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RESUMEN

En diversas técnicas aplicadas para la conservacién en fresco de la pitaya amarilla
(Acanthocereus pitajaya) se ha encontrado que el ablandamiento excesivo de su corteza
contribuye al deterioro de su calidad. Puesto que pectinmetilestearasa (PME) se ha
vinculado con el ablandamiento de frutos este estudio se desarrollé con el objeto de de-
terminar el efecto de la incorporacién de los aditivos tritén X-100, NaCl y cisteina en
buffer fosfatos 20 mM pH 7,0 sobre la cantidad de proteina extraida y sobre la
actividad de PME. También se evalud la necesidad de recu-rrir al proceso de didlisis en
buffer fosfatos 20 mM pH 7,0. En la medida de actividad se pusieron a punto el tiempo
de incubacidn, la concentracién del cofactor NaCl, pH, temperatura y concentracién de
sustrato (pectina citrica). Se encontré que el mejor sistema de extraccién fue el
compuesto por buffer fosfato 20 mM, pH 7,0 con concen-traciones de NaCl que
pueden estar entre 0,0 a 1,0 M. La medida de actividad se puede realizar empleando
pectina citrica entre 0,40 a 0,75%, a valores de pH entre 5,0 a 8,0, con incubacién a una
temperatura entre 40 a 45 °C, durante 2,5 min.

Palabras claves: pectinmetilesterasa, pectina, ablandamiento, frutas, pitaya.
ABSTRACT

Using diverse techniques applied to keep the freshness of yellow pitaya (Acanthocereus
pitajaya) fruit it has been found that excessive softening of its crust leads to quality
deterioration. Since pectinmethyl esterase (PME) has been related to fruit softening in
this study we evaluated the protein levels and the PME activity after the addition of
Triton X-100 1% and NaCl in concentrations from 0 to 2 M in buffer 20 mM phosphate
pH 7.0. Effects of cysteine addition and dialysis were also evaluated for the extraction
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processes. Factors that can affect the activity of PME such as incubation time, different
NaCl concentration, as value level of pH during the incubation, temperature and pectin
(citric pectin) concentration were evaluated. The best system found in this study for
PME extraction was buffer phosphate 20 mM, pH 7.0 and NaCl from 0.0 to 1.0 M. The
best system for the activity measurement is to use pectin from 0.40 to 0.75%, keep the
pH between 5 and 8 and incubate from 40 to 45 °C during 2.5 min.

Key words: Pectinmetilesterase, pectin, softening, fruits, pitaya.
INTRODUCCION

La pitaya es el fruto de una planta ristica xerofitica de la familia de las cactaceas,
originaria de América tropical. Fue observada por primera vez en forma silvestre por los
conquistadores espafioles en México, Colombia, Centroamérica y las Antillas, quienes
le dieron el nombre de pitaya que significa fruta escamosa. En los mercados interna-
cionales actualmente se comercializan la pitaya amarilla y la pitaya roja (Robayo, 2002).
En la década de los 80 la pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) adquirié una gran
importancia como cultivo comercial en Colombia por ser considerada como una de las
frutas exdticas del trépico, de sabor muy delicado y exquisito. Debido a la gran impor-
tancia de la pitaya como producto de exportacién, algunos estudios se han enfocado
en evaluar la influencia de las condiciones de almacenamiento sobre la calidad fisico-
quimica, quimica y fisiolégica del fruto (Arenas y Camero, 1995; Camargo y Moya,
1995; Robayo, 2002). De los anteriores estudios se evidencia que el ablandamiento,
aunque necesario para lograr el méaximo desarrollo sensorial, es uno de los factores que
puede llegar a contribuir con el deterioro sensorial de ese fruto.

