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RESUMEN GENERAL

Caracterizacion morfoldgica, bioquimica y enzimatica de accesiones
silvestres de guayaba

Fajardo-Ortiz, Alba Gissela’, Legaria-Solano, Juan Porfirio®

La guayaba (Psidium guajava L.) es originaria de América y es la especie comercial
mas importante de la familia Myrtaceae. Sus frutos aportan acido ascorbico y
recientemente se ha reportado su capacidad antioxidante. En este trabajo se caracterizd
la morfologia y bioquimica en frutos de seis accesiones de guayaba silvestre: ‘Silvania’,
‘Cumaca’, ‘Pandi’, ‘Venecia’, ‘Guavio’ y ‘Udec’, todas de la provincia de Sumapaz,
Colombia. Las caracteristicas morfologicas evaluadas fueron: peso de fruto, de corteza
y de cavidad seminal, esfericidad, grosor de corteza, relacién peso de fruto con peso de
la cavidad seminal y porcentaje de corteza en relacion al peso total del fruto. Las
variables bioguimicas evaluadas fueron: acidez valorable total, grados Brix, pH y
vitamina C. El peso promedio de frutos fue de 78.16 g, indice de redondez 92 %, grados
Brix promedio 8.62 y contenido de vitamina C 170.82 mg 100 g™. El andlisis de
agrupamiento determiné que la accesion ‘Guavio’ conformé un solo grupo indicando un
origen diferente al resto de accesiones. Para empezar a conocer la capacidad
antioxidante de los frutos de la region se analizaron las enzimas catalasa (CAT) y
peroxidasa (POD). Se evaluaron los factores fisicoguimicos temperatura (4-60 °C) y pH
(4-10), que afectan la velocidad de la reaccion enzima-sustrato, los valores Optimos
determinados fueron: CAT 25 °Cy pH 5, y POD 22° Cy pH 6, encontrandose dentro de
los rangos reportados para otras frutas como uva y pitahaya. Comparando los
resultados obtenidos con los valores reportados en la literatura se puede indicar que
existe potencial para mejoramiento genético en las accesiones silvestres estudiadas.

Palabras claves: Psidium guajava, caracterizacion, morfologia, catalasa,
peroxidasa.

Tesis de Doctorado Ciencias en Horticultura, Instituto de Horticultura, Departamento de
Fitotecnia, Universidad Autbnoma Chapingo.

1. Tesista.
2. Director de tesis.
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ABSTRACT

Morphological, biochemical and enzymatic characterization of wild guava
accessions

Fajardo-Ortiz, Alba Gissela®, Legaria-Solano, Juan Porfirio?

The guava (Psidium guajava L.) is native to the Americas and is the most important
commercial species in the Myrtaceae family. Its fruits are a main source of ascorbic acid
(AA) and recently the antioxidant capacity of guava fruits has also been reported. The
aim of this research was to characterize the morphology and biochemistry of six wild
accessions of guava: ‘Silvania’, ‘Cumaca’, ‘Pandi’, ‘Venecia’, ‘Guavio’ and ‘Udec’, all of
them from Sumapaz, Colombia. Average fruit weight was 78.16 g, with a 92 %
roundness index, 8.62 Brix level and vitamin C content of 170.82 mg 100 g™. Cluster
analysis showed that the ‘Guavio’ accession formed a single group and the other
accessions another. To start to know its antioxidant capacity, the enzymes catalase
(CAT) and peroxidase (POD) were evaluated. The physicochemical factors temperature
(4-60 °C) and pH (4-10), which affect the reaction speed, were assessed. The optimal
values were: CAT 25 °C and pH 5, and POD 22° C and pH 6. These values are within
the intervals reported for other fruits such as grapes and pitahaya. Comparing with the
values in the literature it can be indicated that there is potential for plant breeding in the
wild accessions studied.

Index words: Psidium guajava, characterization, morphology, catalase,
peroxidase.

Doctoral Thesis in Horticultural Sciences, Horticultural Institute, Crop Science Department,
Autonomous University of Chapingo.

1. Author.

2. Reviser
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INTRODUCCION GENERAL

La familia Myrtaceae integra especies importantes con frutas comestibles (Jaiswal y
Jaiswal, 2005) entre ellas la guayaba (Psidium guajava L.). El arbol fue semi-
domesticado hace mas de 2,000 afios, sin embargo el lugar de origen ha generado
controversia entre los historiadores por su gran diversidad fenotipica en arboles y frutos,
pero finalmente consideraron que provenia de &reas tropicales de Ameérica,
distribuyéndose desde México a Perd (Mata y Rodriguez, 1990). Actualmente se
encuentran arboles distribuidos en las zonas tropicales y subtropicales del mundo, se
cultiva a nivel comercial en: la India, Sudéfrica, Pakistan, Estados Unidos, Australia,
Filipinas, Venezuela, Brasil, México, Cuba, Egipto, Tailandia, Indonesia y Colombia
(Vento, 2011).

La guayaba se desarrolla bien desde los 0 hasta los 1500 msnm (Mata y Rodriguez
1990). Otros autores han reportado adaptabilidad a 2,000 msnm (Insuasty, Monroy,
Diaz, y Bautista, 2014). Un ejemplo del efecto negativo de las condiciones climéticas
extremas sobre el cultivo de guayaba, que se pudo apreciar en Hawaii, donde se cultiva
desde el nivel del mar hasta los 1,200 msnm, en los dos casos el crecimiento y la
produccién total de la fruta es inferior, se encontrd que los cultivos mas exitosos se
obtienen entre los 150 y 450 msnm, pero finalmente el cultivo prospera en diferentes
escenarios climaticos desde los 0 a 2,000 msnm, este arbol puede sobrevivir en
condiciones ecoldgicas desfavorables y con pocos cuidados agronémicos (Mata y
Rodriguez, 1990).

La produccion mundial de guayaba es de aproximadamente 1.2 millones de toneladas,
siendo la India y Pakistan los mayores productores (50 %), seguidos de México (25 %) y
otros paises como Colombia, Egipto y Brasil (Tzec, Villasefior, Romantchik, Soto, y
Pefia, 2010). En Colombia la produccion se concentra principalmente en los Estados de
Santander y Boyaca (60 %), Tolima (10 %), Cundinamarca (9 %), Huila, Antioquia,
Cauca, Narifio y Atlantico (Insuasty et al., 2014). Como se aprecia por lo datos

anteriores, este frutal esta diseminado en todo el pais, pero tanto la produccién como el



area cultivada se han visto reducidas a partir de 2007, las toneladas han disminuido de
107,164 a 70,054 y el &rea cultivada de 11,671 a 6,907 ha (Agronet, 2016). Lo anterior
puede deberse a que la produccion de guayaba en Colombia se basa en la utilizacion
de variedades no mejoradas y de bajo rendimiento y sembradas en traspatio. Estas
variedades, aunque poco productivas muestran una gran variabilidad genética que
deberia estudiarse y luego explotarse en programas de mejoramiento genético de la

especie (Rueda, Palacio, Mufioz, Saavedra y Bravo, 2006).

Los frutos han llamado la atencion por tener caracteristicas nutricionales importantes
como vitamina A, tiamina, riboflavina y minerales como el calcio, hierro y fosforo.
También a la guayaba se le han atribuido propiedades medicinales siendo utilizada en
medicina tradicional en diferentes paises del mundo (Rodriguez et al., 2010). Ademas
contiene acido ascoérbico (AA) o vitamina C, y sus valores son mayores a los
encontrados en los jugos de citricos (Pommer y Murakami, 2009). El AA en guayaba
estd en tercer lugar en concentracion, después de la cereza de Barbados (Malpighia
glabra) con méas de 1,000 mg 100 g™ de AA y de Angola (Emblica officinalis) con 500 a
700 mg 100 g*, pero estas frutas son acidas limitando su consumo; mientras que los
frutos de la guayaba tienen la ventaja de consumirse en fresco, conserva o procesados
(Mata y Rodriguez, 1990).

Otras caracteristicas del fruto son los altos contenidos de fibra dietética, fraccion no
digerible, y compuestos fendlicos analizados en la cascara y pulpa, ademas tiene
capacidad antioxidante por la correlacion positiva entre el contenido de fenoles
extraibles y la actividad de eliminacién de radicales libres (Jiménez, Rincon, Pulido y
Saura, 2001). Ademéas los frutos se pueden utilizar como fuente de antioxidantes
naturales para usos alimentarios, farmacéuticos, médicos y comerciales (Flores, Wu,

Negrin y Kennelly, 2015).

Por todas las propiedades del fruto mencionadas anteriormente, se decidi6 evaluar los
frutos de la provincia de Sumapaz, ubicada en el Estado de Cundinamarca, Colombia.

Esta provincia es una ecorregion central andina, con climas de frio a calido,



temperaturas entre 2 y 24 °C; alturas desde 480 hasta 3 500 msnm, y precipitaciones
entre 1,000 a mas de 2,000 mm anuales (Jaller, 2010). Presenta suelos francos y
arcillosos, de moderada profundidad y con buen contenido de materia organica, aptos
para la agricultura. Las actividades econémicas de la poblacion son el turismo y la
agricultura, en esta Ultima &rea sobresalen algunos cultivos fruticolas como: tomate de
arbol (Solanum betaceum), mora (Rubus fruticosus), uchuva (Physalis peruviana),
gulupa (Passiflora pinnatistipula) y granadilla (Passiflora ligularis); en horticultura: papa
(Solanum tuberosum), habichuela (Phaseolus vulgaris), arveja (Pisum sativum), cebolla
(Allium cepa), frijol arbustivo (Phaseolus vulgaris) y tomate (Solanum lycopersicum)

(Barrientos y Cardona, 2010).

