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RESUMEN

 Las atmósferas controladas (AC) consisten en proporcionar a los productos

hortofrutícolas una mezcla específica y precisamente controlada de gases en su

ambiente de almacenamiento, el cual difiere de la composición de aire de la

atmósfera normal. Las atmósferas modificadas difieren de las primeras en que el

ambiente de almacenamiento no puede controlarse con precisión. Algunos

productos se ven afectados adversamente por las elevadas concentraciones de

CO2 en la atmósfera, lo cual ocasiona la evasión del uso de dichas atmósferas. El

presente estudio se enfocó en la observación de los efectos de las atmósferas

ricas en CO2 principalmente sobre la acumulación de etanol (ETOH) de 20

diferentes frutas: ciruela (Prunus domestica, L.), durazno (Prunus persica, L.),

fresa (Fragaria X annanasa, Duch.), kiwi (Actinidia deliciosa, Planch.), limón

(Citrus limon, Burm. F.),  manzana (Malus pumila Mill), naranja (Citrus sinensis (L.)

Osbeck), pitaya de mayo (Stenocereus griseus (Haw.) F. Buxb.),  plátano tabasco

(Musa paradisiaca, L.), toronja (Citrus X paradisi, Macf.), tuna (Opuntia ficus-indica

(L.) Mill), uva (Vitis vinifera, L.), y hortalizas: brócoli (Brassica oleracea, L. grupo

Italica), col (Brassica oleracea, L. grupo Capitata), betabel (Beta vulgaris, L.),

jitomate (Licopersicum sculentum, L.), lechuga (Letuca sativa, L.), papa (Solanum

tuberosum, L.), pepino (Cucumis sativus, L.), y zanahoria (Daucus carota, L.),

durante una corta exposición a una mezcla de aire y 30% (v/v) de CO2. También

fueron evaluados otros parámetros químicos de calidad como: sólidos solubles

totales, pH, acidez total titulable, y ácidos orgánicos (cítrico, málico, pirúvico y

succínico).
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 La metodología para la determinación de ETOH fue la cromatografía de

gases, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) para el análisis de

ácidos orgánicos y refractometría para los sólidos solubles totales así como pH y

acidez titulable por potenciometría.

 El efecto de la temperatura de almacenamiento en atmósferas con altos

niveles de CO2 afectó únicamente a la concentración de ETOH, pero no al patrón

de acumulación del mismo en aquellos productos en los que se realizaron

experimentos de doble control. Con esto se logró diferenciar si la acumulación de

ETOH se debía efectivamente a su exposición a altos niveles de CO2, o al daño

por frío provocado por bajas temperaturas de almacenamiento.

Los sólidos solubles totales tendieron a la disminución en la mayoría de los

productos hortofrutícolas estudiados.

 El pH tendió a incrementarse en la mayoría de los productos estudiados sin

alcanzar la alcalinidad, contrario a la disminución de la acidez titulable.  El ETOH

resultó estar altamente correlacionado positivamente con el pH en la papa y la

lechuga, y negativamente con  la acidez titulable.

Se concluye que las atmósferas ricas en CO2 producen efectos iguales a

los de la anaerobiosis en los productos hortofrutícolas respecto a la acumulación

de ETOH en los mismos.

 Se obtuvieron diversas magnitudes de respuesta de los 20 productos

hortofrutícolas estudiados expuestos a los altos niveles de CO2 con respecto a la

acumulación de ETOH.  Se observaron cinco grupos de patrones principales de

acumulación de ETOH en los productos hortofrutícolas en respuesta a su

almacenamiento en atmósferas ricas en CO2: lineal constante; cuadrático positivo
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o cuadrático negativo constantes; y los que cambiaron su patrón de acumulación

de ETOH de lineal a cuadrático positivo; lineal a cuadrático negativo y cuadrático

positivo a cuadrático negativo, siendo éste último el que se sugiere como menos

recomendable debido a la alta acumulación de ETOH al principio del período de

almacenamiento aunque hacia el final del mismo ocurre la metabolización o

exudación del mismo. Respecto a los niveles iniciales de acumulación de ETOH el

kiwi y el brócoli, aunque pertenecientes a diferentes grupos, poseían niveles

iniciales bajos de ETOH, los cuales se incrementaron inmediatamente después del

primer día de almacenamiento. Los plátanos y los cítricos (no todos del mismo

grupo) presentaban altas concentraciones de ETOH al principio del período de

almacenamiento, los cuales se incrementaron aún más durante dicho período. El

pepino y la lechuga orejona (sin pertenecer al mismo grupo) mantuvieron

aproximadamente un aumento constante en su acumulación de ETOH durante

todo el período de almacenamiento. Algunos cítricos, la tuna cardona, el plátano

tabasco y el betabel (pertenecientes a diferentes grupos) presentaron una

disminución inesperada en su contenido de ETOH ya sea después del primero o

segundo días de almacenamiento.

 Los resultados de los análisis oraganolépticos de aquellos productos

con buena apariencia después de haber sido tratados con altos niveles de CO2

fueron positivos, ya que el aroma residual del CO2 se eliminaba después de unos

minutos de haber sido expuestos una vez más al aire.
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ABSTRACT

 Controlled atmospheres (CA) consist of providing commodities with a

specified and precisely controlled mixture of gases in the storage atmosphere

which is different from the normal air atmosphere. Modified atmospheres (MA) are

different from the latter in the inhability to control with precision their composition.

Some commodities are adversely affected by elevated CO2 atmospheres

preventing its commercial use. The present study was focused on CO2- enriched

atmospheres and their effects on 20 different fruits: apple (Malus pumila, Mill.),

banana (Musa paradisiaca, L.), grape (Vitis vinifera, L.), grapefruit (Citrus X

paradise, Macf.), kiwi fruit (Actinidia deliciosa, Planch.), lime (Citrus limon, Burm.

F.), orange (Citrus sinensis, (L.) Osbeck), peach (Prunus persica, L.), pitaya de

mayo (Stenocereus griseus, (Haw.) F. Buxb.), plum (Prunus domestica, L.), prickly

pear (Opuntia ficus indica, (L.) Mill.), strawberry (Fragaria X annanasa, Duch.), and

vegetables: beet (Beta vulgaris, L.), broccoli (Brassica oleraceae, L. Italica group),

cabbage (Brassica oleraceae, L. Capitata group), carrot (Daucus carota, L.),

cucumber (Cucumis sativus, L.), lettuce (Letuca sativa, L.), potato (Solanum

tuberosum, L.), and tomato (Licopersicum sculentum, L.)-, mainly on ethanol

(ETOH) accumulation,  during short-term exposure to an air-30% (v/v) CO2 mixture

storage atmosphere. Changes in total soluble solids (TSS), pH, total titratable

acidity (TTA), and organic acids (citric, malic, pyruvic, succinic) were also

evaluated.
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Methodology used included gas chromatogaphy for ETOH measurements

and HPLC analysis for organic acids.  Refractometry was used for TSS and

potenciometry was used to evaluate both, pH and TTA.

  Of the 20 different horticultural products studied, different

magnitudes of response to high levels of CO2 and air were observed with respect

to ETOH accumulation. Five ETOH accumulation patterns were found: constantly

linear; constantly quadratic positive or quadratic negative; and those patterns

which changed from: linear to quadratic positive, linear to quadratic negative and

quadratic positive to quadratic negative, being the produce which presented the

latter the ones recommended as the least ideal for CO2 storage due to their high

levels of ETOH during the first hours of storage although they metabolize ore

exudate it later in the storage period. With respect to the initial ETOH levels kiwi

and broccoli, in spite of belonging to different groups had low ETOH levels which

increased immediately after the first day of storage. Bananas and some citrus (not

all of them within the same group) showed high levels of CO2 at the beginning of

the storage period which increased even more during it. Cucumber and leaf lettuce

(from different groups) held an approximate constant increase in ETOH

accumulation during all the storage period. Some citrus fruits, prickly pear, banana

and beet (from different groups) showed an unexpected decrease in their ETOH

levels either in their first or their second day of storage.

 Storage temperature in high levels of CO2 (30% v/v) atmosphere

treatment affected only ETOH concentration but no effect was seen on ETOH

accumulation pattern in those chilling injury sensitive commodities in which double

control experiments were made, due to the necessity of verifying whether the
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ETOH accumulation was due to their exposure to high levels of CO2 or to the

effects of low storage temperatures.

 TSS tended to decrease in most of the studied commodities.

pH increased in most of the studied produce without getting to alkalinity, due

to the decrease in TTA.

It is concluded that enriched CO2 (30%-air v/v) atmospheres have anaerobic

effects on horticultural produce with respect to ETOH accumulation.

Sensory analysis results in those produce with a good appearance after

being treated with CO2 were positive in view that residual aroma was acceptable

after a few minutes of exposure back to normal air atmosphere.
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1.  INTRODUCCIÓN

 Según Kays (1991) el registro más primitivo que versa sobre el

almacenamiento en atmósferas modificadas data de la era romana.  Owens

tradujo, en el año de 1800 D.C., la obra de Terentius Varro (The Three Books of

M. Torentina Varro Concerning Agriculture), en donde se describió

detalladamente, en la época romana, la construcción de pozos subterráneos para

el almacenamiento de granos y de cómo sellarlos una vez que se llenaban.

Incluso se dieron instrucciones preventivas para no tener acceso a ellos

inmediatamente después de abrirlos pues las consecuencias de la inhalación de

los gases que los componían eran catastróficas para la salud.  De esta manera,

los romanos diseñaron una técnica para detectar el aire viciado  bajando una

lámpara de flama al silo (Kays, 1991). Este hecho se basa en que la temperatura

de la tierra a una profundidad aproximada a los 2 m se mantiene más o menos

constante todo el año y es parecida a la temperatura ambiente promedio de un

lugar (Liu, 1992).  Sharples (1989), estableció que el uso, con bases científicas, de

las atmósferas controladas (AC) y modificadas (AM) fue reportado por primera vez

por Franklin Kidd y Cyril West en 1918 y se extendió ampliamente en forma

comercial desde los años cuarenta en los Estados Unidos (Kidd y West, 1927;

Hardenburg et al., 1986).  En la actualidad se usan durante el transporte, el

empaque y el almacenamiento de ciertos productos hortofrutícolas (Harvey et al.,

1965; Thompson, 1998).  De acuerdo con Hardenburg et al. (1986) la atmósfera

controlada (AC) es una técnica utilizada para mantener la calidad de los productos
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en una atmósfera que difiere del aire con respecto a la proporción de oxígeno,

dióxido de carbono, o nitrógeno.  El término atmósfera modificada (AM) se refiere

al empacado y transporte de los productos en una atmósfera cuya composición es

diferente de la del aire pero que no es controlada con precisión (Liu, 1992).  Los

principales gases de interés comercial son el oxígeno (O2), el dióxido de carbono

(CO2) y el nitrógeno (N2) (Ryall y Lipton, 1979).  Ocasionalmente se usan otros

gases tales como monóxido de carbono; etileno para madurar frutos en la bodega

(Liu, 1992); o etanol (ETOH) y vapores de aldehídos, todos ellos utilizados para

diversos propósitos tales como: la prevención del deterioro por crecimiento

microbiano (i.e. la inhibición de ciertos microorganismos putrefactores) (Harrison y

Harvey, 1973; Ryall y Pentzer, 1979;  El-Goorani y Sommer, 1981; Kanellis y

Solomos, 1985;  Sommer 1985; Ke et al., 1991a; Tonini, et al., 1993; Youssef y

Mitcham, 1997; Ahmadi et al., 1999; Guevara et al., 2001; Piña-Dumoulín, et al.,

2001; Rattanapanone, et al., 2001; Haffner, et al., 2002; Lichter, et al., 2002;

Bertolini et al., 2003).  Se ha reportado que las AC retardan la senescencia de los

productos hortofrutícolas (Kader et al., 1989); disminuyen la incidencia del daño

por frío (Hardenburg et al., 1986; Yahia, 1998); controlan las poblaciones de

insectos en productos hortofrutícolas (Wang, 1977; Ke et al., 1990; Yahia et al.,

1992; Yahia y Hernández. 1993; Yahia y Carrillo-López, 1993; Yahia, 1998; Grove,

et al., 2000; Ortega-Zaleta y Yahia, 2000; Alonso et al., 2005); previenen

infestaciones por ratas e insectos en bodegas de frutas y hortalizas (Ryall y

Pentzer, 1979; Yahia y Hernández, 1993; Yahia y Ortega-Zaleta, 2000); retrasan la

maduración de ciertos frutos (Mencarelli y Savarese, 1991); promueven la

desastringencia de algunos productos (Pesis y Ben-Arie, 1984); e inhiben ciertos
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desórdenes fisiológicos (Tonini, et al., 1993).  Se han llevado a cabo diversas

revisiones bibliogáficas enfocadas a conceptos sobre AC y AM (Harvey, 1977;

Hatton y Cubbedge, 1977; Kader y Morris, 1977; Spalding, 1977; Weichmann,

1977a,b; Smock, 1979; Isenberg, 1979; Kader, 1985; Weichmann, 1986; Zagory y

Kader, 1988; Liu, 1992; Yahia, 1997; Yahia, 1998).  Todas ellas han señalado los

efectos benéficos y dañinos de estas atmósferas artificiales.  El almacenamiento

de los productos hortofrutícolas en atmósferas controladas todavía se limita a su

aplicación principalmente en manzanas, peras, aguacates (en Zamora,

Michoacán, en donde se utiliza el término engasar  para referirse a esta técnica) y

kiwis; sin embargo, existen muchos estudios sobre el potencial de dichas

atmósferas para almacenar un número creciente de frutas y vegetales.  Los

beneficios técnicos del almacenamiento de los productos hortofrutícolas en

atmósferas controladas se han demostrado grandemente en un amplio rango de

flores también. Sin embargo, las implicaciones económicas en el uso de esta

tecnología, comparativamente más cara, ha limitado su aplicación comercial.  No

obstante, con los desarrollos tecnológicos de la actualidad, el equipo de control

más preciso y los estudios de reducción de costos están facilitando el uso

comercial del almacenamiento en AM y AC para un número creciente de

productos hortofrutícolas, especialmente para su empaque y transportación

(Thompson, 1998; Bender, y Brecht 2000; Ding, et al., 2002).

 La concentración interna de O2, CO2, y etileno (C2H4) en el tejido vegetal

determina las respuestas fisiológicas y bioquímicas de ese tejido a una atmósfera

de almacenamiento particular.  Según Kader et al. (1989), las concentraciones
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internas están determinadas por la velocidad de producción de CO2 y  C2H4, así

como la permeabilidad de las barreras naturales del tejido vegetal (cutícula,

epidermis, estomas, lenticelas, etc.), barreras sintéticas como las ceras; la

diferencia en la presión parcial de los gases adentro y afuera del tejido entre otros

factores (Yahia, 1992).

i) ATMÓSFERAS RICAS EN CO2

    Las atmósferas ricas en CO2 son aquellos ambientes que contienen niveles de

CO2 mucho mayores que los presentes en el aire (0.03%).  Una atmósfera rica en

CO2 puede ser generada en forma activa o pasiva  (Smith, 1963; Lugg, 1977).

Algunos de  los efectos que estas atmósferas tienen sobre los productos

hortofrutícolas son: la  disminución en las reacciones sintéticas de los frutos

climatéricos, retardo del inicio de la maduración, inhibición de algunas reacciones

enzimáticas, disminución en la producción de algunos volátiles orgánicos,

modificación del metabolismo de algunos ácidos orgánicos, reducción de la

velocidad de la ruptura de cadenas de substancias pécticas, inhibición de la

ruptura de la estructura de la clorofila, retraso del crecimiento de hongos,

inhibición del efecto del etileno, aparentemente por competencia de este

compuesto con sus receptores debido a la semejanza en estructura molecular del

etileno y el CO2 . Las AM y AC reducen la sensibilidad del producto vegetal al

etileno (Yahia, 1992); cambios en el contenido de azúcares en productos como la

papa y el camote,  así como un retraso en la germinación de la misma, inhibición

del desarrollo postcosecha, retención de la textura así como una disminución en
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los niveles de decoloración en los productos hortofrutícolas (Thompson, 1998;

Tian, 2002).   Las atmósferas ricas en CO2 reducen la velocidad de respiración de

los productos hortofrutícolas cosechados por un mecanismo de retroalimentación,

es decir, la acumulación de CO2 en la atmósfera ocasiona una disminución en la

actividad respiratoria estableciéndose un proceso de retroalimentación en el cual,

al saturarse la atmósfera de CO2 se reduce la respiración.  La elevación de la

concentración de CO2 en muchos tejidos vegetales en postcosecha bloquea el

movimiento del progreso de la ruta respiratoria, resultando en la disminución neta

y frecuentemente importante de la respiración.  Este efecto del CO2, aunque no es

universal, ha sido demostrado en plántulas, plantas intactas, órganos vegetales

cosechados y se ha encontrado tanto en condiciones aerobias como en las

anaerobias. El grado al cual la respiración es bloqueada aumenta en relación con

la concentración de CO2 en la atmósfera. Por ejemplo, en las semillas del chícharo

(Pisum sativum, L.) se mostró que la acción inhibitoria del CO2 a concentraciones

de hasta el 50% aumentó aproximadamente con la raíz cuadrada de la

concentración (Wager, 1974a). Por tanto, aparentemente el CO2 parece retrasar el

proceso respiratorio pero no  lo bloquea totalmente.

      En condiciones aerobias el efecto de las altas concentraciones de CO2   está

estrechamente unido al nivel de reservas energéticas respiratorias dentro del

tejido vegetal.  La respiración es bloqueada por las altas concentraciones de CO2

cuando están presentes las suficientes reservas energéticas respiratorias, una

condición muy común en la mayoría de los productos vegetales en postcosecha.

Sin embargo, bajo las condiciones en las que se le priva al tejido vegetal de una
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fuente inmediata de carbono almacenado para los procesos respiratorios, la

respiración ya no disminuye por efecto de las altas concentraciones de CO2.

     El mecanismo de acción preciso de la disminución de la respiración no ha sido

explorado adecuadamente.  Se sabe que el efecto inhibitorio no se debe a un

daño permanente al tejido vegetal, ya que éste se recupera tan pronto como es

expuesto a las condiciones atmosféricas normales. Bajo condiciones aerobias se

ha demostrado que el CO2 afecta al ciclo de los ácidos tricarboxílicos en la

manzana en dos puntos: la conversión del succinato en malato y el malato en

piruvato.  La enzima succinato deshidrogenasa parece ser la enzima más

afectada. El otro punto es el efecto tóxico de las altas concentraciones de CO2

resultando en altas concentraciones de succinato acumuladas en los tejidos de la

manzana, las cuales causan daño a los mismos (Kays, 1991).

    A concentraciones de 20% o más (dependiendo del cultivar, la concentración de

oxígeno y la duración de la exposición) pueden ocasionar la acumulación de

ETOH y de ACET dentro de los tejidos (Smagula y Bramlage, 1977a,b; Kader,

1986; Thompson, 1998; Petracek, et al., 2002).  También son afectados, ya sea

positiva o negativamente, los cambios en la composición de los productos por las

atmósferas ricas en CO2, e.g., la retención del color, la firmeza (Anderson y

Hardenburg, 1977; Buescher y Henederson, 1977), o el sabor y el valor nutritivo

(Hatton y Cubbedge, 1977; Weichmann, 1986; Pelayo et al., 2003).

  Las atmósferas ricas en CO2 pueden aliviar, agravar, o inducir

algunos desórdenes fisiológicos en frutos y vegetales frescos (Brecht et al., 1973b;
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Isenberg, 1979; Wallick y Zinnen, 1990; Lee et al., 1990; Nanos y Mitchell, 1991;

Thompson, 1998; Kupferman, 2001; Argenta, et al., 2002).  Con el objeto de

explicar estas respuestas, Mitz (1979) reportó que ciertas presiones parciales

mínimas específicas del CO2 son requeridas para inducir actividades específicas,

lo cual representa una mínima concentración o umbral para causar una reacción.