Los componentes principales que le confieren rigidez a los frutos estan ubicados en la
pared celulary son principalmente celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina. Las pectinas
corresponden al éster metilico del 4cido (a-1,4) poligalacturénico con diversos grados
de esterificacion. La pectinmetilesterasa (PME, E.C. 3.1.1.11) cataliza la hidrdlisis de los
ésteres metilicos de pectina, por lo que disminuye su grado de esterificacién, se reduce
la adhesividad intracelulary la rigidez tisular (Abu-Goukh y Bashir, 2003; Wuet al., 2004;
Deng et al., 2005; Pires y Finardi-Filho, 2005). Aunque la PME ha sido estudiada en una
gran cantidad de frutas y hortalizas no hay reportes de esta enzima en pitaya amarilla.
Para dar inicio al estudio de la participacién de esta enzima en el ablandamiento de la
corteza de pitaya amarilla es necesario desarrollar una metodologia adecuada de extrac-
cién y medida de actividad en la que se obtenga una respuesta adecuada.

Al revisar en la literatura se encuentra que la extraccién de este tipo de enzimas se
efectda en algunos casos recurriendo al uso de tritén X-100 en concentraciones que
varian entre 0,5 a 1,5%, con cisteina como agente reductor (Payasi y Sanwal, 2003) y
en otros al uso de NaCl en concentraciones entre 1y 2 M (Ali et al., 2004; Van Dijk et
al., 2005). Al momento de efectuar la cuantificacién existen dos tendencias claras:
una en donde la mezcla de reaccién se incuba durante un periodo de tiempo,
posteriormente la enzima se inactiva y por dltimo se titulan los protones liberados por
la accién catalitica con NaOH o se hace lectura espectrofotométrica del metanol
generado (Maldonado y Strasser, 1998; Raposo y Finardi-Filho, 2005). La otra, con-
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siste en mantener el pH constante durante la reaccién por adicién permanente de
NaOH (Pressey y Woods, 1992; Warrilow y Jones, 1995; Abu-Goukh y Bashir, 2003;
Wau et al., 2004; Deng et al., 2005).

Para medir la actividad de esta enzima se reportan diferentes valores de pH, por lo gene-
ral bésicos o cercanos a la neutralidad: desde pH 6,5 para PME extraida de la fraccién
comestible de tallos de chayote (Sechium edule Swartz), producto comercializado en
Taiwdn (Wu et al., 2004) hasta pH 7,4 para la extraida de durazno (Prunas persica, cv.
Hermoza; Zhou et al., 2000). Algunos trabajos evaltan, ademas, el efecto de diferentes
valores de pH sobre la medida de actividad, por lo que se pueden ubicar los intervalos de
pH de méxima actividad: entre 7,0 hasta 8,0 para PME extraida de arracacha (Arracacia
xanthorriza B.; Pires y Finardi-Filho, 2005), y entre 7,5y 9,0 para tres iso-PME extraidas de
tomate (Lycopersicon esculentum, variedad Ailsa Craig; Warrilow y Jones, 1995). De otro
lado, para PME purificada de papa se reporta un pH 6ptimo de 7,5 (Puriet al., 1982).
Las temperaturas y tiempos de incubacién suelen ser diferentes: desde 22 °C para tres
iso-PME extraidas de tomate, sin reportar tiempos de incubacién (Warrilow y Jones,
1995), 25 °C durante 5 min para dos iso-PME extraidas de tomate (Pressey y Woods,
1992) hasta 35 °C por 10 min para PME extraida de uvas (Vitis vinifera L., variedad
Labrusca L.; Deng et al., 2005). En chayote (Wu et al., 2004) y en papa (Puri et al., 1982)
tras estudiar diferentes temperaturas de incubacidn se llegé a una éptima de 60y 55 °C,
respectivamente.

