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RESUMEN

El tejido de manzana se caracteriza a través de un analisis morfométrico. Esto a su vez se
realiza mediante andlisis de imagen con el programa: Imagel) v1.49. Los pardmetros
morfométricos de las células obtenidos para la manzana Golden Delicious (Chihuahua)
tienen un drea promedio de 30400.20+12021.26 um? y un didmetro promedio de
193.67443.24um con una redondez de 0.72+0.12. En lo que se refiere a Granny Smith se
obtiene un &rea promedio de 43128.05+1783um? y un didmetro mayor promedio de
232.99453.46 um y presentando una redondez de 0.70+0.13. En cambio para la manzana
Red Delicious se obtiene un 4rea promedio de 32151.42412033.65 um? y un didmetro
promedio de 194.76+39.77 um con una redondez de 0.74+0.12. En lo que respecta a la
manzana Gala Washington se obtiene un drea promedio de 34430.37+13381.13 um? y un
diametro promedio de 204.57+44.80 um con una redondez de 0.72+0.12. Se encuentra
ademas que mediante un andlisis de imagen en la técnica de microscopia como MCBL es
posible confirmar los resultados de la forma y estructura microestructural de cada

variedad.

Asimismo se realiza un analisis fisicoquimico donde la acidez y los sdlidos solubles totales
permiten determinar el estado de cada una de las variedades de manzana. La manzana
Golden Delicious (Chihuahua) alcanza 3.2940.31 g de acido malico/g muestra y de
12.08+1.98 °Brix. En lo que se refiere a Granny Smith se obtienen 6.99+0.957 g de acido
malico/g muestra y 11.7+0.47°Brix. En cambio para la manzana Red Delicious el resultado
es 2.20+0.050 g de acido malico/g muestra y 11.1+0.05 °Brix. En lo que respecta a la
manzana Gala Washington tienen 2.60 +0.09 g de acido malico/g muestray 13.06+0.057
°Brix. Estos andlisis también permiten determinar la firmeza en cada variedad. En la
manzana Golden Delicious Chihuahua, la firmeza es alrededor de 20.59+ 1.85N. En la
variedad Granny Smith se tiene un valor de 24.54+4.77N, para la manzana Gala fue se
determina ua firmeza de 22.92+6.58N vy en la variedad de Red Delicious se obtiene una
firmeza de 24.69+4.56N. Estos resultados pueden utilizarse para poder obtener el RPI que

sirve para evaluar la madurez. Otros resultados obtenidos incluyen el volumen desplazado
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y el peso de cada variedad, los cuales se resumen a continuacién. Para la manzana Golden
Delicious Chihuahua se tienen valores de 149.66+0.57¢cm3y 137.76+11.07g. En la
variedad Granny Smith se determinan valores de 199.66+0.57 cm?3 y 181.47+10.39g, para
la manzana Gala Washington el resultado es alrededor de 168.33+16.07 cm3 vy
161.36+13.16g mientras que para la variedad Red Delicious se llega a 238.33+12.58 ¢m3
y 216.14+15.96 g. Estos datos pueden correlacionarse con los parametros morfométricos

y la porosidad.

Adicionalmente se realizé la caracterizacién estructural del tejido de manzana mediante
Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental para evaluar y comparar el tamafio y
densidad de los poros en cada una de las variedades de manzana. Resumiendo, los
resultados para la manzana Golden Delicious Chihuahua el nimero de poros es alrededor
de 51.44+ 45.04, con una densidad de Poro de 2.23+1.15mm ™2 mientras que su fraccién
de area ocupada se encuentra alrededor de 0.04+0.02. Para la variedad Granny Smith se
encuentra un numero de poros aproximadamente 63.66+45.47, una densidad de poro de
3.34+1.67mm™2 vy la fraccién de drea ocupada de 0.07+0.04. En cambio para la manzana
Gala Washington el nimero de poros es de aproximadamente 68+56.70, su densidad de
poro de 2.89+1.37mm ™2 y la fraccién de drea ocupada es 0.05+0.02. Para la variedad de
Red Delicious el nimero de poros es de 94.11+65.30, la densidad de poro es de

3.20+1.58mm ™2 y su fraccion de drea ocupada llega a 0.06+0.03.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la manzana

De las diferentes especies de fruta dulce, la manzana es la que ocupa el primer lugar en
volumen respecto a las exportaciones e importaciones mundiales. Esto se debe en gran
parte a su aptitud para el transporte de larga distancia, al régimen de conservacién y, a su

capacidad de ser manipulada para la carga y para la palatizacién.

La produccidon de manzana en México alcanza cerca de 3 mil mdp (millones de pesos)
anuales y la superficie destinada a este cultivo es de 62 mil hectareas, principalmente en
el norte del pais. La demanda de manzana en México es del 91.3 % como consumo en
fresco, el 8.5% para productos industriales (jugos concentrados y sidras) y el 0.1 % para
exportaciones (Financiera Nacional de Desarrollo, Abril 2014). Mientras que la FAO
reportd que en el 2013 en México tuvo una produccion de 858,608 toneladas con costo de
363.12 millones de dodlares lo que representa el nimero 15° a escala mundial (FAOSTAT,

2013). Los principales estados productores son Chihuahua, Durango, Coahuila y Puebla.

La manzana Golden Delicious (Chihuahua) es un fruto nacional que en México se produce
en los estados de Puebla, Chihuahua y Durango (Figura 1a). Proveniente principalmente
de Chihuahua, es grande y de color amarillo dorado, es elipsoidal, con la carne blanca
amarillenta, fija, jugosa, perfumada y muy sabrosa. El pedinculo es muy largo y la piel
delgada y resistente, cubierta con lenticelas grisaceas. Es un fruto con buena conservacion
natural y en frio que se recolecta en septiembre-octubre. Dentro de las manzanas Golden

existen algunas variedades como por ejemplo:

Arlet (Golden Delicious Idared), Bohemia (Lord Lambourne  Golden Delicious),
Chantecler(Golden Delicious Reinette Clochard), Delbarestivale delcorf (Golden Delicious
Stark Jonagrimes), Elstar (Ingrid Marie Golden Delicious), Jonagold (Golden Delicious
Jonathan), Pinova (Clivia Golden Delicious), Tentation delblush, (Grifer (Blushing Golden

Delicious), Cripps Pink (Lady Williams Golden Delicious), Mutsu (Indo apple Golden
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Delicious) y Golden Chihuhua. Su precio en México se encuentra entre 21-35 pesos por

kilo dependiendo del estado en que se compre (InfoAserca, 15 de enero de 2016).

Figura 1 Imdgenes de manzanas: a) Golden Delicious (Chihuahua), b) Gala Washington
c)Red Delicious y d) Granny Smith

La manzana Red Delicious es otro fruto nacional que se produce en los estados de Puebla,
Chihuahua y Durango. Es una manzana de buen tamafio (Figura 1b), de color rojo mas o
menos intenso, con un punteado amarillo, carne azucarada, jugosa, ligeramente acidulada
y muy aromatica. Variedad de crecimiento vertical y con tendencia a dar dangulos agudos
en la insercidon de las ramas. Es autoestéril y de floracién semi-tardia. Es un arbol muy
exigente desde todos los puntos de vista, particularmente en terreno. Es sensible al
moteado, arafia roja y pulgon lanigero. Es un fruto de excelente conservaciéon con
recoleccion en septiembre-octubre. Existen dos variedades la manzana Red Delicious vy la
manzana Clones de Delicious. Su precio en México se encuentra entre 12.10-32.35 pesos

por kilo dependiendo del estado en que se compre (InfoAserca, 15 de enero de 2016).

La manzana Granny Smith es una variedad de origen australiano introducida en Espafia
(Figura 1c). En Europa goza de un excelente mercado compitiendo con Golden Delicious.
Los arboles son vigorosos, precoces en la fructificacion y muy productivos; tienen
tendencia a dar frutos en la extremidad de las ramas, por tanto es importante saber
podarlas; prefiere la formacidn en palmeta; son algo sensibles al moteado. Se poliniza con
Golden y suelen hacerse plantaciones con estas dos variedades exclusivamente. La
manzana es de buen tamano, esférica y simétrica. Tiene color verde intenso que se vuelve
mas claro en la madurez, con numerosas lenticelas de color blanquecino. Su precio en
México se encuentra entre 1.96-2.70 pesos por pieza (InfoAserca, 15 de enero de 2016).

La variedad Granny Smith es el resultado de la mezcla de las variedades Malus sylvestris y
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de M. domestica. La manzana Granny Smith se produce en Europa, Nueva Zelanda,

Sudamérica, Sudafrica y Estados Unidos.

La manzana Gala Washington es una variedad de origen neozelandés resultante del cruce
de Kidd's Orange con Golden Delicious (Figura 1d), siendo su cultivo recomendable en
zonas de regadio espafiolas. Los arboles son de produccion notable y regular, precisando
aclareo quimico. Los frutos tienen unos calibres medios de 60-80. La manzana es de
coloracién amarilla y conviene cosecharla a tiempo para evitar la aparicion de grietas en la
zona del pedunculo. La manzana Gala es un cruce entre la Golden Delicious y la Kidd's
Orange Red neozelandesa. Su precio en México se encuentra entre 2.70-3.80 pesos por
pieza (InfoAserca, 15 de enero de 2016). La manzana Gala se produce en Bélgica, Francia,

Espanay Estados Unidos.

1.2. Atributos relacionados con la calidad de manzanas

Las manzanas tienen diferentes atributos de calidad que son importantes para su
consumo, almacenamiento y conservacion. La firmeza, color y dulzura juegan un papel
preponderante en su aceptacion para los consumidores. Por ejemplo, la firmeza de una
manzana es importante para evaluar su estado de madurez, mientras el color en algunas
variedades de manzana cambia drasticamente con el tiempo de almacenamiento y/o
maduracién. Esto se confirma al probar los frutos y evaluar su dulzor, que estd asociado a
su contenido de azucares y a acidez del fruto. Asimismo, el nivel de madurez estd
intimamente relacionado con la firmeza, y esto influye en los procesos de degradacion a
nivel celular y la turgencia del tejido celular, por lo que la microestructura del tejido de
manzana es un parametro importante para evaluar el estado de madurez de las
variedades de manzana. A continuacion, se describen los parametros mas importantes

para evaluar la calidad y la madurez de la manzana.
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1.2.1 Firmeza

La firmeza de las frutas es un importante requerimiento de satisfaccidon del consumidor, el
cual se controla por las propiedades mecanicas y estructurales de la fruta (Cen et al.
2013). Hoy en dia se desarrollan tecnologias no destructivas para su medicion, donde la
industria selecciona las frutas de mejor calidad que retine un minimo de firmeza para
poder venderla en precios altos (Mendoza et al. 2014).

La firmeza especifica de la manzana esta relacionada con otras caracteristicas de calidad
(rigidez, porcentaje de jugo, contenido de sdlidos solubles, valorables acidez, parametros
de color rojo de fondo y lateral). Estas caracteristicas al ser controladas dan como
resultado una mayor crujencia, firmeza y aumento en el jugo de manzana (Rizzolo et al.
2010) (McAtee et al. 2009).

Ademads la firmeza disminuye durante la expansién o crecimiento de la fruta, la cual
coincide con la reduccion de la densidad de las células, el incremento del volumen celular
y los espacios de aire. En consecuencia la pared celular no solo mantiene integra la
estructura durante el crecimiento sino también permite la expansion del tamarfio de célula
y el espacio de aire extracelular. El rendimiento y la composicién de la pared celular
difieren mas entre cultivares durante las primeras etapas de crecimiento de la fruta (Ng et
al. 2013).

En 2013 se realizd6 un estudio comparando 2 variedades de manzana (Granny Smith y
Golden Delicious) en un periodo de almacenamiento de 30 dias. En este estudio se
report6 que la variedad Granny Smith tiene una mayor firmeza durante el
almacenamiento. Ademas de observar que la acustica y la firmeza son una relacién
directamente proporcional que disminuye conforme pasa el tiempo (Cen et al. 2013).

En otros estudios en las variedades de Golden Delicious y Delicious relacionaron la
firmeza vy los sdlidos solubles totales de las mismas. Tomaron como herramienta la
dimensidn fractal, con lo que pudieron concluir que hay una buena relacién de la firmezay
los sdlidos solubles totales. Ademas observaron una ventana de oportunidad para poder
realizar un modelo que represente el comportamiento y la relacién de las mismas

(Mendoza et al. 2011).
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Y Bhosale et al.(2014) encontré una forma de predecir la firmeza de las manzanas usando
la medicién de capacitancia basada en la propiedad dieléctrica, donde encontré cambios
en la firmeza de la manzana durante su periodo de vida Util y comprobd una correlacion

aceptable de la firmeza y la capacitancia.
1.2.2 Color de los frutos

El color es uno de los parametros principales que los consumidores evaltdan y utilizan para
la aceptacion o rechazo de alimentos. Por lo que se ha utilizado en la industria para
evaluar la calidad, la deteccion de defectos, identificacidn y seleccidn de frutas y verduras.
También es ocupado el color, como un factor importante para la clasificacién de la fruta
para el embalaje y la exportacién (Afshari-Jouybari et al. 2011, Garrido-Novell et al.2012,
Garrido et al.2015).

Para medir el color de diferentes materiales, se han reportado espacios de color. Un
espacio de color puede ser descrito como un método para expresar el color de un objeto.
La Commission Internationale de IEclairage (CIE), ha definido espacios de color a través de
coordenadas cromaticas las cuales son: L*,a* y b*, para comunicar y expresar el color
objetivamente en términos de matiz (color), luminosidad (brillo) y saturacion (vividez); de
la siguiente manera:

L*=luminosidad

a*= coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde)

b* = coordenadas amarillo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul) .