También existen factores intrínsecos en los productos hortofrutícolas que afectan

su tolerancia al almacenamiento en atmósferas ricas en CO2, tales como:  época

de cosecha (Browne et al., 1984), estados de desarrollo del producto (Kubo et al.,

1989; Kubo et al., 1990), especie y cultivar (Lau, 1985; Wollin et al., 1985;

Kupferman, 2001; Rattanapanone, 2001; Haffner, et al., 2002), tipo de producto,

temperatura de almacenamiento, tiempo de exposición a dicha atmósfera, y

concentración de CO2 (Ke et al., 1990; Rattanapanone, et. al., 2001).

  La importancia del estudio de los efectos de las altas concentraciones de

CO2 en el almacenamiento de los productos hortofrutícolas cosechados es que

éste es un producto de la respiración que puede disminuir la velocidad de sus

procesos fisiológicos a medida que los niveles de CO2 aumentan en la atmósfera

de almacenamiento (Kubo et al., 1990). Se hace esta aclaración debido a que se

ha observado que el CO2 no ocasiona la disminución de la velocidad de los

procesos fisiológicos en las plantas bajo cultivo (órganos vegetales unidos a la

planta) (González Meler, et al., 2004).  Además, el CO2 no deja ningún residuo

tóxico en los productos almacenados.  Sin embargo, es importante considerar

algunos factores que podrían conducir a la emanación de aromas desagradables

debidos a los procesos fermentativos, o el desarrollo de desórdenes fisiológicos

cuando los productos no son almacenados apropiadamente en este tipo de
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atmósferas enriquecidas con CO2 (Lipton, 1977; Argenta, et al., 2002; Petracek, et

al., 2002).  Algunos estudios se han enfocado en los efectos de las altas

concentraciones de CO2 sobre la respiración y la producción de etileno (Kerbel,

1990; Kubo et al., 1990; Pal y Buescher, 1993); sobre los cambios en ácidos

orgánicos, aminoácidos y azúcares (Singh et al., 1970; Pelayo, et al., 2003); daños

y calidad comercial de lechuga (Stewart y Uota, 1971); y sobre el metabolismo de

los compuestos fenólicos (Siriphanich y Kader, 1985).

PROPIEDADES DEL CO2

 La exposición de los productos hortofrutícolas a altas concentraciones de

CO2 en el ambiente ocasiona diversos tipos de reacciones. Al CO2 se le conoce

también como: anhídrido carbónico, gas ácido carbónico o hielo seco.  Mitz (1979)

describió las principales propiedades del CO2 como sigue: el CO2 tiene una

estructura simétrica lineal (Fig. 1), de ahí que tenga un momento dipolo de cero y

se podría considerar como una sustancia no polar, de alta estabilidad.

(O=C=O)

Fig.1. Estructura simétrica lineal del CO2

  Su peso molecular es de 19.56 g/mol (44.01 lb/mol), su volumen específico es

de 0.42 m3/2.2 kg (0.19 m3/kg) (8.74 ft3/lb), su calor específico es de 3.92 BTU/2.2

Kgmol-°C (1.78 BTU/Kgmol-°C) (3.92 BTU/lb mol-°F) a 21.1°C, su gravedad
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específica es de 1.555 a 21°C, la densidad del gas es de 0.052 g/28.317dm3

(0.00184 g/dm3) (0.1144 lb/ft3) a 21.1°C, 468 Kg/m3, y 14.7 psia, Psat a 21.1°C es

de 852.8 psia; la densidad del líquido es de 21.65 g/28.317dm3) (0.76 g/dm3)

(47.64 lb/ft3), su punto de ebullición es de -79°C, el punto crítico es de 31.05°C a

presión de 1070.6 psia, triple punto: 21.05°C a una presión de 75.13 psia.  Es un

gas no inflamable, incoloro, de sabor y aroma, en grandes concentraciones,

agudamente ácidos, se encuentra en la atmósfera en concentraciones de 0.03%

(370.3 ± 107 ppm ó µL/L); puede existir simultáneamente como líquido y gas a una

temperatura de -56.6°C y a una presión de 60.4 KPa.; su constante de solubilidad

de Henry es: 298.15 mol/Kg ± bar; su solubilidad en agua es de 0.9 vol/vol a 20°C.

A una temperatura de -79°C y a presión atmosférica el CO2 se expande, formando

el famoso hielo seco  a una densidad de 44.27 g/28.32 dm3 (1.56 g/dm3) (97.4

lb/pie3), compactándose el sólido resultante en una prensa de hielo seco. El hielo

seco tiene la capacidad de enfriamiento del doble que el hielo formado por la

solidificación del agua. El vapor de CO2 o gas revertido  producido junto con el

CO2 sólido, al ser expandido, se recupera típicamente en un sistema de reversión

y regresa al tanque de almacenamiento. Debido a su escaso contenido de CO2 la

atmósfera normal no es una buena fuente de producción de CO2. Éste se obtiene

mediante corrientes de productos de desecho provenientes de diversos procesos

industriales, tales como la combustión de algunos materiales y compuestos así

como el gas natural. Las grandes cantidades de dióxido de carbono usualmente se

almacenan y se transportan en forma líquida bajo presión elevada y refrigeración.

Aunque no es realmente inerte, el CO2 no reacciona con muchos materiales y, a

menudo, se utiliza para varios propósitos, tales como la purga de tanques y
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reactores, se adiciona a bebidas refrescantes para obtener su burbujeo

característico, para aumentar la dureza de las aguas desalinizadas, para el ajuste

del pH de algunos procesos o corrientes efluentes, en la industria de la

panificación se utiliza para dar volumen a la masa al calentarse o exponerse a

ácidos; como atmósfera de almacenamiento; el hielo seco se usa para abatir la

temperatura de los congeladores en los lugares de distribución de helados, nieves,

productos congelados; en el medio artístico se usa para la creación de efectos

especiales; también se utiliza para llenar ciertos tipos de extinguidores de fuego ya

que se acostumbra confiar en sus propiedades inertes, su densidad y baja

temperatura a la que es liberado de su almacenamiento a alta presión; en grandes

cantidades el CO2 se puede utilizar como un fluido de transferencia de calor a baja

temperatura o como parte de un sistema de cascada mecánica de refrigeración,

etc. Sin embargo, se deben tomar ciertas precauciones al manejarlo

cotidianamente, ya que puede ocasionar asfixia si se inhala a alta presión. El CO2

es un dilatador cerebral. En concentraciones entre el 2 y 10% puede ocasionar

náusea, mareo, cefalea, confusión mental, aumento de la presión arterial y

frecuencia respiratoria. Arriba del 8% produce náusea y vómito; las

concentraciones por arriba del 10% ocasionan inconciencia, excitación, respiración

acelerada, ardor de la fosas nasales y garganta, sofoque y muerte; puede dañar el

ganglio retinal, y el sistema nervioso central en forma crónica. El contacto con el

CO2 en forma de gas frío puede ocasionar el congelamiento del tejido expuesto al

mismo. La humedad del aire puede conducir a la formación de gas carbónico, el

cual puede irritar los ojos. El CO2 es más pesado que el aire y no se debe permitir
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su acumulación en áreas bajas. Sus rutas de acceso son: la inhalación, la piel y el

contacto con los ojos. (Chemweek, 2006)

                                       Su estructura de resonancia es la siguiente (Fig. 2):

(+O-CºO- « -OºC-O+)

Fig. 2 Estructura de resonancia del CO2.

 Le permite reaccionar con material nucleofílico como las aminas, especialmente

con aquéllas primarias sin carga, para formar ácido carbámico (Fig. 3)

(Lehnigher, et al., 1995) en una reacción reversible en soluciones neutras o

ligeramente alcalinas.  Así, el CO2 puede cambiar reversiblemente las propiedades

físicas y bioquímicas de los constituyentes celulares.  La selectividad del CO2

puede causar cambios en la dirección de las reacciones enzimáticas, ya sea la

activación de una enzima particular en un tejido o su inhibición en otro.  El CO2 se

acumula en algunas regiones ocasionando levantamientos de la presión local, los

cuales pueden ser suficientes para iniciar actividades específicas (efectos de

umbral).

  Desde el punto de vista molecular, la reacción del CO2 con las

aminas primarias muy probablemente ocurre con los aminoácidos, péptidos y

proteínas de la célula. En estos tres casos se ha observado la formación del

carbamato. Los cambios observados en las propiedades químicas asociadas con

H2N C  O-

O

Fig. 3.-  Ión Carbamato
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estas reacciones son notables. Por ejemplo, las sales de calcio de los

aminoácidos son normalmente muy insolubles. Sin embargo, a medida que se

forma el ión carbamato por la reacción del CO2 con las aminas, también puede

ocurrir la solubilización de estas sales de metales de aminoácidos que

normalmente son insolubles.   La reacción del CO2 con los grupos amino del sitio

de unión de la coenzima con la enzima puede inhibir la unión de ésta con la

enzima correspondiente.  El transporte de iones a través de las membranas

también puede verse afectado por el CO2.  Si los grupos amino de las proteínas

estructurales cambian temporalmente sus cargas positivas a negativas cuando

reaccionan con el CO2 favorecen el transporte de iones positivos e inhiben el

transporte de los negativos (Mitz, 1979).

      Las características de las cadenas laterales ionizables de los

aminoácidos dependen del pH, de ahí que la actividad enzimática varíe con los

cambios en el mismo provocados por las altas concentraciones de CO2.  Cuando

se suscitan cambios extremos en el pH la estructura terciaria de la proteína se

puede disgregar desnaturalizándose. Incluso en valores moderados de pH, en los

que la estructura terciaria no se ha disgregado, la actividad enzimática puede

depender del grado de ionización de ciertas cadenas de aminoácidos laterales, y

el perfil del pH de una enzima puede sugerir la identidad de aquéllos residuos

(Palmer, 1991).

  Se piensa que el CO2 cambia las propiedades de la superficie de las

mitocondrias, como la solubilidad, el transporte de intermediarios metabólicos,

actividad enzimática gracias a una composición lipídica específica de su
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membrana que le permite, por ejemplo a las enzimas mitocondriales actuar  más

eficientemente con su sustrato en el ambiente acuoso mitocondrial (Mitz, 1979).

  En la membrana, el CO2 puede cambiar las cargas positivas del

grupo amino de las proteínas en iones negativos de ácido carbámico, los cuales

pueden favorecer la difusión de los iones positivos en lugar de los negativos.  Este

cambio de cargas puede ayudar a que la membrana altere su composición; así, se

pueden abrir o cerrar hoyos o canales en la membrana debido a la atracción o

repulsión de cargas similares u opuestas (Mitz, 1979).  Frenkel y Patterson (1974)

encontraron en el corazón de las peras Bartlett   (tejido del ovario confinado por

los haces vasculares concéntricos internos) alteraciones en los sistemas de

membranas, incluyendo la de la mitocondria, plástidos, tonoplasto y citoplasma

cuando se sometieron estos frutos a una atmósfera de almacenamiento con

concentración de 10% de CO2 a 0ºC  por 90 días.  Ellos declararon, así, una

pérdida de organización celular, la cual podría explicar la naturaleza del efecto

dañino del CO2 en dichos tejidos del fruto.

ii) FERMENTACIÓN

De acuerdo con una definición formal, fermentación es la degradación

anaerobia de los carbohidratos (Fidler, 1968; Richter, 1972; Kruger, 1990;

Lehninger, et al., 1995) e involucra un desvío de la respiración normal hacia la

producción fermentativa de ETOH, ácido láctico, ácido butírico, ácido fórmico, ó

ácido propiónico cuando el oxígeno molecular no es un aceptor terminal de
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electrones (Richter, 1972; Miernyk, 1990; Lehninger, 1995).  En la mayoría de las

células vegetales, el ETOH y el CO2 son los principales productos de dicho

metabolismo anaerobio (Fig. 5), con pequeñas cantidades adicionales de ácido

láctico, el cual se forma en algunos tejidos vegetales, como chícharos en

germinación, frijoles, soya, lenteja y maíz (Leblová et al.,1974).

    Se ha reportado que durante la anaerobiosis, la producción de ETOH en el

tejido vegetal también se acompaña de un aumento en la concentración de ACET,

y que la proporción ETOH/ACET es de aproximadamente 100:1 (Norman y Craft,

1971). Chen y Chase (1993) explican estos resultados debido a la inducción de la

enzima piruvato descarboxilasa (PDC) (EC 4.1.1.17) (Enzyme Nomenclature,

1984), la cual es activada por el Mg++ y requiere de pirofosfato de tiamina

( codescarboxilasa ) como  coenzima (Richter, 1972). El pirofosfato de tiamina

(vitamina B1). El anillo tiazol de su estructura puede perder un protón para producir

un átomo de carbono cargado negativamente. Éste es un nucleófilo potente y

puede participar en la catálisis covalente. Así, la piruvato descarboxilasa utiliza el

TPP para catalizar la producción de ACET a partir del piruvato según la reacción

que se muestra en la Figura 5. El paso de la descarboxilación real se facilita por la

catálisis electrofílica a medida que el anillo de tiazol retira electrones. La reacción

podría proceder en la ausencia de la enzima, sin embargo, el ACET formado

tiende a reaccionar con el complejo TPP-acetaldehído (Fig. 4) para producir

acetoína como producto final. La piruvato descarboxilasa estabiliza al complejo

TPP-acetaldehído y evita que ocurra dicha condensación (Fig. 6) (Palmer, 1991).



29

Fig. 4 Complejo TPP-acetaldehído

          El ACET juega el papel de aceptor de hidrógeno en este

proceso, es convertido a ETOH mediante la enzima alcohol

deshidrogenasa (ADH) (alcohol: NAD+ oxidorreductasa; EC 1.1.1.1)

(Fidler, 1968) (Fig.5), bajo dichas condiciones de estrés ambiental.

Fidler (1968) realizó investigaciones sobre el metabolismo del ACET

en tejidos vegetales como manzanas y demostró que éste es

convertido ya sea a CO2 o a ETOH.

TPP-C--OH

CH3
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NAD+ =  Nicotinadenindinucleótido
TPP   =  Pirofosfato de tiamina (coenzima)
Mg++  =  Magnesio

Fig. 5. Reacciones del proceso de fermentación etanólica
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Figura 6. Acción del pirofosfato de tiamina (TPP)

          La ganancia energética en el metabolismo anaerobio de la glucosa es de dos

moles de ATP por cada mol de glucosa, lo cual es muy bajo cuando se compara

con las 38 moles de ATP que se obtienen cuando una mol de glucosa es

metabolizada aerobiamente en CO2 y H2O (Zemlianukhin e Ivanov, 1978; Palmer,

1991).  En algunos tejidos vegetales la cantidad de glucosa utilizada a través de la

respiración anaerobia no es proporcional a la cantidad de ETOH producido. Se

producen ácidos orgánicos en lugar de ETOH; éstos incluyen al ácido láctico y, en

algunos casos, incluso a los ácidos málico y cítrico (Richter, 1972; Palmer, 1991).

Al exponerse los productos hortofrutícolas al almacenamiento en altas

concentraciones de CO2 se puede ocasionar una desviación del metabolismo

normal de los carbohidratos (glucólisis) hacia la producción de  ETOH, incluso en

presencia de O2 en abundancia (Smith, 1963; Jackson et al., 1982; Kimmerer y
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Kozlowski, 1982) parecido al Efecto Crabtree , en hongos y levaduras en donde al

faltar O2 por efecto del CO2 favorece la acumulación de ETOH.  Así, el aumento

del consumo de glucosa deprime la respiración, disminuyendo a su vez el

consumo de O2.  En Sacch. Cerevisae la respiración es restringida no sólo bajo

condiciones anaerobias, sino también bajo la presencia de un medio rico en

glucosa. (Matile, et al., 1969). El fenómeno de la fermentación aerobia y la

disminución de la actividad respiratoria ocurren debido a altas concentraciones de

glucosa y fructosa como fuente de carbono. La glucosa inhibe específicamente la

síntesis de enzimas respiratorias y ocasiona la formación de mitocondrias

rudimentarias en las levaduras (Matile, et al., 1969). Además se ha implicado la

competencia entre la glucólisis y la cadena de transporte de electrones por el

fosfato inorgánico en este último proceso (Koobs, 1972). De acuerdo con Kennedy

et al. (1992), la glucólisis es una ruta ubicuita  que opera tanto en condiciones

aerobias como anaerobias. De ahí que, en una atmósfera normal se producen

CO2 y H2O, pero, si la atmósfera es rica en CO2 y/o hay carencia de O2, operará la

glucólisis hacia los procesos de fermentación.

  Barford y Hall (1979) especularon que el efecto Crabtree  puede deberse

meramente a una adaptación muy lenta de las células a una condición

completamente respiratoria.  Los altos niveles de CO2 pueden inducir también la

acumulación de ETOH con ACET, incluso en presencia de oxígeno en el ambiente

de las plantas superiores (Thomas, 1925; Ranson, 1953; Smith, 1963).  Ranson et

al. (1957) encontraron una  inhibición de la enzima succínil deshidrogenasa

(E.C.1.3.99.1) (Enzyme Nomenclature, 1984), en el endospermo de frijoles

(castor) en germinación. Así, cuando estos tejidos eran expuestos al aire, el
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succinato se convertía vía fumarato en malato; sin embargo, cuando dicho tejido

se exponía a una atmósfera de 20% de CO2,  o más, el consumo de succinato se

inhibía rápidamente.  Miller y Evans (1956) reportaron que la enzima citocromo

oxidasa de las plantas se inhibía con el bicarbonato.

     Otro aspecto interesante es que la producción de ACET y ETOH no requiere

necesariamente de células vivas. Este descubrimiento data de 1897 por Buchner,

quien descubrió que se podían obtener los productos de la fermentación en el jugo

exprimido de levaduras, exento de células (Richter, 1972).

 PRODUCCIÓN DE ACETALDEHÍDO ETANOL Y ÁCIDO LÁCTICO

 El ETOH se puede encontrar ocasionalmente en bajas concentraciones en

tejidos vegetales normales, saludables y sus niveles aumentan a medida que los

frutos maduran (Smith, 1963).  Sin embargo, se pueden desarrollar sabores no

característicos en dichos tejidos vegetales debido a la acumulación de ACET y

ETOH (Lipton y Harris, 1974; Kader, 1986).  Existe controversia acerca de la

fitotoxicidad de estos compuestos (Smagula, y Bramlage, 1977a; Jackson et al.,

1982; Perata y Alpi, 1991).  En algunos tejidos vegetales, el ETOH puede ser

retirado del almacén mediante ventilación del mismo, pero la remoción depende

de la duración de la exposición de los productos a las condiciones particulares de

la atmósfera modificada o controlada (Kader, 1986).

  La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (EC 1.1.1.27) también es una

enzima importante en el proceso de fermentación como lo describe Miernyk

(1990), ya que convierte al piruvato en lactato utilizando NADH como agente

reductor. Esta enzima ha sido purificada y caracterizada a partir de mamíferos.
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Aparentemente existen dos tipos de LDH en los tejidos vegetales: uno es

constitutivo y el otro es inducido por condiciones de carencia de O2. No todas las

plantas poseen la actividad constitutiva de esta enzima, pero si está presente, no

parece haber ninguna especificidad de tejido para su expresión.  Las lactato

deshidrogenasas inducibles  son más comúnmente reportadas en preparaciones

de raíces, semillas en desarrollo o embebidas y en órganos vegetales de reserva

voluminosos y grandes.  Las propiedades catalíticas y fisicoquímicas de las

isozimas LDH de los vegetales son similares a las de los tejidos animales.  El pH

óptimo para su actividad in vitro es de 7 en la dirección de la reducción del

piruvato y de 8.4 a 9.5 en la dirección de la oxidación del lactato.  Todas las

isozimas LDH de las plantas parecen ser proteínas tetraméricas. Son comunes las

isozimas de la LDH en los tejidos vegetales y sus formas electroforéticas abarcan

desde una hasta seis.  Aparentemente, en la mayoría de los casos los productos

de dos genes estructurales dan como resultado cinco isozimas heterotetraméricas

(Dennis y Turpin, 1990).