Para lograr identificar las propiedades fisicas y bioquimicas de la guayaba es necesario
caracterizarlos, mediante el uso de descriptores definidos que permitan determinar su
variabilidad genética presentes en determinada region (Hernandez, 2013; Martinez et
al., 2004. También ayudaria al manejo racional del material vegetal, como su
conservacion y mejoramiento genético (Tapia, Gutiérrez, Warburton, Santacruz y
Villegas, 2005).



OBJETIVOS

GENERAL
Evaluar las caracteristicas morfologicas y bioquimicas de los frutos de guayaba en la

ecoregion de la provincia de Sumapaz, Estado de Cundinamarca, Colombia para

conocer las propiedades de los frutos presentes en la region.

ESPECIFICOS

Caracterizar morfolégicamente los frutos de guayaba mediante descriptores altamente
discriminantes para lograr encontrar diferencias y similitudes entre las accesiones
seleccionadas.

Determinar parametros bioquimicos: acidez total, grados brix, pH y acido ascoérbico
mediante protocolos estandarizados para conocer las cantidades de estos en los frutos
de la provincia.

Definir las condiciones fisicas Optimas de pH y temperatura para las enzimas catalasa
(CAT) y peroxidasa (POD), mediante la exposicién a diferentes condiciones térmicas y

de pH para conocer la actividad enzimética en los frutos.
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REVISION DE LITERATURA

La produccién mundial de guayaba es de aproximadamente 1.2 millones de toneladas,
siendo la India y Pakistan los mayores productores (50 %), seguidos de México (25 %) y
otros paises como Colombia, Egipto y Brasil (Tzec, 2010). De esta produccion mas del
90 % se consume en fresco, si no tiene la calidad adecuada se puede procesar en
jugos, encurtidos, secos 0 enlatados (Thaipong y Boonprakob, 2006). Una de las
ventajas del fruto es la disponibilidad durante todo el afio, precio accesible, duradero en

el transporte y manipulacion (Nimishaa, Kherwara, Ajayb, Singhc y Ushaa, 2013).

Ademas tiene vitaminas A vy fibra dietética, las semillas son ricas en &cidos grasos
polinsaturados tipo omega-3 y omega-6. También contiene minerales dietéticos,
potasio, magnesio y, en general, un amplio perfil bajo en calorias de nutrientes
esenciales, igualmente posee carotenoides y polifenoles, las principales clases de
pigmentos antioxidantes, lo que les da un valor antioxidante dietético relativamente alto
entre los alimentos vegetales, todas estas caracteristicas la convierten en una fuente de
antioxidantes naturales para la nutricion humana (Fernandes et al., 2010; Nimishaa et
al., 2013; Silva y Sirasa, 2018).

1.1 Zonas geograficas y produccién agricola en Colombia
La provincia de Sumapaz, Colombia, presenta alturas desde los 480 a 3 500 msnm,

que origina la diversidad de pisos térmicos y microclimas, influenciados por el Paramo
del Sumapaz. En consecuencia, se cuenta con climas de Paramo (P), bosque muy
humedo Montano Bajo (bhmMB), bosque himedo Montano Bajo (bhMB), bosque seco
Montano Bajo (bsMB), bosque seco Premontano (bsPM), bosque himedo Premontano
(bhPM), bosque muy seco Premontano (bsmPM), bosque humedo Montano (bhM) y
bosque seco Tropical (bsT), las caracteristicas mencionadas favorecen el cultivo de
diversas hortalizas y frutas, que hacen parte de la economia regional, esta provincia se
divide en tres zonas geograficas: norte, central y sur. En ellas se distribuye la producciéon

de frutas y hortalizas (Jaller, 2010).



Zona norte: comprende los municipios de Granada y Silvania, posee los mejores
suelos. Su clima es de templado a frio, se produce la mayor cantidad de fruta de
exportacion como la uchuva, gulupa, granadilla y el tomate de arbol y las hortalizas de
crecimiento rapido como arveja y habichuela. Tiene un area de produccion de papa, a
mas de 2 400 msnm en el municipio de Granada.

Zona central: presenta clima calido, Boguerdn y Chinauta en Fusagasuga de 450-900
msnm, hasta clima frio en Los Colorados (3400 msnm), en Pasca. Incluye los
municipios de Fusagasuga, Tibacuy, Pasca y Arbelaez.

Zona sur: conformada por los municipios de Pandi, Venecia, Cabrera y San Bernardo,
es la zona més cercana al Paramo de Sumapaz, por tanto origina ecosistemas con
microclimas especiales, que favorecen el crecimiento de variedades fruticolas de

exportacion (Jaller, 2010).

En la zona existe potencial para el cultvo de guayaba, pero necesario conocer la
variabilidad genética disponible en las poblaciones correspondientes a las condiciones
agrocliméticas de cada region productora (Martinez et al., 2004). Para medir la
variabilidad genética se requiere la caracterizacion de recursos fitogenéticos, que
consiste en la medicion de una coleccion mediante el uso de descriptores definidos
(Hernandez, 2013). También se evalla la representatividad de la coleccion, la
investigacion de la estructura genética a través de la determinacién de poblaciones
identificables, la identificacion de duplicados dentro de una coleccién y la identificacion

de genes especiales o alelos particulares (Franco e Hidalgo, 2003).

1.2 Caracterizacion Morfolégica

1.2.1 Variabilidad genética y caracterizacion de especies vegetales

Los organismos vivos estan expuestos a la continua interaccion con factores bidticos y
abidticos, para sobrevivir usan la informacién contenida en su genoma de acuerdo a las
caracteristicas de su entorno, gracias a esta interaccién adaptativa logran acumular

informacion genética dentro de los individuos de su poblacion, transmitida de
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generacion en generacion. Entre los individuos de la poblacion existen variantes y por
tanto la suma de todos los individuos con sus respectivas variantes se conoce como

variabilidad genética de una especie (Franco e Hidalgo, 2003).

La variabilidad producida puede expresarse 0 no, en caracteristicas que permitan
identificarlas y entonces se puede agrupar en dos clases: 1. La expresion de las
caracteristicas visibles que conforman el fenotipo; y 2. Las caracteristicas no
expresadas, no visibles, que existen a nivel gendémico. La primera clase hace referencia
a los caracteres morfo-agronémicos que pueden ser cualitativos o cuantitativos, con
mediciones botanicos-taxonémicos entre ellos formas de flor, fruto y hoja; y las
caracteristicas agronémicas incluye forma de hojas; pigmentaciones en raiz, tallo, hojas
y flores; color, forma y brillo en semillas; tamafio, forma y color de frutos; arquitectura de
planta expresada en habito de crecimiento y tipos de ramificacién, estos descriptores
son heredables pero afectados por cambios ambientales (Franco e Hidalgo 2003).

1.2.2 Caracterizacion de la variabilidad
De acuerdo con Franco e Hidalgo (2003), en el proceso de caracterizacion de una
coleccion se pueden tener los siguientes objetivos:

» Medir la variabilidad genética del grupo en estudio donde se puede incluir o no
diferentes niveles de variabilidad, como fenotipica, evolutiva y molecular.

» Establecer la representatividad de la coleccion y su relacion con la variabilidad
de la especie.

* Investigar la estructura genética o composicion de la coleccién en relacion con
las variantes, son afectados por factores demograficos in situ, como el tamafio
de la poblacion, biologia reproductiva y migracion.

» |dentificar los porcentajes de duplicidad de accesiones que puedan existir en una
misma coleccion.

= Identificar genes especiales o alelos particulares que se pueden expresar en

caracteres visibles. Son utilizados en caso de resistencia a factores bi6ticos.
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1.2.3 Descriptores

Se define al descriptor como una caracteristica o atributo cuya expresion es facil de
medir, y permiten la discriminacion facil entre fenotipos. Estos descriptores han sido
desarrollados para un gran numero de especies cultivadas, al medir la variabilidad es
recomendable seleccionar descriptores que sean altamente discriminatorios, que tienen
como ventaja la reduccion del tiempo para evitar la toma de datos repetitivos y simplifica

el analisis (Franco e Hidalgo, 2003).

1.3 Descriptores en guayaba

Los primeros descriptores para guayaba fueron establecidos por la Unién Internacional
para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV, por sus siglas en inglés) en
1987, para la aplicacion de pruebas de distincion, homogeneidad y estabilidad en
guayaba. La medicion de caracteres morfolégicos es la forma mas practica de evaluar
la variacién genética, de igual manera se requieren descriptores especificos para la
identificacion de plantas de una coleccion, asi como la proteccion de los nombres de los

cultivares (Rodriguez et al., 2010a).

En Cuba se llevd a cabo un amplio trabajo de investigacion para identificar los
descriptores mas discriminantes, que permitieran una facil y rapida clasificacion entre
fenotipos, ademés se estandarizaron los caracteres morfolégicos a nivel mundial y un
numero limitado de rasgos adicionales que se consideraron adecuados por consenso
de los usuarios, del cultivo, estos incluyen caracteres cuantitativos y cualitativos; para los
ultimos crearon una escala de valores del uno al nueve para designar los estados
dentro de cada descriptor, el nUmero de descriptores aumento respecto a los de UPOV
(1987) , un aporte de este trabajo fue el catalogo de ilustraciones de frutos y hojas
(Figuras 1y 2), que permite una mejor evaluacion de las caracteristicas (Rodriguez, et
al., 2010b). Como color de la piel, textura de la superficie y forma del fruto (Figuras 3, 4y
5).
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Figura 1. Morfologias del fruto de guayaba A. Accesiones de diferentes origenes
geogréficos: guayaba blanca de Indonesia, NG de Florida (U.S.A) y Seychelles
(Seychelles, Islands). B. Accesiones silvestres de localidades en Cuba, Cotorrea, Ibarra
y microguayaba. C. Guayabas de polinizacion abierta y controlada en Cuba, del
programa de mejoramiento, EEA1-23, Belic L-2007 y EEA18-10. Tomado de
Rodriguez, et al. (2010b).

