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RESUMEN

La uva caimarona, uno de los frutos
promisorios de la Regidn Amazdnica, se
destaca por su color, su sabor y por su cor-
to tiempo de vida en anaquel, en el que el
pardeamiento contribuye al rapido dete-
rioro de este fruto. Este pardeamiento es
producido probablemente por enzimas
como polifenoloxidasa (PFO) y peroxida-
sa (POD), propias del fruto. Tras la carac-
terizacion de POD se hallan valores de
Kwm, a pH 6,0 y 37 °C, de 10,0 mM para
guayacol y 0,17 mM para H:0.. El valor
de Kum con L-Dopa para PFO es 2,70 mM,
evaluadoapH 7,0 ya 37 °C. El pH optimo
de 6,0 para Peroxidasa y de 7,0 para Poli-
fenoloxidasa y, la mayor termoresistencia
de Peroxidasa esta de acuerdo con lo obte-
nido por otros investigadores en este tipo
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deenzimas, extraidas de tejidos vegetales.
Al refrigerar los frutos a 1 °C la actividad
enzimdtica se hace maxima luego de 24
horas de iniciado el tratamiento. Esta acti-
vidad estd en relacion directa con el par-
deamiento que manifiestan los frutos y
con el maximo observado en la intensidad
respiratoria. A 25°C la actividad enzima-
tica se hace mixima luego de dos dias de
almacenamiento, momento que coincide
con la madurez sensorial de los frutos y
con el maximo climatérico; al final, la ac-
tividad de POD y la respiracion se incre-
mentan indicando que el fruto estd proxi-
mo a morir. El comportamiento a 20 °C es
similar al observado a 25 °C, con un des-
plazamiento en los maximos de tres dias.
Tras la reduccidn de la temperatura de al-
macenamiento, en 5 °C se logra retardar el
metabolismo del fruto con lo que se consi-
gue prolongar su vida util en tres dias,

ABSTRACT

Uvwa caimarona, one of the most promis-
sory fruits in the Amazon’s region, stand out
by its short life period in shelf when brow-
ning deteriorates the fruit in a fast way.
Enzymes such as Polyphenoloxidase (PPO)

¢ Profesor Asistente. Universidad de la Amazonia, hematita@latinmail.com

**  Profesar Asociado, Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Colombia, parestre@/ciencias.unal.edu.co

131


mailto:hematita@latinmail.com
mailto:parestre@ciencias.unal.edu.co

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 311, No, 2 DE 2002

and Peroxidase (POD) contribute to the
browning of vegetable tissues. The kinetics
parameters for PPO and POD is evaluated in
uva caimarona’s fruits. Values of Vi, ob-
tained in similar conditions for POD are
6.67 U/mg for guaiacol and 7.14 U/mg for
H20z, The Vo for PPO is 0.27 U/mg. The
pH optimum is 6.0 for POD and 7.0 for
PPO. Moreover, the highest POD thermal
stability is similar to the results obtained by
other scientist. POD shows decreasing up to
10.0 mM of H20: in its activity.

Enzymatic activity in fruits that have
been chilling at 1 °C becomes highest 12
hours after beginning the treatment. This
activity is directly related to the browning
that fruit shows and the maximum level in
respiratory intensity. At 25 °C the enz-
ymatic activity becomes greater after two
storage days, coinciding with firuit’s sen-
sorial maturity and the highest climateric.
Atthe end, POD activity and CO:z produc-
tion increase showing that the fruit is clo-
sed to death. Behaviorat 20°C is similar to
the one at 25 °C, with a movement in the
patterns of three days. After lowering at 5
°C storage temperature, fruit’s metabo-
lism is lagged, enlarging its useful life up
to three days.

INTRODUCCION

La uva caimarona (Pourouma cecro-
piifolia), originaria de la Region Amazo-
nica, es una drupa ovalada globosa. Se ca-
racteriza por ser una buena fuente de K, P,
Cay Mg vy por su exquisito sabor (1). Sin
embargo, es altamente perecedera; razdn
por la cual, sélo es comercializada en la
Region Amazodnica, su lugar de origen.
Con el animo de ampliar el mercado del
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producto se debe prolongar su tiempo de
vida. La refrigeracion surge como una tec-
nologia de conservacion econémicamente
rentable; no obstante, hay que tener cuida-
do con temperaturas muy bajas ya que se
pueden generar lesiones por frio, caracte-
rizadas principalmente por la aparicién de
manchas oscuras (2).