  La tolerancia a la carencia de O2 es muy diferente en los diversos tejidos

vegetales.  Así, Zemlianukhin e Ivanov (1978) hicieron una clasificación  de

plantas tolerantes y no tolerantes al estrés producido por la anaerobiosis, de

acuerdo con el fenómeno llamado Efecto Pasteur , definido como un incremento

de la glucólisis bajo condiciones de supresión de la respiración normal, en los

medios azucarados, en presencia de aire el metabolismo pasa espontáneamente

al proceso anaerobio (Parés y Juárez, 1997; Yahia, 1993).  El ácido pirúvico ya no

se oxida, sino que es descarboxilado para formar ACET y CO2, siendo el ACET

reducido a ETOH (Isenberg, 1979; Yahia, 1993).  Laszlo y Lawrence (1983),
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mediante la técnica de electroforesis, observaron un aumento en la actividad de la

PDC paralelo al incremento de la ADH en raíces de maíz expuestas a un ambiente

anóxico. El aumento en los niveles de estas dos enzimas bajo dichas condiciones

ambientales permite la producción de NAD+, el cual es requerido para mantener

funcionando la ruta de Embden-Meyerhoff Parnass.  El incremento en los niveles

de acción de estos dos sistemas enzimáticos permitiría el metabolismo de aquel

exceso en la concentración del ácido pirúvico en el citoplasma, el cual sería el

resultado de la inhibición de la función de la mitocondria bajo anaerobiosis. Ya que

los genes estructurales de la PDC y la ADH no están ligados genéticamente,

deben ser unidades de transcripción independientes  y, por tanto,  definen un

sistema de aparente regulación coordinada de la expresión de genes estructurales

de dos actividades enzimáticas metabólicamente relacionadas, ya que la PDC y la

ADH catalizan reacciones secuenciales de la ruta Embden-Meyerhoff Parnass.

Chen y Chase (1993) apoyan a dicha definición al encontrar la inducción de la

PDC únicamente en frutos de jitomate expuestos a la anaerobiosis pero no así

durante el proceso de maduración del jitomate.  Speirs, et al., (2002) encontraron

que el aumento en la actividad de la ADH, en el fruto del jitomate, en el proceso de

maduración, se correlacionaba fuertemente con la velocidad de suavización del

mismo, sugiriendo así, que la inducción de la actividad de la ADH en el fruto era

probablemente una función directa de la maduración. De manera que la presencia

de esta enzima y sus productos de la fermentación están normalmente

involucrados en el desarrollo del sabor de estos frutos.
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  Ha existido controversia acerca de la producción de ETOH por parte de las

plantas bajo diferentes tipos de estrés del medio ambiente, como el O3, el

encapsulado de las hojas en hielo, el medio ambiente anaerobio de los nódulos de

las raíces (Donaldson et al., 1985), ambientes con SO2, carencia de O2 (Ke, et al.,

1991b), y/o altas concentraciones de CO2, así como las inundaciones (bajos

niveles de O2) (Kimmerer y Kozlowski, 1982).  Sin embargo, parece que la

producción de ETOH es un mecanismo importante por el cual las plantas pueden

sobrevivir a dichos tipos de estrés y continúan respirando (Kimmerer y Kozlowski,

1982).  Potencialmente el ETOH puede causar daño a las plantas inundadas

(Kiyosawa, 1975; Vartapetian et al. 1978; Andrews y Pomeroy, 1979; Nandini-

Kishore et al., 1979; Jakson et al., 1982; Perata et al., 1986).

  Con respecto al consumo de O2, se ha reportado que, en plantas

resistentes al estrés causado por altos niveles de CO2 o carencia de O2, la

actividad respiratoria es mayor que en las sensibles.  También muestran mayor

habilidad para utilizar el ETOH y el ácido láctico, en sustitución de la glucosa,

como sustratos para la respiración (Chirkova, 1978).

  Los resultados de investigaciones sobre el metabolismo del ETOH bajo

condiciones anaerobias  indicaron que parte de este compuesto o sus metabolitos

son transportados a otros órganos, tanto en plantas resistentes como sensibles.

Sin embargo, se encontraron diferencias importantes con respecto a la utilización

del ETOH entre ambos tipos de plantas (Chirkova, 1978; Cossins, 1978).  Las

condiciones anaerobias inducen un aumento de la oxidación de la  glucosa por la
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ruta alternativa de las pentosas fosfato en plantas sensibles a la hipoxia

prolongada (i.e. más de 48 horas).  Este efecto parece proteger a las plantas

contra el envenenamiento por ETOH.  En  el caso de las plantas resistentes a la

carencia de O2, se ha encontrado un aumento en la intensidad de la glucólisis, lo

cual conduce a un aumento en su efectividad energética, que es consistente con

la falta de acumulación de ETOH y ácido láctico encontrados en sus tejidos

(Zemlianukhin e Ivanov, 1978; Ke et al, 1991b).  Las plantas resistentes utilizan

también el ETOH como sustrato para la producción de azúcar a través de la

gluconeogénesis (Chirkova, 1978), lo cual  revierte la dirección de las reacciones

enzimáticas, resultando, principalmente, en la formación de ácidos orgánicos en

lugar de la acumulación de ETOH. También se ha reportado la exudación de

ETOH o su metabolismo en algunas plantas resistentes, tales como las raíces del

betabel, y se dice que éstas tienen un metabolismo secundario realzado, ya que el

ETOH puede convertirse en acetaldehído, acetil CoA y, por tanto es sustrato

potencial para la síntesis de muchos compuestos secundarios como los terpenos,

alcaloides como los derivados de la pirrolidina, síntesis de ácidos grasos, síntesis

de hormonas vegetales, etc. (Kenefick, 1963; Goodwin y Mercer, 1974; Chirkova,

1978).

         Existe mucha controversia acerca del probable daño a los tejidos vegetales por

el ACET más que por el ETOH (Smagula y Bramlage, 1977a,b; Stewart et al.,

1980; Kimmerer y Kozlowski; 1982; Perata y Alpi, 1991).  Stewart. et al., (1980)

reportaron síntomas de daño por ACET en la lechuga romana, los cuales

aparecían cuando ésta era expuesta a concentraciones del 3 al 6% de dicho



38

compuesto. Perata y Alpi (1991) reportaron daños inducidos por ETOH en células

de zanahoria. Smagula y Bramlage (1977a) han cuestionado estas observaciones

argumentando que el ACET podría emanar de los tejidos vegetales

inmediatamente después de su producción. En cambio Morris et al. (1979)

encontraron benéficos los efectos de los vapores de acetaldehído en fresas

cosechadas mecánicamente, resultando en un retardo en la pérdida de sólidos

solubles y la conservación de un buen color a la vista del consumidor. Los efectos

de las altas concentraciones de CO2 sobre la producción de ETOH en lechuga y

otros productos pueden jugar un papel en la emanación de aromas y sabores

desagradables debido a la fermentación que puede aparecer justo antes de

cualquier otro desorden fisiológico como la aparición de manchas de color marrón

(Stewart, et al. 1980).  Por otro lado Lichter, et al. (2002) lograron controlar la

putrefacción de las uvas por Botrytis cinerea  sumergiendo los racimos en ETOH

al 33% (v/v) bajo almacenamiento frío.  Las bayas obtuvieron puntajes de

evaluación sensorial más altos que las tratadas con dióxido de azufre (SO2), el

cual, además resulta ser alergeno para algunas personas.

         Otros factores que afectan la producción de ACET y ETOH en productos

hortofrutícolas expuestos a las atmósferas ricas en CO2 son:
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LUZ

     Kimmerer y Kozlowski (1982) encontraron que la producción de ACET y ETOH

era más rápida si los productos hortofrutícolas eran expuestos a ambientes

estresantes en presencia de la luz, más que en la oscuridad.

     Además de la intensidad luminosa, también es importante la duración de la

exposición de los productos vegetales a la misma.  El balance neto de carbono es

importante (adquisición vs. utilización del carbono), ya que es normalmente

deseable mantener al producto hortofrutícola en la misma condición cualitativa que

existía cuando fue cosechado (la remoción del mismo en la zona de producción en

donde se encuentran las plantas intactas).  Los requerimientos fotosintéticos en

postcosecha para las especies individuales en varios estados de su ciclo de vida

se desconocen. Sin embargo, es probable que los requerimientos para la toma de

carbono fotosintético necesarios para mantener la condición existencial de la

planta estén, de alguna manera, por encima de la utilización respiratoria burda de

la planta.  Esto se debe a los usos no respiratorios del carbón en reacciones de

mantenimiento.  La adquisición fotosintética del carbón se puede mantener en o

por encima de este punto crítico de mantenimiento con un rango de

combinaciones de intensidad-duración de luz.  No obstante, en algunas especies,

si son expuestas a períodos prolongados a intensidades mayores, los cloroplastos

son incapaces de almacenar apropiadamente el almidón adicional formado.  Como

consecuencia, la fotosíntesis es inhibida.  Los cambios en la cantidad de energía

luminosa que las plantas reciben a longitudes de onda particulares (calidad de la

luz) a menudo se alteran dramáticamente después de la cosecha.  Estos cambios
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ocurren principalmente debido al uso de luz artificial, la cual no contiene la misma

calidad espectral que la luz del sol, y del uso de material de sombreado que

absorbe selectivamente la luz de ciertas regiones del espectro.  Mientras que los

cambios fotomorfogénicos en la planta debidos a la calidad de la luz son

normalmente de una importancia mayor que los cambios en la velocidad

fotosintética neta, la exposición prolongada de las plantas a la luz que no es

espectralmente adecuada para la fotosíntesis comprometerá al mantenimiento de

la calidad del producto (Kays, 1991).

TEMPERATURA

 De acuerdo con Magness (1920), existen tres factores principales

que determinan la cantidad de CO2 y  O2 en los espacios intercelulares de los

tejidos vegetales a cualquier temperatura dada: (1) la velocidad de oxidación; (2)

la permeabilidad de la piel o cobertura epidérmica al CO2 y al O2; (3) la diferencia

de presión del CO2 y el O2 dentro y fuera del producto hortofrutícola bajo estudio.

 Los estudios electroforéticos de Zea mays han mostrado la existencia

de formas alternativas en el sistema enzimático de la ADH, i.e., isozimas que

influyen en la condición física  de las plantas individuales que las hacen soportar

ambientes adversos, estresantes, tales como la anaerobiosis (Crawford, 1978).

Algunas isozimas mostraron ser formas de la ADH termolábiles y, las menos

activas, eran formas de la enzima lentas para migrar (Crawford, 1978).
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 Brecht et al., (1973a) y Lipton (1987) encontraron  que el daño por

CO2, expresado como mancha parda en cultivares selectos de lechuga, era mayor

a 0°C  que a 2.5°C  cuando se almacenaban en atmósferas con niveles de 5% de

CO2.

 CONCENTRACIÓN DE O2 Y CO2

 Las bajas concentraciones O2, o su carencia causan el fenómeno de la

fermentación en las bacterias, las plantas y los hongos (Patterson y Nichols, 1988;

Ke et al., 1991b).  Las altas  concentraciones de CO2 también pueden ocasionar

fermentación incluso en presencia de niveles adecuados de O2 (Smith, 1957;

Lakshminarayana y Subramanyam, 1970).

 INTERACCIÓN DE ALTOS NIVELES DE CO2 Y BAJOS NIVELES DE O2

 Los efectos de las concentraciones reducidas de O2 y altas concentraciones

de CO2  sobre la actividad respiratoria de los tejidos vegetales son aditivos. La

combinación de 2% de O2 y 10% de CO2 ejerce aproximadamente el doble

impacto de cualquiera de estos compuestos por sí mismo (Kader, 1985; Ke et al.,

1991a).

Algunos estudios acerca de los cambios fisiológicos que ocurren en frutos

como los cítricos durante su almacenamiento en AC han indicado que el ETOH es

un componente volátil que muestra un cambio substancial (Davies y Chace, 1969).
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De ahí que se asuma que la cantidad de ETOH producida en los productos

hortofrutícolas puede ser un buen índice de la sensibilidad de los productos a altos

niveles de CO2 en la atmósfera de almacenamiento.

A pesar del conocimiento general que se tiene de las rutas bioquímicas de la

producción de ETOH dentro de los tejidos vegetales, todavía no es clara la razón

por la cual algunos productos hortofrutícolas son más sensibles que otros a las

altas concentraciones de CO2.

Se ha intentado diseñar modelos de simulación por computadora para

proporcionar ambientes óptimos para el almacenamiento de diversos productos

hortofrutícolas (Shewfelt, 1993), sin embargo, dichos intentos han fracasado

debido a que la sensibilidad al CO2 puede ser influenciada por muchos factores

tales como la estructura general del tejido vegetal, la parte de la planta, su

genética, las condiciones en que ésta crece, la época de cosecha, el estado de

madurez, sus mecanismos de defensa endógenos como la naturaleza de la

superficie externa del tejido (Kader y Morris, 1977; Kays, 1991; Shewfelt, 1993), la

severidad de su exposición a ambientes adversos, por lo que se ha sugerido que

la tendencia sea hacia el diseño sistémico o integral de técnicas de

almacenamiento en atmósferas controladas y modificadas que consideren todos

los factores antes mencionados (Shewfelt, 1993).  Por ejemplo, aquéllos productos

voluminosos son susceptibles de producción y acumulación de ETOH debido a la

atmósfera rica en CO2 creada dentro de ellos mismos.  Se cree que el CO2 se

acumula debido a la disrupción de las células con la consecuente liberación de sus

contenidos los cuales bloquean los espacios intercelulares, y los canales de

intercambio gaseoso a medida que el fruto madura (Burton, 1982a,b).  Por lo
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tanto, con el objeto de realizar una descripción general de la sensibilidad al CO2,

se deben considerar muchos factores como estos.

 Los ácidos de los alimentos pueden afectar la calidad de los mismos de

muchas maneras.  Pueden actuar como nutrientes, componentes del sabor,

realzadores del sabor, agentes gelificantes y quelatos para ciertos iones

desestabilizantes, supresores del oscurecimiento enzimático, y entidades

reductoras para la estabilización de reacciones de óxido-reducción como la

oxidación del ácido ascórbico (Sadler,1998).

 Los ácidos orgánicos pueden ser determinantes en la existencia de microflora

en los alimentos.  Muchos microorganismos patógenos y causantes de la

descomposición de los productos alimenticios son incapaces de crecer en

alimentos con alta acidez.  La proporción de azúcares y ácidos provee una

predicción precisa de la acidez de muchos alimentos agrios.  El valor de dicha

proporción es una de las pocas pruebas objetivas que se correlaciona bien con la

percepción organoléptica (Sadler, 1998).

 La acidez de algunos productos hortofrutícolas puede alterarse como resultado

de su exposición a altos niveles de CO2 en la atmósfera de almacenamiento

(Smith y Raven, 1979).

Siempre ha existido mucho interés en el estudio de la variación del pH

intracelular y su regulación en las células de las plantas superiores expuestas a
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ambientes estresantes, lo cual puede conducir a la producción, y consiguiente

acumulación, de ETOH.  Dicho interés se debe al supuesto de que el pH

intracelular podría controlar la carboxilación a través de los efectos que ejerce en

la actividad enzimática (Smith y Raven, 1979).  Se ha reportado que la exposición

de los tejidos vegetales a altos niveles de CO2 causa cambios físicos en el

balance iónico y el pH (Wager, 1974b).

En una atmósfera con alto contenido de CO2 este gas penetra a la célula.  Una

vez adentro se hidrata con un coeficiente de difusión aproximadamente 10,000

veces menor que en su fase gaseosa.  Genera HCO3
- y  H+ (así como otros

carbonatos) lo cual puede afectar al balance iónico, y por tanto, al pH intracelular

(Wager, 1974b; Bown, 1985).  Con estos cambios las funciones metabólicas

normales no podrían ser sostenidas (Siriphanich y Kader, 1986).

 Smith (1963) indicó que el efecto del CO2 sobre el contenido total de ácidos de

las frutas no mostraba un panorama muy claro.  Allen y Smock (1937) encontraron

una correlación significativa entre los cambios en la composición total de ácidos y

la composición de las atmósferas, en algunos productos hortofrutícolas.  Stoll et al.

(1958) reportaron que el contenido de acidez titulable de dos cultivares de

manzana se incrementaba después de ser expuestos al almacenamiento en

atmósferas controladas.

 Existe controversia sobre el efecto del CO2 en el pH.  Thornton (1937) estudió

los efectos de las atmósferas ricas en CO2 en diversos productos hortofrutícolas.
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Analizó el pH del jugo extraído mediante un electrodo de quinhidrona.  Encontró

en todos los casos un aumento en el pH después de la exposición de los

productos a altas concentraciones de CO2, el aumento fue mayor conforme

aumentaban los niveles de CO2 y a mayor tiempo de exposición.  Este cambio fue

del orden de 0.9 de unidad de pH en tejidos vegetales que originalmente

presentaban un pH de 5.0 (Smith, 1963).  Miller y Dowd (1936) encontraron un

aumento en el pH en jitomates almacenados seis días a 10° ó 20°C en 50% de

CO2.  Lebermann et al. (1968) observaron efectos similares cuando trabajaron con

brócoli.  Roberts et al. (1984a y b) encontraron una disminución en el pH en ápices

de raíces de maíz cuando fueron expuestas a hipoxia o a ambientes inundados.

 Wager (1974a) expuso chícharos verdes  a altas concentraciones de CO2 (5 a

30%) y observaron que la concentración interna normal de CO2 era muy alta.  Si

se modificaban los niveles de CO2, cambiaba el contenido de malato, tendiendo

así a mantener un pH constante.  De ahí que,  posterior a la transferencia a altos

niveles de CO2 (5 al 30%), el contenido de malato disminuía rápidamente en las

primeras horas, y después lo hacía más lentamente por hasta 20 horas.  Cuando

se regresaban los chícharos a la atmósfera de aire la concentración de ácido

málico aumentaba rápidamente hacia su contenido normal.  Se encontraron

respuestas similares en peras (Frenkel y Patterson, 1977).  Buescher y Brown

(1979) y Buescher y Adams (1983) reportaron una disminución en el ácido málico

después de exponer ejotes a altos niveles de CO2.  Sin embargo, en otros tejidos

tales como las plántulas de berro, se descubrió acumulación de malato después

de ser éstas expuestas a altos niveles de CO2 (Wager, 1974b). Ranson (1953)

mencionó que en plantas con metabolismo ácido de las Crasuláceas (CAM), en
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las que el CO2 se fija en ácido málico en la fase oscura, la síntesis de ácido se

promovía alimentando a la atmósfera de almacenamiento con CO2 en

concentraciones de hasta 5%.  Por arriba del  10% éste se retardaba

progresivamente; y se hacía más lento o se detenía por arriba del 50% de CO2.

 Por otro lado, Frenkel y Patterson (1977) observaron una disminución del ácido

cítrico en peras de la variedad Bartlett cuando se les almacenó en atmósferas con

altas concentraciones de CO2, mientras que Wager (1974b) no encontró efecto en

chícharos verdes con respecto a su contenido de ácido cítrico.