(Hernandez- Hernandez et al. 2016) (KONIKA MINOLTA, 2016).

Los espacios de color pueden ser medidos, uno de los instrumentos de medicién de color
son los colorimetros, los cuales pueden cuantificar éstos atributos de color facilmente. El
colorimetro, determina el color de un objeto dentro del espacio de color y muestra los
valores para cada coordenada L*, a*, y b*(KONIKA MINOLTA, 2016).

De acuerdo a lo reportado en una investigacién de lechugas se pudo contrastar que en
particular, el espacio de color L*, a* y b* proporciona los mejores resultados con un

canal, produciendo un 99,2% de clasificacion correcta. La clasificacion se basd en un
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enfoque probabilistico que consistid en estimar la probabilidad de que un color particular
pertenece a una clase o la otra, es decir, la planta o el suelo. El trabajo concluyé que el
analisis de color es una herramienta que puede servir para indices de exceso de algun
color (en su caso verde) especifico de la vegetacién estudiada. Ademds de que la etapa de
segmentacion de color debe ser de seguimiento con técnicas como el andlisis de formay
la textura, procesamiento de imagenes hiperespectrales o de reconocimiento de objetos
(Hernandez- Hernandez et al. 2016).

En otro estudio se realizé un método que muestra como la imagen digital y un software de
analisis se pueden combinar para la medicion de color en alimentos. Lo realizaron a partir
de correlacionar los valores de color con un colorimetro y una imagen digital, de forma
qgue evaluaron la eficacia del método usando los pardmetros de color L*, a* y b*,
posteriormente evaluaron la precisidon y calibracion a partir de la desviaciones estandar
en conjunto con ecuaciones y modelos. Para luego realizar la conversién de valores de
color RGB a L*, a* y b* a partir de un modelo cuadratico y modelo de red neural. Con este
método obtuvieron que hay una correccién grande entre el colorimetro y la imagen
digital y a partir de la modificacidon de sus datos con las ecuaciones planteadas puede ser
utilizado para la evaluacién de L*, a* y b* en colorimetria alimentos (Afshari-Jouybari et
al. 2011). Fernandez-Lara et al. (2015) realizé una investigacion de fresas con el objetivo
de comparar la composicidon fendlica de diversos cultivares y poder evaluar la relaciones
entre la composicidon quimica y el color del fruto a partir de la aplicacion de Tristimulus
Colorimetria por analisis digital de imdagenes. Esta técnica permitid realizar una
evaluacion de color detallada de la fresa y reveld la relacidn entre las caracteristicas
genotipicas que afectan a las propiedades de apariencia de la fruta.

Garrido-Novell en su analisis propiamente de manzanas evalud el color y la evolucién de
modelado, simulando diferentes condiciones de almacenamiento con RGB y las imagenes
hiperespectrales, comparando su capacidad de ordenar las manzanas de color segun las
condiciones de almacenamiento y utilizando el mismo conjunto de muestras. Con ello
concluyeron que las imagenes hiperespectrales tienen el potencial de discriminar

diferentes condiciones de almacenamiento en las manzanas. También propone el modelo
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cinético de orden cero para poder explicar la evolucién del color durante el
almacenamiento y sugiere relacionar los parametros cualitativos con los cuantitativos
(Garrido-Novell et al.2012).

En otras investigaciones de manzana se ha estudiado la correlacion de la temperatura con
el desarrollo del color rojo del fruto que a su vez estd relacionado con sintesis de
antocianina. Donde realizaron la medicion del color con un cromametro tomando 2
lecturas de cada muestra. Este estudio concluyé que durante el desarrollo del fruto
pueden cambiar las temperaturas éptimas para el desarrollo de color rojo, lo que puede
afectar el potencial de la sintesis de antocianinas y pueden tener implicaciones para la
seleccion de sitios adecuados para la siembra de cultivares (Garrido et al. 2015).

En estudios de manzana de variedad Granny Smith investigaron el efecto de la
temperatura, la velocidad del aire en la cinética de secado y atributos de calidad, en el
color de la manzana. El estudio del color de la manzana lo realizaron mediante
colorimetro por triplicado. Los resultados experimentales de este estudio mostraron que
el color disminuye a mayor temperatura (Vega-Galvez et al.2012).

El color para los consumidores es prueba de calidad, por lo que se investiga tratamientos
para manzanas con el fin de mejorar el color. Uno de los tratamientos es a partir de
aminodcidos como Aminoetoxivinilglicina donde conluyeron que este tipo de tratamientos
son una herramienta que permite mejorar el color de la manzana en especifico de la

variedad Crip’s Pink (Whale et al. 2008).

1.3 Técnicas de microscopia para evaluar la estructura de materiales

bioldgicos

Los sistemas bioldgicos presentan desafios particulares para modelar y mas adn en
subsistemas micro como tejidos y células. Estos sistemas son tipicamente de escala
multiple, compleja y observaciones empiricas, que son a menudo escasas y sujetas a la
variabilidad e incertidumbre. Sobre todo cuando se tiene la intencién de parametrizar
estos modelos para generar predicciones reales, o para proporcionar un comparativo de

especies (Clermont et al. 2014). Para ello hoy en dia existen diversas técnicas de
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microscopia que nos permiten observar, cuantificar y modelar caracteristicas de las

células y el tejido. En la actualidad, se realizan varios estudios de frutas a nivel celular

debido a que estdn intimamente relacionados con los cambios a nivel macro-estructural.

1.3.1 Microscopio éptico (LM)

El microscopio éptico (LM, light microscope) es una herramienta no invasiva potente para
el estudio de las microestructuras de alimentos debido a que su técnica de preparacién de
muestra es rapida y no origina muchas alteraciones a la muestra (Ramos et al. 2004). Pero
tiene una limitada magnificaciéon que a su vez permite la observacién de piezas de gran
tamafio donde se puede aprovechar complementandolo con técnicas de analisis de
imagen (Perea-Flores, 2011).

EL principio del LM se basa en una produccién de luz visible que viaja a través de un
diafragma y un condensador para enfocar y controlar la intensidad del haz de luz antes de
gue se transmita a través de la muestra. La luz entra en la lente del objetivo fijado en un
revolver y se desplaza hacia arriba del tubo a través de un ocular para formar una imagen

invertida virtual ampliada, que se visualiza por el ojo del operador (Fig. 2).

ocular

imagenintermedia

lente del tubo

espacio “infinito”

objetivo

espécimen

Figura 2. Principio del Microscopio de Luz
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Este tipo de microscopia es utilizada para observar las estructuras de la superficie y de
secciones (Aguilera et al. 1998). El LM se utiliza para observar la forma de distribucion de
las células de diversos sistemas. Esta herramienta fue utilizada por diversos autores como
Perea-Flores (2011) que propone el estudio de las propiedades de semillas de Ricinus
communis a nivel celular mediante el LM para observar la forma, distribucién y tamafio
de las células. Con ello logré definir la morfometria de las células de la semilla estudiada. A
su vez otro investigador Lewicki et al. (2005) realizé un estudio de microscopia en tejido
de papa en diferentes estados de maduracién, donde resaltaron los diferentes cambios
gue tiene el tejido en procesos como el escaldado, conveccién seca, secado por vapor y

secado por congelacion. Estos cambios los observaron a través del LM.

En el trabajo de Oey et al. (2007) se enfocaron en la relacién del efecto de la turgencia
con los pardmetros morfométricos de las células de las var. Borkh y Jonagored que se
obtuvieron a través del LM y el analisis de imagen. Concluyeron que durante el proceso
osmoético las células se pliegan y se deforman pero después del proceso las células
recuperan su forma redondeada original. Esto lo atribuyen a un proceso de difusion que
ocurre en la 6smosis o la relajacion de tensiones estructurales. Ademas encontraron que
las deformaciones celulares en longitud y anchura estan estrechamente relacionadas con

las medidas mecanicas.

1.3.2 Microscopia de barrido de electrones en modo ambiental (ESEM)

El microscopio electrénico de barrido ambiental (ESEM, environmental scanning electron
microscope) es una técnica de microscopia electrénica capaz de producir imagenes
utilizando las interacciones electrén-materia. Utiliza un haz de electrones escaneada vy
lentes electromagnéticas que se enfocan y dirigen el haz sobre la superficie de la muestra.
Un punto de electrones enfocado (sonda) es escaneado sobre una pequefa superficie de
la muestra. Los electrones del haz interactian con la capa de superficie de la muestra y

producen varias sefiales (informacién) que se recogen con detectores apropiados (Fig. 3).
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ESEM puede ser operado a una presiéon mas alta de modo que los especimenes se pueden

caracterizar bajo condiciones ambientales.

provoca una disminucién de la resolucidon

Sin embargo, una mayor presién operativa

de la imagen (Zhou y Wang, 2006). La

caracteristica principal del ESEM es que trabaja en condiciones de presién atmosférica y

en lugar de operar con vacio puede utilizar vapor de agua, aire, oxigeno, helio o nitrégeno
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(Stokes, 2003). El ESEM ha sido ocupado para obtener imagenes de tejido y poder
cuantificar los espacios intercelulares (Cen et al.2013). Ademas ha sido una herramienta
util para el estudio de la porosidad y la distribucidon del tamafio de poro (Santacruz-
Vazquez et al.2008).

Ma et al. (2006) a través del estudio del cambio de dimension en los pinos usando ESEM,
concluyeron que el analisis de imagen que realizaron proporciona una valiosa informacién
cuantitativa y cualitativa sobre el comportamiento microestructural debido a la humedad
contenida.

Chen et al. (2006) estudié la microestructura de manzanas mediante ESEM, realizaron
experimentos para evaluar los cambios microestructurales en las manzanas durante su
almacenamiento.

Otros investigadores han utilizado el Microscopio Electronico de barrido (SEM por sus
siglas en inglés). Este microscopio tiene una funcionalidad similar al ESEM, con la
diferencia que el ESEM es mas apropiado para muestras bioldgicas ya que no utiliza alto
vacio, por lo tanto no requiere preparacion de muestra y no hay dafio significativo de la
misma. Allan-Wojtas et al. (2003) ocupd el SEM para poder evaluar y relacionar atributos
de la manzana como la crujencia, esponjosidad, dureza y jugosidad. Todos estos atributos
se relacionaron con las caracteristicas de microestructura de la manzana. Con estas
correlaciones pudieron cuantificar y entender las diferencias en la textura de la manzana.

Asi mismo se pueden identificar los cambios de microestructura.
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1.3.2.1 Porosidad

La porosidad es un término relativo usado para expresar la relacion de proporcién de
vacio o hueco dentro de una muestra (Aprajeeta et al. 2015). Esta propiedad nos permite
entender con mayor detalle las propiedades de una membrana (Ziel et al. 2008), la
determinacién de calidad de textura y firmeza (Aprajeeta et al. 2015).

En un estudio de frutas y vegetales se encontrd una variable que se modifica ante el
proceso de secado que es la porosidad y la definié como la relacion entre el volumen de
poros y el volumen total de producto (Ramos et al. 2003). Otros autores encontraron que
el volumen de poros se puede determinar por medicidon apropiada de dispositivos
(porosimetria), que supongan la intrusion de un no humectante liquido (mercurio,
nitrégeno) en la red de poros. También se puede determinar indirectamente midiendo el
grueso y la densidad sélida. La medicion de volumen aparente se puede lograr sin
contacto (cromatografia, laser y vision estéreo) o con el contacto de la dimensidn
geométrica (Madiouli et al.2012).

En otra investigacion de contraccion y porosidad en bananas, pifias y mangos definio la
porosidad como la fraccién de volumen de aire en la muestra (Yan et al. 2008).

En el trabajo de Wang et al. (1996) realizaron un estudio de los cambios estructurales de
la papa durante el secado. Donde concluyeron que la contraccién durante el secado
afectaba a la densidad y a la porosidad. Ademas que la porosidad se incrementa de
manera constante debido a la disminucidon de humedad durante las primeras etapas de
secado.

Mayor et al. (2005) ha observado que se incrementa la contraccidn y la porosidad de
materiales de comida durante el proceso de secado. Ademas de que la contraccion afecta
a las propiedades fisicas de los materiales, tales como densidad y la porosidad. La
porosidad esta también relacionada con la estabilidad quimica de productos secos; la
degradacion del azucar y oxidacién de lipidos (Mayor et al. 2005).

En un estudio propiamente de manzana observaron los cambios estructurales en el tejido
y la porosidad en la var. Granny Smith durante una deshidratacién osmdtica. Estos

cambios los observaron mediante el LM y el ESEM. Cuantificaron la porosidad de la fruta
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(€) através de los valores de la densidad aparente ( p,) que se determina midiendo el
volumen de la muestra por el desplazamiento, usando un picndmetro con agua como
liquido de referencia y densidad de sélido-liquido (ps) que se mide en la pulpa de la
muestra, ésta se homogeneiza a fin de eliminar los poros y el aire. Y a partir de estos
valores se calcula la porosidad de la fruta (€) de acuerdo a Nieto et al. (2004) y Yan et al.
(2008)

Ps—Pb (1)

e===

Ps

En el proceso de deshidratacion osmadtica observaron que el contacto de célula con célula
aumento por lo que el espacio intercelular disminuyo y con ello la porosidad también
disminuyo, pero al final del tratamiento hubo una recuperacién de la porosidad aunque
los valores fueron menores para la fruta fresca (Nieto et al. 2004).

