que se volvieron mas oscuros debido a la
evolucién del color tono verde claro que es mas luminoso a uno pudrpura que es mas
oscuro. Ademas, la saturacién disminuyo significativamente en los frutos con 75% de
madurez mientras el tono permanecio constante, en tanto que en los frutos con madurez
de 50% el tono se redujo, lo cual se asocia en estos ultimos al cambio de coloracién a
purpura de la cascara. De esta manera, al finalizar el almacenamiento de estos frutos,
aquellos con 50% de madurez presentaron mayor saturacion, menor tono e igual
luminosidad que los de 75% de madurez (Tabla 3-2 y Figura 3-20). Lo anterior evidencia
que al final de almacenamiento, los frutos con 50% de madurez habian progresado en el
cambio de color al tono purpura y que los cambios obtenidos en este momento por los
frutos con 75% de madurez se debieron no a variacién en el tono sino en la saturacién

del color.

Para el dia final del almacenamiento, la luminosidad del color no fue afectada
significativamente por el estado de madurez del fruto, en tanto que si hubo un efecto
significativo de este factor sobre la saturacion (F=34,57; p=0,000) y el tono del color
(F=50,72; p=0,000). De manera que al final del almacenamiento, los frutos con 50% de
madurez presentaron significativamente mayor saturacion y menor tono del color

respecto a los de 75% de madurez, en todas las temperaturas (Figura 3-20 y Tabla 3-2).
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Figura 3-20: Promedios de la luminosidad (L*), saturacién (C*) y tono (h) del color de la
cascara de frutos de gulupa almacenados a 4+2°C y 8+2°C en empaque control. Estados de
madurez: 50% y 75% puarpura. Barras indican error estandar (n=3).
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Entonces el cambio de los parametros del color logrado al finalizar el almacenamiento de
los frutos, ocurrié de forma similar en los refrigerados con respecto a los almacenados a
temperatura ambiente; sin embargo, se presenté en mayor magnitud en éstos Ultimos. Es
asi, que se observd que el tono logrado al final del almacenamiento fue en promedio
mayor en los frutos refrigerados respecto a los almacenados a temperatura ambiente, lo
cual evidencia que los frutos refrigerados presentaron menor cambio de tono hacia la
coloracién purpura que el logrado por los frutos a temperatura ambiente (Figura 3-20 y
Tabla 3-2). Adicionalmente, en el dia final del almacenamiento no hubo diferencias
significativas entre las temperaturas de 4°C y 8°C sobre el color alcanzado por los frutos
(Figura 3-20).

El mayor cambio de color de los frutos almacenados a mayor temperatura, que
desarrollaron mas rapidamente el color hacia un tono puarpura oscuro respecto a los
frutos refrigerados, se debe a que las mayores temperaturas de almacenamiento resultan
en una maduracién mas rapida y en una mayor acumulacion de antocianinas (Shin et al.

2007) que son las responsables del color parpura de la cascara de la gulupa.

Respecto al color en el dia inicial, en el que se evaluaron las condiciones previas a la
aplicacion de los tratamientos, se encontré que al finalizar el periodo de almacenamiento
todos los frutos presentaron significativamente menor luminosidad, excepto aquellos con
75% de madurez almacenados a 4°C. En tanto que la saturacion disminuy6
significativamente en los frutos a bajas temperaturas con 50% de madurez y a
temperatura ambiente con 75% de madurez, y el tono disminuyé de manera significativa
Unicamente en los frutos con madurez del 50% (Figura 3-20). Por lo cual se soporta la
afirmacion de que con el transcurso del almacenamiento, se presenté un cambio de color
hacia el tono purpura en los frutos con madurez del 50% en condiciones de refrigeracion
a 4°C y a 8°C, y que en general los frutos almacenados en refrigeracién y a temperatura
ambiente se tornaron mas oscuros, mostrando que hubo progreso del cambio de color en
los frutos bajo todos los tratamientos de almacenamiento, como lo confirman las
fotografias (ver Anexo B). Esta disminucion en la luminosidad ya ha sido reportada en
frutos de gulupa, en los cuales ocurre un oscurecimiento a medida que maduran (Florez
2012).
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El cambio del color de la cascara del fruto durante la maduracion es una caracteristica
notoria en la gulupa, de manera que su cascara pasa de tonalidades verdes claras a
plrpura oscuro, esta transicibn esti asociada con la degradacién de las clorofilas que
ocurre durante la maduracion y senescencia del fruto, lo cual permite la visualizacion de
los pigmentos tipo antocianinas que le confieren el color purpura a la céscara. Este
cambio durante la maduracion de la gulupa ya ha sido reportado por Florez (2012).

