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OBTENCION DE PRODUCTOS CON VALOR AGREGADO DE AGUACATE ‘HASS’ Y
‘CARMEN HASS’

Nallely Rosas Flores, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

El cultivo de aguacate ha tomado importancia a través del tiempo, ya que se han venido resaltando
las caracteristicas del valor organoléptico, nutricional y nutracéutico de la pulpa, esto Gltimo
debido a la presencia de diversos compuestos bioactivos, lo que ha dado pauta a la generacion de
otras tecnologias de procesamiento como la liofilizacién. Por tal motivo, el objetivo de la
investigacion fue determinar una cadena de proceso bajo un sistema integral para la obtencién de
rebanadas de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ tratadas por liofilizacion, a fin de obtener un producto
con aceptable calidad organoléptica, vida de anaquel prolongada y contenido de compuestos
bioactivos con valor nutracéutico similar al producto in natura. En una primera etapa, se
cosecharon aguacates ‘Hass’ y ‘Carmen Hass’, este Gltimo también denominado ‘Méndez’?, con
el objetivo de evaluar el efecto de la aplicacion de dos concentraciones (500 y 1000 mg L) de
acido 2-cloroetil fosfénico en el adelanto y homogeneizacion de la maduracion de los cultivares
de estudio. Los tratamientos con el liberador de etileno favorecieron el proceso de maduracién al
adelantar el climaterio respiratorio y produccién autocatalitica de etileno; esta respuesta se
manifiesta principalmente al aplicar una solucién con 1000 mg L™ en ‘Hass’ y 500 mg Lt en
‘Méndez’. Para determinar cambios en la calidad de pulpa de aguacate en estado de madurez de
consumo, luego de un secado por liofilizacién, en una segunda etapa, se cosecharon aguacates
‘Hass’ y ‘Méndez’, los cuales se sumergieron en una solucion de acido 2-cloroetil fosfénico (500
mg L) con el fin de homogenizar la maduracion , una vez alcanzada la madurez de consumo se

obtuvieron rebanadas, las cuales se sumergieron en una solucion con antioxidantes (500 mg L™

1 A partir de ahora toda referencia al cultivar ‘Carmen Hass’ se hard como ‘Méndez’.



acido ascorbico, 500 mg L &cido citrico y 500 mg L™ 4cido ascorbico + 500 mg L cido citrico),
luego se congelaron y posteriormente se liofilizaron. La pulpa liofilizada mantuvo un color similar
a la pulpa fresca, menor indice de oscurecimiento, mayor contenido de aceite, carotenoides y
fenoles totales; en lo que respecta a la microestructura, se observaron idioblastos, las células del
parénquima que contiene depositos de aceite, asi como cambios en la estructura de la pared celular.
En una tercera etapa, se evalud el efecto del tiempo de refrigeracion a 2+1°C en los cambios
asociados a la maduracion y calidad de frutos de aguacate de dos cultivares (Colin V-33 y Hass) y
un genotipo (Oaxaca-7). Luego de la cosecha, un conjunto se almacend a temperatura de
maduracion, 20+1°C y otro se refrigerd durante 21 dias a 2+1°C, transcurrido este tiempo, se
almacenaron a 20°C para su maduracion. Durante el almacenamiento en frio, no se afecto la
calidad del fruto de los cultivares y genotipo de estudio; sin embargo, una vez que se trasladaron
a temperatura de maduracion (20 °C) su vida de anaquel se acorté a dos dias, deteriorandose
rapidamente la calidad, ya que el contenido de fenoles, clorofilas y carotenoides disminuy6
significativamente afectando la actividad antioxidante del producto y el color impartido por

clorofilas y luteina, principalmente.

Palabras clave: etileno, acido 2-cloroetil fosfénico, liofilizacién, carotenoides.
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Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

The avocado cultivation has taken importance over time, since the characteristics organoleptic,
nutritional and nutraceutical value of the pulp have been highlighted, the latter due to the presence
of various bioactive compounds, which has given rise to the generation of other processing
technologies such as lyophilization. For this reason, the objective of the investigation was to
determine a process chain under an integral system for obtaining ‘Hass’ and ‘Méndez’ avocado
slices treated by lyophilization, in order to obtain a product with acceptable organoleptic quality,
life of prolonged shelf and content of bioactive compounds with nutraceutical value similar to the
product in nature. In a first stage, ‘Hass’ and ‘Carmen Hass’ avocados were harvested, the latter
also called ‘Méndez’, with the objective of evaluating the effect of the application of two
concentrations (500 and 1000 mg L) of 2-chloroethyl phosphonic acid in the advancement and
homogenization of the maturation of the study cultivars. The treatments with the ethylene liberator
favored the maturation process by advancing the respiratory climacteric and autocatalytic
production of ethylene; this response is mainly manifested by applying a solution with 1000 mg
Lt in ‘Hass’ and 500 mg L in ‘Méndez’. To determine changes in the quality of avocado pulp in
a state of consumption maturity, after drying by lyophilization, in a second stage, ‘Hass’ and
‘Méndez’ avocados were harvested, which were immersed in a solution of 2-chloroethyl
phosphonic acid (500 mg L™?) to homogenize ripening. Once the consumption maturity was
reached, slices were obtained, which were immersed in a solution with antioxidants (500 mg L™
ascorbic acid, 500 mg L citric acid and 500 mg L™ ascorbic acid + 500 mg L™ citric acid), then
frozen and subsequently lyophilized. The lyophilized pulp maintained a color similar to fresh pulp,
lower darkening index, higher oil content, carotenoids and total phenols; regarding the
microstructure, idioblasts, parenchyma cells containing oil deposits were observed as well as

changes in cell wall structure. In a third stage, the effect of cooling time at 2 + 1°C on the changes



associated with ripening and quality of avocado fruits from two cultivars (Colin V-33 and Hass)
and a genotype (Oaxaca-7) were evaluated. After harvest, one set was stored at maturation
temperature, 20£1 °C and another was refrigerated for 21 days at 2 + 1 °C, after this time, they
were stored at 20 °C for maturation. During cold storage, the fruit quality of the study cultivars
and a genotype were not affected; however, once they were moved to maturation temperature (20
°C), their shelf life was shortened to two days. The quality deteriorated rapidly since the content
of phenols, chlorophylls and carotenoids decreased significantly affecting the antioxidant activity
of the product and the color, imparted by chlorophylls and lutein, mainly.

Keywords: ethylene, 2-chloroethyl phosphonic acid, lyophilization, carotenoids.
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INTRODUCCION GENERAL

El cultivo de aguacate (Persea americana Mill.) hatomado importancia a través del tiempo, debido
a que en los ultimos 10 afios su produccion, a nivel mundial, se ha incrementado desde 3,591,501
hasta 5,924,398 toneladas (FAOSTAT, 2019), lo que representd un aumento del 39.4 % y ha
permitido que su consumo percépita se ubique actualmente en 2.5 kg a nivel mundial como fruta
in natura; para México y Estados Unidos dicho consumo se ubica en 11.6 y 3.5 Kg,
respectivamente (Arias et al., 2018). A nivel de procesamiento, recientemente se han venido
incrementando las exportaciones de aguacate en forma de guacamole hasta alcanzar un total de 38
545 toneladas con valor de 106 millones de ddlares, ademés de un total 23, 000 toneladas de pulpa
natural con valor de 93.7 millones de délares (Opportimes, 2019).

En estudios recientes se han venido resaltando las caracteristicas del valor organoléptico,
nutricional y nutracéutico de la pulpa, esto ultimo debido a la presencia de diversos compuestos
bioactivos como: grasos &cidos insaturados (&cido oleico), vitamina E (tocoferol), compuestos
fendlicos, carotenoides y clorofila (Rodriguez-Sanchez et al., 2014; Krumreich et al., 2018; Xuan,
2019). Lo que ha dado pauta a la generacion de otras tecnologias de procesamiento como
extraccion de aceite o pulpa minimamente procesada en forma de mitades, cubos y remanadas,
ademas de pulpa deshidratada, todas ellas con ciertas limitantes en la retencion de varios
compuestos bioactivos. Recientemente se ha venido estudiando el uso de tecnologias emergentes
para procesar pulpa de aguacate, como es el caso de altas presiones hidrostaticas (APH) con el fin
de lograr un producto con calidad similar al producto fresco, alta retencion de compuestos
bioactivos, mayor vida de anaquel y alta seguridad microbioldgica; sin embargo, requiere de

equipo altamente especializado y altos costos de procesamiento. En este sentido, una alternativa



viable lo constituye la liofilizacion asociada a otras tecnologias coadyuvantes para obtener un

producto con los mismos objetivos de las APH.



OBJETIVOS

Objetivo General.
Determinar una cadena de proceso bajo un sistema integral para la obtencion de rebanadas
de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ tratadas por liofilizacion, a fin de obtener un producto con
aceptable calidad organoléptica, vida de anaquel prolongada y contenido de compuestos
bioactivos con valor nutracéutico similar al producto in natura.
Objetivos especificos.

Determinar el grado de madurez adecuado para el procesamiento por liofilizacion de cortes
de pulpa de aguacate, mediante la evaluacién de dos concentraciones del liberador de
etileno Ethephon (500 y 1000 mg L) para obtener frutos con maduracion homogénea en
color y firmeza, y en corto tiempo.

Evaluar el efecto de los compuestos antioxidantes &cido ascorbico, acido citrico y su
combinacion, en el control del oscurecimiento enzimatico de la pulpa de aguacate previo y
durante el proceso de liofilizacion.

Evaluar el efecto del tiempo de refrigeracién a 2+1°C en los cambios asociados a la
maduracion, sensibilidad a dafios por frio y calidad de frutos de aguacate de dos cultivares

(Colin V-33 y Hass) y un genotipo (Oaxaca-7).



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del cultivo de aguacate.

De acuerdo con Yahia y Woolf (2011), el aguacate es una planta dicotiledonea del orden Ranales
y de la familia Lauraceae, fue clasificada por Miller como Persea americana y a partir de la cual
se han desarrollado subespecies. Botanicamente, el aguacate es clasificado en tres razas, la
mexicana, guatemalteca y raza antillana; y muchos de los cultivares e hibridos comerciales son
resultado de la mezcla de las tres razas mostrando asi gran variabilidad, principalmente en el color
obtenido una vez que el fruto se encuentra maduro ya que durante el proceso de maduracion
algunos cultivares pasan de un color verde a uno negro o morado; ademas es un fruto que se cultiva
en climas célidos y semicélidos (Samaniego-Russo y Sanchez-Sanchez, 1999;Yahia y Woolf,
2011).

El aguacate ‘Hass’ es un hibrido de la raza guatemalteca y mexicana y es el mas comercial debido
a su calidad y composicion fitoquimica nutricional, dadas por las condiciones ambientales de
crecimiento, parte de su potencial esta dado por el exocarpio grueso y rugoso que constituye una
barrera contra la pérdida de agua y otorga resistencia contra enfermedades e insectos (Yahia y
Woolf, 2011; Pedreschi et al., 2015). Existen otros cultivares los cuales han sido generados a partir
de semillas de ‘Hass’, empleando técnicas de mejoramiento genético, tal es el caso ‘Fundacion I’
y ‘Encino’ desarrolladas por la Fundacién Salvador Sanchez Colin CICTAMEX S.C., con el fin
de generar variedades que compitan con el aguacate ‘Hass’ este objetivo no se ha logrado ya que
‘Hass’ sigue presentando caracteristicas mas sobresalientes (Rogel-Castellanos, 1999). Existe otro

cultivar, denominado como Méndez, que han penetrado al mercado siendo aceptado por el



consumidor ya que posee caracteristicas organolépticas y nutracéuticas muy similares al ‘Hass’

(Herrera-Gonzalez et al., 2017).

Importancia econdmica del cultivo de aguacate.

De acuerdo con Dorantes et al. (2004), en 57 paises se produce aguacate; sin embargo, México es
el principal productor y exportador de aguacate. Algunos paises compiten con la produccién
mexicana en cuanto a la calidad del fruto sin embargo no en cantidad; en el 2017, el 33.56 % de la
produccion mundial fue mexicana, seguido de la produccion de Republica Dominicana (10.54 %),
Perl (7.72 %), Indonesia (6.00 %) y Colombia (5.20 %) (FAOSTAT, 2019).

La produccién mexicana de aguacate se ha incrementado a través del tiempo tal como lo muestra
la Figura 1. De acuerdo con el reporte del SIAP (2019), en el afio 2018 se sembraron 231,524.02
ha de las cuales se cosecharon 206,388.91 ha obteniendo una produccién de 2,184,663.13 Ton de
aguacate, en ese mismo informe se reportd un rendimiento medio de 10.59 Ton/ha. En la Figura
2, se observa que el estado de Michoacan es el principal estado productor cuya produccion, en el
2018 fue de 1,674,855.04 Ton lo que representa el 77 % de la produccion total nacional, seguido
del estado de Jalisco (201,804.37 Ton), México (97,805.81 Ton) y Nayarit (57,563.05 Ton).

Al igual que la produccion mexicana de aguacate, las exportaciones han ido en aumento (Figura
3), en el afio 1980 se exportaron 944.00 Ton mientras que para el afio 2016 se exportaron
926,597.00 Ton. El 48.12 % de las exportaciones mundiales son mexicanas seguido de Paises

Bajos (10.17 %), Pert (10.08%), Chile (7.64 %) y Espafia (4.86 %) (FAOSTAT, 2019).
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Figura 1. Produccién de aguacate a través del tiempo en México (1980-2018). Elaboracion propia.
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Figura 2. Produccion (%) de aguacate en México por estado para el afio 2018. Elaboracion propia. SIAP,
2019.
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Figura 3. Exportaciones de aguacate a través del tiempo, en México. Elaboracién propia. SIAP, 2019.

Cambios bioquimicos y fisioldgicos durante el proceso de maduracion.

Dado que la mayoria de los cambios durante la maduracion en frutos estan relacionados con el
climaterio respiratorio, el periodo de maduracién de las frutas es subdividido en tres etapas: pre
climaterio, climaterio y post climaterio; asimismo, una vez que la produccion de etileno se inicia,
el proceso es irreversible e incontrolable (Khan, 2006). La maduracion del aguacate involucra una
variedad de cambios bioquimicos y fisicoquimicos que incluyen incrementos en la produccion de
etileno y en la respiracion, asi como el ablandamiento de la pulpa, desarrollo de los componentes
de sabor y color, lo cual hace que su vida de anaquel sea relativamente corta ya que alcanza la
maduracion de consumo luego de 5 a 7 dias almacenado a 25°C (Gray et al., 1992; Seymour y
Tucker, 1993; Ozdemir y Topuz, 2004).

De acuerdo con Arpaia (2005) durante el proceso de maduracién, el fruto de aguacate puede
producir elevadas cantidades de diéxido de carbono desde 80 hasta 300 mg CO2 kg* h'ta 20 °C

asi como la produccion de etileno durante la maduracion del fruto es alta (<100 pL kg™ h™ a 20°C).



Etileno en la maduracion.

El etileno es un gas formado por una molécula simple y pequefia, C2Ha, lo cual le permite
movilidad y difusion, y por tanto ser un potente modulador del crecimiento y desarrollo de la
planta, ademas es soluble en agua y en sistemas lipofilicos (Ecker, 1995; Diaz, 2002). Diversos
aspectos del ciclo de vida de las plantas, incluida la germinacion de las semillas, iniciacion de las
raices, el desarrollo de las flores, asi como el crecimiento, maduracién y senescencia del fruto, y
las respuestas a estrés biodtico (ataque de patdgenos) y abidtico (heridas, hipoxia o dafios por frio),
son reguladas por el etileno (Abeles et al., 1992; Bleecker y Kende, 2000; Zhefeng et al., 2009).

Los frutos responden tanto al etileno enddgeno como exdgeno; en los frutos climatéricos, el
comienzo de la maduracion esta marcado por una produccion autocatalitica de etileno (end6geno)
con la cual comienzan cambios como conversion de almidén a azdcares libres, cambios en el pH,
desarrollo de aromas, degradacién de clorofilas, sintesis de carotenoides, asi como ablandamiento
de céscara y pulpa (Gray et al., 1992; Seymour y Tucker, 1993). Ademas del etileno endégeno,
durante el manejo poscosecha de productos hortofruticolas estos pueden ser afectados por etileno
exogeno, el cual estimula la produccién autégena de etileno en los frutos climatéricos y en los no
climatéricos acelera el proceso de maduracién, afectando aspectos parciales del mismo

(desverdizacidn) y exigen la presencia continua de la hormona (Calvo et al., 2018).

Respuesta a etileno exdgeno.
El etileno acelera la degradacion de clorofila e induce la sintesis de carotenoides, motivo por el
cual, este efecto se ha aprovechado en el uso del etileno exdgeno para acelerar la maduracion en
frutos (Salveit, 1999). La aplicacion de etileno exdgeno puede dar respuestas diferentes, ya que

depende de la dosis, de la variedad y del estado de madurez del fruto (Molinari et al., 1999).



Zauberman et al. (1988) indican que la exposicion de los frutos de aguacate ‘Fuerte’ a una
concentracion de 100 pL L de etileno no incrementa su velocidad de respiracion durante las
primeras 18 horas y mantienen su firmeza de manera similar a aquellos sin exposicion a etileno,

sin embargo la exposicion por 24 h acelera el proceso de maduracion.