El pardeamiento de los frutos, durante
la maduracion y en la produccion de lesio-
nes por frio, genera pérdidas importantes
en las caracteristicas sensoriales y nutri-
cionales. En la produccion de este pardea-
miento juegan un papel importante la poli-
fenoloxidasa (EC 1,14.18.1, PFO) y la
peroxidasa (EC 1.11.1.7, POD) (3, 4, 5, 6,
7, 8). Ambas enzimas estan involucradas
en mecanismos de respuesta a lesiones, ya
sean causadas por medios fisicos, choques
térmicos: altas o bajas temperaturas, o
por procesos infecciosos. Estas enzimas
generan sustancias que inhiben el desa-
rrollo microbiano y polimeros de altos
pesos moleculares, que constituyen una
barrera fisica frente a agentes invasores'y
que permiten la cicatrizacion de tejidos
lacerados (9).

La polifenoloxidasa es una metaloen-
zima que contiene cobre. En la célula, estd
ubicada en las membranas de los tilacoi-
des en los cloroplastos, en las mitocon-
drias y en fracciones solubles (10). Esta
enzima cataliza la ortohidroxilacién de
monofenoles a o-difenocles (actividad cre-
solasa) v la oxidacion de los o-difenoles a
o-quinonas (actividad catecolasa) (11).
Las quinonas formadas pueden reaccionar
con fenoles, con otras quinonas, con ami-
noacidos y proteinas generando pigmen-
tos de color café, con la consiguiente re-
duccion del valor sensorial y nutricional
de algunos productos (12).
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La peroxidasa es clasificada como una
hemoproteina. Se encuentra en los peroxi-
somas, en los cloroplastos, en las vacuolas
yen la pared celular (13, 14). Ademas de
intervenir en el pardeamiento enziméatico
y en los procesos infecciosos, esta relacio-
nada con la elongacion de laraiz (15), con
los procesos de lignificacion de la pared
celular y con la proteccion de la célula
contra dafios oxidativos causados por el
H:0: (14). Esta enzima cataliza la deshi-
drogenacion de un amplio nimero de sus-
tratos que pueden serencontrados en la cé-
lula, con la transferencia del hidrégeno del
donor al H20:. Se ha comprobado su efec-
to sobre L-Dopa, betalainas y flavonoides
que efectivamente se encuentran en las
vacuplas de las células (14, 16, 17).

Aunque la actividad de estas enzimas
se ha investigado en diversos vegetales, es
poco lo que se conoce sobre su actividad
en frutos de la Regién Amazonica. Este
trabajo se plantea con el objetivo de en-
contrar las mejores condiciones de medi-
da de la actividad de polifenoloxidasa y
peroxidasa en frutos de uva caimarona
(Pourouma ceropiifolia) y de estudiar la
relacion existente entre la intensidad res-
piratoria, la evolucion de las caracteristi-
cas sensoriales y la actividad de PFO y
POD durante el almacenamiento del fruto
fresco de Pourouma cecropiifoliaa diver-
sas temperaturas.

MATERIALES Y METODOS

Frutas de uva caimarona. Son adqui-
ridas de cultivos semitecnificados, en
Corpoica Macagual, ubicado a 20 km de
Florencia, Cagueta (25°C, 85% HR),en la
Amazonia colombiana. La seleccidon se
efectia por sanidad, apariencia general,

estado de madurez (entre 5 y 10% de color
rojo en corteza). Luego se realiza una de-
sinfeccién por inmersion en hipoclorito
de sodio 2% durante 20'min. Las frutas, en
ramillete, son almacenadasa 1,20y 25°C,
a una humedad relativa de 85% durante
seis dias. En las frutas maduradas a 25 °C
se evallian las mejores condiciones de me-
dida de actividad de PFO y POD. En las
frutas almacenadas a las tres diferentes
temperaturas se mide, cada 12 horas, lain-
tensidad respiratoria y cada 24 horas las
caracteristicas sensoriales y la actividad
enzimatica.