El etileno se ha asociado con el desarrollo del color en los frutos, al desencadenar la
transduccién de numerosos factores de transcripcibn que a su vez activan genes
ocasionando la degradacion de las clorofilas y el desarrollo de pigmentos (Payasi &
Sanwal 2010). Considerando lo anterior, el menor cambio de color observado en los
frutos refrigerados de gulupa, se debe a que a bajas temperaturas la produccion de
etileno se redujo (como se discutié en los resultados de respiracién), de manera que la se
podria retardar la degradacion de clorofilas y con ello el poder visualizar pigmentos tipo
antocianinas que es el responsable del cambio de color de la cascara de la gulupa de

verde a purpura.

3.3.3 pH, ATT, SST e IM
pH

El pH de la pulpa, medido al finalizar el almacenamiento, present6 una interaccion entre
temperatura y madurez (F=12,21; p=0,001) de manera que se observo que los frutos
almacenados a 4°C finalizaron su almacenamiento con un pH significativamente mayor
con respecto al alcanzado a 8°C y a temperatura ambiente, ademas, a 4°C el pH fue
superior en los frutos con menor estado de madurez, en los que se alcanzé un pH de 3,2,

respecto al pH de 3,0 en los frutos con 75% de madurez (Figura 3-21 y Tabla 3-2).

Comparando el pH con las condiciones iniciales (Dia cera), se encontré que al final del
almacenamiento este se increment6 significativamente en los frutos con 75% de madurez
en las tres temperaturas evaluadas, y no varié en los frutos con 50% de madurez excepto
en los almacenados a 4°C en los que se observé un incremento (Tabla 3-2 y Figura 3-
21).
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Un incremento del pH durante el almacenamiento a temperatura ambiente de frutos de
gulupa con 50% y 70% de madurez también ha sido reportado por Jiménez et al. (2011) y
Flérez (2012). Adicionalmente, Martinez (2010) también reportd este incremento del pH
durante el almacenamiento de frutos de gulupa de 70-80% de madurez sin empaque a
8°C. De manera que ambos autores indicaron que este incremento del pH es
consecuencia de la disminucion de la acidez; sin embargo, Florez (2012) indicé que el
cambio leve en el pH puede sugerir que la pulpa del fruto de gulupa puede tener una
buena capacidad amortiguadora.

Figura 3-21: Promedios de pH, ATT (% de acido citrico), SST (°Brix) e IM (SST/ATT) de la
pulpa de frutos de gulupa almacenados a 4+2°C y 8+2°C. Estados de madurez: 50%, 75% y 100%

parpura. Barras indican error estandar (n=3).
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ATT

En la evolucion en el tiempo de la acidez total titulable (ATT) durante el transcurso del
almacenamiento, se observé que increment6 en el dia 3 de almacenamiento para todos
los estados de madurez y temperaturas, luego de lo cual disminuy6 (Figura 3-21 y Tabla
3-2). Un comportamiento similar se ha reportado en la maduracién de frutos de
anonaceas, los cuales también son climatéricos, tropicales y presenta altas tasas de
respiracion y producciéon de etileno, en los cuales se ha observado un incremento de
acidos mélico y citrico de 3 a 4 dias después de la cosecha, luego de lo cual disminuyen,
encontrandose un incremento de la acidez en la etapa inicial de la maduracién
organoléptica seguida de una reduccion, de manera que este incremento en la acidez se
ha relacionado con la produccién de acidos en Annona muricata y A. cherimola (Pareek
et al. 2011). Sin embargo, los niveles de &cido citrico y malico en los frutos de gulupa no

se incrementaron en el dia 3 (Figura 3-11).

Ademas, se observd que las condiciones de ATT al finalizar el almacenamiento de los
frutos a 4°C se incrementaron respecto a los niveles iniciales de los frutos antes de la
aplicacion de los tratamientos, en tanto que a 8°C finalizaron en niveles semejantes
(Figura 3-21). Estos resultados son contrastantes con lo reportado por Martinez (2010),
quien encontré en frutos de gulupa con madurez del 70-80%, almacenados sin empaque
y a 8°C, que se redujeron los niveles de ATT al finalizar el almacenamiento con respecto
a los niveles iniciales, sin embargo la tendencia general de la evolucion en el tiempo fue
semejante, encontrando un leve incremento en la primera semana seguido de la

disminucion de la ATT.

