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INTRODUCCION

La importancia industrial y comercial que tiene en nuestros dias el almacena—
miento prolongado de productos hortifrutfcolas frescos es indiscutible, ya =
que obvia la estacionalidad de los mismos, permitiendo gque dichos productos -
puedan ser industrializadcs y comercializados en cualquier é&poca del ano .-

La calidad de los productos frescos almacenados es funcién de numerosos facto
res: temperatura de la cdmara, humedad relativa, composicién de la atmésfera-—
gque los rodea, momento de la cosecha, danos fisiolégicos o mecénicos, etc.=—
En este trabajo se estudia el efecto que las condiciones de almacenamiento -
tienen sobre la actividad de la enzima polifenoloxidasa, ya .que esté ella.ra-

lacionada con el pardeamiento que sufren los frutos dafiados fisiolégica o me—

cénicamente, reaccidén que afecta enormemente la calidad comercial de los mis-

mos .~

El estudio lo hemos dividido en dos etapas, ante la complejidad que representa
trabajar con fruta fresca. La primera c= ellas consiste en investigar la ac -

cién del diéxido de carbono, en general principal componente del medio en al-

macenamiento en atmésfera controlada, sobre extractos crudos y parcialmente -

purificados de polifenoloxidasa de manzanas. En la segunda se observa el efeg

to del mi.mo compuesto, ahora "in vivo", o sea sobre fruta almacenada en dis—

tintos tipos de atmdsferas, sobre la misma enzima y sobre otros parémetros.-



ALMACENAMIENTO EN ATMOSFERA CONTROLADA — EFECTOS

L.-

1.- E1 objetivo de todo almacenamiento de productos hortifruticolas frescos es

desplazar el comienzo de la maduracién propiamente dicha y por lo tanto de la-

senescencia.-

Fllo puede lograrse en estos casos reduciendo la temperatura solamente, o dis-
minuyendo la concentracién de oxigeno del medio que los rodea, o aumentando la
concentracidn de diéxido de carbono del mismo, o variando ambas concentracio -
nes respecto a las del aire, con simulténea refrigeracién.-—

El almacenamiento refrigerado de productos en mezclas gaseosas distintas de -
aire, cuya composicién se mantiene dentro de ciertos limites se denomina Alma-—
cenamiento en Atm&sfera Controlada, (Controlled Atmosphere Storege).—

Mucho se ha trabajado en este sistema de almacenamiento de frutas. Fue comenza
do a estudiar cientificamente por Kidd y West, de la Food Investigetion Orga-
nitation, en 1918, con la intencidn de prolongar la vida de almacenamiento de-
las manzanas inglesas, la ma?oria de las cuales son susceptibles a sufrir da -
fos por baja temperatura, cuando se las almacena por debajo de los 3-4°C.-—

El almacenaje en atmésfera controlada permite trabajar a temperaturas mds al -
tas, merced a la reduccién de la velocidad de respiracidén, provocada por la mo
dificacic¢.: de la atmésfera , ademds de la producida por el frio. (Flider, J.C.
North, C.J., 1966; Kalugina, E,V., 1973; etc.).-

En general podemos decir: que la disminucién del contenido de oxigeno, el au -
mento del diéxido de carbono y la disminucién de la temperatura en la atmésfe
ra de la cémara; prolongan la vida de almacenamiento de los productos hortifru
ticolas frescos, con respecto a los almacenados en condiciones ambientales.—

Asi Blandpied y Smock (1961), hallaron trabajando a tres niveles de didxido de

carbono, oxigeno y temperatura en la cémara, que a bajas temperaturas, bajas -



. e S
concentraciones de oxigeno y alto contenido de didxido de carbono, las fruta

(manzanas Mc Intosh) presentaron mayor firmeza y menor frecuencia de apari —

ci8n de escaldaduras con respecto a las almacenadas en atmésfera normal (aire)
vor el contrario las frutas mantenidas a altas concentraciones de didxido de —
carbono, altas temperaturas y bajos valores de oxigeno, mostraron dafios exter—
rnos producidos por el didxido de carbono.-

A conclusiones similares llegaron otros autores como Porritt, S.W, (1966); Ste
venson, C,D.-Carroll, E.T. (1964); Wankier, B.N. et al. (1570); Patterson, -——
Workman, (1962); etc.-

También se observd que las frutas almacenadas en atmdésfera controlada presen -
tan mayor acidez que las almacenadas en aire, (Kalugina, E,V., 1973; Minata, T.
Minarmich, T., 1970; etc.), gque son menos susceptibles a ciertos tipos de en -
fermedades tanto parasitarias como no parasitarias, tales como escaldaduras, -
bitterpitt, manchas pardas en la pulpa, debidas éstas Gltimas a dafios mecéni -

cos o Fisiolégicos, etc. (Fidler, J.C., 1973).-

2.~ DESARROLLO COMERCIAL.

El proceso comercial fue desarrollado primeramente en el Reino Unido, aproxima

damente en 1960, (Fidler, J.C., 1973), al gue se le dié el nombre "refrigera -

ted gas storage". Mas tarde fue adoptado en USA tomando el nombre dado anterior
mente y adguiriendo un répido desarrollo.-—

ue sabe que ya al comienzo de la Segunda Guerra Mundial, en el Reino Unido exii
tia una capacidad de almacenamiento en atmésfera controlada de aproximadamente

35,000 Tm, conservandose especialmente manzanas.-—

En 1950 la capacidad ya ascendfa a 70.000 Tm y en 1960 a 100.000 Tm (aproxima-—

damente 1/6 de la produccidn total de manzanas y peras del Reino)., Ern 1966 la-—

capacidad fue de 175,000 Tm,—



A 1iz de los buenns resoltadie. critenidos en el Hedng Unidu, w1l sistema de al-
nacenamiento en atmésfera contrulada se adoptd répidamente en otros pafses, -
asi E.E.U.U. en 1965 cuntaba con una capacidad de 240.000 Tm, Italia en 1950 -
apenas almacenaba en atmdsfera controlada 50 Tm y en 1966 ya habfa alcanzado =
las 110,000 Tm; Francia en 1962 no contaba con «lmacenes con atmésfera contro-
lada, pero en 1970 ya almacenaba en dichas condiciones entre 270.000 y 330.000
Tm, (Fidler, J.C. et a!., 1973).-
Los buenos resultados obtenidos se fundan en la accién bactericida y adn me jor
en la fungicida del didxido de carbono a altas concentraciones, lo que permite
aumentar la humedad relativa del aire en el espacio de almacenaje, lo cual dis
minuye la pérdida de peso de los frutos (ella es 1/2 a 1/3 de la disminucién -
promedio en almacenamiento en frio). Esto sélo ya compensaria el aumento de -
costos, el que se calcula es del 20% respecto al almacenamiento normal en frio
(Plank, R., 1963).-
Comercialmente el almacenamiento en atmésfera controlada se puede realizar en=
salas, tanques, cajas y envases pequefios, segin el producto a almacenar, (fru—
tas, jugos de frutas, huevos, carnes, etc.).-
La cepacidad de las cémaras de almacenaje en atmdsfera controlada para peras y
manzanas, que generalmente se construyen en los lugares de produccidén, varia ~
entre 20 y 3.000 Tm, pudiéndose realizar el control de la atmésfera de dos ma—-
neras, ..egdn los niveles de oxigeno y diéxido de carbono utilizados. Ellas son:
a) Controlando sélo el diéxido de carbono y dejando el oxigenoc sin control, En
este caso la composicidn de la atmésfera se regula por simple ventilacién -
(renovacidn de aire). Agui la concentracién de didxido de carbono m&s la -
concentracién de oxfgeno es igual al 21% en volimen. Las concentraciones de
difxido de carbono son generalmente elevadas (mayores al 5%). Se utiliza pa

ra frutas poco sensibles al diéxido de carbono.-



b) Se controla tanto el diéxido de carbono como el oxigeno, el que se regula,-
como antes, por aireacién y el exceso de anhidrido carbénico se absorbe en-—
una torre de absorcién (scrubber) con hidréxido de sodio, agua, etc. Las -
concentraciones de diéxido de carbono son menores al 5% y las de oxigeno se
mantienen entre 3 y Sh.-

c) También se logra modit .car la atmésfera envolviendo los productos con mate—
riales semipermeables a los gases, como papeles aceitados o plésticos, lo -
que implica un enriquecimiento en anhidrido carbdnico y un empobrecimiento-
en oxigeno, como resultado de su propia respiracién. Esto permite una mayor

resistencia a danos mecénicos, durante transportes prolongados.=-

No sélo manzanas se conservan en atmésfera controlada sino que también peras,-
- en las que se logra prolongar en dos a tres veces su periodo de conservabili
dad- frutos de hueso (duraznos, ciruelas, damascos, etc.) y verduras como toma
tes, cebollas, coles, coliflor, etc., también se lo utiliza en la conservacién
de huevos y carnes frescas, lo gue permite en este Ultimo caso su transporte -
desde Australia y Nueva Zelandia hasta Inglaterra con gran éxito, dada la mar—
cada preferencia de los consumidores por la carne fresca refrigerada frente a—

la congelada.~

3.— CONDi_IONES DEL ALMACENAMIENTO EN NUESTRO PAIS.

En nuestro pais, aungue no contamos con datos al respecto, podemos decir que -
précticamente no se almacena frutas en estas condiciones, a pesar que aproxima
damente el 60% de la produccién de manzanas y el 25% de la de peras se conser—
van en frigorifico y que aproximadamente el S0% de la produccidn de las mismas
se exporta a distintos paises, principalmente Brasil y Mercado Comin Europeo.-
(INTA, 1975; Boletin Estadistico Trimestral 1976).-

La capacidad total frigorifica destinada a frutas de nuestro pais es de - - -



29,459,718 cajones o sea 589.149 Tm, (dato correspondiente a 1976), distribui-
da de la siguiente manera: 49,7% Rio Negro; 8,5% Neuquén; 14,2% Capital Fede -
ral; 14,3% Mendoza; 10,7% Provincia de Buenos Aires y en el resto del pais - -

2,6% (Boletin Estadfstico Trimestral, 1976).-

Las frutas que se exportan principalmente son manzanas Red Delicious (Brasil),
Granny Smith (Mercado Com(n Europeo) y peras, especialmente Packam’s Triumph y
D’Anjou (Mercado Comin Europeo), siendo también las que més se cultivan, a — -
excepcién en el caso de las peras, en gue la variedad que méds se produce es la
Wiliam‘s, pero dado su corto periodo de conservacién, se consume casi en su to

talidad durante el periodo de recoleccidn (INTA, 1975),.,-

Por lo dicho en los (ltimos pérrafos, consideramos que el presente trabajo se-
ré de interés econdémico pues tiende a hallar las mejores condiciones de conser

vabilidad de productos hortifruticolas frescos eptos para ser exportados.-



IT.- EXTRACCION Y PURIFICACION PARCIAL DE LA POLIFENOLOXIDASA

1.-INTRODUCCION:

Cuando una fruta, como manzana o pera, sufre dafios mecénicos o fisioldégicos, -
tales como cortes, magulladuras, acumulacién de productos respiratorios, etc,-
se produce un répido oscu.iecimiento de la zona afectada, lo cual hace que el -
producto sea menos atractivo y pierda valor.-

Este oscurecimiento es lo que se conoce como pardeamiento enzimético, por ser-
producido por la accién de una enzima; la polifenoloxidasa. Puede ser tanto in
terno como externo.-

Dado el efecto que el mismo tiene sobre la comercializacidn de dichos produc -
tos se ha tratado de minimizarlo. Para ello se recurre a la eliminacidn del ai
re que rodea la fruta o sus trozos, ya sea por inmersidén de los mismos en solu
ciones azucaradas, adicién de &cidos para disminuir el pH, de antioxidantes o-
sustancias reductoras (que actdan reduciendo la concentracidn de oxigeno o - -
inhibiendo la enzima). Los aditivos de uso més frecuentes son: &cido ascérbico,
écido citrico, sulfito de sodio o diéxido de azufre (Braverman, J.B.S., 1967).
En el caso de los frutos frescos se trata de controlar dicho dafio disminuyendo

la temperatura de los almacenes y modificando la atmdésfera que los rodea. Se -

ha observado que el almacenamiento en auindsfera controlada disminuys la fre
cuencia de aparicién del mismo durante el tiempo de almacenamiento, lo cual -
nos indujo a pensar que la enzima responsable del mismo, es afectada por el -
anhidrido carbénico, componente caracteristico de la atmésfera en este sistema

de almacenamiento.-

1.1.~ NATURALEZA Y PROPIEDADES DEL SISTEMA POLIFENOLOXIDASA:

Este dafio producido por la polifenoloxidasa, es conocido daesde hace mucho tiem



po. Lindet (1895) puntualizd que el cambio de color que ocurre en las manzanas
se debe a la oxidacién de los taninos por una enzima semejante a la lacasa que
se hallaba en el tejido de la fruta.-

Se ha investigado las enzimas oxidantes de las frutas (Lindet, 1895; Onslow, =
1920; Ponting, J.D. - Joslyn, M,A., 1948; Guadagni, et al, 1949; etc.) para -
tratar de controlar dicha :eaccidn.-

Onslow (1931) halla que las frutas gue sufren pardeamiento contienen compues -
tos con grupos o-dihidroxibenceno libres, como catecol, &cido protocatehuico y
dcido cafeico. También observd gue el oscurecimiento de estos compuestos en el
tejido vegetal es més répido que en solucidén acuosa y que el mismo no ocurria-
cuando dicho tejido era hervido, lo cual lo lleva a postular la presencia de -
una enzima que catalizaria la oxidacién de dichos compuestos en presencia de -
aire, dando como producto un perdxido.=-

Szent - Gy#rgyi (1925) demuestran que el oscurecimiento tiene lugar en ausen -
cia de peroxidasa y més tarde se establece la existencia de oxidasa contenien-
do cobre, que catalizarian la oxidacidn de los fenoles por el oxigeno molecu =
lar,.-

Actualmente se sabe que la enzima que cataliza dicha reaccién es la polifenol-
oxidasa (también denominada fenolasa, tirosinasa, catecolasa, clorogénicooxida
sa, o-difenoloxidasa), la que fue clasificada como o-difenol: 02 oxidoreducta-—
sa,eE.C, 1.10.3.1 por la IUB en 1964.-