Se ha encontrado que existe un efecto de la concentracién de NaCl en la mezcla de
reaccién. Asf, en tomate, se encontré que la actividad de tres iso-PME es maxima a
concentraciones de NaCl de 30, 150 y 150 mM (Warrilow y Jones, 1995) y para PME
extraida de chayote la actividad es méxima cuando la concentracién de NaCl en la
mezcla de reaccién es 200 mM (Wu et al., 2004). Algunos autores, fijan ciertos valores
de NaCl en la mezcla que suelen ir desde 0 mM para PME extraida de guayaba
(Psidium guajava L.; Abu-Goukh y Bashir, 2003) hasta 257 mM en la mezcla de reaccién
para PME de durazno (Zhou et al., 2000). Las concentraciones de pectina suelen ir
desde 0,16% (Pressey y Woods, 1992) hasta 0,8% (Zhou et al., 2000; Abu-Goukh y
Bashir, 2003). Durante la revisién de los anteriores reportes se encuentra que existen
también diferencias en los tiempos de extraccién, valores de pH a los cuales se hace la
extraccion, diferentes sistemas buffer para lograr un mismo pH, entre otros. Una vez
expuestos algunos de los pardmetros que se suelen fijar al momento de medir la
actividad de la PME se evidencia que no existen valores universales para la extraccién ni
para medida de actividad de esta enzima. El presente trabajo tiene como objetivo
evaluar algunas condiciones para extraccién y medida de actividad de PME, enzima que
puede estar relacionada con el ablandamiento de la corteza de pitaya amarilla.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Los frutos de pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) fueron adquiridos en mercados lo-
cales en la ciudad de Bogotd, Colombia; en estado de maduracién 4 (Camargo y Moya,
1995). Este corresponde a un fruto de color amarillo con las bricteas ligeramente
verdosas con llenado parcial. Se seleccionaron frutos que no presentaran dafios biol4-
gicos ni mecdnicos en su corteza.
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TECNICA GENERAL DE EXTRACCION

Se tomaron 5,0 g de la corteza de la pitaya los cuales fueron homogenizados con 25
mL de acetona a -8 °Cyy se filtraron. El residuo se lavé dos veces con 25 mL de acetona.
La masa resultante de la filtracién fue suspendida en 25 mL del buffer de extraccién
(fosfatos 20 mM, NaCl 1 M, pH 7,0) y colocada en agitacién a 2 °C por 24 h. Termi-
nado este tiempo se procedié a centrifugar a 8.000 x g durante 30 min a 4 °C. El resi-
duo sélido fue desechado y en el sobrenadante se efectud la cuantificacién de proteina
y la medida de actividad de PME.

PARAMETROS EVALUADOS EN LA EXTRACCION

Se evalué el efecto del tipo de extractante, para lo cual se estudiaron dos efectos: la
accién de la fuerza iénica del NaCl en concentraciones entre 0 a 2,0 M y el efecto
detergente del tritén X-100 al 1%, sobre la proteina extraible y la actividad enzimética.
Se evalué la necesidad del uso de cisteina 20 mM como agente reductor y de la
didlisis. Los extractos que contenian tritén fueron dializados de manera exhaustiva
para evitar su interferencia en la medida de proteina.

CUANTIFICACION DE PROTEINA
Se utilizé el método de Bradford linealizado, con BSA como estandar (Zory Selinger, 1996).

TECNICA GENERAL DE MEDIDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se elaboré una mezcla de reaccién de 25 mL, la cual contenia 2,5 mL de extracto enzi-
madtico, pectina citrica al 1,0% (7,1% metoxilo, Sigma®) y NaCl 0,2 M a pH 7,0 en la
mezcla, ajustado con NaOH. Se incubé a 37 °Cy al cabo de 10 min se detuvo la reac-
cién enzimética por ebullicién al bafio marfa durante 10 min. La actividad de la PME
fue determinada por cuantificacién de los protones liberados en la hidrdlisis por titula-
cién con NaOH 0,01M. Para esto se midié el volumen de base necesaria para ajustar el
pH nuevamente a 7,0. Se realizaron blancos de sustrato y de extracto, en los cuales se
mantuvieron las mismas condiciones de incubacién y de cuantificacién que en la mezcla
de reaccién. La técnica de medida fue modificada cada vez que se establecia un pardme-
tro. Una unidad de actividad de PME (UPME) fue definida como los meq H" generados/
hora y, la actividad especifica como los meq H" generados/hora/mg de proteina
extraida. En algunos casos, la actividad enzimatica fue expresada como los meq H"
generados/hora/g de corteza.

