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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar efecto del frio en el sistema enzimatico antisenescencia catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT)-
superoéxido dismutasa (EC. 1.15.1.1; SOD) de frutos de pitahaya (Hylocereus undatus) durante el almacenamiento con frio y
temperatura ambiente. Lotes de frutos, cosechados en Tehuacéan, Puebla, fueron almacenados cuatro dias a 22+1 °C,ya 3, 7y 11+1
°C durante 7, 14 y 21 dias, y cuatro dias a 22+1 °C al concluir cada periodo de frigoalmacenamiento. Se determind la actividad CAT
y SOD en la pulpa de los frutos de 20 tratamientos que incluy6 un testigo sin almacenamiento. Cuatro dias de almacenamiento a 22+1
°C no modificaron la actividad CAT o SOD (18.75 y 3.25 U-g*, respectivamente), respecto al testigo. El almacenamiento con frio
disminuyd significativamente la actividad CAT, respecto al testigo. La inhibicion de la actividad CAT no mostré una tendencia dependiente
de la temperatura o tiempo de almacenamiento con frio; pero la inhibicién media en los frutos almacenados a 11+1 °C (13.07 U-g*) fue
ligeramente menor a la alcanzada con el almacenamiento a 3y 7+1 °C (12.39 U-g?). La inhibicién de la actividad CAT fue revertida
parcial o totalmente con el almacenamiento a 22+1 °C por cuatro dias después del frigoalmacenamiento. La actividad SOD no se
afectod significativamente con el frio y, en general, fue incrementada con el almacenamiento a 22+1 °C, complementario al
frigoalmacenamiento. En respuesta al almacenamiento con frio, la actividad CAT es inhibida, pero SOD, que apoya la disminucién de
los sintomas de senescencia, generados por el estrés oxidativo, se activa en los frutos de pitahaya.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: estrés, frigoalmacenamiento, senescencia.

ANTISENESCENCE ENZYMATIC SYSTEM, CATALASE-SUPEROXIDE DISMUTASE,
IN PITAHAYA (Hylocereus undatus) FRUITS STORED AT LOW TEMPERATURES

ABSTRACT

The objective of this investigation was to evaluate the effect of low temperatures on the anti-senescence catalase (EC. 1.11.1.6;
CAT)-superoxide dismutase (EC. 1.15.1.1; SOD) enzymatic system of pitahaya (Hylocereus undatus) fruit during storage. Groups of
fruits from Tehuacan, Puebla, were stored four days at room temperature (22+1 °C), and at 3, 7 and 11+1 °C for 7, 14 and 21 days,
and after each cold-storage period they were kept for four days at 22+1 °C. Catalase and SOD activity was evaluated in fruit pulp
from 20 treatments, including a control without storage. Four days at 22+1 °C did not modify CAT nor SOD activity (18.75y 3.25 U-g
!, respectively) compared with the control. Cold storage significantly diminished CAT activity, relative to the control. Inhibition of CAT
activity was not dependent on cold storage temperature or time, but mean inhibition in fruits stored at 11+1 °C (13.07 U-g*) was slightly
lower than at 3 and 7+1 °C (12.39 U-g?). After cold storage, CAT inhibition was partially or totally reverted after four days of storage
at 22+1 °C. SOD activity was not significantly affected by low temperatures, and in general, after cold storage, it was activated with
complementary storage at 22+1 °C. CAT activity is inhibited by cold storage, but SOD activity, which diminishes the process of
senescence generated by oxidative stress, is activated in the pitahaya fruits.
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INTRODUCCION

Los frutos de pitahaya (Hylocereus undatus) son
considerados exéticos por su sabor y aroma exquisito
(Rodriguez, 2000), color atractivo de su cascara y
probablemente, también por la oferta reducida de ellos en el
mercado, tanto nacional como internacional.