La polifenoloxidasa es una enzima que contiene cobre como grupo prostético ac—
tivo, que se hallaria como catidn bivalente (Keilin, D, = Mann, T. 1938; Kubo-
witz, F. 1937). M&s recientemente se demostré que la forma activa esté asocia-
da con iones cobre monovalente positivo, lo que estd de acuerdo con el hecho -
de que el mondéxido de carbono la inhibe, stendo &ste un agente complejante ti-

pico del ién cuproso (Lanzarini, G. et al. 1972).-



Las reacciones que cataliza, involucrando el oxigeno molecular pueden ser una

o dos. E1 primer tipo de reaccidn es la hidroxilacidén de los monofenoles para
dar o-dihidroxicompuestos, en las segundas ocurre la oxidacién de éstos a qui
nonas. En general la actividad de la enzima es mucho mayor hacia los o-dihidroxi
fenoles, gue hacia los monofencles. (Nelson, J.M. — Dawson, C.R. 1544; Ponting
J.D. = Joslyn, M.A. 194#) .-

E1l mecanismo de la reaccién de oxidacién no se ha establecido, pero se acepta

como primer paso la formacién de quinonas (Braverman, 1967; Joslyn, M,A. - -

QH

=0
Cpeso, S O+ o

Ponting, J.D. 1951) las que luego contindan reaccionando entre sf, con més -

\gystrato 0 con otras sustancias dando polimeros de alto peso molecular de co-

lor pardo (Ponting, J.D. =Joslyn,M.A, 1957; Hulme, A.C. 1958).-

Sus principales sustratos son, como ya se dijo, los o-difenoles, como los é&ci

dos protocatehuico, cafeico, cafeténico, dihidroxicinémicos, clorogénico, te—

ninos, etc., (Hulme, A.C. 1958; Wiliams, A.H. 1960; Hulme, A.C.- Rhodes, M.J.C.
1971) .-

En genera! las fenolasas inactivan a pH &cidos, altas temperaturas, metales -

pesados, monéxido de carbono, polivinilpirrolidona (PVP), tioles, agentes que
lantes del cobre, etc. y por los mismos productos de 1la reaccidn.(Ponting,d.D.
1957; Walker, J.R.L. 1965).-

Por otra parte el pardeamiento enzimético no ocurre en las células intactas,-
sino cuando ellas sufren algin tipo de alteracidn pués la enzima y sus sustra
tos se hallan espmcialmente separados en la célula sana (Kramer, P.J. 1955; -

Forsyth, W,G.C. 1964; Anderson, J.W. 1968; Swain, T. 1968).-



1.2.- EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA POLIFENOLOXIDASA:

La polifenoloxidasa ha sido extraida de distintas fuentes como hongos, manza -
nas, papas, etc., presentando diferencias en sus propiedades segln su origen -
(Dizik, N.S. - Knapp, F.N. 1570; Dall’Aglio, G. - Casoli, 1570; Stelzig, D.A.-
et al. 1972).-

La aislacién de enzimas c'. algin organismo implica la ruptura de tejido y la -
consiguiente mezcla de sustancias, lo gue puede provocar la inactivacidn o mo-
dificacién de las mismas.-

En los tejidos vegetales la principal interaccién la ejercen los fenoles, muy-
distribuidos en este reino.=-

Los compuestos fendlicos, que en la célula viva se hallan en las vacuolas, son
répidamente oxidados a guinonas, taninas condensados y pigmentos pardos duran—
te la extraccién de tejidos vegetales.-

Las guinonas formadas, compuestos altamente reactivos, oxidan otras sustancias,

se polimerizan rdpidamente y ademds reaccionan con las protefnas, dando com
puestos covalentes, e inhibiendo por lo tanto su actividad, (Anderson, J.W. -
1968; Loomis, W.D. - Battaile, J. 1966; Ingraham, Ll. 1955). Por otra parte -
los compuestos fendlicos mismos forman puentes de hidrdégeno muy fuertes con -
las uniones peptidicas de las proteinas, probablemente a través del oxigeno -
pept{dico. (Loomis, W.D. — Battaile, J. 1966).-

De lo dicho anteriormente se ve gque para evitar la pérdida de actividad de las
enzimas durante su extraccidén es necesario separar los fenoles endégenos del -
vegetal y evitar su posible oxidacién.-

Con ese fin se puede, ya sea, absorber los fenoles (polimeros, polivinilpirro-
lidona, etc.), eliminar las quinonas, por reduccidn nuevamente a fenol (ascor—
batc) o por condensacidén con algin compuesto (tioles) para dar otro que no su-

fra futura oxidacién (Anderson, J.W. 1968), o triturar el tejido en presencia-
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de sciventes orgénicos, tal como acetona pre-enfriada (Ponting, J.D.-Joslyn,-

M.A. 1948).-

Luego, una vez eliminados los polifenoles, la aislacidn puede continuarse por

nrecipitacién fraccionada con sulfato de amonio (Samorodove-Bianki et al., - -

1971; Dall’Aglio, G. 1970; etc.) por extraccién con detergentes como el tritdn
Xx-100 (Harel, E. 1964, 5; Stelzig, D.A. et al. 1972; Walker, J.R,L.~Hulme,

A.C. 1965, 1966; Mason, H,S. 1955; etc.) filtracién a través de geles o por -

electroforesis (Harel, E. 1964/65).-

2.= MATERIALES Y METODOS.

La enzima se extrajo de manzanas Red Delicious adquiridas en el comercio lo -
cal. Se tomaron porciones de piel con la pulpa adherida a ella y del endocar—

pio, formando un total de 20 gr para cada muestra.-

2.1.- Localizacidn de las zonas de mayor actividad catecolasa:

Las zonas de tejido de mayor actividad catecolasa se detarminaron rociando -
discos de manzana con una solucidn de catecol 0,037 M. Ademds se realizaron -
extractos crudos (triturados de tejido en buffer) de las zonas corazdn, pulpa
y piel, los que se utilizaron como solucidén enzimética, a las que se les de -

termind su actividad, utilizando catecol como sustrato, como se describe lue-

go (2.3).—

2.2,~ Obtencidn de polvos de acetona:

ue obtienen triturando el tejido vegetal en presencia de acetona pre—enfriada
(-e0°c), (1:1,5 p/v), filtrando por succidn. La torta obtenida se resuspende-
en acetona, siempre pre-enfriada y se filtra nusvamente. Esta operacidén se -
realiza tre veces més, secando finalmente por succidn. E1 polvo obtenido se -

de ja secar a temperatura ambiente en un lugar seco. Finalmente se guardan a -
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-20° C en lugar seco, hasta el momento de ser usados.-

2.3.- Determinacién del pH Sptimo de reaccidn:

Para observar la variacidn de la actividad con el pH se disolvieron 100 mg de
polva de acetona (punto anterior) en 15 ml del buffer del pH adecuado. Se uti
lizaron buffers fosfato d-sde pH 5,0 hasta 8,0, preparados de acuerdo al Hand
book of Chemistry and Priysiscs, 48 th edition 1967-1968. El pH de las solucio
nes se controld con un pH-metro Methrom-Herisau. La reaccidn se siguid colori
métricamente con un Spectronic 20, realizando las lecturas a 410 nm (longitud
de onda en la zona donde la absorbancia varia menos con la misma, segin se de
termind mediante el espectro correspondiente). Se usé catecol 0,037 M como -

sustrato. Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente.-

2.4.- Efecto de los distintos inhibidores de la oxidacidn en la extraccidén:

Para minimizar la oxidacidn de los fenoles enddgenos durante la extraccidn se

ensayd la eficacia de los siguientes inhibidores de la oxidacidn:

sacarosa 0,3 M + clorhidrato de cisteina 0,013 M + EDTA lO_aM
sacarosa 0,3 M + clorhidrato de cisteina 0,013 M

sacarosa 0,3 M + EDTA 10”%
clorhidrato de cisteina 0,013 M

sacarosa U,3 M + ascorbato sédico 0,01 M

En todos los casos se determina la actividad enzim&tica mediante el método -
gue se describe en el capitulo siguiente. La concentracidén de proteinas se va

lora con el método de Lowry.-—

2.5.- Extraccidén y purificacidén:

Se tritura en mortero de vidrio 20 gr de tejido con 30 ml de buffer fosfato -

0,1 M apH 6,5 en presencia de sacarosa 0,3 M; clorhidrato de cisteina 0,2% y
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EDTA 10”4M. E1l homogeneizado se centrifugd a 1000 g durante 30 minutos. El pre
cipitado se reextrae tres veces mds con 10 ml de buffer cada vez. Luego se rea
liza una precipitacién fraccionada con sulfato de amonio. Primero al 40% de sa
turacién y luego al 100%. Este precipitado se disuelve en la menor cantidad de
buffer posible y se dializa versus agua destilada durante 20 horas. La solu =
cidn resultante se lleva . una columna de 36 cm de alto por 3 cm de diémetro -
de Sephadex G-200 y se eluye con buffer fosfato 0,01 M, pH 6,5. La velocidad -
de flujo fue de 36 ml por hora. Se recogieron fracciones de 5-10 ml, Las frac-
ciones de mayor actividad se reunieron y almacenaron en congelacién o refrige-
racidn hasta el momento de su uso. Todas las etapas de la extraccién se reali-
zaron a baja temperatura (4°C). En cada paso se determina la actividad enzimé-

tica, como se indica en el prdximo capitulo y el contenido de proteinas, utili

zando el método de Lowry.-

3.— RESULTADOS.

3.1.- Localizacidn de las zonas de mayor actividad catecolasa:

Estos ensayos se realizaron previamente con el fin de ubicar las zonas del fru
to con mayor concentracién de enzima, las cuales luego serian utilizadas en la
extraccidn de la misma.-

Al rociar Jdiscos de manzanas se observé que en pocos minutos aparecia color -
pardo en la periferia y en el corazdén, y no en la zona intermedia, en la que -
se vieron puntos de color mucho mé&s claro.-

Lo mismo se observd al medir la actividad fenolasa de las soluciones obtenidas
a partir de los homogenatos de las distintas zonas de tejido. La actividad en-
zimética en este caso fue medida espectrofotométricamente a 410 nm (la longi -
tud de onda elegida pertenece a la zona del espectro donde se produce la menor

variacién de la absorbancia con la misma, fig. II-1). Los gréficos que se obtu
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vieron son del tipo presentado en la figura II-2.-

Luego, de estos resultados, se concluye que la actividad enzimdtica disminuye-
en el siguiente orden: Corazén, epidermis y pulpa. Los datos obtenidos concuer

dan con los hallados en la bibliografia (Sal‘kova, E.G. 1970).-

3.2.- Determinacidn del pH Sptimo de reaccidn:

Para realizar las medidas de actividad posteriores fue necesario determinar
previamente el pH Sptimo de reaccién. Se realizd midiendo la actividad enzimé-
tica a distintos pH, obteniéndose el gréfico II-3. Del mismo se halla qgue el ~

pH dptimo de reaccién para el sistema buffer Na2 HPO 4—-NaH2 PO, es 6,8.-

3.3.,~ Efecto de distintos inhibidores de la oxidacidn en la extraccidén:

Los inhibidores de la oxidacién que hemos ensayado durante la extraccidn de la
polifenoloxidasa son: ascorbato sédico, EDTA y clorhidrato de cisteina. Estcs-
reactivos se utilizaron tanto solos como combinados, siempre en presencia de -

sacarosa como protector. Los resultados obtenidos son:

Actividad espe- | Actividad re .
SUSTANCIA - LOR EXTRACTC
cifica (u/mg) lativa (%) co
sacarosa 0,3M + HC1l-Cys 0,013M 2,58 100 verde claro
EDTA 10~ amarillento
sacarosa 0,3 + HCl-Cys 0,013M 2,40 93 Idem 1°
sacarosa 0,3V + EDTA 10~ 1,55 59 Parduzco
HC1l=-Cys 0,013M 1,88 73 Idem 1°
Sacarosa 0,3M + ascorbato de
(o]
sodio 0,01M 2,16 84 Idem 1

HCl-Cys: Clorhidrato de cisteina.-
Luego, los mejores resultados se obtienen trabajando con la primer mezcla, o -

sea, sacarosa 0,3M + HCl-Cys 0,013M + EDTA 10-4M.-
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3.4.,~ Extraccidn y purificacidn:

Un cuadro tipico para los distintos pasos de extraccidn y purificacidn es el -

siguiente (La unidad de la actividad se define como la cantidad de enzima que-

provoca una variacién de 0,1 mV por minuto al comienzo de la reaccién).-

Paso Vvol./ml) | actividad | actividad Protefnas |Actividad
(u/ml) total mg/ml | totales|especifica

extracto en buffer| 48,5 10,05 a87,42 2,21 107,2 4,55
ppdo ¢/504(NHg)5

15,0 13,40 201,00 0,15 3,25 89,3
40-100% sat. ' -y ! ! ! ’
eluato Sephadex
(frac.mds activas)| 22,0 2,1 46,20 0,01 0,22 210,0

En todas las extracciones realizadas la purificacién que se logra es aproxima-
damente cuarenta veces.-
La K, (constante de disociacidn del complejo enzima-sustrato) para el catecol-

de la solucidn obtenida es 4,6 x lO_SM.-
4,- DISCUSION:

Como en los ensayos previos se halld gue las zonas de mayor actividad catecola
sa son el corazén y piel de la fruta, se utilizaron dichas partes en la prepa—
racidén de las muestras de tejido.-

A fin de minimizar la oxidacién de los fenoles endégenos durante la extraccién
se ensayd la eficacia de distintos inhibidores de la oxidacién. Los me jores re
sultados se obtuvieron adicionando sacarosa, clorhidrato de cisteina y EDTA.-

Se sabe que el clorhidrato de cisteina (HC1-Cys) reacciona con las quinonas -
formando productos que no sufren posterior oxidacién y, por lo tanto, no inhi-
ben la actividad enzim&tica (Anderson, J.W, 1968). E1 EDTA, es un complejante-

del cobre y se ha visto gue es un débil inhibidor de la catecolasa (Luh, B.S.-
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Phitakpol, B.d. 1972).-

La extraccién se realizé a pH 6,5 a pesar de haberse determinado anteriormi.:.
que el pH éptimo de reaccién es 6,8; de esta forma, también, se produce menos—
oxidacién.-

£1 extracto crudo obtenido es de color verde claro amarillento.=—

Luego, se procedid a sep.rar la enzima por precipitacién fraccionada con -
S0, (NH4)2. Al 40% de saturacidn se obtiene muy poco nrecipitado que no puse: -
actividad catecoloxidasa. Experimentalmente se halla gque se debe precipitar .
100% de saturacién, ya que haciéndolo a porcentajes menores persiste activi-.
enzimdtica en el sobrenadante.-