04040

Figura 2. Diferentes formas de hojas jévenes. Tomado de Rodriguez, et al.
(2010b).
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Figura 3. Color de la piel de la fruta (1) palido amarillo-verde, (2) amarillo
palido, (3) amarillo oscuro (4) naranja, (5) naranja-verdoso, (6) verde oscuro, (7)
rojo. Tomado de Rodriguez, et al. (2010a).

1 3

Figura 4. Superficie de la fruta: (1) liso, (2) desigual, (3) aspero. Tomado de
Rodriguez, et al. (2010a).

o
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Figura 5. Color de la pula: (1) blanco, (2) crema. (3) rosa palido, (4) rosa, (5)
rosa oscuro, (6) naranja-rosa, (7) naranja. Tomado de Rodriguez, et al. (2010a).

1.4 Caracterizacion Bioquimica
Este tipo de mediciones pueden ser discriminantes entre accesiones y ademas son

importantes para la industrializacion. Los frutos de guayaba son de facil proceso ya que
no tiene muchos problemas fisicos o bioguimicos en relacion con la textura y la forma
de fructificacién o la pulpa durante el procesamiento (Yusof, 2003). Por esta razon
conocer algunas propiedades internas de la fruta en las accesiones seria de utilidad
para clasificar los atributos de calidad como el dulzor, que se mide en grados brix, que
permite determinar el cociente total de sacarosa disuelta en un liquido; por ejemplo 30
grados brix indican que hay 30 gramos de sacarosa en 100 gramos de liquido
(Gastalver, 2015). Otra caracteristica importante es la medicion de pH, que sirve para
cuantificar la concentracion de H;O" existente en el zumo del fruto, denominada también
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como acidez activa, se relaciona con el contenido de acidos presentes y la capacidad
de albergar microorganismos; entonces valores bajos permiten un mayor tiempo de vida

de anaquel (Domene y Segura, 2014).

1.4.1. Antioxidantes

Durante casi un siglo, las frutas y verduras han sido reconocidas como fuente de
vitaminas, minerales y fibra, se consideran tan importantes que para la nutricion humana
se recomiendan cinco raciones diarias, ya que se ha encontrado una relacion entre su
consumo Y la reduccion en el riesgo de padecer enfermedades cronicas como apoplejia
y otras, como desordenes cardiovasculares, y ciertos tipos de canceres (Tamayo,
Herrera, Sauri, Vargas y Solis, 2013). Estas enfermedades estan relacionadas con la
presencia de radicales libres que se pueden definir como atomos o grupos de atomos
gue tienen un electron no apareado en un orbital atdbmico, haciéndolos inestables y
altamente reactivos, ya que tienden a captar un electron de otros a&tomos con el fin de

alcanzar su estabilidad quimica (Lobo, Patil, Phatak, y Chandra, 2010).

Los radicales libres que tienen la capacidad de producir dafios oxidativos se les
denomina Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) y estan presentes en organismos
aerobicos por el consumo de oxigeno, estas ROS son el resultado de la excitacion de
02 que produce un radical superéxido (02=), peroxido de hidrégeno (H202) o un
radical hidroxilo (OH.) (Gonzélez, Betancourt, Ortiz, 2000). Se ha encontrado que estos
radicales libres son muy importantes en la generacion de algunas enfermedades, la
formacion de estos radicales puede ocurrir por varios mecanismos, entre ellos los

factores endogenos y ambientales (Young y Woodside, 2001).

Las ROS tienen efectos en el acido desoxirribonucleico (ADN) al reaccionar con las
bases nitrogenadas y con la desoxirribosa, ocasionando un dafio importante ya que se
pueden producir mutaciones en los humanos que se expresar en cancer, destruccion o
muerte celular, y enfermedades hereditarias, en este caso se han detectado mas de 20
tipos de modificaciones estructurales de las bases, donde se precia que las ROS

guebrantan el ADN y aparecen fragmentos internucleosomales, entre los nucleosomas.
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También repercuten en la transcripcion génica y producen dafios en los lipidos
causando peroxidacion lipidica que consiste en una reaccion del radical libre que oxida
una cadena insaturada del lipido formando un lipido hidroperoxidado y un radical alquilo,
generando alteraciones en la estructura de la membrana y fluidez, provocando dafios
en su integridad, este tipo de lipoperoxidacion se ha identificado en relacion con
enfermedades cardiovasculares y ha mostrado correlacion con la arterosclerosis, pero
un efecto mas critico se observa en las proteinas porque ocasionan pérdida de la
actividad catalitica de las enzimas, dafio e interrupcion en la regulacion de las vias
metabdlicas, causando oxidacion de residuos aminoécidos y rompiendo enlaces
peptidicos; estas alteraciones estan asociadas a las enfermedades de Alzheimer, artritis

reumatoide y catarogénesis (Cardenas y Pedraza, 2006).

Para evitar los dafios oxidativos, las células y los organismos aerébicos tienen defensas
antioxidantes, que se incrementan de acuerdo al tamafio de la agresion, transforman los
radicales libres en productos menos toxicos 0 no tdéxicos, ademas las células
promueven la prevencion de su formacion, la inhibicibn de su propagacion y la
reparacion de las lesiones (Gonzalez, Betancourt y Ortiz, 2000). Por tanto un
antioxidante se puede definir como una sustancia que a bajas concentraciones,
comparado con el sustrato oxidable, retarda o previene significativamente la oxidacion
de ese sustrato (Cardenas y Pedraza, 2006). Estos antioxidantes se han clasificado en
dos sistemas, el primero no enzimatico o exdgeno y el segundo enzimatico o endégeno
(Zamora, 2007).

1.4.2. Antioxidantes no enziméticos

La caracteristica de estos antioxidantes es gue son sintetizados por células o pueden
ser introducidos al organismo por medio de la dieta, entre ellos se encuentran: la
vitamina C que cumple la funcion de capturar radicales hidroxilo; la vitamina E que
ayuda a capturar radicales hidroxilo; el anion superoxido, neutraliza peréxidos, y los

beta-carotenos neutralizan el oxigeno singulete (O,") (Mayor, 2010).
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1.4.3 Acido ascorbico
El &cido ascorbico (AA) o vitamina C, esta presente para un numero limitado de

especies, entre ellas el hombre y algunos animales (Bender, 2005), ademas de ser
antioxidante participa en la sintesis de colageno, si esta sintesis no se lleva a cabo se
presentarian sintomas de escorbuto. Como antioxidante, el acido ascérbico reacciona
rapidamente con superdxido, oxigeno singulete, ozono y peréxido de hidrégeno,
ayudando en la eliminacion de estas formas reactivas de oxigeno que se generan
durante el metabolismo aerdbico y durante la exposicion a algunos contaminantes y
herbicidas (Smirnoff, 1996). Se ha demostrado que el AA contribuye a la proteccion del
ADN por dafios de radicales libres, en un estudio de células humanas in vitro, se
encontrO que altas concentraciones intracelulares de AA reducen las mutaciones
causadas por el estrés oxidativo; confirmando el papel de la vitamina C en la prevencion

de mutagénesis de ADN en humanos (Lutsenko, Carcamo y Gold, 2002).

En la célula, el AA esta presente en cloroplastos, citosol, vacuolas y el espacio
apoplastico. La vitamina C es posiblemente el antioxidante no enzimatico mas
importante en las plantas, y participa en la defensa contra el estrés oxidativo biético y
abidtico, también participa en procesos fisioldgicos como: fotosintesis, cofactor
enzimatico, homeostasis del sistema redox, precursor en las rutas de sintesis de
moléculas del metabolismo primario y secundario (Smirnoff, 1996), y también regulador
de la actividad enzimatica de las peroxidasas (Stasolla y Yeung, 2007). Es participe del
crecimiento, desarrollo y modulacion del ciclo celular asi como de la division y
elongacion celular (De Pinto y De Gara, 2004). Reconociendo la importancia del AA
como antioxidante, cobra interés el hecho de conocer los valores minimos de ingesta
diaria, por el afio 1940 se realizaron la investigaciones para resolver esta pregunta,
encontrando que una ingesta de al menos 10 mg por dia era adecuada para prevenir el
desarrollo de escorbuto, sin embargo la variacion individual, arroja un valor de ingesta
diaria de 30 mg/dia, cifra para Reino Unido hasta 1991 y para la Organizacién Mundial
de la Salud y la FAO (Bender, 2005).
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1.4.4. Antioxidantes enzimaticos
El mecanismo de proteccién enzimético celular se encuentra ubicado en varios

compartimentos celulares, incluyen las enzimas: peroxidasa (POD) (EC 1.111.1.7) que
convierte el H,O, en agua y la catalasa (CAT) (EC 1.111.1.6) elimina el H,O, (Oueslati,
Karray, Attia, Rabhi, Ksouri y Lachaal, 2010).

1.4.5 Peroxidasa

La peroxidasa es una oxido-reductasa, su donante es H,O, es una enzima usada
convencionalmente para monitorear y evaluar la extension del tratamiento térmico, ya
gue es estable al calor, se produce en un numero considerable de vegetales
(Goncalves, Pinheiro, Abreu, Branda™o y Silva, 2007). El Guiacol es el sustrato utilizado
para el ensayo de peroxidasa, entonces la actividad POD se mide por la tasa de
formacion de guiacol oxidado (Saexa, 2012):

POD
Guiacol + H, 0, —— guiacol oxidado +2 H, O

1.4.6 Catalasa

La catalasa (CAT) [EC 1.11.1.6.] es una oxido-reductasa, ubicada en peroxisomas,
citosol 0 mitocondrias (Veal, Day y Morgan, 2007). La CAT cataliza la descomposicion
del H,O, en agua y O,, puede obtenerse de diversas fuentes tales como: bacterias,

plantas o tejidos animales (Cantemir, Raducana, Puiub y Oanceaa, 2013).