Este comportamiento de incremento inicial, y reduccion después del dia tres, en las tres
temperaturas de almacenamiento, ha sido reportado en frutos de Manilkara zapota por
Miranda et al. (2002) y Dantas de Morais et al. (2008) quienes explican que la reduccion
de ATT durante el almacenamiento se debe al uso de los acidos organicos como

sustratos respiratorios o para la conversion en azlcares.

Con respecto a las condiciones de ATT alcanzadas al final de almacenamiento para los
tratamientos evaluados, se observd que hubo un efecto significativo de interaccion entre

temperatura y madurez (F=118,02; p=0,000) sobre la ATT, encontrando que en los frutos
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de gulupa refrigerados la ATT fue mayor a menor estado de madurez, en tanto que a
temperatura ambiente la tendencia fue opuesta (Figura 3-21 y Tabla 3-2).

Es importante destacar que la variacion de ATT no esta directamente relacionada con el
pH, debido a que este Ultimo depende de la concentracion de hidrogeniones libres y
ademas de la capacidad amortiguadora del pH de la pulpa (Dantas de Morais et al. 2008)

del fruto.

SST

Durante el almacenamiento de los frutos de gulupa, se observo que los sélidos solubles
totales (SST) de la pulpa disminuyeron en todos los tratamientos con respecto a los
niveles que tenian en las condiciones iniciales, esto es en las condiciones de partida

antes de aplicar los tratamientos (Tabla 3-2 y Figura 3-21).

La disminucién de los SST con el transcurso del tiempo de almacenamiento, se debe a
gue con la maduracion del fruto, en general se consumen azlcares y acidos organicos,
como sustratos respiratorios, consumiéndose en la glicdlisis y en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, de manera que sus concentraciones se reducen. Este comportamiento ya
se ha reportado para frutos de gulupa provenientes de Cundinamarca, con 50%, 70% vy
100% de madurez durante el almacenamiento poscosecha a temperatura ambiente
(Flérez 2012), y también en frutos de gulupa cosechados a los 70, 80 y 90 dias después
de la floracibn que fueron almacenados a 25°C (Shiomi 1996b). Sin embargo, a
diferencia de lo encontrado, Martinez (2010) reporté6 aumento de SST con el transcurso

del almacenamiento en frutos de gulupa a 8°C sin empaque.

Estos resultados indican que el contenido de SST, el cual se atribuye principalmente a
azucares, se reduce después de la cosecha, de manera que no existe en los frutos de
gulupa una acumulacion de azlUcares después de la cosecha o durante de la
poscosecha. Esa reduccién en el contenido de SST indica que estos estan siendo
empleados en la respiracibn mucho mas rpidamente de lo que son producidos (Dantas
de Morais et al. 2008).

Supapvanich et al. (2011) han observado un descenso en los SST del dia cero al cuatro

durante el almacenamiento de frutos de Syzygium samarangenese [Blume] Merrill & L.M.
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Perry, y sugieren que este descenso puede estar relacionado con la biosintesis de
antocianinas, esto es, con el incremento en su contenido.

Al finalizar el periodo de almacenamiento, se encontré que la temperatura afecto
significativamente (F=7,37; p= 0,008) el contenido de SST, de manera que se observo un
incremento significativo en los frutos sometidos a 4°C respecto a 8°C; sin embargo,
ninguno fue diferente de los contenidos encontrados al final del almacenamiento en
temperatura ambiente, excepto los frutos de 50% de madurez almacenados a 4°C (Tabla
3-2 y Figura 3-21).

Estos resultados son contrarios a lo esperado puesto que a mayores temperaturas se
esperaria un metabolismo mas acelerado, y por tanto una mayor reduccion de los SST a
temperatura ambiente, como ya lo han reportado Kishore et al. (2011) en frutos de
gulupa, indicando menores niveles de SST al final del almacenamiento con temperatura

ambiente y 11°C respecto a 6°C y 8°C.