Sensibilidad a dafios por frio.
Una de las principales limitantes para almacenar el fruto de aguacate a baja temperatura por méas
de cuatro semanas, es la aparicion de dafios por frio, esencialmente decoloracion de la pulpa,
engrosamiento de los haces vasculares, lixiviacion vascular y ennegrecimiento exterior de la pulpa.
Algunos autores sugieren que dichos dafios son causados por cambios irreversibles en la membrana
como respuesta primaria a la baja temperatura causando cambios en la actividad enzimatica
asociada a la membrana, por lo tanto, se afecta la permeabilidad causando salida de iones,
descompartimentalizacion y el contacto enzima-sustrato (polifenoloxidasa-fenoles) que promueve
reacciones de oscurecimiento (Figura 4 y 5) (Pesis et al., 2002; Hershkovitz et al., 2009).
Por lo anterior Barrientos-Priego et al. (2016) emplearon nitrato de calcio [Ca(NO3)2] asperjado
en precosecha para conocer su efecto en frutos de aguacate ‘Hass’ almacenados a 5°C, encontrando
que las aplicaciones de [Ca(NOs)2] a 0.3 y 0.5% disminuyeron el patron respiratorio y la
produccion de etileno a temperatura ambiente y a 5°C; los tratamientos ademas aumentaron la
concentracion de calcio en el exocarpio y mesocarpio y disminuyeron la pérdida de peso, la
actividad de la polifenoloxidasa y la presencia de dafios por frio.
Woolf et al. (2005) examinaron el efecto del 1-MCP [50-1000 L L™ por 24 h a 6 °C] en aguacate
‘Hass’ almacenado a 5.5°C por 4 y 7 semanas; reportando que los frutos tratados con 1-MCP

mantuvieron su firmeza y disminuyeron la decoloracion de la pulpa luego del almacenamiento en



frio, ademas luego de ser trasladados a temperatura de maduracion, mantuvieron la firmeza por
maés tiempo y disminuyeron los trastornos fisioldgicos en la pulpa asociados al largo periodo de
almacenamiento; por lo tanto el uso de 1-MCP contribuye a la reduccion de desérdenes

fisiologicos internos asociados a la temperatura pero no disminuye los dafios externo.

& 20Daysat.5°C

+

6 Days at20°C 3

Figura 4. Principales sintomas externos de dafios por frio en frutos de aguacate. (A) Picaduras en la
cascara (skin pitting); (B) escaldado y (C) ennegrecimiento. Elaboracién propia. Crédito
fotografia C: Yilmaz llker, Postharvest Consultant, New Jersey

Figura 5. Principales sintomas internos de dafios por frio en frutos de aguacate. (A) Decoloracion
marrén grisacea de la pulpa, particularmente alrededor de la semilla; (B) tejido fibroso; (C)
lixiviacion vascular; (D) pulpa exterior ennegrecida. Woolf et al., 2005; Yahia y Woolf,
2011.

El uso de jasmonatos Yy silicatos en postcosecha ha sido efectivo para reducir dafios por frio en
frutos como chabacano, mango, durazno y papaya; igualmente se ha reportado su uso en aguacate

‘Hass’ en la cual se emple6 una solucion de 2.5 pmoL L™ de metil jasmonato por 30 segundos
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observando una reduccidon del desarrollo de dafios por frio después de un almacenamiento por 2
semanas a 1°C y 4 semanas a 2°C. Por su parte Glowacz et al. (2017) investigaron el efecto del
vapor de metil jasmonato (MeJA) y salicilato de metilo (MeSA) con el fin de disminuir los dafios
por frio en frutos de aguacate ‘Hass’ almacenados a 2°C por 21 dias, seguido de 6-7 dias a 20°C;
encontrando que la incidencia de dafios por frio y la gravedad de estas lesiones se redujeron
significativamente en las frutas expuestas a MeJA y MeSA, particularmente a 100 pmoL L. Lo
que condujo a concluir que estos compuestos mejorar la integridad de la membrana celular por lo

que se disminuyen los dafios por frio.

Composicién del aguacate y beneficios por su consumo.
Los frutos de aguacate son una fuente de &cidos grasos insaturados, fibras, potasio, vitamina B3
y compuestos bioactivos tales como la vitamina E, carotenoides y esteroles; beneficiando la salud
del consumidor debido a que dichos compuestos poseen capacidad antioxidante, antiinflamatoria,
antitumoral y actividad antimicrobiana, motivo por el cual el aguacate ha sido clasificado como
un alimento funcional por el alto valor nutricional que posee y por lo efectos benéficos que otorga

sobre la salud humana (Krumreich et al., 2018).

Acidos grasos presentes en la pulpa de aguacate.
El aguacate contiene 71% de &cido grasos monoinsaturados, 13% de &cidos grasos poliinsaturados
y 16% de saturados. Durante el proceso de maduracion de frutos de aguacate, disminuyen las
grasas saturadas y se incrementan las insaturadas, principalmente el acido oleico (Dreher y

Davenport, 2013).
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De acuerdo al método de extraccidn de aceite de aguacate, se ha reportado la presencia de
diversos &cidos grasos (Xuan, 2019); no obstante, el &cido oleico (C18:1) es el que reporta mayor

contenido, segudio del palmitico (C16:0) y linoleico (C18:2) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicién de acidos grasos en aceite de aguacate.

Contenido (%)

Acido Graso Salas (2000) Preschaetal. (2014)  Cicero et al. (2018)
C14:0 miristico NR 0.10 0.01
C16:0 palmitico 9.0-13.0 17.50 14.21

C16:1palmitoleico 2.8-4.0 8.10 7.06
C17:0 NR 0.60 0.01
C17:1 NR NR 0.08

C18:0 esteérico 0.4-1.0 0.70 2.15

C18:1 oleico 69.0-74.0 61.00 59.46
C18:2 linoleico 10.0-14.0 10.50 14.66
C18:3 linolénico 1.0-2.0 0.80 1.30
C20:0 araquidico <0.1 0.10 0.41
C20:1 gadoleico NR 0.30 0.51

C22:0 behénico NR NR 0.08
C24:0 lignocérico NR NR 0.06

AGS 16.00 19.00 16.93
AGMI 71.00 69.40 67.11
AGPI 13.00 11.30 15.96

NR: no reportado; AGS: acidos grasos insaturados; AGMI: &cidos grasos monoinsaturados; AGPI: acidos grasos
poliinsaturados.

Uno de los beneficios principales del consumo de aguacate o aceite de aguacate, es el combate a
la hipercolesterolemia [niveles elevados de colesterol y lipoproteinas de baja densidad (LDL) en
la sangre], esto gracias al acido oleico presente que reduce el colesterol total, incrementa los
niveles de las liopoproteinas de alta densidad (HDL) y evita la accion trombotica arterial
(Rodriguez-Séanchez et al., 2014; Krumreich et al., 2018). Otro beneficio suscitado del elevado

contenido de acido oleico, es el efecto protector sobre las alteraciones inducidas por la diabetes,

modificando la composicién de los acidos grasos de las membranas mitocondriales
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(incrementando los acidos grasos insaturados) haciendo asi, a las células menos propensas al dafio

peroxidativo (Cortés-Rojo et al., 2019).

Carotenoides en la pulpa de aguacate.

Los carotenoides pertenecen a la familia de los isprenoides plastidicos que se encuentran dispersos
en la naturaleza y son pigmentos naturales de color rojo, naranja y amarillo sintetizados por plantas
y algunos microorganismos con diversas funciones fisioldgicas por ejemplo, en organismos
fotosintéticos los carotenoides son esenciales en la fotoproteccion mientras que en organismos no
fotosintéticos participan en la prevencién del dafio fotooxidativo (Alcaino, Baeza y Cifuentes,
2016; Da Silva et al. 2015) .

Los carotenoides son derivados del geranil geranil difosfato (GGPP) y el primer paso en la
biosintesis es la produccion de la molécula de fitoeno (40C) a partir de la condensacién de dos
moléculas de GGPP reaccion catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY), en plantas la fitoeno
desaturasa (PDS) reduce el fitoeno a (—caroteno pasando por el intermediario fitoflueno y la
enzima (—caroteno desaturasa (ZDS) que produce cis-licopeno via neurosporeno (Figura 6). El
primer punto de ramificacion de la ruta de biosintesis de carotenoides consiste en la ciclacion de
uno o ambos extremos de la cadena de All-trans-licopeno, una rama da lugar a carotenoides con
dos anillos B (B-caroteno y sus xantofilas derivadas zeaxantina, violaxantina y neoxantina)
mientras que en la otra se producen carotenoides con un anillo B y otro € (a-caroteno y la xantofila

luteina) (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2017)
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Figura 6. Representacion de la ruta de carotenoides en frutos. Cada fruto es posicionado en la ruta en el
carotenoide predominante responsable de su coloracion. 1. Limdn; 2. Naranja mutante Pinalate;
3. Tomate tangerina; 4. Uva; 5. Pimiento; 6. Kiwi; 7. Cascara de mandarina inmadura; 8.
Aguacate; 9. Tomate; 10. Sandia; 11. Uva roja; 12. Papaya roja; 13. Gac; 14a. Melon pulpa blanca;
14b. Meon de pulpa naranja; 15. Chabacano. 16. Calabaza; 17. Papaya amarilla; 18. Nispero; 19.
Pulpa de mandarina; 20a. Durazno pulpa blanca; 20b. Durazno pulpa amarilla; 21a. Pimiento
naranja; 21b. Pimiento rojo; 22. Piel de mandarina madura; 23. Mango; 24. Naranja dulce. Lado

etal., 2016.

Los carotenoides juegan un papel importante en la salud y nutricion humana, por lo que su

consumo a través de la dieta es esencial para la obtencion, principalmente de retinoides

(relacionados con vitamina A) cuyo precursor es el B-caroteno, también Ilamado provitamina A,
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quien junto a los carotenoides no provitamina A (incluyendo licopeno, luteina y zeaxantina) tienen
relevancia para la salud humana, como antioxidantes y filtros protectores para la luz azul (Rosas-
Saavedra y Stange, 2016; Bonet et al., 2017).

Los carotenoides mas comunes en la dieta humana son el a-caroteno, B-criptoxantina y zeaxantina
que producen coloracion amarilla; B-caroteno y luteina producen color naranja, mientras que el
licopeno una coloracion rojiza, de los cuales cinco presentan los frutos de aguacate (Chen, 2015;
Alcaino, Baeza y Cifuentes, 2016). Lu et al. (2009) reportaron en pulpa de aguacate ‘Hass’
cosechado en California, Estados Unidos de América una correlacion positiva entre la
concentracion de carotenoides y de &cidos grasos, durante el proceso de maduracion; ademas
mediante la técnica HPLC realizaron la identificacion de los carotenoides presentes en la pulpa
encontrando luteina, zeaxantina, [-criptoxantina, o-caroteno, [-caroteno, neoxantina,
violaxantina, neocromo y crisantemaxantina cuyas concentraciones dependen de la fecha y lugar

de cosecha (Figura 7).
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Luteina

p-caroteno a-caroteno

Figura 7. Estructura de los carotenoides presentes en la pulpa de aguacate. Lu et al. (2009) y Rodriguez-
Amaya (2016).

Liofilizacion, tecnologia emergente para la conservacion de alimentos.
La liofilizacién es un proceso en el que se congela el alimento y una vez congelado se introduce
en una camara de vacio para que se evapore el agua por sublimacién. El principio fundamental
implicado en la liofilizacion es un fendmeno llamado sublimacién, donde el agua pasa
directamente del estado sélido (hielo) al estado de vapor sin pasar por el estado liquido; este
proceso se lleva a cabo a temperatura y condiciones de presion por debajo del punto triple. Se
emplean temperaturas de congelacién entre -10 a -50°C y presiones desde 13.5 a 270.0 Pa. La
tecnologia de liofilizacién es un proceso de deshidratacién que permite preservar, en su mayoria,

las caracteristicas sensoriales y nutricionales del aguacate (Castafieda-Saucedo et al. 2014).
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Etapas del proceso de liofilizacion.

El proceso de liofilizacion consta principalmente de tres pasos (Figura 8); el primero consiste en
congelar el producto (enfriamiento), en el segundo el producto es secado por sublimacién directa
del hielo bajo presion reducida (sublimacion de hielo) y el secado secundario (remocion de agua).
El congelamiento interfiere directamente en la apariencia y calidad del producto final, por lo que
se debe conocer la temperatura méaxima de solidificacion, velocidad 6ptima de enfriamiento y
temperatura minima de fusion incipiente (Ramirez-Navas, 2006).

La etapa de secado consiste en la sublimacién del hielo del producto, en la cual la energia, en
condiciones de vacio, atraviesa las capas congeladas del producto y el vapor de agua producido es

eliminado a través de los poros de la matriz sélida del producto (Nireesha, et al, 2013).

Congelacién Secado secundario
Eliminacién de agua

Temperatura
Secado primario
Sublimacién del hielo

Tiempo

Figura 8. Etapas del secado por liofilizacién. Barbosa-Canovas et al., 2000.

Reacciones de deterioro.
Actividad enzimética.
En la industrializacién del aguacate, un problema fundamental es el rapido oscurecimiento de la
pulpa, durante el procesamiento y almacenamiento, oxidacion causada por enzimas especificas

(polifenoloxidasas). Las polifenoloxidasa (PPO) son enzimas enddgenas que trasnforman a los o-
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difenoles en 0.quinonas, las cuales son reactivas y polimerizan con otros compuestos, conduciendo
a la formacion de polimeros de coloracion café/oscuro. Por tal motivo e contenido de fenoles y la
actividad de la enzima PPO son determinantes en la calidad de productos hortofruticolas (Lee et
al. 1990). Amaya-Paredes et al. (2008) reportaron que la PPO extraida de frutos de aguacate ‘Hass’
presenta una actividad especifica en dos valores de pH, 5.5 y 7 a una temperatura de 20°C
empleando catecol como sustrato. Algunos autores (Lopez-Malo et al., 1998; Palou et al., 2000)
han demostrado que el uso de altas presiones en el procesamiento del aguacate reduce hasta en un
85% la actividad de la polifenoloxidasa, sin causar dafio en las caracteristicas sensoriales del
producto.
Antioxidantes.

En la pulpa de aguacate procesada, el control del pardeamiento enzimatico, debe realizarse
utilizando antioxidantes ya que el uso de temperaturas elevadas afecta la calidad de la pulpa (Ortiz
et al., 2004). Los antioxidantes méas utilizados para mantener las condiciones de color son
principalmente: el bisulfito de sodio, el &cido ascérbico, acido isoascérbico y acido citrico; sin
embargo, actualmente se comercializan pulpas que presentan aditivos estabilizantes como son:
gomas, alginatos, polifosfatos, asi como aquellos que reducen el desarrollo microbiano, el sorbato

y benzoato de sodio o potasio (Gomez- Lopez, 2002).
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CAPITULO I. MADURACION DE FRUTOS DE AGUACATE CULTIVARES

‘HASS’ Y ‘MENDEZ’ TRATADOS CON ETHEPHON

1.1 RESUMEN

Uno de los problemas postcosecha en aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’, es la heterogeneidad en la
maduracion de los frutos, debido a diferencias en el momento de amarre y la incapacidad para
madurar en el arbol, situacion que provoca inconsistencias en la calidad y diferencias en la
respuesta a tecnologias de conservacion y procesamiento. En postcosecha, la aplicacion gas etileno
en camaras herméticas se ha utilizado para adelantar la maduracion; sin embargo, se ha propuesto
como alternativa el uso de liberadores de etileno en forma liquida (Ethephon), principalmente para
el tratamiento de bajos volumenes. El objetivo fue evaluar el efecto de la aplicacion de dos
concentraciones de Ethephon en el adelanto y homogeneizacion de la maduracion de los cultivares
de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’. Se cosecharon frutos con 23.4+0.5% (‘Hass’) y 24.00+0.3%
(‘Méndez’) de materia seca; un grupo se sumergio en una solucion de Ethephon 500 mg Ly otro
con 1000 mg L™, ambos durante cinco minutos; los frutos tratados, mas un control se almacenaron
a 20+2°C y 60+5% de humedad relativa por 11 dias. Se evaluaron cambios en las variables:
velocidad de respiracién, produccién de etileno, pérdidas de peso, firmeza, cambio en color e
indice de saturacién en el epicarpio y concentracién de fenoles totales en la pulpa. Los resultados
revelaron que frutos de ‘Hass’ tratados con Ethephon 1000 mg L™ y en ‘Méndez’ 500 mg L?,
adelantaron el climaterio respiratorio y la produccién autocatalitica de etileno, con relacion al
control. Asimismo, los frutos del cultivar ‘Méndez’ mostraron una mayor retencion de la
concentracion de fenoles totales indicando una menor actividad de la enzima polifenol oxidasa.
De acuerdo a criterios similares de calidad: los frutos tratados con Ethephon maduran en siete dias,

en tanto que los no tratados en nueve.