 En 1953, Ranson expuso hojas de kalanchoe a diferentes tipos de atmósferas,

tales como las de 20 a 90% de CO2 + O2; nitrógeno puro, CO2 puro, ó 1% de O2 en

N2.  Otros experimentos mostraron disturbios en el metabolismo de los ácidos, y

un resultado común fue la acumulación de succinato.  Hulme (1956), Frenkel y

Patterson (1977), y Wager (1974b) señalaron resultados similares en manzanas,

peras Bartlett, y chícharos verdes, respectivamente.  Wager (1974b) también

mencionó que cuando los chícharos retornaban a la atmósfera de aire, los niveles

de ácido málico se incrementaban rápidamente y volvían a su contenido normal, y

el contenido de ácido succínico disminuía lentamente.  La acumulación de ácido

succínico en los productos hortofrutícolas expuestos a altas concentraciones de

CO2 fue mencionada también por Yahia y Carrillo-López en  aguacate (1993).

Las áreas productoras de cultivos hortofrutícolas a menudo se encuentran lejos

de los centros de distribución y de mercadeo, así como de la industria del
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procesamiento de estos productos.  Existe la necesidad de proteger a dichos

productos contra el deterioro durante el transporte y el mercadeo dada la

abundancia de pérdidas postcosecha debidas, principalmente, a pudriciones

ocasionadas por microorganismos (Anónimo, 1979).  El uso de atmósferas ricas

en CO2 es una opción plausible para retardar la senescencia de los productos

hortofrutícolas perecederos; sin embargo, es importante también entender el

efecto de las AC y AM para aplicarlas a nuevos productos, considerando que

algunos de ellos pueden ser perjudicados por las altas concentraciones de CO2 en

su atmósfera de almacenamiento.

     A pesar de todos los desarrollos teóricos sobre las causas y formas en que el

ETOH se acumula en los frutos, muy poco se ha discutido acerca de la forma o

tendencias en las que esta acumulación se lleva a cabo y si es posible o no

determinar tendencias o patrones generales en este proceso. De manera general

e hipotética se puede considerar que, potencialmente, existen tres tipos de formas

o patrones en los que el ETOH se acumula en los tejidos vegetales (Fig. 7).

Fig.7. Modelos propuestos de acumulación de ETOH de los productos
hortofrutícolas estudiados.AR Acumulación Rápida, AG Gradual y AL Lenta

Tiempo de Almacenaje

ET
O

H AR
AG
AL
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     El primer modelo se puede llamar de acumulación rápida (AR). En aquellos

frutos que presenten este modelo el ETOH se acumula rápidamente en los tejidos

alcanzando la saturación de los mismos  al poco tiempo. En el segundo modelo la

acumulación es gradual (AG), es decir, el ETOH se va acumulando en los tejidos a

un paso más o menos constante, conforme se va produciendo a lo largo del

período de almacenamiento. El tercer modelo o patrón puede ser denominado

como modelo de acumulación lenta (AL). En este patrón la acumulación de ETOH

en los tejidos es muy lenta en un principio y, cuando alcanza un punto de

saturación en el tejido, o bien se alcanza la capacidad de actividad de las enzimas

que lo modifican, es cuando retoma a un paso acelerado en la acumulación del

ETOH.

     En las revisiones que sobre la literatura existente se hicieron para la

elaboración de esta tesis, no se pudo detectar que alguien haya propuesto, de

manera formal, la existencia de estos patrones de acumulación de ETOH de los

frutos sometidos a condiciones de fermentación, sin embargo, en la literatura

sobre fisiología vegetal, particularmente se han presentado desarrollos similares

en los que los patrones generales explican el comportamiento general de algunos

parámetros, si bien no de manera exacta (Kid y West, 1930; Alexander y Grierson,

2002). Éste es el caso de los patrones de producción de CO2 en los llamados

frutos climatéricos y no climatéricos. En los primeros lo importante es que la

actividad respiratoria y la producción de etileno tienen un incremento repentino
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que dispara una serie de reacciones enzimáticas al interior del fruto (Wills, et al.,

1989). Al igual que en el caso de la actividad respiratoria, en los frutos climatéricos

y no climatéricos, los patrones aquí presentados pueden variar en la forma exacta,

en la intensidad de la acumulación, o incluso en el tiempo al que se presentan (de

ahí que en la gráfica de la figura 7, antes mostrada, no se pongan unidades ya que

cada fruto variará en la cantidad de acumulación, según su sensibilidad y el tiempo

de acumulación).  La existencia de diferentes patrones de acumulación de ETOH,

al igual que de la producción del etileno en frutos climatéricos y no climatéricos,

obedece a la forma particular en que los frutos se han adaptado a condiciones

particulares de estrés y probablemente responde a la acción de enzimas

específicas o incluso a formas alternativas de isozimas que pueden activarse por

determinadas reacciones químicas que se dan en el interior de la célula como

respuesta a los estímulos  del CO2, que como se menciono arriba, pueden ser

muy variadas. En esta tesis se presenta como una propuesta de investigación el

poder  determinar si es que estos diferentes modelos de acumulación de ETOH

están presentes en la naturaleza y son presentados por alguno o algunos frutos, o

si bien la acumulación de ETOH en todos los productos hortofrutícolas es igual y

no existen patrones alternativos en la acumulación de este compuesto. Estos

planteamientos han sido sometidos a evaluación por la comunidad científica

internacional (Yáñez et. al 2000, ver apéndice II), sin que a la fecha se haya

refutado su validez.
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2.- HIPÓTESIS DE TRABAJO

Las atmósferas ricas en CO2 (en presencia de O2 a concentraciones

atmosféricas normales), producen cambios en el metabolismo fermentativo en

diferentes productos hortofrutícolas almacenados en refrigeración.

                                       2.1  OBJETIVOS

·  Este estudio se enfocará en la acumulación de ETOH en tejidos vegetales en

respuesta a su exposición a altos niveles de CO2 (30% v/v) (en combinación

con oxígeno a niveles lo más cercanos posible a los atmosféricos, 16 - 18%, ya

que los altos niveles de CO2 tienden a desplazar un poco al O2).

· Agrupar los diversos patrones de  acumulación de etanol (ETOH).

·  Determinar si el grado de madurez influye en este patrón de acumulación.

· Investigar si suceden cambios en el pH y la acidez total titulable en

homogeneizados de pulpa de los diversos productos hortofrutícolas.

· Evaluar los patrones de cambio en algunos  ácidos orgánicos del ciclo de

Krebs.

· Determinar si hay cambios en los sólidos solubles totales de diversos

productos hortofrutícolas almacenados en una atmósfera de 30% (v/v) de CO2,

balance aire (16-18% de O2) bajo refrigeración.
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2.2 METAS

· Determinar la sensibilidad en 20  productos hortofrutícolas, en almacenamiento

expuestos a tiempos cortos sometidos a atmósferas ricas en CO2, y

refrigeración comercial (7±1°C).

· Determinar si existe alguna relación entre los parámetros físicos y químicos de

los diversos productos hortofrutícolas bajo estudio y su respectiva acumulación

de etanol.

· Evaluar la influencia de la temperatura de almacenamiento en algunos

productos sensibles al daño por frío expuestos a una atmósfera rica en CO2

sobre su acumulación de ETOH.

· Observar si suceden cambios en el sabor de los productos hortofrutícolas

estudiados como consecuencia de cambios en su composición química.
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3.  MATERIALES Y MÉTODOS

 3.1 FUENTES Y PREPARACIÓN DE MUESTRAS

 Para los propósitos de este estudio se obtuvieron 20 diferentes productos

hortofrutícolas (ver tabla 2) de la Central de Abasto del D.F. A su llegada al

laboratorio de frutas de la U.A.M.I se procedió a lavarlos con detergente y agua,

con el propósito de realizar las prácticas de limpieza que se llevan a cabo

normalmente en bodegas y empacadoras comerciales para eliminar

microorganismos que pudieran influir en la producción de ETOH; se secaron, se

seleccionaron mediante una tabla de números aleatorios, y se marcaron.

3.1.1. Evaluaciones físicas

 Se pesó (en g.), se midió la longitud y el ancho (en cm) de cada uno de los

productos bajo estudio. El color fue medido utilizando el colorímetro Hunter Lab®,

basado en un sistema triestímulo consistente en la medición del brillo u oscuridad

(L), y colores de los productos, en donde a es una función utilizada para medir el

color verde (-a es verde; +a es rojo) y b se utiliza para medir el color amarillo (+b)

y el azúl (-b) (Francis y Clydesdale, 1975).

     Se colocaron 3 productos o, en su caso, cantidades similares de producto, en

cada contenedor con capacidad de 4.5 L con entradas conectadas a un tubo

dosificador de gases en un sistema abierto que proporcionaba una atmósfera de
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30% de CO2 (v/v) balance aire (23.14  kPa de CO2, según cálculos basados en el

texto de Morris (1987),  (considerando que el valor absoluto de la concentración

antes dicha en unidades de presión se ve disminuido debido a las condiciones de

la presión atmosférica de la altitud de la Ciudad de México [2 227 m.s.n.m.,

presión atmosférica de aproximadamente 78.126kPa]) con el objeto de obtener

resultados en corto tiempo, ya que no se consideran dichos niveles, usados de

este gas en el presente estudio, a nivel comercial.  La velocidad del flujo que

pasaba a través de dichas cámaras fue de aproximadamente 100 mL/min. Se

colocaron 3 productos o, en su caso (por ejemplo, fresas o uvas), 250 g de los

mismos, en contenedores de 4.5 L de capacidad pero a los que se les hacía pasar

un flujo de 100mL/min de aire con composición igual al atmosférico, los cuales

sirvieron como testigos.  Todos los contenedores se mantuvieron a 7±1°C y 80%

H.R. (interna), siguiendo las recomendaciones de simplicidad establecidas  por el

método científico: Aún cuando la realidad es sumamente compleja, el estudio de

ella puede simplificarse. La pregunta científica debe ser simple, lo cual significa

que se refiere sólo a un aspecto sencillo en medio de toda la complejidad del

fenómeno estudiado. Esto indudablemente ayuda a la claridad y a la precisión

(Gutiérrez, 1989).  Este enunciado sugiere el mantener todas las condiciones del

experimento iguales (temperatura y humedad relativa de los contenedores, según

los resultados de una encuesta en establecimientos comerciales en los que la

temperatura promedio de los refrigeradores en los que se almacenaban las frutas

y hortalizas fue de 7±1ºC) excepto la que se desea aislar, en este caso los niveles

de CO2 que componían la atmósfera de almacenamiento de los productos
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hortofrutícolas estudiados.  Se usaron 3 réplicas para cada observación del

tratamiento.  Se realizaron muestreos a la llegada de los productos al laboratorio y

después aproximadamente a las 12, 24, 36, 48 y 52 horas de almacenaje, para la

determinación de ETOH por cromatografía de gases.

 En los casos en donde se tuvo duda sobre los resultados respecto a la

acumulación de ETOH, es decir, si se desconocía si su respuesta se debía a los

efectos de la baja temperatura de almacenamiento, dado que eran sensibles al

daño por frío, y se sabe que éste puede incrementar el efecto del CO2 (Corrales-

García, 1997; Yahia, 1997), o si dicha acumulación de ETOH se debía al efecto

que en ellos producía el almacenamiento en una atmósfera rica en CO2, se

corrieron experimentos de doble control. Dichos experimentos consistieron en

exponer a los productos hortofrutícolas como el limón, la tuna y el pepino, tanto al

almacenamiento en aire como a la atmósfera de 30% (v/v) de CO2 en aire, a las

temperaturas recomendadas para su almacenamiento (10±1ºC). En el caso del

jitomate y el plátano no se dispuso de condiciones adecuadas de almacenamiento

a 14ºC, por lo que se hipotetizaron los resultados a partir de aquéllos obtenidos en

los otros tres productos.

 3.1.2. FUENTE DE ABASTECIMIENTO DE GASES

 La mezcla de 30% (v/v) de CO2 en aire se obtuvo de tanques de gas

comprimido comercial certificado (Praxair).  La mezcla se hizo pasar por un tubo

dosificador con válvulas de control individuales para cada contenedor, según el

diseño de Shaw y Kattan (1971), el cual fue modificado cambiando de tamaño las
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válvulas originales por unas más pequeñas y creando un sistema semiabierto,

verificando los niveles de CO2 por cromatografía de gases.

 3.1.3. CROMATOGRAFÍA DE GASES

  3.1.4. Determinación de la acumulación de ETOH

 Se utilizó un cromatógrafo de gases marca Varianâ 3700 con detector de

ionización de la flama bajo las siguientes condiciones: nitrógeno como gas

acarreador, 225 mL/min.; hidrógeno a 29.5 mL/min.; aire a 260 mL/min.;

temperatura del inyector a 120°C; temperatura del detector a 120°C; columna

CP.SIL 8 CB, a 30°C.

 Para el análisis de compuestos volátiles como el ETOH se utilizó el

analizador del espacio de cabeza del vial que contenía a la muestra gaseosa.  Se

contó con  un sistema automatizado en donde la muestra se equilibraba en un

horno por un período, durante el cual se permite la disolución de los componentes

para descomponerse en la fase gaseosa. Esta fase gaseosa era posteriormente

muestreada en una espiral y enjuagada de regreso al cromatógrafo de gases. La

muestra era posteriormente transferida hacia el puerto de inyección y,

subsecuentemente, hacia la columna. Se trata del sistema de purga y trampa que

se utiliza cuando se necesita una sensibilidad más alta ya que se pueden utilizar

volúmenes de muestra más grandes. En lugar de estar limitado a la cantidad de

muestra que se descompone en el espacio de cabeza se tenía una corriente de

gas, la cual constantemente esparcía la solución gaseosa, acuosa o la fase sólida,
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separando la mayoría o todos los componentes de la muestra, los cuales eran

posteriormente atrapados y luego, subsecuentemente, eliminados totalmente de la

trampa y, posteriormente, conducidos hacia el sistema del cromatógrafo de gases

(Fig. 8).

Fig. 8. Cromatógrafo de gases.

 Debido a su relativamente alta sensibilidad a la mayoría de los compuestos

orgánicos, el detector de ionización de la flama es un arma muy poderosa para la

cromatografía de gases. La respuesta del detector no cambia marcadamente con

las variaciones dadas por el cambio de la velocidad de flujo, presión o temperatura

de la fase móvil del gas y, así, proporciona un detector confiable, estable. También

tiene una respuesta lineal sobre un amplio rango de masas, abarcando,

generalmente, varios órdenes de magnitud. La figura 9 muestra un diagrama

esquemático de un detector de ionización de la flama.
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Fig. 9. Detector de ionización de la flama.

 Los compuestos orgánicos que se eluyen de la columna cromatográfica son

barridos  hacia la flama, la cual los quema en una mezcla de hidrógeno y aire

dentro de lo que es llamado el detector a chorro . Durante este proceso los

compuestos orgánicos se descomponen en fragmentos de carbono y adquieren

una carga positiva (i.e., se ionizan), de la superficie del chorro que sirve como un

electrodo. Estos fragmentos de carbono ionizado son detectados por un segundo

electrodo, ligeramente corriente abajo, en la celda del detector. Esta señal es

amplificada y enviada al sistema de procesamiento de datos.

 Se llevaron a cabo ensayos preliminares dirigidos a determinar métodos

encaminados a obtener resultados reproducibles trabajando en una cámara de

Column

Chorro
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refrigeración a 7±1ºC para la preparación de todas las muestras bajo estudio, con

el objeto de evitar la pérdida de muestra por evaporación del ETOH cuya presión

de vapor es de 5.8 kPa a temperatura ambiental,  usando soluciones estándar de

ETOH absoluto (Merck®, 99.9% grado de pureza).  El método seleccionado para la

determinación de ETOH se enfocó en el uso de los gases encontrados en el

espacio de cabeza para reducir así la interferencia de substancias menos volátiles.

 La preparación de estándares consistió en la elaboración de soluciones de

ETOH (10 mL) en concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 0 mL/L en agua

helada desionizada.  Se coloco cada solución en un frasco vial de 50 mL de

capacidad (el cual contenía 10 mL de una solución fría (5°C) de NaCl 3M para

evitar la evaporación del ETOH, (considerando como un insignificante error

experimental constante que los medidores volumétricos están calibrados a 20°C).

Se utilizó la solución salina para evitar diferencias entre la fuerza iónica de las

muestras que pudiera haber influido sobre las diferencias de presión de vapor de

los gases. Se adicionaron al vial 10 mL. de n-propanol (Merck® 99.9% de pureza)

para llevar a cabo el análisis cromatográfico bajo el método del estándar interno ,

el cual es útil en los análisis detallados de pureza de substancias químicas. Esta

técnica permite la cuantificación exacta de componentes individuales sin la

necesidad de tener una matriz de muestras constante o cierta cantidad de muestra

a inyectar en el cromatógrafo. La muestra de calibración necesita contener sólo el

material del estándar interno y los componentes de interés, en este caso, el

ETOH.  El tamaño del pico del estándar interno, en el cromatograma, debe ser

ligeramente más grande que el pico de interés. El área del pico del estándar
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interno no debe variar por más de un factor de 10 de las áreas de los picos de

interés. El valor del factor de referencia (RF) corrige la proporción de respuesta

entre el componente y el estándar interno.  Debido a esto, es necesario que las

unidades de medida siempre sean las mismas a través de la calibración y el

análisis de las muestras problema.   Los viales fueron sellados con tapones

especiales de hule, engargolados con tapón de aluminio y se mantuvieron por al

menos veinte minutos en un baño María a 30°C para permitir el equilibrio de

presiones parciales de los gases de las muestras.  Se realizaron ensayos

preliminares con un estándar de 100 mL/L para determinar el tiempo necesario

para alcanzar dicho equilibrio, el cual fue de 15 minutos.  Después de este lapso

se tomaron 0.3 mL de gas del espacio de cabeza del vial y se inyectaron al

cromatógrafo de gases de acuerdo a las condiciones antes mencionadas.  Se

elaboraron curvas estándar de ETOH para estas determinaciones

cromatográficas.

 El método del estándar interno se basa en los siguientes cálculos:

 La calibración para cada componente de interés es i :

 RFi = (CCi)(Área is)
                   (Áreai)(CCis)
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 En donde:

RFi = Factor de respuesta para el componente i.

CCi = La cantidad de componente i utilizada en la muestra de calibración.

Áreai = El área del pico del componente i.

Áreais = El área del pico del estándar interno.

CCis = La cantidad de estándar interno utilizado en la muestra de calibración.

 El análisis de cada componente de interés, i es el siguiente:

 Conci = (IS) ((RFi) (Áreai)) (XF)

                        (SA) ((RFis)(Áreais)

 En donde :

 Conci = La cantidad de componente i presente en la muestra bajo análisis.

 IS = La cantidad de estándar interno añadida a las muestras bajo análisis.

Las unidades de medida deben ser las mismas que las utilizadas al medir la

concentración de la muestra.

 SA = La cantidad de material de la muestra medida.

 RFi = El factor de respuesta del componente i determinado por la

calibración.

 Áreai  = El área del pico del componente i en la corrida del análisis.

 RFis = El factor de respuesta del estándar interno es = 1, por definición.
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 Áreais = El área del pico del estándar interno en la corrida de análisis.

 XF = Un factor a escala (multiplicador) que puede ser utilizado como factor

de conversión. Si se decide que la Conci se exprese en porcentaje, XF debe ser

igual a 100; de otra manera, su uso es opcional.

 (Manual de Operaciones del Integrador Varian 4270, 1983).