1.5. Cinética enzimética
Las enzimas son catalizadores de los sistemas biol6gicos. Una enzima tipica acelera la

velocidad de una reaccion en factores de al menos un millon en comparacion con la
velocidad de la misma reaccion en ausencia de la enzima, estas reacciones culminan
en la transformacién de diversos productos quimicos de acuerdo con las necesidades
metabdlicas, la transformacion de productos quimicos en formas celulares utilizables, la
desintoxicacion de productos quimicos, el almacenamiento de sustancias quimicas
como energia o el uso de sustancias quimicas como moléculas de sefializacion para

controlar las vias metabdlicas (Ulusu, 2015).
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La cinética estudia la velocidad de las reacciones quimicas, dentro de sus objetivos esta
la comprensién de los mecanismos de reaccion, como lo son las etapas del proceso de
una reaccion y la secuencia en la que se producen, esta involucra la velocidad de la
reaccion y la forma en la que cambia en respuesta a diferentes condiciones de pH y

temperatura (Voet y Voet, 2006).

Para medir la actividad de una enzima se inicia con la seleccion del tejido, se rompe las
células en un medio liquido, a una temperatura entre 0 a 4°C con el fin de evitar la
desnaturalizacion de las proteinas (a este proceso se denomina homogeneizacion), y a
partir de este producto es posible separar los organelos. Para medir la actividad de la
enzima se incuba la preparacion enzimatica a 37 °C, por periodos variados de tiempo y
se evalla el producto de la reaccidn enzimatica en un tiempo determinado, si se aprecia
una relacion lineal entre la concentracion y la velocidad de la reaccién en un periodo de
tiempo, se podra expresar la actividad enzimética en términos de velocidad, indicando la
cantidad de producto formado por unidad de tiempo. La velocidad de reaccién (v) se
expresa como micromoles de producto formado por minuto. Otras expresiones son
adecuadas si los valores se toman dentro de la linealidad de la reaccion, si no es lineal
la reaccion, esto puede indicar que alcanz6 su equilibrio 0 sea se agoto el sustrato para
la formacion de mas producto. Otra razon puede ser gue la enzima se deshaturalizd en
ese tiempo por tanto no hay mas actividad, o finalmente puede ocurrir que el producto
tenga un efecto inhibidor en la actividad de la enzima ocasionando la disminucion de la
enzima cuando el producto alcanza cierta concentracion (Pefia, Arroyo, Gomez, Tapia y
Gomez, 2004).
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CAPITULO Il. CARACTERIZACION DE GENOTIPOS DE GUAYABA (Psidium
guajava L.) MEDIANTE VARIABLES MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE
FRUTOS

CHAPTER II. CHARACTERIZATION OF GUAVA GENOTYPES (Psidium
guajava L.) BY MORPHOLOGICAL AND BIOCHEMICAL VARIABLES OF
FRUITS
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2.1. RESUMEN

La guayaba ostenta propiedades nutricionales y antioxidantes importantes, ejemplo de
ello son sus elevados contenidos de vitamina C. A pesar de esto se desconoce la
variabilidad genética vegetal existente en las regiones productoras. En esta
investigacion se caracterizaron frutos de seis accesiones silvestres de guayaba:
Silvania, Tibacuy, Pandi, Venecia, Udec y Guavio, ubicadas en la provincia de
Sumapaz, Estado de Cundinamarca, Colombia. Se evaluaron caracteristicas
cuantitativas y cualitativas, descartando las Ultimas por su bajo aporte al agrupamiento
de los genotipos. Los caracteres promedio como peso del fruto (78.16 g + 39.43), indice
de redondez (92 % + 9.85), grados brix SST (8.62 + 1.78) y contenido de vitamina C
(170.82 mg 100 g™ + 59.08) indican cualidades de interés para mejoramiento genético.
Dentro de las accesiones se encontré a ‘Guavioc como sobresaliente por sus
caracteristicas morfologicas, con peso promedio de fruto de 120.17 + 34.25, diametro
longitudinal y transversal de 7.48 y 5.92 cm, respectivamente, pero no se destaco en
variables como SST (6.46 % + 0.94) y vitamina C (158.85 mg 100 g™ + 48.64); en estos
caracteres las demas accesiones mostraron rangos entre 8.55 a 9.43 % de SST y acido
ascorbico 124.63 a 201.61 mg 100, la accesién ‘Udec’ mostré los contenidos més altos
de vitamina C. En el andlisis de agrupamiento se encontré que la accesion ‘Guavio’
conformé un solo grupo y las demés accesiones otro. A pesar de no ser ‘Guavio’ una
accesion sobresaliente en caracteres bioguimicos, pero si en las caracteristicas
morfoldgicas, la separacién que mostré con respecto al resto de las accesiones durante
el agrupamiento, muestra la influencia de las caracteristicas del fruto en la
discriminacién de los grupos. Los resultados obtenidos indican la existencia de
materiales vegetales de importancia para el mejoramiento genético de la guayaba en la
provincia de Sumapaz.

Palabras clave: Psidium guajava, morfologia, vitamina C, grados brix, mejoramiento

genético.
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2.2. ABSTRACT

Guava has important nutritional and antioxidant properties, for example, its high levels of
vitamin C. In spite of this, the genetic variability existing in the production regions is
unknown. In this research fruits of six wild guava accessions were characterized:
Silvania, Tibacuy, Pandi, Venecia, Udec and Guavio, located in the province of
Sumapaz, State of Cundinamarca, Colombia. Quantitative and qualitative characteristics
were evaluated, discarding the latter due to their low contribution to the grouping of the
genotypes. The average characters such as weight of the fruit (78.16 g + 39.43),
roundness index (92 % + 9.85), brix degrees SST (8.62 + 1.78) and vitamin C content
(170.82 mg 100 g* + 59.08) indicate qualities of interest for genetic improvement.
Among the accessions, 'Guavio' was found to be outstanding due to its morphological
characteristics, with an average fruit weight of 120.17 + 34.25, longitudinal and
transverse diameter of 7.48 and 5.92 cm, respectively, but it did not stand out in
variables such as SST (6.46 % + 0.94) and vitamin C (158.85 mg 100 g* + 48.64); in
these characters the other accessions showed ranges between 8.55 to 9.43% of SST
and ascorbic acid 124.63 to 201.61 mg 100™, the accession 'Udec’ showed the highest
contents of vitamin C. In the cluster analysis it was found that the accession 'Guavio'
formed one group and the other accessions another. In spite of not being ‘Guavio' an
outstanding accession in biochemical characters, but in the morphological
characteristics, the separation that it showed with respect to the rest of the accessions
during the grouping, shows the influence of the characteristics of the fruit in the
discrimination of the groups The obtained results indicate the existence of vegetal
materials of importance for the genetic improvement of the guava in the province of
Sumapaz.

Index words: Psidium guajava, brix degrees, genetic improvement, morphology, vitamin
C.
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2.3 INTRODUCCION

La familia Myrtaceae integra especies importantes con frutas comestibles (Jaiswal y
Jaiswal, 2005) entre ellas la guayaba (Psidium guajava L.), originaria de América pero
introducida a otras regiones tropicales y subtropicales del mundo donde se cultiva,
ademas ostenta varias caracteristicas nutricionales como su alto contenido de &acido
ascorbico (AA), precursor de vitamina C, vitamina A, tiamina, riboflavina y minerales
como el calcio, hierro y fésforo, también se le han atribuido propiedades medicinales
siendo utilizada en medicina tradicional en diferentes paises del mundo (Rodriguez et
al., 2010b).

En Colombia el cultivo de guayaba se encuentra establecido de forma comercial y
silvestre. En forma silvestre se utilizan variedades no mejoradas y de bajo rendimiento y
sembradas en traspatio, aunque son productivas muestran una gran variabilidad
genética que deberia estudiarse y luego explotarse en programas de mejoramiento

genético de la especie (Rueda et al., 2006).

La provincia de Sumapaz esta ubicada en la ecorregion central andina colombiana, con
climas de frio a calido, temperaturas entre 2 y 24 °C; alturas desde 480 hasta 3 500
msnm, y precipitaciones entre 1,000 a mas de 2,000 mm anuales (Jaller, 2010).
Presenta suelos francos y arcillosos, de moderada profundidad y con buen contenido de
materia organica, aptos para la agricultura. Las actividades econémicas de la poblacién
son el turismo y la agricultura, en esta Ultima area sobresalen algunos cultivos fruticolas
como: tomate de arbol, mora, uchuva, gulupa y granadilla; en horticultura: papa,

habichuela, arveja, cebolla, frijol arbustivo y tomate (Barrientos et al., 2010).

Entre los municipios que conforman la provincia es comun encontrar algunos ecotipos
de guayaba que presentan diferentes caracteristicas morfologicas y de calidad del fruto
gue no han sido aprovechadas y de las cuales se carece de informacion. Por estas
razones el objetivo de la presente investigacion fue evaluar accesiones silvestres de

guayaba localizados en la provincia de Sumapaz, utilizando descriptores morfolégicos y
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bioquimicos del fruto en los municipios de la provincia de Sumapaz con el fin de conocer
su variabilidad genética y con base en los datos obtenidos plantear un programa de

mejoramiento genético para la especie en la region.