En el caso de Schulze et al. (2012) investigaron las condiciones y el enriquecimiento de
glicésidos de quercetina de algunas variedades de manzana, la cual se evalué mediante la
informacién proporcionada por la distribucion de poros y el comportamiento de sélidos
solubles con una técnica de impregnacién al vacio. Unas de las variedades que ocuparon
fueron Granny Smith y Golden Delicious. En este estudio pudieron observar de manera
general que el volumen de poros aumenta de la parte interior a la exterior. A pesar de
qgue la mayor porosidad es la regién cerca de la cascara de la manzana, la afluencia de
liquido fue menor que en la base de la manzana. Atribuyeron este fendmeno debido a la
penetracion capilar, que es una funcion de la tensidn interfacial del liquido y el diametro
de los poros.

En otra investigacién determinaron el efecto de tratamiento de impregnacién de vacié en
la respiracion de manzana, fresa, melocotén y sandia en temperaturas 5 y 10°C. Sus
resultados arrojaron que en el analisis de porosidad de la manzana presenté el mayor

valor de porosidad, seguido de la fresa (Giraldo, 2006).
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1.3.3 Microscopio Confocal de Barrido laser (CLSM)

El Microscopio confocal de barrido laser (CLSM, confocal laser scanning microcopy)
permite observar caracteristicas morfoldgicas tales como disposicién espacial y la forma
de las células, el nimero de espacios intercelulares, turgencia y la nano composicién de
las paredes celulares. Estas caracteristicas estan relacionadas con la calidad de la fruta.
Esto debido a que el CLSM tiene la habilidad de obtener secciones dpticas de diferentes
planos focales del tejido o muestra, generando imagenes en 3 dimensiones (Dlrrenberger
et al. 2000). La caracteristica principal de la microscopia confocal es que recoge y detecta
la luz emitida por moléculas fluorescentes situadas en un mismo plano del espacio
tridimensional. El microscopio confocal afiade el principio de iluminar el espécimen punto
por punto y elimina la luz proveniente de los planos no enfocados. El trayecto de la luz
comienza con el rayo laser (luz azul) que es filtrado por un agujero y un espejo dicroico;
luego es enfocado mediante un lente objetivo sobre el espécimen y estimula la
fluorescencia presente en el mismo (luz verde). La fluorescencia es recolectada por el
objetivo y dirigida al espejo dicroico que la refleja y dirige hacia un detector. Un segundo
filtro con agujero se coloca frente al detector y sdlo deja pasar la luz proveniente del plano
de enfoque (linea continua, Fig. 4). La fluorescencia fuera de foco de las zonas que estan
por encima y por debajo del plano de enfoque (en lineas discontinuas) no pasa por el
agujero y por lo tanto no formara parte de la imagen (Dirrenberger et al. 2001).

Este microscopio permite obtener imagenes de alta resoluciéon volumétrica, y el estudio
de estructuras fragiles, ademas de realizar un seccionamiento éptico y observar la

distribucion en el tejido de ciertas sustancias como la celulosa (Aguilera et al. 2000).
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espejo dicroico

detector
objetive

espécimen
enfocado
desenfocado

Figura 4 Principio del Microscopio Confocal de Barrido Laser

El CLSM es ocupado en diversas frutas como el membrillo japonés donde observaron la
forma geomeétrica de las células y los espacios intercelulares, asi como, sus cambios
durante la madurez de la fruta (Thomas et al. 2003).

Algunos autores como Fernandez (1999) ocuparon el CLSM para diversas frutas como
manzana, naranja donde tomé imagenes tridimensionales de las membranas cuticulares
de cada uno de los frutos para visualizar compuestos fendlicos, flavonoides de cuticula y la
distribucidon espacial de la autoflorescencia de sus cuticulas. Este tipo de estudios
permiten observar cdmo se va dando la madurez de los tejidos en un tiempo
determinado.

En otros estudios propiamente de manzana se ha estudiado la variacién en la proporcion
de formacién de grietas bajo la cuticula de las manzanas con el CLSM, que estd
relacionado con la permeabilidad de la membrana, que es un factor determinante de la
tasa de pérdida de agua de las frutas (Maguire et al. 2012).

Actualmente existen diversas investigaciones de microscopia confocal que estudian a las
manzanas como es el caso de Pieczywek et al. (2012), que desarrollaron un método para

clasificar las células y los espacios intercelulares en el tejido de parénquima de manzana
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de dos variedades de manzana (Golden delicious y Champion). Tomaron ciertos
pardmetros geométricos como son area, perimetro, ortogonalidad, la rugosidad de la
forma y la angulosidad. Realizaron un analisis estadistico a partir del andlisis discriminante
y obtuvieron una satisfactoria clasificacion con las 4 variables (area, perimetro, rugosidad
y circularidad). A partir de esta clasificacion encontraron que las 2 variedades pueden ser

similares cuando se analiza el tamano de células y espacios intercelulares.

La microscopia confocal también ha servido en algunos estudios de manzana para
comparar con otros tipos de técnicas no destructivas como la tomografia de coherencia
Optica para la visualizacién de la estructura de la cascara de manzana. Este estudio
concluyd que el tiempo de almacenamiento es indirectamente proporcional a el espesor

de la epidermis y el tamafio de las grietas en la cera (Verboven et al. 2013).

1.4 Herramientas matematicas para evaluar la variedad de los frutos

Actualmente en diversas areas bioldgicas ocupan herramientas matematicas para
describir los sistemas en cuestién. Al describir el comportamiento real del sistema nos
permite encontrar las caracteristicas principales y la prediccion de una respuesta bajo

diferentes condiciones.

El lenguaje matematico tiene algunas ventajas para poder describir estos sistemas por

ejemplo:

e Ellenguaje es preciso y conciso
e Tiene reglas bien definidas

e La computadora puede utilizarse para cdlculos numéricos

Uno de las herramientas que se ocupan para describir sistemas biolégicos a partir de la
experimentacidn es el método estadistico. El cual permite aproximar modelos del sistema
y sus procesos. Para poder revalidar estos resultados la estadistica se apoya del andlisis de

graficas, correlacion de resultados y mediciones propias del sistema (Vazquez- Cruz et al.
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2014). Dentro de los sistemas bioldgicos estan las frutas y una de sus variables que se
investiga es la calidad. La calidad puede ser descrita por diversas caracteristicas que tiene
el fruto por ejemplo: color, azlcares totales, porosidad, etcétera. En los ultimos afios, la
calidad se ha convertido en un aspecto cada vez mas importante en la produccion de
fruta. Por lo cual se necesitan técnicas de gestién de calidad de la fruta, asi como modelos
matematicos que permiten sintetizar e incrementar el conocimiento sobre el sistema

(Lépez-Cruz et al. 2005).

1.4.1 Analisis de Imagenes

A lo largo de los afios la industria agropecuaria ha intentado automatizar la seleccion de
fruta con el fin de disminuir los costos de produccidon y aumentar la calidad (Blasco et al.
2007). Actualmente técnicas de andlisis de imagen se usan como métodos no invasivos
para evaluar la inocuidad de alimentos como frutas y productos procesados (Chanona,
2014). Recientemente las técnicas de analisis de imagen han permitido caracterizar
cuantitativamente el tamafio, la forma, el color y las propiedades de textura. Debido al
desarrollo en técnicas de analisis de imagen nos permite evaluar la calidad de los

alimentos con sistemas mas eficientes (Arzate-Vazquez, 2005).

En un estudio de clasificacion de la papa mediante el reconocimiento de patrones,
describe cada uno de los pasos que se deben realizar en un analisis de imagen (Pedreschi

et al. 2004). Estos pasos se muestran la figura 5.
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ADQUISICION DE SEGMENTACION

IMAGEN LA IMAGEN CLASIFICACION

PRE- MEDICION DE
PROCESAMIENTO OBJETO

Figura 5. Imagen de la técnica de andlisis de imagen

1.4.1.1 Adquisicién de imagen

La adquisicion de imagenes es el primer paso importante en el analisis. Nos permite
evaluar la calidad de un fruto. La calidad de la imagen depende de los siguientes factores
esenciales la intensidad y la orientacién relativa de la fuente de iluminacion. Estos
factores determinan la escala de grises de los pixeles de la imagen. Es importante recalcar
qgue si se adquiere una imagen de alta calidad ayuda a reducir tiempo en las siguientes
etapas del andlisis, lo que conlleva a que se reduzca los costos. Una imagen digital de un
objeto es capturada y almacena en computadora, este procedimiento puede realizarse a
través de una camara digital, escaner o a través de un sistema de captura acoplado a un

microscopio (Ramirez-Herndndez, 2012).

1.4.1.2 Pre-procesamiento de la imagen

El objetivo de esta etapa es mediante un filtro digital donde se puede remover el ruido y
disminuir distorsiones, ademds de realzar las caracteristicas mas importantes de la
imagen. Aparte en este paso la imagen de color es convertida en una imagen en escala de

grises, llamada la imagen de intensidad. Existen dos tipos de pre-procesamiento:

e Pre-procesamiento por pixel
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e Pre-procesamiento local

Esta etapa es importante para el futuro procesamiento y con esto crear una imagen

mejor a la original (Alonso-Herndndez, 2016).

1.4.1.3 Segmentacion de la imagen

La imagen de intensidad obtenida en el paso anterior es usada para identificar regiones
perfectamente delimitadas para separarlas del fondo y extraer la parte de la imagen que
contiene la informacion de interés. La imagen segmentada se encuentra en su forma

binaria, que contiene pixeles solo en blanco y negro.
Las 2 propuestas que son mas utilizadas para esta etapa son:

e Segmentacion basada en umbrales o”thresholding”
Segmenta objetos sdlidos que posee un contraste diferente del fondo. Separa
objetos de un mismo tono de gris del fondo (Ramirez-Hernandez, 2012).

e Segmentacion basada en regiones
Separa regiones o grupos de pixeles que tengan tonos similares en escala de grises

de una seccion de la imagen (Arzate-Vazquez, 2006).

1.4.1.4 Medicion de las caracteristicas del objeto

En esta etapa se realiza la extracciéon de las caracteristicas del objeto estudiado, se

concentra en la medicién de propiedades de tipo geométrico, que puede clasificarse en 4

clases:
e Tamafio
Son los parametros para medir el tamafio de un objeto, los cuales son: area,
perimetro, longitud y didmetro
e Forma
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La medicion de esta clase es facil utilizando el analisis de imagen debido a que son
mediciones fisicas (Du et al. 2006).

e Color
El color es un atributo evaluado para calidad del alimento en cuestidn. Este tributo
es importante como para el productor como el consumidor. Este andlisis se
describié en el apartado 1.2.2

e Textura
La textura representa la disposicidon espacial de los niveles de gris de los pixeles en
una regién. La textura cuantifica alguna caracteristica de la variaciéon del nivel de

gris dentro del objeto (Du et al. 2004).

1.4.1.5 Clasificacion

En esta ultima etapa del analisis de imagen consiste en separar los objetos identificados
de las imagenes dentro de un nimero de clases determinado en base a las caracteristicas
gue se midieron. Las clasificaciones se puede realizar mediante el analisis estadistico y
geométrico del espacio vectorial de las caracteristicas (como por ejemplo el PCA) o el uso

de redes neurales (Predeshi et al. 2004).

1.4.2 Analisis estadistico descriptivo y multivariado

Actualmente en la industria existen diversos adelantos tecnoldgicos y cientificos que
conllevan a aumentar la calidad de su producto. La experimentacion en las industrias
junto con el andlisis computacional y matematico contribuye al aprendizaje y a la mejora

de los productos y procesos.

La aplicacion de modelos estadisticos se presenta como una herramienta para entendery
optimizar los procesos y productos en la industrial. El modelo que permite el andlisis de
los datos experimentales con dos o mas poblaciones y con dos o mas tratamientos se

conoce como analisis de la varianza (ANOVA, Analysis of variance) (Wackerly et al. 2010).
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El objetivo de este modelo matematico-estadistico es comparar si los valores de un
conjunto de datos son significativamente diferentes a los valores de otros conjuntos de
datos. A menudo es de interés efectuar varias comparaciones por pares (todas las
posibles) entre los tratamientos. Esta prueba de hipdtesis se puede mostrar de la

siguiente manera:
HO:I’l'l_I’l'] - 0, (2)
Hy:py —u; # 0, paratodai # j. (3)

Dentro del ANOVA existen diferentes métodos para comparaciones por pares que den
credibilidad a la tasa de error tipo | es decir, concluir que dos medias difieren cuando en
realidad son iguales. Por ejemplo:
e Procedimiento de Tukey: permite la formacion de intervalos de confianza del
100(1 — a)% para todas las comparaciones por pares.
e Procedimiento de Duncan: Su aplicacion es secuencial, en el sentido de no utilizar
un unico valor critico para todas las diferencias de medias.

e Prueba de Dunnett: comparacién de tratamientos con un control.

Este tipo de andlisis ha sido incorporado en diversos estudios para realizar tratamientos

de datos y andlisis estadisticos.

En particular en el estudio de Hou et al. (2016) incorporo el ANOVA para investigar los
efectos de diferentes tipos de cultivares de manzana en el parénquima mediante los
parametros de morfologia y atributos de textura. Con esta herramienta concluyeron que
en cultivares de manzana aparecieron diferentes propiedades de textura debido a
diferentes propiedades de morfologia celular o de porosidad y que influyd en Ia

microestructura del tejido de cada cultivar.

En otro estudio igual de manzanas ocuparon ANOVA para comparar los cambios
morfoldgicos de las células entre los dias de almacenamiento a partir de un analisis de

imagenes del CLSM. Donde concluyeron a partir del ANOVA que existe un
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comportamiento de disminuciéon de tamafio en las células mientras pasa los dias de
almacenamiento (Cen et al. 2013). También Kubik (2013) en su investigacién de la
evaluacion de la microestructura de las manzanas (Golden Delicious, Jonathan, Jonagored,
Ontario, Spartan por mencionar algunas) realizé un ANOVA para determinar diferencias
significativas de los pardmetros de perimetro, area y circularidad de las células de cada
cultivar. Con este andlisis concluyé que son diferentes los cultivares Golden Delicious y

Jonared, Golden Delicous y Ontario.