El precipitado obtenido se disuelve en buffer, dando una solucién gue se cia.:
za contra agua. Durante la diélisis se forma un precipitado oscuro que nc p-. .
actividad fenolasa.-

La solucién anterior, luego de centrifugada, se pasa por una columna de Septiz-
dex G-200 y se eluye con buffer 0,01M, pH 6,5 para separar las fracciones de
mayor actividad.=-

La solucidén enzimdtica obtenida tiene una actividad especifica aproximadamer:
40 veces mayor que la solucidn original, hecho que se repite en todas las &«
tracciones realizadas.-

Luego, podemos concluir que el sistema sacarosa, clorhidrato de cistefna, (T
permite extraer la enzima polifenoloxidasa con oxidacién minima de los poiif.:
noles enddgerios de la fruta y que el método de extraccién utilizado logra wi'z

purificacién de aproximadamente 40 veces.-
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III.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATECOLASA,

1,- Introduccidn: Existen diversos métodos para medir la actividad catecolasa

de la polifenoloxidasa; ellos valoran ya sea el consumo de oxigeno, la forma-
cidén de algdn producto o la oxidacién acoplada de algin agente reductor adic..
nado, pero ninguno de ellas mide directamente la transformacién de un o-dife-
nol, pues los productos de la actividad enzimética son muy reactivos y reac -
cionan no s6lo uno con otro, sino que también con sustrato nativo y con oxige
no, lo que hace prdcticamente imposible realizar medida alguna (Mason, H,S.
1955) .-

De acuerdo a lo gque miden, los mé&todos se pueden clasificar en:

l,1.- Métodos gue miden el consumo de oxigeno:

a) Método manométrico: Es el método respirométrico de Warburg tradicional. Ac

tualmente es poco usado pues posee un gran error, ya que durante la medida, -
de bastante duracidn, ocurren reacciones secundarias, siendo por lo tanto la-
velocidad inicial de reaccién casi imposible de medir. Por otra parte, el -

equilibrio entre la fase gaseosa y la liquida es pobre (Ponting, J.D. 1948).-

b) Método eléctrico: En este caso se usan distintos tipos de electrodas, para

evaluar el oxigeno consumido. Uno de los més usados es el electrodo polarogr¢
fico de Clark, que esté compuesto por un cétodo de platino, de pequefa super-
ficie y un énodo de plata. Se halla recubierto por una membrana, dentro de le
cual la concentracién de oxigeno se mantiene casi nula por la reaccidén elec -
troquimica. Esta membrana es permeable al oxfgeno, pero impermeable al agua
a los electrolitos. Como influye mucho la difusién del oxigeno a través de 1s
membrana, es necesaria una buena agitacién. La velocidad de difusién es pro -
porcional a la presién parcial de oxigeno fuera de la membrana,-

Experimentalmente se vid que la velocidad de reaccién es independiente del vo
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ldmen de la fase gaseosa sobre la mezcla de reaccién, lo que implica que la

mezcla est& totalmente equilibrada con oxigeno (Mayer, A.M. et al. 1966) .-

1.2.-Métodos gue miden la formacién de algin producto:

Es el m&todo espectrofotométrico. Mide la transformacién de un o-difenol (ger:
ralmente 4-metil catecol » catecol), en las primeras etapas de reaccién, o sz=
cuando se ha formado la o-quinona, lo que implica la aparicién de color amari-
1llo (Baruah, P. et al. 1953) y presenta la ventaja de que en él casi no ocu

rren reacciones secundarias durante la determinacién. La medida se realiza e
los primeros minutos de reaccién. Se puede determinar perfectamente la veloci--

dad inicial de reaccidén,.-

1.3.-Métodos que miden la oxidacién acoplada de un reductor adicionado:

Es el denominado método cronométrico, desarrollado por Miller, W.H. — Mallett:
M.F. et al. en 1944, Esta técnica implica la medida del tiempo necesario para-
que una cantidad dada de enzima produzca o=benzoquinona en una cantidad justo-
en exceso a lo necesario para oxidar una pequefia cantidad de &cido ascédrbico -
adicionada al sistema. Luego, no hay reacciones secundarias. Permite determi -

nar la velocidad inicial de reaccién.-

En nuestro caso, ante la necesidad de evaluar la actividad enzimdtica a temp:-

raturas determinadas, entre O y 20°C y en presencia de diéxido de carbonao, de-
cidimos utilizar el método eléctrico por ser méds répido que los métodos ma

nométrico y cronométrico y ante la imposibilidad de utilizar un espectrofotdme
tro que pueda trabajar a bajas temperaturas controladas.-

El electrodo que elegimos es del tipo autogenerante, de membrana de fécil cong
truccidn, originalmente disefiado para ser usado en fermentadores bioldgicos

(Johnson, M. et al. 1964/1967).-
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2.~ MATERIALES Y METODOS:

2.1.- Construccién de un electrodo de oxigeno:

2.1.1.- CAtodo: Se construyd con plata electrolitica, trefilada en alambre de-
0,6 mm de diémetro. Ella se arrollé en una espiral ajustada, de diémetro igual
al diémetro exterior del Lubo que contendréd los electrodos, cuyo extremo se -
soldé a un cable conductor. Esta unidn se aisldé con un cemento de contacto, di
luido con metil etil cetona. Se dejé secar y se cubrid con un tubo pléstico -

hinchado en cloroformo. Cuando se evapora el solvente gueda un cierre ajustado,

2.1.2.- Anodo: Para su construccién se us§ plomo en planchas, Merck (con 0,002%
de cobre) de 0,3 mm de espesor. Se cortd una cinta de 4 mm de ancho y 10 cm de
longitud, la que se suelda a un cable conductor y se aisla igual que en el ca-
so anterior. Luego la porcién restante de cinta se limpia con NO4H 1:1 y se pu
le con una tela limpia para después enrollarla en hélice, de tal manera que se

forme un cilindro de unos 3 cm de longitud, recortando el extremo inferior de—

forma tal que quede plano.-

2.1.3,- Electrolitoc: Como electrolito se usa una solucidn de &cido acético SM.

acetato de sodio 0,5M. y acetato de plomo 0,1M, Se coloca en el interior del -

tubo hasta una altura superior en 1-2 cm del extremo del énodo.-

2.1.4.- Armado del electrodo: El electrodo se arma segin se vé en la figura -

ITI-1. Para evitar que particulas de plomo que se desprenden del &nodo caigan-
sobre el catodo, provocando cortocircuitos y por lo tanto lecturas incorrectas,
se coloca entre ambos electrodos un filtro contruido con tela de nylon. E1 —
electrodo completo se conecta a través de una resistencia variable a un regis-

trador potenciométrico Honeywell Electronic 194.-

2.2.- Celda de reaccién: La celda de reaccidn utilizada en la medida es de vi-
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fIG., III-1: Diagrama del electrodo Plata-Plomo, mostrando la disposicidn de -
cus partes. 1) electrolito; 2) anodo de Plomo; 3) filtro; 4) cétodo de Plata;

Mimbrana; 6) Conecciones al registrador; 7) tubo de vidrio.-



drio :errada, con camiza de termostatizacidn, debido a que el electrodo poset-

un alto coeficiente de temperatura (Johnson, M.J. et al. 1964/ 1967). Figura -

ITI-2.-

La solucidn ezimdtica se agrega mediante una jeri.iga hipodérmica a la mezcls -

de reaccidn.-

2.3.- Comportamiento del electrodo en la determinacidn de la actividad enzim&

tica.~

2.3.1.- Determinacién del tiempo de respuesta: Para conocer el tiempo de res

puesta, se colocd el electrodo —armado y conectado como se describid anterior—
mente- en agua saturada de aire y en una solucidn saturada de N52803 (concen -~
tracién de oxigeno tendiendo a cero), en forma alternada. La medida se reali::

a 25°C con agitacidén magnética.-

2.3.2.~ Evaluacidén de su respuesta en una reaccidn enzimética: Para evaluarls,

se adiciond a un medio de reaccién compuesto por 10 ml de buffer fosfato de @t
6,8; 0,IM y 1 ml de catecol 0,5M; 1 ml de solucidn enzimética obtenida a par -
tir de polvos de acetona. La medida experimental se realiza en iguales condi -

ciones que antes.-

2.3.3.~ Hespuesta frente a distintas cantidades de solucidn enzimética: Se mi-

de la actividad de una solucidén de enzima en iguales condiciones gue las des-

criptas anteriormente, utilizando distintos volimenes de la misma en cada de -

terminacién.-

3.~ RESULTADQGS.,

3.1.- Determinacidén del tiempo de respuesta: Al medir la tensidén generada por-

el electrodo en soluciones de sulfito de sodio saturada y en agua saturada de-

aire alternativamente, se obtuvieron gréficos del tipo mostrado en la figura -
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[ IG. III-2: Diagrama de la celda de reaccidn. 1) electrodo; 2) Jeringa hipo -
dérmica para adicidn sol. enz.; 3) Jeringa para equilibrar presiones; 4) cel~
da de reaccién; 5) Camiza de termostatizacidn; 6) medio de reaccidén; ?7) buzo-

magnét.—



IT1-3.-

Los valores obtenidos en sucesivas experiencias (para un mismo electrodo) del-

tiempo necesario para el S0% de la respuesta, tR' son:

tq (min) tq (min) tg (min) tg (min}
2,00 1,00 3,00 1,40
0,70 1,75 1,10 1,00
0,50 0,50 2,50 0,30
1,00 1,40 0,30 1,75
2,00 0,00 0,70 0,50
1,10 0,00

Luego, con estos valores calculamos los limites de confianza de la media arit
mética, con el 95% de significacidn y 21 grados de libertad, mediante el si —-

guiente cdlculo: M= X ttsg

donde: p = valor medio verdadero.- ;}
X = valor medio estimado, X =B Xi con N = Ndmero de determinacio-
N nes.=-
sg= error tipico de la media, s,= f%_ con s = desviacidén tipica.-

t = estadistico de Student.-
Se obtienen los siguientes resultados para el tiempo correspondiente al 90% di.
la respuesta total: u=1,0222,08 x 0,17 min
u=1,02%* 0,35 min

3.2.- Evaluacidn de la respuesta en una reaccidén enzimdtica: Al medir la res -

puesta del electrodo en presencia del medio de reaccidn mencionado anteriorme:
te y de solucidn enzimética, se obtuvieron gréficos como el que se muestra en-

la figura III-4, del cual vemos que se puede evaluar la velocidad de reaccién-
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inicial.-

3.3.- Respuesta frente a distintas cantidades de solucién enzimética: Se obtu-

vo una relacién lineal entre la tensidn de respuesta y la concentracién de la-

enzima preserite, la gue se exhibe en la figura TII-S5.-

3.4.,- Célculo de la precisidén del método: Para calcular la precisién del métodc

se hizo uso de los valiores hallados durante la :sumersidn alternativa en solu —

cién saturada de sulfito de sodio y agua saturada de aire. Ellos son:

mV en agua saturada de aire. mV en sol, saturada de Na2803

4,20 0,60
4,00 0,20
4,20 0,20
4,20 0,55
3,95 0,65
3,80 0,70
3,75
3,70
3,95

Aplicanco el tratamiento estadistico descripto anteriormente se obtuvo:

a) para agua saturada de aire

H=3,98%0,16 mv con t = 2,31 para 95% de confianza y 8 grados de
libertad y s = 0,20 mV,-

b) para solucién de Na2803 saturada

H =0,51% 0,19 mv con t = 2,38 para 95% de confianza y 5 grados de
liberted y s = 0,21 mV,.-
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Lo mismo se hizo en una reaccién enzimdtica, trabajando siempre con la misma -
solucién de enzima y en igual cantidad. Los valores hallados en unidades arbi-
trarias son: 8,60; 8,70; 8,55; 8,45 y 8,50.~

Luego, con el mismo nivel de confianza anterior y 4 grados de libertad, el va-

lor de t es 2,78. E1 s calculado es 0,09 mV. Por lo tanto:
H =8,5620,11 mV
4,- DISCUSION:

El electrodo,elegido de fécil construccidn, fue disefiado originalmente por -

Johnson et al. 1964, para ser usado en fermentadores bioldgicos. Por ello ha -

sido necesario verificar su idoneidad para seguir una reaccidﬁ enzimatica. Lue

go, interesaba conocer el tiempo de respuesta, la precisidn del método, si era

utilizable en pequefios volimenes de liquido y en fin, si permitia medir la ve-

locidad de reaccidn inicial.-

Para conocer el tiempo de respuesta se colocd el electrodo alternativamente en

agua saturada de aire y en solucién saiurada de sulfito de sodio.-

Con los datos hallados se calculd una confianza del 95% que el tiempo necesa -

rio para el 90% de la respuesta total es de 1,0+ 0,3 minutos. Del gréfico - —

ITI-3 y los valores dados puede verse que la tensidén en ausencia de oxigeno es

pequena, -

Una vez calculado el tiempo de respuesta se ensayd el electrodo sn reacciones-

enzimdticas, comprobédndose que es idéneo para calcular la velocidad de reaccidr:
inicial, como puede verse en la figura III-4. Por otra parte, se halld que la-
velocidad de reaccidn crece linsalmente con el aumento de la concentracidén de-
la enzima, como se ve en el gréfico III=5.-

A partir de los valores encontrados en distintas evaluaciones de la actividad-

snzimética para un mismo electrodo y una misma solucidn enzimdtica, se halld -
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con una confianza del 95% que la precisién del método es dex 0,1 mV.,-

Luego, concluimos que el electrodo de membrana de Ag — Pb permite medir la ve-
locidad de reaccidn inicial en la oxidacidén enzimética de o-difenoles, que la—
misma crece linealmente con la concentracidn de la enzima y que la precisidén -

del método es de 0,1 mV, siendo el tiempo de respuesta para el 90% del total -

de 1 minuto,-
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1V.— EFECTOS DEL DIOXIDO DE CARBONO S0BHE LA ACTIVIDAD DL LA POLIFIFOLUATDAOA

DE MANZANAS.