 3.1.5. Determinación del contenido de ETOH de los tejidos vegetales

 Se colocaron 10 gramos de tejido rebanado de cada una de las tres réplicas

en 10 mL de solución 3 M de NaCl y 10 mL de n-propanol bajo las condiciones

ambientales anteriormente señaladas.  Las muestras fueron homogeneizadas

durante 15 segundos mediante un homogeneizador de tejidos Tekmar

Tissumizerâ, se sellaron como se describió previamente y se colocaron en un

baño María a 30°C durante 15 minutos antes al análisis cromatográfico.  Al cabo

de este lapso se tomaron 0.3 mL del gas del espacio de cabeza y se inyectaron en

el cromatógrafo de gases bajo las condiciones mencionadas arriba.   Se utilizó un

estándar de 10mL/L de la mezcla antes mencionada para la calibración del

integrador Varianâ 4270 comparándolo con los valores del factor de respuesta de

estos estándares con las curvas estándar.  Se reportan los resultados en mL/L de

ETOH.
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3.2. DETERMINACIÓN DE SÓLIDOS SOLUBLES TOTALES, pH Y ACIDEZ

TOTAL TITULABLE DE LOS TEJIDOS VEGETALES

Para los propósitos de este estudio se obtuvieron 13

ejemplares de productos hortofrutícolas provenientes de la Central de Abastos del

D.F.: durazno, fresa, kiwi, limón, manzana, naranja, plátano, toronja, tuna, betabel,

jitomate, pepino y zanahoria, -por su diferente patrón de respuesta al

almacenamiento en CO2 respecto a la acumulación de ETOH observada en los

experimentos de acumulación de este compuesto y a su disponibilidad en la

temporada en la que se realizaron las mediciones-. Los productos fueron lavados

con agua y jabón, secados imitando a las labores de empacadora comercial.  En el

caso del experimento con CO2 se colocaron 3 ó 4 productos (según el tamaño de

los mismos), en el caso de fresa se colocaron 8-10 ejemplares en cada

contenedor con capacidad de 4.5 L con entradas conectadas a un tubo dosificador

de gases en un sistema abierto que proporcionaba una atmósfera de 30% (v/v) de

CO2 en aire, como se describió anteriormente. En el caso de los testigos se colocó

la misma cantidad de productos en recipientes de 4.5 L de capacidad a los que se

les hizo pasar un flujo de aire de composición igual a la de la atmósfera. La

velocidad del flujo que pasaba a través de dichas cámaras fue de

aproximadamente 100 mL/min.   Todos los contenedores se mantuvieron a 7±1°C,

80% H.R.en el caso del durazno, la fresa, el kiwi,  la manzana, la naranja, la

toronja, el betabel y la zanahoria y a 10±1ºC, 80% H.R. en el caso del limón, el
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plátano, la tuna, el jitomate, y el pepino.  Los ejemplares asignados al

almacenamiento en aire se colocaron en recipientes herméticos a los cuales se les

hizo pasar un flujo de aire continuo y se almacenaron también a las temperaturas

antes mencionadas en cada caso.  Se usaron al menos tres repeticiones para

cada observación del tratamiento.  Se realizaron muestreos a la llegada de los

productos al laboratorio y a las 24 y 48 horas de almacenaje de los mismos para

las determinaciones de: pH, acidez titulable y sólidos solubles totales en los 13

diversos productos hortofrutícolas seleccionados; se determinaron algunos ácidos

orgánicos del Ciclo de Krebs en kiwi y pepino como ejemplos de productos que

respondieron de diferente manera al almacenamiento en atmósferas ricas en CO2.

Los experimentos se corrieron 3 veces en cada caso.

3.3. Determinación de pH y acidez total titulable en homogeneizados de tejidos

vegetales

 Se homogeneizaron 100 g de tejido vegetal de 13 diferentes productos

hortofrutícolas en agua destilada desionizada.  Se determinó el pH mediante un

potenciómetro (tres repeticiones).  Se tomaron alícuotas de 10 mL y se procedió a

titularlas con una solución de NaOH 0.1 N hasta un pH de 8.25  (determinado

mediante el potenciómetro).  Bajo  estas  condiciones, los ácidos orgánicos y sólo

una parte del ácido fosfórico y de los compuestos fenólicos están involucrados en

el resultado final.  Se reportan los valores de la titulación en miliequivalentes

(meq.) de ácidos por gramo de tejido vegetal, o mililitro de jugo (Ulrich, 1970).
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 3.4. Determinación de °Brix

 Se tomó una gota de jugo del producto bajo estudio y se colocó en la celda

de un refractómetro manual.  Dicha medición se realizó por triplicado. Se reporta el

promedio como valor de cada medición en % de °Brix.

3.5. Aproximación organoléptica.- La mitad de las muestras se daba a

probar a 3 personas de la comunidad universitaria, no entrenadas y se les pedía

que especificaran si se presentaban cambios en el sabor de las mismas. En caso

de haberlos se les pedía que explicaran cómo eran éstos, lo cual representó una

opinión de tipo sensorial sobre los resultados de los parámetros físicos, químicos y

fisiológicos obtenidos en el presente estudio.

A pesar de que, por la capacidad de los contenedores, se contó únicamente

con tamaños pequeños de muestras se consideró importante al menos tener una

opinión organoléptica sobre si el almacenamiento de los productos en CO2 podía

presentar algún cambio detectable en el sabor de los frutos adicional a los

resultados de los parámetros físicos, químicos y fisiológicos.  Debido a la

diversidad de productos, y a otros factores, no fue posible organizar un panel

entrenado de jueces por lo que se recurrió a la llamada Teoría de Pequeñas

Muestras o Estadística No Paramétrica (O Mahony, 1988; Siegel y Castellan

1998). Esta rama de la estadística consta de una serie de  técnicas que presentan

una alternativa válida a las pruebas tradicionales (parámetrícas) pero que son

usadas cuando no es posible tener el tamaño de muestra que garantice la

aproximación a la Distribución Normal (Siegel y Castellan, 1995; Daniel, 2001).
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Estas técnicas estadísticas son recomendadas para estudios sensoriales

(O Mahony, 1988) en los que, como en el presente estudio, no es posible contar

con números amplios de jueces o la precisión de los mismos no es muy alta. Las

pruebas no paraméricas pueden ser aplicadas con tamaños de muestra tan bajos

como n=3 (O Mahony, 1988; Siegel y Castellan, 1995)

3.6.  Determinación de ácidos orgánicos que participan en el ciclo de Krebs de

tejidos vegetales mediante HPLC

 Se prepararon los productos hortofrutícolas de la misma manera

mencionada con anterioridad.  Se trabajó con pepino y kiwi proveniente de Chile,

ambos adquiridos en la Central de Abasto del D.F. Posteriormente se trabajó con

kiwi proveniente de Nueva Zelanda debido al cambio de temporada de producción

del mismo. Para este propósito particular se cambió el betabel por el kiwi debido a

que el pigmento del primero interfirió con la lectura del detector y no se pudieron

obtener resultados por la técnica de HPLC.

 Para la determinación de la concentración de los ácidos orgánicos de

interés en las muestras se realizó una curva estándar de los ácidos orgánicos del

Ciclo de Krebs. Se elaboraron 4 mezclas de estándares de los ácidos orgánicos

cuyos antecedentes fueron mencionados (Merck®, grado cromatográfico) a

evaluar, los cuales se describen a continuación por órden de aparición en el

cromatograma (ver ejemplo en el apéndice I):
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Tabla 1. Estándares utilizados para la medición de algunos ácidos orgánicos que
participan en el Ciclo de Krebs

ÁCIDO MEZCLA I MEZCLA II MEZCLA III MEZCLA IV

CÍTRICO

(PM:

192.12)

0.0075%

(3.9µmoles/L)

0.05%

(26µmoles/L)

0.075%

(39µmoles/L)

0.08%

(41µmoles/L)

PIRÚVICO

(PM: 110)

0.0075%

(6.8µmoles/L)

0.05%

(45.45µmoles/L)

0.075%

(68.18µmoles/L)

0.08%

(72.72µmoles/L)

MÁLICO

(PM: 134.1)

0.05%

(37.28µmoles/L)

0.10%

(74.57µmoles/L)

0.15%

(111.85µmoles/L)

0.20%

(149.14µmoles/L)

SUCCÍNICO

(PM: 118.1)

0.15%

(127µmoles/L)

0.20%

(169.35µmoles/L)

0.25%

(211.69µmoles/L)

0.30%

(254µmoles/L)

PM = Peso Molecular (g)

 Los estándares se prepararon en fase móvil H2SO4 0.01N, con un pH de 2.7

filtrada y desgasificada. Para la columna utilizada se sugiere no usar fases móviles

que contengan cationes diferentes del H+  ya que éstas dañan la columna. Los

ácidos que contienen haluros, como el HCl no se recomiendan debido al efecto

corrosivo sobre el acero inoxidable.

 Para la extracción de las muestras se obtuvieron 20 mL del jugo de las

mismas, se colocó el vaso de precipitados colector en una charola con hielo para

mantener la muestra fría y evitar así cualquier pérdida o deterioro del contenido de

ácidos orgánicos de la misma (según el método de Wang (1992) modificado), se
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homogeneizaron con 80 mL de fase móvil constituida por H2SO4 0.01N durante un

minuto mediante un homogeneizador de tejidos debido a que se debe considerar,

no sólo la absorbancia de los componentes de las muestras, sino también el

fondo  o medio (solvente) que funciona como fase móvil en el que éstas están

diluidas. Cuando se desarrolla un método cromatográfico se necesita balancear la

necesidad de un sistema de solventes que proporcione una resolución adecuada

de los componentes de la muestra, con la necesidad de parámetros del detector

que proporcionen buena sensibilidad y una absorbancia del medio utilizado como

solvente (Roberts et al., 1994). Así, después de realizar algunas observaciones,

resultó que las muestras diluidas en fase móvil mostraban una mejor resolución en

los picos obtenidos en los cromatogramas que aquéllas disueltas únicamente en

agua grado HPLC. Además, se sugiere que la muestra sea desproteinizada antes

de su ingreso a la columna, por lo que, al ser extraída con dicha fase móvil, se

considera que se ha llevado a cabo la desproteinización de la misma, ya que,

tanto el pepino como el kiwi, tienen muy pocas proteínas (0.6 g y 1.0 g

respectivamente según Senser y Scherz, 1991). Se filtró la muestra

homogeneizada con gasa, se añadieron 20 mL de la fase móvil para lavar el pastel

de filtrado, se procedió a centrifugar la muestra en una centrífuga refrigerada

Beckman, modelo JM-CI, con el rotor con capacidad de 20 000 rpm, a una

velocidad de 15000 rpm (27 200 X g s), a una temperatura de 4ºC, durante 15

minutos en el caso del pepino y durante 20 minutos en el caso del kiwi para

separar, por precipitación, los cloroplastos y obtener, así, una muestra

transparente. El sobrenadante de la muestra se filtró en papel Watman #1.

Posteriormente se procedió a diluir la muestra de kiwi (1:9) (v/v) con fase móvil,
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debido a que la lectura de los ácidos cítrico y pirúvico era muy alta en la muestra a

la llegada al laboratorio, en el caso del kiwi almacenado por 24 horas y en las

muestras de pepino no hubo necesidad de realizar dicha dilución. Se filtraron las

muestras a través de una membrana LCR, de politetrafluoruro de etileno

hidrofilizado con poros de 0.45 µm, compatible con todos los disolventes

habituales en HPLC (Millipore®, 2000-2001) y se colocaron en pequeños frascos

de 2 mL para su posterior lectura mediante la técnica de cromatografía de líquidos

de alta resolución (High Performance Liquid Chromatography, HPLC), en la cual la

fase móvil es una solución acuosa o solvente orgánico y los compuestos de la

muestra están en estado de disolución, en el HPLC Hewlett Packard en

condiciones isocráticas, es decir, la composición del solvente permaneció

constante a través de todo el análisis. Éste es el tipo más simple de análisis

mediante la técnica de HPLC y es el único tipo posible con ciertos tipos de bomba

(Huber, 2005). Las bombas utilizadas en HPLC se basan en un pistón reciprocante

que desplaza un volumen fijo de solvente por unidad de tiempo. Al ajustar la

velocidad del motor con respecto al ciclo de la bomba, se pueden obtener flujos

sin pulsaciones (Kirk, et al., 2000). Este método es una modificación de aquel

reportado por Wang (1992), cuya prueba de recuperación resultó en un 99.8%

para el ácido málico y 98.2% para el ácido cítrico.  Se inyectaron 10 µL de muestra

en el cromatógrafo para lograr una máxima eficiencia en la separación de los

ácidos (con cantidades muy grandes se ensanchan los picos o se enciman unos

con otros) y se utilizó el fotodetector de arreglo de diodos (PDA) (Fig. 10), el cual

traduce los cambios de concentración (en este caso) de los ácidos orgánicos de

las muestras que se encuentran en el fluido de la fase móvil, en señales eléctricas,
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cambiando rápidamente los espectros de absorbancia (UV y UV-Visible) para las

substancias que se eluyen (Kirk, et al., 2000). Dicho detector es muy sensible a las

moléculas orgánicas que absorben la luz dentro de las longitudes de onda visibles

o en el rango del ultravioleta, los cuales incluyen a muchos compuestos. Es un

detector estable encunado, se varían las condiciones cromatográficas y tiene un

muy buen rango de trabajo lineal, abarcando, típicamente, 3 órdenes de magnitud

en  la concentración de la muestra. Este detector registra toda la información

espectroquímica de las muestras pues mide la absorbancia a través de un amplio

espectro de longitudes de onda simultáneamente, lo cual tiene enormes ventajas

sobre otros detectores tipo UV-Vis que sólo permiten la medición  a través de una

sola longitud de onda seleccionada en cualquier punto del cromatograma. Se mide

la absorción de la radiación en el rango de longitudes de onda variables, entre 190

y 800 nm de acuerdo con la ley de Beer, la cual establece que, en la región visible

del espectro electromagnético, ciertas longitudes de onda se absorben y otras son

reflejadas por un objeto. El rango de longitudes de onda reflejadas es el color que

se puede ver. A medida que se intensifica el color, menor cantidad de luz pasa a

través de una solución.  Éste fue el problema que se tuvo al intentar determinar los

ácidos orgánicos contenidos en el betabel. A medida que la luz pasa a través de

una senda más larga de la solución, hay también menos luz transmitida. La

ecuación de la ley de Beer es la siguiente:

A = -Log T = abc

En donde:

 A = Absorbancia
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 T = Transmitancia

a = Constante de absortividad para la reacción cm-1 g-1 L-1

b = La longitud de la senda óptica, en cm

c = Concentración en g/L

  (Galensa, 1993; Rounds and Gregory, 1994; Skoog y Leary, 1996).

Fig. 10.- Fotodetector de arreglo de diódos (PDA)

 Con la habilidad de cuantificar la luz transmitida a través de la solución o la

luz absorbida por una solución, es posible determinar concentraciones de

substancias reactivas.

 Se utilizó una columna especial para medir los ácidos orgánicos del ciclo de

Krebs (Alltech (IOA-1000), con número de catálogo 9646), empacada con un

material polimérico de intercambio de cationes en la forma de hidrógeno iónico.

La columna midió 300 X 7.8 mm en su interior y sus dimensiones externas eran:

3/8 in. O.D X 335 mm. Dicha columna necesita sólo una fase móvil que contenga

ácido diluido, en este caso se aconsejó en el manual de dicha columna el H2SO4
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0.01N a una velocidad de flujo de 0.4 mL/min., a una presión de 95 atm. (1425

psi), para la obtención de una mejor resolución de picos en el cromatograma. El

mecanismo principal de separación de los ácidos es por exclusión iónica. Cabe

hacer notar que se necesitaron un horno para elevar la temperatura a 25ºC y un

filtro de precolumna, así como un prefiltro de acero inoxidable revestido que tiene

como función ayudar a reducir el ruido, eliminar bacterias potencialmente

presentes y limpiar el sistema (Huber, 2005), localizado en la válvula de recepción

de la muestra, antes de la columna, cuya función es retener cualquier

contaminante que pudiera haberse pasado aún después de filtrar a través de la

membrana de 0.45 µm. La normalidad del ácido sulfúrico fue sugerida por el

manual de la columna utilizada. Debido a que la protonación de un grupo funcional

depende de su valor de pKa, la selección del pH del eluyente es crítica para

asegurar la ionización completa de las substancias que se van a medir.  También

se utilizó una guarda para la columna para evitar contaminaciones de las muestras

y la fase móvil que provocarían la generación de presiones excesivas en el

aparato. Los contaminantes como las sales y las proteínas pueden alterar el

funcionamiento de la columna.

 Los resultados se reportan en valores de F, en µmoles/L del ácido orgánico

en cuestión.
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3.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Para cumplir con los propósitos estadísticos, para las determinaciones de

acumulación de ETOH en los diversos productos hortofrutícolas bajo estudio, se

consideró cada producto en el contenido de cada cámara como una unidad

experimental, a menos que éste fuera tan pequeño que se tuvieran que unir dos o

tres frutos en una unidad experimental (i.e., el caso de la fresa y la uva).  Se utilizó

la técnica de submuestreo para proporcionar al menos tres réplicas para cada

producto en cada día de evaluación.  Se calcularon las estadísticas descriptivas

para cada uno de estos grupos,  tales como la media y el error estándar, para

cada uno de dichos grupos.

 Posteriormente se realizó una serie de regresiones usando el tiempo como

variable explicativa para determinar las tendencias de acumulación de ETOH en

los diversos productos hortofrutícolas bajo estudio (MS Excell®).

     El principal problema en cuanto a la prueba de la existencia de los modelos de

producción de ETOH es poder distinguir entre ellos, ya que, como se planteó en la

introducción, cada uno de los productos hortofrutícolas reaccionará en forma

diferente, lo cual, aún dentro de una tendencia general, puede presentar variación

en función del estado de madurez, la variedad, la época de cosecha, etc. Debido a

esta diversidad en las fuentes de variación del problema se decidió utilizar el

criterio de mejor aproximación a los modelos. De esta forma el modelo de
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acumulación lenta puede ser representado matemáticamente por una ecuación

cuadrática del tipo y = +ax2+bx+c, en la que el coeficiente del término cuadrático

será positivo; el modelo de acumulación rápida estará matemáticamente

representado por una ecuación igualmente cuadrática pero con el coeficiente

negativo, indicando una declinación en la tasa  de acumulación del ETOH

aproximadamente después de un período de 24 horas de almacenamiento.

Finalmente, el modelo de acumulación gradual será representado

matemáticamente por ecuaciones lineales del tipo y=ax+b.  En esta tesis se utilizó

el criterio de mejor aproximación a cualquiera de estos modelos para determinar si

el patrón de acumulación de ETOH exhibido por los productos estudiados podía

ser asignado a uno u otro de los patrones. Se selecciono el progama NCSS (Hintz,

2003) como en el que se probaran simultáneamente los tres modelos para cada

conjunto de datos, es decir, para cada producto en cada tratamiento experimental

(aire, como testigo o  aire+CO2) asignando al modelo adecuado aquella ecuación

que presentara el índice de determinación (r2) con mayor valor absoluto. Cabe

aclarar que no se buscaba un ajuste óptimo a los modelos, por lo que, en algunos

casos, el mayor valor absoluto  resultó ser muy pequeño. Sin embargo, esto se

verificó haciendo un análisis para determinar la pertenencia de los modelos a la

familia de curvas . El análisis de Familia de Curvas  se basa en la diferencia en

el cuadrado medio del error (CME) de cada modelo y el del grupo de curvas, es

decir, que si el CME (interpretado como la varianza no explicada por la regresión)

de un modelo en particular dividido entre el  CME de la familia completa tiene una

F no significativa, el modelo puede ser considerado como perteneciente a dicha

familia de curvas (Draper y Smith, 1981).
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  En el caso de los experimentos de doble control se realizo un análisis de

covarianza para probar la igualdad de pendientes. Si las pendientes eran iguales

la tasa de acumulación de ETOH sería igual.  Para cumplir con este propósito se

corrió  una prueba de análisis de covarianza siguiendo la sugerencia del programa

NCSS (Hintze, 2004). De esta manera se pretendió  verificar si la sensibilidad al

daño por frío influía sobre el patrón de acumulación de ETOH, de los productos

hortofrutícolas que lo manifestaran, al ser almacenados a temperaturas más bajas

que las recomendadas para su almacenamiento.