Palabras clave: Persea americana Mill., maduracion, etileno.
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1.2 ABSTRACT

One of the problems in avocado ‘Hass” and ‘Méndez’ postharvest, is the heterogeneous maturation
of fruits, due to different times of fruit set and poor maturation capacity of the tree, this causes
inconsistencies in quality and differences response to conservation and processing technologies.
At postharvest, the application of ethylene gas in hermetic chambers has been used to advance
ripening; however, the use of ethylene liberators in liquid form (Ethephon) has been proposed as
an alternative, mainly as a treatment of low volumes of fruits. The objective was to evaluate the
effect of two concentrations of Ethephon in the advancement and homogenization of ‘Hass’ and
‘Méndez’ avocado cultivars ripening. Fruits were harvested with 23.4+0.5% (‘Hass’) and
24.00+0.3% (‘Méndez’) of dry matter; one group was immersed in a solution of Ethephon 500 mg
L and the other in 1000 mg L™, both for five minutes; the treated fruits plus one control were
stored at 20+2°C and 60+5% relative humidity for 11 days. Changes in the variables were
evaluated: respiratory rate, ethylene production, weight loss, firmness, the color difference and
epicarp saturation index and, total phenols in the pulp. The results revealed that fruits of ‘Hass’
treated with Ethephon 1000 mg L and ‘Méndez’ 500 mg L%, advanced the climacteric respiratory
and the autocatalytic ethylene production, in relation to the control. In addition, the fruits of the
cultivar ‘Mendez' showed greater retention of phenolics concentration indicating less polyphenol
oxidase activity enzyme. In accordance with similar quality criteria: fruits treated with Ethephon

will mature in seven days while those not treated will do it in nine.

Keywords: Persea americana Mill., ripening, ethylene.
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1.3 INTRODUCCION

En postcosecha, los frutos de aguacate ‘Hass’ presentan un comportamiento climatérico en el que,
de acuerdo con Lallum et al. (2004), se identifican cuatro estados fisiol6gicos respecto a la
respuesta de los frutos al etileno: (1) Inhibicidn, que constituye un periodo donde el fruto es
relativamente insensible a la fitohormona; (2) Preclimatérico, en la que es sensible a etileno pero
no ocurre produccion autocatalitica; (3) Climatérico, con produccién autocatalitica de etileno
asociada al estimulo de los cambios inherentes a la maduracion; y (4) Postclimatérico, con
descenso en la produccién de esta fitohormona. Este comportamiento permite asumir la
factibilidad fisioldgica de adelanto del proceso de maduracion mediante el estimulo de la sintesis
de etileno en frutos en estado preclimatérico. Uno de los problemas postcosecha en aguacate ‘Hass’
y en su caso ‘Méndez’, es la heterogeneidad en la maduracion de los frutos debido a diferencias
en el momento de amarre y la incapacidad de los frutos a madurar en el arbol, todo lo cual se
traduce en inconsistencias en la calidad de los frutos, asi como diferencias en la respuesta a la
aplicacion de tecnologias de conservacion y procesamiento.

De acuerdo con diversos estudios (Watada, 1986; Takenaka, 2002; Thompson, 2014) la aplicacion
de etileno exdgeno promueve la maduracion y, con ello, se favorecen ciertas caracteristicas tales
como homogeneidad en el proceso de maduracion, desarrollo de color tanto en céscara como en
pulpa y desarrollo del sabor y aroma caracteristico. El acido 2-cloroetil fosfonico (Ethephon) es
un &cido organico liquido soluble en agua que, a un pH fisiologico (> 5), se hidroliza para formar
etileno (CH2=CHy), fosfato (H2PO4") y iones cloro (CI°), por lo que en postcosecha constituye una
alternativa al uso de gas etileno para adelantar y homogenizar la maduracion, lo que permite contar
con frutos listos para su consumo en fresco o con fines de procesamiento. La cantidad de etileno

liberado depende del pH de la solucion y de la humedad relativa del ambiente; ademas la
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efectividad de respuesta varia de acuerdo con la especie, cultivar, dosis, forma de aplicaciéon y
temperatura (Bondad 1976; Pokhrel, 2013). Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de la aplicacion de dos concentraciones de acido 2-cloroetil fosfénico (Ethephon)
en el adelanto y homogeneizacion de la maduracion de los cultivares de aguacate ‘Hass’ y

‘Méndez’.
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1.4 MATERIALES Y METODOS
Se cosecharon frutos de aguacate cultivares ‘Hass’ y ‘Méndez’ con 23.4 + 0.1% y 24.0 £ 0.1% de
materia seca (MS), respectivamente, desarrollados en la zona productora de Salvador Escalante
(Michoacéan, México) localizado en una latitud de 19° 27°, longitud de 101° 50°, altitud de 2090
msnm, cuyo clima es templado subhimedo con lluvias en verano y el suelo predominante es del
tipo andosol. Previo al establecimiento del experimento se eliminaron aquellos frutos que
presentaron dafos externos y posteriormente se dividieron en 3 lotes de 38 frutos cada uno: un lote
se dejo intacto (Control), otro se tratd con una solucion de 500 mg L™ de acido 2-cloroetil fosfonico
y otro 1000 mg L%, ambos por inmersion durante cinco minutos. Las dos soluciones de cido 2-
cloroetil fosfonico se prepararon con el compuesto Ethrel 240® de BAYER al 21.70 % en peso de
ethephon, ajustando cada una con una solucion de NaOH (10 N) hasta pH 5. Los frutos tratados se
almacenaron a 20 + 2 °C y humedad relativa de 60 + 5 % durante 11 dias para evaluar su
maduracion en base a variables fisioldgicas y biofisicas. Las variables fisioldgicas incluyeron:
velocidad de respiracion, produccion de etileno y pérdidas de peso; las dos primeras se
determinaron diariamente por cromatografia de gases de acuerdo al método del espacio de cabeza
descrito por Saltveit y Sharaf (1992); para esto, de cada tratamiento se tomé una muestra al azar
de ocho frutos, con los cuales se establecieron cuatro unidades experimentales (repeticiones) de
dos frutos cada una; estos se colocaron en recipientes con cerrado hermético de 2.12 L durante una
hora, tras de lo cual se tomé una muestra de un mL del gas del espacio de cabeza y se inyectd a un
cromatdgrafo de gases (Hewlett Packard, modelo 5890 serie IlI), con columna tipo abierta,
empaque de capa porosa de silica de gel y conectado simultdneamente a un detector de ionizacion
de flama (FID) y a un detector de conductividad térmica (TCD). Las condiciones de operacion

fueron: temperatura de la columna 150 °C, FID 180 °C y TCD 180 °C; se utilizé un estandar de
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CO2 con 500 pL Ly de etileno con 20 pL L™, ambos de INFRA®. Los datos de respiracion se
reportaron en mL de CO2 kg?! h! y para etileno pL CoHs kgt h'l. Las pérdidas de peso se
determinaron midiendo, cada dos dias, el peso de cinco frutos por tratamiento de manera individual
con una balanza digital ALSEP EY-2200; para la obtencion de datos se aplicé la ecuacion [%
Pérdida de peso = (Peso inicial — Peso final) / Peso inicial x 100].

Como variables biofisicas se evaluaron los cambios en la firmeza de la pulpa y en el color del
epicarpio. La firmeza se determind con un texturometro (Wagner Force Five modelo FDV-30) con
puntal conico de 7 mm de didmetro; las medidas se realizaros cada dos dias en una muestra de
cinco frutos por tratamiento, para lo cual se retird la cascara de la zona ecuatorial del fruto y se
midio6 la fuerza necesaria para penetrar la pulpa. Los valores se reportaron en Newtons (N). El
color del epicarpio se determind, de manera individual, en una muestra de cinco frutos por
tratamiento, utilizando un colorimetro de reflexion Hunter Lab (Reston Virginia modelo D25) para
determinar los valores triestimulos en el espacio L*, a* y b*. Dichos valores se usaron para calcular
el indice de saturacion o croma [C=(a®+b?)Y?] y el indice de cambio de color [AE =
(AL?+Aa%+Ab%)Y2].

Como variable bioquimica se evaluo el contenido de fenoles totales, se realizo la extraccion a partir
de 1.0 g de pulpa del fruto y se le agregd 10 mL de metanol-agua (8:2 v/v) para después ser
mezclado hasta lograr un macerado homogéneo, la cuantificacion del contenido de fenoles totales
se llevé a cabo segln el método propuesto por Pio-Leon et al. (2012) con algunas modificaciones,
donde a una alicuota de 200 pL de cada muestra se le agregd, en el siguiente orden, 2.5 mL de
agua destilada, 100 pL del reactivo Folin Ciocalteu-agua (1:1 v/v) y 200 pL de Na2COz-agua (2:8
p/v); luego, se dejaron reposar bajo condiciones de oscuridad por 30 min y, posteriormente, se

realizaron las lecturas a 765 nm en un espectrofotometro digital (GENESYS 10V Thermo Electron
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Corporation). Con el uso de una curva de calibracién (Apéndice 1), se obtuvieron los resultados,

los cuales, se reportaron como mg de acido galico 100 g de pulpa fresca (mg AG 100 g* pf).

Los datos se analizaron estadisticamente calculando en todas las variables la media y desviacion
estandar empleando el paquete estadistico Statiscal Analysis System for Windows Version 9.0.
(SAS, 2002); asimismo se realizd una comparacion mdltiple de muestras, para cada cultivar
(‘Hass’ y ‘Méndez’), aplicando la prueba de Kruskal-Wallis y, una comparacion de rangos medios,

con apoyo del paquete estadistico INFOSTAT/L Version 2018l (Balzarini et al., 2008).
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Los frutos de todos los tratamientos presentaron el patron climatérico de respiracion durante la
maduracion (Figura 1.1). En el cultivar Hass el tratamiento con 1000 mg L™ de Ethephon, el
climaterio respiratorio resulté mas elevado con un maximo de 120.71 mL de CO, kg h! tras ocho
dias de almacenamiento a 20 + 2° C, respecto a los tratamientos con 500 mg L (81.85 mL CO;
kgt h') y el control (91.97 mL de COz kg h), este Gltimo tras nueve dias a las mismas
condiciones (Figura 1.1-A); por su parte, en los frutos del cultivar Méndez el tratamiento con 500
mg L! de Ethephon fueron los que mostraron la mayor velocidad de respiracion con un maximo
de 157.50 mL de CO2 kg h't a los 10 dias de almacenamiento, seguido del control (131.69 mL de
CO2 kg* h'l) y tratamiento con 1000 uL L (98.01 mL de CO2 kgt h™1), después de 11 dias a 20 +
2 °C (Figura 1.1-B).

Con relacion a etileno, en ‘Hass’ la produccion autocatalitica se presentd a los cinco dias de
almacenamiento en los frutos tratados con 1000 mg L! "y a los siete dias en los otros dos
tratamientos (Figura 1.1-C); en ‘Méndez’, los tratamientos con 500 y 1000 mg L presentaron la
produccion autocatalitica a los siete dias, en tanto que en el control ocurrié a los ocho dias a 20
+2° C (Figura 1.1-D). En frutos de aguacate, el inicio del proceso de maduracion esta relacionado
con los cambios en la sensibilidad a etileno en la fase preclimatérica, lo que se traduce en el
momento en que ocurre la produccién autocatalitica que eleva la produccion de esta fitohormona
hasta una concentraciéon de estimulo fisiolégico que favorece los cambios relacionados con la
maduracion (Lallum et al., 2004; Saltveit, 2019); ademas se ha reportado (Biale y Young, 1981;
Saltveit, 2019) que los tratamientos con etileno exdgeno aceleran la respiracion y adelantan el
climaterio respiratorio. Los resultados obtenidos permiten asumir que el tratamiento con Ethephon

en dosis de 1000 mg L* en el cultivar Hass y 500 mg L en el cultivar Méndez, aumentaron la
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sensibilidad al etileno liberado y adelantaron el inicio de la produccion autocatalitica, respuesta
que ademas fue asociada con el aumento en la velocidad de respiracién en los dos cultivares

(Apéndice 2 y 3).
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Figura 1.1. Intensidad respiratoria y produccion de etileno en frutos de aguacate ‘Hass’ (A, C) y ‘Méndez’
(B, D) tratados con O (—e— ), 500 (-<--) y 1000 ( ~'£&-") mg L de Ethephon y almacenados a 20
+ 2 °C. Medias + DE, n = 4.

Durante la maduracion las pérdidas de peso se incrementaron conforme avanzo el tiempo de

almacenamiento (Figura 1.2). En los frutos del cultivar Hass éstas alcanzaron 5.72, 6.09 y 6.06 %

para el control, Ethephon 500 mg L™ y Ethephon 1000 mg L, respectivamente, después nueve

dias de exposicién a 20 £+ 2° C (Figura 1.2-A); los frutos tratados con Ethephon mostraron severo

deterioro tras 11 dias de almacenamiento (datos no mostrados). En el cultivar Méndez después del

mismo periodo de almacenamiento, las pérdidas de peso resultaron menores en el tratamiento
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Ethephon 500 mg L™ (4.28 %), respecto al control (5.32 %) y Ethephon 1000 mg L™ (5.69 %), no
se observaron diferencias significativas. (Figura 1.2-B). Las pérdidas de peso durante el
almacenamiento, constituye uno de los principales factores que afectan de manera importante la
maduracion y calidad de los frutos de aguacate; de acuerdo con algunos investigadores (Bower y
Jackson, 2003; Bower y Papl, 2006) perdidas por arriba del 6 % resultan criticas, lo que permite
asumir que, en ambos cultivares, un almacenamiento menor a nueve dias resulta aceptable en
términos de esta variable. Se ha reportado (Martin y Rose, 2014) que la cantidad de ceras
cuticulares acumuladas durante el desarrollo de los frutos, influye de manera importante en la
sensibilidad a pérdidas de agua durante el manejo postcosecha; las menores pérdidas de peso
mostradas por el cultivar Méndez permite asumir diferencias en la deposicion de ceras cuticulares
entre los frutos de los dos cultivares.

Derivado de los procesos fisiologicos caracteristicos de la maduracion, la firmeza de los frutos
disminuye por modificaciones en la estructura de las paredes celulares, especialmente por la
degradacion enzimatica de los polimeros presentes en ella (Salisbury y Ross, 1994; Wakabayashi,
2000; Prasanna et al., 2007). En los dos cultivares la firmeza de la pulpa disminuyé conforme
avanzo el proceso de maduracion (Figura 1.2). Tras nueve dias de almacenamiento en los frutos
del cultivar Hass la firmeza disminuy6 desde un promedio de 24.22 = 0.4 N hasta 9.24 +£ 0.45 N
(Control), 7.20 £ 0.29 N (500 mg L) y 5.49 + 0.14 N (1000 mg L%), con 11 dias ocurri6 deterioro
por senescencia avanzada (Figura 1.2-C); en el cultivar Méndez la disminucion después de nueve
dias fue desde un promedio de 26.37 + 2.4 N hasta 11.02 £ 0.50 N (Control), 8.94 + 0.94 (500 mg
L) y 872 + 0.76 N (1000 mg L?) (Figura 1.2-D); si bien no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, los frutos del control mostraron una firmeza mayor respecto a los

frutos tratados con Ethephon, lo que sugiere un mayor avance en la maduracion de los frutos.
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Figura 1.2. Comportamiento de firmeza y pérdida de peso en frutos de aguacate ‘Hass’ (A, C) y ‘Méndez’
(B, D) tratados con 0 (), 500 (22 ) y 1000 (=) mg L™ de Ethephon y almacenados a 20 + 2
°C. Medias + DE, n = 5.

Durante la maduracion a 20 = 2°C, el cambio en color (AE) se increment6 de manera importante,
a partir del séptimo dia y fue significativamente diferente, respecto al valor inicial, a los 11 dias
de almacenamiento (Figura 1.3). Al onceavo dia de almacenamiento, se detectaron diferencias
significativas minimas entre tratamientos para el cultivar Hass; sin embargo, en el cultivar Méndez
se observo un incremento significativo en el AE en los frutos tratados con Ethephon (500 y 1000
mg L) con respecto al control (Figura 1.3-D). Por su parte, el indice de saturacion tendi6 a
disminuir durante la maduracion, con diferencia significativa, respecto al valor inicial, tras 11 dias

de almacenamiento (Figura 1.4), lo que resultd indicativo de colores opacos caracteristicos de
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frutos en fase de senescencia; es de sehalar que de acuerdo a esta variable los frutos con 7-9 dias
de maduracion presentan un color con tonalidad brillante, sin diferencias significativas, asimismo
los frutos tratados con Ethephon presentaron tonalidad mas oscura. En este experimento no se
observaron cambios importantes en otros parametros de color (angulo de tono y luminosidad). Se
ha senalado (Cox et al., 2004) que el cambio en color del epicarpio durante la maduracion de frutos
de aguacate ‘Hass’, se caracteriza por la disminucion del contenido de clorofila, del indice de
saturacion (C) y del angulo de tono (°Hue); ademas por el aumento del compuesto Cyanidin 3-O-

glucoside responsable del color negro.
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Figura 1.3. Cambio de color en frutos de aguacate ‘Hass’ (A) y ‘Méndez’ (B) tratados con 0 (1), 500
(z2)y 1000 (1) mg L de Ethephon y almacenados a 20 + 2 °C. Medias + DE, n = 5.
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Figura 1.4. Indice de saturacion en frutos de aguacate ‘Hass’ (A) y ‘Méndez’ (B) tratados con 0 (),
500 () y 1000 (1) mg L™ de Ethephon y almacenados a 20 + 2 °C. Medias + DE, n = 5.