1.~ INTRODUCCION:

Siendo la presencia de anhidrido carbdnico una de las caracteristicas princi-
pales del almacenamiento en atmésfera controlada, se estudid su efecto sobre-
algunos aspectos del metabolismo de las frutas.-

Las observaciones antes anotadas, —-prolongacién de la vida de almacenamiento-
de los frutos, mayor acidez, retencidn de firmeza, menor incidencia de dafos-
fisioldégicos, etc.— conjuntamente con el hecho que a altas concentraciones di
diéxido de carbono, se produce la acumulacidn de &cido succinico, el que dis-
minuye la respiracidn del tejido hasta anularla, provocando luego, su muerte -
y posterior pardeamiento (Hulme, A.C. 1956), llevaron a pensar que algin pro-
ceso oxidativo de la cadena respiratoria era inhibido por la presencia de di-
6xido de carbono en la atmésfera (Thomas, M. 1925).-

Por ello, Ranson, S.L.; Walker, D,A. y Clarke, I.D. (1957/1960) estudiaron 1lu
inhibicidén de la succinicooxidasa por 21 anhidrido carbdnico, incubando prepa
raciones mitocondriales de ricino, en soluciones de COo~-NaH0 4. Smith, H. = -
(1957) halla gque en grosellas almacenadas en altas concentraciones de gas car
bénico, se produce una acumulacién de alcohol etilico y acetaldehfdo.-

A pesar de lo anteriormente dicho, se han realizado pocos estudios sobre sis—
temas enzimdticos particulares.-

La primera demostracién directa de la inhibicién de una enzima por el diéxido
de carbono de la atmésfera fue obtenida por Walker, D.A. y Brown, J.M,A,(1957)
quienes trabajaron sobre fosfoenol pirdvico carboxilasa, hallando que la inhi
bicién es de tipo no competitivo.-

Bendall, D.S.; Ranson, S.L. y Walker, D.A, (1958/1960) investigan su efecto -
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sobre las enzimas mitocondriales del ricino involucradas wo Lua proc o a0y =
consumo del succinato, estableciendo que el punto de inhibicidn es la succini
-0 deshidrogenasa, siendo en este caso la inhibicidn de tipo competitivu.-
Por otra parte, Miller, G.W y Evans, H.J. (1956) cstudiun el efecto del bicar
honato de sodio sobre la actividad de la citocromo wxidasa, hallando que tam—
bién es inhibida en forma competitiva.-

l.a observacién, ya sefialada anteriormente, de la menor frecuencia de apari -
cidn del pardeamiento de la pulpa y corazdn de los productos almacenados en =
atmdsfera controlada llevé a pensar gue, la enzima responsable del mismo -la-
polifenoloxidasa— es inhibida por el diéxido de carbono atmosférico. Por ello
se decidid investigar este efecto. Asi se midié la actividad de dicha enzima-
en presencia de distintas concentraciones de anhidrido carbdénico, trabajando-
con extractos enzimdticos crudos y soluciones purificadas, a distintas tempe-—

raturas.-

2.— MATERIALES Y METODOS.

2.1,~ Solucién enzimética purificada:

La polifenoloxidasa parcialmente purificada se obtuvo a partir de manzanas -
Red Delirious adquiridas en el comercio local, como se describe en el capitu-

].O II -

2.2.— Solucidn enzimética cruda:

Se preparé triturando el tejido del mismo fruto en presencia de buffer fosfa-

to 0,1M; pH 6,5.-

2.3.- Determinacién de la actividad:

La actividad enzimdtica se determind en buffer fosfato pH 6,8 utilizando el -
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electrodo de oxigeno descripto en el capitulo anteriur, cun catecol U,U40M co
mo sustrato y la cantidad correspondiente de la mezcla de bicarbonato-didxido
de carbono, necesaria para dar 0, 5, 10, 20 y 30% de diéxido de carbonc a la-
temeratura estipulada., No es necesario eguilibrar la mezcla de reaccién final
con una atmdésfera conteniendo la cantidad apropiada de CO,, ya que en el cor-
to periodo de reaccién d+ la medida experimental, el error resultante por la-
difusidn del diéxido de carbono es despreciabls, seglin se determiné experimen
talmente. La unidad de actividad se define como la cantidad de enzima necesa-

ria para producir una variacién de 0,1 mV por minuto al comienzo de la reac -

Cién -

2.4.~ Regulacidén de la concentracién de didxido de carbono:

Las concentraciones de didéxido de carbono atmosféricas se simularon utilizando
mezclas de bicarbonato-diéxido de carbono (Hanson, S.L. et al. 1960; Bendall,

D.S. et al. 1960). Las concentraciones molares de las soluciones de bicarbona
to correspondientes a los distintos % de €05, se calcularon con la ecuacidn -

de Henderson - Hasselbach, (Umbreit, W.W, et al. 1949) .-

pH = pK + log (CO4H ) = log =(.P.% COo
760 x 2240

donde: pH es el pH deseado.-
pK = — log K; (K = constante de equilibrio para la primera disociacidén
del Ho CDa).—
P = presién atmosférica en mm de Hg.-
« = solubilidad del COs.=
%002 = porcentaje de COo del gas en equilibrio a la presidén atmosféri-

ca,=-
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Para 1 cdlculo se toma P = 760 mm tlg y pH = 6,8.-

De esta manera preparamos una solucidn de HCUS- de molaridad correspondiernte—
a una concentracidén en equilibrio de 00, 1igual al S0%, la gue se estabiliza-
mediante el pasaje de una mezcla gaseosa conteniundo 50% de COo y 50% de aire.
Las mezclas gaseosas se preparan por un método dinamico (Nelson, G.O. 1973),~-
segin puede verse en el diagrama correspondiente (Fig. IV—l).—

El caudal de los gases se regulariza segun:

CCO2 100. FCOZ F:002 (100 - 0002)

= Fa =
Faire * Fcos Coos

donde: Cgo, = conc. % COs.-

F = flujos.-

Esta solucién se adiciona a la mezcla de reaccién a fin de obtener las concen

traciones de HCD3 necesarias para dar 5, 10, 20 y 30% de COp.-—

2.5.,— Regulacién de la temperatura:

Se determiné la actividad enzimédtica a 0O, 5, 10, 20 y 25°C, en las condicio -
nes ante.s establecidas. Para lograr las bajas temperaturas se utilizé como -
liquido de termostatizacidn alcohol proveniente de un criostato, mientras que
para las temperaturas mayores se usé un termostato convencional, con circula-
cién externa. La energia de activacién se calculé mediante la ecuaciidn de - -

Arrhenius,.-

2.6,~ Estudio del tipo de inhibicidn:

A fin de establecer el tipo de inhibicidén, se mididé la actividad enzimdética,—

para ambos extractos, a distintas concentraciones de sustrato. Con los datos-
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ol tenidos se Leazaron
tii —tjowden, como asi

mee Lérmino versus la

cuncentracién de inhibidor.-

los gréaficos de Linweaver — Burk, de Dixon y los du Loy

también las pendientes de los gr&ficos nombrados €n pri

i @, lineas rectas se ajust iron en todos los casos mediante el método de mini-—

mo, ;. cuadrados.-

Ae— RESULTADOS.

3.1.= Regulacidn de la concentracidn de C0-:

L concentraciones molares de las soluciones de HCO.
J

lus distintos porcentajes de 602 y diferentes temperaturas son:

correspondientes a

—

% CO5
T(%) 5 10 20 30 50
U 6,54 x 107 1,31 x 102 | 2,62 x 102 | 3,92 x 10% 6,54 x 10°°
5 6,10 x 1073 | 1,22 x 1072 | 2.44 x 1072 | 3,66 x 102 | 6,11 x 1077
10 5,74 x 103 | 1,15 x 1072 | 2,29 x 1072 | 3,44 x 102 | 5,74 x 107
15 5,25 x 1072 | 1,05 x 1072 | 2,10 x 1072 | 3,15 x 1072 | 5,25 x 10°<
20 a,84 x 1073 | 9,69 x 1073 |1,94 x 102 | 2,91 x 1072 | 4,84 x 1074
24 a,aa x 1073 8,87 x 1073 |1,77 x 102 | 2,66 x 1072 | 4,48 x 107¢

3.2.— Efectos del CO-5:

M cuadro tipico mostrando los

(U; sobre la actividad catecolasa, a temperatura constante (15°C) es el si

efectos de las distintas concentraciones de



guiente:

% COo act. (u/ml)
0 11,17

5 10,00

10 7,50

20 5,00

30 4,65

para pH = 6,8 y una concentracidn de catecol igual a 0,045M.-

Este cuadro se representa en la figura IV-2 (1linea llena). En ella podemos ver
gue la actividad de la enzima disminuye con el aumento de la concentracién de-
Dz.=

A 20°C, con un 30% de COo, la inhibicién es aproximadamente del 70%. (Los da -
tos corresporidientes a otras temperaturas y concentracién de sustrato, se mues
tran en el apéndice 1).-

Habiendo hallado que la presencia de 602 disminuye la actividad de la enzima,-
nos interesé conocer el tipo de inhibicién que se producia. Para ello se midid
la velocidad de reaccidén inicial, v, a distintas concentraciones del sustrato-
(catecol), para diferentes concentraciones de inhibidor y se trazaron los gré-
ficos de Linweaver—Burk (figura IV-3), obteniéndose en todos los casos lfneas-
rectas gue se cortan a la izquierda del eje 1/v, lo que hace suponer que la -
inhibicidn es del tipo mixto.-

Sin embargo, al dibujar los gréficos que representan la inversa de la veloci -
dad inicial de reaccién frente a la concentracién del inhibider i (Dixan=-1958)
y los de s/v frente a i (Cornish-Bowden, et al. 1974) (figuras IV=4 y 5), a -
distintas concentraciones del sustrato, s, se obtienen en el primer caso 1l -

neas rectas gue se cortan, también,a la izquierda del eje 1l/v, mientras que -
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los segundos dan rectas paralelas. Del conjunto de estos gréficos se puede in
ferir que la inhibicién es de tipo competitivo.-

También al representar las pendientes del gréfico de Linweaver-Burk versus la
concentracién del inhibidor se forman rectas, lo gque confirma que la inhibi -
cidén es de tipo competitivo.=—

Los extractos crudos se comportan igual que las soluciones enziméticas purifi
cadas, respecto al tipo de inhibicién (figuras IV-6 a 8).-

Para comprobar la reversibilidad de la inhibicidén se procedié a preparar los—
extractos enzimdticos crudos, uno en la forma habitual y otro en presencia de
didxido de carbono-bicarbonato de sodio, para dar una mezcla en equilibrio -
con el 50% de diéxido de carbono. Se mantuvieron ambos extractos durante una-
hora en ambiente refrigerado. Si la combinacidn del didéxido de carbono o el -
bicarbonato con la enzima fuera irreversible, la actividad en el extracto que
se prepard en presencia de anhidrido carbdnico seria marcadamente menor que -
la del otro extracto, lo que no ocurre, pues la actividad medida en la prepa—
racién tratada con el inhibidor es igual a la actividad de la muestra prepara

da en la forma habituyal.-

3.3.~ Efectos de la temperatura:

A concentracién constante de diéxido de carbono la actividad aumenta con la -
temperatura, lo mismo que la inhibicidn (Figuras IV=9 y 10).-

A bajas temperaturas, la actividad enzimética es pequefa, y la influencia del
inhibidor no es tan notoria, sobre todo a bajas concentraciones, lo que se -
traduce en un aumento de la dispersidn de datos,llegando a ser las diferencias
entre las distintas actividades a diferentes concentraciones de didxido de -
carbono inferior al error experimental.-

Con los valores de la actividad a diferentes temperaturas y concentracién de-
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intiibidor constante, se calcularon las energias de activacién. Representando-
21 logaritmo de la velocidad de reaccién inicial, versus la inversa de las -
temperaturas absolutas (figura IV-11), se encuentra gue existe una relacién -
lineal. La energia de activacién se determind utilizando la ecuacién de Arrhe
nius

_ _dc_ _ A E/RT
dt

obteniéndose el valor de 22,09 Kcal/mol para la solucidn enzimdtica purifica—
da y 17,59 Kcal/mol para los extractos crudos, en todas las concentraciones -

de anhidrido carbénico ensayadas.=-

3.4.~ Efectos del cloruro de sodio:

Para examinar la especificidad de la inhibicidén ocacionadas por las mezclas -
de bicarbonato-didxido de carbono, se investigd el efecto de iguales concen -
traciones de NaCl sobre el sistema polifenoloxidasa, comprobdndose que tam -
bién produce inhibicidén, pero en menor grado que el diéxido de carbono,.-

La comparacidn de los efectos a 15°C se representa en la figura IV-2.