2.4. MATERIALES Y METODOS

Los genotipos de guayaba caracterizados en la presente investigacion se colectaron en
la provincia de Sumapaz, ecorregion central andina de Colombia, conformada por diez
municipios. Para la seleccion de sitios de muestreo se descartaron aquellos lugares con
elevaciones superiores a 2,000 msnm o por su cercania al paramo del Sumapaz. Los
sitios donde se llevo a cabo la colecta de los materiales fueron: Silvania, Tibacuy, Pandi,
Venecia y Fusagasuga, este Ultimo con dos sitios de muestreo: Universidad de
Cundinamarca (Udec) y Guavio (Figura 6). Las alturas de estas localidades oscilaron
entre los 1024 a 1765 metros sobre el nivel del mar (Cuadro 1). El nUmero de arboles
por accesion fue de diez, se cosecharon 20 frutos maduros de cada uno. Se llevaron al
Laboratorio de Quimica de la Universidad de Cundinamarca, se lavaron con hipoclorito
de sodio al 5 % y se mantuvieron a 4 °C por un tiempo no mayor de 3 dias durante su

analisis.

Cuadro 1. Caracteristicas de los sitios de la provincia de Sumapaz donde
se colectaron las accesiones de los arboles de guayaba.

Accesion N W Altura (msnm) Temperatura (°C)
Silvania 4°24'712" 74°23'730 1,470 23
Tibacuy 4°20'0702' 74°27'59' 1,620 19

Pandi 4°11'570 74°26'250 1,024 24
Venecia 4°05'19' 74°28'39 1,644 15
Guavio 4°17'115' 74°23'696' 1,700 22

Udec 4°20'14' 74°21'652' 1,765 19
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(C) Guavio, (D)

(B) Pandi,

Figura 6. Seleccién de accesiones. (A) Silvania,

y (F) Tibacuy

Udec, (E) Venecia
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2.4.1 Caracterizacién morfoldgica
Los descriptores morfologicos evaluados se basaron en los propuestos por la UPQV,

(UPQV, 1987), modificados por Rodriguez-Medina et al. (2010a). Se midieron variables
cuantitativas y cualitativas del fruto. Las cuantitativas fueron: peso del fruto (PF), peso de
corteza (PC), peso de la cavidad seminal (PCS), diametro longitudinal (DL), didametro
transversal (DT), grosor de la corteza (GC), peso de corteza (PC) y relacion peso del
fruto con peso de la cavidad seminal. Adicionalmente se determind la esfericidad (EF) y

porcentaje de corteza en el peso total del fruto (CF).

Los caracteres cualitativos fueron: color externo y de pulpa, relieve de la superficie,
forma del fruto y pedinculo y diametro del caliz en relacion con la fruta. Las
determinaciones de color y forma se fundamentaron en las ilustraciones de UPQOV
(1987) y Rodriguez-Medina et al. (2010a).

2.4.2. Evaluacién bioquimica
Se determiné midiendo los grados brix o el contenido total de sélidos solubles (SST) en

tejidos de pulpa y piel del fruto, mismos que se maceraron en un mortero hasta obtener
una mezcla homogénea y suave, posteriormente se colocd en un refractometro digital
ATAGO™ 3810. La acidez activa o pH se determiné con el potencidmetro HandylLab
100, y para medir la acidez valorable total (ATT), se disolvié 1 g de pulpa en 10 ml de
agua destilada usando como titulante NaOH 0.5 N y la fenolftaleina como el indicador
(Jiménez et al., 2009). Para conocer la medida del sabor de los frutos se midi6 la
relacion SST/ATT (Gomes y Camelo, 2002).

El protocolo para determinar contenido de vitamina C se basd en el propuesto por
Jagota y Dani (1982) usando el reactivo Folin-Ciocalteu, la técnica tiene como ventajas
ser simple, rapida y eficiente, ademas reacciona especificamente con acido ascorbico
en un amplio rango de pH, por lo que no requiere un amortiguador para mantener un pH
especifico. Solo los agentes reductores fuertes como el &cido ascorbico pueden reducir
este reactivo, produciendo minimas interferencias con otros agentes reductores (Jagota
y Dani, 1982). Una muestra de fruta (3 g) fue disuelta con 5 mL de &cido oxalico 0.15 %

durante 3 min. De inmediato se centrifugd (120 min, 8,500 rpm, 4 °C). Una alicuota de
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800 pL del sobrenadante, se mezclé con 1.8 mL de agua bidestilada y 400 pL del
reactivo de Folin Ciocalteau. Posteriormente se agitd por 20 seg y se dejo reposar por
10 minutos. El blanco utilizado durante la medicion fue acido oxalico 0.15 %. La lectura
de absorbancia se evalud en un espectrofotdmetro Genesys 10S UV-Vis ThermoFisher

a 760 nm. Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado.

Para determinar del contenido de vitamina C, se construyé una curva de calibracion a
partir de una disolucion stock con el estandar de AA a 500 ppm en diferentes
concentraciones desde 0.025 a 0.15 mg mL™?, més el reactivo Folin Ciocalteau 0.5 mL,
se llevé a un volumen final de 4 mL con agua bidestilada; el procedimiento se replicd
seis veces. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y de
correlacion, los criterios de seleccion fueron valores altamente significativos para el beta
y alfa del modelo lineal y un r* mayor a 0.9. Se seleccionaron dos modelos lineales, se
corrieron los valores de las absorbancias obtenidos en cada ecuacion y el promedio de

los dos modelos es el valor reportado de vitamina C en esta investigacion.

2.4.3 Andlisis de datos
Los datos obtenidos se sometieron a una ANOVA y prueba de comparacion de medias

Tukey (P < 0.05), mas un andlisis estadistico basico incluyendo correlaciones, se utilizé
el paquete estadistico Statgraphics centurion XVII. Se elabor6 una Matriz Basica de
Datos (MBD) y se calcul6 una matriz de distancias usando el coeficiente DIST con el
software estadistico NTSYSpc version 2.2 (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System), luego se hizo un analisis de conglomerados por el método de medias
aritméticas UPGMA, (Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average) y se obtuvo
el dendrograma correspondiente. Ademas, se hizo el andlisis de componentes
principales, mediante el cual fue posible detectar las caracteristicas mas discriminantes

entre cada grupo (Hampl, Pavlicek y Flegr, 2001).
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2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Con la informacion obtenida se encontr6 que las caracteristicas cualitativas no
aportaban en la discriminacion de los grupos por ser homogéneas, por lo que no se

tuvieron en cuenta en el andlisis de datos.

2.5.1 Morfologia de fruto
El andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion de medias de Tukey (P <

0.05) mostraron la existencia de diferencias significativas entre las accesiones para
todas las caracteristicas evaluadas (Cuadro 2). El peso de fruto (PF) varié de 45.73 g
para Venecia hasta 120.17 g de ‘Guavio’. Comportamiento semejante lo mostraron las
variables peso de la corteza (PC), peso de cavidad seminal (PCS) y diametros del fruto
(DL y DT), donde estas mismas accesiones mostraron los extremos en estas
caracteristicas; dicha variacion se evidencia también en los valores de la desviacion
estandar (Cuadro 2). El porcentaje de esfericidad (EF) estuvo por encima del 90 %,
indicando predominancia de la forma del fruto tipo esférica en cinco de las accesiones,
con excepcion de ‘Guavio' que mostro una forma méas alargada y diferente. Las
caracteristicas grosor de corteza (GC) y porcentaje de corteza en el fruto (CT) también
mostraron diferencias significativas, donde otra vez ‘Guavio’ fue diferente. Los altos
valores de variabilidad coinciden con los reportados en el Valle del cauca por Jiménez,
Almanza, y Mufioz (2009), donde se encontré los mayores porcentajes de variacion
para las caracteristicas peso del fruto y corteza.
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Cuadro 2. Resultados de la prueba de comparacién de medias Tukey (P < 0.05) para caracteristicas morfolégicas de

frutos de accesiones de guayaba.

Accesién Silvania Cumaca Pandi Venecia Guavio Udec

PF 68.95,+18.95 70.17,+30.32 84.20.+41.53 46.73,+15.81 120.174+34.25 66.45,+34.44
PC ¢ 42.07,+13.87 43.19,.+20.18 52.02.+31.96 27.96,+13.21 82.634+23.06 42.39,+24.07
PCS 27.47,:16.65 26.27,+9.83 31.28.+11.11 18.78,+5.50 38.124+15.77 27.92,.+10.90
DL 5.04,+0.52 5.20,+0.92 5.65.+1.07 4.47,+0.59 7.484+0.99 5.02,+0.99
DT c¢m 4.87,+0.50 4.84,+0.80 5.11,+0.72 4.32,+0.52 5.92.+0.62 4.83,+0.94
GC 0.62,+0.13 0.60,+0.16 0.64,+0.18 0.57,+0.17 0.86,+0.13 0.56,+0.23
CT % 61.38,+11.86 61.88,+9.60 60.35,,+14.40 53.16,+16.90 73.69.+15.24 55.31,,+17.84
EF 96.94.+7.94 92.91,+7.63 91.42,+7.60 96.98.+5.62 79.85,+9.18 96.90.+8.56

PF: peso de fruto; PC: peso de la corteza; PCS: peso de la cavidad seminal; DL: diametro longitudinal; DT: didmetro transversal; GC: grosor de

corteza; % CT: corteza en fruto; % EF: esfericidad. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes; Tukey, 0.05.
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2.5.2. Caracteristicas bioquimicas
El analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacién de medias de Tukey (P <

0.05) (Cuadro 3) indicaron que solo la accesion ‘Guavio’ es significativamente diferente
del resto de las accesiones para la caracteristica pH con un valor en los frutos igual a
4.68, siendo el mas alto. Valores bajos de pH estan relacionados con una mayor vida de
anaquel debido a que el pH actta a nivel fisiolégico en el fruto generando una barrera
natural antimicrobiana (Domene y Segura, 2014). El rango de valores de pH (4.20-4.68)
de las accesiones evaluadas en este trabajo coincide con los reportados para otras
variedades de guayaba (Laguado, Pérez, Alvarado, y Marin 1999; Andrade et al., 2009;

Suérez, Pérez, y Giménez 2009), mismos que oscilaron entre pH 3.7 a 4.7.