Evaluacion de las condiciones opti-
mas para la determinacion de la activi-
dad de polifenoloxidasa y peroxidasa.
En el laboratorio de frutas tropicales de la
Universidad Nacional de Colombia, se
evalua el efecto de la concentracién de
sustrato (y de la del donor de protones
para la peroxidasa), del pH y de la tempe-
ratura sobre la actividad de polifenoloxi-
dasa y peroxidasa.

Preparacion del extracto enzimdtico.
Las frutas, en ramillete, son almacenadas
a condiciones ambiente de Florencia (25
°C y humedad relativa de 85%). Una vez
maduras, se retira la semilla de las frutas y
el conjunto corteza mas pulpa se congela
en aire liquido y sé lava con acetona a-20
°C para eliminar pigmentos y fenoles pre-
sentes en el fruto. Las proteinas del resi-
duo de la filtracion son extraidas con buf-
fer Tris-HC!1 0,1 M, pH 6,8 mas CaClz 0,1
M, con agitaciéon durante 24 horas. Las
proteinas solubilizadas son precipitadas
con (NHa)280s al 80% de saturacion, con
agitacion durante 1 hora, reposo durante
24 horas y separacion por centrifugacion a
18000g por 30 min. El pélet se dializa con-
tra agua destilada hasta fin de CI" y de
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SO<". Todo el proceso se realiza a una
temperatura maxima de 4 °C. La proteina
en el extracto dializado es cuantificada
por el método microkjeldahl.

Evaluacion del efecto de la concen-
tracion del sustrato sobre la actividad de
polifenoloxidasa. Se toman 75pL de ex-
tracto enzimdtico que contienen 0,060 mg
de proteina, 100pL de buffer fosfatos 0,1
M pH 7,0 y 75uL de L-Dopa para propor-
cionar concentraciones de 0,0; 0,1: 0.3:
0,5; 1,0 1.5;2,0; 3,0y 7.0 mM y completar
4 250uL. Los reactivos y lamezcla de reac-
cion son incubados a 37 “C. Se sigue la apa-
ricion de las quinonas formadas a partir de
L-Dopa por accion de la enzima a 410 nm,
aintervalos de 30's durante 5 min. Una uni-
dad de PFO se define como el cambio en
una unidad de absorbancia por minuto. La
actividad especifica es igual ala unidad en-
zimatica por mg de proteina (8).

Evaluacion del efecto de la concen-
tracion del sustrato y del donor de proto-
nes sobrela actividad de peroxidasa. Para
evaluar el efecto de la concentracion de
guayacol (sustrato) se toman 25uL del ex-
tracto enzimatico, equivalentes a 0,020
mg de proteina. Se adicionan 100pL de
buffer fosfatos 0,1 M, pH 6,0; 25uL de
H202 50 mM, de tal forma que su concen-
tracion en lamezcla de reacciénes SmM y
100pL de guayacol de concentraciones
iniciales 2,5; 12,5: 25,0; 50,0; 100,0 y
200,0 mM, para proporcionar concentra-
ciones en la mezcla de reaccién de 1.0;
5,0: 10,0; 20.0; 40,0 y 80,0 mM. El volu-
men de la mezcla de reaccion es 250uL.
Los reactivos y la mezcla de reaccion son
incubadosa 37 °C.
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Posteriormente se evalia el efectode la
concentracion de Hz0: (doner de proto-
nes) para lo cual se toman 25ul del ex-
tracto enzimatico. Se adicionan 100pL de
buffer fosfatos 0,1 M, pH 6,0; 100pL de
guayacol 100.0 mM, de tal forma que su
concentracion en la mezcla de reaccion es
40 mM, y 25uL de H20: de concentracio-
nes iniciales 0,250; 0,500; 1,00; 5,00:
10,0; 50,0; 100; 200 y 400 mM, para pro-
porcionar concentraciones en lamezcla de
reaccion de 0,025: 0,050: 0,100: 1,00;
5,00; 10,0; 20,0 y 40,0 mM. El volumen
de la mezcla de reaccion es 250pL. Los
reactivos y la mezcla de reaccion son in-
cubados a 37 °C.