Una pauta andloga se presenta en las restantes temperaturas, tanto en solucio
nes purificadas como en extractos crudos (Los valores correspondientes se —
muestran en el apéndice 1).-

A paja temperatura las diferencias en la inhibicidn son pequsefas .-

4.~ DISCUSION,

La inhibicién del sistema polifenoloxidasa de manzana Red Delicius por el di-
6xido de carbono es ya considerable a concentraciones del mismo menores al -
20%. A 15°C, con un 15% de diéxido de carbono, se obtiene el 50% de inhibi =

cidn, segun puede observarse en la figura IV-2,-
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Al considerar los graficos de Linweaver-Burk (figura IV-3), podria pensarse-
que, por cortarse las rectas a la izquierda del eje de ordenadas y no sobre-
1, la inhibicidén es de tipo mixto. De ser asf, deberia obtenerse, al repre-
sentar 1/v versus la concentracidn del inhibidor, lineas curvas, cosa que no
sucede y no lineas rectas gue se cortaran a la izquierda de 1/v (CDrnish—Bog
den, 1974) lo cual es el caso (figura IV-4).-

Al no poder, por lo tanto, discernir si la inhibicidn es de tipo competitivo
o mixto, se trazaron los graficos de Cornish-Bowden, que al decir del autor-
complementan a los de Dixon, y si permiten diferenciar estos dos tipos de -
inhibicidén. Si la inhibicidén fuera de tipo mixto se obtendrian rectas que se
cortan a la izquierda del eje de ordenadas, perc por un punto por debajo del
eje i. 51 fuera de tipo competitivo, las rectas serian paralelas ya que no -
se forma el complejo ternario enzima-inhibidor-sustrato. Esto Gltimo es lo -
que sucede en nuestro caso (figura IV-5).-

También confirma que el tipo de inhibicidn es competitiva la existencia de -
una relacidn lineal entre las pendientes e intersecciones con el eje de orde
nadas del gréfico de las dobles reciprocas y la concentracidn del inhibidor.
Los extractos crudos presentan igual comportamiento que las soluciones enzi-
maticas purificadas, en todos los casos.-

La naturaleza competitiva de la inhibicidén y el menor efecto que produce el-
NaCl, en concentraciones equivalentes sobre el sistema, lleva a pensar que -
la inhibicidn es un efecto especifico del diéxido de carbono.-

El aumento de la temperatura actia elevando el porcentaje de inhibicidn para
un mismo contenido de diéxido de carbono, o sea que facilita la formacidn del
comple jo enzima=inhibidor.-

Los valores hallados para la energia de activacidn son aproximadamente cinco

veces mavoures que los encontrados en la literatura (Ingraham,lSSd;Tate—Luh,-
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1064~
Por lo tanto, se concluye gue una de las causas de la menor incidencia del par
deamiento en f' utos almacenados en atmdsfera controlada, podria ser la inhibi-

cién del sistema polifenocloxidasa por el COo de la atmdsfera, conjuntamente

con la disminucidn de 1a temperatura.-
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V.- ALMACENAMIENTO DE MANZANAS GRANNY SMITH.- EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA-

ATMOSFERA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA POLIFENOLOXIDASA,-

1.- INTRODUCCION:

En los capitulos anteriores hemos estudiado el efecto del anhidrido carbénico

sobre la enzima poliferinloxidasa de manzanas "in vitro". Nos interesa, llega-

do este punto, investigar la influencia del mismo compuesto sobre dicha enzi-

ma "in vivo", o sea en la fruta almacenada en presencia de distintas concentra
ciones de didxido de carbono.-

Asi, no s6lo veremos la influencia del COZ' sino también, qué es lo gque suce-

de a través del tiempo de almacenamiento, en sus diversas condiciones (atmds—

fera controlada y almacenamiento refrigerado normal).-

Poco hemos hallado en la bibliografia respecto a la variacién de la actividad

catecolasa con el tiempo de almacenamiento., Samorodova-Bianki, G.B. et al., -

(1971), hallaron gue esta enzima se degrada a través del tiempo, pasando de un

octémerc a monémero, aumentando a la vez su actividad total, trabajando en -

manzanas Antonovka obyknovennaya y Leningradskaya zelenka, almacenadas en ai-

re y temperatura baja positiva. Versiones un tanto contradictorias se han en—

contrado respecto a lo que ocurre con la actividad polifenol oxidasa en papas

almacenadas. Asi Bierecki, M. et al. (1971), halla gue la actividad de la mis
ma aumenta a través del tiempo de almacenamiento en cinco variedades de papas;
Mondy et al (1960) por su parte demuestran que la actividad fenolasa en tu -
hérculos de las variedades Pontiac y Ontario disminuye marcadamente durante -
las primeras cuatro semanas de almacenamiento a 40° F y permanece relativameg
te baja y estacionaria después; Cheung y Henderson, sin embargo, hallan que -
la misma actividad enzimética disminuye lentamente durante todo el periodo de-

almacenamiento, haciéndolo con mayor velocidad entre el 4° y 6° mes del mismo



en papas Netted Gem y Pontiac.- :9( “‘-';F:}y

's evidente gque los resultados dependen en mﬁghg de la variedad asi como de =
las condiciones de cultivo y almacenamiento y de los mé&todos de extraccidn de
la enzima, ya que como Harel y Mayer (1968) demostraron trabajando con manza-
nas Grand Alexander las soluciones de polifenoloxidasa almacenadas por varios
dias entre 2-4°C sufren transformaciones en cuanto a su peso molecular y ac-
tividad. Lo mismo se ha hallado que ocurre durante la incubacién a 5-25°C de-

la catecoloxidasa de neurospora (Fox, A.S. et al 1962).-

.= MATERIALES Y METODOQS.

2.1.— Frutos = Variedad - Procedencia:

Para este ensayo se utilizaron manzanas de la variedad Granny Smith proceden-—
tes de una isla de Rio Negro, cerca de Guardia Mitre. Los frutos fueron previa

mente clasificados por tamano en lugar de origen.-

2.2.- Cémaras frigorificas:

Se utilizaron cémaras con sistemas de refrigeracién por ventilacién forzada.-
La produccidén de frio se consigue por expansién directa del fluido frigorifi-
co, (freédn 12)., La renovacidn de aire se hizo por métodos mecénicos.—

E1l funcionamiento de la cémara es automdtico con regulacién por termostato am
hiente.-

Se trabaja a una temperatura igual a 3 % 1°Cc.-

2.3.- Celdas experimentales:

En el interior de la cémara frigorifica se introdujeron celdas experimentales,
parcialmente estancas a los gases, que sirvieron de recinto de almacenamiento
de los frutos. Se usaraon celdas de 2 tipos, mostrdndose un croquis de una de-

cllas en la fig. V=1. Las otras celdas consistieron en recipientes de polieti
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ienn de alta densidad provistos de entradas y salidas de gases para poder con

t.nlar la atmisfera.-—

Las celdas del primer tipo fueron disefiadas en el Centro (Morgan, H.C. - To -

mis, J.C. 1975).-

2.4,~ Control de la hunedad relativa:

La humedad relativa se mantuvo a nivel constante mediante el uso de solucio -
nes saturadas de sales, que tienen la propiedad de dar un grado definido de -
humedad en un ambiente cerrado, con movimiento de aire en su interior (Perry,
2° ed.), En nuestro caso la humedad relativa es de aproximadamente el S90%. La

solucidn saturada que se usd fue 804(NH4)2.—

2.5.- Obtencién y regulacién de la atmésfera:

La composicidn adecuada de la atmésfera se obtuvo por dosificacidén directa de
los gases intervinientes, previo barrido con nitrdégeno.-

Las concentraciones de didxido de carbono y oxigeno se midieron mediante el -
empleo de un Orssat, utilizando soluciones absorvedoras KOH al 50%,pirogalol-
alcalino, respectivamente.-

El control de la composicidn gaseosa se realizé desde un tablero central, don
de existen las tomas de muestra de gases, el tren de purificacidén y los coman
dos rléctricos tanto de la turbina de recirculacién como de la bomba de circu
lacién. (Morgan-Tomds, 1975).-

Cada celda puede regularse independientemente.-

<,6.- Esquema del ensayo de almacenamiento:

Las manzanas se colocaron en bandejas de cartdn corrugado, del tipo de las de
exportacién, conteniendo 25 frutas cada una,-

5e almacenaron en las siguientes condiciones:
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CELDA % COo % 0o

1 0 21 (almac. ref. normal).-

2 2 6,0 (atmésfera controlada).-
3 5 6,0 (atmésfera controlada).-
4 10 6,0 (atmésfera controlada).-
5 20 6,0 (atmésfera controlada).-

l.a concentracién de O se dé& con una precisién de & 1%.-

cn las celdas 1,2 y 3 se colocaron 6 bandejas respectivamente, mientras que -
en las restantes se colocaron 10 manzanas en cada una. Periddicamente se sacé
una bandeja, al azar, de las tres primeras celdas y tres frutas de las otras-—
dos.-

Sobre ellas se realizaron los ensayos que se indican en el capitulo siguiente

y los gque se dan a continuacidn.-

2.7.~ Obtencidn de la polii«nocloxidasa.

2.7.1.= Preparacidn de polvos de acetona: Se obtuvieron triturando la piel y-

el corazén de la fruta en acetona pre-enfriada (-20°C) en una relacidén 1:2 -
(p/v). Luego se filtraron y resuspendieron en acetona pre-enfriada dos veces-
mds, Finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente en lugar seco y oscu—

ro. Luego se guardaron a -20°C hasta el momento de usarlos.-

2.7.2.~- Obtencidn de la solucién enzimética: Se prepard suspendiendo el polvo

de acetona anterior en buffer fosfato 0,1M, pH=6,5 (1:50 p/v). La suspensidén-
obtenida se dejé en frio con agitacién durante toda la noche, con el fin de -
lograr una buena extraccién. Luego se centrifuga a 3.000 r.p.m. y se filtra.-

=1l filtrado constituye la solucién enzimética.-



2., = Determinacidn del pH éptimo de reaccidn:

be midid la actividad enzimdtica, como se describe en el pérrafo siguiente, -
en soluciones de distinto pH, utilizdndo siempre la misma solucidn de enzima.

Las soluciones buffer gue se utilizaron son las siguientes:

BUFFER pH BUFFER pH

fosfato 0,1M 6,00 Citrato-fosfato 0,1M 5,00
6,50 5,50

6,80 5,70

7,00 6,00

7,50 6,50

6,80

7,50

Los buffers se prepararon de acuerdo a las tablas dadas por Alexeyev (1960) y

Lynch-Mellor (1972).-

2.9.~ Determinacién de la actividad fenolasa:

La actividad enzimética se determind colorimétricamente usando catecol como -
sustrato, en medio buffer citrato-fosfato 0,1M, pH = 5,7. Las lecturas se rea
lizaron a 410 nm, conecténdose la salida del espectrofotémetro a un registra-
dor Sargent, realizédndose las medidas con un valor de escala de 10 mV.-

La actividad se determind tomando la pendiente de la curva al comienzo de la—
reaccidn,-

Se define la unidad de actividad como la cantidad de enzima gue provoca una -

variacién de la absorbancia de 0,001, por minuto, al comienzo de la reaccidn.
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. 1l.— Variacidn de la actividad fenolasa con el tiempo de almacenamiento y -

la composicién de la atmésfera:

e midid la actividad fencolasa, tal como se desrribid antes, de las soluciones
de enzimas obtenidas de las distintas muestras, retiradas de cémara periddica

mente de los diferente.. Lratamientos.—

3.— RESULTADOS.

3.1.—- Determinacidn del pH Sptimo de reaccidén:

2on el fin de hallar el pH dptimo de reaccidén de la fenolasa de manzanas - -
Granny Smith, se midid la actividad a distintos pH, desde 5,0 a 7,5, utilizan
do soluciones buffer fosfato 0,1M y fosfato-citrato 0,1M, obteniéndose los si

guientes resultados, para una primera determinacidn:

7 ACTIVIDAD FENOLASA (u/ml)

pH medido Buffer fosfato Buffer citrato-fosfato %
5,10 -—- 335, 0 50,63
5,50 --- --- -—--
5,70 --- 661,7 100,0
6,00 420,0 - - - 63,5
6,50 385,0 --- 58,2
6,80 645,0 - - 97,2
2,30 ' 186,5 --- 28,2
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Como se obtuvieron los mayores resultados sn medio buffer oitrato=foafato 0,1
M, se realizd una nueva serie de medidas en dioho medio. Los resultados se ex

presan como porcentaje del mdxima valori

pH ggtlvlgig |ﬁ|

5,10 80,6
5,50 100,0
6,00 67,7
6,44 43,2
6,80 40,8

2,00 37,6

Para determinar con mayor precisidn el pH dptimo, se realizaron medidas en un

rango de pH més estrecho:

pH actividad (%)
5,10 92,85
5,80 100,00
5,65 96,20
6,00 89,54

Los valores promedio se representan sn el gréfico V=-2.-
Luego, de estos resultados, podemos decir gque sl pH dptimo de reaccidn se ha=-

lla entre loa pH 5,5=5,7 para el eistema buffer oitrato-fasfato 0,1M.-

3.2.~ Variacidn de la actividad fenoclasa con el tiempo de nlmagongﬂiogto X la
comanicidn de la atméafera;

Las determinaciones se realizaron tal como as describe en pérrafos anteriores
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Los resultadus se expresan como por ciento del valor correspondiente a las

muestras iniciales (recién

e toma como el 100%.-

Los datos olitenidaos son:

Corrida 1

arrivadas al laboratorio) cuyo valor de actividad-

#IEMPO (dias) CELDA
1 2 3 4 5
0 10C,00 100,00 100,00 100,00 100,00
100 25,90 8,00 11,30 7,60 6,24
185 12,590 9,70 17,14 -—- -—--
250 - - -—-- - - - --- ---
Corrida 2
CELDA
T { —
IEMPO (dias) 7 = - 7 =
0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
100 34,80 10,70 15,30 10,26 8,43
185 17,30 13,00 20,21 7,05 15,31
250 14,40 23,01 6,01 0,00 5,23




Cortida g

TIEMPO (dias) CELDA
1 2 3 a 5
0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
100 57,03 41,6 48,4 22,54 25,8
185 67,80 37,2 56,3 --- ---
250 43,14 29,3 27,4 14,0 20,4

Los resultados obtenidos se promediaron para cada tratamiento y tiempo, a fin
de obtener un cuadro Unico y poder aplicarle un tratamiento estadistico, para
establecer si las diferencias existentes son significativas o sblo se deben =
al azar.-

La prueba estadistica utilizada es el test LSD (least significant difference).

E1l cuadro resdmen es: (aparece graficado en la fig. V-3).-

CELDA
r IEMPO (dias) 1 5 3 a 5 medias
0 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00
100 39,24 20,10 25,00 1;:;7 13,49 22,26
185 32,67 19,97 29,27 7,05 15,31 20,85
256' 28,77 26,16 16,70 7,00 14,82 18,69
medias T 50,17 41,56 42,74 31,88 35,90

Los valores hallados para la menor diferencia significativa entre tiempas y =
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tratamientos con el 0,05 de significacidn, son: ( para el célculo ver el apén

dice 2)

l_SDO'05 por efecto tiempo = 59,72

LSD por efecto tratamiento = 66,55
0,05 !

Luego observando las difcrencias existentes entre las medias corresponsientes
a los distintos tiempos, vemos que hay s6lo una diferencia significativa que
corresponde a la abrupta caida en la actividad fenolasa en los primeros 100
dias de almacenamiento en todos los tratamientos. Las diferencias entre los
tiempos restantes no son significativas, o sea que se deben solamente al azar.

tn cuanto a las diferencias entre los tratamientos, ninguna es significativa.