En lo referente al contenido total de acidos (ATT), los valores menores correspondieron
a frutos de ‘Cumaca’ y ‘Udec’, (0.21 y 0.22, respectivamente), mientras que el valor
superior fue para los frutos de ‘Guavio’ (0.33) (Cuadro 3), semejantes a valores
reportados para frutos de accesiones de la costa colombiana (Castellano, Quijada,
Ramirez, y Sayago, 2005), pero distantes de los valores de 0.5 reportados para frutos
de la zona de Aguascalientes México (Vazgquez y Colinas, 1990) y también diferentes
de las guayabas de la India, donde los valores oscilaron entre 3.12 y 6.43, para zonas
de cultivo ubicadas a 300 msnm (Dolkar et al., 2017). La baja acidez en frutos es una
ventaja en los mercados internacionales, ya que los acidos organicos logran disminuir el
contenido de compuestos volatiles responsables del aroma caracteristico de la guayaba
y en esos mercados puede ser un indicador de rechazo o aceptacion de esta fruta
(Mondrag6n, Toriza, y Guzman, 2009).

El al contenido de solidos solubles totales (SST) se observé que los frutos del genotipo
‘Guavio’ presentaron diferencias significativas con respecto al resto, al ostentar el valor
mas bajo para este parametro (Cuadro 3). A nivel local, en la zona occidental del pais
(Valle del Cauca, Quindio y Risaralda), lugares con alturas desde los 1070 hasta los
1500 msnm, se han detectado valores de grados brix que andan entre los 2.4y 12.3
(Jiménez et al., 2009), lo que sugiere que tal caracteristica podria oscilar determinada

por las condiciones climaticas o de otro tipo. En Venezuela, las variedades comerciales
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‘Criolla Roja’ y ‘San Miguel mostraron valores de grados brix de 85 y 6.8,
respectivamente (Laguado et al., 1999.). En México los SST para frutos de Zacatecas
estuvieron entre 12.82 y 11.7 (Padilla et al., 2014) y en Aguascalientes de 11.9 a 13.2
(Vazquez y Colinas, 1990). En el estado de Pernambuco-Brasil, region semiarida, se
reportaron valores desde 9.7 a 13.1 (Silva, Fernandes, Alves, Lederman y Melo, 2008).
Lo anteriormente expuesto para los datos de pH, SST y ATT, sugiere que estas
caracteristicas de post-cosecha en los frutos de guayaba pueden variar dependiendo de
las condiciones de cultivo, edad de la planta, época del afio y la fisiologia del cultivo
(Parra, 2014).

Los valores de vitamina C (acido ascoérbico) en las accesiones oscilaron entre 124.63 a
201.61 mg 100™g fruta fresca (Cuadro 3), correspondiendo estos valores a ‘Udec’ y
‘Pandi’, respectivamente; donde las dos mostraron diferencias significativas respecto a
las demés accesiones. La mayor zona productora de guayaba en Colombia se
encuentra en el estado de Santander, alli se analizé la variedad regional roja, contiene
277.4 mg de &cido ascérbico 100 g* de fruta (Olaya y Restrepo, 2012). Para guayabas
brasilefias que se siembran también en Santander se reportan valores de 102 mg de
acido ascorbico 100 g de fruta y para guayabas del estado de Antioquia 257 mg 100™g
(Contreras, Calderon, Guerra y Garcia, 2011). Referencias similares se obtuvieron en
India con valores de 104 mg a 265.09 mg 100 g™ de fruta de AA (Dolkar et al., 2017).
Comparando con variedades de guayabas mexicanas, se encontrd que las de
Guanajuato presentan valores de 83.29 a 185.75 mg de AA por 100 g* de fruta
(Mondragén et al., 2009) y las de Aguascalientes 163 mg de AA por 100 g* de fruta
(Vazquez y Colinas, 1990). En Sri Lanka reportaron 70.4 mg de AA por 100 g de fruta
(Silva y Sirasa, 2018). Indicando que se pueden obtener valores desde 70 hasta 277
mg de &cido ascérbico por 1007g de fruta en frutos de guayaba y que los materiales
silvestres de la provincia de Sumapaz presentan concentraciones dentro de los rangos

reportados, por tanto son promisorios desde el punto de vista nutricional.
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Cuadro 3. Comparacién de medias de Tukey (P < 0.05) para caracteristicas bioquimicas de frutos de accesiones de
guayaba

Accesién
Silvania Cumaca Pandi Venecia Guavio Udec
pH 4.21,+0.14 4.22.+0.11 4.37.£0.10 4.28,+0.12 4.68,+0.53 4.20,+0.25
ATT % 0.29,,+0.06 0.21,+0.04 0.26,,+0.08 0.28,,+0.09 0.33,+0.08 0.22,+0.09
SST (Brix) 9.43,+1.72 9.17,+1.58 9.41,+1.32 9.39,+1.64 6.46,+0.94 8.55,+1.79
SST/ATT 34.26,,19.45 46.61,+12.94 40.42,+#15.11  39.11,+18.86 20.98,+5.77  39.42,+15.51

Vitamina C mg 100g™ 179.12,:+47.20 153.25,,+44.53 124.63,+58.61 186.23,.+78.03 158.85,,.+48.64 201.61.+39.84

pH: potencial de iones H; ATT: contenido total de &cidos; SST: contenido total de azlcares solubles o grados brix. Medias con letras iguales no
son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Para determinar la variabilidad general mostrada por los caracteres morfologicos y
bioquimicos de las accesiones se hizo un andlisis de todas las variables sin tener en
cuenta la accesion a la que pertenecian (Cuadro 4). Los mayores valores de desviacion
estandar y coeficiente de variacion lo mostraron las caracteristicas morfologicas peso de
fruto (PF) (CV= 50.44 %). peso de corteza (PC) (CV= 64.58 %) y peso de cavidad
seminal (PCS) (CV= 50.12 %). Las caracteristicas bioquimicas més variables fueron
ATT (CV= 35.09 %) y vitamina C (CV= 34.59 %). Estos valores coinciden con los
encontrados en el Valle del Cauca. Colombia, donde el peso de la corteza del fruto,
acidez y la relacion grados brix/ acidez, presentaron los mayores porcentajes de
variacion, indicando extensa diversidad genética en esa region del pais (Jiménez et al.,
2009). Se aprecia que la forma del fruto que predomina en la zona es redonda, con un
contenido de SST que oscila entre 5.1 a 12.8 y contenido de vitamina C desde 61.34 a
578.34 mg 100™ g de fruta (Cuadro 4), estas cualidades comerciales y nutricionales
deben ser tenidas en cuenta para futuros programas de mejoramiento genético en la

Zona.

Cuadro 4. Valores promedio, desviaciones estandar, coeficiente de variacion y
minimos y maximos de las variables evaluadas en genotipos de guayaba de la
provincia de Sumapaz.

Caracteristica Media D.E. C.V. Min Max
Peso de fruto () 78.16  39.43 50.44 16.76 226.41
Peso de Corteza (g) 48.32 31.21 64.58 297 157.84
Peso de cavidad seminal (g) 27.22 13.64 50.12 5.28 107.11
Diametro longitudinal (cm) 5.54 1.44 26.03 2.9 10
Diametro transversal (cm) 4.99 0.93 18.59 2.9 7.6
Grosor de Corteza (cm) 0.65 0.22 34.22 0.3 1.3
Corteza en fruto (%) 59.74 17.64 29.53 6.62 141.82
Esfericidad del fruto (%) 92.08 10.46 11.36 61.05 118.75
pH 4.31 0.32 7.32 3.7 6.4
Acidez del fruto (%) 0.32 0.11 35.09 0.1 0.6
Sdlidos solubles totales (%) 8.62 1.78 20.66 51 12.8
Relacion brix/acidez (%) 2.02 0.47 23.08 1.22 3.08
Vitamina C (mg 100g™) 170.82 59.08 3459 61.34 578.34

D.E.: desviacion estandar. C.V.: coeficiente de variacién. Min: minimo. Maximo: maximo.
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2.5.3. Correlaciones entre caracteristicas
Mediante un analisis de correlacion Pearson entre variables, encontrandose que las

caracteristicas morfologicas de fruto tienen una fuerte relacion (Cuadro 5), mas no las
bioguimicas que no mostraron significancia. La mayor correlacion (r = 1.0) se presento
entre las variables peso de la corteza (PC) y los diametros longitudinal (DL) y transversal
(DT) del fruto, mientras que el valor mas bajo (0.76) se dio entre el pH y el peso de
cavidad seminal (PCS). El peso de fruto (PF) mostré correlacion positiva con todas las
variables referentes a mediciones del fruto como pesos, diametros y relaciones de estas
variables, en tanto la variable esfericidad del fruto (EF) tuvo correlaciones altas pero
negativas con el resto de las variables (Cuadro 5). En accesiones de Tailandia se
encontrd que las variables morfologicas peso de la fruta, espesor y peso de la pulpa,
peso de la cavidad seminal y quimicas como la acidez titulable, pH y acido ascorbico,
presentaron correlaciones altas (Thaipong y Boonprakob, 2006).