Para cumplir con los propósitos estadísticos en las determinaciones de pH,

acidez total titulable y los ácidos orgánicos del Ciclo de Krebs, se consideró cada

producto en el contenido de cada cámara como una unidad experimental (excepto

en el caso de los frutos pequeños, en los que la unidad experimental era de cada

100 g, como fueron los casos de la fresa y la uva).  Se utilizó la técnica de

submuestreo para proporcionar al menos tres réplicas para cada producto en cada

día de evaluación, como se indicó anteriormente.  En el caso de las

determinaciones para el análisis de las opiniones sensoriales se utilizó la

estadística no paramétrica, ya que los datos obtenidos no presentaban una

distribución normal.  Así, se utilizó la prueba U de Mann-Whitney, la cual se utiliza

cuando se ha logrado por lo menos, una medida ordinal y la población muestreada

es muy pequeña.  Puede usarse para probar si dos grupos independientes han

sido tomados de la misma población.  Ésta es una de las pruebas no paramétricas
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más poderosas y constituye la alternativa más útil ante la prueba paramétrica t

(O Mahony, 1988; Siegel y Castellan, 1998) (SAS, 2005).

En los demás análisis se calcularon las estadísticas descriptivas para cada una

de las variables consideradas,  tales como la media y el error estándar para cada

uno de ellos así como un análisis de varianza y una prueba t apareada para

comparar las diferencias existentes entre los productos tratados y no tratados con

30% de CO2, por cada día de almacenamiento, para evitar confusiones o errores

debidos al factor tiempo cuando se toman en cuenta las muestras independientes.

De esta manera la hipótesis nula es: H0 = Xbarrad = 0 en donde Xbarrad

representa a la media de cada par de datos tratados y no tratados con 30% de

CO2 por día de almacenamiento. Todos estos análisis estadísticos se llevaron a

cabo mediante el uso del paquete estadístico NCSS (Hintze, 2004).
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4. RESULTADOS

4.1. Acumulación de ETOH

La estadística que proporcionó mayor información para el cumplimiento de los

objetivos de categorización de grupos de modelos, aquí planteados, fueron las

regresiones (ver ejemplos en las figuras 11 a 15).

     Los patrones de acumulación de ETOH en diversos productos hortofrutícolas

en respuesta al almacenamiento en atmósferas ricas en CO2, comparados con

aquellos proporcionados por los almacenados con aire, se muestran en la Tabla 2.

 Los resultados obtenidos a partir de estas regresiones pueden organizarse

en 5 grupos:

Grupo 1.- Aquéllos productos en los que el almacenamiento en atmósferas ricas

en CO2 NO produjo un cambio significativo en el patrón de acumulación de ETOH

(independientemente de que pudo haber diferencias significativas en la cantidad

de ETOH total acumulado).  Así, el primer grupo está representado por aquéllos

productos que presentaron tendencias lineales en ambos casos y lo componen: la

ciruela, la fresa, la pitaya y el pepino (Fig. 11).
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Patrones de acumulación de ETOH bajo diferentes condiciones de

almacenamiento. Las gráficas aparecen ordenadas presentando primero las que

son frutas y luego hortalizas, y dentro de estos grupos en orden alfabético por el

nombre común.

Almacenamiento en Aire,  Almacenamiento en CO2

Fig. 11. Grupo 1. Productos en los que no se presentó diferencia entre las formas de
almacenaje, en especies que presentaron acumulación de ETOH en forma lineal
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Fig. 11 Cont. Grupo 1
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Grupo 2.-  Compuesto por aquéllos productos que tampoco sufrieron diferencias

significativas en el patrón de acumulación de ETOH y cuya acumulación del

mismo, al almacenarse en aire NO presentó un patrón lineal o presentó un

patrón representado por una ecuación cuadrática. Entre estos productos se

encuentran: la toronja, el brócoli,  la col, y la zanahoria,  (Fig. 12).

Fig. 12. Grupo 2. Especies en las que no se presentó efecto del CO2 cuyo patrón de
acumulación de etanol fue en forma curva.

TORONJA

y = -0.1544x2 + 2.5858x + 627.66
R2 = 0.3116

y = -0.3122x2 + 19.086x + 665.52
R2 = 0.0935

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

0 10 20 30 40 50 60

Horas de Almacenaje

L/
l E

ta
no

l

y = 0.0307x2 - 0.7834x + 24.748
R2 = 0.3066

y = 0.1288x2 - 2.5217x + 28.202
R2 = 0.8736

0

50

100

150

200

250

300

350

0 10 20 30 40 50 60

Horas de Almacenaje

BROCOLI

L/
l

E
ta

no
l



80

Fig. 12 Cont. Grupo 2
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Grupo 3.-  Representado por aquéllos productos hortofrutícolas en los que el
almacenamiento bajo condiciones ricas en CO2 provocó una modificación en la
forma o patrón de acumulación de ETOH partiendo de un patrón lineal al
almacenarse en aire a un patrón cuadrático en el almacenamiento en CO2. En
dichos productos se produjo un cambio del modelo lineal en condiciones de
almacenamiento en aire a un modelo cuadrático positivo en condiciones de
almacenamiento en CO2 (Fig. 13).  Se encuentran dentro de este grupo: el
durazno,   el kiwi, la manzana, el jitomate, la lechuga orejona  y la papa.

Fig. 13. Grupo 3.  Especies en las que sí se presentó diferencia en el patrón de
acumulación de ETOH entre las dos condiciones de almacenaje cuando se presentó
un patrón lineal en aire y un patrón curvilíneo positivo en almacenamiento en CO2

DURAZNO

y = 2.9417x + 13.967
R2 = 0.3153

y = 0.1461x2 - 1.5187x + 75.203
R2 = 0.5628

0

100

200

300

400

500

600

700

0 10 20 30 40 50 60

Horas de Almacenaje

L/
lE

ta
no

l

KIWI

y = 0.1221x2 - 11.979x + 320.96
R2 = 0.6074

y = -0.6152x + 107.85
R2 = 0.0237

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450
500

0 10 20 30 40 50 60

Horas de Almacenaje

L/
l E

ta
no

l



82

Fig. 13 Cont.  Grupo 3
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Fig. 13 Cont. Grupo 3
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Grupo 4.-  Conformado por aquéllos productos en los que el efecto del CO2

produjo un cambio a partir de un modelo o patrón lineal a un patrón cuadrático

negativo en la acumulación de ETOH.  Estos productos están representados por:

la naranja, la tuna cardona, la uva Thompson  y el betabel (Fig. 14).
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Fig. 14. Grupo 4. Especies en las que sí se presentó diferencia en el patrón de
acumulación de ETOH entre las dos condiciones de almacenaje cuando se presentó
un patrón lineal en aire y un patrón curvilíneo negativo en almacenamiento en CO2.
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Fig. 14 Cont. Grupo 4
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Grupo 5.-  Finalmente este grupo está constituido por aquéllos productos

que tuvieron una acumulación de ETOH representada por una curva

cuadrática negativa en almacenamiento bajo CO2. Este grupo está formado

por: el limón persa y el plátano tabasco (Fig. 15).

Fig. 15. Grupo 5. Especies en las que sí se presentó diferencia en el patrón de
acumulación de ETOH entre las dos condiciones de almacenaje cuando se presentó
un patrón curvilíneo en ambas condiciones pero cambió el sentido del patrón.
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Tabla 2.- Tendencias de acumulación de ETOH durante el almacenamiento en aire y en CO2 de
los productos estudiados.  Se presentan las tendencias obtenidas de las regresiones efectuadas
detalladamente para cada fruto. (Las regresiones en donde se muestran las concentraciones de
ETOH se encuentran descritas en las páginas previas, figs. 11-15).

PRODUCTO ALMACENAMIENTO
EN AIRE

ALMACENAMIENTO
EN CO2

Grupo 1 Frutos en los que no se presentó diferencia entre las formas de almacenaje, en especies que
presentaron acumulación de ETOH en forma lineal

FRUTAS
1 Ciruela roja (Prunus domestica, L.)

madura
Lineal Lineal

2 Fresa (Fragaria X annanasa, Duch.)
madura

Lineal Lineal

3 Pitaya de mayo (Stenocereus griseus,
(Haw.) F. Buxb.) madura

Lineal Lineal

HORTALIZA
4 Pepino (Cucumis sativus, L.) maduro Lineal Lineal

Grupo 2 Especies en las que no se presentó efecto del CO2 cuyo patrón de acumulación de ETOH fue en
forma curva.

FRUTA
5 Toronja (Citrus X paradisi, Macf.) madura Cuadrática negativa Cuadrática negativa

HORTALIZAS
6 Brócoli (Brassica oleracea, L. grupo

Italica)
Cuadrática positiva Cuadrática positiva

7 Col (Brassica oleracea, L. grupo Capitata) Cuadrática positiva Cuadrática positiva
8 Zanahoria (Daucus carota, L.) Cuadrática positiva Cuadrática positiva

Grupo 3 Especies en las que sí se presentó diferencia en el patrón de acumulación de ETOH entre
las dos condiciones de almacenaje cuando se presentó un patrón lineal en aire y un patrón curvilíneo
positivo en almacenamiento en CO2

FRUTAS
9 Durazno (Prunus persica, L.) maduro Lineal Cuadrática positiva

10 Kiwi (Actinidia deliciosa, Planch.) maduro
y senescente

Lineal Cuadrática positiva

11 Manzana var. Red Delicious (Malus
pumila, Mill.) madura

Lineal Cuadrática positiva

HORTALIZAS
12 Lechuga orejona (Letuca sativa, L.) Lineal Cuadrática positiva
13 Papa blanca (Solanum tuberosum, L.) Lineal Cuadrática positiva
14 Jitomate bola (Licopersicon sculentum,

L.) maduro
Lineal Cuadrática positiva

Grupo 4 Especies en las que sí se presentó diferencia en el patrón de acumulación de ETOH entre las dos
condiciones de almacenaje cuando se presentó un patrón lineal en aire y un patrón curvilíneo negativo en
almacenamiento en CO2.

FRUTAS
15 Naranja Valencia (Citrus sinensis (L.)

Osbeck) madura
Lineal Cuadrática negativa

16 Tuna cardona (Opuntia Ficus indica, (L.)
Mill.) madura

Lineal  Cuadrática negativa

17 Uva Thompson Seedless (Vitis vinifera,
L.) madura

Lineal Cuadrática negativa

HORTALIZA
18 Betabel (Beta vulgaris, L.) Lineal Cuadrática negativa
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Grupo 5 Especies en las que sí se presentó diferencia en el patrón de acumulación de ETOH entre las dos
condiciones de almacenaje cuando se presentó un patrón curvilíneo en ambas condiciones pero cambió el
sentido del patrón.

FRUTAS
19 Limón Persa (Citrus limon Burm. F.)

maduro
Cuadrática positiva Cuadrática negativa

20 Plátano tabasco (Musa paradisiaca, L.)
maduro

Cuadrática positiva Cuadrática negativa

 Se observó, en general, variabilidad entre los diversos productos no sólo en

su concentración inicial de ETOH sino también al final de su período de

almacenamiento.  Así, mientras el betabel y la papa presentaban trazas, la

zanahoria presentaba niveles de menos de 10mL/L, el jitomate bola y el plátano

tabasco de 15 - 30mL/L, y el pepino de 50mL/L.  La respuesta generalmente tuvo

una tendencia lineal en los productos estudiados almacenados en aire a excepción

del limón, el plátano, el brócoli, la col, y la zanahoria, cuya tendencia fue

cuadrática positiva es decir, la acumulación de ETOH tendió a incrementarse

gradualmente durante todo el período de almacenamiento. En el caso de los

productos que acumulan ETOH en forma cuadrática, al parecer, los tejidos

acumulan poco ETOH en los primeros días de exposición al CO2 hasta un punto

en el que la resistencia de los tejidos a dicho gas llega a su límite máximo o

umbral, disparándose, irremediablemente, el proceso de fermentación etanólica.

Cabe destacar el caso del limón persa, el plátano tabasco, la toronja y la  tuna,

cuya tendencia fue cuadrática negativa, es decir, la acumulación de ETOH tendió

a estabilizarse hacia el tercer día de almacenamiento.

 En el caso particular del plátano tabasco el efecto nocivo del CO2 se

detectó antes del tercer día de su exposición al mismo. Se notó una coloración

gisácea en la piel, así como ruptura de sus tejidos. Después del segundo día de
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almacenamiento se encontró, mediante las determinaciones cromatográficas, una

aparente disminución en la acumulación de ETOH. Sin embargo, su apariencia

estaba muy deteriorada y, obviamente, no se le realizó el análisis sensorial.

 Los productos hortofrutícolas verdes almacenados en atmósferas ricas en

CO2 presentaron un realce en su apariencia debido a que exhibieron un color

verde brillante, con valores proporcionados por el colorímetro Hunter Lab en un

rango de: L: 41 a 43 comparados con los almacenados en aire con valores de L:

46.5 a 47; Hue: 136 a 137.2 en los tratados con CO2 y Hue: 122.9 a 121 en los

tratados con aire; Chroma: 11 a 15.4 en los tratados con CO2 y Chroma: 17.7 a

21.5 en los tratados con aire, indicativo de que no se había suspendido el proceso

fotosintético y, por tanto, continuó la fijación de CO2 en el caso de los productos

almacenados en atmósferas ricas en CO2, lo cual los hizo lucir más frescos a la

vista de las personas que emitieron su opinión sensorial. El aroma desagradable

que emanaban recién llevados al laboratorio se eliminaba en unos segundos, de

manera que, al ser presentados a las personas que emitieron sus opiniones

sensoriales éstos ya no lo detectaban.

 Con respecto a su respuesta al almacenamiento en 30% de CO2 en aire los

productos observados han presentado tendencias cuadráticas positivas con

excepción de la ciruela roja, la fresa, la pitaya de mayo y el pepino, es decir, el

ETOH se acumula en una tendencia lineal como respuesta al almacenamiento en

CO2 y los cítricos al igual que la uva Thompson Seedless, cuya tendencia fue

cuadrática negativa.  Se observó también en el kiwi variabilidad en su respuesta a

la acumulación de ETOH.  Once de los 20 productos hortofrutícolas estudiados
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presentaron un cambio en su patrón de acumulación de ETOH en respuesta a su

almacenamiento en una atmósfera rica en CO2.

  Se realizaron repeticiones de los experimentos de almacenamiento en

atmósferas ricas en CO2, esta vez en diferentes grados de madurez.  Se

experimentó con kiwi en madurez de consumo exacto (firme) y kiwi hacia la etapa

de la senescencia (suave).  Se encontraron diferencias entre ambos estados de

madurez en cuanto a la concentración de ETOH acumulada durante el período de

almacenamiento en 30% de CO2 (v/v) pero no en lo que respecta a la tendencia

de acumulación de ETOH.

 También se realizaron análisis de otros parámetros, tales como:

determinaciones de pH y acidez total titulable, así como de sólidos solubles

totales.  Se efectuó un análisis de componentes principales en el cual se encontró

que el pH y la acidez titulable  explican la mayor parte de la variación observada

en estos parámetros, pero de manera inversa, es decir al aumentar el pH

disminuye la acidéz titulable.  En este análisis el primer componente principal

explicó el  55.67% de la varianza, el segundo 33.34% y el tercero 10.99 %

Tabla 3 Vectores propios (Eigenvectores) de cada uno de los componentes
principales

Variables Comp. Prin1 Comp. Prin2 Comp. Prin3
pH 0.707179 -0.001958 0.707032
BRIX -0.072468 0.994529 0.075237
ACTIT -0.703311 -0.104443 0.703168

  Se observó, asimismo, que el peso de los productos estudiados tendió a

influir en la respuesta de los mismos a las atmósferas ricas en CO2.  Aquellos
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productos más voluminosos, excepto la papa, tendieron a presentar mayores

niveles de ETOH acumulado (Figs. 16 y 17).

Fig. 16. Tendencias en la acumulación de ETOH en productos voluminosos.
Correlación por peso.

Intercepto = 34.2588, pendiente =1.0095, r2 = 0.2907, correlación = 0.5391

ETOH vsETOH vs PESO

ETOH
µ l/L

PESO
g
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Fig. 17. Tendencias en la acumulación de ETOH en productos voluminosos.
Correlación por volumen.

Intercepto = 80.3138, pendiente = 0.1246, r2  0.3171, correlación = 0.5631

 El resultado del análisis de covarianza, efectuado para verificar si la

temperatura de almacenamiento influía sobre el patrón de acumulación de ETOH

en aquéllos productos hortofrutícolas sensibles al daño por frío, fue el de que no

hubo diferencias en las pendientes del patrón de acumulación de dicho compuesto

(siguiendo el ejemplo de la versión del paquete estadístico NCSS) (Hintze, 2004),

ETOH vs VOLUMEN

ETOH
µl/L

ETOH vs VOLUMEN
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si bien las proporciones fueron diferentes. El tratamiento con CO2 ocasionó un

incremento en la acumulación de ETOH, en general, cuando los productos se

almacenaron a una temperatura más alta (10±1°C, la recomendada dentro del

rango óptimo para su almacenamiento).

4.2. DETERMINACIONES DE pH, ACIDEZ TOTAL TITULABLE Y SÓLIDOS

SOLUBLES  TOTALES

 En la Tabla 4  se reportan los resultados de las determinaciones de los

parámetros químicos de calidad de 13 productos hortofrutícolas bajo estudio.  Se

puede observar que los sólidos solubles totales exhibieron una disminución en

general, excepto en el caso de la fresa y el jitomate en los que éstos aumentaron,

y en la manzana y la naranja, en las que no se presentaron cambios como efecto

del almacenamiento en atmósfera rica en CO2.

El pH tendió a aumentar en la mayoría de los productos almacenados en

dicha atmósfera y a disminuir en el caso de la toronja y la tuna. No se observaron

cambios en el pH en respuesta al almacenamiento en una atmósfera de 30% de

CO2 en: la manzana, el betabel, el jitomate y el pepino.

La acidez total titulable presentó una tendencia significativa a la disminución

en la mayoría de los productos hortofrutícolas estudiados a excepción de la tuna,

en la cual la acidez total titulable aumentó y en el caso del limón, la manzana, el
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jitomate y la zanahoria en los cuales no hubo cambio al exponerse a la atmósfera

rica en CO2.

 No se observó relación alguna entre el patrón de acumulación de

ETOH, el pH, la acidez total titulable y los sólidos solubles totales de los productos

estudiados.

 Tabla 4.- Parámetros químicos analizados en 13 diferentes productos

hortofrutícolas en respuesta al almacenamiento en una atmósfera de 30% de CO2

en aire durante dos días a 7±1°C. Tabla de t-apareada en donde se muestra el

valor de t y la significancia del efecto del almacenamiento en una atmósfera rica

en CO2 sobre los parámetros químicos °Brix, pH y acidez titulable de diversos

productos hortofrutícolas bajo refrigeración. Se presentan primero las frutas y

después las hortalizas en cada grupo y por órden alfabético.
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Tabla 4. Valores de la Prueba de t (entre paréntesis valor de probabilidad
para el valor de t calculado) para la diferencia entre los parámetros de
calidad entre los productos hortofrutícolas expuestos al aire y aquéllos
expuestos a atmósferas ricas en CO2 (valores positivos de t indican mayor
concentración en los testigos y valores negativos de t mayor valor en los
experimentales).
 ** valores significativos a p<0.05

Producto ºBrix Ac. total tit.
(meq./g de

tejido ó mL de
jugo)

pH

Grupo 1

Fresa  t = -7.08**
 (p=0.0000)

t =2.82**
(p=0.0118)

t = -19.55**
(p=0.0000)

Pepino t =7.91**
(p=0.0000)

t = 11.01**
(p=0.0001)

t = 01.67
(p=0.1120)

Grupo 2

Toronja t = 3.30**
 (p=0.0021)

t = 4.80**
(p=0.0001)

t = 5.67**
(p=0.0001)

Zanahoria t =0.21
(p=0.8460)

t =0.001
(p=0.9999)

t = -3.43**
(p=0.0032)
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Tabla 4 Cont.