4.- DISCUSION

1 ensayo de almacenamiento en escala piloto se realizé sobre manzanas Granny
Smith por ser ellas una de las variedades de exportacidn, especialmente a los
paises europeos y por lo tanto se deben conocer sus mejores condiciones de con
servacion,

L.a temperatura de almacenamiento elegida es de 3°C pues las manzanas almacena-
das en presencia de CO. son mds susceptibles a sufrir dafios por baja tempera -
tura, razén por la cual se aconseja ,matenerlas a temperaturas 1 - 2°C mayo -
res que las utilizadas en almacenamiento refrigerado normal ( Fidler, 1973 )
En la literatura se aconseja conservar esta veriedad de manzanas entre 0°yl,5°
Con el fin de estudiar el fecto del tiempo de almacenamiento y de la composi-
cidén de la atmésfera del mismao, fué necesario primero buscar un método simple
v rdpido de separar la enzima y que permitiera guardarla cierto tiempo a -20
grados, ya que se trabajaba con varias frutas de cada tratamiento y que to -
das las celdas debfan ser abiertas aproximadamente al mismo tiempo, siendo im

posible analizar todas Jlas muestras en el momento.
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El sistema, que ha nuestro entender, cumplia todos estos requisitos era la pre
paracién de polvos de acetona, del cual se sabe por bibliograffa mantiene bien
la actividad enzimdtica durante aproximadamente un afio, aunque en la realiza-
cién de las determinaciones nunca se pasd de los nueve meses. De cualquier ma
nera en todas las corr ‘las se analizaron las muestras de los distintos tiem -
pos y tratamientos en el mismo dia, y se tomd la actividad fenolasa de la mu-—
estra inicial como el 100% y las demds como porcentajes de ella, a fin de anu
lar posibles variaciones.,

Obtenida la solucidn enzimdtica elegimos cémo método para determinar su acti
vidad el espectrofotométrico ( ver capitulo 3 ) ya que las medidas se realiza
ron a.temperatura ambiente.

También fue necesaric verificar el pH dptimo de reaccidn para medir la activi
dad. Al hacerlo se encontré gue si bien a pH 6,8 se presentaba el méximo de
actividad para el sistema buffer fosfato monobdésico - dibdsico 0,1 M, en pre-
sencia de citrato-fosfato 0,1 M se oktenian valores mayores que aquél, pre=
sentando un médximo entre 5,5 y 5,7. Luego todas las medidas de actividad se
realizaron a este pH en presencia de dicho sistema buffer.

En cuanto de los resultados obtenidos respecto a la variacién de la actividad
polifenoloxidasa durante el tiempo de almacenamiento podemos ver que la misma
cae répidamente en los primeros 100 dias, para permanecer luego aproximadamen
te constante, ya gue las diferencias que se presentan son debidas al azar, se
gin se concluye del tratamiento estadistico realizado. Lo antedicho es cierto
para todas los tratamientos.

Esta conclusidén contradice lo hallado por algunos autores, que como se dijo
en la introduccién, encontardén gue la actividad catecolasa total aumentaba a
través del tiempo de almacenamiento ( Samorodova-BiancHi et.al. 1971, en man

zanas y Birecki, M., et al. 1971 en papas). Pero concordaria con lo hallado
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por Mondy el al. (1960) en papas.

Es probable que en el resultado influyan tanto la variedad, el sistema de cul
tivo, el de almacenamiento y la forma de extraer la enzima, como ya se dijo.
Respecto a la influencia de la concentracidn de 002 en la atmésfera de las
celdas podemos decir, partir deltratamiento estadistico , que no hay dife-
rencias significativas entre ellos. Aunque de los valores y del gréfico po —
dria notarse la tendencia de los valores de actividad en presencia de 002, a
mantenerse por debajo de los pertenecientes a las muestras almacenadas en ai-
re,

De tado lo dicho podemos concluir que en manzanas Granny Smith almacenadas en
presencia de distintas concentraciones de CD2 la actividad de la enzima poli-
fenoloxidasa cae rapidamente al comienzo del almacenamiento, para permanecer
luego practicamente constante y que la presencia de 002 tiene poco efecto so-

bre la misma aunque puede notarse una tendencia a adoptar valores inferiores

. N 4 .
a la actividad fenolasa gque presentaron las muestras almacenadas en aire.
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VI.- EFECTO DE LA COMPOSICION DE LA ATMOSFERA Y EL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO-

SOBRE_ALGUNOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE MANZANAS GRANNY SMITH

1.~ INTRODUCION

Numerosps trabajos se han realizado sobre el almacenamiento de manzanas, de
diversas variedades, ¢n atmésfera controlada, desde Kidd y West (1935) demos
traron gue éste prolongaba la vida de almacenamiento de ciertas manzanas in—
glesas. Asi podemos citar a: Blanpied,G.B.- Smock,R.M. (1961); Smock,R.N. -
van Doren, A, (1939, 1941); Huelin, F.E.- Tindale, G.B. (1947); Stevenson,C.
D.- Carrol, E.T. (1963); etc. La mayoria de ellos solamente han observado su
efecto sobre la firmeza y la aparicidn de dafios fisipldgicos. Muy conocidos
también son 1los trabajos de Fidler, J.C. y North C.J., acerca de la influ-
encia de las condiciones de almacenamiento sobre la respiracidén de la manza-
na ( 1967-1971 ). Sin embargo son pocos los autores que han estudiado la va-
riacién de algunos otros parametros fisicoquimicos ( Kalugina,E.V.(1973);St-
randzhev,A. et al. {1973), etc.).

El almacenamiento de manzanas Granny Smith fué investigado principalmente en
Australia en la década del 50, ya que es una de las variedades que mds se —
produce y debido a la expapnsidn de su industria. Stevenson,C.D. et al,{1561)
halla que esta variedad de manzanas puede almacenarse con gran éxito en at—
mésfera controlada. Observd que la fruta almacenada en esas condiciones re-——
tiene mejor su firmeza y que hay menor frecuencia de aparicidén del dafic de-
soggy., mientras que las escaldaduras superficiles aumentan al crecer la con
centraccién de CO_. Ellos hallam que la atmésfera méds satisfactoria para 1la
conservacién es la que contiene 5% de 02; pero en ella el costo de eliming—
cién del CO. es alto, luego proponen usar un inhibidor de escaldaduras (difg

2
nilamina) y atmésferas con 16% de 0,y 5% de co,.
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Este tratajo lo desarrollaron durante ocho arios.

Melville,F. y Hardisty,5.E. (1953) investigaron la forma de evitar las escalda
duras superficiales en la misma variedad hallando que un medio efectivo es en-
volver las frutas en papeles aceitados.,

Nosotros estudiamos el cfecto de las diferenets condiciones de almacenamiento
sobre algunos parametros fisicoquimicos: pH, acidez titulable, contenido de s6
lidos solubles, sdlidos totales, pérdida de peso, contenido de compuestos fe-
nélicos y firmeza. También hemos tenido en cuenta los cambios en calidad que-
fueron sufriendo los frutos

2.~ MATERIALES Y METODOS

2.1.- Almacenamiento

La procedencia de los frutos y las condiciones de almacenamiento se detallan
en el capitulo anterior. Las condiciones agrondmicas de los frutales, asi co-
mo los tratamientos que recibieron se presentan en el apéndice 3.

2.2.— Determinacién del contenido en sdlidos solubles

Se determinaron sobre una porcidén del zumo de un triturado de un peso conocido
de fruto, midiendo su indice de refraccién en un refractémetro del tipo ABBE.
Los resultados se expresan en °Brix,

2.3.- S6lidos totales

Se determinaron por secado en estufa a 80°C y presién reducida, de un peso co-
nocido de triturado, hasta peso constante. Los resultados se expresan en hume-
dad %.

2.4.- pH

A una porcién del triturado de peso conocido se le agregd una cantidad medida
de agua destilada y se midié el pH mediante un pHmetro,

2.5.— Acidez titulable




Se halld por titulacidn directa de los &cidos presentes en la preparacidén an-—
terior con NaOH 0,1 N hasta pH 8. Los resultados se expresan en mgr. de &cido
citrico por grame de fruta fresca.

2.6.- Compuestos fendlicaos

Los compuestos fendlicus (taninos) se determinaron utilizando el reactivo de
Folin=-Cicalteau sobre una porcidn de un extracto alcohdlico ( aproximadamente
80% en etanol) de la fruta. Los resultados se expresan en mgr, de &cido tdnico
por ml de extracto alcohdlico.

2.7,~ Pérdida de Peso

Se determind la pérdida de peso de la fruta individual mediante la diferencia
entre el peso inicial, en el momento gue entrd a cémara, y el peso al salir de
la misma. Tambi“n se halla el peso promedio de la bandeja. Los resultados obte
nidos se analizaron estadisticamente para determinar la significacidn de las -
diferencias gue se observan, mediante el test LSD (least significant differen=
ce) ( Volk, W, 1958) para el 95% de significacidn.

3.= RESULTADOS

Los resultados obtenidos para las propiedades anteriormente enunciadas a los
distintos tiempos de conservacidn y diferentes tratamientos se muestran en la
tabla VI-1, como asi también las carcateristicas que presentan los frutos. Las
cifras dadas son valores promedio , entre por lo menos,cinco réplicas,
También en dicha tabla se hallan los promedios correspondientes al efecto del

tiempo y al efecto de cada tratamiento, como asi mismo,los valores del LSD ha

llados. ( Para su célculo ver el apéndice 2 ).

De dichos resultados podemos decir gue el contenido de sdélidos solubles no pre
senta diferencias significativas entre los distintos tratamientos. Em cuanto

a su variacién en el tiempo vemos que en todos los casog se presenta un aumento



€fectos de! slmecensmionto en Atmlsfera Controleda y almscenamiento refrigersdo norma!

sobre proplededes flsico quimicas de menzenas Granny Smith.

tratamien- | dles de | S&6).Solubles| acidez Ipw Teninos |humeded | pérdida | Observeciones
to olmac. ("Brix) (mg.cle/ (mg Tén/| 2 de peso .
gr.) m1 . Ewe) por fru-
te
Control [} 12,5 19,20 | 3,55 | 0,12 --- 0,00 | verdes-)ugosas-bcidas-
100 13,5 1,71 | 3,73 0,74 88,67 3,23 verdes- jugosas-algo harinosas-
mal sebor
" 159 13,0 10,56 | 3,82| 0,10 87,50 5.25 buenas-har inosas-mal sabor
248 12,1 9,79 | 3,78 | 0,25 | 88,76 6,25 | amerillentas-corazén negro-con
- - | — - — escaldeduras
ocdla 12,8 12,82 | 3,72 o,15 88,31 3,68
9 13,0 12,86 | 3,54 o1 88,93 2,50 | verdes-jugosas-&cidas
2:6 159 13,5 10,90 | 3,80} 0,09 80,60 2,62 Idem
) 289 12,8 9,02 | 3,74 | 0,12 87,80 4,08 verde amar|)lenta-jugosas-duices
—_— —_— _ -_— _— core flush inciplente
media 13,0 13,00 | 3,66 o,1 85,78 2,29
. % 14,2 12,10 | 3,63 ]| 0,14 | 88,25 2,70 | verdes-jugosas-§cidas
5:6 166 12,4 12,10 | 3,28 | 0,13 86,70 4,02 Idem
: 251 12,6 10,18 | 3,66 | 0,12 88,28 5,63 verde-amariilentas-buen sabor-
—_— —_— ] - — —_— core flush Inciplente
aedle 12,9 13,40 | 3,53 0,12 87,74 3,09
100 ° 15,1 12,68 | 3,69 | 0,10 .—- verdes jugosas-écidas
10:6 221 12,4 11,33 | 3,92 | 0,07 == dafo Interno y externo por Ctrz
: 251 13,0 9,22 | 3,98 | 0,04 88,M muy defadas
medle 13,2 13,06 | 3,78 | 0,08 ---
102 13,2 14,21 | 3,74 0,09 88,50 buenas-8c idas-con escoldadura--
221 12,1 11,9 | 4,00 0,08 | --- la concentracién de C0, no es '3
20:6 correspondiente
251 13,2 9,22 |3,92| 0,09 87,31 Idem
weod o 12,8 13,63 | 3,80} 0,10 87,90
efecto 0 12,5 19,20 | 3,55| 012 | --- 0,00
do) 100 13,8 12,67 | 3,67 o,11 | 88,6 2,81
prboy 190 12,7 11,36 | 3.76 | o.,09 | 8693 [ 3096
LU BT 12,7 9,49 | 3,82] 0,12 28 | 5
59005
por efec-
to trats- 0,92 0,95 0,22 0,058 4,87 1,10
nmiento
L$0,
005
por ofec- 0,82 0,85 0,19 | 0,082 4,87 1,28
to tliempo

A.R. :atmbsfera refrigerada
LSD. :menor diferencis significativa entre medias (least significant differenca).




en los primeros 100 dias de almacenamiento, para luego volver a caer a valores
seme jantes a los iniciales ( figura VI-2).

La acidez titulable, vemos, que en todos los casos disminuye durante el alma-
cenamiento, siendo las diferencias halladas significativas, mientras que 1la

presencia de CO_, sdlo afecta ligeramente, noténdose una tendencia a que la mis

2
ma adopte valores mas altos en su presencia gue en almacenamiento refrigerado
normal. (figura VI-3). Podemos observar también que los valores mas altos se

hallan en el tratamiento con 20% de co,.
El pH aumenta durante el almacenamiento en todos los casos, presentdndose dife
rencias significativas entre el valor inicial y los correspondientes a los 190
y 250 dias. No hay diferencias significativas entre los tratamientos, excepto

el de 5% de 002 respecto a los que contienen 10 y 20% (figura VI-4).

Por otra parte el contenido de compuestos fendlicos (taninos) no varia signifi

cativamente ni con el tiempo,ni con los diferentes tratamientos. Puede verse

que en presencia de 10 y 20% de CO_. cae més répidamente,debido a la existencia

2
de pardeamiento en la fruta.

En cuanto al contenido de s6lidos totales (humedad) no varfa significativamen
te entre los distintos tratamientos, pero disminuye durante el almacenamiento,
mientras que, cdmo es ldgico, la pérdida de peso aumentd a través del mismo,

siemdo este aumento mayor en almacenamiento refrigerado normal. La pérdida de
peso serfa menor en 2% de co,.
Respecto a la firmeza de la fruta, la cual se midid mediante un penetrémetro

disefiado en el CIDCA ( Morgan,H., Tomds J.0., 1975) podemos decir, que la mis

ma disminuyd durante el almacenamiento, haciéndolo en menor proporcidn en pre

sencia de 002. Asi por ejemplo para los 250 dias de almacenamiento la fué de:
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% C 02 piel pulpa
0 23,00 Kg 21,42 Kg
2 24,26 " 22,00 *
5 28,16 " 25,36 "

En lo referente al aspecto fisico podemos decir que la fruta almacenada en 5%
de CD2 mantuvieron la calidad comercial durante més tiempo.

Los dafios que hemos observado durante el almacenamiento fueron principalmente
escaldadura superficial, condicién de harinoso, pardeamiento interno ( dafio in
terno por alta concentracidn de COZ) y core flush ( brown core) que es un sin-
toma de senesencia ( Fidler et al. 1973).