PARAMETROS EVALUADOS EN LA MEDIDA DE ACTIVIDAD

Se evalud el efecto de la concentraciéon de NaCl durante la reaccién enzimdtica desde 0,0
hasta 0,4 M en la mezcla de reaccién. Para el ensayo de 0,0 M de NaCl los extractos
fueron dializados. Se ensayaron dos maneras de cuantificar la actividad de PME, ambas
por titulacién acido-base, en periodos de tiempo que variaron entre 2,5 y 60 min. En la
primera de ellas se incubd la mezcla de reaccién durante periodos de tiempo que
variaron entre 0 a 60 min, posteriormente se inactivé por ebullicién al bafio maria y
por ultimo se titulé con base (como se describe en la técnica general de medida de
actividad). En la segunda, se mantuvo el pH constante durante el transcurso de la
reaccién por adicién permanente de NaOH 0,01 M. Al determinar el mejor tiempo de
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incubacidn se realizé un tercer ensayo, en condicién amortiguadora de pH. Se evalué
el efecto del pH, a través de la primera técnica, sobre la actividad enzimatica a valores
comprendidos entre 4,0 y 9,0. También se investigé el efecto de la temperatura, en un
intervalo comprendido entre 0 a 80 °C. Por dltimo, se evalué el efecto de la concen-
tracion de pectina en un intervalo comprendido entre 0,05 a 1,50%.

ANALISIS DE DATOS

Para la puesta a punto de cada pardmetro de extraccién y de medida de la actividad
se realizaron tres extracciones de un nimero igual de frutos. De cada extracto se efec-
tuaron dos medidas de proteina y de actividad enzimdtica. Asi, para el calculo de
cada promedio se conté con seis determinaciones. Sobre los resultados obtenidos se
efectuaron los ANDEVA respectivos y se compararon las diferencias entre promedios
por la prueba de Tuckey.

RESULTADOS

Pardmetros evaluados en la extraccién. En la tabla 1 se muestran tanto el efecto del
aditivo adicionado en la solucién extractante, asi como el efecto de la concentracién
del NaCl sobre la proteina extraida y la actividad enzimdtica. Cuando al buffer de
extraccién se adiciond tritén X-100 se logré una mayor extraccién de proteina a la
alcanzada cuando se empleé NaCl. De otro lado, la adicién de cisteina, empleada en
ciertos casos para proteger los grupos sulfidrilos de las proteinas (Payasi y Sanwal,
2003), no resultd ser un factor determinante ni en la cantidad de proteina extraida,
ni en la actividad de la enzima de la corteza del fruto.

Al evaluar el efecto del tipo de extractante sobre la actividad de PME (referida a g de
corteza o a mg proteina) se observa que con el NaCl se logra una mayor respuesta que
con tritén X-100, excepto en el extracto con tritén X-100 dializado, en el que la actividad
referida a g de corteza es significativamente igual a los tratamientos en los que se empleé
NaCl. En el extracto obtenido con NaCl no se observa cambio significativo tras la di-
lisis, mientras que en el extracto obtenido con tritén X-100 hay un incremento significa-
tivo en la respuesta después de la didlisis. De otro lado, no se observé un efecto significa-
tivo de la presencia de cisteina en el medio de extraccién sobre la actividad enzimatica.
En la tabla 1 también se puede apreciar una tendencia al incremento de |a solubilizacién
de proteinas al aumentar la concentracién de NaCl. Se observa que la actividad enzima-
tica permanece, en general, estadisticamente invariable a concentraciones inferiores a
1,0 M de NaCl con una disminucién importante en 2,0 M. Al final de estos ensayos, se
consideré que el mejor buffer de extraccidn es el que utiliza como herramienta la fuerza
iénica: buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0 sin cisteina.