El uso de frio durante el manejo postcosecha de frutos
tropicales, como H. undatus, mantiene su calidad, pues dis-
minuyen su metabolismo y prolonga la vida de anaquel. Aun-
gue, las temperaturas bajas retardan la senescencia, se ha
sefialado que los frutos de algunas especies con origen tropi-
cal y subtropical son notablemente sensibles al frio, por lo
gue latemperatura de almacenamiento puede causar dafios,
deteriorar el tejido y disminuir el valor comercial (Alia-Tejacal
et al., 2000; Wismer, 2003). El oscurecimiento del tejido
puede acelerarse durante el almacenamiento con frioy es
una de las causas principales de las pérdidas durante la
poscosecha. Eloscurecimiento desarrollado en estas condi-
ciones ha sido relacionado con la accion de la polifenol oxi-
dasa (EC. 1.14.18.1; PFO) y peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POD),
sobre los fenoles, mientras que los eventos que conducen a
la senescencia de los tejidos y la necrosis en los frutos se
han vinculado con la formacién y accion de las denominadas
especies reactivas de oxigeno (radicales superéxido, oxigeno
“singlete”, radicales hidroxilo y peréxido de hidrégeno).

La maduracién y senescencia pueden ser
consideradas como fendmenos oxidativos, activados al inicio
de la senescencia; asi, la actividad SOD y de otras enzimas,
como CAT disminuye y el superoxido o peroxido de hidrégeno,
podrian acumularse hasta niveles téxicos para las células,
y desarrollar dafios irreversibles en los tejidos (Masia, 1998).
Por lo que, si al menos una de las enzimas esta activa,
existe la posibilidad de que los dafios de la senescencia en
los frutos se retarden. Con relacién a esto, experimentalmente
se ha demostrado la conveniencia de cuantificar la actividad
de algunas enzimas, como CAT y SOD, que catalizan las
reacciones que disminuyen las concentraciones de las
especies reactivas de oxigeno, que en el caso de los frutos
de origen tropical y subtropical es incrementada por el frio,
durante el almacenamiento (Lafuente y Sala, 2000; Aquino-
Bolafios y Mercado-Silva, 2004; Baquero et al., 2005).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
del frio en el sistema enzimatico antisenescencia CAT - SOD
de frutos de pitahaya (Hylocereus undatus) durante el
almacenamiento con frio y temperatura ambiente.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal

Se utilizaron frutos de pitahaya cosechados en el Valle
de Tehuacan, Puebla, en septiembre de 2004, con un indice
de cosecha Grado Il de acuerdo con la clasificacion de
Centurion et al. (2000), se colocaron en cajas de polietileno,
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con capacidad para 20 kg (previamente desinfectadas) y se
transportaron al laboratorio, en un tiempo de 20 horas. En el
laboratorio, los frutos fueron seleccionados y se descartaron
aquellos con dafios. Al final se obtuvo una muestra de 170
frutos, que se separd en cinco lotes. Uno fue analizado
inmediatamente y fue considerado testigo sin
almacenamiento. Los otros cuatro fueron almacenados a 3
+1°C,7+1°C, 11 +1 °Cytemperatura ambiente (22 £ 1
°C); los lotes almacenados con frio fueron muestreados a
los 7, 14y 21 dias y una parte de esas muestras se mantuvo
atemperatura ambiente, por cuatro dias, y otra fue analizada
en ese momento. El lote de almacenamiento a22 + 1 °C se
analiz6 después de cuatro dias; similarmente, las muestras
transferidas a temperatura ambiente, después del
almacenamiento con frio, se analizaron después de cuatro
dias. Asi, se generaron 20 tratamientos.

El disefio experimental fue un completamente al azar,
con cinco repeticiones y un fruto como unidad experimen-
tal. El andlisis estadistico incluyé ANOVA, y comparacion
multiple de medias mediante el método de la prueba de
Tukey auna P<0.5y fue realizado con el paquete estadistico
SAS (SAS, 2000).

Evaluaciones
Catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT)

La actividad de la catalasa se evalué con el método
descrito por Blackwell et al. (1990), con modificaciones. La
enzima se extrajo a partir de 2 g de pulpa fresca con 5
mililitros de solucién extractora Trizma HCI (triz-HCI) fria,
10 mM (pH 8.5) que contenia 1 % de polivinil pirrolidona
(PVP), la pulpa en la solucion triz-HCI se trituré durante 30
segundos en un homogeneizador de tejidos y luego se
centrifugdé durante 20 minutos a 10 000 x g a 4 °C. El
sobrenadante se utilizé para determinar el cambio de
absorbancia en 2.83 minutos, a 240 nm en un
espectrofotémetro digital. La actividad enzimética se evalué
en un volumen total de tres mililitros, de los cuales 2.8 fueron
del amortiguador triz-HCI 10 mM (pH 8.5), 0.1 de peroxido
de hidrégeno al 88 % (en agua destilada v:v) en triz-HCI 100
mM y 0.1 del sobrenadante. El ensayo se realiz6 a
temperatura de entre 20y 22 + 1 °C. La actividad enziméatica
se presenta en unidades internacionales por gramo de peso
fresco de tejido (U-g), cada unidad de actividad enziméatica
representa la descomposicion de 1 umol-min-* de H,O.,.