Los frutos conservados en almacenamiento refrigerado normal presentan la con-
dicién de harinoso y sabor a fermentado luego de los primeros 150 dias, no asi
las comservadas en atmdsfera controlada, ni siquiera al fin del ensaya,

El dafo conocido como core flush aparece en todos los casos a los 250 dias,-
siendo mas grave en almacenamiento refrigerado normal y mucho menor en presen
cia del 5% de co,,.

Las manzanas almacenadas en 10% de 002 ya a los 200 dias presentaban dafios por
CO. tanto interno como externo ( pardeamiento). Lo mismo sucede con las alma-

2
cenadas en 20% pero se presenta antes. Este dafio no lo presentan las almacena

das a niveles inferiores de 002.

El tipo de escaldadura que mas se presenta fué el Sunburn scald, con igual fre
cuencia en todos los tratamientos. Lo mismo sucede con los otros tipos de es-
caldaduras superficiales,

No se observd la presencia de homgos. En todos los casos crecieron en el cabo

, c&liz. En cuanto a podredumbres flngicas se dieron con péca frecuencia en
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todus los casos, siendo algo mayor en los frutos almacenados en aire.

Las frutas almacenadas en aire a los 250 dias se hallaban en condiciones muy
inferiores en cuanto a calidad que las almacenadas en atmdsfera controlada.
4.- DISCUSION

De los resultados obternidos, podemos decir, que en general las distintas com-
posiciones atmosféricas no tuvieron efectos significativos sobre los parame -
tros fisicos y quimicos estudiados, pudiéndose hablar luego de tendencias.

No sucedid lo mismo en cuanto a las variaciones a través del tiempo, que casi
siempre presentaron diferencias significativas.

El hecho de que la acidez titulable'disminuya durante el almacenamiento, sien
do dicha disminucidn menor en presencia de 002 es coinecidente con lo hallado
en la literatura. (Kalugina E.V, 1973; Minata T.~ Minamich,T. 1970; Porrit S,
w. 1966, etc.).

l.o mismo sucede con lo hallado respec:io a la pérdida de peso y.la firmeza,

En cuantu a rue en presencia de 10 % e Cl32 se pmduje:'a ya un gran deterio-
ro de la fruta por pardeamiento tanto interno como externo esté de acuerda con
lo dicho antes respecto a la inhibicidn de la enzima succinicodeshidrogenasa
por el 002, lo cual produce la acumulacidén de &cido succinico, que produce la
muerte celular y el posterior pardeamiento, con el consiguiente consumo de
los compuestos fendlicos enddgenos de la fruta. Esto se vid reflejado en los
valores hallados para el contenido de taninos en la fruta almacenada en 10 y
20% de 002. También podria producirse una acumulacidn de acetaldehido y eta-
nol, en cuyo caso también provocarian la muerte celular y el pardeamiento,
E1l pH tendif a aumentar con el tiempo, lo cual concuerda con la disminucidn
de la acidez.

En cuanto a las enfermedades de almacenamiento no parasitarias, no encontra-

mos, a diferencia de Stevenson, C.D. et al., 1961, un aumento significativo de
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de las escaldaduras superficilaes en los tratamientos con 002, excepto para
10 y 20%. No se realizd un tratamiento estadistico de la frecuencia de apari-
cién de escaldaduras, por ser ésta muy baja durante todo el almacenamiento, a
pesar de no haberse envuelto las manzanas en papel aceitado. Como ya se dijo
anteriormente el tipo ‘le escaldadura mas frecuente fueron la sunburn scald y
stem—end scald, que si bien no afectan el sabor de la fruta, si afectan su a-
pariencia exterior,

En cuanto a las enfermedades de origen flngico no han sido muy frecuentes en
ninguno de los tratamientos. Se presentaron en mayor escala en almacenamiento
refrigerado normal. Su presencia fué nula en las celdas con 10 y 20% de 002.
De todos los resultados obtenidos en este ensayo de almacenamiento en escala
piloto, podemos decir gue las frutas almacenadas en presencia de CD2 y menor
contenido de 02 se mantuvieron en mejores condiciones que las almacenadas en
aire, pero que cuando se aumentd el tenor de 002 de 5 a 10% se notd ya, un e+
gran deterioro de la fruta al poco tiempo de almacenamiento,

En nuestro ensayo, las frutas almacenadas en 5% de 002 y 6% 02 fueron las que

retuvieron su calidad comercial durante mas tiempo.
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VII,- DISCUSION GENERAL

La calidad comercial de las manzanas almacenadas es afectada por numerosas en
fermedades de almacenamiento, algunas parasitarias y otras no parasitarias-fi
siolégicas—=. Entre éstas Ultimas unas de las més comunes son las relacionadas
con el pardeamiento, el cual puede ser tanto interno como externo.

Desde hace mucho tiempo se noté que este dano estaba influenciado por la con-
centracidn de 002 de la atmésfera de la cémara. Se sabia gque cuando la concen
tracién del mismo era superior a la del aire, pero no muy alta, disminuia su
frecuencia de aparicidn, mientras que a concentraciones muy altas, mayores al
10%, se incrementaban notoriamente.

Hulme,A.C. en 1956 establece que dicho incremento se produce por la acumula -
cidn de Acido succi. .ico que provoca la muerte celular, y posteriormente el
pardeamiento. Un poco mas tarde Ranson,S.L.; Walker,D.A, y Clarke,I.D. (1958-
1960) establecen que dicha acumulacién se produce debido a la inhibicidén de
la succinicodeshidrogenasa por el 002
También se sabia que el pardeamiento se produce cuando se ponian en contacto
por cualguier causa, ya sea internas o externas, la enzima polifenoloxidasa

y los polifenoles que contiene la fruta.

Luego, nosotros decidimos estudiar el porqué la menor frecuencia de aparicidn
del pardeamiento enfocando el estudio hacia la influencia del 002 sobre la ac
tividad de dicha enzima. Nuestra primera intencidn fué preparar triturados de
la fruta,-manzanas Red Delicius, pues son de facil adquisicidn en el comercio
local y se encuentran durante todo el afio- y observar la velocidad de pardea-
miento, pero los resultados obtenidos presentaban una gran dispersidén. Era e-
vidente que estaban influenciados por el estado de los frutos. Pensamos lue-

go, que si adicionébamos a un medio de reaccidn tamponado conteniendo catecol,
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una pequeria cantidad del triturado filtrado podriamos obtener mejores resulta
dos. Pero sucedio lo mismo que en caso anterior.

Frente a ello decidimns aislar y purificar parcialmente la fenolasa, para de
esa manera anular el efecto de la eletoriedad del estado original de la fruta
Para ello se ubicd, primeramente, en qué zonas de la manzana era mayor la con
centracién de enzima, halldndose que ellas eran la piel y el corazén. Luego
se tomaron esas zonas para preparsr la enzima.

Con el fin de mantener libre a los fenoles enddgenos de la fruta de la oxida
cidn durante la extracidn,se ensayd la eficacia de distintos inhibidores de
la oxidacidén. Los mejores resultados se obtuvieron con sacarosa, clorhidrato
de disteina y EDTA. También se determind, mediante el método espectrofotomé -
trico, el pH éptimo de reaccidén, estableciéndose que el mismo es 6,8 para el
sistema buffer fosfato 0,1M. La extracidn se realiza a pH 6,5, siempre con la
facilidad de minimizar la reaccidén de oxidacidn.

Luego la enzima se separa por precipitacidn con SDA(NH entre 40 y 100% de

4)2
saturacién y se purifica por cromatografia a través de sephadex G~200, De es-
ta manera se logra una purificacidén de aproximadamente 40 veces,

Para medir la actividad de la fenolasa también se presentaron problemas, so -
bre todo cuando trabajdsamos a bajas temperaturas y en presencia o no de 002
con el método espectrofotométrico, ya que los equipos existentes con posibi-
lidades de termostatizacién no podia evitarse el empafiado de las cubetas y
por ende lecturas incorrectas y en los equipos sin temperatura controlada, al
aumentar la misma durante las lecturas, se producia el desprendimiento de 002
Luego fué necesario construir un electrodo de oxigeno, que como habfa sido di
sefiado para ser usado en fermentadores, fué necesario comprobar su idoneidad

para medir la actividad enzimética.

Para ello se determind la velocidad de respuesta para el 50% de la respussta
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total era de 1,0% 0,3 minutos, que la tensidn en ausencia de 02 era pequena y
que permitia medir la velocidad de reaccidn inicial. También se comprobd gue

su respuesta frente a distintas cantidades de enzima era lineal, y se esta -
blecid§ que la presicidn del método era de ¥ 0,1lmv.

Luego comenzamos a ecsludiar el efecto del C0_ sobre la polifenoloxidasa encon

2
trando que la misma es inhibida en forma reversible y especifica por el COZ'
Con 15% de 00,, a 15°C, se produce un 50% de inhibicién. Para conocer més de
esta inhibicién investigamos a que tipo pertenecia. Para ello se midi5 la ac-
tivided enzimatica a distintas concentraciones de sustrato y de inhibidor, y
se comstruyeron los gréficos de Linwaver-Berk, como asi también las pendien-
tes y ordenadas del anterior versus la concentracidn del inhibidor. Con los
graficos de Dixon y Cornish,y los anteriores,el estudio conjunto determind
que la inhibicidn es de tipo competitivo. Esto encontramos que se cumple tan-
to para extractos crudos como para la soluciones enziméticas purificadas y a
todas las temperaturas ensayadas.

En cuanto al efecto de la temperatura podemos decir:su aumento provoca la ele
vacidn del porcentaje de inhibicidén para un mismo contenido de 002 y que la
energia de activacidn calculada a partir de la ecuacidn de Arrhenius fué de
22,09 kcal/mol para la solucidn enzimdtica purificada y 17,59 para los extrac
tos grudos a todas 1 as ooncentraciones de 002 ensayadas. Estos valores son 5
veces mayores que los hallados en la literatura.

Hasta aqui lo estudiado "in vitro", era ahora necesario ver gue pasaba en un
almacenamiento en escala piloto de manzanas. Para este ensayo se eligid la va
riedad Grany Smith por ser una de las que mds se exporta a Europa, siendo por
lo mismo necesario mantener la calidad comercial de las mismas durante més
tiempo.

Las frutas se almacenan en presencia de 6 % de 02 y 2,5,10 y 20 % de 002
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Tamhién se realiza un almacenamiento en aire como control. La temperatura es
de 3° C.

Las muestras se extrajeron periddicamente y al mismo tiempo de todos los tra-
tamientos, luego se prepararon polvos de acetona de ellas, para luego obtener
las soluciones enzimaticas y medir su actividad. Se encontrd que la actividad
catecolasa disminuia significativamente en los primeros 100 dias de almacena—
miento, manteniendose luego aproximadamente constante. No se notaron diferen-
cias significativas entre los distintos tratamientos. Esto es correcto ya que
la reaccidn de inhibicidn es reversible, o sea que al desaparecer la cuasa tam
bien desaparece el efecto.

No s0lo estudiamos el efecto del almacenamiento sobre la catecolasa, sino tam-
bién sobre otros pardmetros fisico-quimicos y sobre la calidad comercial de

la fruta,

Asi podemos decir que la presencia de 00_ hace que la fruta retenga su firmeza

2
por mds tiempo, gue su pérdida de peso sea menor, que la acidez titulable dis-
minuya en menor grado que en almacenamiento refrigerado normal. Mientras que
los distintos tratamientos no tienen efectos significativos sobre el contenido
de sdlidos solubles, sdlidos totales, pH, y contenido de compuestos fendlicos.,
S{ se notan variaciones de todos estos pardmetros con el tiempo de almacenami-
ento, excepto la concentracidn de taninos que permanece précticamente constan-—
te,

En cuanto a los darfios tanto fisioldgicos como parasitarios son un tanto mas

frecuentes en el almacenamiento refrigerado normal que en los tratamientos con

2 y 5% de CO,.. Con 10% de 00, los dafios ( pardeamiento interno y externo ) son

2'
muy graves ya a los 200 dias de almacenamienta.

Encontramos que las condiciones dptimas de almacenamiento en este ensayo fue—

ron 6% 02 y 5% COZ'
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De todo lo dicho anteriormente podemos concluir que la menor frecyencia de e-
paricién de pardeamiento en la fruta almacenada en presencia de CDZ es la in-
hibicidn de la enzima polifenoloxidasa por el COZ' y la disminucidén de su
actividad con el tiempo de almacenamiento, ya que la concentracidn de sustra-—
to, los compuestos feiidilicos, se mantienen prédcticamente constante e igual
en todos los tratamientos.