Tanto en la evaluacion del efecto del
sustrato como del donor de protones se ha-
cen lecturas de absorbancia a 440 nm cada
30 s durante 5 min. Una unidad de POD se
define como el cambio en una unidad de
absorbancia por minuto (18). La actividad
especifica es igual a la unidad enzimdtica
por mg de proteina.

Efecto del pH. Para PFO se evalia so-
bre 0,060 mg de proteina 4 una concentra-
cion de L-Dopa 7,0 mM. Para POD se em-
plean 0.020 mg de proteina a una
concentracion de guayacol de 40,0 mM y
de H20: de 5,0 mM. Se usan soluciones
amortiguadoras a valores de pH entre 2,0
v 9,0 aintervalos de una unidad de pH: gli-
cina-HCI pH 3,0; citrato-acido citrico pH
4,0 y 5,0; fosfatos pH 6,0 y 7.0; Tris-HClI
pH 8,0y 9,0; todos 0,1 M. Los reactivos y
la mezcla de reaccion son incubados a 37
°C. Las condiciones de la lectura espectro-
fotométrica son iguales que en la evalua-
cion del efecto del sustrato.

Efecto de la temperatura. Para PFO se
emplean 0,060 mg de proteina con
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L-Dopa 7,0 mM en buffer fosfatos pH 7,0:
para POD el efecto se evalia sobre 0,020
mg de proteina a una concentracion de
guayacol de 40,0 mM y de H20: de 5,0
mM en buffer fosfatos pH 6,0. Los reacti-
vos y la mezcla de reaccion son termosta-
tados entre () y 80 °C, a intervalos de 10°C,
a pH 7,0. Se incluye incubacién a 37 "C.
Las medidas espectrofotométricas se rea-
lizan en un espectrofotémetro UV-VIS,
Perkin Elmer, modelo A-15.

Intensidad respiratoria. Sc evalla
cada 12 horas, por reaccion del COz con
Ba(OH): y titulacion del exceso de base
conHCI(19) en la Universidad de la Ama-
zonia. Los ensayos se hacen por triplica-
do. El analisis se plantea en un disefio fac-
torial de temperatura y tiempo de
almacenamiento. Se efectia el andlisis de
varianza de acuerdo al disefio experimen-
tal escogido. Se comparan los promedios
de tratamientos a través de la prueba de
Tuckey.

Evaluacion sensorial. Se evaliia, cada
24 horas, la evolucidn del color de la fruta
entera y el color y laapariencia de la pulpa
por el Método de Puntajes a través de un
panel entrenado en evaluacion sensorial
de alimentos, conformado por seis pane-
listas en la Universidad de la Amazonia.
Para evaluar el tiempo de vida atil de los
frutos se emplea la prueba de Friedman
(20). Para comparar el efecto de la tempe-
ratura se compara la diferencia entre ran-
gos de tratamientos por la prueba de Krus-
kall-Wallis. En donde al menos un
tratamiento es diferente, se aplica la prue-
ba de la diferencia minima significativa
(20).

Medida de la actividad enzimatica
en los tratamientos. La actividad de las

dos enzimas es evaluada en los frutos al-
macenados a |, 20 y 25 °C durante seis
dias a intervalos de 24 horas a las mejores
condiciones de medida. Los extractos en-
zimaticos y la cuantificacion de proteina
se realiza de la misma manera como en la
puesta a punto de la actividad enzimatica.
Las lecturas de actividad se hacen por du-
plicado.

RESULTADOS Y ANALISIS

Evaluacion de las condiciones opti-
mas para la determinacion de la activi-
dad de polifenoloxidasa y peroxidasa.
Enlafigura | se ilustra el efecto de la con-
centracion de L-Dopa sobre la actividad
de PFO. Los valores de Ks y Vs para
PFO extraida de uva caimarona son 2,70
mM y 0,27 U/mg; el valorde Kum para PFO
de la fruta en estudio muestra una menor
afinidad por el sustrato que la extraida de
champifiones (Km = 0,245 mM) (3),
Dog-rose (Ku = 6,06%107) (4), pulpa de
lulo (Km= 1,21 mM) y corteza de lulo (Ku
= 1,04 mM) (8), y mayor afinidad que la
extraida de pera (Kv = 8,9 mM) (5).