Superoéxido dismutasa (EC. 1.15.1.1; SOD)

La actividad de SOD se evalué con el método propuesto
por Beyer y Fridovich (1987) con modificaciones. La enzima
se extrajo a partir de dos gramos de pulpa fresca con cinco
mililitros de solucidn extractora (amortiguadora de fosfatos)
0.1 M (pH 7.8). La pulpa en solucién amortiguadora se triturd
durante 30 segundos, con un homogeneizador de tejidos;
luego, la mezcla se centrifugd durante 20 minutos a 12 500



xga4°C. Elsobrenadante se utiliz6 para evaluar el cambio
de absorbancia en 2.83 minutos a 560 nm en el espectrofo-
tometro digital. Atres mililitros de una solucion amortiguadora
de fosfatos 0.1 M pH 7.8 [con EDTA0.01 mM, 3.66 mlde L-
metionina, 2.44 mlde NBT y 1.83 ml de Triton X-100 en un
volumen final de 66 ml] se les adiciond 0.5 ml del sobrena-
dante y 0.03 ml de riboflavina, esta mezcla de reaccién se
ilumind durante siete minutos con una lampara con luz fluo-
rescente de 20 watts Grolux y se procedié a leer la
absorbancia. El ensayo se realiz6 a temperatura de entre
20y 22 + 1°C. Elincremento de la absorbancia, debido a la
formacion de azul de nitro tetrazolium formazan por unidad
de tiempo determina la velocidad de reaccién. La actividad
enziméatica es presentada en unidades internacionales por
gramo de peso fresco (U-g?), cada unidad de SOD es igual
a la cantidad del sobrenadante que fotoinhibe la formacién
de 50 % de azul de nitro tetrazolium formazan.

RESULTADOSY DISCUSION

La actividad CAT y SOD se mantuvo sin cambio signifi-
cativo después de cuatro dias de almacenamientoa 22 + 1
°C (Cuadro 1). Este resultado indica que ambas enzimas
son notablemente estables durante los primeros dias de la
postcosecha, en los frutos de pitahaya a temperatura
ambiente. La estabilidad de la actividad de CAT en los frutos
almacenados a 22 + 1 °C contrasta con lo observado en
frutos de mamey (P. sapota) por Alia et al. (2005), quienes
determinaron que durante el cambio de madurez fisiol6gica
a madurez de consumo, a 20 °C por 12 dias, la actividad
CAT se increment6 significativamente. Estas diferencias
pueden ser dependientes de la especie, momento fisiolégico
de cosecha, tiempo de almacenamiento, entre otros factores.

El almacenamiento con frio disminuy6 significativa-
mente la actividad CAT, respecto a los frutos recién cosecha-
dos. Elalmacenamiento a 3 £+ 1 °C (durante 14 dias) generd
la maxima inhibicién de todos los tratamientos (mayor al 50
%) de la actividad CAT de los frutos (Figura 1). La inhibicién
de la actividad CAT no mostr6 una tendencia dependiente
de latemperatura o tiempo de almacenamiento con frio; pero
la inhibiciébn media en los frutos almacenados a 11 + 1 °C
(13.07 U-g*) fue ligeramente menor a la alcanzada con el al-
macenamientoa3y 7 +1°C (12.39 U-g?). Lainhibicion de
la actividad CAT por el frio puede estar asociada al proceso

CUADRO 1. Actividad de catalasa (CAT) y superoxido dismutasa
(SOD) de frutos de pitahaya (Hylocereus undatus)
almacenados a temperatura ambiente (22+1 °C).

Periodo de Superoxidasa
almacenamiento Catalasa dismutasa
(dias) (U-g™) (Ugh
0 19.51 a 3.57a
4 18.75 a 3.25a

Valores seguidos con la misma letra, en el sentido de las columnas, indican semejanza segun la prueba
de Tukey auna P<0.05.
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de senescencia, con la consecuente acumulacién de
especies quimicas reactivas, como O, y H,0,, que propician
el incremento de los sintomas del denominado estrés
oxidativo.