También concluimos que la fruta almacenada en 6% de Q2 y 5% de 032 mantiene

su calidad comercial durante mds tiempo { el ensayo durd nueve meses) Qque

las almacenadas en otros tratamientos.,
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APERHDICE 1

Datos correspondientes a la actividad de la enzima polifenoloxidasa a dife =
rentes concentraciones de sustrato, (catecol) y de inhibidor (CO5), para va-
rias temperaturas.-

Se dan valores tanto rnura soluciones parcialmente purificadas como para ex =
tractos crudos,-

También se presentan las cifras correspondientes a la actividad de la misma—
enzima en presencia de NaCl en concentraciones variables.-

Todos los valores son promedios entre varias determinaciones y se expresan -
en unidades/min. (para la definicidn de unidad de actividad ver capitulo IV)

Solucién enzimdtica parcialmente purificada. Temperatura:0°C.-

(s) % 0
moles/1t 0 5 10 20
0,045 0,90 0,75 0,65 0,50
0,023 0,85 0,55 0,60 - -
0,009 0,60 0,45 0,25 0,50
Qecvrividad Pdara
(NaCl) = % eo, --- 0,50 0,60 0,75
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Tenperatura:

5081_

(s) % C0p
moles/1t 0 5 10 20 30
0,045 0,50 0,25 0,45 0,55 0,40
0,023 0,50 0,37 0,30 0,20 0,45
0,009 0,35 0,17 0,15 --- 0,20
2ctividad Para
(Neuzl):%ca,1 -—-- 0,25 0,45 0,40 0,45
Temperatura: 10°C.-
(s) % o
moles/1t 0 5 10 20 30
0,045 2,15 1,00 1,55 1,45 1,85
0,023 1,30 1,35 1,10 1,10 1,25
0,009 1,05 1,05 0,85 1,45 0,95
@cTivicdad Para
(NeC1)=hcg) - - - --- --- --- -
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Temperatura:

20°C.~-

(s) % C0p
moles/1t 0 5 10 20 30
0,045 16,35 11,75 10,50 7,90 8,30
0,023 13,00 10,85 8,80 6,65 - -
0,009 10,35 7,46 6,10 4,60 ---
aeT(vidad fara
(C1Na)-%es) --- 13,40 10,30 8,90 9,00
Soluciones enzimédticas crudas,-
Temperatura:0°C.-
(s) % C0p
moles/1t 0 5 10 20 30
0,045 1,10 0,95 0,80 0,75 0,70
0,023 0,90 0,75 0,65 0,70 0,60
0,009 0,80 0,55 0,50 --- 0,35
ACTrv:'JaJI{l
(NaC1)-44| - - - 0,90 0,85 0,80 0,80
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Temperatura: 10°C,-

(s) % 005
moles/1t 0 5 10 20 30
0,045 8,25 6,25 6,30 6,25 5,58
0,023 6,25 5,90 5,75 5,40 5,12
0,009 4,60 4,70 4,10 3,80 3,35
Temperatura: 15°C.-
(s) % COp
moles/1t 0 5 10 20 30 40 50
0,045 { 11,28 10,80 9,47 8,37 7,80 6,25 4,70
0,023 011,17 10,27 7,80 8,63 6,10 4,40 - -
0,009 9,60 7,80 5,20 5,00 --- 3,50 - -
actividad Fera
(NaCl)=%eq,| - = - | 11,97 8,34 9,63 5,00 7,85 7,70
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APENDICE 2

El cdlculo estadistico se realiza por el test LSD (least significant differen
ce) (Volk W, 1958) para dos variables y el 0,05 de significacién, mediante el

siguiente cdlculo:

GRADOS DE CUADRADO
UENT VAR
% E pE IACION SUMA DE CUADRADDS LIBEATAD MEDTO
g f \ s 3
[Efecto entre columnag z_gtot-cglumngsl _ L2 X, n-=1 ST +nd ()
n N
. g 2 r SRS ¥
[Efecto entre filas $ (tot. filas)  _ ih,l“) n=-1 g e na®(r)
nl
MError Diferencia Diferencia at
L 2
TOTAL €x;  _ (gx) N=-1
i N
Donde x, = datos,-
N = ndmero total de datos,-
n e nimero de datos en cada columna,-
n' = nimero de datos en cada fila,-
o"s varianza,-
Y como:
% - X I
t - S - —p 'xl"‘al af.si.i’ =LSD
R,-%,
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Donde t = estadistico de Student.-
;24= valor de alguna serie de datos,-

S,._;‘ =S _.}'_ - 1 estimacion del error tipico de la media.
. n‘
81 m= np (ndmer. de datos para el célculo de X, ).-

%Rz S V7
n;

Siendo S la estimacidén de la desviacidén standard, en este caso dada por G -

(0°* varianza del error),-

Por lo tanto:

pudiendo ser n; : n o n' seglin el caso.-

t se obtiene de tablas para una significacién del 0,05 y los grados de liber

tad con que se calculd ¢ %,-

Los cdlculos para los distintos pardmetros se presentan a continuacidn:
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Contenido de sélidos solublss

TRATAMIENTOS TOTALES
TIEMPO
1 2 3 4 5 FILAS
1 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 62,5
2 13,5 13,0 14,2 15,1 13,2 69,0
3 13,0 13,5 12,4 12,4 12,1 63,4
4 12,1 12,8 12,6 13,0 13,2 63,7
TOTALES
L UMNAS 51,10 51,8 51,7 53,0 51,0
N=20; n=4; n' =5,-
2
£X = 25,6 {ex) 3343,6980
£72 = 13,377,34 £TC
—= = 3344,3380
€ T2 = 16,744,50 sT
= 3348,5000

£x° = 3,353,82
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FUENTE SUMA DE CUADRADOS G.Le CUAD .MEDIOS
Entre 3.344,3350-

Folumnas . 9 3300-3,343,65980 = 0,6370 q 0,1593
Entre
Filas 3.348,5000-~-3.343,6980 « 5,2020 3 1,7340
Error 4,2830 12 0,3569
TOTAL 3,353,8200-3,343,6980 =10,1220 19

LSD entre tratamientas

3
€% _ 0,359 _  4ag2 —L_ . 0,298
n 4 !

t0,05;12 = 2,179

LSD = 2,179 x 0,298 x 1,414 = 0,918

0,05

LSD entre tiempos

7t 0,3569 «
n, = 5 = 0.0714 VT'IT 0.267
LSDo,os = 2,179 x 0,267 x 1,414 = 0,822
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DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TRATAMIENTOS
13,250 12,950 12,925 12,775
12,750 0,500 0,200 0,175 0,025
12,775 0,475 0,175 0,150 -
12,925 0,325 0,025 - -
12,950 0,300 -
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TIEMPDS
13,80 12,74 12,68
.. *
12,50 1,30 0,24 0,18
*
12,68 1,12 0,06 ——-
¥*
12,74 1,06 ---

* = diferencias significativas

93




ACIDEZ ITITULABLE
—— TRATAMIENTOS TOTALES
1 2 3 4 5 FILAS
1 19,20 19,20 19,20 19,20 19,20 56,00
2 11,71 12,86 12,10 12,48 14,21 63,36
3 10,56 10,90 12,10 11,33 11,90 56,79
a4 9,79 9,02 10,18 9,22 9,22 47,43
TOTALES
COLUMNAS 51,26 51,98 53,58 52,23 54,53
Ne20; n=4; n* =5
(éx)2
£€X = 263,58 o~ = 3:473,7208
2 £T1° 3.475,4546
¢T. = 13.901,8182 _ZL' =
2 TE  3,741,0397
£Tc = 18,705,1986 £Te 374,
5
2

£X° = 3.747,3544
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-
FUENTE SUMA CUADRADOS G.L. CUAD .MEDIOS
Entre 3.475,45
Columnas .475,4546~3.473,7208 = 1,7338 q 0,4335
Entre 3.741,0397-3.4
Filas 3,741, -3,473,7208 = 267,3189 3 89,1063
Errar 4,5809 12 0,3817
TOTAL 3.747,3544~3.473,7208 = 273,6336 19

LSD entre tratamientos

¢t 0,3817 s

n = a = 0.0954 VF‘- = 01308
LSDD'OS = 2,179 x 0,308 x 1,414 = 0,949
LSD entre tiemeos

c? 0,3817 qa

- = '5 = 0,0763 -Vﬁr = 0,276

LSDD,OS = 2,179 x 0,276 x 1,414 = 0,850
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DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TRATAMIENTOS

13,63 13,40 13,06 13,00
12,82 0,81 0,58 0,24 0,18
13,00 0,63 0,40 0,06 -—--
13,06 - 0,87 0,34 -

13,40 0,23 - -
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TIEMPOS
19,20 12,67 11,36
W — % ¥
9,49 9,71 3,18 1,87
K7 ¥
11,36 7,84 1,31 -
-y s
12,67 6,53 - -
gH
TRATAMIENTOS TOTALES
TIEWPO 1 | 2 3 a 5 FILAS
1 3,55 3,55 3,55 3,55 3,55 17,75
2 3,73 3,54 3,63 3,69 3,74 18,33
3 3,82 3,80 3,28 3,92 4,00 18,82
4 3,78 3,74 3,66 3,98 3,92 19,08
TOTALES
8 14,63 14,12 15,14 15,21
COLUMNAS 14,8 ' ' ’ !
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N=20; n=4; n

£X = 73,98
2

£Tc = 1.095,3894
2

¢ TF = 1.369,2902

sxz = 274,2732

=5

(= x)2
= 273,6520

20

2

T
-3%;41- = 273,8474

2
:
-3%;5- = 273,8580

FUENTE SUMA DE CUADRADOS G.L. CUAD /MEDIOS
Entre 273,8474-273,6

olimras ,8474~273,6520 = 0,1954 4 0,0489
Entrs 273,8580-273,6520 = 0 ,2060

Filas ' ! = 3 0,0687
Error 0,2198 12 0,0183
TOTAL 274,2732-273,6520 = 0,6212 15

EQQ entre tratamientaos

n

?
0l8

LSD = 2,179 x 0,067 x 1,414 = 0,22

0,05
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LSD entre tiempos

nl

*  _0,0183
_6—— . eele—— 0,0037

5

_0/_ = 0,060

Ve

L8D, g = 2:179 X 0,060 x 1,414 = 0,186
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TRATAMIENTOS
3,80 3,78 3,72 3,66
L2 —
3,53 0,27 0,25 0,19 0,13
3,66 0,14 0,12 0,06 ---
3,72 0,08 0,06 ---
3,78 0,02 -
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TIEMPOS
3,82 3,76 3,67
~ —¥—
3.55 0'27 0’21 0’12
3,67 0,15 0,09 ---
3,76 0,06 ---
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CONTENIDO DE TANINOS

TTEMPO TRAT AMIENTOS TOTALES
1 2 3 a 5 FILAS
1 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,60
2 0,14 0,11 0,14 0,10 0,09 0,58
3 0,10 0,09 0,13 0,07 0,08 0,47
a4 0,25 0,12 0,12 0,04 0,09 0,62
TOTALES
COLUMNAS 0,61 0,44 0,51 0,33 0,38
N=20; n=4; n* =5
£Xy = 2,27 (ex3) 0,2576
20
2 T
€T = 1,0791 2 = 0,2698
2 . T
£T2 = 1,307 s . 0,2603
2,
£X“ = 0,2887
FUENTE SUMA DE CUADRADOS G.L. CUAD .MEDIOS
Entre 0,2698=0,2576 = 0,0122 a 0,0031
Tratamientos ! ! ' '
Entre
0,2603-0,2576 = 0,0027 3 0,0009
Tiempos
Error 0,0162 12 0,0014
TOTAL 0,2887-0,2576 = 0,0311 19
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LSD entre tratamiento..

2

1 0,0014
- = 14 = 0,00035 ——% = 0,019
LSDO,DS = 2,179 » 0,019 x 1,414 = 0,058
LSD entre tiempos
2
g _0,0014 o
PYR 5 0,00028 —V,—E-.- = 0,017
LSDO,OS = 0,052
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TRATAMIENTOS
0,152 0,128 0,110 0,095
W .
0,082 0,070 0,046 0,028 0,013
0,095 0,057 0,033 0,015 ---
0,110 0,042 0,018 - - -
0,128 0,024 - - -
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TIEMPOS
0,124 0,120 0,116
0,094 0,030 0,026 0,022
0,116 0,008 0,004 - -
0,120 0,004 ---
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Humedad

TRATAMIENTOS TOTALES
TIEMPO
1 2 3 FILAS
1 88,67 88,93 88,25 265,85
2 87,50 80,60 86,70 254,80
3 88,76 87,80 88,28 264,84
Totales "
Columnas 264,93 257,33 263,23
N=9; ns= n' = j 5
£X = 785,49 -[iNﬁ— = 68,554,9489
2 2
£ T, = 205.696,6667 2T
~—— = 68,565,5556
2
2 T
¢ Tg = 205,739,4861 23 . 68.579,8254
2
&L X = 68,609,0123
FUENTE SUMA DE CUADRADOS G.L. CUAD .MEDTD
Entre 68,565, 5556-68.554,9489 = 10,6067 2 5,303
Tratamientos
Entre 68.579,8294—68.554,9489 = 24,8805 2 12,440
Tiempos
Error 18,5762 q 4,6441
TOTAL 68.609,0123~-68,554,9489 = 54,0634 8
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LSD entre tratamientos

g
—— = 1,5480 —9 1,244
yn
SD = =
L8D, 5 = 21776 X 1,244 % 1,414 = 4,87 Toos;a” 2776

LSD entre tiempos

747 = 1,244
n

LDy g5 = %187
DIFERENCIA ENTRE MEDIAS TRATAMIENTOS
88,31 87,74
85,78 2,53 1,96
87,74 0,57 - -
DIFERENCIA ENTRE MEDIAS TIEMPO
88,62 88,8
84,93 : 3,69 3,35
88,28 0,34 ---
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Pérdida de peso

TRATAMIENTOS TOTALES
TIEMPO
1 2 3 FILAS
1 0,00 0,00 0,00 0,00
2 3,23 2,50 2,70 8,43
3 5,25 2,62 4,02 11,89
a 6,25 4,05 5,63 15,93
TOTALES
? 12
COLUMNAS 14,73 9,1 ,35

N=12; n=3; n' =4

2
X = 36,28 -L)—fzx = 109,5052
2 2
TS = 453,5843 T
¢le ' z; S - 113,3961
2 2
. T
§TF = 466,2019 § £ _ 1500006
2
£X° = 161,7221
FUENTE SUMA DE CUADRADOS G.L. CUAD . MEDTOS
Entre 113,3961-109,5052 = 3,8909 2 1,9455
Tratamientos
*
Entra 155,4006-109,5052 =45,8954 ) 15,2585
Tiempos
Error 2,4306 6 0,4051
TOTAL 161,7221-109,5052 =52,2169 11
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LSD entre tratamientas

3
0 5
. 24001 0,1013 - . 0,318
n 4 yr
to,os;a = 2,477
Lsoo.05‘= 2,477 x 0,318 x 1,414 = 1,103
LSD entre tiempas
q? 0,4051 r
—— = 3 = 0,1350 e = 0,367
LSD = 2,477 x 0,368 x 1,414 = 1,285
0,05
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TRATAMIENTOS
3,682 3,088
.7
2,292 1,390 0,796
3,088 0,554 ---
DIFERENCIAS ENTRE MEDIAS TIEMPOS
5,310 3,963 2,810
W E 2 *
0,000 5,310 3,963 2,810
*
2,810 2,500 1,153 ---
"
3,963 1,347 ---
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APENDICE 3

Datos agrondmicos de las manzanas almacenadas

Variedad: Granny Smith
Productor: Nervi Hnos

Galpdn de empaque: FOLU - Pedro Luro

Ubicacidn del monte: Isla en el Rio Negro proximo a Guardia Mitre
Edad de la plantacidn: 22 afos

Marco de la plantacidn: Tresbolillo

Porta inierto: Pié franco

Fecha de floracién:3 de octubre

Producién media por drbol: 12 cajones de 20 Kg c/u

Ultimo riego antes de cosecha: 6 de marzo

Sistema de formacién del &rbol: abierto alto

Tratamientos: 1 de polisulfuro; 1 de Sevin; 4 de Azinfes, 2 de Ditane, 1 de

Parathion y 2 de fertilizante foliar

Naturaleza del suelo: Arenoso franco.
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