PARAMETROS EVALUADOS EN LA MEDIDA DE ACTIVIDAD

En las figuras 1A'y 1B se observan los datos de actividad en funcién del tiempo de
reaccién, en A cuando no se mantiene constante el pH durante el transcurso de la
reaccién y en B cuando se mantiene invariable el pH por adicién constante de NaOH.
En ellas se ve claramente cémo la actividad especifica de la PME, en ambos casos,
disminuye con respecto al tiempo de incubacién. Sin embargo, la actividad obtenida
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Tratamiento de Extraccién

Proteina
(mg/g corteza)

U/g corteza

U/mg proteina

(A) Buffer fosfatos 20 mM pH 7,0 +

NaCl 1 M

0,780 £ 0,020b

0,739 * 0,252a

0,948  0,323a

NaCl 1 M + cisteina 20 mM

0,863 £ 0,165b

0,661  0,190a

0,820 * 0,350a

NaCl 1 M + cisteina 20 mM + didlisis

0,834 £ 0,128b

0,657  0,335a

0,850 0,579

Tritdn 1 % + cisteina 20 mM

4,968 = 0,655a

0,166 £ 0,071b

0,033 £ 0,013b

Tritdn 1 % + cisteina 20 mM + didlisis

4,738 £ 0,520a

0,539 £ 0,049a

0,116 + 0,023b

(B) Buffer fosfatos 20 mM pH 7,0 +

Sin NaCl

0,520 £ 0,095b

0,474 £ 0,164ab

0,822 £ 0,388a

NaCl 0,25 M

0,617 £ 0,006ab

0,239 £ 0,156ab

0,385 £ 0,249bC

NaCl 0,50 M

0,547 £ 0,054b

0,255 £ 0,070ab

0,498 £ 0,138abc

NaCl 1,00 M

0,642 £ 0,154ab

0,458 £ 0,160a

0,771 £ 0,18%ab

NaCl 2,00 M

0,765 £ 0,161a

0,185 = 0,125b

0,234 £ 0,123¢

Tabla 1. (A) Efecto de la composicién del buffer de extraccién y (B) Efecto de la concentracién de NaCl
en el buffer de extraccién sobre la proteina soluble y la actividad de pectinmetil estearasa. U = meq H'
generados/h. Los datos representan el promedio de seis réplicas + 1 S.D. Letras diferentes dentro de
una columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tuckey (o = 0,05).

tras la aplicacién del primer método es superior a la que se obtiene por el segundo. No
se muestran tiempos menores de incubacién debido a que las lecturas arrojaban una
dispersién en extremo alta. Al evaluar la actividad enzimdtica manteniendo el pH
amortiguado se hallé que este método arroja un resultado significativamente igual al
que se obtiene cuando el pH se mantiene constante por adicién permanente de NaOH
(datos no mostrados). Para los siguientes ensayos se decidié continuar con la medida
de actividad enzimdtica sin controlar el pH durante el transcurso de la reaccién, pero
incubando ya no durante 10 min sino durante 2,5 min.