La concentracion de fenoles totales diminuyé durante el proceso de maduracién a 20 + 2°C
observandose un menor contenido en los frutos de ambos cultivares tratados con 1000 mg L™ de
Ethephon, una vez alcanzada la madurez de consumo; sin embargo la minima concentracion en
‘Hass’ se alcanzo al noveno dia mientras que en los frtuos ‘Méndez’ se detectd hasta el onceavo
dia (Figura 1.5). Asimismo, se observa una mayor retencion de los compuestos fenolicos en los
frutos de aguacate ‘Méndez’ durante el proceso de maduracion comparado con los tratamientos
del cultivar ‘Hass’, tal como lo mencionan Villa-Rodriguez et al. (2020) y Sousa et al. (2014) el
contenido de compuestos fenolicos se ve influenciado en gran medida por el cultivar, el proceso
de maduracion, los tratamientos aplicados durante pre- y postcosecha, asi como condiciones
agronomicas, por lo que el contenido de fenoles reportado en este estudio puede ser parcialmente
explicado por estos factores. Villa-Rodriguez et al. (2011) reportaron para pulpa de aguacate
‘Hass’ una concentraciéon de 10 mg de AG 100g™ pf en estado de madurez fisiologica y de 35 mg

de AG 100g* pf en madurez de consumo , lo cual difiere con lo encontrado en el presente trabajo,
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en donde se encontré poco mas de 60 mg de AG 100g pf inicial y en estado de madurez de

consumo alrededor de 40 mg de AG 100g™ pf.
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Figura 1.5. Concentracion de fenoles en frutos de aguacate ‘Hass’ (A) y ‘Méndez’ (B) tratados con 0
(=), 500 (22 ) y 1000 (1) mg L* de Ethephon y almacenados a 20 + 2 °C. Medias + DE,

n=>5.
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1.6 CONCLUSIONES

El tratamiento de frutos de aguacate cultivares Hass y Méndez con el liberador de etileno Ethephon
y almacenados a 20 + 2 °C, favorece el proceso de maduracion al adelantar el climaterio
respiratorio y produccion autocatalitica de etileno; esta respuesta se manifiesta principalmente al
aplicar una solucién con 1000 mg L™! en ‘Hass’ y 500 mg L' en ‘“Méndez’.

Con firmeza de la pulpa (10-11 N), color del epicarpio (AE 6-7), indice de saturacion (12-13),
pérdidas de peso (< 6 %) y fenoles totales (40-45 mg AG 100g™! pf), el periodo de maduracion se
obtiene después nueve dias en frutos sin ninglin tratamiento; en los frutos tratados con Ethephon
estas caracteristicas de calidad se obtienen tras siete dias con: firmeza 14-16 N, pérdidas de peso
4-5 %, AE 6-8, indice de saturacion 12-14 y 40-50 mg AG 100g™! pf; ademas, se obtiene una mejor

respuesta en frutos tratados con 1000 mg L' en ‘Hass’ y 500 mg L! en ‘Méndez’.
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CAPITULO Il. CAMBIOS EN LA CALIDAD DE PULPA DE AGUACATE

‘HASS’ Y ‘MENDEZ’ POR EFECTO DEL SECADO POR LIOFILIZACION

2.1 RESUMEN
La elevada perecibilidad del aguacate, asi como su susceptibilidad a dafios por frio durante el
manejo postcosecha y la oxidacion de la pulpa que afecta la calidad del mismo, ha obligado a
emplear nuevas técnicas de conservacion del fruto que inhiban el oscurecimiento enzimético y que
incrementen su vida de anaquel sin afectar su calidad. La deshidratacion es una de las técnicas que
se han empleado para resolver los problemas durante el manejo postcosecha; por lo que se ha
optado por tecnologias como la liofilizacion con la finalidad de evitar la degradacion de la pulpa.
Por lo anterior, el objetivo de la investigacion fue determinar cambios en la calidad de pulpa de
aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ en estado de madurez de consumo, luego de un secado por
liofilizacion. Para lo cual se cosecharon frutos de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ lo cuales se
colocaron en una solucion de 500 mg L de acido 2-cloroetil fosfonico durante 5 minutos para
favorecer una maduraciéon homogénea. Se evalud el contenido de aceite, el color de pulpa, se
realizd la extraccion y cuantificacion de carotenoides y fenoles totales; ademas se realizd
microscopia electronica de barrido en pulpa en estado de madurez fisioldgica de consumo, pulpa
congelada y liofilizada. La liofilizacion permitié incrementar la extraccion de compuestos
bioactivos, carotenoides y fenoles, asi como aceite en ambos cultivares; ademas permitié mantener
un bajo indice de oscurecimiento con respecto a los no liofilizados. Los antioxidantes en las
rebanadas de pulpa de aguacate tuvieron un efecto positivo sobre la pulpa de aguacate, ya que los
tres tratamientos mostraron mayores valores en las concentraciones de carotenoides y fenoles
totales, asi como menor indice de oscurecimiento. Se observaron cambios en la estructura de la

pared celular, cambios mayormente significativos en el cultivar Hass.

Palabras clave: Persea americana Mill., Microscopia Electronica de Barrido, indice de
oscurecimiento.
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2.2 ABSTRACT
The high perishability of avocado, as well as its susceptibility to cold damage during post-harvest
handling and the oxidation of the pulp that affects its quality, has forced the use of new fruit
preservation techniques that inhibit enzymatic darkening and increase its shelf life without
affecting its quality. Dehydration is one of the techniques has been used to solve problems during
postharvest handling; therefore, technologies such as lyophilization have been chosen in order to
avoid the degradation of the pulp. Therefore, the objective of the investigation was to determine
changes in the quality of avocado pulp ‘Hass’ and ‘Méndez’ in a state of consumption maturity,
after drying by lyophilization. For which Hass ’and‘ Méndez ’avocado fruits were harvested,
which were placed in a solution of 500 mg L™ of 2-chloroethyl phosphonic acid for 5 minutes to
promote homogeneous ripening. The oil content, the pulp colour was evaluated, the extraction and
quantification of carotenoids and total phenols was performed; In addition, scanning electron
microscopy was performed in pulp in the state of physiological maturity of consumption, frozen
and lyophilized pulp. Freeze-drying allowed increasing the extraction of bioactive compounds,
carotenoids and phenols, as well as oil in both cultivars; it also allowed maintaining a low rate of
darkening with respect to non-lyophilized ones. The antioxidants in avocado pulp slices had a
positive effect on avocado pulp, since all three treatments showed higher values in carotenoid and
total phenolic concentrations, as well as lower darkening index. Changes in the structure cell wall

was observed mostly significant changes in the Hass cultivar.

Keywords: Persea americana Mill., Scanning Electron Microscopy, browning index.
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2.3 INTRODUCCION

La importancia del aguacate (Persea americana Mill.) en México radica en los beneficios que
otorga a todos los participantes de la cadena productiva, ya que es el principal productor y
exportador, siendo el estado de Michoacén el que produce cerca del 80% de la produccion
nacional; no obstante del total de la produccion solo se exporta alrededor del 27% (FAOSTAT,
2019; SIAP, 2019).

La elevada perecibilidad del aguacate, dada por su comportamiento del tipo climatérico y su
elevada produccién de etileno, asi como por su susceptibilidad a dafios por frio durante el manejo
poscosecha y la oxidacion de la pulpa que afecta la calidad del mismo, ha obligado a emplear
nuevas técnicas de conservacion del fruto que inhiban el oscurecimiento enzimatico y que
incrementen su vida de anaquel sin afectar su calidad. La deshidratacién es una de las técnicas que
se han empleado para resolver los problemas durante el manejo postcosecha; sin embargo los
métodos convencionales de secado son inadecuados por la degradacién que le causa a la pulpa
(Arriola-Guevara et al. 2006).

La liofilizacion es una de las alternativas que ofrece calidad, porque mantiene las propiedades
mecanicas y sensoriales asociadas a los componentes volatiles de los alimentos; sin embargo este
proceso es dependiente del grado de madurez del fruto y tipo de congelacion empleada antes del
proceso, ya que influye en la textura del producto liofilizado (Esteller et al., 2005; Marques et al.,
2006; Castro, 2011). La disminucién de la actividad de agua de un producto liofilizado es una de
las principales ventajas que ofrece esta técnica, ya que se disminuyen los problemas
microbiologicos y se inhiben las reacciones bioquimicas, excepto las de oxidacion. A pesar de lo
anterior, es de importancia asegurar la calidad, es decir se deben garantizar buenas practicas de

elaboracion del producto.
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Las tendencias actuales indican que el consumo de productos de conveniencia (facil de adquirir,
preparar, consumir), saludables y que otorguen un sabor agradable, se incrementa (Clementz y
Delmoro, 2011), por lo que los productos liofilizados pueden ser una opcidn, en este caso, a partir
de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez ya que este fruto posee, ademds de capacidad antioxidante y acidos
grasos insaturados, compuestos nutracéuticos tales como, vitamina E, luteina y B-sitoesterol, los
cuales tienen una influencia positiva sobre los factores de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares. Por lo anterior, el objetivo de la investigacion fue determinar cambios en la
calidad de pulpa de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ en estado de madurez de consumo, luego de un

secado por liofilizacion.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y tratamientos

Se cosecharon frutos de aguacate ‘Hass’ (251.76 + 15.07 g peso y 23.67 + 0.69 % materia seca) y
‘Méndez’ (244.13 £ 14.57g peso y 22.52 £ 0.70 % materia seca) en noviembre de 2017, en un
huerto comercial Meza de Huizto, ubicado en el municipio de Salvador Escalante, estado de
Michoacéan, México. Previo al establecimiento del experimento se eliminaron aquellos frutos que
presentaron dafios externos y posteriormente se colocaron en una solucion de 500 mg L™ de acido
2-cloroetil fosfénico durante 5 minutos. La solucién de acido 2-cloroetil fosfonico se prepar6 con
el compuesto Ethrel 240® de BAYER al 21.70 % en peso de ethephon, ajustando el pH con una
solucién de NaOH (10 N) hasta alcanzar pH 5. Los frutos tratados se almacenarona20+2 °Cy
humedad relativa de 60 £ 5 % durante 7 dias para su maduracién. Una vez alcanzada la madurez
de consumo ‘Hass’ (8.34 £ 1.05 N) y ‘Méndez (9.14 £+ 1.58 N) se procedio6 a obtener rebanadas de
5 mm de grosor, posteriormente se dividieron en cuatro lotes de 60 rebanadas cada uno: un lote se
dejé intacto, (Control), otro se tratd con una solucion de 500 mg L™ de cido ascorbico (T1), el
siguiente se empled una solucion de 500 mg L de acido citrico (T2) y finalmente, se usé una
solucion conformada por 500 mg L de cido ascorbico y 500 mg L de acido citrico (T3), las
rebanadas se sumergieron por un minuto en las soluciones. Inmediatamente, se colocaron en
nitrogeno liquido (-195°C), luego de 15 minutos se trasladaron a congelacion de -64°C, hasta su
secado por liofilizacion (LABCONCO Corp. Kansas, MO, USA) a 16 Pay -47.0°C por 72 horas.
Las variables se evaluaron en rebanadas en estado fresco y deshidratas.

Curva de Secado. Las rebanadas de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ se colocaron en el liofilizador
(LABCONCO Corp. Kansas, MO, USA) a 16 Pa y -47.0°C, se tomaron muestras a diferentes

tiempos de secado (0, 24, 48, 72, 96 h). Las muestras obtenidas se colocaron en crisoles (5 crisoles
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de cada variedad) los cuales se introdujeron a una mufla a 250-300°C hasta alcanzar peso
constantes (3 horas aproximadamente). Se calcul6 el % de humedad por diferencia de pesos.

Contenido de aceite. El contenido de aceite se determind a partir de muestras secas empleando el
método descrito por Carvalho et al. (2014). Una muestra de 10 g de pulpa seca de aguacate fue
usada para extraer los lipidos por el método Soxhlet por 4-6 horas usando éter de petréleo como
solvente. EIl porcentaje de aceite en la pulpa se calculé con la siguiente ecuacion y se expreso

como % (p/p).

Materia Seca (%) =Peso del aceite (g)
Peso de pulpa seca (g)

Contenido de aceite (% p/p) = (Ecuacion 1)

Color de pulpa. Se uso6 un colorimetro de reflexion Hunter Lab (Reston Virginia modelo D25)
con el sistema CIELab para determinar los valores triestimulo en el espacio L*, a* y b*. Dichos
valores se usaron para determinar la luminosidad (L Hunter), indice de saturacion [Chroma =
(a>+b?)*2], angulo de tono [hue® = tan™* (b/a)] e indice de oscurecimiento (BI) reportado por Souza

et al. (2015) (Ecuacién 2y 3).

100 (A-0.31)
- 0.172

BI (Ecuacion 2)

A= a+(1.75-L)
"~ (5.645-L)+a—(3.021-b)

(Ecuacion 3)

Extraccion y cuantificacion de pigmentos carotenoides totales. De acuerdo con el método
descrito por Gross (1987) y la AOAC (1990) para la extraccion y cuantificacion de carotenoides,
se pesaron 20 g de pulpa fresca y 2.0 g de pulpa seca, se le adicionaron 10 mL de acetona y se dejé
reposar por 48 h a 4° C y en oscuridad. Posteriormente, se triturd en mortero y se lavd con acetona
(2 veces) para obtener una solucion acetona-carotenoides la cual, se transfirio en un en un embudo
de separacion. Después, se agrego 20 mL de éter de petroleo y 100 mL de agua, se dejo reposar

por 10 min. De las 2 fases formadas, se desechd la capa inferior y se repitio la operacion por dos
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veces mas, para obtener la mezcla éter de petr6leo-carotenos. A esta Ultima, se le adiciond 10 mL
de NaOH al 40%, lavando posteriormente con agua destilada hasta eliminar el hidroxido de sodio.
Enseguida, se lavo con 10 mL de sulfato de sodio (Na:SQOs). El contenido se afor6 con éter de
petroleo hasta un volumen conocido y se hizo la lectura en espectrofotometro (GNESYS 10V
Thermo Electron Corporation) a 454 nm. Los datos se expresaron como concentracion de

carotenos totales (mg 100g* de ps).

AxV*10°

% (Ecuacion 4)

ug de B— caroteno g1 tejido =

Donde,

A: Absorbancia a 454 nm

V: Volumen final del extracto (mL)

EM - Coeficiente de extincion de p-caroteno (2500)

p: peso de la muestra (Q)
Fenoles Totales. Se realizo la extraccion a partir de 1.0 g de pulpa fresca y, en el caso de la pulpa
liofilizada, se emplearon 250 mg de pulpa seca, se le agregd 10 mL de metanol-agua (8:2 v/v) para
después ser mezclado hasta lograr un macerado homogéneo, la cuantificacion del contenido de
fenoles totales se llevé a cabo segin el método propuesto por Pio-Leon et al. (2012) con algunas
modificaciones, donde a una alicuota de 200 uL de cada muestra se le agrego, en el siguiente
orden, 2.5 mL de agua destilada, 100 pL del reactivo Folin Ciocalteu-agua (1:1 v/v) y 200 pL de
Na,COs-agua (2:8 p/v); luego, se dejaron reposar bajo condiciones de oscuridad por 30 min vy,
posteriormente, se realizaron las lecturas a 765 nm en un espectrofotometro digital (GENESYS
10V Thermo Electron Corporation). Con el uso de una curva de calibracion (Apéndice 1), se

obtuvieron los resultados, los cuales, se reportaron como mg de acido galico 100 g* de pulpa fresca

o pulpa seca, segun sea el caso (mg AG 100 g* ps).
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Microscopia Electrénica de Barrido. Para la observacion microscopica se empled pulpa de
aguacate en estado de madurez fisioldgica, de consumo, congelada a -64°C y liofilizada en estado
de madurez de consumo. Las muestras se fijaron en soluciones de glutaraldehido al 3.0 %, y se
lavaron con buffer de fostato sorensen (pH 7.1 0.1 M) tres veces cada 10 min. Posteriormente, las
muestras se agregaron a una solucion de tetra 6xido de osmio al 0.25% por dos horas, transcurrido
el tiempo se colocaron en agua desinozada por 30 minutos. Se realizaron lavados con etanol a
concentraciones graduales (30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 %) por 40 minutos cada uno y al 100 % dos
veces por 20 min. Las muestras se secaron en presencia de CO> por 40 minutos (Sandri-780A), se
montaron en portamuestras de platon y se recubrieron con oro en una ionizadora de metales (lon
Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat) por 15 min. Se observaron en un microscopio electrénico de
barrido (JEOL- JSM 6390) operando a 10 Kv.