1.4.2.1 Prueba de Tukey

El método de Tukey es una prueba de comparaciones multiples. Sirve para probar las
diferencias entre las medias de tratamientos. Creando intervalos de confianza para todas
las diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores, mientras controla

la tasa de error por familia (Montgomery, 2003).
Realiza una prueba de hipdtesis donde supone lo siguiente:
Ho: pi = u;, (4)
Hi:p; # pj, paratodai # j (5)

El estadistico de prueba que se ocupa en el método de tukey es:
_ XX
Qa,m,v - \/W (6)
Donde la distribucién depende de 2 grados de libertad que uno estd asociado al
numerador (m) y el otro estd asociado al denominador v. Mientras que « es el valor

critico de cola superior de la distribucion de rango estudentizado (Devore, 2008).

Este método fue ocupado en el estudio de Cardenas et al. (2017) donde evaluaron las
propiedades mecanicas de las células y del tejido de manzana (Golden Delicious)

relacionados con el color de la cdscara y parametros microestructurales. La prueba de
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Tukey fue utilizado para encontrar las diferencias significativas de ciertos parametros, con
lo cual les permitié correlacionar posteriormente unas variables con otras. Ademas de

poder ampliar el conocimiento de la estructura y funcionalidad de las células de manzana.

En otro estudio se utilizd esta prueba para investigar los efectos del tipo de manzana
sobre la estructura y la morfometria. Encontrando diferencias significativas en ciertos

parametros con un cultivar y otro (Ting et al. 2016).

1.4.2.2 El coeficiente de correlacion de Pearson

El coeficiente de correlacién tiene como finalidad medir la fuerza de relacién de las
variables estudiadas mediante un numero llamado coeficiente de correlacion (Medenhall

et al. 2010)

El coeficiente se define de la siguiente manera:

s s )
=2 =2 el cual toma valores en el intervalo -1<r=>1
SeSy  SexSyy
(7)
Sxy 2 _ Sxx 2 _ Syy
Donde Sxy = E' Sx = E ySy = E' (8)

Estas expresiones S, y S, son las desviaciones estandar para las parejas de variables que
se estan comparando, mientras que Sy, se define como la covarianza entre las parejas de

variables que se estdn comparando.

e Cuando el valor del coeficiente de correlaciéon tiene un valor positivo y cercano a 1
(0.88 6 0.99), se afirma que existe una relacién directa entre las variables
analizadas.

e Cuando el valor del coeficiente de correlacion tiene un valor negativoy cercano a
-1 (-0.5 a -0.99), se afirma que existe una relacién indirecta entre las variables
analizadas.
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e Cuando el valor del coeficiente de correlacidn tiene un valor positivo y cercanoa 0
(0.1 6 -0.1), se afirma que no existe una relacidon directa entre las variables

analizadas. (Medenhall et al. 2010)

Este coeficiente ha sido ocupado por Vélez-Rivera et al. (2013) en donde realizaron un
analisis multivariado en las etapas del mango con un sistema de visién por computadora,
ademas de mediciones épticas y propiedades fisicoquimicas. Calcularon una matriz de
correlacién de Pearson con las siguientes variables de los mangos: acidez ttulable, solidos
solubles totales, RPI, firmeza, CIELAB y pardmetros de color HSB. Obtuvieron la correlacion
existente entre el analisis de imagen con los cambios fisicoquimicos que ocurren en la
pulpay en la piel de los mangos especificamente en el color de la cascara. Esto permitio

clasificar el mango en los diferentes niveles de madurez.

Cardenas-Pérez et al. (2017) también realizd una matriz de correlacién en su estudio
propiamente de manzana Golden Delicious donde sus variables fueron: mddulo de Young,
firmeza, diferencia de color en la cascara, entropia y dimension fractal. Donde observd
gue existe una fuerte relacién entre la cinética de firmeza con la microestructura del
tejido y con los cambios en el médulo de Young, mientras que el color tiene una relacién
débil con estos factores. Con ello pudieron obtener un modelo que predice los valores del

Mddulo de Young a partir de los parametros firmeza y entropia.

1.4.2.3 PCA

El Andlisis de Componentes Principales (PCA, Principal Component Analysis) es un método
algebraico y/o estadistico que sintetiza y da una estructura a la informacién contenida en
una matriz de datos. Ademads identificar patrones en los datos, y expresar éstos

resaltando sus similitudes y diferencias. (Jolliffe, 2002)

El método consiste en buscar combinaciones lineales de las variables originales que

representen lo mejor posible a la variabilidad presente en los datos. La forma en que se
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construyen los componentes y su relacién con unas u otras variables originales, sirven

para entender la estructura de correlacién inherente de los datos. (Jolliffe, 2002)

Sea X = (X4, ..,Xp) un vector aleatorio p- dimensional con vector de medias 4 = E(X) y
matriz de covarianzas ), = D(X) = Cov(X, X). Se define la primera componente principal

de X como una variable Z, tal que (Jolliffe, 2002)
Zl = v1,X = v11X1 + -+ vp:lXp con v = (vll, ...,vpl), € RP (9)
Var(Z,) = max{Var(v'X):v € RP,v'v = 1} (10)

La primera componente principal es una combinacién lineal normalizada de las variables
de X vy, de entre todas las combinaciones lineales normalizadas, es la que tiene mayor

varianza. Ademas la primera componente principal X adopta la forma: (Jolliffe, 2002)
Z,=v,X (11)
Siendo A, el mayor autovalor de ), = D(X) y v,un autovector asociado a A, de norma uno
(vivy=1)y Var(Zy) = A4 (12)

Para lo que respecta la segunda componente principal de X es una variable aleatoria Z,

tal que
ZZ = UZIX = U12X1 + .-+ UPZXP con UZ = (Ulz, ey vpz)l € [Rp (13)
Var(Z,) = max{Var(v'X):v e RP,vv =1, v;v=0} (14)

Donde la segunda componente es otra combinacion lineal de las variables X y de entre
todas las combinaciones lineales formadas por vectores unitarios ortogonales a v, es la

gue tiene la mayor varianza. Esta componente principal X adopta la forma: (Jolliffe, 2002)

Z2 = UZIX (15)
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Siendo A, el mayor autovalor de ), = D(X) y v, un autovector asociado a 4, de norma

uno (v, v, = 1) y ortogonala v; (v,'v, = 0).
Ademas Var(Z,) = A, (16)

Por lo anterior podemos definir las p componente de X como las variables aleatorias

(Z4, ...,Zp) tales que (Jolliffe, 2002)

Zl = 171'X,...,Zp = v,PX Vi) ., Up € RP (17)
Var(Z,) = max{Var(v'X):v € RP,v'v = 1} (18)
Var(Z,) = max{Var(v'’X):v e RP,v'v =1, v, v=0} (19)
Var(Z;) = max{Var(v'X): VERP, VYV =11 v=0,....., 0, V= 0} (20)
Var(Z,) = max{Var(v'X):v ERP,VV=10,V=0,.....,Vp1 V= 0} (21)

Por lo tanto las componentes principales adoptan la forma:
Z] = Uj,X je{l, ,p} (22)

Siendo A4; =+ =4, =20 los p autovalores ordenados de 2=DX) vy Vg, ., Up SUS
autovectores asociados normalizados, esto es, {vl, ...,vp} es una base ortonormal de
autovectores las componentes son correlacionadas Cov(Zj;, a Zy) = 0sij # ky (Jolliffe,

2002)

Var(Z;) = A; je{1,..,p} (23)
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2. JUSTIFICACION

Las ciencias exactas como son las matematicas y la fisica son pilares para el desarrollo de
todas las ciencias aplicadas, la bioingenieria es una rama del conocimiento que aplica
fuertemente herramientas matemadticas a los fendmenos fisicos que ocurren en los
biosistemas. Una forma de aplicar estas herramientas es traducir la complejidad de los
sistemas bioldgicos a valores numéricos utiles para evaluar la estructura y calidad de
frutos de importancia comercial para el pais, tal como es el caso de las manzanas. Asi, las
manzanas han sido estudiadas a través de pardmetros fisicoquimicos y su microestructura,
pero los estudios son de manera aislada y descriptiva. Hoy dia la capacidad de las técnicas
de microscopia conjuntada con el analisis de imagenes permite aportar informacion
cuantitativa que puede ser util para diversas ramas de la ingeniera. Aunado a esto las
técnicas estadisticas como el andlisis multivariado permiten analizar los datos de
diferentes variables de manera conjunta y elucidar cuales son los parametros mas
importantes o de mayor relevancia que describen adecuadamente la variabilidad de las
muestras y las clasifica. Estas herramientas analiticas usadas en conjunto pueden ser
auxiliares en la evaluacion de la calidad de los frutos. Sin embargo, estas herramientas no
han sido conjuntadas en un mismo estudio desde un punto de vista matematico y que
permitan encontrar correlaciones entre las propiedades microestructurales vy
fisicoquimicas en diferentes variedades de manzana. Asi, este trabajo al emplear
herramientas estadisticas y de andlisis de imagen para evaluar las microestructura y
parametros fisicoquimicos de sistemas bioldgicos, pueden proveer un método integral y
util para la evaluacion de la calidad de frutos y la clasificacién de las variedades de
manzana analizadas en el presente estudio. Todo ello puede considerarse como parte
importante de las herramientas que se utilizan en ingenieria matematica para disefar
estrategias para mejorar los procesos y la calidad de los productos, incluidos los de origen

alimentario o biolégico.
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3. HIPOTESIS

Las propiedades fisicoquimicas determinadas a nivel macroscdpico tienen correlacion con

las propiedades mecanicas y microestructurales de las variedades de manzana estudiadas.

Si es asi, serd posible establecer un método para clasificar las manzanas, basado en las

propiedades evaluadas a nivel macroscépico pero en concordancia con la microestructura

de los frutos. En consecuencia, las correlaciones encontradas pueden ser Utiles para la

conservacion, evaluacién y clasificacién de la calidad de los frutos estudiados.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estudiar y comparar, a través del analisis de imagen, la microestructura del tejido
de manzana de diferentes variedades, nacionales e internacionales a través de
distintas técnicas de microscopia, parametros fisicoquimicos, de imagen vy

estadisticos.

4.2 Objetivos Especificos

Evaluar por medio de métodos fisicoquimicos basicos y técnicas de microscopia el
estado de madurez de cuatro variedades de manzana (Gala, Golden Delicious, Red
Delicious y Granny Smith) con el fin de realizar un estudio comparativo entre las

variedades de manzana estudiadas.

Realizar el analisis de los datos fisicoquimicos y de las imagenes obtenidas por

medio de microscopia dptica, confocal y de barrido de electrones.

Analizar la microestructura del tejido de manzana de las variedades estudiadas, a

través de métodos estadisticos clasicos y multivariados para proponer un método
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de clasificacién de las diferentes variedades de manzana basado en herramientas

matematicas y que pueda ser Gtil para la industria alimentaria.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales, Equipos y Software

Materiales

e Materia Prima: .Se obtuvieron del mercado local (Superama) y seleccionaron frutos
en estado madurez de consumo, de tamafio similar, sin defectos, golpes, plagas o
cualquier alteracidn visible a simple vista. Las variedades de manzana que se
seleccionaron para el estudio fueron: Golden Delicious (Chihuahua, México), Red
Delicious (Chihuahua, México) Granny Smith (Washington, USA), Manzana Gala
(Washington, USA).

Reactivos

e Agua destilada para la elaboracién de las diferentes soluciones utilizadas durante
la experimentacion.
e Gotas de fenolftaleina

e NaOHO0.1IN
e Calcofltor 0.01 %
e Azulde Evans

Equipos

e Analizador de textura (CT3 Texture Analyzer, EE.UU.).

e Colorimetro (CHROMA METER CR-400, Konica Minolta, Japon)

e Microscopio 6ptico (Eclipse Ni, Nikon, Japdn) que estd conectado a una cdmara
digital (DS- Vi1, Nikon, Japdn) y un sistema de captura de imagenes (DS-L3, Nikon,
Japon)

e Microscopio electrénico de barrido (modo 100% ambiental) (EVO LS10,Carl Zeiss,
Alemania)

e Microscopio Confocal de Barrido Laser (LSM 710, Carl Zeiss, Alemania).

e Balanza (AC-100, Denver Instrument, USA)

Software

e Programa Imagel v.1.46(National Institute of Health, Bethesda,MD, EE.UU.).
e Programa Sigma Plot 12.5 (Systat software Inc. EUA)
e XLSTAT version 2016.3 (Addinsoft, EUA)
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5.2 Metodologia
5.2.1 Obtencion de las muestras

Se obtuvieron manzanas de las variedades: Golden Delicious (Chihuahua), Red Delicious,
Gala Washington y Granny Smith del mercado local especificamente de Superama. Se
escogieron cada una de las manzanas libres de dafios y en estado de maduracién de

consumo. Estas variedades se seleccionaron debido a su importancia a nivel internacional.

5.2.2 Analisis Fisicoquimicos

5.2.2.1 Peso y Volumen

Se pesaron 5 manzanas de cada variedad en una balanza (AC-100, Denver Instrument,
USA) y se reporto el promedio y desviacién estandar de cada variedad. Se determind el
volumen de las manzanas mediante la prueba de volumen desplazado, la cual consiste en
tomar un vaso de precipitado graduado de 500 ml, donde se vierte una cantidad de agua
especifica y posteriormente se sumerge la muestra y se mide el volumen desplazado. Se

realiza la resta entre el volumen desplazado y el volumen original (Mohsenin, 1978).