El NaCl evaluado como cofactor de la PME no mostré un efecto significativo de esta
fuente de variacién sobre la actividad catalitica (Fig. 1C). En la figura 1D se puede
observar el efecto del pH inicial sobre la actividad; a valores de pH comprendidos
entre 5,0 y 8,0 la actividad es significativamente igual al médximo obtenido a pH 8,0.
De la figura 1E se obtiene que la mejor temperatura para la PME, a pH 8,0y 0,2 M
de NaCl, es 45 °C; ademds, se logra la inactivacién total de la enzima en 80 °C. Al
evaluar el efecto de la concentracién de sustrato (Fig. 1F) sobre la actividad de PME
se observa un comportamiento creciente de la actividad conforme la concentracién
se incrementa desde 0 hasta 0,75% y la actividad empieza a disminuir a partir de ese
valor. De esta gréfica se evidencia que la mejor concentracién de pectina para evaluar
la actividad no es 1,00% como se venia trabajando sino que estd entre 0,40 %y 0,75%.
Al efectuar la linealizacién de los anteriores datos se encontré un valor de KM
aparente de 20,3 mM de metoxilo, o de 8,87 mg/ml de pectina citrica y un valor de
VMAX aparente de 1,90 meq H'/h.

DISCUSION

Durante la extraccién fueron ensayados dos aditivos ampliamente utilizados para la
extraccién de enzimas relacionadas con ablandamiento. Aunque con tritén X-100 se
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Figura 1. Pardmetros evaluados en la medida de actividad de pectinmetil estearasa. (A) Efecto del tiem-
po de incubacién sin controlar el pH (B) Efecto del tiempo de incubacién manteniendo el pH constante
por adicién de NaOH (C) Efecto de la concentracién de NaCl (D) Efecto del pH, (E) Efecto de la tem-
peratura, (F) Efecto de la concentracién de sustrato. Los datos representan el promedio de 6 réplicas
+1S.D. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tuckey (o = 0,05).

logré una alta extraccién de proteinas, la extraccién con NaCl proporcioné una
actividad especifica mucho mas alta de la enzima en estudio. Ademds, fue clara la
inhibicién que sobre la actividad de PME ejercié el tritén X-100.

En este estudio se encontré que la actividad de PME obtenida cuando el buffer no con-
tenfa NaCl fue estadisticamente igual a la obtenida cuando en el medio la concentra-
cién de esta sal era 1 M. Puesto que esta sal, podria afectar, no sélo la extraccién sino
también la actividad enzimética, en todos los casos la cantidad de NaCl en la mezcla se
reaccién fue siempre la misma: 200 mM. Auque ensayos posteriores mostraron que no
habia efecto de la cantidad de NaCl presente en el medio de reaccién, en trabajos
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realizados sobre tres iso-PME extraidas de tomate (Warrilow y Jones, 1995) se reporta
que éstas requieren de concentraciones de 50, 200 y 200 mM de NaCl, respectivamente,
para manifestar su actividad éptima y que si en la mezcla de reaccién la concentracién
de NaCl supera estos valores se produce inhibicién competitiva. En chayote y en papaya
se reporta que la concentracién éptima de NaCl para la actividad de PME estd también
en 200 mM y que a concentraciones superiores la actividad se ve inhibida (Fayyazetal.,
1995; Wu et al., 2004).

La fuerza idnica se ha conocido como un factor que afecta la actividad de PME,
ademads se ha determinado que cada isoforma de la enzima podrd requerir una con-
centracién de NaCl distinta para alcanzar un nivel de actividad éptimo (Pressey y
Avants, 1972; Warrilow y Jones, 1995). Esto es explicado de la siguiente forma: para
la hidrdlisis del grupo éster del 4dcido galacturénico la PME debe producir un com-
plejo enzima-sustrato cataliticamente activo, pero a ciertos valores de pH se pueden
originar cargas positivas en la PME que producen un complejo no especifico cataliti-
camente inactivo debido a fuerzas electrostdticas, el efecto activante ejercido por los
cationes consiste en proteger las cargas negativas de la pectina y asi reducir la for-
macién de complejo inactivo. Esto es ratificado por Warrilow y Jones, 1995, donde al
reducir la concentracién de la pectina disminuye también la concentracién éptima de
NaCl. Del trabajo en mencién también hay que resaltar el efecto de inhibicién que
puede llegar a tener esta sal en altas concentraciones.