La CAT es una enzima antioxidante involucrada en
los mecanismos de proteccion contra el estrés por frio en
los frutos, como la mandarina (Lafuente y Sala, 2000). Los
frutos de pitahaya almacenados a7 + 1 °C durante 7, 14y
21 dias no mostraron una variacion significativa en la
actividad CAT, inclusive cuando fueron transferidos a
temperatura ambiente, su actividad enziméatica fue similar
entre los tratamientos (Figura 1 B). En contraste, la actividad
CAT si mostré tendencia a aumentar en los frutos
transferidos a temperatura ambiente por cuatro dias
después de ser almacenados con frio durante el periodo
mas prolongado, el de 21 dias (Figura 1 B).

La actividad de la SOD se afecté poco con el frio du-
rante el almacenamiento; al contrario, el almacenamiento a
11 + 1 °Cincrement6 significativamente la actividad de esta

20 1 (B)

Actividad de la catalasa (U-g)

Tiempo de almacenamiento (dias)

FIGURA 1. Actividad de la catalasa en frutos de pitahaya
(Hylocereus undatus) almacenados a3+ 1°C (A), 7 =
1°C (B)y 11 £ 1 °C (C), por siete, 14 y 21 dias y
transferidos a 22 + 1 °C, por cuatro dias. Las lineas
sobre las barras indican el error estandar (n=4). La
actividad al inicio del almacenamiento y después
de cuatro dias a 22 + 1 °C, sin refrigeracién previa,
fue 19.51 y 18.75 U-g?, respectivamente.
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enzima. En general, la transferencia de los frutos a la
temperatura ambiente, almacenados previamente con frio,
incrementd la actividad de la SOD (Figura 2). Estos resultados
indican que en respuesta al almacenamiento con frio, al
menos una de las enzimas que apoyan la disminucién de
los sintomas de senescencia, activados por el estrés
oxidativo, se activa en los frutos de pitahaya.

La maduracién y senescencia son procesos bioquimi-
co-fisiol6gicos naturales de los frutos, pero pueden ser acele-
rados por diversos factores, y ambos incluyen procesos oxi-
dativos; estos, son activados notablemente al inicio de la
senescencia. Asi, durante la senescencia la actividad SOD
y otras enzimas, como CAT disminuye, el superoxido o pero-
xido de hidrogeno son acumulados hasta niveles tdxicos
para las células y se desarrollan dafios irreversibles en los
tejidos (Masia, 1998). Por lo que, si al menos una de las en-
zimas esta activa, podrian retardarse los dafios de la senes-
cencia en los frutos. Los resultados del presente estudio re-
fuerzan la idea de que la evaluacion de la actividad SOD y
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FIGURA 2. Actividad de la superéxido dismutasa en frutos de
pitahaya (Hylocereus undatus) almacenados a 3 + 1
°C(A),7x1°C(B)y 11+1°C (C), por siete, 14y 21 dias
y transferidos a 22 £ 1 °C, por cuatro dias. Las lineas
sobre las barras indican el error estandar (n=4). La
actividad al inicio del almacenamiento y después de
cuatro dias a 221 + 1 °C, sin refrigeraciéon previa, fue
3.57 y 3.25 U-.g?, respectivamente.
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CAT en un mayor nimero de variantes de pitahaya podria
ayudar a seleccionar aquellas que toleren mayormente el
almacenamiento postcosecha con frio y en consecuencia
con mayor potencial de comercializacion.

CONCLUSIONES

El almacenamiento de los frutos de pitahaya a 22 + 1
°C, durante cuatro dias, no modifica significativamente la
actividad del sistema enziméatico anti-senescencia,
representado por CAT y SOD. Sin embargo, el mismo
sistema anti-senes-cencia es afectado parcialmente por el
frio durante el almacenamiento, pues la actividad CAT es
significativamente sensible al frio. La inhibicion de la actividad
CAT se incrementa con las temperaturas menores, y es
parcialmente revertida con la transferencia de los frutos a la
temperatura ambiente.

En contraste con la actividad CAT, la actividad SOD
es insensible al frio durante el almacenamiento de los frutos.
En respuesta al almacenamiento con frio, al menos una de
las enzimas (SOD) que apoyan la disminucion de los
sintomas de senescencia, generados por el estrés oxidativo,
se activa en los frutos de pitahaya.
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