Anélisis experimental. Se realizé una comparacion maltiple de muestras, para cada cultivar
(‘Hass’ y “Méndez’), aplicando la prueba de Kruskal-Wallis y, una comparacion de rangos medios,

con apoyo del paquete estadistico INFOSTAT/L Version 2018l (Balzarini et al., 2008).
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

La liofilizacion reduce la humedad y la actividad de agua, disminuyendo asi la probabilidad de
contaminacion microbioldgica; esto lo convierte en una alternativa de comercializacion de frutos
con fines de incremento de vida de anaquel; sin embargo, el tiempo de liofilizacion de un producto
depende en gran medida del espesor de la materia (Marquez-Aquino y Vergara-Balderas, 2009;
Marques et al., 2009; Mufioz-L6pez et al., 2018). En la Figura 1, se observa como disminuye el
contenido de humedad a través del tiempo, notese que las rebanadas de pulpa de aguacate ‘Hass’
a las 24 horas redujeron el contenido de humedad hasta 38% mientras que las de ‘Méndez’ atin
mantenian un 60% de humedad; asimismo, ambos cultivares alcanzan un minimo de humedad
luego de 72 h. Con la finalidad de optimizar el proceso de liofilizacion, es necesario tomar en
cuenta ciertos factores, tales como congelacién, que a su vez influird en el secado primario y
secundario, y finalmente en la textura del producto final; la sublimacion, secado primario y etapa
maés larga del proceso de liofilizacion, se ve afectada por dichos factores por lo que conocer el
tiempo de secado es de suma importancia (Abdelwahed, et al., 2006; Assegehegn et al., 2019).

En la Figura 2 se observan diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de aceite en pulpa
de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’, se distingue un mayor contenido significativo (p<0.05) en los
frutos del cultivar ‘Méndez’ (18-20 %); también se observa un mayor contenido en donde la
extraccion se realizo a partir de pulpa liofilizada, quizas por menores cambios estructurales en la
pulpa durante el secado, ya que el secado en estufa puede causar una transformacion en la
estructura celular debido a una desnaturalizacién de proteinas que impiden la liberacion del aceite,
mermando asi el rendimiento (Mostert et al., 2007). Diversos autores han reportado para aguacate
‘Hass’ valores entre 11 y 19 % de contenido de aceite; sin embargo se han obtenido valores

mayores de 20% una vez que el fruto ha alcanzado la madurez de consumo, tal como se observa
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en el contenido de aceite de pulpa de aguacate ‘Méndez’; esto debido a la accion de enzimas
hidroliticas como las celulasas y la poligalacturonasa que degradan las paredes celulares del
parénquima durante la maduracién de la fruta, lo que hace que el aceite esté mayormente
disponible para la extraccion (Ozdemir y Topuz, 2004; Mostert et al., 2007; Villa-Rodriguez et

al.2011).
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Figura 2.1. Curva de secado por liofilizacion de rebanadas de pulpa de aguacate ‘Hass’ (—®—) y ‘Méndez’
(™). Medias £ DE, n = 5.
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Figura 2.2. Contenido de aceite en rebanadas de aguacate cultivares ‘Hass’ y ‘Méndez’ sin liofilizar (=)
y liofilizadas (z1). Medias = DE, n = 5. Valores con diferente letra dentro de la misma figura son
estadisticamente distintos con un nivel de significancia de a=0.05.
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El color es un atributo importante en la calidad de un alimento pues influye en la aceptacion del
consumidor; ademas indica cambios naturales en frutos frescos o transformados; sin embargo, un
fruto deshidratado puede mostrar reacciones de oscurecimiento durante el secado (Tsami y
Katsioti, 2000). En la Figura 3, se observan diferencias significativas entre la luminosidad de las
rebanadas frescas y liofilizadas del cultivar ‘Méndez’, siendo menor en las liofilizadas lo que
indica mayor oscurecimiento. En la misma figura, el indice de saturacion disminuye en las
rebanadas liofilizadas de ambos cultivares; las rebanadas frescas de pulpa de aguacate ‘Hass’
mostraron un Croma=30 significativamente mayor a las rebanadas liofilizadas, Croma=24-26
indicando una mayor intensidad del color; ademas el uso de antioxidantes (acido ascérbico y &cido
citrico) permiten incrementar este componente del color (Croma) en las rebanadas liofilizadas. El
angulo de tono (°Hue), de la pulpa de ‘Hass’ mostré diferencias significativas entre las liofilizadas
y sin secar, observandose un incremento significativo (p<0.05) del °Hue con el uso de
antioxidantes; las rebanadas liofilizadas sin antioxidante (control) tienden a una tonalidad mas
amarilla (°Hue=105) mientras que las rebanadas tratadas con la solucion de ambos antioxidantes
(con 500 mg L de 4cido ascdrbico + 500 mg L de &cido citrico) tiende a una coloracion mas
alejada del amarillo (°Hue=120) (Apéndice 2).

Referente al indice de oscurecimiento (BI), en la Figura 4 se muestra que el secado por liofilizacion
reduce de manera significativa (p<0.05) el oscurecimiento en ambos cultivares. En el caso del
cultivar ‘Hass’, las rebanadas sin liofilizar presentaron un B1=34%, mientras que en las liofilizadas
mostraron un Bl1=26-30%. Para el cultivar ‘Méndez’, las rebanadas frescas reportaron un valor de
B1=30% v las liofilizadas un BI=24-26%; asimismo las liofilizadas sin antioxidante mostraron un
oscurecimiento significativamente menor con respecto a las liofilizadas + antioxidantes. Souza et

al. (2015) reporto valores del indice de oscurecimiento de 60-70% en pulpa de aguacate de la
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variedad Collinson antes de liofilizar, los valores reportados en la presente investigacion son

menaores.
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Figura 2.3. Componentes del color, luminosidad, indice de saturacion y angulo de tono en rebanadas de
aguacate cultivares ‘Hass’ (A; C, E) y ‘Méndez’ (B, D, F) sin liofilizar (mm) y liofilizadas (53),
sin antioxidante (control), 500 mg L de &cido ascérbico (T1), con 500 mg L™ de &cido citrico
(T2) y con 500 mg L* de 4cido ascérbico + 500 mg L* de 4cido citrico (T3). Medias + DE, n =
5. Valores con diferente letra dentro de la misma figura son estadisticamente distintos con un
nivel de significancia de 0=0.05.
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Figura 2.4. indice de oscurecimiento (BI) en rebanadas de aguacate cultivares ‘Hass’ (A; C, E) y ‘Méndez’
(B, D, F) sin liofilizar (mm) y liofilizadas (), sin antioxidante (control), 500 mg L de 4cido
ascorbico (T1), con 500 mg L de &cido citrico (T2) y con 500 mg L™ de &cido ascérbico + 500
mg L de acido citrico (T3). Medias + DE, n = 5. Valores con diferente letra dentro de la misma
figura son estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0=0.05.

En la Figura 5 se observa claramente que el secado por liofilizacion permite una mejor extraccion
de los pigmentos carotenoides. En la pulpa de aguacate ‘Hass’, la concentracion de carotenoides
totales en el mesocarpio sin liofilizar oscil6 entre 2 y 5 pug g* pf, mientras que en aquella liofilizada
se encontré una concentracion entre 9y 16 pg g pf de carotenoides totales; asimismo se aprecia
que los tratamientos con antioxidantes beneficiaron el contenido de este pigmento siendo el
tratamiento con 500 mg L7 de acido ascorbico (T1) el que mostr6 mayor concentracion
significativa (p<0.05), 16 pg g pf. Por otro lado, la pulpa de aguacate ‘Méndez’ liofilizada mostrd
mayor contenido significativo (p<0.05) de carotenoides con respecto a la pulpa no deshidratada,
siendo el tratamiento 3 el que mostré mayor contenido de este pigmento, 6 pg g* pf. En frutos de
aguacate, Gross et al. (1972), reportaron concentraciones de carotenoides totales en un intervalo
de 10-14 pg g* pf en la variedad Nabal; mientras que Ashton et al. (2006) mostraron que los

carotenoides durante el proceso de maduracion en pulpa de aguacate ‘Hass’ tiende a disminuir,
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pasando de 4 pug g* pf a1 pg g pf, siendo la luteina con mayor presencia (hasta un 50%), estos

datos son similares a los reportados en la presente investigacion.

Carotenoides totales

Control T1 T2 T3 Control

Tratamiento Tratamiento

Figura 2.5. Concentracion de carotenoides totales en rebanadas de aguacate ‘Hass’ (A) y ‘Méndez’ (B) sin
liofilizar (=m) y liofilizadas (), sin antioxidante (control), 500 mg L* de 4cido ascérbico (T1),
con 500 mg L de &cido citrico (T2) y con 500 mg L de acido ascdrbico + 500 mg L* de 4cido
citrico (T3). Medias + DE, n = 5. Valores con diferente letra dentro de la misma figura son
estadisticamente distintos con un nivel de significancia de a=0.05.

En pulpa de aguacate ‘Hass’ sin liofilizar se encontrd una menor concentracion de fenoles totales
(33 mg AG 100 g! pf); mientras que en pulpa liofilizada y tratada con antioxidante la
concentracion de fenoles se incrementd significativamente (p<0.05), siendo la pulpa en la que se
empleo écido citrico la que presenté mayor contenido de fenoles totales, 44 mg AG 100 g* pf
(Figura 6-A). En la Figura 6-B se observa que, de igual forma, el contenido de fenoles totales es
mayor en la pulpa liofilizada y el tratamiento 3 es el que mostré mayor concentracion de estos
metabolitos, 44 mg AG 100 g pf. Lo anterior indica que el secado por liofilizacion y el uso de
antioxidantes (&cido ascorbico o acido citrico) evita la perdida de los fenoles, los cuales son
compuestos bioactivos que se han relacionado con una disminucion de los diferentes procesos de
deterioro en el cuerpo humano debido a su capacidad para reducir la formacion de radicales libres
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y eliminarlos (Villa-Rodriguez et al., 2011). Diversos autores reportan valores entre 30 y 40 mg
AG 100 g en pulpa de aguacate en estado de madurez de consumo, valores que son similares a

los encontrados en el presente trabajo (Daiuto et al., 2011; Villa-Rodriguez et al., 2011)
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Figura 2.6. Concentracion de fenoles totales en rebanadas de aguacate ‘Hass’ (A) y ‘Méndez’ (B) sin
liofilizar (=m) y liofilizadas (&), sin antioxidante (control), 500 mg L* de 4cido ascérbico (T1),
con 500 mg L de &cido citrico (T2) y con 500 mg L de acido ascdrbico + 500 mg L* de 4cido
citrico (T3). Medias £ DE, n = 5. Valores con diferente letra dentro de la misma figura son
estadisticamente distintos con un nivel de significancia de a=0.05.

La firmeza del aguacate en estado de madurez fisioldgica es elevada comparada con la que alcanza
una vez listo para consumirse, estos cambios tipicos de la maduracion involucran modificaciones
en la microestructura celular; ademas la aplicacion de tratamientos pre y postcosecha también
influyen en dichos cambios. En las Figuras 7 y 8 se muestran iméagenes de microscopia electronica
de barrido (MEB) en pulpa de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ en estado de madurez fisiologica,
madurez de consumo, en pulpa congelada a -64°C vy liofilizada. En estado de madurez fisioldgico,
se observa las células del parénquima que contiene depositos de aceite, mientras que, en estado de
madurez de consumo en fresco y congelado, se pierde la estructura de la pared celular, pero se

sigue observando depdsitos de aceite. En ambos cultivares se observan células idioblasticas de

55



aceite, en estado de madurez de consumo (Figuras 7-B y 8-B), las cuales son células especializadas
se produce como una sola gota grande que llena de aceite en lugar de las gotas individuales méas
pequefias que se producen en las células del parénquima (Platt y Thomson, 1992). También se
observan cambios estructurales en la pulpa liofilizada (Figura 7-D y 8-D), notese que en la

micrografia de la pula de aguacate ‘Hass’ se pueden observar las células idioblasticas.
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Figura 2.7. Micrografias electronicas de barrido que muestran los cambios micro estructurales en pulpa de
aguacate ‘Hass’. Pulpa en estado de madurez fisiolégica (A); Pulpa en estado de madurez de
consumo (B); Pulpa en estado de madurez de consumo congelada a -64 °C (C); Pulpa en estado
de madurez de consumo liofilizada (D). I: célula idioblastica de aceite, las flechas indican la
pared celular, O: gotas de aceite. Barra=10 um (A, B); Barra=50 um (C, D).
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Figura 2.8. Micrografias electronicas de barrido que muestran los cambios micro estructurales en pulpa de
aguacate ‘Méndez’. Pulpa en estado de madurez fisiologica (A); Pulpa en estado de madurez de
consumo (B); Pulpa en estado de madurez de consumo congelada a -64 °C (C); Pulpa en estado
de madurez de consumo liofilizada (D). I: célula idioblastica de aceite, las flechas indican la pared
celular, O: gotas de aceite. Barra=10 um (A, B, C); Barra=100 um (D).
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2.6 CONCLUSIONES
El estado de madurez de los frutos de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ afecta la pared celular de la
pulpa, ya que se observaron cambios estructurales a través de las micrografias; por lo que el secado
por liofilizacion se ve afectado por diversos factores como la etapa de congelacién y maduracién
del fruto. La liofilizacion permitié incrementar la extraccion de compuestos bioactivos,
carotenoides y fenoles, asi como aceite en ambos cultivares; ademas permitio mantener un bajo
indice de oscurecimiento con respecto a los no liofilizados. Los antioxidantes en las rebanadas de
pulpa de aguacate tuvieron un efecto positivo sobre la pulpa de aguacate, ya que los tres
tratamientos mostraron mayores valores en las concentraciones de carotenoides y fenoles totales,

asi como menor indice de oscurecimiento.
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CAPITULO I1l. MADURACION, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
METABOLISMO DE FENOLES Y CAROTENOIDES EN EL FRUTO DE DOS
CULTIVARES Y UN GENOTIPO DE AGUACATE EXPUESTOS A UNA
TEMPERATURA CRITICA DE REFRIGERACION

3.1 RESUMEN

Uno de los problemas durante la conservacion por refrigeracion de frutos de aguacate, lo constituye
la induccion de dafios por frio tras exponerse por abajo de temperaturas y/o tiempos considerados
como criticos, y los cuales afectan de manera significativa la maduracién y calidad de los frutos.
Los frutos de aguacate constituyen una importante fuente de compuestos bioactivos que
proporcionan a los frutos un alto valor nutracéutico por su relacion con la salud humana. El
objetivo fue evaluar el efecto del contenido del contenido de fenoles totales, de carotenoides y
respuesta a la capacidad antioxidante en dos cultivares y un genotipo de aguacate almacenados a
una temperatura inductora de dafios por frio. Los cultivares en estudio fueron Hass y Colin V33
y el genotipo Oaxaca-7 de céscara lisa y color violeta oscuro, mismos que se almacenaron a 20 +2
°C por ocho dias y 2+1 °C por 21 dias méas dos dias a 20 £2 °C; las variables evaluadas fueron
Firmeza de la pulpa, contenido de fenoles totales, contenido y perfil de carotenoides, contenido de
clorofila y capacidad antioxidante. Los resultados mostraron que la firmeza evolucion6 de manera
normal, sin afectacion por la temperatura y tiempo de refrigeracion; El contenido de fenoles totales
y capacidad antioxidante aumentaron durante la maduracion, pero con diferencias entre los frutos
evaluados; por su parte el contenido de carotenoides disminuyé al avanzar la maduracion, con
diferencias en el perfil y concentracion de los carotenoides detectados. Se detectaron diferencias
significativas en el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante entre los cultivares y

genotipo estudiados.

Palabras clave: Persea americana Mill, firmeza, capacidad antioxidante, clorofila
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3.2 ABSTRACT
One of the problems during the preservation by refrigeration of avocado fruits is the induction of
chilling injury after exposed being below temperatures and/or times considered as critical, and
which significantly affect the ripening and quality of the fruits. Avocado fruits constitute an
important source of bioactive compounds that provide fruits with a high nutraceutical value due to
their relationship with human health. The objective was to evaluate the effect of the content of
total phenolic content, of carotenoids and response to antioxidant capacity in two cultivars and an
avocado genotype stored at a temperature that induced chilling injury. The cultivars study were
Hass and Colin V-33 and the Oaxaca-7 genotype of smooth and dark violet skin, which were stored
at 20£2 °C for eight days and 2+1 °C for 21 days plus two days at 20£2 °C; the variables evaluated
were pulp firmness, total phenolic content, carotenoid content and profile, chlorophyll content and
antioxidant capacity. The results showed that firmness evolved in a normal way, without affecting
temperature and cooling time; The total phenolic content and antioxidant capacity increased during
ripening, but with differences between the fruits evaluated; meanwhile, the carotenoid content
decreased as maturation progressed, with differences in the profile and concentration of the
carotenoids detected. It was concluded that storage at 2 + 1°C for 21 days did not favour the
appearance of chilling injury in the pulp of the fruits under study, which was manifested by an

increase in antioxidant capacity.

Keywords: Persea americana Mill, firmness, antioxidant capacity, chlorophyll
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3.3 INTRODUCCION

Entre los principales problemas del almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion de frutos
de aguacate lo constituye el oscurecimiento de la pulpa, sobre todo cuando se exponen a
temperaturas criticas inductoras de dafios por frio. Diversos investigadores sefialan las diferencias
en la respuesta de los diferentes cultivares y genotipos a las temperaturas de refrigeracion, aspectos
que se relacionan con la capacidad antioxidante, dada por su contenido de compuestos fenolicos y
carotenoides, de cada uno de cultivares y genotipos de importancia comercial.