El valor de pH al que se logré la maxima actividad de PME coincide con el reportado
para esta enzima extraida de papaya (Fayyazet al., 1995) y de durazno (Javeri y Wicler,
1991). El pH 8,0 no es un valor muy alejado de algunos otros reportados, ya que se
encontré para PME purificada de banano un pH éptimo de 7,0 a 0,117 M de NaCl (Ly
etal., 2002), en enzima purificada de manzanas un pH mayor a 7,5 (Denés et al., 2000)
y en un rango de pH 6,5-7,5 (Lee y Wiley, 1970). Ademds, se reporta para PME
parcialmente purificada de papas un pH éptimo de 7,5 (Puri et al., 1982). En cuanto a
los valores de las temperaturas adecuadas para la medida de actividad de PME se
reporta un valor de 55 °C para PME parcialmente purificada de papas (Purietal., 1982)
y 65 °C para PME extraida de papaya (Fayyaz et al., 1995).

En cuanto al valor de KM obtenido para PME de pitaya amarilla no se puede hacer
una comparacién muy amplia con los valores de las constantes reportadas en la litera-
tura ya que estas Ultimas son generalmente de otros frutos, pectinas de diferente fuente,
enzimas purificadas y/o isoenzimas. Asi, para tres isoenzimas de PME extraidas y purifi-
cadas de tomate (Warrilow y Jones, 1995) se hallaron valores de KM de 0,14, 0,14y 6,5
mM metoxilo, usando como sustrato pectina de manzana y una concentracién 200 mM
de NaCl. Para PME purificada de banano (Ly et al., 2002) se reporta un valor de KM de
0,151 mg/mL de pectina de manzana cuyo grado de esterificacién (DE) era 75%, a
0,117 M NaCl, pH 7,0y 35 °C. Finalmente, en PME de naranja (Christensenetal., 1998)
se reporta un valor de KM de 0,7 mg/mL para pectina citrica (DE 70%) y 17 mg/mL
para pectina con DE de 25%.

El valor relativamente alto de KM obtenido en el presente trabajo indica que la enzima
no es muy afin con la pectina citrica, pero esta no es razén para afirmar que la PME no
sea una enzima de gran influencia sobre el ablandamiento de corteza de pitaya amarilla
(Acanthocereus pitajaya), ya que se ha observado (Warrilow y Jones, 1995) que la deseste-
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rificacién del dcido galacturénico permite que la poligalacturonasa rompa mas facil-
mente los enlaces glucosidicos de dicho 4cido solubilizando la pectina del tejido y por
tanto reduciendo la firmeza del mismo, por tal razén una leve hidrdlisis puede desen-
cadenar o agilizar la accién de la poligalacturonasa. Ademas, es cierto que los valores
de KM dependen del grado de metoxilacién de la pectina empleada, del pH, concentra-
cién de NaCl, temperatura, entre otros (Fayyaz et al., 1995; Warrilow y Jones, 1995).

CONCLUSIONES

En conclusidn, tras los experimentos efectuados se encontré que NaCl es un extractante
mas eficiente que tritén X-100. Como sistema de extraccién se puede emplear buffer fos-
fatos 20 mM pH 7,0 con NaCl a concentracién igual o inferior a 1M, sin necesidad de
emplear ni cisteina ni didlisis. Si por el contrario se emplea tritén X-100, es necesario
dializar pues éste acttia como inhibidor. Para la medida de actividad de PME se encontré
que NaCl en la mezcla de reaccién no afecta la respuesta en un intervalo entre 0 y 0,4
M. Puesto que la actividad disminuye considerablemente al transcurrir el tiempo de incu-
bacién se recomienda incubar por 2,5 min sin controlar el pH durante la incubacién. El
pH inicial de la mezcla de reaccién se puede fijar entre 5,0 a 8,0. La temperatura de incu-
bacién puede estar entre 40 y 45 °Cy la concentracién de pectina entre 0,40 a 0,75%.
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