Al evaluar el efecto de la concentra-
cion de H:On sobre la actividad de POD,
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Figura 1. Efecto de la concentracion de L-Dopa sobre
la actividad de PFO— Representacion de Linewesber
- Burk.
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se halla que en concentraciones superiores
a 10 mM la actividad enzimatica se ve in-
hibida (datos no mostrados); por tanto,
para la evaluacion de Km y Ve se tienen
en cuenta las actividades hasta 7,5 mM.
En las figuras 2a y 2b se ilustran las repre-
sentaciones de Lineweaber-Burk para el
efecto de la concentracion de H:0: y de
guayacol sobre la actividad de POD. A
10,0 mM de H:02, la actividad representa
un 73% dela obtenida a 7,5 mM; a 40 mM,
la ‘actividad representa un 42%. Esto su-
giere que el H20: puede estar oxidando
aminodcidos de la proteina, que hacen que
su sitio activo se modifique y pierda su ac-
tividad.

Tras la evaluacion del intercepto en los
ejes cartesianos, s¢ obtiene para H20z, K
=0,17 mM y Vi = 7,14 U/mg y, para
guayacol, Ks = 10,0 mM y Vi = 6,67
U/mg. La POD aqui investigada exhibe
afinidades para H:20: superiores, entre 10
v 70 veces mayor, a las encontradas en ar-
vejz verde (Km = 2.6; 4,3 y 7,2 mM para
tres isoenzimas) (6) y en pera (Km = 1,5
mM) (7). El valor de Km para guayacol,

1/Actividad (mg/Unidad)

-10 0 10 20 30 40

1/[H,0,] mM
a)

obtenido aqui, es inferior al reportado en
pera (Km=450mM)(5) y enarveja verde
(Km = 10,25 10,2 v 10,8 mM para tres
isoenzimas) (6). De acuerdo con los valo-
res de Km y Vias obtenidos para PFO y
POD en uva caimarona es probable que el
deterioro y, en especial, el pardeamiento
de la fruta sea debido a la actividad de es-
tas dos enzimas.

Los resultados del efecto del pH sobre la
actividad de PFO y de POD se muestran en
la figura 3. La actividad de PFO es maxima
a pH 7.0, mientras que la de POD se hace
maxima a pH 6,0. Resultados similares se
reportan para PFO extraida de pera, pH 7,0
(5). de corteza y pulpa de lulo, pH 7,0 (8),
de papaya, pH 6.5 (21), y de pifa, pH
6,5-7,0 (22). En repollo, el pH de maxima
actividad de esta enzima es superior, pH
7,6 (23). Para POD extraida de arveja ver-
de, el valorde maxima actividad esta entre
4,5 y 6,0 (6); en repollo es 6,4, evaluado
con fluoroglucinel como sustrato (23).

La evaluacion del efecto de la tempera-
tura sobre la actividad de PFO y de POD se
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Figura 2. Efecto de la concentracion de a) H, 0. y de b) guayacol sobre la actividad de POD — Representacion

de Linewenber - Burk
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Actividad POD (Lifmg)
Actividad PFO (Ufm)

Figura 3. Efecto del pH sobre laactividad de POD y
de PFO.

muestra en la figura 4. La actividad de PFO
gs estable entre 30 y 40 °C. A 09C la activi-
dad disminuye en aproximadamente 4 6r-
denes de magnitud. La PFO es inactivada a
temperaturas superiores a 60 °C. Estos re-
sultados estan de acuerdo con lo encontra-
do para PFO de repollo, en el que a 50 °C la
actividad representa el 20% de la maxima
obtenida a 40 °C (23), y para PFO de corte-
za de manzana, que es inactivada rapida-
mente a temperaturas superiores a 50 °C
(24). Por el contrario, en PFO extraida de
corteza y pulpa de lulo la actividad nose ve
afectada por efecto de la temperatura, eva-
luada entre 20 y 80 °C (8).

La POD es mas termorresistente que la
PFO: a 60 °C la actividad de POD repre-
senta el 54% de la mixima, obtenida a 37
°C, mientras que a la misma temperatura,
la actividad de PFO representa sélo el 4%
de la maxima, obtenida también a 37 °C.