5.2.2.2 Estado de madurez de las manzanas por pruebas fisicoquimicas

El estado de madurez de los frutos en general es una de las caracteristicas que se
consideran en todas las normas la garantia que tales frutos satisfagan las exigencias del
consumidor en lo que a calidad se refiere. Para la evaluacion del estado de madurez
emplearon los siguientes indicadores fisicoquimicos de acuerdo a lo recomendado por
Ornelas-Paz et al. (2013): sélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT) y firmeza (F) y
a través de ellos es posible establecer su indice de madurez o por sus siglas en inglés RPI

(Ripening Index) de acuerdo a lo reportado por Vasquez-Caicedo et al. (2005).

La AT se midié usando alrededor de 15 g de pulpa de la manzana libre cascara y hueso, la
pulpa fue molida, homogenizada y filtrada a través de una gasa. Del jugo obtenido se
tomaron al menos de 10 g y se colocaron en matraz aforado de 100 ml y se completo el

aforo con agua destilada. Después esta solucidn se pasd a un matraz Erlenmeyer y se
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agregd 2 gotas de fenolftaleina, la solucidén se valoré con NaOH 0.1 N colocado en un
bureta volumétrica hasta obtener el vire del indicador (color rosado-morado). Se anoté el
gasto de NaOH y este se us6 para obtener la acidez de la muestra a partir de la siguiente

férmula:

(24)

Acidez titulable = (Gasto NaOH ml><0.0067><100) % 10

Peso de la muestra g
Este experimento se realizd en las 4 manzanas por triplicado y se reporta como g

equivalentes de acido citrico /g de muestra.

Los SST se realizaron por triplicado en cada variedad de manzana tomando una gota del
jugo de manzana libre de fibra y colocdndolo en un refractémetro digital (Boeco,

Alemania) y se reportaron en °Bx.

La firmeza (F) de las manzanas se determind mediante pruebas de penetraciéon usando un
Texturémetro (TexturePro CT V1.6 Build). Se seleccionaron 3 manzanas de cada variedad,
las cuales se cortaron 2 rebanas para cada manzana. Los cortes tuvieron un espesor de 2
cm, fueron obtenidos de la zona perimetral del mesocarpio. Se colocaron en cada
rebanada 3 puntos con una distancia de 2 cm donde se evaluaron la prueba. En total se
realizaron 18 muestras de cada variedad de manzana. La medicién de firmeza se realizé
mediante una sonda cilindrica de 6 mm diametro. Con una velocidad de prueba de 0.5
mm/s y con un objetivo (la profundidad maxima de penetracion) de 9 mm. Las
condiciones para la prueba se basaron en estudios previos de firmeza en manzanas
(Varela et al. 2007; Rowe et al. 2014; Hou et al. 2016). La F se determind como la maxima

fuerza requerida para atravesar el fruto expresado en Newton (N).

Con los pardmetros anteriormente descritos se determind el indice de madurez en cada
variedad de manzana de acuerdo a la ecuacion reportada por Vasquez-Caicedo et al.
(2005)

AT

RPI = In(100x |F|x
SST

(25)
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Esto con la finalidad de encontrar exactamente el estado de madurez en que se

encuentran y como un punto de referencia.

5.2.3 Color

Este parametro se midié con un colorimetro (CHROMA METER CR-400, Konica Minolta,
Japon) y para ello se tomaron 5 manzanas de cada variedad, se les dibujo en la parte
superior los numeros: 0, 1, 2, 3, que fueron las caras donde se coloco el colorimetro y se
realizaron las mediciones. Se realizaron 3 lecturas para cada manzana en la zona
ecuatorial del fruto. Se obtuvieron los pardmetros de “L*”, “a*” y “b*” del espacio de

color CIELab.

5.2.4 Estudio de microscopia éptica y caracterizacion de células mediante analisis de
imagenes.
La evaluacién morfométrica se realizé mediante un microscopio éptico (Eclipse, Ni Nikon,
Japon) que estd conectado a una camara digital (DS- Vi1, Nikon, Japon) y un sistema de
captura de imagenes (DS- L3, Nikon, Japdn). Para obtener las imagenes del tejido de
manzana se cortaron las muestras de la parte perimetral del parénquima en la forma de
un cubo rectangular y luego se extrajeron rebanadas delgadas utilizando hojas de afeitar
de doble filo (Oey et al. 2007) y después se colocaron en un porta objetos y se observaron
en el microscopio con el objetivo 20x sin tincidn. Se capturaron por lo menos 20 imagenes
de cada variedad estudiada. Las imagenes se almacenaron en formato RGB/TIFF a 1600 x
1200 pixeles y fueron convertidas a escala de grises y posteriormente a imagenes binarias
para segmentar las células usando el algoritmo Mexican Hat del software Imagel v. 1.46,
el principio del funcionamiento de este algoritmo se explica en la secciéon 5.2.4.1.
Finalmente, la forma y el tamafio de las células se analizaron desde las imdgenes binarias y
se obtuvieron los siguientes pardametros morfométricos:

e Area: Nimero total de pixeles que caen dentro del contorno del elemento

analizado, multiplicado por el area de un pixel. Se realizé el cambio de pixeles a

um?2 midiendo y usando la escala de calibracion de las imagenes para obtener un
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factor de conversion o resolucién de la imagen de 0.641 um?/px. Para las medidas
de longitud se hizo el mismo procedimiento y la resolucién fue de 0.641 um/px.

e Perimetro: La longitud total de los limites de un cuerpo y este fue calculado a partir
de sus proyecciones horizontales y verticales.

e Didmetro de Feret (Didmetro maximo): Se defini6 como la distancia mas larga
entre dos puntos cualesquiera a lo largo del limite de seleccion.

e Redondez : Se definié mediante el siguiente relacién:

4 x Area (26)

m(Méaximo Diametro)?2’

e Relacién de aspecto (AR): Fue determinada como el cociente de la distancia mayor
entre la distancia menor entre dos puntos a lo largo del limite de seleccién y se usé

la siguiente relacion:

__ Diametro mayor

AR (27)

Didmetro menor’

Todas las etapas del analisis de imdagenes se realizaron en Imagel v. 1.47 (National

Institutes Salud, Bethesda, MD, USA).

5.2.4.1 Algoritmo Mexican Hat

El algoritmo Mexican Hat utilizado en el software Imagel v. 1.46 fue aplicado en las
imagenes de microscopia de luz para poder facilitar las segmentacién de las células y
extraer los parametros morfométricos. Este algoritmo consiste en utilizar el operador
“Laplaciano tipo Gaussiano”. Este operador es una herramienta para el procesamiento de
imagenes, cuya finalidad es difuminar la imagen, suavizando el ruido, para ello se modifica
cada pixel en funcién de los pixeles que le rodean, convolucionando la imagen (Facello et

al. 2003; Fernandez, 2014).

Pagina 43



ESTUDIO MICROESTRUCTURAL Y FISICOQUIMICO CON ANALISIS DE IMAGENES Y MULTIVARIADO EN DIFERENTES VARIEDADES DE
MANZANA COMO HERRAMIENTA MATEMATICA DE CONTROL DE CALIDAD

El Laplaciano tipo Gaussiano alimenta la imagen de entrada con funcion f(x,y), donde la

imagen es deconvulsionada a través de un kernel Gaussiano: (Bretzner et al. 1998)

gy, t) = -e /@Y, (28)

A una determinada escala t para dar una representacién “escala-espacio":

Lixy,t) = g(xy,t) * f(x,y). (29)

Asi, el operador Laplaciano viene dado por:

V2L = Lyy + Lyy (30)

Y este normalmente da una fuerte respuesta positiva para regiones oscuras de
extensién v/t y negativa para regiones claras de tamafio similar. El principal problema al
aplicar este operador a escala Unica es que su respuesta es muy dependiente de la
relaciéon entre el tamafio de la region y el tamafio del kernel Gaussiano usado para
preparar la imagen. Para detectar automaticamente regiones de tamafio desconocido es
necesaria una aproximacion a varias escalas. Una manera sencilla de obtener esta
aproximacion es considerar el Laplaciano de escala normalizada:

VZnormL(x,y; t) = t(Lyy + Lyy). (31)

Que sirve para detectar los maximos/minimos de la representacion escala-espacio, que
son puntos simultdneamente maximos/minimos locales de VZnormL con respecto tanto a
espacio como escala. Ademas este operador da una fuerte respuesta de manchas que son
mas brillantes o mas oscuras que sus antecedentes. Una propiedad importante de estos
dos detectores de caracteristicas es que los niveles de escala seleccionados proporcionan
informacién sobre los tamafios caracteristicos de las caracteristicas de la imagen (Bretzner
et al. 1998). Esto nos permite encontrar una imagen de las células sin tanto ruido y con la
mayor claridad para poder segmentar y cuantificar la forma y el tamafio de cada célula.

Este tipo de filtro ha sido utilizado para la separacién de componentes en una imagen de

mapas del fondo césmico de microondas (Tenorio et al. 2004), también se ha ocupado en
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el procesamiento de imagenes para un proceso de endocitosis (Fernandez, 2014), al igual

en otras investigaciones se ha tomado para la deteccidn de caracteristicas tales como

manchas y esquinas en una misma imagen (Bretzner et al. 1998).

5.2.5 Microscopia de barrido de electrones en modo ambiental (ESEM)

La metodologia empleada para observar la microestructura del tejido de cada variedad se
prepard mediante cortes longitudinales de la porcion del pericarpio de la manzana desde
3 manzanas distintas. Los cortes fueron fijados sobre una porta muestra y se observaron
directamente en el ESEM (EVO LS10, Carl Zeiss, Alemania) sin recubrimiento conductivo a
un voltaje de aceleracion de 1.60 kV. Las micrografias fueron capturadas en formato RGB y
almacenadas TIFF y luego fueron convertidas a escala de grises y posteriormente a
imagenes binarias por segmentacién manual, manejando un umbral de segmentacion
(threshold) de 40.5 + 7.04 a 255 para poder separar las zonas oscuras del fondo, lo que
para este trabajo se definié como los poros del tejido. Estas areas fueron cuantificadas y
se obtuvo el nimero de pixeles de cada area segmentada como poro para obtener la
fraccion de area ocupada por los poros en relacidn al total de pixeles de la imagen o area

total (Ziel et al. 2008) y se aplicé la siguiente formula:

zona de poros (suma de los espacios con poros )

Fracciéon de area ocupada = (32)

Area total de la imagen

Cabe aclarar que la fraccion de drea ocupada o porosa no corresponde directamente al
tamafio de un poro sino a una porosidad local o relativa. Asimismo, se obtuvo el nUmero
de poros y densidad de poros, los cuales han sido sugeridos como una medida para la
evaluacion de la porosidad relativa de un material. La densidad de poros se obtuvo del
numero total de poros entre el area total de la imagen en um? (Sanchez-Pardo et al.

2012).
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5.2.6 Microscopio Confocal de Barrido laser (CLSM)

Para el caso de los estudios de microscopia confocal de barrido laser (CLSM, confocal laser
scanning microcopy) se tomaron 3 manzanas de cada variedad a partir de éstas realizaron
desde 4 cortes longitudinales en el pericarpio con grosor de 45 um. Estos fueron tefiidos
con 1 ml con azul de Evans por media hora y posteriormente fueron lavados 5 veces con
agua destilada. Como el tejido de manzana contiene clorofila, que es un compuesto que
genera autofluorescencia en una longitud de onda de excitacién para la clorofila “a” de
430 nm y de emisién de 670 nm y para la clorofila “b” de 460nm y de emisién de 660 nm.
(Vitta et al. 2009). Esta auto-fluorescencia se debe inhibir para poder teiiir las paredes
celulares de cada variedad, por lo que se ocupd azul de Evans que tiene una longitud de
onda de excitacion de 550 nm y de emisién de 625 nm, esto permitid inhibir la
autofluorescencia de la clorofila y ademas sin interferir con los maximos de emisién de los
fluorocromos en las tinciones. Esto se puede realizar debido a que el azul de Evans
traslapa los espectros de emision y absorcion de la clorofila, por lo que se desactiva la
autofluorescencia de las clorofilas (Osterman et al. 2009).

Debido a que la pared celular estd compuesta de celulosa y hemicelulosa éstas fueron
marcadas con 1 ml de calcoflior White M2R al 0.01% (fluorescent brightener 28 F3543,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) por 5 minutos de acuerdo a lo reportado por
Herndndez-Hernandez et al. (2014), cabe recordar que el calcofldor es un marcador
fluorescente que tiene una gran afinidad a la celulosa permitiendo tefiir adecuadamente
la celulosa y hemicelulosa del tejido (Bessadok et al. 2009). Posteriormente se realizaron 5
lavados de agua destilada para cada muestra, luego fueron montados en portaobjetos y
vistas en el CLSM (LSM 710, Carl Zeiss, Alemania). Este equipo cuenta con canales
espectrales o modo lambda y fueron usados para detectar las sefiales de fluorescencia de
la celulosa y para esto se usé el software Zen del CLSM. Se capturaron alrededor de 10
campos para obtener imagenes en RGB que fueron almacenadas en formato TIFF a 512 x

512 pixeles.
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5.2.7 Analisis estadistico descriptivo y multivariado

Los datos obtenidos en las determinaciones fisicoquimicas, color y analisis de imagenes
para las cuatro variedades de manzana fueron expresados como un valor promedio con
su desviacién estandar respectiva. Las comparaciones estadisticas se llevaron a cabo
mediante comparacién multiple con un ANOVA (ANalysis Of VAriance) de una via usando
la prueba de Tukey y el programa SigmaPlot versién 11.0. Asimismo, se considerd
diferencia significativa cuando p < 0.05.