Los fenoles son compuestos producto del metabolismo secundario de las plantas y relacionados
con el color, sabor y capacidad antioxidante de los productos hortofruticolas (Sultana y Anwar,
2008); se encuentran formando un amplio rango de estructuras como &cidos fendlicos libres o
unidos a otras moléculas como azUcares, 0 bien son polimerizados hasta estructuras mas complejas
como flavonoides, antocianinas, taninos y ligninas. Por su capacidad antioxidante y relacién con
salud humana, son considerados como compuestos con valor nutraceutico (Naczk y Shahidi,
2006). Su contenido en pulpa de frutos de aguacate varia entre 130-240 ug g (equivalente acido
galico), lo cual depende del cultivar, genotipos, grado de madurez y tecnologia de produccion, qué,
ademas inducen variaciones en el perfil de compuestos fendlicos en el fruto (Soong y Barlow,
2004). Por otro lado, se encuentran relacionados con reacciones de oscurecimiento inducidas por
condiciones de estrés, como dafios por frio; asi mismo se ha reportado que su contenido aumenta
al avanzar la maduracion de los frutos (Cutting y Wolstenholme, 1992).

Los carotenoides son pigmentos naturales que tienen funciones esenciales y proveen de beneficios
nutricionales importantes a la salud humana, especialmente a-caroteno, B-caroteno y p-
criptoxantina que son precursores de vitamina A, retinol y acido retinoico (Krinsky et al.1994;

Fraser y Bramley, 2004). En las plantas, los carotenoides ademas de participar en la regulacion de
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la fotosintesis, también participan en la prevencion contra el dafio fotooxidativo a través de la
remocion de radicales libres y reprimen las moléculas nocivas de la clorofila triplete, impidiendo
la generacion de oxigeno singlete, lo que limita el dafio a las membranas y proteinas (DellaPenna
y Pogson, 2006). En diversos frutos, durante el proceso de maduracién el contenido y composicion
de los carotenoides presentes en la pulpa y céascara se va modificando, lo cual dependera de la
especie, cultivar y del manejo postcosecha (Alquézar et al., 2008; Lado et al., 2016a). La presencia
de carotenoides en los frutos, brinda proteccion contra condiciones ambientales perjudiciales
originadas por la temperatura (altas o bajas), al proporcionar estabilidad a los lipidos presentes en
las membranas, ademas por su capacidad antioxidante que se manifiesta en un efecto de proteccion
a los tejidos del fruto contra diferentes tipos de estrés (Lado et al., 2016b).

En postcosecha, durante el almacenamiento en refrigeracion, el aguacate puede presentar
sensibilidad a dafios por frio debido a su origen tropical y subtropical; dichos dafios se manifiestan
principalmente por una decoloracion interna de la pulpa (pardeamiento interno y oscurecimiento
de haces vasculares) (Lyons et al., 1979; Morris, 1982; Couey, 1982; Whiley et al., 2002). Sin
embargo, la susceptibilidad a dafios por frio depende del cultivar, tipo de tejido, componentes
estructurales, contenido de compuestos bioactivos, tecnologia de produccion y manejo
postcosecha, entre otros (Wang, 2010). En pulpa de aguacate el grupo de carotenoides presentes
en mayor proporcion son la luteina, neoxantina y [3-caroteno, los cuales contribuyen al sistema de
proteccidn eliminando las especies reactivas de oxigeno (ROS), principalmente oxigeno singlete,
generados como respuesta secundaria a dafios por frio. Por lo anterior, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto del contenido del contenido de fenoles totales, de carotenoides
y respuesta a la capacidad antioxidante en dos cultivares y un genotipo de aguacate almacenados

a una temperatura inductora de dafios por frio.
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3.4 MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y tratamientos
Se cosecharon frutos de aguacate en mayo del 2018 en el Centro Experimental ‘La Cruz’
perteneciente a la Fundacion Salvador Sanchez Colin del CICTAMEX, S.C., ubicado en el
municipio de Coatepec Harinas, México, entre 18° 48’ y 19° 05’ Latitud Norte; 99° 43” y 99° 54°
Latitud Oeste, a 2 260 msnm. . Se cosecharon frutos de dos cultivares: Hass (35.24+0.62 % materia
seca) y Colin V-33 (34.10+0.46 % materia seca), y el Genotipo identificado como “Oaxaca-7"
(26.89£0.44 % materia seca), los cuales se almacenaron a temperatura de 20+2° C para su
maduracion; se realizaron evaluaciones un dia después de cosecha y tras ocho dias de
almacenamiento. Otro grupo de frutos se almacend a condiciones de refrigeracion de 2+1° C y
posteriormente a 20+2° C, efectuandose evaluaciones a la salida de refrigeracion y dos dias
después. Las variables evaluadas fueron:
Firmeza. La firmeza se determiné con un texturémetro (Wagner Force Five modelo FDV-30), con
puntal cénico de 7 mm, retirando la cascara de la zona ecuatorial del fruto y midiendo la fuerza
necesaria para penetrar la pulpa. Los valores se reportaron en Newtons (N).
Fenoles Totales. Para la extraccion de fenoles totales, se pesé 500 mg de pulpa liofilizada del
fruto y se le agregd 10 mL de metanol-agua (8:2 v/v) para después ser mezclado con ayuda de una
espatula hasta lograr un macerado homogeéneo. Posteriormente, cada muestra se dejé reposar por
24 h bajo refrigeracion (4 °C). La cuantificacion del contenido de fenoles totales se llevo a cabo
segun el método propuesto por Pio-Leon et al. (2012) con algunas modificaciones, donde a una
alicuota de 200 pL de cada muestra se le agrego, en el siguiente orden, 2.5 mL de agua destilada,
100 pL del reactivo Folin Ciocalteu-agua (1:1 v/v) y 200 pL de Na2COs-agua (2:8 p/v). Luego, se

dejaron reposar bajo condiciones de oscuridad por 30 min y, posteriormente, se realizaron las
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lecturas a 765 nm en un espectrofotometro digital (GENESYS 10V Thermo Electron Corporation).
Con el uso de una curva de calibracion (Apéndice 1), se obtuvieron los resultados, los cuales, se
reportaron como mg de acido gélico 100 g (mg AG 100 g™ peso seco).

Extraccion y cuantificacion de pigmentos (clorofilas y carotenoides). La extraccion de
pigmentos (clorofilas y carotenoides) se llevé a cabo a partir de 600-700 mg de pulpa liofilizada,
ala cual se le agregd 3 mL de agua miliQ y se dejé reposar por 10 minutos. Transcurrido el tiempo,
se le agregaron 4 mL de metanol y 8 mL de diclorometano. La mezcla se agitoé por unos segundos
con un vortex, se coloco en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugo a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se recupero la hipofase y se repitid la adicion
de diclorometano hasta que se decoloré completamente. Con ayuda de un rotavapor (bafio a 40°C)
se evapord el diclorometano (concentracién de clorofilas y carotenoides).

Para el contenido de clorofilas (a, b y total), al extracto seco, se le afiadié 0.5 mL de diclorometano
y se recuper0 en un tubo conico; ademas también se re-suspendi6 con 300 pl de acetona y se le
afiadio 4.2 mL de una solucion de éter de petroleo y éter etilico, en proporcion 9:1 v/v (solucion
A), se agito con un voértex. Se aford a un volumen conocido y se registro en un espectrofotometro
(Thermo Scientific Multiskan Spectrum) el espectro de absorbancia de 270 nm a 760 nm, se midio

la absorbancia a 644, 662 y 760 nm. Luego la muestra se llevo a sequedad con un rotavapor. Con

las ecuaciones 1 y 2 propuestas por Smith y Benitez (1955) se calcul6 el contenido de clorofila a
y b, respectivamente; la clorofila total se reportd como la suma de ambos contenidos. Los valores

se reportaron en pg-g* de peso seco.

__[10.05(Absge2—AbS760)—0.76(AbSg4a—AbS760]*V 0l
- Peso muestra

Clorofilaa (ug-g™1) (Ecuacion 1)

__ [16.37(Absgs4—AbS760)—3.14(AbSge2—AbS760]+V 0l
Peso muestra

Clorofilab (ug-g~1) (Ecuacion 2)
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Para determinar el contenido de carotenoides totales, se siguié el método propuesto por Rodrigo
et al. (2003) con algunas modificaciones, en el cual a la muestra seca se le agregd 1 mL de
diclorometano y se recupero, luego se le agreg6 5.2 mL de metanol y se ajusto el volumen a 8 mL,
se le agregd 1 mL de hidréxido de potasio al 60%, se agitd vigorosamente y se dejo reposar a
temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno durante una noche, dando lugar a la reaccion de
saponificacion. Al dia siguiente, al contenido se le adiciond 2 mL de agua miliQ y 6 mL de una
solucién A, se agitd vigorosamente con vortex y se dejo reposar. Se recuperd la fase superior y se
repitio el proceso hasta que la fase quedd incolora. Se aford con solucién A a un volumen conocido
y se midio en un espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan Spectrum) el espectro entre 270
y 540 nm, se emplearon las absorbancia a 450 y 540 nm para realizar célculos, usando un
coeficiente de extincion de p-caroteno de E1%=2500. Los datos se reportaron como ug de B-
caroteno-g* peso seco.

Analisis de carotenoides por HPLC. Las muestras se secaron con corriente de N2, en agua
caliente a 30°C, y se les agregé 15 mL de acetona y se almacenaron a -80°C durante 24 h.
Posteriormente, se centrifugaron a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recuperd el
sobrenadante. La muestra se llevo a sequedad con atmosfera de N2, se guardd a -20°C hasta su
analisis. La composicién individual de los carotenoides se llevd a cabo empleando un sistema de
cromatografia liquida Waters equipado con una bomba 600E y un detector de fotoiodos modelo
2998 y un software Empower (Waters). Se us6 una columna de carotenoides C30 (250 x 4.6 mm,
5u) acoplada a una columna guarda C30 (20 x 4.0 mm, 5um) (YMC Europe GmbH). Las muestras
se disolvieron en cloroformo, metanol y acetona (3:2:1 v/v/v). Se empled un gradiente de elucion
compuesto de metanol (MeOH), agua y metil ter-butil éter (MTBE) para la separacion de

carotenoides (Lado et al., 2015). Los carotenoides fueron identificados por comparacion de
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espectro y tiempos de retencion con los estandares. Los picos de los carotenoides fueron
identificados en su maxima longitud de onda y su concentracion se calculé empleando curvas de
calibracién de violaxantina, neoxantina, luteoxantina, luteina, anteraxantina, p-criptoxantina, o- y
[3-caroteno. Se realizaron tres réplicas de cada determinacion analitica. Todo el procedimiento se
realiz6 bajo condiciones de luz tenue para evitar la degradacion de los pigmentos.

Capacidad Antioxidante Total. Se emplearon dos métodos diferentes para cuantificar la
capacidad antioxidante total en la pulpa de aguacate: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y Poder
Antioxidante Reductor del Hierro (FRAP). Para ambos métodos se realiz6 un extracto a partir de
50 mg de pulpa liofilizada, agregando 4 mL de metanol-agua (8:2 v/v), luego se centrifugo6 a 4500
rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C. Luego, se recogi6 el sobrenadante en un tubo
graduado, para conocer el volumen y se almacenaron a -20°C.

Para las determinaciones de DPPH, se disolvié 3.9 mg de DPPH en 100 mL de metanol-agua
(80:20 v/v), en una placa de poliuretano, se colocaron 10 pL del extracto de la muestra, después
290 pL de DPPH. Una vez cargada la placa se dej6 transcurrir 30 minutos en oscuridad y a
temperatura ambiente. Se midi6 a 512 nm usando como blanco 300 pL de metanol-agua (80:20
v/v). A partir de diferentes concentraciones de &cido ascérbico se realizé una curva de calibracion,
los resultados se reportan como pg de acido ascorbico por gt de pulpa en peso seco (Apéndice 2).
Para el método FRAP se preparé TPTZ (2,4,6-Tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazine) 10mM; para lo cual,
primero, se preparé HCI al 40mM (1.46 mL de HCI en 1L de agua a temperatura ambiente),
después se disolvieron 0.31 g de TPTZ en 100 mL de HCI (40mM) calentando en bafio de agua a
50°C. El acetato Buffer 300 mM a pH 3.6, se prepard mezclando 3.1 g de acetato de sodio y 16
mL de acido acetico glacial en 100 mL de agua. El cloruro férrico 20 mM se prepar0 pesando

0.135 g y se aforo a 25 mL. Los reactivos anteriores se mezclaron en la proporcion 1:10:1(v/v/v)
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para formar el reactivo FRAP. Este se coloco en bafio de agua a 37°C por 10 minutos. Finalmente,
se cargo la placa agregando 40 uL del extracto de la muestra y luego 260 pL del reactivo FRAP.
Una vez cargada la placa se dejo transcurrir 30 minutos en oscuridad a 37°C. La absorbancia se
midié a 570 nm y se emple6 metanol-agua (80:20 v/v) como blanco. A partir de una curva de
calibracion se obtuvieron los resultados y se expresaron como pg de acido ascorbico por g de
pulpa en peso seco (Apéndice 3).

Andlisis experimental. El analisis estadistico se realiz6 mediante analisis de varianza y una
comparacion de medias empleando la prueba de Tukey, con un nivel de confiabilidad del 95 %.
Se uso6 el paquete estadistico SAS System for Windows 9.0 (SAS, 2002) y se realizaron tres

repeticiones para las variables y cada fruto se considerd una unidad experimental.
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Tras ocho dias de almacenamiento a 20+2 °C, se observO una disminucion estadisticamente
significativa en la firmeza de los frutos de aguacate de los cultivares y genotipo estudiados (Cuadro
3.1), lo que evidenci6 el ablandamiento tipico de la pulpa relacionado con el avance de
maduracion de los frutos (Cuadro 3.3), lo cual esta relacionado con modificaciones en la estructura
quimica de los polimeros que integran la pared celular, las sustancias pépticas y celulosa
principalmente, que son degradadas por el incremento de la actividad de las enzimas
polimetilesterasa, poligalacturonasa y celulasas, provocando ablandamiento de los frutos
(Zauberman y Jobin-Decor, 1995; Arévalo- Galarza et al. 2002; Blakey et al., 2014).

Los frutos partieron con diferente valor de firmeza al momento de cosecha, es decir, ‘Colin V-33’
(23.85+2.66 N), Genotipo (16.54+0.53 N) y ‘Hass’ (29.12+2.07 N); tras ocho dias a temperatura
de maduracion de 20+2 °C la firmeza disminuyd hasta 0.29+0.08, 1.0+0.28 y 0.79+0.17 N,
respectivamente, lo que correspondi6 a la madurez de consumo (Cuadro 3.1). En cuanto a los
frutos expuestos bajo refrigeracion a 2+1 °C por 21 dias y posteriormente transferidos a 20+2 °C
por dos dias para maduracion, la firmeza disminuy6, desde la registrada al momento de cosecha,
hasta 16.85+1.99 N (‘Colin VV33”), 1.06+0.51 N (Genotipo) y 19.68+1.21 N (‘Hass’) a la salida de
refrigeracion y hasta 0.98+0.16, 0.67+0.12 y 1.65+0.49 N, en el mismo orden, a la madurez de
consumo (Cuadro 3.3). Lo anterior permite asumir que el proceso de maduracion de los frutos
expuestos bajo refrigeracion resulté normal en cuanto a evolucién de la firmeza, no observandose

un comportamiento anormal por efecto de dafios por frio.
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frutos de aguacate almacenados a 20+1°C para su maduracion.

Cuadro 3.1. Cambios en firmeza, fenoles totales y capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) en pulpa de

Variable Cultivar
Colin V-33 Oaxaca-7 Hass
Firmeza (N)
0 dias 23.85+2.662 16.54+0.532 29.12+2.072
8 dias 0.29+0.08° 1.00+0.28° 0.79+0.17°
CV% 107.79 97.15 104.08
DMS 23.53 15.54 28.33
Fenoles Totales
(mg de AG g PS)
0 dias 1238.86+58.872 1099.08+61.82° 1040.72+125.15°
8 dias 1098.73+63.08° 1331.44+126.35? 3313.33+£171.59?
CV% 8.05 12.77 57.50
DMS 140.13 -232.35 -2272.61
Capacidad
antioxidante método
DPPH
(ug AAs gL PS)
0 dias 694.39+70.35? 1341.24+80.59° 1350.71+19.18°
8 dias 753.58+16.242 1798.30+83.04? 2736.26+72.682
CV% 7.73 16.61 37.21
DMS -59.18 -457.06 -1385.55
Capacidad
antioxidante método
FRAP
(ug AAs gL PS)
0 dias 698.61+19.98? 876.97+12.472 375.25+6.220
8 dias 498.91+11.47° 813.97+21.36° 656.61+31.13?
CV% 18.42 4.47 30.12
DMS 199.69 62.82 -281.36

PS: peso seco; DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidroxil; FRAP: Poder Antioxidante Reductor del Hierro; AAs:
Acido Ascorbico; CV: Coeficiente de Variacion; DMS: Diferencia Minima Significativa. Medias + DE, n =
3. Valores con diferente letra dentro de la misma columna son estadisticamente distintos con un nivel de
significancia de 0=0.05.