Intensidad respiratoria. En la figura
5 se observa que la intensidad respiratoria
del fruto de Pourouma cecropiifolia a 25

“°C tiene la tendencia tipica de un fruto cli-
matérico con un incremento gradual en la
intensidad respiratoria hasta llegar a un
maximo 48 horas después de cosechado.

Luego, esta intensidad disminuye. A par-
tir del cuarto dia se presenta un nuevo in-
cremento en la intensidad respiratoria,
que puede ser indicativo de laactividad de
microorganismos. Al disminuir la tempe-
ratura en 5 °C, la respiracién del fruto dis-
minuye v el maximo respiratorio se des-
plaza de dos a cinco dias. A | °C se
presenta un maximo en la intensidad res-
piratoria, de menor intensidad al observa-
doa20ya25°C. El efecto de la tempera-
tura y del tiempo de almacenamiento es
altamente significativo y, de acuerdo con
la prueba de Tuckey, la intensidad respi-
ratoria se hace mayor de forma altamente
significativa al incrementar la temperatura.

Cambio de las caracteristicas sen-
soriales. Sobre los resultados del color
del fruto entero y del color y laaparien-
cia de la pulpa de los frutes, almacena-
dosa 1,20y 25°C, en funcion del tiempo
de almacenamiento se hace una compa-
racion de la suma de rangos de acuerdo
con la prueba de Friedman, en que se

LU 7 @285

Actividad PFO(U/hg)

Actividad POD (Uimg)
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Figurad. Efecto de la temperatura sobre Ja actividad
de POD vy de PFO.

137



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA. VOLUMEN 31, No. 2 DE 2008

[ 8O s
by Y
160 : o zqu
e -3k5
140
= 120
g
2 a
d .
e ] )
g e R &
" g rd R . 4
il e ._" Als, &
o e S
\ n )
‘___'____.—____,4————4‘__—*_‘—0———0

Dias de almacenamiento

Figura 3. Intensidad respiratoria de los frutos de Powrouma cecrapiifolia almacenados a 1, 20y 25 °C durante
seis dias.

encuentra que en todos los casos al menos  del fruto entero y el color y la apariencia
un tratamiento es diferente. Losresultados  de la pulpaalcanzan valores muy cercanos
seconsignanen latabla 1. A25°Celcolor  alos maximos otorgados en los factores de

Tabla 1. Evaluacion sensorial del fruto entero v de la pulpa de Pourauma cecropiifolia
almacenado a 25,20 y 1 °C y H.R. 85%

Dia Suma de rangos
Color del fruto ente}u_ Color y aparienciadela |
pulpa
25 € 20°C 1°C 25°C 20°C 1°C
0 1605 | 765 | 2135 | 1950 | 1575 | 2125

U [ res | 7ss | 193 | 1940 | 1225 | 1920

> | 2370 | 1320 | 1610 | 2040 | 915 | 1815
3 103.5 | 167.0 | 1250 | 1176 | 17L5 | 1395
+ 1010 | 1960 | 865 | 1000 | 1550 | 99.0
5 760 | 2320 | 815 | 685 | 1515 | 575
6 275 | 240 | 420 | 240 | 485 | 210

Las resultados sombreados, dentro de una columna, son significativamente iguales al valor mas alto, de
acuerdo con la prucha de Friedman
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calidad a los dos dias, mientras que a 20 °C
estas caracteristicas son maximas luego de
cinco dias: El color de la corteza y el color y
la apariencia de la pulpa decaen de manera
significativa a partir del tercerdia, a 25°C, y
del sexto dia a 20 °C. Los maximos respira-
torios observados a 25 y a 20 °C (figura 5)
corresponden a maximos climatéricos pues-
to que coinciden con los maximos en las ca-
racteristicas sensoriales de los frutos.

En las frutas refrigeradas a | °C se pre-
senta pardeamiento de la corteza y de la
pulpa a pocas horas de iniciado el trata-
miento. En ninglin momento estas carac-
teristicas sensoriales alcanzan el valor
maximo asignado en los factores de cali-
dad; el dafio se hace mds notorio al incre-
mentar la exposicional frio, de forma que
las calificaciones de estas caracteristicas
sensoriales tienden siempre a disminuir.
Por lo anterior, el méximo respiratorio ob-
servado en las frutas almacenadas a 1 °C
(figura 5) no corresponde a un maximo
climatérico, sino que es una manifestacion
de las lesiones por frio, en donde el meta-
bolismo es acelerado durante las primeras
12 horas de exposicion al frio, sin que se
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lleven a cabo de forma adecuada los pro-
cesos de maduracion del fruto.