IM

El indice de madurez (IM) se define como un parametro de calidad que es una medida
del balance dulce/acido de la pulpa del fruto de gulupa y se calcul6 como la razén
SST/ATT. En general, el comportamiento durante el transcurso del tiempo de
almacenamiento del IM fue opuesto al de la ATT, encontrandose una reduccién inicial del
IM en el dia 3, seguida de un incremento, y para los frutos a 4°C seguida por una
disminucion en el dia 18 (Tabla 3-2 y Figura 3-21). Una tendencia de evolucion en el
tiempo muy similar a esta, fue reportada por Martinez (2010) en frutos de gulupa de 70-
80% de madurez almacenados a 8°C sin empaque, y proveidos por Ocati S.A., quien
encontrd que los frutos disminuyeron el IM en la primera semana, luego de lo cual se
incrementod en la segunda y se redujo en la tercera, de manera que al cabo del tiempo de
almacenamiento el IM aumentd respecto a las condiciones del dia de inicio del

experimento.

Sin embargo, en general, comparando las condiciones iniciales de los frutos y las
condiciones al final del almacenamiento, se observé que el IM de los frutos de gulupa
disminuy6 significativamente al finalizar el almacenamiento excepto en los frutos de 50%

de madurez a temperatura ambiente en los que el IM permanecio constante. Pero, en el
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presente estudio la disminucion del IM en los frutos con 75% de madurez a temperatura
ambiente se debe a que en el dia final del almacenamiento de ese tratamiento que
correspondié al dia 3 de almacenamiento, hubo un drastico incremento de la ATT (Tabla
3-2).

Estos resultados son opuestos a los reportados para la pulpa de los frutos de gulupa, en
donde se ha encontrado el incremento del IM durante la poscosecha en frutos
almacenados a temperatura ambiente provenientes de Cundinamarca con estados de
madurez del 50% y 75% (Flérez 2012) y en frutos con madurez de 70-80% que fueron
suministrados por Ocati S.A. y almacenados a 8°C sin empaque (Martinez 2010).

En el dia final del almacenamiento, el IM de los frutos de gulupa present6 una interaccion
significativa entre temperatura y madurez (F=82,08; p=0,000), de manera que en general
el IM en el final del almacenamiento se increment6 con el aumento de la temperatura de
almacenamiento, con excepcion de los frutos con 75% de madurez almacenados a
temperatura ambiente que presentaron el menor IM de todos los tratamientos (Figura 3-
21y Tabla 3-2).

Consideraciones finales

El comportamiento en la evolucion de los pardmetros fisiolégicos fue muy semejante en
frutos con 50% y 75% de madurez, sélo destacandose durante el almacenamiento a
temperatura ambiental el mayor pico de respiracion y de etileno en los frutos con
madurez del 50%. A pesar de esta diferencia, el comportamiento en la evolucién de la
pérdida de peso, y la vida posrecoleccion con buena apariencia del fruto, fue muy similar

entre los dos estados de madurez evaluados.

Con respecto a la temperatura, se observo que las bajas temperaturas tuvieron un efecto
de reducir la tasa respiratoria de los frutos de gulupa, ademas, también ocasionaron que
la produccién de etileno se redujera de tal manera que no fue detectada en los frutos
refrigerados. Como consecuencia, estos resultados reflejaron que las bajas temperaturas
de almacenamiento ocasionaron una reduccion en el metabolismo de los frutos de

gulupa.
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Sin embargo, en condiciones sin empaque, se evidencié que con el almacenamiento a
temperatura de 4°C se ocasion6 dafio por frio en los frutos de gulupa, lo cual se expreso
en la alta tasa de pérdida de peso y en la disminucion de la vida posrecoleccion a
aproximadamente la mitad del tiempo observado a temperatura ambiental. En tanto, que
con el almacenamiento a 8°C, no se generd el efecto de dafio por frio, e incluso a esta
temperatura se logré prolongar la vida posrecoleccion en aproximadamente el doble que
en condiciones ambientales, y se redujo la tasa de deshidratacién. Lo que indica que la
temperatura critica de almacenamiento para los frutos de gulupa, debe encontrarse entre
4°C < critica < 8°C.

Pero, el efecto de ocasionar dafio por frio con el almacenamiento a 4°C, fue aliviado con
el uso de atmésferas modificadas. Lo que se evidencié con la reduccién de la tasa de
pérdida de peso fresco y con el aumento de la vida posrecolecciéon de los frutos a 4°C
empacados en Control y Makropol M, respecto a los frutos a 4°C sin empaque. De hecho,
en los frutos empacados, con 4°C se super6 el tiempo de vida posrecoleccién de los
frutos a temperatura ambiental, logrando tiempos similares a los alcanzados a 8°C.
Adicionalmente, con el uso de atmésferas modificadas se observo que la pérdida de peso

fresco disminuy6 a medida que se redujo la temperatura de almacenamiento.