Los parametros obtenidos en las determinaciones fisicoquimicas (SST, AT, F, RPI, peso,
volumen desplazado y densidad aparente), andlisis de imagenes de microscopia de luz
(Area, perimetro, redondez, didmetro de Feret y circularidad) y barrido de electrones
(NUmero poros, densidad de poro y fraccion de area ocupada) para las cuatro variedades
de manzana estudiadas, fueron arregladas en una matriz de 16 variables x 4 variedades
para establecer que variables tenian mayor correlacion entre si mediante un analisis de
Pearson que se corrié de manera simultanea el Analisis de Componentes Principales (PCA,
principal compents analysis) que fue utilizado para clasificar las diferentes variedades de
manzana. El PCA es una herramienta estadistica multivariable que reduce el nimero de
variables basado en la varianza del conjunto de datos y representa los datos como
variables transformadas llamadas componentes principales para su posterior analisis. Esta
técnica permite correlacionar las variables asi como la contribucién de las mismas
proveyendo informacién sobre la distribucion de los datos. (Jolliffe, 2002; Veléz-Rivera et
al. 2013). De esta manera, el PCA se utilizd6 para seleccionar las variables con mayor
importancia del sistema y asi poder clasificar las variedades de manzanas estudiadas.

Para ambos andlisis estadisticos, una diferencia de p<0.05 se considera significante. Los
estudios estadisticos se llevaron a cabo con el programa XLSTAT v2009.3.02 (Addinsoft,
EUA).

Finalmente, un resumen de la metodologia desarrollada en la presente tesis se presenta a

continuacién como diagrama de flujo (Figura 6).

Pagina 47



ESTUDIO MICROESTRUCTURAL Y FISICOQUIMICO CON ANALISIS DE IMAGENES Y MULTIVARIADO EN DIFERENTES VARIEDADES DE
MANZANA COMO HERRAMIENTA MATEMATICA DE CONTROL DE CALIDAD

Manzanas Golden Delicious Chihuahua, Granny Smith, Red Delicious

y Gala Washington

IAcondicionamiento de|
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Fisicoquimica
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Sélidos Solubles
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Firmeza
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Microscopio dptico
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de Barrido Laser
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Figura 6 Diagrama de flujo del trabajo experimental
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6. Resultados y discusion
6.1 Analisis Fisicoquimicos

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados a las
diferentes manzanas estudiadas, con el fin de evaluar el estado de madurez de las
mismas. Las manzanas que se analizaron fueron seleccionadas por inspeccion visual y al
tacto y para tener muestras en un estado de maduracion para consumo, es decir,
presentaba una firmeza al tacto aceptable y un color tipico para consumo, es decir no

verdes o sobre maduradas, y sin defectos por dafios mecanicos o plaga.

Cuadro 1. Pardmetros fisicoquimicos de las variedades de manzana estudiadas.

Golden D Granny S GalaW. Red D.
Acidez Titulable (g de dcido 3.2940.30 6.99+0.95 @ b 2.60+0.09° 2.2040.05°
malico / g de la muestra)
Solidos 5?);2:35 Totales 12.08+1.98 11.740.47 11.1+0.05 13.06+0.057
Firmeza (N) 20.59+ 1.85%0 24.54+4.77° 22.92+6.584 24.69+4.56°
RPI 6.33 7.29 6.28 6.03
Peso (g) 137.76+11.07*%%¢  181.47+10.39%¢  161.36+13.16>¢  216.14+15.96>>¢

Volumen desplazado

(cm? ) 149.66+0.57%¢ 199.66+0.57%%¢ 168.33+16.07°¢ 238.33+12.58%b¢

*Letras iguales en el mismo rengldn tienen diferencia significativa (p<0.05), valores

expresados como promedio aritméticot desviacién estandar.

En el pardmetro de acidez titulable podemos observar que las manzanas Golden, Gala y
Red tienen un comportamiento similar que va de 3.29 a 2.20 g de acido malico / g de la
muestra, mientras que la manzana Granny tiene un comportamiento muy diferente con
un valor de 6.99 g de acido malico / g esto debido a que es una manzana que
generalmente es mas acida que las demads. En algunos estudios de manzanas de otras
especies por ejemplo en la var. Borkh reportaron una acidez titulable de 6.45£0.17 g de
acido malico / g de la muestra (Rizzolo et al. 2010) que fue similar al valor que se encontré

en el presente estudio para la variedad Granny Smit. Mientras Calvo (2002) reporté un
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valor de 3.05 g acido malico/g de la muestra de acidez titulable en la manzana Red
Delicious. Como podemos observar los valores obtenidos de la acidez titulable para las

manzanas estudiadas en este trabajo fueron similares a los reportados en la literatura.

En los que se refiere al parametro de sélidos solubles totales las manzanas Granny y Gala
tienen un comportamiento similar con un valor que de 11.1 °Brix a 11.7 °Brix, mientras
qgue las demds variedades oscilan entre 12.06 °Brix a 13.06 °Brix. En algunos trabajos
reportaron sélidos solubles totales (SST) para la var. Fuji y se encontraron valores de
13.42+1.21 °Brix (Guo et al.2016) lo cual es similar al valor encontrado en este estudio
para la var. Red Delicious. En la var. “Crip’s Pink” se encontrd para SST un valor de 14.4
°Brix (Whale et al. 2008). En otros cultivares como la manzana de var. Borkh reportaron
11.6940.19°Brix (Rizzolo et al. 2010). En la var. Jonagold han reportado una media de SST
12.7°Brix (Mendoza et al. 2011) que fue similar al valor que se encontrd en este estudio
para la var. Golden Delicious. En lo que se refiere al trabajo de Iglesias et al. (2008) se
reportd un valor entre 11.1°Brix en la var. Gala. Abbott et al. (2004) realizaron un analisis
de (SST) para las variedades de Golden Delicious y Grany Smith, donde se obtuvieron 13.5
°Brix y 15.3 °Brix respectivamente. En lo que se refiere a la var. Red Delicious han

reportado un valor de 13.74 °Brix (Mancera-Ldpez et al.2007).

Con los datos referidos en el Cuadro 1 encontramos que la variedad con mayor firmeza es
Red Delicious seguida de la variedad Granny Smith. Mientras que la variedad con menor
firmeza es Golden Delicious. En otros trabajos se han reportado diversos valores de
firmeza para las manzanas que estudiaron aqui, por ejemplo la manzana Golden Delicious
tiene un valor alrededor de 45.0 N esto debido a que se utilizé un penetrémetro, con una
sonda de tamafio de 11.1 mm con forma de esfera (Allan-Wojtas et al. 2003). En otro
reporte se registré el mismo pardmetro para la manzana Golden Delicious con un valor de
12.3 N y para la manzana Granny Smith un valor de 13.9 N, en este caso si utilizaron
texturémetro pero varié en la forma de corte de la manzana ya que fue una rebanada
horizontal, con una maxima penetracién de 3 mm que es menos de la mitad de lo que se

realizé en este estudio (Abbott et al. 2004). Por su parte Mendoza et al. (2011) reportaron
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para la manzana Golden Delicious un valor alrededor de 56.6 N pero su sonda tenia un
tamafio de 11.1 mm con una velocidad de prueba de 2 mm/s. Otra investigacién
reportaron que de la variedad Golden Delicious tenia un valor de firmeza de 14.18 N y Red
Delicious 13.74 N, pero realizaron las pruebas con un penetrometro (Mancera-Ldpez et al.
2007). Para la variedad Gala Royal encontraron una firmeza de 62 N, realizaron esta
prueba con un penetrometro (Rowe et al. 2014). Como se puede observar existen
diferencias notables de los resultados obtenidos en este estudio en relacidn con las otras
investigaciones referidas, esto se puede deber a que se utilizaron diferentes equipos de
medicidn, diferentes tipos de sonda y parametros para realizar la evaluacion de la firmeza
de diferentes variedades de manzana. Esto sugiere que es necesario establecer o usar un

método oficial para evaluar la firmeza en la manzana.

En los datos obtenidos para el parametro de RPI para cada manzana se observa que hay
una gran similitud entre las variedades Golden Delicious, Gala Washinton y Red Delicious.
Mientras que la variedad Granny Smith es la que tiene un nimero mayor en comparacion
con las anteriores. En la literatura no existen valores de RPI para manzana, porque este ha
sido usado mas frecuentemente en otros frutos climatéricos como el mango variedad
Manila (Vélez-Rivera, 2013). Sin embargo, los datos obtenidos en el presente trabajo estan
en concordancia con los reportados por Cardenas-Pérez, (2016) que propuso el uso del RPI
para evaluar el estado de madurez de manzanas variedad Golden Delicious, este trabajo
reporta valores de RPI que oscilaron entre 6.69 + 0.14 en el dia 1 a 5.54 £ 0.06 en el dia 40

de almacenamiento.

En el analisis de peso encontramos que la manzana con mayor peso es la variedad Red
Delicious con 216.14+15.96 y la que le sigue es la Granny Smith. La manzana con menor
peso es la Golden Delicious (Chihuahua). En algunas investigaciones reportaron el peso de
las manzanas Golden Delicious alrededor de 188.2 y Red Delicious 215.8 (Mancera-Lopez
et al. 2007). Hou et al. (2016) reportaron el pardmetro de peso de las siguientes
variedades de manzana Fuji con 228.2+4.0, Golden Delicious 224.8+3.1 y Jonagold

251.8+38.1. Con los datos anteriores podemos concluir que los valores para la variedad

Pagina 51



ESTUDIO MICROESTRUCTURAL Y FISICOQUIMICO CON ANALISIS DE IMAGENES Y MULTIVARIADO EN DIFERENTES VARIEDADES DE
MANZANA COMO HERRAMIENTA MATEMATICA DE CONTROL DE CALIDAD

de Red Delicious son similares los valores obtenidos con los reportados en otros estudios,
mientras que la variedad Golden Delicious hay una amplia variabilidad entre las
investigaciones previas y en los valores obtenidos. En los que respecta a las variedades

Granny y Gala no hay similitud entre ellas u otra variedad antes mencionada.

En el pardmetro del volumen desplazado observamos que la variedad Red Delicious tiene
un valor mayor volumen que las demds manzanas mientras que la variedad Golden
Delicious (Chihuahua) es la que tiene un a valor menor de volumen, esto esta asociado

principalmente a las diferencias tipicas de cada variedad estudiada.

6.2 Color

En el Cuadro 2, se muestran los resultados del espacio de color de cada variedad, esto con

el fin de establecer el color de cada variedad manzana estudiada en el presente trabajo.

Cuadro 2. Valores promedio y desviacidén estandar de los parametros de color L*, a*y b*
de cada variedad de manzana.

GoldenD C Granny S GalaW. Red D.
L 67.85+1.89° 65.37+2.67° 66.26%3.08" 36.12+4.69%"¢
a* -15.10+-1.42°¢ -16.120+0.74°¢ 13.22+3.15% 31.083+1.45*°
b* 48.30+0.50%° 39.75+2.74¢ 33.73+2.73% 14.8742.87*¢

*Letras iguales en el mismo rengldn tienen diferencia significativa (p<0.05)

En la coordenada cromatica L* que detecta la luminosidad de color observamos que la
var. Red Delicious tiene un valor menor que las demas variedades, mientras que las
manzanas faltantes oscilan entre 65 a 67. En lo que respecta la coordenada a*
encontramos que las variedades Golden Delicious (Chihuahua) y Granny Smith tienen
valores similares, asi mismo las variedades Gala Washington y Red Delicious. Esto se debe
a que la coordenada a* es el gradiente del (-) al rojo (+). En la coordenada b* los valores
tienen diferencias significativas debido a que esta coordenada el gradiente del azul(-) al

amarillo(+).

Algunos autores como Dobrzafiski et al. (2002) observaron el color de la var. Champion,

en donde los valores para L* oscilaron entre 40 hasta 72, en el pardmetro de b* de -5 a 43
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y el pardmetro a* de -10 a 53. Reportaron estos valores debido a que las manzanas que
ocuparon fueron almacenadas durante cinco meses ademas realizaron sus mediciones con
un colorimetro (Braive 6016). Guo et al. (2006), reportaron para la var. Fuji los valores
para L* 56.96, para a* -4.77 y para b* de 3.85. Utilizando un colorimetro triestimulo.

En la var. Granny Smith, Lancaster et al. (1994) reportaron los valores para L* 47.6, para
a*3.5y b* 16.2 los valores reportados en la literatura son muy diferentes debido a que la
manzana la almacenaron a una temperatura 4°C, ademds su muestra estuvo expuesta a
altas intensidades de luz. Otra variedad que estudiaron fue Regal Gala y obtuvieron los
siguientes valores para L* 35.8, para a* 9.2 y para b* 1.6. En lo que respecta a la var.
Oregon Red Delicious reportaron los valores de L* 33.9, para a* 7.1 y para b* 0.8. Las
mediciones de color las hicieron con un analizador de color triestimulo portatil
(Chromameterll; Minolta, Ramsey, N. J.) (Lancaster et al. 1994). Como se puede observar
la variacién de color en las variedades de manzana es amplia, depende del tipo de cultivar
y el estado de madurez de las mismas, asi como las condiciones de evaluaciéon como la
cantidad de luz, la temperatura de la muestra y en los datos reportados en el presente
trabajo se puede decir que los valores encontrados estan en los intervalos reportados en

la literatura.
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6.3 Estudio morfométrico de las células del tejido por microscopia de luz

(LM)

En las Figuras 7, 8, 9 y 10 se muestran imagenes de la microestructura de cada variedad
de manzana, donde se puede observar la organizacién, tamafio y forma de las células del
tejido. En la Figura 7 podemos observar las células de la variedad Golden Delicious

(Chihuahua) donde encontramos que tiene una forma ovalada, en algunas casi redondas y

pequena con respecto a las demas variedades de este estudio.