Producto ºBrix Ac. total tit.

(meq.)

pH

Grupo 3

Durazno t = 3.45**
(p=0.0012)

t = 4.17**
(p=0.0009)

t = -2.22
 (p=0.0421)

Kiwi t = 2.22
(p=0.0443)

t = 2.37
(p=0.0321)

t = -0.21
(p=0.8333)

Manzana t = -0.27
(p=0.792)

t = -1.65
(p=0.1032)

t = -0.53
(p=0.5973)

Jitomate t = -3.48**
(p=0.0032)

t = -0.75
(p=0.4623)

t = -1.60
(p=0.1234)

Grupo 4

Naranja t = 0.63
(p=0.5533)

t = 4.86**
 (p=0.0025)

t = -6.53**
(p=0.0001)

Tuna t = 2.08
(p=0.0621)

t = -5.17**
 (p=0.0014)

t = 4.57**
 (p=0.0004)

Betabel t = 8.19**
(p=0.0001)

t = 11.01**
 (p=0.0001)

t = 1.67
 (p=0.1122)

Grupo 5

Limón t = 3.91**
 (p=0.0011)

t = 1.64
(p=0.1232)

t = -2.59
(p=0.0203)

Plátano t = 5.72**
 (p=0.0001)

t = 6.83**
 (p=0.0001)

t = -4.85**
 (p=0.0002)

Respecto a los ácidos orgánicos del ciclo de Krebs estudiados no se

observaron cambios en respuesta al tratamiento con 30% (v/v) de CO2, balance

aire en pepino (Tabla 5) ni en kiwi (Tabla 6) (se anexan las salidas del programa

NCSS, resultado de los análisis de varianza en el apéndice I de la tesis).
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Tabla 5. Promedio (n=18) de la cantidad total de los diferentes ácidos
orgánicos (en µmoles/L) en pepino almacenado en dos tipos de atmósferas,
probabilidad de F según el análisis de varianza.

Acido Aire CO2 probabilidad

CÍTRICO 2.3 2.48 0.7986

PIRÚVICO No detectado No detectado -------

MÁLICO 5.0 5.8 0.2377

SUCCÍNICO 4.78 5.37 0.1902

Tabla 6. Promedio (n=18) de la cantidad total de los diferentes ácidos
orgánicos (en µmoles/L) en kiwi almacenados en dos tipos de atmósferas,
probabilidad de F según el análisis de varianza.

Acido Aire CO2 probabilidad

CÍTRICO 2.30 2.48 0.798

PIRÚVICO 0.29 0.29 0.9704

MÁLICO 5.82 5.04 0.2377

SUCCÍNICO 4.78 5.37 0.1901
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  La figura 11 muestra eL ejempLo de un cromatogama en donde se observa eL

órden de aparición de Los ácidos orgánicos.

Figura 18.- Ejemplo de cromatograma con diferentes ácidos orgánicos
evaluados.  Tiempo de retención: 14  = ácido cítrico. Tiempo de retención: 16  =
ácido pirúvico. Tiempo de retención:  17.8  = ácido málico. Tiempo de retención:
22.5  = ácido succínico
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5. DISCUSIÓN

5.1. Acumulación de ETOH

En 1925, Thomas reportó hallazgos de 6 mL/L de ETOH en tejidos de manzana

sanos en condiciones normales, demostrando así que este compuesto está

presente incluso en tejidos vegetales sanos.  En el presente estudio se encontró

ETOH acumulado en prácticamente todos los productos hortofrutícolas (incluso en

trazas), lo cual concuerda con los hallazgos de Thomas (1925) y también con los

de otros autores como Pelayo (et al., 2003).  Sin embargo, hubo gran variabilidad

entre productos con respecto a sus niveles iniciales de ETOH.  Estos resultados

apoyan a las observaciones realizadas por Chen y Chase (1993), quienes

observaron una isozima de la ADH, la ADH2, presente en frutos de jitomate

maduros.  En sus resultados reportan que, durante la maduración de dichos frutos,

de madurez fisiológica (verde maduro) a la madurez de consumo (rojo maduro), el

mRNA para la ADH2 aumenta de tres a cuatro veces.  Ellos concluyen que la

inducción de la ADH2 durante la maduración es controlada independientemente

del ambiente de estrés al que se puedan someter los tejidos vegetales. Como se

mencionó con anterioridad, Speirs et al., (2002) concluyeron que la enzima ADH

está involucrada normalmente en diversos aspectos del desarrollo del sabor en

frutos como el jitomate, en particular, en la regulación de la acumulación de

algunos aldehídos y alcoholes, característicos del sabor de dicho fruto.

Zemlianukhin e Ivanov (1978), estipularon que la difusión de gases también

está influenciada por el envejecimiento de los órganos vegetales, lo cual se pudo



100

constatar en el caso del kiwi, y su atmósfera interna está determinada por la

composición ambiental y algunos rasgos metabólicos de sus células.  Otra

explicación puede ser la que Chen y Chase (1993) proporcionan respecto a sus

observaciones sobre la inducción de la isozima ADH2 durante la maduración del

jitomate, adicionándose al efecto del almacenamiento de dicho producto en una

atmósfera rica en CO2. Se deben hacer más experimentos de este tipo para

corroborar si sucede lo mismo en otros productos.

5.1.1. Volumen

Muchos investigadores han reportado altas concentraciones de CO2 e incluso

bajos contenidos de O2 en tejidos vegetales provenientes de productos

hortofrutícolas voluminosos (Zemlianukhin e Ivanov, 1978; Burton, 1982b).  Se han

señalado contenidos de 13 a 19% (v/v) de O2 y un 2.5 a 7% (v/v) de CO2 en las

capas superficiales de manzanas almacenadas, mientras que en las porciones

centrales del fruto, la cantidad de O2 fue de 1 a 3%  y la de CO2 fue de 25 a 30%

(v/v) (Burton,1982b).  Por lo tanto, es posible encontrar condiciones de

anaerobiosis en los tejidos internos de estos productos vegetales.  Se ha sugerido

que los niveles internos de CO2 en los tejidos vegetales como el parénquima,

podrían provenir de la ruta de las pentosas fosfato, el ciclo del ácido tricarboxílico

mismo, o cualquier otra ruta cuyo producto secundario sea el CO2,  de ahí que el

CO2 se acumule en algunas regiones, y pueda proporcionar un microambiente

adecuado para la fermentación etanólica y su subsecuente acumulación (Douce,

1985; Miernyk, 1990).
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 En este estudio, las grandes concentraciones de ETOH, previas al

almacenamiento de los diversos productos estudiados, fueron encontradas en

durazno, naranja, plátano, toronja, jitomate, y pepino, y, con excepción de la papa,

estos productos hortofrutícolas eran los más voluminosos que se estudiaron.  En

el caso peculiar de la papa, a pesar de ser voluminosa, acumuló trazas de ETOH

previo a su almacenamiento, las cuales aumentaron más o menos 10 veces

después de 2 días de almacenamiento.  Este hecho es consistente con las

observaciones de Butchbaker et al. (1967) en papas almacenadas en atmósferas

controladas, aunque, en lugar de usar sólo altos niveles de CO2 en las mismas,

usaron además bajos niveles de O2, lo cual se ha demostrado que realza su

acción, es decir, el efecto observado aumenta debido a la interacción de las altas

concentraciones de CO2 y bajos niveles de O2.  Butchbaker et al. (1967) señalan la

capacidad buffer de la papa que impide cualquier cambio en el pH y piensan que

éste podría ser el motivo por el que la papa no acumula grandes cantidades de

ETOH.

 En el caso particular de los resultados observados en el plátano

almacenado en CO2 la temperatura de almacenamiento a 7ºC pudo haber

influenciado enormemente el efecto adverso de la atmósfera rica en este gas, ya

que dicho producto sufre daño por frío a esa temperatura. Sería muy conveniente

realizar un experimento de doble control a la temperatura recomendada para su

almacenamiento (~14ºC), la cual no se logró obtener, desafortunadamente, en las

instalaciones disponibles para llevar a cabo estos experimentos.  De manera que,

por los resultados observados, se puede suponer que la aparente disminución en
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la acumulación de ETOH observada cromatográficamente, posterior a las 35 horas

de almacenamiento en refrigeración y CO2, pudo deberse a la total ruptura de los

tejidos de este fruto y la consecuente evaporación del ETOH.

Crawford (1978) sugirió una base bioquímica para explicar las diferencias en

sensibilidad de los tejidos vegetales a la anoxia mediante los productos de la

fermentación.  De acuerdo con sus observaciones, las especies tolerantes a la

anoxia no experimentan fermentación.  En este estudio se observó acumulación

de ETOH incluso previamente al almacenamiento de los productos en atmósferas

ricas en CO2, observación catalogada como Efecto Crabtree  (Matile, et al.,

1969).

   Además, también es importante considerar que los tejidos pueden perder su

tolerancia a las atmósferas ricas en CO2 debido al efecto acumulativo del mismo

durante su almacenamiento por su senescencia en incremento, o bien, el alcance

de un umbral de concentración de CO2 que dispara el proceso de fermentación

etanólica. Todo lo anterior puede explicar aquéllos patrones de acumulación de

ETOH en forma cuadrática positiva (Thomas, 1925, Mitz, 1979 y Burton, 1982b).

5.1.2. Temperatura

 Los resultados de los experimentos de doble control en aquellos productos

que se pudieron almacenar a temperaturas de (10  12ºC) indican que no hay

cambios en la pendiente resultante de la acumulación de ETOH en aquéllos

productos sensibles al daño por frío  almacenados en atmósferas ricas en CO2 a

bajas temperaturas (7±1°C), cuando se compara con la obtenida a temperaturas
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recomendadas para su almacenamiento (10±1°C o incluso mayores), no obstante

se notó mayor incremento en la acumulación de ETOH cuando se almacenaron

dichos productos bajo estas últimas temperaturas. El análisis de covarianza se

utiliza para probar si existen diferencias entre las pendientes (valores lineales) de

las regresiones entre las dos temperaturas de almacenamiento, para aire y  para

CO2 en su caso. En el modelo el período de almacenaje se tomó como una

variable continua, siendo ésta la variable independiente, mientras que la

temperatura es una variable discreta. De esta forma, la interacción período X

temperatura resulta una prueba del paralelismo entre ambas pendientes (SAS,

2005).

  La temperatura afecta a la velocidad del metabolismo, y ejerce un efecto

directo sobre la solubilidad de los gases (Burton, 1982a).  A velocidades

metabólicas más altas, ocasionadas por un incremento en la temperatura, el

efecto de la resistencia a la difusión de los gases es más serio.  Así, de acuerdo

con Burton (1982a), una alta temperatura aumenta la utilización de O2,

disminuyendo las concentraciones de O2 intercelular y reduciendo los niveles de

O2 disuelto en equilibrio con dicha concentración ya reducida.  Esto ocasiona un

incremento de la necesidad de O2 por parte de los tejidos vegetales y la

consiguiente acumulación de CO2, agravando la tendencia hacia la anaerobiosis

(Lougheed, 1987), o, en este caso, al efecto Crabtree  por CO2.  Se podría

postular que el CO2 pudiera haber realzado la producción de ETOH, en los

productos sensibles al daño por frío bajo estudio, al ser almacenados a una

temperatura más alta, promoviendo la actividad de las enzimas de la fermentación

(Mitz, 1979).
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 Las implicaciones prácticas que se desprenden de todas estas

observaciones consisten en la capacidad de considerar si los diversos productos

soportan el almacenamiento en atmósferas ricas en CO2 como auxiliares a la

refrigeración.  Así, en los casos de los productos que presentaron un

comportamiento lineal, como la papa y la pitaya de mayo, se debe tomar en

cuenta la proporción de ETOH acumulado para decidir si deben o no ser

almacenados en CO2, ya que su acumulación de ETOH es mínima, por lo que es

recomendable este tipo de almacenamiento. Aquellos productos que presentaron

una tendencia cuadrática positiva hacia la acumulación de ETOH tienen buena

resistencia a dichas atmósferas durante un período de almacenamiento, por lo que

deberán ser conservados  en las mismas sólo por un corto tiempo, mientras la

acumulación de ETOH sea estable, y posteriormente deben exponerse al aire para

que exuden o metabolicen el ETOH.  Se podría suponer que  los productos con

tendencia a la acumulación de ETOH cuadrática negativa no soportan el

almacenamiento en atmósferas ricas en CO2, ya que en un momento la

acumulación de ETOH aparentemente puede dispararse, después de lo cual

parece metabolizarse o exudarse a medida que transcurre el tiempo de

almacenamiento. Sin embargo, en el caso del plátano, éste presentó severos

síntomas de daño por CO2, los cuales, deterioraron su apariencia y, por tanto, su

calidad.  De manera que se deben considerar otros parámetros adicionales a la

acumulación de ETOH para determinar si el producto bajo estudio resiste el
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almacenamiento bajo condiciones de altos niveles de CO2 o, incluso, estimar por

cuánto tiempo máximo se deben almacenar en dichas atmósferas, antes de su

deterioro.

  Es importante considerar otros factores que pueden afectar la calidad de los

productos hortofrutícolas durante el almacenamiento en atmósferas ricas en CO2.

Así por ejemplo, la lechuga orejona presenta un patrón cuadrático positivo de

acumulación de ETOH, lo cual le confiere teóricamente, buena  capacidad para

soportar su conservación en atmósferas ricas en CO2 , durante los primeros días

de almacenamiento.  Sin embargo, poco tiempo después de exponerse al aire

aparecen manchas de color marrón o rosas en sus estructuras blancas,  lo cual

concuerda con los hallazgos de Brecht et al. (1973a y b), correspondientes a un

desorden fisiológico llamado Pink Rib , costilla rosada , que consiste en la

adquisición de una coloración rosada de las estructuras blancas de dicho vegetal,

lo cual deteriora su apariencia y, por tanto, su calidad comercial (Stewart y Uota,

1971).    El plátano almacenado en la atmósfera rica en CO2 presentó un color

gisáceo, que ocasionó un severo detrimento en su aspecto, por lo cual las

personas a las que se pidió su opinión sensorial se negaron a probarlo.  Cabe

hacer notar que, recién extraídos de su almacenamiento en atmósferas ricas en

CO2, los productos estudiados exhibían el aroma característico de dicho gas.  Esto

fue ocasionalmente percibido por las personas que emitieron su opinión

organoléptica, sin embargo, bastaban unos segundos para que dicho aroma

desapareciera y el sabor característico de los productos probados no cambió.
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5.1.3. Color

Los productos hortofrutícolas verdes presentaban una bella apariencia verde

brillante después de haber sido almacenados en atmósferas ricas en CO2 debido a

la conservación de la integridad de la estructura de la clorofila y a la fotosíntesis,

aún activa, en dichos productos.

El plátano presentó una coloración grisácea, señal de daño por CO2, debido al

deterioro de sus tejidos.

5.2. pH y acidez total titulable

 En el caso de las determinaciones de pH y acidez total titulable se debe

tomar en cuenta que dichos análisis fueron hechos en homogeneizados de tejidos

vegetales, es decir, se rompió la compartamentalización de las células.  El pH es

un parámetro que mide iones disociados en las soluciones, quizá por esta razón

no se ven con claridad los cambios finos que puedan existir en los

homogeneizados bajo estudio en respuesta al tratamiento con CO2. En cambio la

acidez titulable mide iones disociados y no disociados, lo cual amplía el panorama

y puede proporcionar una idea más precisa de la existencia de cambios en los

homogeneizados evaluados.  Sin embargo, por todas estas razones se ha

decidido comparar, en investigaciones posteriores, estos resultados con las

determinaciones de pH intracelular de los ejemplares bajo estudio mediante un

colorante fluorescente y en células cuya compartamentalización esté lo más

intacta posible.
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 Lo que se pudo observar en este estudio, mediante las determinaciones de pH

en homogeneizados de pulpa fue una tendencia al aumento de este parámetro,

ligero  pero significativo, en los casos del durazno, la fresa, el limón, la naranja, el

plátano y la zanahoria, probablemente debido a la formación y disolución del ácido

carbónico (H2CO3) en el jugo de los productos hortofrutícolas estudiados,

concordante con los hallazgos de Miller y Dowd (1936) en jitomates, Thornton

(1937) en diversos productos hortofrutícolas y Leberman et al. (1968) en brócoli.

Estadísticamente hablando, los resultados son significativos debido a que hay muy

poca variabilidad entre las repeticiones, por tanto, cualquier cambio, por ligero que

sea, será significativo.  La solubilidad de los gases es mayor a bajas temperaturas

de almacenamiento, por tanto, el CO2 es más soluble a 7°C que a la temperatura

del laboratorio (±24°C). El cambio observado en el pH podría deberse a la

adsorción del CO2 en la superficie de los productos estudiados y a la subsecuente

ionización del ácido carbónico. Esta hipótesis se basa en observaciones

realizadas en tejidos animales (Brody, 1989), se tendrían que realizar estudios

para comprobarla en el caso de los tejidos vegetales estudiados.  Roberts et al.

(1981) realizaron cálculos basados en la fuga de iones H+ y la capacidad

amortiguadora del citoplasma en tejidos de ápice de raíz de maíz. Los resultados

obtenidos les hicieron suponer que podría esperarse un aumento en el pH del

citoplasma en la ausencia de un mecanismo regulador del pH en los tejidos

vegetales.  Bown (1985) postuló que un aumento en el pH citoplásmico estimula la

actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP), y la generación de

iones H+.  La evidencia que obtuvo para sostener su hipótesis resultó de

experimentos que demostraron  la actividad in vitro de dicha enzima, sin embargo,
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los cambios en pH observados eran de la índole de 7 y 8 unidades de pH. En el

presente estudio los cambios encontrados sólo fueron de un máximo de 1.2

unidades de pH, las cuales no se aproximaron incluso a las unidades de pH

consideradas  en dicha escala como neutras. Todo lo anterior refuerza la opinión

de Smith (1963) sobre la falta de claridad sobre el efecto del CO2 en el contenido

total de ácidos de las frutas al menos cuando se trabaja con homogeneizados de

los jugos de las mismas.

Cabe hacer notar que el cambio observado en los productos analizados mostró

ser imperceptible al paladar de las personas que proporcionaron su opinión

sensorial.

El pH no sufrió cambios en el kiwi, la manzana el betabel, el jitomate, y el

pepino y en los únicos casos en que se observó una ligera pero significativa

disminución en el pH fue en los homogeneizados de toronja y tuna, coincidente

con los hallazgos de Roberts et al. (1984a y b) en ápices de raíces de maíz,  en

cuyo caso Prange et al., (2005) sugieren 3 tipos de hipótesis cuando se trata de

una situación anaerobia: la probable producción de iones de H+ debido a la

formación de lactato; la fuga de iones de H+ de la vacuola o la hidrólisis de

nucleótidos (NTP´s), por ejemplo, que el ATP libere iones de H+. Quizá se puedan

aplicar estas mismas hipótesis al tratarse de un ambiente rico en CO2 aunque se

cuente con la concentración de O2 prácticamente a niveles normales (16-18%). En

el caso particular de la tuna, cuyo patrón de acumulación de ETOH cambió a

cuadrático negativo, se puede explicar la disminución en el pH por efecto de las
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altas concentraciones de CO2 en la atmósfera de almacenamiento, debida a la

fijación de este compuesto por el piruvato, la adición de NADPH + H+, dando como

resultado malato + NADP+ (Goodwin y Mercer,1974), característico de su

metabolismo CAM y quizá por esta razón esta fruta no haya acumulado ETOH

hacia el final de su período de almacenamiento. Este resultado concuerda con los

hallazgos de Ranson (1953).