Con el uso de bajas temperaturas concomitante con el uso de atmosferas modificadas,
se evidencié un efecto sinérgico de prolongacion de la vida posrecoleccion y de
disminucion de la tasa de pérdida fisiolégica de peso del fruto. Evidenciando entonces de
esta manera, que la atmdésfera modificada alivia el efecto severo de marchitamiento
presentado a 4°C en los frutos de gulupa, haciendo factible el uso de dicha temperatura

con el uso de empaque, idealmente Makropol M.

Respecto a los parametros bioquimicos y fisicoquimicos, en general, no fueron afectados
significativamente por el estado de madurez. Las tendencias de los parametros
bioquimicos fueron en general caracteristicas del tejido, aunque solo en los azlcares
reductores y en la actividad de peroxidasa se vio coincidencia del comportamiento en
cascara y pulpa. Referente a los parametros fisicoquimicos, se destacé que la
refrigeracion permiti6 el cambio de coloracion de los frutos, pero fue menor que el

logrado a temperatura ambiental.
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Se encontr6 una alta correlacion (r>0,92 p=0,000) en la evolucibn durante el
almacenamiento entre azlcares reductores (pulpa y céscara), fenoles (cascara),
actividad peroxidasa (pulpa y céscara) y actividad poligalacturonasa (cascara). También
se encontré6 una alta correlacion ente fructosa y glucosa (r=0,988 p=0,000) que se
mantuvo durante el transcurso del almacenamiento sin importar las condiciones de
temperatura o empaque, manteniendo una relacion casi de 1:1. Las correlaciones altas
pueden ser interesantes para definir algunos indicadores de seguimiento de los frutos

durante el almacenamiento.

Se evidenci6é un efecto de las bajas temperatura sobre los contenidos de azucares y las
actividades de CAT, POD y PG, siendo destacable la respuesta a 4°C. En los frutos
almacenados a 4°C en empaque Control, se encontré que puede haber una alteracién en
el metabolismo de los azlcares, particularmente de sacarosa. Adicionalmente, en estos
mismos frutos, pero Unicamente en aquellos con estado de madurez de 50%, hubo
cambios de las actividades enzimaticas que sugieren que los frutos de gulupa con el
prolongamiento del almacenamiento a esta temperatura, podrian tener una mayor
susceptibilidad al dafio por frio debida a la depresion de la actividad antioxidante de CAT
y al incremento en las actividades de POD y de PG, que propiciarian mayores cambios
texturales por la actividad de PG, mayor pardeamiento por la mayor actividad de POD, y
en general menor actividad antioxidante que permita lidiar con el dafio oxidativo, a lo que
se adicionan los bajos niveles de sacarosa, glucosa y fructosa que no parecen permitirle
a estos frutos tener un mecanismo de tolerancia al dafio por frio. También hay que
considerar que este comportamiento particular de los frutos con 50% de madurez pueda
deberse a que los frutos de menor estado de madurez pueden ser mas sensibles a bajas
temperaturas y si estas se encuentran debajo de la critica, entonces pueden ser méas

susceptibles a dafio por frio.

El efecto de la atmésfera modificada proveida por el empaque Makropol M en general en
los pardmetros bioquimicos ocasioné una amortiguacion del efecto de las bajas
temperaturas, disminuyendo el rango de variacion o en algunos un cambio en el
comportamiento en el tiempo de las actividades enzimaticas. Se destacé que con el
empaque Makropol M se redujo el efecto de la baja temperatura sobre las actividades
enzimaticas de POD y CAT, encontrandose similares independientemente de la

temperatura de almacenamiento, sugiriendo que la atmdésfera modificada proveida por el
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empaque puede estar implicada en aliviar los efectos a 4°C, permitiendo la tolerancia a

esta temperatura de almacenamiento.

Por lo anterior se sugiere a los azlUcares y al comportamiento de las enzimas como
principales indicadores del efecto de las bajas temperaturas en la fisiologia del fruto de
gulupa. Dado que estan mostrando en los frutos a 4°C empacados en Control una alta
susceptibilidad de sufrir dafio por frio, que en el caso de las enzimas se indica solo para

los frutos de 50% de madurez.