El contenido de compuestos fendlicos resulto diferente entre los cultivares y genotipo estudiados,
asi como por efecto del grado de madurez y condiciones y tiempo de almacenamiento. En este
sentido, en los frutos del genotipo y del cultivar Hass expuestos directamente a temperatura de
maduracion, el contenido de fenoles totales se incremento significativamente de 1099.08 hasta
1331.44 y 1040.32 hasta 3313.33 mg AG g* PS, respectivamente, lo que significé un aumento del

17.4 y 68.1 %, en el mismo orden; por su parte, bajo estas mismas condiciones en los frutos del
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cultivar Colin V33 los fenoles totales disminuyeron significativamente de 1238.86 hasta 1098.63
mg AG g PS, es decir en 11.3 % (Cuadro 3.1), lo cual evidencia el efecto del material vegetal y
del grado de madurez (Soong y Barlow, 2004). Un comportamiento distinto se observo al exponer
los frutos por 21 dias a condiciones de refrigeracion ((2+1 °C) y posterior transferencia a
temperatura de maduracién (20£2 °C), en cuyo caso los fenoles totales disminuyeron por efecto
de la exposicion a 2+1 °C en los cultivares Colin V-33 y genotipo, de una medida de 1238.86 a
775.66 mg de AG g PSy de 1099.08 a 1074.49 mg de AG g PS, respectivamente; respuesta
contraria se observo el cultivar Hass, en cuyo caso el contenido de fenoles totales se incremento
desde 1040.72 hasta 1384.40 mg de AG g* PS (Cuadro 3.3). La respuesta al metabolismo de
fenoles totales también fue diferente tras transferir a temperatura de maduracion por dos dias,
donde en el cultivar Colin 33V dichos compuestos se volvieron a incrementar hasta 1937.43 mg
de AG g PS, no asi en el genotipo que continud disminuyendo el contenido de estos compuestos
(806.25 mg de AG g1 PS); en tanto que en ‘Hass’ los fenoles totales continuaron incrementdndose
hasta 1739.65 mg de AG g* PS, lo que representd un aumento del 40.2 %, respecto al valor inicial
(Cuadro 4). En el caso del cultivar Hass, Wang et al. (2012) reportaron un incremento en el
contenido de los compuestos fendlicos luego de un almacenamiento en frio por 21 y 35 dias,
mostrando que en este cultivar la exposicion a temperaturas de refrigeracion favorece la
acumulacion de fenoles totales. Sin embargo, de acuerdo con Di Stefano et al. (2017) durante la
maduracion de los frutos de aguacate se observan diferencias en el perfil del contenido y tipo de
compuestos fenolicos entre cultivares, lo que explica los diferentes comportamientos en los fenoles

totales de los frutos en estudio.
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aguacate almacenados a 20+1°C para su maduracion.

Cuadro 3.2. Cambios en el contenido de clorofila (total, a y b) y carotenoides totales en pulpa de frutos de

Variable Cultivar

Colin V-33 Oaxaca-7 Hass
Clorofila Total
(ug-g™ PS)
0 dias 41.48+2.532 184.02+50.392 103.48+2.502
8 dias 25.87+0.97° 116.77+£30.66% 58.55+6.30°
CV% 25.90 34.86 30.82
DMS 15.61 67.25 44.92
Clorofilaa
(ug-g* PS)
0 dias 33.95+2.28¢ 119.25+26.49? 70.75+1.562
8 dias 15.64+0.36° 69.54+13.09° 35.32+2.43°
CV% 40.85 34.98 36.74
DMS 18.30 49.71 35.42
Clorofilab
(ug-g™* PS)
0 dias 7.53+£1.928 64.77+23.912 32.72+3.66°
8 dias 10.22+1.992 47.22+17.652 23.23+3.87°
CV% 22.42 37.70 22.15
DMS -2.68 17.54 9.49
Carotenoides totales
(ug de B-caroteno-g™ PS)
0 dias 16.88+1.392 34.70+5.32 20.41+2.3728
8 dias 14.17+1.378 16.09+2.07° 9.63+1.66°
CV% 12.43 42.60 41.13
DMS 2.70 18.60 10.77

PS: peso seco; CV: Coeficiente de Variacion; DMS: Diferencia Minima Significativa. Medias + DE, n = 3. Valores
con diferente letra dentro de la misma columna son estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0=0.05.

Se ha reportado que los compuestos fendlicos son responsables de la mayor actividad antioxidante
en productos hortofruticolas (Heim et al., 2002), la cual es evaluada por diversos métodos, tales
como el ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), donde el DPPH es un radical libre capaz
de aceptar un atomo de hidrégeno y por otro lado el Poder Antioxidante Reductor del Hierro
(FRAP) que evalla la capacidad antioxidante en funcion de los extractos para reducir el complejo

[Fe (1) (TPTZ)2] (Apéndice 4 y 5) (Alam et al., 2012; Moreno et al., 2014).
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Cuadro 3.3. Cambios en firmeza, fenoles totales y capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) en pulpa de

frutos de aguacate almacenados a 2+1°C por 21 dias, seguido de dos dias a 20£1°C para su

maduracion.
. Cultivar
Variable Colin V-33 Oaxaca-7 Hass
Firmeza (N)
0 dias 23.85+2.67 @ 16.54+0.532 29.12+2.07%
21 dias 16.85+1.99 b 1.06+0.51° 19.68+1.21°
23 dias 0.98+0.16 ¢ 0.67+0.12° 1.65+0.49°
CV% 13.84 6.86 8.42
DMS 481 1.07 3.54
Fenoles Totales
(mg de AG g1 PS)
0 dias 1238.86+58.87° 1099.08+61.832 1040.72+°
21 dias 775.66+92.99¢ 1074.92+49.102 1384.40+"
23 dias 1937.43+23.84¢ 806.25+67.92° 1739.65+2
CV% 4.93 6.05 8.18
DMS 162.87 150.68 284.85
Capacidad antioxidante
método DPPH
(g AAs gL PS)
0 dias 694.39+70.36° 1560.40+£322.742 1267.00£149.82°¢
21 dias 981.94+74.052 1251.20+203.782 3423.40+203.922
23 dias 1066.10+£20.73% 614.70+22.41° 1900.20+171.92°
CV% 6.58 19.32 8.03
DMS 150.75 553.01 442 .42
Capacidad antioxidante
método FRAP
(ug AAs g1 PS)
0 dias 698.61+19.98°2 876.80+12.48°2 656.62+31.14°¢
21 dias 592.65+14.27° 687.52+23.18" 1776.464£59.23%
23 dias 665.92+4.882 375.25+6.22°¢ 990.10+115.07°
CV% 2.21 2.41 6.73
DMS 36.20 39.11 192.52

PS: peso seco; CV: Coeficiente de Variacion; DMS: Diferencia Minima Significativa. Medias + DE, n = 3. Valores
con diferente letra dentro de 1a misma columna son estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0=0.05.

En el presente estudio, los resultados revelaron que la capacidad antioxidante, evaluada por el
método del DPPH, se incrementd significativamente en los frutos del cultivar Hass y del genotipo,
expuestos directamente a la temperatura de maduracion (20+2 °C) por ocho dias, lo que significd
un aumento del 25.4 y 50.6 %, respectivamente; en el caso del cultivar Colin-V33, si bien se
observo un aumento (7.9 %) en la capacidad antioxidante durante la maduracién, este no fue

significativamente diferente respecto al valor inicial (Cuadro 3.1). Un aumento en la capacidad
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antioxidante ha sido reportado por Daiuto et al. (2011) quienes informaron que la capacidad
antioxidante medida por el método DPPH se increment6 en frutos de aguacate ‘Fuerte’ durante el
proceso de maduracion; por otro lado, los resultados obtenidos permiten asumir que las diferencias
observadas en la capacidad antioxidante entre los frutos en estudio, estd relacionada con los
diferentes perfiles de compuestos fendlicos entre los mismos. Una respuesta similar, en cuanto al
incremento significativo en la capacidad antioxidante (42.9 %), se observo en los frutos del cultivar
Hass medida por el método FRAP; con este método, la medida de la capacidad antioxidante en los
frutos del cultivar Colin V33 y el genotipo disminuy6 en 28.6 y 7.2 % durante la maduracion,
respectivamente (Cuadro 3.1).

En cuanto al efecto de la refrigeracion, los resultados obtenidos revelaron un aumento significativo
en la capacidad antioxidante, medida por el método DPPH, en los frutos de los cultivares Colin V-
33 (29.3 %) y Hass (63.0 %) almacenados por 21 dias a 2+1 °C, respuesta contraria se observo en
los frutos del genotipo al disminuir, de manera no significativa, su capacidad antioxidante hasta
en 19.8 % (Cuadro 3.3); sin embargo, esta tendencia cambi¢ al transferir a la temperatura de
maduracion, en cuyo caso ‘Colin V33’continué incrementando se capacidad antioxidante, de
manera no significativa, en 7.9 % , en tanto que en ‘Hass’ y el genotipo disminuyd
significativamente en 50.9 y 44.5 %, respectivamente (Cuadro 3.4), lo que evidencid una respuesta
diferente en cuanto a resistencia a bajas temperaturas por los diferentes frutos en estudio. Por el
método FRAP, los frutos del genotipo y los cultivares Hass y Colin V33 presentaron una respuesta
similar, respecto al método DPPH, en cuanto a variaciones de la capacidad antioxidante, durante
la exposicion a la temperatura de refrigeracion y posterior traslado a condiciones de maduracion
(Cuadro 3.3). Estos resultados coinciden con lo establecido por Thomas-Barberan y Espin (2001)

en cuanto al efecto del cultivar y/o material genético, en la actividad antioxidante de los frutos de
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aguacate; ademas no se observo una relaciéon entre contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante tanto en los cultivares y genotipo estudiados, respuesta que coincide con lo reportado
por Daiotu et al. (2011) quienes no encontraron una correlacion significativa entre contenido de
fenoles totales y capacidad antioxidante en aguacate ‘Fuerte’, lo que sugiere el efecto de cambios
en el contenido y perfil de compuestos fenolicos presentes en cada material genético en estudio.
Es de sefalar que los mayores valores en la medida de la capacidad antioxidante obtenidos por el
método DPPH, respecto al método FRAP, plantea la hipotesis de que se debe a la presencia de
compuestos de tipo lipofilico y a la presencia de otros compuestos como a-tocoferol, carotenoides,
clorofilas y flavonoides en el extracto de aguacate que contribuyen a la mayor estabilizacion del
radical libre DPPH (Moreno et al., 2014).

El proceso de maduracion de los frutos es asociado con cambios especificos quimicos y/o
enzimaticos de los pigmentos, por tal razon también se emplean como indicadores de calidad;
durante la maduracion y la senescencia las clorofilas se degradan; sin embargo, esto es esencial
para otorgar pigmentacion en las frutas (Vergara-Dominguez et al., 2016). En el Cuadro 3.2 se
observa que durante la maduracion la clorofila (total, a y b) disminuyd significativamente como
parte del proceso de maduracion. Los frutos del genotipo fueron los que muestran mayor contenido
de clorofila total tanto en madurez fisiologica (184.02 pg-g™* PS) como en madurez de consumo
(116.77 pg-g* PS), sequido del cultivar Hass y posteriormente los frutos del cultivar Colin V-33.
Los mayores cambios se dieron en el contenido de clorofila “a”, ya que luego de ocho dias a
temperatura de maduracion (20£1°C) en los frutos de los dos cultivares y el genotipo, disminuy6
en alrededor del 50 %; por otro lado, la clorofila “b” aunque disminuy6 significativamente en el
genotipo y el cultivar Hass, el porcentaje fue menor al 30%. Autores como Cox et al. (2004) y

Ashton et al. (2006) reportaron una disminucion en la concentracion de clorofilas en frutos de
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aguacate ‘Hass’ por efecto del proceso de maduracion; asimismo reportaron altas concentraciones
de clorofila “a” y bajas de clorofila “b”, tal como ocurrié en el presente estudio.

Durante el almacenamiento en frio a 2£1°C por 21 dias, el contenido de clorofila total disminuyd
en los tres materiales estudiados, siendo significativa esta disminucién en ‘Colin V-33’ y ‘Hass’
(Cuadro 3.4). Luego de dos dias a temperatura de maduracion, la clorofila total nuevamente
disminuyé de forma significativa en los dos cultivares y el genotipo; de igual forma ocurri6 con la
clorofila “a” que disminuyd; no obstante, la clorofila “b” se mantuvo durante el almacenamiento

en frio en los tres materiales en estudio y sin cambios significativos, luego de dos dias en

maduracion, disminuyo.
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Cuadro 3.4. Cambios en el contenido de clorofila (total, a y b) y carotenoides totales en pulpa de frutos de
aguacate almacenados a 2+1°C por 21 dias, seguido de dos dias a 20+1°C para su maduracion.

Variable Cultivar

Colin V-33 Oaxaca-7 Hass
Clorofila Total
(ug-g™ PS)
0 dias 41.48+2.54%2 184.03+50.40% 103.48+2.51%
21 dias 18.23+4.34° 150.66+2.192 87.4445.07"
23 dias 10.44+0.94° 124.32+2.882 59.03+£3.51°¢
CV% 12.63 19.06 4.61
DMS 7.40 73.07 9.63
Clorofilaa
(ug-g™ PS)
0 dias 33.95+£2.292 119.25+26.50% 70.75£1.57%
21 dias 8.87+1.34° 83.01+3.06 % 50.52+7.96°
23 dias 6.34+0.94° 72.81+0.58° 39.08+£1.60°
CV% 9.90 16.79 8.93
DMS 4.06 38.58 11.96
Clorofilab
(ug-g™* PS)
0 dias 7.53+1.92% 64.77£23.91% 32.72+3.662
21 dias 9.35+3.04 2 67.65+0.982 36.9242.902
23 dias 4.09+0.23° 31.51+3.21% 18.75+0.70°
CV% 29.75 22.73 9.25
DMS 5.21 34.92 6.83
Carotenoides totales
(ug de B-caroteno-g™ PS)
0 dias 10.65+0.84 " 34.70+£5.362 20.41+2.38%
21 dias 16.88+1.39 2 27.38+6.11% 10.55+1.77°
23 dias 19.34+5.362 15.5445.30° 11.35+3.99°
CV% 20.71 21.64 20.34
DMS 8.10 14.03 7.18

PS: peso seco; CV: Coeficiente de Variacion; DMS: Diferencia Minima Significativa. Medias + DE, n = 3. Valores
con diferente letra dentro de la misma columna son estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0=0.05.

En lo que respecta a los carotenoides totales, estos pigmentos disminuyeron de manera
significativa durante el proceso de maduracién, principalmente en el genotipo y el cultivar Hass
(Cuadro 3.2). La mayor concentracién de carotenoides totales al momento de cosecha, se detectd
en la pulpa de los frutos del genotipo con 34.70 pg-g™* PS, seguido del cultivar Hass (20.41 pg-g°
1 PS) y del cultivar Colin V33 (16.88 pg-g* PS); sin embargo, como parte del proceso de
maduracion a 20+2 °C, la concentracion de estos pigmentos disminuyd hasta alcanzar 16.09, 9.63
y 14.14 pg-gt PS, respectivamente (Cuadro 3.2). Similar comportamiento en cuanto a la
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disminucion de la concentracion de carotenoides totales se presentd en los frutos almacenados a
condiciones de refrigeracion (2+1 °C por 21 dias) y continud tras el traslado a condiciones de
maduracion (20£2 °C por 2 dias), alcanzando tras este Gltimo periodo una concentracion de 10.65
(Colin V33), 15.54 (Genotipo) y 10.55 (Hass) pg-g* PS, lo cual sugiere que la exposicion a las
condiciones de refrigeracion establecidas no afectaron el metabolismo de carotenoides en los
frutos. La época de cosecha y el lugar de produccidn influyen sobre el contenido de carotenoides
totales en frutos de aguacate; ademas durante el proceso de maduracion estos pigmentos tienden a
disminuir, tal como ha sido reportado por algunos investigadores (Ashton et al., 2006; Qing-Yi et
al., 2009).