En general se observó una relación inversa entre las mediciones de pH y la

acidez total titulable, lo cual no concuerda con los hallazgos de Stoll (1958). Sin

embargo, Siriphanich y Kader (1986) observaron esta misma relación en tejidos de

lechuga y atribuyen dicha tendencia opuesta a un mecanismo regulador del pH

que pudiera estar operando cuando los productos son expuestos a altas

concentraciones de CO2.

5.3. Ácidos orgánicos

Los ácidos orgánicos presentaron un comportamiento irregular durante el

tiempo de experimentación (una tendencia polinomial) sin cambios significativos,

coincidente con los resultados de Wager (1974b) en chícharos verdes respecto a

su contenido de ácido cítrico. Se denota, en todos los casos, una muy ligera

tendencia hacia el aumento en la concentración de los ácidos del ciclo de Krebs

estudiados, contrario a los hallazgos de Wager (1974a) en chícharos verdes

respecto a su contenido de ácido málico y Frenkel y Patterson (1977) en peras,

pero coincidente con los resultados de Wager (1974b) en berros en cuanto al

contenido de ácido málico, así como en que la tendencia a la acumulación de

ácido succínico es a coincidir con los resultados de Yahia y Carrillo-López en
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aguacate y los hallazgos de Hulme (1956) en manzanas, Frenkel y Patterson

(1977) en peras Bartlett y Wager (1974b) en chícharos verdes con respecto a su

contenido de dicho ácido. Esto podría ser una de  las razones por las que no se

detectaran grandes cambios en el pH y en la acidez total titulable de los productos

bajo estudio. Un aumento, en general, del pH citoplásmico, podría no disparar la

síntesis de ácidos orgánicos (Roberts et al., 1981).  No fue posible detectar

mediante el método utilizado el ácido pirúvico en el pepino, quizá debido a que en

este producto sólo existan trazas imperceptibles, por la columna utilizada, de este

ácido.

5.4 Sólidos solubles totales

Con respecto al contenido de sólidos solubles totales (°Brix), este parámetro

representa el contenido de minerales, ácidos orgánicos y azúcares, principalmente

sacarosa, detectados por el refractómetro, en los productos vegetales.  Este

parámetro tendió a disminuir significativamente en general, excepto en los casos

de la fresa y el jitomate, en los cuales este parámetro se incrementó, coincidiendo

así con los resultados observados por Garosi, et al. (1997) en chabacanos, y no se

observaron cambios en manzana, naranja, tuna, y zanahoria coincidente con los

hallazgos de Berry y Aked (1997) en uvas de mesa.  Los resultados obtenidos

sobre la disminución de los sólidos solubles totales en la mayoría de las muestras

coinciden con los obtenidos por Thompson (1998) en diversos productos, y con los

de  Öz et al. (2005), quienes aplicaron un tratamiento con hielo seco a los frutos

de pérsimo para madurarlos artificialmente. Después de 48 horas, ellos

encontraron una gran disminución en los sólidos solubles totales de aquéllos frutos
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tratados con CO2, siendo ésta más marcada en el tratamiento con mayor

concentración (80% v/v) de CO2. También coinciden con los hallazgos de Sankat y

Basanta (1997) en frutos de pomerac. Ellos atribuyen la disminución significativa

en el contenido de sólidos solubles totales, en respuesta al almacenamiento de los

productos estudiados en atmósferas ricas en CO2, a la pérdida de azúcares

reductores, es decir, de aquéllos azúcares que tienen un grupo aldehído libre o

potencialmente libre y, por tanto, tienen la habilidad de actuar como un agente

reductor o aceptor de electrones en una solución alcalina (i.e. glucosa, fructosa,

galactosa, manosa, ribosa y xilosa) (Kays, 1991). Esto se atribuye a la probable

supresión de la respiración de los mismos. En el presente estudio se podría

pensar en un retraso en la actividad respiratoria, ya que dichos cambios fueron

someros. Sin embargo, la disminución en dicho parámetro observada en este

estudio no fue percibida en el paladar de las personas que emitieron su opinión

sensorial.
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       6 CONCLUSIONES

· Existe la producción y acumulación de ETOH en los tejidos vegetales

en buen estado, vigorosos, limpios, y almacenados en atmósfera  de

aire normal.

· En la mayoría de los productos, hasta ahora estudiados, se presentó un

aumento en la acumulación de ETOH en respuesta a su almacenamiento, durante

52 horas, en una atmósfera de 30% de CO2 (v/v) en aire.

· Se observaron cinco tendencias principales a la acumulación de ETOH

en los productos estudiados en respuesta a su almacenamiento en atmósfera rica

en CO2: 1) una lineal constante, observada en ciruela roja, fresa, pitaya de mayo y

pepino; 2)  la cuadrática positiva constante observada en brócoli, col y zanahoria;

3) la cuadrática negativa constante, observada en la toronja y la tuna blanca; 4) los

que iniciaron como lineal y luego cambiaron ya sea a cuadrática positiva, como

fueron los casos de: el durazno, el kiwi, la manzana Red Delicious, el jitomate de

bola,  la lechuga orejona, y la papa blanca, o a cuadrática negativa como fueron

los casos de la la naranja Valencia y uva Thompson Seedless, en respuesta al

almacenamiento en CO2  y 5)  los que cambiaron su patrón de acumulación de

ETOH de cuadrático positivo a cuadrático negativo, en respuesta al

almacenamiento en atmósferas ricas en CO2 como fueron los casos de:  el  limón

persa, el plátano tabasco, y el betabel.
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· El grado de madurez influyó en la proporción de ETOH acumulado: a

mayor grado de madurez mayor fue la acumulación de ETOH,  pero no en la

tendencia cuadrática en respuesta al almacenamiento en 30% (v/v) de CO2 en el

kiwi.

· Otros parámetros químicos, como el contenido de sólidos solubles

totales, influyeron en la acumulación de ETOH en la mayoría de los productos

estudiados en respuesta a su almacenamiento en altas concentraciones de CO2,

los cuales presentaron, en general, una relación inversa a la acumulación de

ETOH.

· Con excepción de la papa se observó una aparente tendencia a la

influencia del peso o volumen del producto en la acumulación de ETOH como

respuesta a su almacenamiento en altas concentraciones de CO2.

· Para fines prácticos, se debe considerar en cuanto a acumulación de

ETOH, aquellos productos que presentaron un patrón cuadrático positivo  como

los ideales para su almacenamiento en atmósferas ricas en CO2, seguidos por los

que presentaron una tendencia lineal y, por último, y considerando las

proporciones de ETOH acumuladas, a aquellos productos que presentaron una

tendencia cuadrática negativa de acumulación de ETOH.  Cabe aclarar que, como

en todos los casos en los que se plantean reglas, existen excepciones, por lo que,

además de considerar los patrones de acumulación de ETOH de los diversos

productos hortofrutícolas, deben tomarse en cuenta otros factores que pueden
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afectar la calidad de los mismos al ser almacenados en este tipo de atmósferas,

como los daños que pudiera ocasionar el CO2 a determinados productos sensibles

al mismo, tal fue el caso del plátano tabasco, cuyo patrón de acumulación de

ETOH fue cuadrático negativo debido a que fue severamente dañado por el CO2

en sus tejidos y el ETOH pudo haberse evaporado.

 Con respecto a los parámetros químicos determinados se encontró que:

n El pH tendió a aumentar en los homogeneizados de la mayoría de los

productos analizados, en respuesta al almacenamiento en una atmósfera rica

en CO2, aunque dicho aumento no llegó a los niveles alcalinos.

n La acidez total titulable de los productos hortofrutícolas bajo estudio presentó

una tendencia a la disminución en general, en la mayoría de los

homogeneizados de los productos hortofrutícolas estudiados, en respuesta al

tratamiento con altas concentraciones de CO2

n Los ácidos orgánicos del ciclo de Krebs estudiados: cítrico, málico, pirúvico y

succínico no sufrieron cambios significativos en respuesta al almacenamiento

de los productos estudiados en una atmósfera rica en CO2.

n   Los sólidos solubles totales presentaron una disminución, en general, en

respuesta al almacenamiento de los productos en atmósfera de 30% (v/v) de

CO2 en aire.
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· En el caso particular del plátano se observó un aparente efecto aditivo de la

baja temperatura (7°C)  con el tratamiento con altas concentraciones de CO2.

· Los productos hortofrutícolas verdes realzaron su apariencia después del

almacenamiento en altas concentraciones de CO2.

· La proporción de ETOH se incrementó con la temperatura, sin afectar  su

patrón de acumulación en los productos hortofrutícolas estudiados.

· La acumulación de ETOH no es el único parámetro que se debe considerar

para la elaboración de criterios y decisiones para almacenar los productos

hortofrutícolas en atmósferas ricas en CO2 sino que se deben considerar otros

factores como los sensoriales y bioquímicos.

· Se deben comparar los resultados de las determinaciones de pH y acidez

total titulable con las determinaciones de pH intracelular en células vegetales

provenientes de los productos bajo estudio, con su compartamentalización

celular lo más íntegramente posible.

· Los resultados de las pruebas piloto sensoriales no indicaron diferencias en

el sabor o apariencia de la mayoría de los productos hortofrutícolas

estudiados, excepto en el caso del plátano.
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· En este estudio se observó que el almacenamiento de los productos

hortofrutícolas en atmósferas ricas en CO2 pero con niveles de O2 muy

próximos a los de una atmósfera normal (16-18% v/v) produce efectos

iguales a los de una atmósfera anaerobia.
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Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 1    12/03/2006 09:33:22 p.m.
Database
Response Pepino Succínico

Expected Mean Squares Section
Source  Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Trat 1 Yes S S+bsA
B: Horas 2 Yes S S+asB
AB 2 Yes S S+sAB
S 12 No S
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table
Source  Sum of Mean  Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: Trat 1 1.552211 1.552211 1.93 0.190185 0.248529
B: Horas 2 3.913896 1.956948 2.43 0.129903 0.395434
AB 2 1.142553 0.5712766 0.71 0.511326 0.142762
S 12 9.65977 0.8049809
Total (Adjusted) 17 16.26843
Total 18
* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard

Term Count Mean Error Effect
All 18 5.076039 5.076039
A: Trat
CO2 9 5.369695 0.2990691 0.2936561
testigo 9 4.782382 0.2990691 -0.2936561
B: Horas
0 6 5.635583 0.3662833 0.5595446
24 6 5.098492 0.3662833 2.245335E-02
48 6 4.49404 0.3662833 -0.581998
AB: Trat,Horas
CO2,0 3 6.284926 0.5180029 0.3556872
CO2,24 3 5.232409 0.5180029 -0.1597395
CO2,48 3 4.591749 0.5180029 -0.1959476
testigo,0 3 4.98624 0.5180029 -0.3556872
testigo,24 3 4.964575 0.5180029 0.1597395
testigo,48 3 4.396332 0.5180029 0.1959476
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Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 3    12/03/2006 09:33:22 p.m.
Database
Response Pepino Citrico

Expected Mean Squares Section
Source  Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Trat 1 Yes S S+bsA
B: Horas 2 Yes S S+asB
AB 2 Yes S S+sAB
S 12 No S
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table
Source  Sum of Mean  Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: Trat 1 0.1483373 0.1483373 0.07 0.798663 0.056659
B: Horas 2 0.9655064 0.4827532 0.22 0.804622 0.077122
AB 2 4.630484 2.315242 1.06 0.376240 0.193394
S 12 26.16919 2.180766
Total (Adjusted) 17 31.91352
Total 18
* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard

Term Count Mean Error Effect
All 18 2.393884 2.393884
A: Trat
CO2 9 2.484664 0.4922472 9.077973E-02
testigo 9 2.303104 0.4922472 -9.077973E-
02
B: Horas
0 6 2.098419 0.6028772 -0.2954646
24 6 2.419206 0.6028772 2.532161E-02
48 6 2.664027 0.6028772 0.270143
AB: Trat,Horas
CO2,0 3 2.212382 0.8525971 2.318237E-02
CO2,24 3 3.119257 0.8525971 0.6092716
CO2,48 3 2.122353 0.8525971 -0.632454
testigo,0 3 1.984457 0.8525971 -2.318237E-
02
testigo,24 3 1.719154 0.8525971 -0.6092716
testigo,48 3 3.205701 0.8525971 0.632454
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Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 5    12/03/2006 09:33:22 p.m.
Database
Response Pepino Málico

Expected Mean Squares Section
Source  Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Trat 1 Yes S S+bsA
B: Horas 2 Yes S S+asB
AB 2 Yes S S+sAB
S 12 No S
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table
Source  Sum of Mean  Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: Trat 1 2.705878 2.705878 1.54 0.237797 0.208405
B: Horas 2 1.54645 0.7732249 0.44 0.653334 0.105816
AB 2 9.217606E-02 4.608803E-02 0.03 0.974105 0.053115
S 12 21.03397 1.752831
Total (Adjusted) 17 25.37848
Total 18
* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard

Term Count Mean Error Effect
All 18 5.430477 5.430477
A: Trat
CO2 9 5.818197 0.4413151 0.3877197
testigo 9 5.042757 0.4413151 -0.3877197
B: Horas
0 6 5.69855 0.5404984 0.268073
24 6 5.022627 0.5404984 -0.4078493
48 6 5.570253 0.5404984 0.1397763
AB: Trat,Horas
CO2,0 3 6.004131 0.7643802 -8.213854E-
02
CO2,24 3 5.502615 0.7643802 9.226774E-02
CO2,48 3 5.947844 0.7643802 -0.0101292
testigo,0 3 5.392969 0.7643802 8.213854E-02
testigo,24 3 4.54264 0.7643802 -9.226774E-
02
testigo,48 3 5.192663 0.7643802 0.0101292
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Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 7    12/03/2006 09:33:22 p.m.
Database
Response Kiwi Succinico

Expected Mean Squares Section
Source  Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Trat 1 Yes S S+bsA
B: Horas 2 Yes S S+asB
AB 2 Yes S S+sAB
S 12 No S
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table
Source  Sum of Mean  Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: Trat 1 1.552211 1.552211 1.93 0.190185 0.248529
B: Horas 2 3.913896 1.956948 2.43 0.129903 0.395434
AB 2 1.142553 0.5712766 0.71 0.511326 0.142762
S 12 9.65977 0.8049809
Total (Adjusted) 17 16.26843
Total 18
* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard

Term Count Mean Error Effect
All 18 5.076039 5.076039
A: Trat
CO2 9 5.369695 0.2990691 0.2936561
testigo 9 4.782382 0.2990691 -0.2936561
B: Horas
0 6 5.635583 0.3662833 0.5595446
24 6 5.098492 0.3662833 2.245335E-02
48 6 4.49404 0.3662833 -0.581998
AB: Trat,Horas
CO2,0 3 6.284926 0.5180029 0.3556872
CO2,24 3 5.232409 0.5180029 -0.1597395
CO2,48 3 4.591749 0.5180029 -0.1959476
testigo,0 3 4.98624 0.5180029 -0.3556872
testigo,24 3 4.964575 0.5180029 0.1597395
testigo,48 3 4.396332 0.5180029 0.1959476
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Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 9    12/03/2006 09:33:22 p.m.
Database
Response Kiwi Málico

Expected Mean Squares Section
Source  Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Trat 1 Yes S S+bsA
B: Horas 2 Yes S S+asB
AB 2 Yes S S+sAB
S 12 No S
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table
Source  Sum of Mean  Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: Trat 1 2.705878 2.705878 1.54 0.237797 0.208405
B: Horas 2 1.54645 0.7732249 0.44 0.653334 0.105816
AB 2 9.217606E-02 4.608803E-02 0.03 0.974105 0.053115
S 12 21.03397 1.752831
Total(Adjusted) 17 25.37848
Total 18
* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard

Term Count Mean Error Effect
All 18 5.430477 5.430477
A: Trat
CO2 9 5.818197 0.4413151 0.3877197
testigo 9 5.042757 0.4413151 -0.3877197
B: Horas
0 6 5.69855 0.5404984 0.268073
24 6 5.022627 0.5404984 -0.4078493
48 6 5.570253 0.5404984 0.1397763
AB: Trat,Horas
CO2,0 3 6.004131 0.7643802 -8.213854E-
02
CO2,24 3 5.502615 0.7643802 9.226774E-02
CO2,48 3 5.947844 0.7643802 -0.0101292
testigo,0 3 5.392969 0.7643802 8.213854E-02
testigo,24 3 4.54264 0.7643802 -9.226774E-
02
testigo,48 3 5.192663 0.7643802 0.0101292
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 Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 11    12/03/2006 09:33:22 p.m.
Database
Response Kiwi Piruvico

Expected Mean Squares Section
Source  Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Trat 1 Yes S S+bsA
B: Horas 2 Yes S S+asB
AB 2 Yes S S+sAB
S 0 No S
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table
Source  Sum of Mean  Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: Trat 1 1.26933E-05 1.26933E-05
B: Horas 2 7.564056E-04 3.782028E-04
AB 2 7.246971E-03 3.623485E-03
S 0  0
Total (Adjusted) 5 8.016069E-03
Total 6
* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard

Term Count Mean Error Effect
All 6 0.2875985 0.2875985
A: Trat
CO2 3 0.2890529 0 1.454493E-03
testigo 3 0.286144 0 -1.454493E-
03
B: Horas
0 2 0.2717494 0 -0.015849
24 2 0.2946814 0 7.082926E-03
48 2 0.2963645 0 8.766077E-03
AB: Trat,Horas
CO2,0 1 0.2717494 0 -1.454493E-
03
CO2,24 1 0.2543172 0 -4.181868E-
02
CO2,48 1 0.3410922 0 4.327317E-02
testigo,0 1 0.2717494 0 1.454493E-03
testigo,24 1 0.3350456 0 4.181868E-02
testigo,48 1 0.2516369 0 -4.327317E-
02



148

Analysis of Variance Report
Page/Date/Time 13    12/03/2006 09:33:22 p.m.
Database
Response Kiwi citrico

Expected Mean Squares Section
Source  Term Denominator Expected
Term DF Fixed? Term Mean Square
A: Trat 1 Yes S S+bsA
B: Horas 2 Yes S S+asB
AB 2 Yes S S+sAB
S 12 No S
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case.

Analysis of Variance Table
Source  Sum of Mean  Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: Trat 1 0.1483373 0.1483373 0.07 0.798663 0.056659
B: Horas 2 0.9655064 0.4827532 0.22 0.804622 0.077122
AB 2 4.630484 2.315242 1.06 0.376240 0.193394
S 12 26.16919 2.180766
Total (Adjusted) 17 31.91352
Total 18
* Term significant at alpha = 0.05

Means and Effects Section
Standard

Term Count Mean Error Effect
All 18 2.393884 2.393884
A: Trat
CO2 9 2.484664 0.4922472 9.077973E-02
testigo 9 2.303104 0.4922472 -9.077973E-
02
B: Horas
0 6 2.098419 0.6028772 -0.2954646
24 6 2.419206 0.6028772 2.532161E-02
48 6 2.664027 0.6028772 0.270143
AB: Trat,Horas
CO2,0 3 2.212382 0.8525971 2.318237E-02
CO2,24 3 3.119257 0.8525971 0.6092716
CO2,48 3 2.122353 0.8525971 -0.632454
testigo,0 3 1.984457 0.8525971 -2.318237E-
02
testigo,24 3 1.719154 0.8525971 -0.6092716
testigo,48 3 3.205701 0.8525971 0.632454
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