Figura 7. Imagen de microscopia de luz del tejido de manzana de la variedad Golden
Delicious (Chihuahua): a) Imagen en campo claro del tejido b) Imagen segmentada con
algoritmo Mexican Hat. Barra en rojo representa 100um. Magnificacién 20x.

En cambio en la Figura 8 muestra las células de la variedad Granny Smith, donde se puede
observar que tienen un tamano mayory sus células presentan una amplia gama de formas

en comparacion con las imagenes de las variedades Golden Delicious (Chihuahua).
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Figura 8. Imagen de microscopia de luz del tejido de manzana de la variedad Granny
Smith: a) Imagen en campo claro del tejido b) Imagen segmentada con algoritmo Mexican
Hat. Barra en rojo representa 100um. Magnificacién 20x.

Por otro lado, en la variedad Gala Washington (Figura 9 se puede observar que la gran
mayoria de las células son grandes y unas pocas son pequeifias, otras son alargadas o
semiredondas. Esta variedad se asemeja a la manzana Granny Smith al tener células mas

grandes que la variedad Golde Delicious (Chihuahua).

Figura 9. Imagen de microscopia de luz del tejido de manzana de la variedad Gala
Washington: a) Imagen en campo claro del tejido b) Imagen segmentada con algoritmo
Mexican Hat. Barra en rojo representa 100um. Magnificacion 20x.
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En lo que se refiere a la variedad Red Delicious (Figura 10) se observa que sus células son

mas homogéneas y de menor tamano comparado con las variedades Granny Smith y Gala,

pero tiene una mayor similitud con las células del tejido de la variedad Golden Delicious

(Chihuahua).

o R SN, YO R
Figura 10. Imagen de microscopia de luz del tejido de manzana de la variedad Red
Delicious: a) Imagen en campo claro del tejido b) Imagen segmentada con algoritmo
Mexican Hat. Barra en rojo representa 100um. Magnificacion 20x.
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En el Cuadro 3 se muestran los resultados de los parametros morfométricos de las células
del tejido de las diferentes manzanas estudiadas, con el fin de evaluarla forma y tamafio

de las mismas.

Cuadro3. Pardmetros de imagen de células de cada variedad de manzana, * indica
desviacién estandar

Golden D Granny S. GalaWw. Red D.
Area
(um?) 30400+12021%¢ 43128+17823P¢ 34430+13381%%¢ 32151+12034°¢
Perimet
(;:;“e o 667+157%° 800+200%¢ 702415959 657.03+148.53b
Redondez 0.72+0.13%¢ 0.70+0.13%%¢ 0.72+0.12%¢ 0.74+0.12%>¢
ﬁfﬂ";etm 194443 23345320+ 2054455 195440
AR 1.44+0.30%¢ 1.49+0.332bc¢ 1.43+0.29° 1.38+0.25%%¢

*Letras iguales en el mismo rengldn tienen diferencia significativa (p<0.05)
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Como se puede observar existen diferencias entre los tamafos celulares de cada variedad,
teniendo la Golden Delicious (Chihuahua) y la Red Delicious con valores similares de darea,
didmetro y redondez. Contrariamente la variedad Granny Smith mostro los valores de
area y didmetro mas grandes, seguidos de la Gala, esto se asocié también con la forma de
las células que tendieron a ser menos circulares por lo que el tamafio celular se ve
incrementado. En otras investigaciones se reportd el drea de la célula de la Manzana
Golden Delicious en 18,990+689 um? y en la manzana Granny Smith en 28,332+1120 pm?.
En lo que se refiere al didmetro se los resultados fueron en Golden 150.242.9 um y en
Granny Smith 184.3+3.8 um (Cen et al. 2013). El autor Kubik et al. (2013) reportaron el
perimetro de las células de diversas variedades de manzana como la variedad Jonathan
donde encontraron un valor medio de 460.593um, en la variedad Jonagared se encontrd
un valor medio de 597.892 um, en la variedad Ontario de 622.270 um y en la Spartan de
559.753 pm.

Aunque difieren con nuestros resultados se mantiene la conclusion de que las células de

Granny Smith es la mas grande comparada con la variedad Golden.
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6.4 Microscopia de barrido de electrones en modo ambiental (ESEM)

En las Figuras 11-14 se muestran las imagenes de ESEM del tejido de las variedades de
manzana estudiadas y que sirvieron para analizar la porosidad de su parénquima. Se
puede observar en la Fig 11 la variedad Red Delicious tiene mayor nimero de poros en
comparacion con las otras variedades, ademas de presentar una distribucién y tamafo de
poro mas homogéneo, asi como células mas redondas y menos elongadas (Cuadro 3), por
lo que estas caracteristicas microestructurales le confieren el mayor valor de firmeza de

entre las variedades estudiadas (Cuadro 1).

Figura 11. Imagen obtenida con ESEM en un corte longitudinal con una escala 100 um de
la variedad Red Delicious: a) Imagen con ESEM, b) Imagen segmentada con Thereshold.
Magnitud 50x

En la Figura 12 se muestra una imagen seleccionada del tejido parenquimatico de la
variedad Gala Washington donde se observa que su microestructura tiene una
distribucidn de poros con mayor variabilidad de forma y tamafo, presentando espacios
vacios mas grandes que la variedad Red Delicious, esto se puede asociar a menores

valores de firmeza observados en la variedad Gala Washington (Cuadro 1).
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Figura 12. Imagen obtenida con ESEM en un corte longitudinal con una escala 100 um de
la variedad Gala Washington: a) Imagen con ESEM, b) Modificada con el software Image J.
con Threshold. Magnitud 50x

En la figura 13 se presenta la muestra de la variedad Granny Smith donde se observa que
los poros son mas grandes e irregulares asi como una distribucion heterogénea debido a

gue en ciertas zonas hay una mayor concentracién de poros del tejido.

Figura 13. Imagen obtenida con ESEM en un corte longitudinal con una escala 100 um de
la variedad Granny Smith: a) Imagen con ESEM, b) Modificada con el software Image J. con
Threshold. Magnificacién 50x

En la siguiente Figura nos muestra la variedad Golden Delicious, en la cual podemos
observar que hay una gran variabilidad de formas de poros, heterogéneamente

distribuidos y con un nimero menor que las demas variedades estudiadas.
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Figura 14. Imagen obtenida con ESEM en un corte longitudinal con una escala 100 um de
la variedad Golden Delicious (Chihuahua): a) Imagen con ESEM, b) Modificada con el
software Image J. con Threshold. Magnificacién 50x

En el Cuadro 4 se muestran los resultados del analisis de imagen en ESEM para evaluar la
porosidad de cada una de las variedades de este estudio. Las manzanas se encontraban en

un estado de maduracion para consumo.

Cuadro 4. Valores promedio y desviacion estandar de la Porosidad de cada variedad de

manzana.
GoldenD C Granny S GalaWw. Red D.
Numero de Poros 51.44+ 45.04 63.66+45.47 68+56.7 94.11465.30
Densidad de 2.23+1.15 3.34+1.67 2.89+1.37 3.20+1.58
Poro mm
Fraccion de Area 0.04£0.02 0.07+0.04 0.05£0.02 0.06£0.03
ocupada

*A través de una analisis ANOVA se observé que no existe diferencias significativas (p<0.05)

Los valores mostrados en la Cuadro 4 se puede observar que en el pardmetro de nimero
de poros la manzana que tiene un valor mayor es la var. Red Delicious pero la var. Golden
Delicious (Chihuahua) es la que obtuvo un valor menor que las demas manzanas. En
cambio en la densidad de poro la var. Granny Smith fue la que tuvo un valor mayor
mientras que el valor menor fue Golden Delicious. En lo que respecta al parametro de
fraccién de area ocupada la variedad que obtuvo un mayor valor fue la var. Red Delicious y

con menor valor la var. Golden Delicious.
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Al realizar un analisis de varianza unifactorial (ANOVA) se encontré que no hubo
diferencias significativas (P>0.05) en los valores de cada pardmetro entre cada variedad

debido a que mostraron una amplitud de rangos muy grande.

En algunos trabajos como Nieto et al. (2004) reportaron una porosidad del 24% en la
variedad Granny Smith. Cuantificaron a través de los valores de pb y ps que son la
densidad aparente (pb) que la determinaron midiendo el volumen de la muestra por el
desplazamiento, usando un picnédmetro con agua como liquido de referencia. La densidad
de sélido-liquido (ps) la obtuvieron midiendo la pulpa de la muestra, donde se
homogeneiza a fin de eliminar los poros y el aire (Nieto et al. 2004). En otro estudio
analizaron la porosidad de la variedad Elstar en diferentes secciones de la manzana hasta
el hueso. Lo realizo mediante imagenes con MEBA. Donde reportd los siguientes
porcentajes en el exterior de porosidad de 16.1, en medio 26.7% y en el interior 31.7%.

(Schulze et al. 2012).
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6.5 Microscopio Confocal de Barrido laser (CLSM)

En las figura 15a se muestra la var. Golden Delicious donde observamos que sus células
son redondas y pequefias lo que confirma los datos mostrados en el cuadro 3. De la
misma forma la Figura 15d se muestra que la var. Red Delicious tiene células igual
redondeadas y pequenas, ademas de que las células se encuentran muy juntas unas con
otras. También con la fijacion del calcofluor nos proporciond una mejor definicion de la
pared celular de esta variedad. En la variedad Gala Washington observamos en la Figura
15b que las células son mas alargadas de y que se encuentran muy juntas unas con otras
sin tantos espacios intercelulares, pero las células de esta variedad son mas grandes que la

Red Delicious.

En la manzana Granny Smith encontramos en la figura 15c que la forma y el tamano de
las células son irregulares y se encuentra dispersas en el tejido por lo que tiene mas
espacios intercelulares que las anteriores. Con estas conclusiones de la variedad Granny
Smith se validan los datos mostrados en el Cuadro 3 y obtenidos de las Figuras 7, 8, 9y 10

donde definimos a esta manzana con células mas grandes pero menos redondas.

Por ultimo la variedad Golden observada en la Figura 16a tiene una buena definicion de la
pared celular con la tincidn pero tiene ciertos puntos o cumulos, la forma que predomina

en las células es redonda y se encuentran encimadas unas con otras.
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Figura 15. Imagenes de CLSM que muestran la autofluorescencia de la pared celular de
cada variedad con escala 50um: a) Golden Delicious (Chihuahua), b) Gala Washington c)
Granny Smith y d) Red Delicious

En un estudio que tomaron imagenes con (CLSM) y reportaron que las células de Golden
Delicious son pequefias pero con mayor area de los espacios intercelulares que la
variedad Champion. Ademas que las células de estas variedades presentaron una forma
elipsoidal (Pieczywek et al. 2012). Otros investigadores como Cen et al. (2013) trabajaron
con las variedades Granny Smith y Golden Delicious, donde observaron en sus imagenes
en CLSM que el tejido de la variedad Granny Smith tiene espacios intercelulares mas
estrechos que los de la variedad Golde Delicious. También reportaron la variedad que
tiene las células mas grandes es Granny Smith. En otro estudio aislaron las células de

ciertas variedades de manzanas y las observaron en CLSM. Reportaron que la variedad
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Scifresh/Jazz tiene células angulares y mas grandes mientras que la variedad Sciros/Pacific

Rose que tiene células mas redondas (McAtee et al. 2009).
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6.6 Analisis de Componentes Principales (PCA)

El Analisis de Componentes Principales (PCA, Principal Component Analysis) es una técnica
de analisis matematico multivariado que permite establecer correlaciones entre
diferentes variables y agrupar muestras empleando los valores de las variables utilizadas
(Ballabio et al. 2012). EI PCA muestra la estructura de datos multivariantes proyectandolos
en un hiperespacio reducido definido por los primeros componentes principales
significativos Estas son combinaciones lineales de las variables originales con el primer
componente principal que tiene la varianza mas grande, el segundo componente principal
la segunda mayor varianza, y asi sucesivamente. El PCA se llevd a cabo en las cuatro
variedades de manzanas estudiadas en esta tesis, cada una descrita por los 16 parametros
gue se evaluaron por medio de una matriz de correlacién de Pearson en el Cuadro 6. Las
Unicas variables que no se ocuparon fuero las de color debido a que las manzanas que se
estudiaron tienen colores diferentes, ademas de que la tesis se enfocd en un estudio de
manzanas en estado de maduracién de consumo. Pero esta variable de color es ocupada
para determinar la calidad de la manzana pero se realiza en diferentes estados de

almacenamiento.

Cuadro 5. Matriz de correlacion de Pearson de todas las variables estudiadas.