Al comiparar el efecto de la temperatu-
ra de almacenamiento sobre el color del
fruto entero y el color y la apariencia de la
pulpa (figura 6), se aprecia que a | °C esta
caracteristica tiende a permanecer por de-
bajo de la de los frutos almacenados a 20 y
a 25 °C. Durante los dos primeros dias la
calidad de los frutos a 25 °C es superior a
la de los frutos almacenadosa 1y a 20°C
debido a que durante este periodo los fru-
tos a 25 °C maduran, mientras que a |1 °C
se generan lesiones por frio y a 20 'C los
frutos aun no estan maduros. A partir del
tercer dia la calidad de los frutos almace-
nados a 20 “C es significativamente supe-
rior a ]a de los otros dos tratamientos, ya
que a 25 °C los frutos inician su senescen-
ciay a1 °C las lesiones por frio contintian
avanzando.

Actividad enzimdtica. Una vez deter-
minado que las frutas almacenadas a 20 v
25°C maduran de forma adecuada y que a
1 °C se manifiestan lesiones por frio, se es-
tudia el comportamiento de PFO y de

-v
g2
Oos

Promedio de mngos

Dias de almacenamiento

b)

Figura 6. Comparacion a) del color de la corteza y b) del color y apariencia de la pulpa de frutos frescos de Pot-
rouma cecropiifolia almacenadosa 1,20y 25 °C, R 85% durante seis dias. Letras diferentes, dentro de un mis-
mo dia, indican diferencia significativa, de ncuerdo con Kruskal-Wallis.
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Figura 7. Actividad de polifenoloxidasa en frutos de
Pourouma cecropiifoliaalmacenadosa 1,20y 25°C,
HR 85% durante seis dias,

POD en los frutos almacenados a estas
temperaturas.

Actividad de polifenoloxidasa. En la
figura 7 se aprecia que la actividad de PFO
durante el almacenamiento del fruto a
temperatura ambiente presenta un maxi-
mo a los dos dias después de la cosecha,
que coincide con el maximo en la intensi-
dad respiratoria y con el maximo desarro-
llo en las caracteristicas sensoriales del
fruto, en donde la PFO debe estar en forma
latente o, si estd en forma activa, debe en-
contrarse en compartimentos, separada de
los sustratos sobre los que actia ya que, de
acuerdo con ¢l analisis sensorial, en este

‘momento atin no hay pardeamiento.

En los frutos que maduran también de
forma adecuada a 20 °C, se presenta un
comportamiento similar, La actividad se
incrementa hasta el dia quinto, que coin-
cide con el maximo clinmatérico y ¢on los
valores mds altos en la evaluacion del co-
lor de la corteza y de la pulpa y, en gene-
ral, de la calidad total. A los cinco dias de

140

almacenamiento a 20 °C, la actividad de
PFO es inferior a la encontrada a los dos
dias de almacenamiento de los frutos a 25
°C, Parece que la disminucion de la tem-
peratura en 5 °C disminuye el metabolis-
mo del fruto y prolonga su climaterio.
Como el fruto ha tenido més tiempo para
su desarrollo, el ¢limaterio se da con me-
nor intensidad.

Luego del climaterio, a20 ya 25°C, la
actividad de PFO disminuye, probable-
mente a consecuencia de la lisis de las
membranas celulares y su accidn sobre
sustratos fenolicos, causando pardea-
miento, en donde los productos de lareac-
cion la pueden estar inhibiendo. Resulta-
dos similares se han encontrado con PFO
extraida de corteza de lulo, madurados a
18 °C (8). Por el contrario, en PFO extrai-
da de banano hay una tendenciaa ladismi-
nucion durante la maduracion del fruto
(25).