Las correlaciones indican que las caracteristicas morfolégicas de fruto tienen una fuerte
relacién, pero no quiere decir que las propiedades quimicas se incrementen, como los
contenidos de vitamina C y SST, por eso se encontré una relacion significativa pero
negativa para pH y el resto de las variables evaluadas. El andlisis de caracteristicas
morfologicas y quimicas de fruto, muestra la importancia de evaluar estas
caracteristicas durante la seleccion de individuos en los programas de mejoramiento
genético. La combinacion de la medicion de las propiedades quimicas y el tamafio de la
fruta puede usarse para detectar materiales de interés (Thaipong y Boonprakob, 2006).

Cuadro 5. Valores de correlacion entre las caracteristicas del fruto de las
accesiones de guayaba.

Variable  PF PC PCS DL DT GC CT EF

PF 1.00

PC 0.98 1.00

PCS 0.98 0.95 1.00

DL 0.96 1.00 0.92 1.00

DT 0.99 1.00 0.97 0.98 1.00

GC 0.89 0.96 0.84 0.97 0.93 1.00

CT 0.88 0.95 0.86 0.94 0.94 0.95 1.00

EF -090 -095 -083 -098 -092 -0.96 -0.92 1.00
pH 0.83 0.90 0.76 0.93 0.86 0.96 0.83 -0.96

Valores significativos: P < 0.05. PF: peso de fruto. PC: peso de la corteza. PCS: peso de cavidad seminal.
DL: didmetro longitudinal. DT: didmetro transversal. % EF: esfericidad. GC: grosor de corteza. % CT:
corteza en fruto.
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2.5.4. Andlisis de agrupamientos
Este se llevé a cado usando los valores de todos los descriptores tanto morfologicos y

bioquimicos. En la Figura 7 se muestra un dendograma de relaciones entre las
accesiones evaluadas. Se observa la formacion de dos grandes grupos, uno integrado
por el genotipo ‘Guavio’ y el otro se conformé con el resto de los genotipos. En este
segundo grupo es posible diferenciar tres subgrupos: uno con las accesiones mas
relacionadas que fueron ‘Tibacuy’ y ‘Pandi’, otro con ‘Silvania’ y ‘Venecia’, y el tercer
subgrupo formado por ‘Udec’. La accesion genéticamente mas alejada fue ‘Guavio’; ello
indica que este material vegetal no comparte el mismo origen genético que los demas,

ratificando su potencial genético.
TIBACUY

PANDI

[ SILVANIA

VENECIA

UDEC
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| 1.71 - 1.|37 S 1.03 0.70
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Figura 7. Dendrograma de relaciones entre las accesiones de guayabas
evaluadas. procedentes de la provincia de Sumapaz. Republica de Colombia.

'(:j_
Lh

2.5.5. Andlisis de componentes principales
En el Cuadro 6 se muestra que cinco componentes principales que permiten explicar el

100 % de la variacion presente en los genotipos de guayaba evaluados. El componente
principal 1 (CP 1) explica hasta el 74.75 % de la variacion y el CP 2 el 12.44 %; juntos

los dos primeros CP explican hasta un 87.19 %, respecto al total.
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Cuadro 6. Eigenvalores, porcentaje de variacion individual explicada por cada
componente y el porcentaje de varianza acumulada para cinco componentes
principales (CP).

CP Eigenvalores Porcentaje de Porcentaje de
varianza individual  varianza acumulada
1 9.72 74.75 74.75
2 1.62 12.44 87.19
3 1.22 9.39 96.58
4 0.25 1.92 98.50
5 0.19 1.50 100.00

En el Cuadro 7 se observa que la mayoria de las variables evaluadas contribuyeron a la
separacion de los grupos de accesiones para el CP 1, a excepcion de los grados brix
(SST) y la cantidad de vitamina C. Para el CP 2 contribuyé SST o grados brix y al CP 3
la variable vitamina C.

Cuadro 7. Contribucién de las variables morfolégicas y bioquimicas de frutos de
guayaba a los cuatro primeros componentes principales (CP).

CP1 CP2 CP 3 CP 4
PF 0.945 0.304 0.036 0.081
PC 0.986 0.161 0.021 0.02
PCS 0.913 0.308 -0.04 0.244
DL 0.991 0.111 0.015 -0.065
DT 0.974 0.203 0.017 0.1
GC 0.988 -0.108 0.042 -0.069
CT 0.945 0.03 -0.079 0.079
EF -0.963 -0.055 0.078 0.245
pH 0.94 -0.146 0.012 -0.281
AT 0.696 -0.66 0.219 0.082
SST -0.202 0.874 0.422 -0.088
STT/AT -0.834 0.328 -0.435 -0.072
Vitamina C -0.431 -0.085 0.887 -0.015

C.P.: componentes principales. PF: peso de fruto. PC: peso de la corteza. PCS: peso de cavidad seminal.
DL: diametro longitudinal. DT: didmetro transversal. % EF: esfericidad. GC: grosor de corteza. % CT:
corteza en fruto, pH: potencial de iones H; ATT: contenido total de &cidos; SST: contenido total de azlcares
solubles o grados brix.
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El ordenamiento de las variedades se hizo segun los dos primeros componentes
principales (Figura 8), igual que para el dendograma (Figura 7) observandose la
formacion de dos grandes grupos, donde el genotipo menos relacionado fue ‘Guavio’
conformando un grupo Y el resto de las accesiones integraron al segundo grupo. En

este ultimo se observa que las accesiones mas relacionadas son ‘Tibacuy’ y ‘UDEC’.

047

osu.v;\um

Componente 2

PANDI
o

n'ﬂBACUY

% UDEC
045 —— T

— T ————
-1.64 -1.4 0.4 \\ 0.7

Componente 1

Figura 8. Diagrama en 2D mostrando las relaciones entre las accesiones de
guayaba evaluada. procedente de la provincia de Sumapaz. Republica de
Colombia.

2.6. CONCLUSIONES

Los arboles de guayaba evaluados en la provincia de Sumapaz presentan
caracteristicas de interés comercial y nutricional que podrian servir como base para
generar un programa de mejoramiento en la zona. La accesion genéticamente diferente
y sobresaliente en valores de caracteristicas morfolégicas del fruto fue ‘Guavio’, mas no
en los caracteres bioquimicos, como SST y vitamina C. El peso del fruto fue el caracter
gue presentd mayor variabilidad, por lo que es la medida méas importante y explica el

comportamiento del resto de variables en lo referente a la morfologia del fruto.
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CAPITULO lIl. ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS CATALASA Y
PEROXIDASA EN FRUTOS DE GUAYABA (Psidium guajava L.)

CHAPTER IIl. ACTIVITIES OF THE CATALASA AND PEROXIDASE
ENZYMES IN FRUIT OF GUAYABA (Psidium guajava L.)
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3.1. INTRODUCCION

El &rbol de guayaba (Psidium guajava L.) pertenece a la familia de las Myrtaceae, es
ampliamente cultivada por su fruto y se ha naturalizado en éareas tropicales y
subtropicales de todo el mundo. La mayor diversidad de especies se encuentra en el
centro y sudeste de Brasil, seguido del norte de Sudamérica, las Indias Occidentales. y
finalmente América del Norte. La produccion mundial de la guayaba ha aumentado en

mas del 10 % en los Ultimos 5 afios (Pommer y Murakami, 2009).

Su fruto es apreciado por su alto de contenido de vitaminas A y B. y excepcionalmente
ricos en vitamina C (acido ascorbico), inclusive con mayor contenido que los jugos de
citricos (Pommer y Murakami, 2009). Otras caracteristicas del fruto son los altos
contenidos de fibra dietética, fraccién no digerible, y compuestos fendlicos en la cascara
y pulpa, indicando una correlacion entre el contenido de fenoles extraibles y actividad de
eliminacion de radicales libres, por tanto se le atribuye una alta capacidad antioxidante
(Jiménez, Rincén, Pulido, y Saura, 2001). Ademas de comprobar que los frutos son
potentes eliminadores de radicales libres, se pueden utlizar como un fuente de
antioxidantes naturales para usos alimentarios, farmacéuticos, médicos y comerciales

(Flores, Wu, Negrin y Kennelly, 2015).

Los radicales libres que tienen la capacidad de producir dafios oxidativos se les
denomina Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) y estan presentes en organismos
aerdbicos por el consumo de oxigeno, estas ROS son el resultado de la excitacion de
O, que produce un radical superéxido (02=), peroxido de hidrégeno (H.O,) o un radical
hidroxilo (OH) (Gonzalez, Betancourt, Ortiz, 2000; Drevet, 2006). Las fuentes para la
produccion de ROS en células eucariotas son internas y externas, entre las externas se
menciona las condiciones ambientales conduciendo al estrés oxidativo, las ROS puede
causar la oxidacion sin restricciones de varios componentes celulares, lo que lleva a la
destruccion o dafio de la célula mediada por radicales libres (Drevet, 2006). Dentro de
los dafios celulares se menciona que en el ADN los ROS pueden generar mutaciones

(Gonzalez-Torres, 2000). En lo concemiente a la salud humana producen una serie de
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trastornos como la: diabetes, inflamaciones, infecciones virales, patologias autoinmunes
y trastornos del sistema digestivo, ademés estan relacionados con el envejecimiento
(Pérez, Mitchell, y Vargas, 2008; Day. 2009).