Variables AR AREA _ PERIMETRO REDONDEZ DF c F AT SST RPI PESO VD DA DP FAO _ #DEPOROS
AR 1
AREA 0.7767 1
PERIMETRO 0.8230 0.9967 1
REDONDEZ -0.9993 -0.7833 -0.8280 1
DF 0.8370 0.9947 0.9991 -0.8429 1
c -0.9416 -0.6417 -0.7020 0.9287 -0.7079 1
F -0.0531 0.5839 0.5223 0.0457 0.4977 0.1577 1
AT 0.9141 0.9020 0.9321 -0.9076 0.9299 -0.8989 0.2834 1
SST -0.6050 -0.3836 -0.4003 0.6304 -0.4375 0.3497 0.2543 -0.3015 1
RPI 0.9398 0.9247 0.9526 -0.9376 0.9547 -0.8853 0.2730 0.9923 -0.4119 1
PESO -0.4261 0.2037 0.1390 0.4270 0.1054 0.4264 0.8995 -0.0470 0.6195 -0.0923 1
VD -0.3957 0.2111 0.1518 0.4002 0.1161 0.3653 0.8828 -0.0018 0.6716 -0.0580 0.9948 1
DA -0.0560 -0.1911 -0.2037 0.0249 -0.1677 0.3157 -0.3362 -0.3822 -0.7594 -0.2665 -0.4787 -0.5660 1
DP 0.0894 0.6963 0.6393 -0.0993 0.6190 0.0459 0.9873 0.3952 0.1120 0.3973 0.8186 0.7993 -0.2749 1
FAO 0.3641 0.8688 0.8287 -0.3729 0.8134 -0.2239 0.9089 0.6282 -0.0583 0.6362 0.6484 0.6397 -0.2811 0.9601 1
# DE POROS -0.7064 -0.1104 -0.1833 0.7026 -0.2116 0.7247 0.7424 -0.3991 0.6241 -0.4299 0.9321 0.9049 -0.2488 0.6344 0.3959 1

Donde AR: relacidon de aspecto, DF: Diametro de Feret, C: Circularidad, AT: acidez titulable, SST: Sdlidos
solubles totales, RPI: indice de madurez, VD: Volumen desplazado, DA: Densidad aparente, DP: Densidad de
poro, FAO: Fraccidén de area ocupada y # de Poro: Numero de poros. Los valores en negrita son diferentes

de 0 con un nivel de significacién alfa=0.05
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En esta matriz podemos observar las variables que tienen correlaciones altas con valores
alrededor de 0.9, sin embargo también podemos observar variables con valores de
alrededor 0.7. La relacién de aspecto estd fuertemente correlacionada con redondez,
circularidad, acidez titulable y RPI. También existe una correlacion AR con area, perimetro,
diametro de Feret y el nUmero de poros. En lo que respecta al area tiene una fuerte
correlacién con el perimetro, didametro del Feret, acidez titulable y RPl. Con una
correlacién menor tenemos a la relacién de aspecto (AR), redondez, densidad de poro y
fraccién de area ocupada. Para el perimetro existe una fuerte correlacién con darea,
diametro del feret, AT y RPIl. También existe una correlacion con AR, redondez,
circularidad, didmetro de poro, fraccion de area ocupada. En lo que se refiere a la
redondez tiene una fuerte correlacién con AR, circularidad, didmetro de Feret, AT y RPI.
Con una menor correlacion en area, perimetro, didmetro de Feret y nimero de poros.
Para el didmetro de Feret las variables con fuerte correlacidon son area, perimetro, AT y
RPI, y una menor correlacion fue encontrada para AR, redondez, circularidad, densidad de
poro y fraccion de drea ocupada. En referencia a la circularidad las variables con una
fuerte correlacion son AR y redondez. Ademas tiene una correlacién con perimetro,
diametro de feret, AT, RPI y nimero de poros. Como podemos observar los parametros
morfométricos estdn correlacionados entre ellos y ocasionalmente con parametros
fisicoquimicos y de porosidad. Para la firmeza encontramos que tiene una fuerte
correlacién con el peso y fracciéon de drea ocupada, mientras que con una correlacion
menor se encuentra el volumen desplazado. En la acidez titulable observamos que tiene
una fuerte correlacién con los pardmetros morfométricos (AR, area, perimetro, redondez,
didmetro de Feret) aunque con menor correlacion el parametro de circularidad. Ademas
tiene una correlacién fuerte con RPI. En lo que se refiere para los sélidos solubles totales
encontramos que sélo tiene una correlacion débil con la densidad aparente y con el
numero de poros. Para el RPl encontramos que tiene una fuerte correlacion con los
parametros morfométricos (AR, area, perimetro, redondez, didmetro de Feret vy
circularidad). Ademas existe una fuerte relacién con AT y el peso. En lo que respecta al

peso tiene una fuerte correlacidon con la firmeza, volumen desplazado y nimero de poros.
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Mientras que con menor correlacion esta la variable del fraccidn de area ocupada. Para el
volumen desplazado observamos que tiene una fuerte correlacién con el peso y el nUmero
de poros, ademads tiene una menor correlacidon con la fraccién de area ocupada y la
firmeza. En lo que se refiere a la densidad aparente no tiene una fuerte correlacién con
ninguna de las variables pero existe una pequeia relacidon con los sdélidos solubles totales.
En la densidad del poro encontramos correlaciones con el drea, perimetro, didmetro de
Feret y fracciéon de area ocupada. Para el nimero de poros observamos que tiene una
mayor correlacién con el volumen desplazado y peso. Mientras que tiene un correlacion
menor pero existente con AR, redondez, circularidad y AT. En lo que respecta a la fraccién
de area ocupada tenemos que tiene una correlaciéon fuerte con la firmeza y de menor
correlacién con area, perimetro, didmetro de Feret, peso volumen desplazado, densidad

aparente y densidad de poro.

Los parametros morfométricos tienen una correlacién directamente proporcional con la

acidez Titulable.

El RPI esta fuertemente relacionado con los parametros morfométricos eso es debido a
qgue el RPI toma en cuenta la firmeza que a su vez esta relacionada con la forma de las
células. Si una célula como el cultivar Granny Smith que son muy grandes pero no tan
redondas tiene una firmeza mucho menor que las que tienen unas células de forma mas
redonda y pequefias. En lo que respecta al pardmetro de Firmeza estd fuertemente
relacionado con los parametros de porosidad debido a que si el fruto tiene menor
porosidad este tendra una mayor firmeza porque la porosidad es una fraccidon de hueco

vacioé el cual puede absorber liquido.

En lo que se refiere a los pardmetros de peso y volumen desplazado estan correlacionados
con la porosidad donde si la manzana tiene mayor peso y volumen desplazado también

tiene un mayor nimero de poros.
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En un espacio bidimensional (Fig. 16), se muestra la proyeccion de los datos con los dos
primeros componentes principales (CP1 y CP2) que explican 89.86% de la varianza total.
En el grafico de componentes principales, las variedades Granny Smith y Red Delicious
muestran que son cultivares mas diferentes que los otros cultivares estudiados. Esto
debido a que tienen parametros que la identifican como el tamafo y la forma de las
células. Asi como el pardmetro del andlisis fisicoquimico del RPI que es representativo de
estas variedades. En lo que respecta a los otros cultivares como Gala Washington y Golden

Delicious se asemejan en los valores de redondez y area de las células.

Observaciones (ejes CP1y CP2: 89.86 %)

Red Delicious
°

=
=

1 T Granny Smi
°

CP2 (37.50 %)
. o

1 4
k Gala Washigton

22 1

°
Golden Chihuahua

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
CP1 (52.36 %)

Figura 166. Analisis de Componentes Principales (PCA) de las variedades de manzanas estudiadas.
Donde CP1: Primer componente principal y CP2: Segundo componente principal
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En el Cuadro 6 muestra el porcentaje de contribucion, las cargas factoriales y los cosenos
cuadrados de las variables, asi como sus valores propios, porcentaje de varianza y
acumulado calculado a partir del PCA. En este cuadro podemos observar las variables que
tiene una contribucion importantes para el CP1 (area, perimetro, didmetro de Feret,
Acidez Titulable, RPI), mientras que la firmeza, peso, volumen desplazado y nimero de
poros tienen una mayor contribucién en el CP2 y bajas cargas factoriales en el CP1. Para el
CP3 las variables con mayor contribucion son sélidos solubles totales, densidad aparente y
circularidad y bajas cargas factoriales en el CP1. En lo que respecta a los valores propios la
suma del CP1 y del CP2un valor de 14.378 de las 16 variables analizadas, mientras que la
suma del porcentaje de la varianza de los dos componentes principales fue de 89.86% lo

cual estadisticamente aceptable (Jolliffe, 2002)

Cuadro 6. Datos relevantes del PCA

VARIABLES Contribuciones de las variables Cargas factoriales Cosenos cuadrados de las variable
CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3

AR 9.8148 2.8845 0.2869 0.9068 -0.4160 -0.0682 0.8223 0.1731 0.0047
AREA 11.1534 0.7913 1.1164 0.9667 0.2179 0.1346 0.9344 0.0475 0.0181
PERIMETRO 11.5645 0.3881 0.4841 0.9843 0.1526 0.0886 0.9689 0.0233 0.0079
REDONDEZ 9.8548 2.8896 0.0618 -0.9086 0.4164 0.0317 0.8256 0.1734 0.0010
DF 11.6132 0.2378 0.7887 0.9864 0.1194 0.1131 0.9729 0.0143 0.0128

7.9182 2.9790 9.7338 -0.8145 0.4228 0.3973 0.6634 0.1787 0.1579
F 1.6551 13.7239 2.3356 0.3724 0.9074 0.1946 0.1387 0.8235 0.0379
AT 11.3077 0.0248 3.1546 0.9733 -0.0386 -0.2262 0.9473 0.0015 0.0512
SST 2.3147 6.0702 27.2412 -0.4404 0.6035 -0.6647 0.1939 0.3642 0.4419
RPI 11.7098 0.1117 0.7567 0.9905 -0.0818 -0.1108 0.9810 0.0067 0.0123
PESO 0.0018 16.6595 0.0158 -0.0124 0.9998 -0.0160 0.0002 0.9996 0.0003
VD 0.0014 16.4417 0.8242 0.0106 0.9932 -0.1156 0.0001 0.9865 0.0134
DA 0.5352 3.6449 45.4041 -0.2117 -0.4677 0.8582 0.0448 0.2187 0.7365
DP 2.9606 11.4550 3.9860 0.4980 0.8290 0.2543 0.2480 0.6873 0.0647
FAO 6.1962 7.2773 2.7280 0.7205 0.6608 0.2104 0.5191 0.4366 0.0442
#DE PORO 1.3988 14.4207 1.0821 -0.3423 0.9302 0.1325 0.1172 0.8653 0.0176
VP 8.3779 6.0001 1.6220 8.3779 6.0001 1.6220 8.3779 6.0001 1.6220
(%) Varianza 52.3616 37.5007 10.1376 52.3616 37.5007 10.1376 52.3616 37.5007 10.1376
Acumulado 52.3616 89.8624 100.0000 52.3616 89.8624 100.0000 52.3616 89.8624 100.0000

Donde AR: relacidon de aspecto, DF: Diametro de Feret, C: Circularidad, AT: acidez titulable, SST: Sdlidos
solubles totales, RPI: indice de madurez, VD: Volumen desplazado, DA: Densidad aparente, DP: Densidad de
poro, FAO: Fraccion de area ocupada, # de Poro: Numero de poros, CP1: Primer componente principal, CP2:
Segundo componente principal y CP3: tercer componente principal. Los valores en negrita corresponden

para cada variable al factor para lo cual el coseno cuadrado es el mayor
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En el Cuadro 7 se muestran los valores del coseno cuadrado para cada cultivar estudiado.
Como podemos observar las manzanas Golden Delicious y Red Delicious dan una
importante contribucién en CP2, mientras que para el cultivar Granny Smith lo es para el
CP1yenlo que respecta a la manzana Gala Washington da una importante contribucion al

CP3.

Cuadro 7. Cosenos cuadrados de las observaciones

CpP1 CP2 CP3
Golden Delicious
Chihuahua 0.1764 0.7050 0.1186
Granny Smith 0.9774 0.0179 0.0047
Red Delicious 0.3385 0.6497 0.0118
Gala Washigton 0.0940 0.1756 0.7304

CP1: Primer componente principal, CP2: Segundo componente principal y CP3: tercer componente principal.

Los valores en negrita corresponden para cada variable al factor para lo cual el coseno cuadrado es el mayor

En algunos estudios de manzana encontraron que hay una correlacion positiva el area del
poro con el perimetro y el diametro de Feret de las células de las variedades Fuji, Golden
Delicious y Jonagold (Hou et al. 2016). Mientras Ting et al. (2016) en un estudio de 4
variedades de manzana durante un almacenamiento prolongado encontré una similitud
en el parametro de porosidad entre las variedades Golden Delicious y Fuji, en el
parametro de textura encontré similitudes entre las variedades Jazz y Fuji. Mientras que
en las propiedades morfoldgicas y de porosidad las variedades que se relacionaron fueron
Golden Delicious y Braeburn. A partir de estos resultados concluyeron que la porosidad
disminuye a medida que aumenta la cantidad de fuerza necesaria para romper la cdscara

de la manzanay la carne.
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7. Conclusiones

e En los pardmetros fisicoquimicos se encontré que la variedad Granny Smith presenta un
valor alto en la acidez titulable, sin embargo, la variedad que tuvo valores mds altos en
peso y el volumen desplazado fue la Red Delicious. En los demas parametros todas las
variedades estudiadas se mantenian en un mismo rango.

e Las evaluaciones realizadas en las diferentes variedades de manzanas mediante
microscopia de luz, microscopia confocal y andlisis de imagenes permitieron
determinar la forma cualitativa y cuantitativa de la estructura de las células de
manzana. Este andlisis mostré que de las variedades estudiadas la manzana
Granny Smith es la variedad que tiene las células de gran tamafio pero con formas
irregulares y poco circulares.

e Los estudios de microscopia de barrido de electrones en modo ambiental nos
mostro la distribucion de porosidad en las variedades estudiadas, encontrando que
la manzana Red Delicious presenta un mayor nimero de poros mientras que la
variedad Golden Delicious tiene una mayor densidad de poro con respecto a todas
las variedades estudiadas.

e Con el analisis de componentes principales se logrd clasificar las manzanas con
respecto a las variables estudiadas, encontrando que los cultivares con
caracteristicas dispersas son la Red Delicious y Granny Smith, mientras que las
manzanas que son mas semejantes son la Golden Delicious y Gala Washington.
Ademas se pudo correlacionar caracteristicas macro con las micrométricas en cada

cultivar.
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