En los frutes refrigerados a 1 °C, la ac-
tividad de PFO se hace maxima en el pri-
mer dia. En esté momento las lesiones ya
son detectadas por el panel, por lo queel
frio puede haber inducido la decomparta-
mentalizacion de los sustratos y dela enzi-
ma, provocando su reaccion. La disminu-
cion de la actividad de PFO durante los
siguientes dias puede ser el resultado de la
inactivacion de la enzima por los produc-
tos de su reaccion.

Actividad de peroxidasa. Al evaluar la
actividad de POD (figura R), se observa
que en las frutas maduradas a 25 °C la acti-
vidad, al igual que PFO, presenta un pri-
mer maximo a los dos dias, el cual coinci-
de con el maximo climatérico. A 20°C el
méximo en esta actividad se presenta a los
cinco dias, gue coincide también con el
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Figura 8. Actividad de peroxidasaen frutos de Pou-
rouma cecropiifolia almacenados a 1,20 y 25°C, HR
85% durante seis dias.

méaximo climatérico. A partir del guinto
dia la actividad se incrementa, al sexto dia
su actividad es cinco veces mayor respec-
to a la del méximo climatérico. Este incre-
mento subito en la actividad puede estar
relacionado con la contaminacién micro-
biologica del fruto, en el que se debe estar
midiendo actividad de POD de origen
bacteriano o fiingico.

A 1°C laactividad de POD se hace ma-
xima al primer dia de almacenamiento.
Estaactividad puede estar relacionada con
una respuesta de la célula para contra-
mrestar la acumulacién de sustancias que
contienen oxigeno activo, como el Hz0,
generadas por el alto metabolismo oxidati-
vo, en relacion directa con las lesiones por
frio (26, 27). Como consecuencia de [a ac-
cion de esta enzima puede haber genera-
cion de sustancias coloreadas (7).

Debido a que en los maximos de PFO y
POD las caracteristicas sensoriales de los
frutos son Gptimas, es de sugerir que estas
enzimas, dentro de la célula, deben estar
compartamentalizadas o en forma inactivay

que durante el proceso de extraccion salen
de sus compartimentos o son activadas (10,
13, 28). Es interesante observar que la acti-
vidad de POD es maxima durante el clima-
terio ya que el consumio del fruto en este es-
tado puede contribuir en la disminucion de
sustancias que contienen oxigeno activo.

CONCLUSIONES

Se evaluaron las condiciones 6ptimas
de medida de la actividad de Peroxidasa y
Polifenoloxidasa extraidas de uva caima-
rona (Pourouma cecropiifolia), El valor
de Km y Vi con L-Dopa para polifenolo-
xidasa es 2,70 mM y 0,27 U/mg, respecti-
vamente. Esta alcanza la maxima activi-
dada pH 7.0y a37 °C. Para peroxidasa, al
usar guayacol como donor de protones,
los valores de Kmy Vmicsonde 10,0 mM y
6,67 U/mg y al emplear H202 como sustra-
to, los valores son 0,17 mM y 7,14 U/mg,
respectivamente. Esta enzima se inactiva
a concentraciones mayores de 10 mM de
H,0,, tiene un pH dptimo de 6,0, tempera-
tura optima de 37 °C y es mas termorresis-
tente que la polifenoloxidasa.

La refrigeracion del fruto de uva cai-
maronaa | °C genera lesiones por frio, ca-
racterizadas por pardeamiento de la corte-
za y de la pulpa. La refrigeracion a 20 °C
prolonga la vida util del fruto en por lome-
nos tres dias, si se compara con los alma-
cenados a temperatura ambiente (25 °C).

En los frutos refrigerados a 1 °C, la ac-
tividad de laPFO y de la POD se hace ma-
xima luego de 24 horas de miciado el tra-
tamiento; esta actividad se encuentra en
relacion directa con el pardeamiento que
manifiestan los frutos.
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A 25 °Claactividad de polifenoloxida-
sa y peroxidasa se hace maxima luego de
dos dias de almacenamiento., momento
que coincide con la madurez sensorial de
los frutos; al final, la actividad de peroxi-
dasa y la respiracion se incrementan indi-
cando que el fruto estd proximo a morir. El
comportamiento a 20 °C es similar al ob-
servadoa 25°C, con un desplazamiento en
el maximo de actividad enzimética de tres
dias. Al disminuir la temperatura ambien-
te en 5 °C, disminuye el metabolismo del
fruto en tres dias.
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