En condiciones normales, los ROS se mantienen en niveles fisioldgicos por varios
sistemas antioxidantes endogenos, que incluyen a la superoxido dismutatasa, la
catalasa, glutation peroxidasas y glutation reductasa (Dal, Chiao, Marcinek, Szeto, y
Rabinovitch, 2014). La catalasa (CAT) [EC 1.11.1.6.] es una oxido-reductasa, ubicada
en peroxisomas. citosol o mitocondrias (Veal, Day, y Morgan, 2007). La CAT cataliza la
descomposiciéon del H,O, en agua y O, puede obtenerse de diversas fuentes tales
como: bacterias, plantas o tejidos animales (Cantemir, Raducana, Puiub, y Oanceaa,
2013). La peroxidasa (POD) [EC E.C.1.11.1.7], también es una oxido-reductasa, su
donante: H,O, Es una enzima usada convencionalmente para monitorear y evaluar la
extension del tratamiento térmico, ya que es estable al calor y se produce en un nimero
considerable de vegetales (Goncalves, Pinheiro, Abreu, Branda™o. y Silva, 2007). El
Guiacol es el sustrato utilizado para el ensayo de la peroxidasa, entonces la actividad
POD se mide por la tasa de formacién de guayacol oxidado (Saexa, Baunthiyal, y Ravi,
2012):

POD
Guiacol + H, 0, —— > guiacol oxidado +2 H, O

A pesar de conocerse las propiedades antioxidantes del fruto de guayaba aln se
desconoce las cantidades de CAT y POD, para conocer las concentraciones de estas
enzimas hacer un estudio cinético, por esta razon el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la velocidad de la reaccion de los factores fisicoquimicos que modifican la
actividad enzimatica, concentraciéon del sustrato y enzima, pH y temperatura optimos

para las enzimas mencionadas.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal. Los frutos fueron colectados de arboles silvestres de guayaba

en estado de maduracion en el Estado de Cundinamarca. Colombia.

3.2.2. Extraccién de la enzima. Se utiliz6 polvos de acetona para la extraccion de las
enzimas. Las ventajas de esta técnica son obtencién de alta actividad con mayor
estabilidad sin inactivacion de la enzima, porque la acetona remueve fenoles, B-
carotenos y acidos organicos del extracto (Baquero, Castro, y Narvaez, 2005). El
procedimiento se baso en el realizado por Alia, Colinas, Martinez, y Soto (2002), con
modificaciones. Se peso 5 g de fruto de guayaba, corteza y pulpa. Se disolvié en un
mortero con 25 mL de acetona a 4 °C por 5 minutos, luego se filtr6 en papel filtro
cuantitavivo, posteriormente, se adiciono 25 mL de acetona a 4 °C; después de
desechar el filtrado se adicion6 25 mL de amortiguador fosfato pH 7.0 200 mM, en
agitacion. El volumen del extracto enzimatico se midié en probetas (Figura 9), y fue

almacenado a 4 °C.

A

!
5
!

Figura 9. Medicion del volumen final de los polvos de acetona.
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3.2.3. Actividad de la CAT

La actividad de la catalasa se determind con el método de titulacion con el método
permanganomeétrico (Holguin y Zaxarovich, 2005). Se evaluaron diferentes condiciones
de temperatura desde 11 a 80 °C (Figura 10), y pHs 4 a 10. Para hacer la curva cinética
se us6 como sustrato H,O,. 0.05M. en concentraciones desde 0.0025 M a 0.02 M. por
tanto se tomaron diferentes alicuotas desde 0.5 a 4.0 mL. La reaccion bioquimica
enzimatica se completé con 5 mL del amortiguador correspondiente, extracto
enzimatico polvos de acetona 1 mL y H,SO, 2N, 1 mL. Se completd con agua destilada
hasta un volumen de10 mL (Cuadro 8). Después de ser agitados, estuvieron en reposo
cinco minutos, se llevaron al bafio maria por cinco minutos a la temperatura
correspondiente. Después se colocaron los tubos en hielo para detener la accion
enzimatica. La reaccion se tituld con permanganato de potasio 0.01 M. hasta la

aparicion de un color rosado o violeta palido por treinta segundos. Las mediciones se

hicieron por triplicado.

el e

'igura 10. Tratamiento de temperatura para la cinética enzimatica.

Cuadro 8. Diferentes concentraciones de sustrato usados para la cinética
enzimatica.

Tubos de ensayo

Reactivos (mL)

B 1 2 3 4 5 6 7
H,0O, (0.05M) 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 4.0
pH correspondiente” 5 5 5 5 5 5 5 4
Extracto enzimatico 0 1 1 1 1 1 1 1
H,S0, (2N) 1 1 1 1 1 1 1 1
H,O Destilada 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0 0.0
Volumen total mL 10 10 10 10 10 10 10 10

pH:4 a 10.
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3.2.4. Actividad de la POD

El procedimiento se basoé en el propuesto por Saexa et al. (2012). Los pH evaluados
oscilaron entre 2 y 9, y las temperaturas de 4 a 60 °C. El donador de protones fue
guaiacol 0.04 M en H,0,0.05 M. La reaccion bioquimica enzimatica estuvo compuesta
por 1 mL del amortiguador correspondiente. 2 mL de guaiacol 0.04 M en H,O, 0.05 M. y
1 mL de extracto enzimético. La lectura se midié en un espectrofotometro Genesys 5

UV-VIS a 470 nm, cada minuto durante seis minutos.

3.2.5. Determinacion de proteinas

Se utilizé el método colorimétrico biuret, con modificaciones. La reaccion de las
proteinas y biuret se produce gracias a los enlaces peptidicos y aminos de las
proteinas, generando coloracién azul, por tanto, el contenido de proteina es
proporcional al nimero de enlaces peptidicos, permitiendo la determinacion cuantitativa
de proteina total (Roca, Oliver y Rodriguez, 2003). En el procedimiento se pesé 2 g de
fruta disueltos en 20 mL de cloruro de sodio 1 %. Se agitaron por 5 min. Posteriormente
se centrifugo a 5 000 rpm por 10 min. Luego se paso a papel filtro cuantitativo, el residuo
se lavo con 10 mL de buffer pH 6 y se midio el volumen final del filtrado. Para la lectura
se coloco en un tubo de ensayo 2 mL de filtrado mas 3 mL de biuret, con posterior
agitacion y lectura en el espectrofotometro Genesys 5 UV-VIS a 540 nm (Segal y
Ortega, 2005). Para la curva de calibracion se us6 albumina sérica bovina 0.5 %, en
diferentes alicuotas desde 0.1 a 1.0 mL equivalente a las concentraciones 0.1 mg mL™
hasta 1 mg mL™, después se adicioné el reactivo analitico biuret (4 mL) y agua destilada
hasta completar un volumen total final de 5 mL (Cuadro 9). Seguido de agitacion por 15
segundos, después se dejdé en reposo cinco minutos. La lectura se midié en el
espectrofotometro Genesys 5 UV-VIS a 540 nm.

Cuadro 9. Curva de calibracion para la evaluacion de proteinas.

Reactivos Tubos de ensayo

(mb) B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Albumina 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
0.5%

H>,O 1 09 08 07 06 05 04 03 02 01 0
destilada
Biuret 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la CAT se observo la mayor actividad a los 25 °C, al llegar a 37 °C la actividad
decrece mostrando la menor actividad a partir de los 60 °C (Figura 11). Caso contrario
se aprecio para la POD, donde esta fue mas estable a diferentes temperaturas, a los 21
°C se observo la mayor actividad, pero no se muestra un pico a esa temperatura, Sino
una estabilidad a los 30 ° C. hasta disminuir la velocidad a patrtir de los 50 °C, mostrando

mas estabilidad a diferentes temperaturas (Figura 11).

Los resultados para pH se invirtieron para CAT y POD (Figura 12). La CAT mostro
actividad a diferentes niveles de pH a partir de pH 5 hasta pH 7 y a partir de ahi
disminuye su actividad. La POD en cambio, mostré su mayor actividad en pH 6, este
comportamiento es similar al que se reporta para Kalipatti sapota (Manilkara zapota) y
uva caimarona (Pourouma cecropiifolia), donde mostro estabilidad en un amplio rango
de temperaturas, los optimos de temperatura y pH fueron: 65 °C / 5.0 y 37 °C / 6.0
respectivamente, mostrando también una cinética de primer orden (Narvaez y Restrepo,
2003; Vishwasrao, Chakraborty, y Ananthanarayan, 2017). Para Malva sylvestris la CAT
tuvo 6ptimos de pH y temperatura de pH 7.5y 25 °C (Arabaci y Usluoglu, 2013), en
pitahaya amarilla los valores 6ptimos fueron de pH 6.8-7.5 y 37 — 40 °C, mostrando
menos tolerancia a pH acidos (Castro, Baquero y Narvaez, 2006), valores similares se

reportan para uva caimarona, con pH 7y 25 °C (Narvaez y Restrepo, 2003).

CAT_Temperatura Vmax_pH_CAT

400 p

0 20 40 60 80 4 5 6 7 8 9

Temperatura pH

Figura 11. Temperatura y pH Optimos para la enzima catalasa (CAT) en frutos
de guayaba.
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Figura 12. Temperatura y pH éptimos para la enzima peroxidasa (POD) en
frutos de guayaba.

Las tasas de actividad iniciales mostraron que el tampon de fosfato no afecta
significativamente la actividad de la catalasa mientras que en el tampon de citrato las
tasas iniciales son mas pequefias que en el agua o en el tamp6n de fosfato. Los
resultados indican que la presencia del amortiguador representa una variable
suplementaria que complica la interpretacion de los resultados y puede estar sujeta a

futuras investigaciones (Cantemir et al., 2013).

3.4. CONCLUSION

Las enzimas CAT y POD extraidas del fruto de guayaba presentaron valores de pH
optimo, temperatura éptima y afinidad por los sustratos similares en los encontrados en
otras investigaciones, en este caso se reporta la maxima actividad de catalasa a 25 °C y

pH 5y para peroxidasa 21 °C y pH 6.
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