La luteina, carotenoide tipico de tejidos verdes, fue el mas abundante encontrado en la pulpa de
los frutos de aguacate de los dos cultivares y genotipo en estudio (Lado et al., 2017), detectandose
en estado de madurez fisioldgica una concentracion de 1.19 pg-g* PS en el cultivar Colin V-33,
12.61 pg-g* PS para el Genotipo y 2.65 pg-g™* PS para el cultivar Hass; en la madurez de consumo,
el contenido de luteina disminuyé hasta alcanzar 0.59 pg-g PS en Colin V33, 5.00 pg-g* PS en
el Genotipo y 1.81 pg-g PS en el cultivar Hass (Figura 1), lo que significd una disminucion del
50.4, 60.3 y 31.7 %, respectivamente, comportamiento que ha sido también reportado por Ashton
et al. (2009). Concentraciones también importantes fueron detectadas de neoxantina, t-
violaxantina, 9,cis-neoxantina, luteoxantina, cis-violaxantina, anteraxantina, p-criptoxantina, o-
caroteno y pB-caroteno; todos en el orden <1.00 pg-g* PS. Después de los 21 dias de
almacenamiento a 2+1 °C, la concentracién de los carotenoides mencionados disminuyd, incluso
tras transferir a temperatura de maduracion; en este sentido, la luteina disminuy6 hasta: ‘Colin V-
33 0.65 ng-g* PS, el genotipo a 5.56 pug-g™* PS y ‘Hass’ a 2.33 ug-g™* PS, lo que correspondid al

45.8,55.9y 12.1 %, respectivamente, en base al valor al momento de cosecha. Es de sefialar que
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en los otros carotenoides detectados se observaron cambios en el orden de concentracion, asi en el
Genotipo tras 8 dias de maduracion a 20+2 °C el orden de concentracion, de mayor a menor, fue:
luteina, neoxantina y cis-Violaxantina; después de 21 dias a 2+1 °C y 2 dias a 20+2 °C fue:
neoxantina, luteina y cis-Violaxantina. Ashton et al. (2006) y Qing-Yi et al. (2009) reportan a la
luteina como el principal carotenoide presente en la pulpa de aguacate ‘Hass’ y cuyas
concentraciones variaron entre 2.00 a 8.00 pug-g PF; otros investigadores han también reportado
a la a- Criptoxantina y Zeaxantina en pulpa de aguacate (Qing-Yi et al., 2009). Los resultados
obtenidos ponen en evidencia el efecto del cultivar y genotipos en el contenido y comportamiento
de la concentracion y perfil de carotenoides, asi como el efecto del grado de madurez y condiciones
de almacenamiento, lo cual se traduce en diferencias en el color de la pulpa y valor nutracéutico

de los frutos de aguacate.
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Figura 3.1. Comportamiento de los carotenoides en pulpa de aguacate Colin V-33 (A, D), Oaxaca (B, E) y
Hass (C, F) almacenados a 20+1°C y almacenados a 2+1°C por 21 dias seguidos de 2 dias a
20+1°C. Los datos de carotenoides son medias + DE de tres replicas.
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3.6 CONCLUSIONES

Los frutos de los dos cultivares y el genotipo, cosechados con el contenido de materia seca
indicados, almacenados a 2+1 °C por 21 dias presentan cambios en la firmeza de la pulpa similares
a los expuestos directamente a la temperatura de maduracion (20+2 °C), sin presentar sintomas de
dafios por frio por maduracion anormal.

A excepcidn de los frutos de aguacate del cultivar Colin V-33, el contenido de fenoles totales del
cultivar Hass y del Genotipo, se incrementa durante la maduracion a 20+2 °C; esta misma
tendencia se mantiene en ‘Hass’ tras 21 dias de refrigeracion a 2+1 °C y posterior maduracion a
20+2 °C por dos dias. En estos mismos, la capacidad antioxidante aumenta durante la refrigeracion
y disminuye después de transferir a la temperatura de maduracion; una respuesta no bien definida
se presenta en el cultivar Colin VV-33 y el Genotipo. En los dos cultivares y el Genotipo el contenido
de clorofila y carotenoides totales disminuye con la maduracion y almacenamiento refrigerado;

clorofila “a” y luteina son los compuestos que definen los principales cambios en el color de la

pulpa de los frutos de aguacate estudiados.
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CONCLUSIONES GENERALES

El uso de ethephon como inductor de la maduracion en frutos de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’
favorece el proceso de maduracion al adelantar el climaterio respiratorio y produccion
autocatalitica de etileno, a una temperatura de 20+2 °C; la concentracién 1000 mg L' en ‘Hass’ y
500 mg L! en ‘Méndez’ favorecen la obtencion de caracteristicas deseables para el consumo luego
de siete dias.

El estado de madurez de los frutos de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ influye en la composicion
estructural de la pared celular, asi como el secado por liofilizacion. La liofilizacion permitio
mantener un bajo indice de oscurecimiento en la pulpa deshidratada; asimismo la extraccion de
compuestos bioactivos, carotenoides y fenoles, asi como aceite fue mayor en pulpa liofilizada, en
ambos cultivares.

Durante el almacenamiento en frio, no se afecto la calidad del fruto de los cultivares (Colin V-33
y Hass) y genotipo (Oaxaca-7); sin embargo, una vez que se trasladaron a temperatura de
maduracion (20 °C) su vida de anaquel se acort6 a dos dias, deteriorandose rapidamente la calidad,
ya que el contenido de fenoles, clorofilas y carotenoides disminuy6 significativamente afectando
la actividad antioxidante del producto y el color proporcionado principalmente por clorofilas y

luteina.
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ANEXOS

Anexo 1. MATERIAL SUPLEMENTARIO CAPITULO |

Apéndice 1. Curva de calibracion para determinar la concentracion de fenoles totales en frutos de
aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’.
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Apéndice 2. Comparacion de medias, de la intensidad respiratoria y produccion de etileno, por la
prueba de rangos multiples 95 % Bonferroni para frutos de aguacate ‘Hass’ tratados con
0, 500 y 1000 mg L de ethephon y almacenados a 20 + 2 °C durante 11 dias.

Dosis de

ethephon TA Respiracion Etileno
(mg L) (Dias) (mLdeCOzkg'h?) (uL C:Hsakg'h?)
2? abcd a
3 ab a
4 abcde a
5 abcdef a
0 6 cdefghi a
7 defghi a
8 fghij ab
9 ghij b
10 hij b
11 ND ND
2 abcd a
3 a a
4 abcde a
5 cdefghi a
6 efghij a
500 7 bcdefg a
8 fghij b
9 fghij b
10 fghij b
11 ND ND
2 abcd a
3 abc a
4 abcdefg a
5 defghi a
1000 6 efghij a
7 fghij ab
8 J b
9 ij b
10 ND ND
11 ND ND

TA:Tiempo de almacenamiento “Valores con diferente letra dentro de la misma columna son
estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0=0.05. ND:Sin determinar.
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Apéndice 3. Comparacion de medias, de la intensidad respiratoria y produccion de etileno, por la
prueba de rangos multiples 95 % Bonferroni para frutos de aguacate ‘Méndez’ tratados
con 0, 500 y 1000 mg L™* de ethephon y almacenados a 20 + 2 °C durante 11 dias.

Dosis de

ethephon T,A Respiraciérll 1 Etileno1 1
(ppm) (Dias) (mLdeCOzkg'h?) (uL C:Hsakg'h?)

2 ab* a

3 abc a

4 ab a

5 abcdefg a

0 6 abcdefg a
7 abcdefgh a

8 defghijk a
9 ijkl abc

10 jkl bc

11 jKI C

2 ab a

3 abcd a

4 abcdef a

5 bcdefghi a

6 efghijkl a

°00 7 cdefghijkl a
8 fghijkl ab

9 ijkl bc

10 I c

11 KI c

2 ab a

3 a a

4 abcde a

5 bcdefghi a

1000 6 efghijkl a
7 defghijk a

8 defghijk ab

9 ghijkl bc

10 hijkl bc

11 ijkl bc

TA:Tiempo de almacenamiento “Valores con diferente letra dentro de la misma columna son
estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0=0.05.
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Apéndice 4. Comparacion de medias, de variables de calidad, por la prueba de rangos maultiples
95 % Bonferroni para frutos de aguacate ‘Hass’ tratados con 0, 500 y 1000 mg L™ de
ethephon y almacenados a 20 £ 2 °C durante 11 dias.

Dosis de Pérdida : : indice de Fenoles
ethephon (Dias) de peso Flr(rI{;;a 2a S;r::)ag)e Saturacion Totales
(ppm) (%) (Croma)  (mg 100g-*pf)
1 a’ f a def e
3 abcd def ab de cde
0 5 bcdefg cdef bc bcde bcd

7 defgh bcde ab bcde abcd
9 fgh  abc ab abcd abc
11 h a cde a abc
1 a f a ef e
3 abc def ab cdef de

500 5 bcdef bcdef b bcdef de
7 efgh  abc bcde abcd abc
9 h ab bcde abc ab
11 ND ND e a ND
1 a f a f e
3 ab ef ab f bcd

1000 5 abcde bcde bcde ef abcd
7 cdefgh  abcd bcde abcd ab
9 gh ab ab ab a
11 ND ND de a ND

TA:Tiempo de almacenamiento “Valores con diferente letra dentro de la misma columna son
estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0=0.05.
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Apéndice 5. Comparacion de medias, de variables de calidad, por la prueba de rangos maultiples
95 % Bonferroni para frutos de aguacate ‘Méndez tratados con 0, 500 y 1000 mg L de
ethephon y almacenados a 20 £ 2 °C durante 11 dias.

Dosis de . . Cambio  [ndice de Fenoles
ethephon ([;25) Peg?gcé&)o)le Fw(rs;:za de color  Saturacion Totales
(ppm) P (AE) (Croma)  (mg 100g*pf)
1 a‘ i a e h
3 abcd hi ab cde gh
0 5 bcdef cdefgh bc bcd fgh
7 cdefgh bcdefgh bc bcd efgh
9 fgh abcd bc ab abcd
11 h abc cde a abcde
1 a i a e h
3 ab ghi  bc de defgh
500 5 abcde fghi  bcd cde cdefg
7 bcdefg defgh bc abc abc
9 efgh abcde bcd abc abc
11 fgh ab de a abc
1 a I a e h
3 abc ghi ab cde fgh
1000 5 bcdef efghi bcd abc cdefg
7 defgh abcdefg bc abc bcde
9 gh abcd bc ab ab
11 h a e a a

TA:Tiempo de almacenamiento “Valores con diferente letra dentro de la misma columna son
estadisticamente distintos con un nivel de significancia de 0a=0.05.
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Apéndice 5. Cambios de color externo en frutos de aguacate ‘Hass’ y ‘Méndez’ en estado de
madurez fisioldgica y de consumo tratados con 0, 500 y 1000 mg L™ de ethephon y
almacenados a 20 + 2 °C durante 11 dias.

‘Hass’ ‘Méndez’

0 mg L1

500 mg L!

1000 mg L1

MF: Madurez fisiologica, MC: Madurez de consumo.
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Anexo 2. INFORMACION SUPLEMENTARIA CAPITULO I

Apéndice 1. Curva de calibracion para cuantificar fenoles totales.
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Apéndice 2. El Espacio de Color CIE L*C*h*.
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Apéndice 2. Micrografias electronicas de barrido que muestran los cambios micro estructurales en pulpa de aguacate ‘Hass’.
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Apéndice 3. Micrografias electronicas de barrido que muestran los cambios micro estructurales en pulpa de aguacate ‘Méndez.

Madurez consumo, Madurez consumo,
Madurez fisiologica Madurez consumo congelado liofilizado

& .
10KV X1,000

- = \\ 1 . 4 i
M Y \ y J .
L A0KY X1,000°- ol - /- DERUME T 10kv #%4,000

e\ %

g [ N NG A AN
X500, 50um %1k EPUME

10kV, X1,000 10pm

97



Anexo 3. MATERIAL SUPLEMENTARIO CAPITULO Il

Apéndice 1. Curva de calibracion para cuantificacion de fenoles totales.
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Apéndice 2. Curva de calibracion para cuantificacion de actividad antioxidante por el método

DPPH.
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Apéndice 3. Curva de calibracion para cuantificacion de actividad antioxidante por el método

Absorbancia (nm)

FRAP.
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Apéndice 4. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante (Alam et al.,

2012).
NO,

. O
—N + AH — = ON N—N + A

& o, U
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

(radical libre) (no radical)
Coloracién morado Coloracion amarillo

Apéndice 5. Reaccion involucrada en el ensayo FRAP (Prior et al., 2005).

OYY@ ) ‘ )
X /r ”/NEN X N\ ‘"\BN
SRAT

Fe3* -TPTZ + antioxidante reductor ———————— Fe2"-TPTZ (coloracion intensa azul a 595 nm)
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Apéndice 6. Espectros de absorcidn caracteristicos de los carotenoides identificados en las
muestras de pulpa de aguacate ‘Colin V-33’, ‘Hass’ y genotipo ‘Oaxaca-7’. Abajo a la
derecha, se muestra la notacién numérica (% I1I/11) que describe el porcentaje del
cociente entre la altura del pico del mé&ximo del espectro de absorcion (banda Il1) y la
altura del pico medio (banda I1).
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Absorbancia relativa

Absorbancia relativa

Absorbancia relativa

400 00 nm
500 00

f/i

t-violaxantina

400 00 nm
500.00,

420 5 447.2
397.6

Luteoxantina

40 00 nom
500.00_

46 0 473.9

Anteraxantina

400 00 nm
., 50000

452 478.7

[-caroteno

Absorbancia relativa

Absorbancia relativa

Absorbancia relativa

400.00 nm

CL L 50000,
438.7, 467.0
416
Neoxantina

40000 nm

c‘ , . 500.00,
438.3 464.2
416

cis-violaxantina

40000 nm
500.00,
4775

350,

B-criptoxantina

Absorbancia relativa

Absorbancia relativa Absorbancia relativa

Absorbancia

40 00 nm
500.00,

)\/\L

9-cis-neoxantina

40 .00 nm
500.00

I 443 5I ‘473 2

Luteina

40 .00  nm
500.00,

45 0 473.9

a-caroteno

%III/IT

Wi

Longitud de onda (nm)

101



Apéndice 7. Caracteristicas espectroscopicas de los carotenoides identificados en pulpa de
aguacate y las descritas en la literatura.

Carotenoides Observado Literatura
Amax (NM) % /Il Amax (nm) % 1/
t-violaxantina 416/440/469 90 416/440/465 100t
Neoxantina 416/438/467 93 415/440/470 932
9-cis-neoxantina ~ 410/435/464 91 410/436/467 922
Luteoxantina 397/420/447 98 398/421/448 95!
cis-violaxantina 416/438/464 86 416/440/465 98t
Luteina S/444/473 60 421/445/474 60?
Anteraxantina S/446/473 61 422/445/472 60!
[-criptoxantina SI450/477 26 425/449/476 25!
a-caroteno 420/445/472 50 422/445/473 55t
[-caroteno SIA52/4T7 28 425/450/477 25!

!Britton, G. Liaaen-Jensen, S. & Pfander, H. (2004). Carotenoids. Washington D.C., U.S.A.: Springel Basel AG.

2Lu, Q.Y., Zhang, Y, Wang, Y. Wang, D., Lee, R., Gao, K. & Byrns, R. (2009). California Hass Avocado: Profiling
of Carotenoids, tocopherol, fatty acid, and fat content during maturation and from different growing areas.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 57(21), 10408-10413.
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Apéndice 9. Estructuras de carotenoides identificados en la pulpa de aguacate.
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Apéndice 10. Cromatogramas obtenidos en extracto de pulpa de aguacate Colin V-33.

Madurez fisiologica (MF) Madurez de consumo (8 dias a 20°C)

020 0.20 1 t-violaxantina

018 4 018 2 Neoxantina

zﬁ qu 3’Luteoxantina

0.12] , 0.12] 3 Lutef)xantlna
20.10 2 0.10] 4 Luteina

0.08] 0.081 4 5 Anteraxantina

0.06] 0.06] 6 B-criptoxantina

0.04] 0.044 7 a-caroteno

0.02, 0.02; 8 B-caroteno

00000 15.00 2000 2500 30.00 3500 40.00 45.00 5000 55.00 6000 0.00 1500 20.00 2500 30.00 3500 40.00 4500 50.00 5500 60.00
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Apéndice 11. Cromatograma obtenidos en extracto de pulpa de aguacate genotipo ‘Oaxaca-7’.

Madurez fisiolégica (MF) Madurez de consumo (8 dias a 20°C)
1.2 . .
120 6 N 1 t-violaxantina
1.00 1.00 2 Neoxantina
2’ Neoxantina
0.80] . .
0.80 6 3 9-cis-neoxantina
2060 2 2050 4 Luteoxantina
2 5 cis-violaxantina
0.40 ,
040 5 5 6 Luteina
0.2t 4 0.20 215 7 Anteraxantina
113 3 . .
L 7 89 10 1 8 P-criptoxantina
00000 15.00 20.00 25.00 30.00 65'010 40.00 45.00 50.00 5500 60.00 1000 1500 20.00 25.00 30.00 nﬁigtﬂe 556.00 4500 50.00 5500 60.00 9 ¢i-caroteno
inutes
10 B-caroteno
MF—> 21 dias a 2°C 21 dias a 2°C + 2 dias a 20°C
1.20 1.20
1.00] 1.00]
0.80] 0.80]
6
20.60] 20.60] 6
0.40] 2 5 0.40]
2 2 5
0.20] 1 0.20]
3 4 113 4
OF e T ry t et g 0,001 A LA N o et e
70.00 15.00 2000 25.00 30.00 35.00 40.00 4500 50.00 5500 60.00  10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 4500 50.00 55.00 60.00
Minutes Minutes
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Apéndice 12. Cromatograma obtenidos en extracto de pulpa de aguacate ‘Hass’.

Madurez fisiolégica (MF) Madurez de consumo (8 dias a 20°C)
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9 7 8 g 10 6 Luteina
O B e B L g 0.0prr el P e Ao A A 7 Anteraxantina
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