Por los resultados, se destaca que la pérdida de peso fresco, si bien es un parametro
fisioldgico, por su facilidad de medicién, podria ser un indicador fisico del efecto de las
bajas temperaturas en desencadenar dafio por frio. Siendo la tasa diaria de pérdida de
peso y el rapido marchitamiento o arrugamiento asociado de la cédscara, indicadores de
facil medicion y facilmente observables del efecto de las bajas temperaturas sobre los
frutos de gulupa. De manera que para el caso de los frutos almacenados sin empaque,
una tasa diaria de pérdida de peso en torno al 0,9% en los frutos a 4°C es un indicio de
dafo por frio, como también lo es el prematuro marchitamiento de la cascara respecto a

temperatura ambiente.

Entonces si bien el uso del empaque Makropol M confiere prolongacion del
almacenamiento, es posible que en los frutos refrigerados, debido al largo periodo de
almacenamiento, se alcancen a lograr cambios relacionados con el avance de la
maduracién producto de las altas actividades de PG, puesto que en general fueron mas
altas las actividades de esta enzima que en los frutos en empaque Control, y los menores

niveles de proteinas.

Sin embargo, es necesario continuar estudios para corroborar esos cambios particulares
gue se presentaron a 4°C, para confirmar la existencia o no de dafio por frio, y las
implicaciones sobre la calidad del fruto (organoléptica) y cambios de maduracion

deseada durante el anaquel.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

= La temperatura de almacenamiento para los frutos de gulupa debe ser mayor a 4°C
y no superior de 8°C.

= La atmdésfera modificada alivié el dafio por frio presentado a 4°C, haciendo factible el
uso de esta temperatura combinado con la atmdsfera modificada, idealmente
provista por Makropol M.

= En general, la atmésfera modificada (Makropol M) ocasioné una amortiguacion del
efecto de las bajas temperaturas en los pardmetros bioquimicos, disminuyendo el
rango de variacién.

= El comportamiento en la evolucion de los parametros fisiolégicos, bioquimicos y
fisicoquimicos fue muy semejante en frutos con 50% y 75% de madurez.

» Los parametros bioquimicos no reflejaron totalmente si hubo o no dafio por frio.

» Los parametros fisicoquimicos no fueron indicadores robustos.

» Se sugiere como indicadores bioquimicos a los azlcares y al comportamiento de las
actividades enziméticas de catalasa, peroxidasa y poliglacturonasa; y como
indicadores fisicos a la tasa diaria de pérdida de peso fresco y al marchitamiento

asociado de la cascara, por ser facilmente observable y medible.

4.2 Recomendaciones

Dado que no se encontraron diferencias notables entre los estados de madurez del 50%
y 75%, se recomienda un estado previo a 75% pero sin llegar a 50% de madurez para
evitar que pueda quedar incompleta la maduracion. Para esto seria necesario estudiar el
comportamiento de frutos con 60-70% de madurez luego del almacenamiento en

refrigeracion.
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Respecto a las condiciones finales de calidad de los frutos de gulupa transcurrido el
almacenamiento, se recomienda evaluar en especial los parametros sensoriales, para
establecer si tras el almacenamiento los frutos de los distintos tratamientos en
refrigeracion alcanzan y mantienen buenas propiedades organolépticas, que sean

acordes y adecuadas a los requerimientos del mercado.

Falta también evaluar el comportamiento de estos frutos refrigerados después de ser
transferidos a temperatura ambiente, con el fin de establecer si pueden madurar
normalmente, o si son incapaces de madurar y para determinar si la calidad en esas
condiciones es adecuada para la comercializacion. Para esto, se sugiere la realizacion de
andlisis sensoriales con panelistas entrenados, para establecer si las bajas temperaturas
de almacenamiento pueden afectar negativamente la percepcién de calidad del producto,
y poder seleccionar segun esto los tratamientos que mejor conserven las caracteristicas

sensoriales deseadas para la comercializacion del fruto de gulupa.

Para verificar esa susceptibilidad al dafio por frio observada en los frutos con madurez de
50% almacenados a 4°C con empaque Control, es necesario realizar un ensayo de
maduracién complementaria posterior al almacenamiento a 4°C, para verificar si ocurrié
dafio por frio por la expresion de sintomas asociados a este desorden fisiolégico durante
la maduracién complementaria, como seria la incapacidad de madurar plenamente y de
completar el desarrollo de color, la presencia de olores y sabores atipicos, entre otros.
Pero adicionalmente, como medicién confirmatoria se recomienda evaluar la pérdida de
iones durante el almacenamiento a 4°C, que de indicio de la afectacion en la

funcionalidad de la membrana celular.

Dadas las altas correlaciones encontradas entre las actividades de las enzimas
peroxidasa, poligalacturonasa y los contenidos de azlcares reductores y fenoles, al igual
gue entre los azucares fructosa y glucosa, se recomienda realizar nuevas investigaciones
para explorar si estas relaciones se mantienen en frutos de gulupa de otros origenes,
para poder a futuro modelar estas relaciones y estimar estos parametros a partir de la

medicién de sélo una de las variables.

Considerando la prolongacion de la vida posrecoleccion encontrada en los tratamientos

evaluados con la presente investigacion, se recomienda el uso de bajas temperaturas
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conjunto con atmosferas modificados provistas por la pelicula Makropol M para el
transporte de larga duracion de los frutos de gulupa, como por ejemplo el requerido por

via maritima transcontinental.
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Anexo A: Regresiones del porcentaje de
pérdida de peso fresco acumulado

Debido a que no hubo diferencias significativas en el porcentaje de pérdida de peso

fresco acumulado debidas a los estados de madurez, se presentan a continuacion las

regresiones lineales obtenidas sin considerar el factor madurez. Las regresiones se

realizaron con un nivel de significancia del 5% (a=0,05) mediante el programa estadistico

Minitab 14; la pendiente obtenida refleja la tasa diaria de pérdida de peso observada en

cada uno de los tratamientos.

Empaque Temperatura Ecuacién R? p-valor
Sin empaque 18°C y = 1,560 * dias de almacenamiento 0,98 0,000
8°C y = 0,352 * dias de almacenamiento 0,87 0,000
4°C y = 0,916 * dias de almacenamiento 0,94 0,000
Control 18°C y = 0,692 * dias de aimacenamiento 0,97 0,000
8°C y = 0,264 * dias de almacenamiento 0,96 0,000
4°C y = 0,124 * dias de almacenamiento 0,97 0,000
Makropol M 18°C y = 0,102 * dias de almacenamiento 0,91 0,000
8°C y = 0,046 * dias de almacenamiento 0,91 0,000
4°C y = 0,017 * dias de almacenamiento 0,64 0,000

y: porcentaje de pérdida de peso fresco acumulado en funcién del tiempo de almacenamiento.
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Anexo B: Fotografias de los frutos de
gulupa durante el almacenamiento

Frutos con 50% de madurez, almacenados en empaqgue Control a 4+2, 8+2 y 18+2°C.

8°C

DIAS DE ALMACENAMIENTO
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Frutos con 75% de madurez, almacenados en empaque Control a 4+2, 8+2 y 18+2°C.

8°C

DIASDEALMACENAMIENTO
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Frutos con 50% de madurez, almacenados en empaque Makropol M a 412, 82y
18+2°C.
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Frutos con 75% de madurez, almacenados en empaque Makropol M a 412, 82y
18+2°C.
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...continta

Frutos con 50% y 75% de madurez, almacenados sin empaque a 412, 812 y 18+2°C.
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Anexo C: Correlaciones

Las correlaciones entre las variables medidas se realizaron en el programa estadistico
Minitab 14, con un nivel de significancia del 5% (a=0,05). Se presentan a continuacion
Unicamente las correlaciones significativas, indicando el coeficiente de correlacion de
Pearson y debajo de éste la significancia de la prueba (p-valor).

FENC AZR AZRC UPOD UPODC FRU
0,905
AZR 0,000
0,981 0,946
AZRC 0,000 0,000
0,958 0,928 0,977
uPoD 0,000 0,000 0,000
0,977 0,94 0,994 0,978
uPoDC 0,000 0,000 0,000 0,000
0,966 0,942 0,982 0,978 0,979
UPGC
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,988
GLU
0,000

FENC: Polifenoles en cascara; AZR: Azlcares reductores en pulpa; AZRC: Azlcares reductores en cascara
UPOD: Actividad peroxidasa en pulpa; UPODC: Actividad peroxidasa en cascara; UPGC: Actividad
poligalacturonasa en céscara; FRU: Fructosa en pulpa; GLU: Glucosa en pulpa.
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