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RESUMEN

Durante el periodo de poscosecha el principal problema de deterioro del lulo (Solanum
quitoense Lam) es el ablandamiento que es generado principalmente por actividad de
enzimas pécticas que atacan la red estructural de la pared celular. Esta investigacién se
basé en la bisqueda de las mejores condiciones de extraccién y medida de actividad de
las enzimas pectinesterasa, poligalacturonasa y pectato liasa; herramientas necesarias
para estudiar posteriormente el rol de estas enzimas en el deterioro por ablandamiento
sufrido por el fruto debido a diversos cambios metabdlicos. Se encontré que las dos
primeras enzimas pueden ser extraidas simultdneamente con buffer fosfatos 20 mM pH
7,0 + NaCl 0,06 M y 60 min de extraccién, relacién 1:2 (material vegetal: buffer de
extraccion), a su vez, pectato liasa se extrajo con buffer fosfatos 20 mM pH 7,0 + cisteina
20 mM y 30 min de extraccién, relacién 1:3. Para la cuantificacién de la actividad
pectinesterasa es necesario incubar 15 min a 42 °C 2.500 pL de extracto enzimdtico
crudo (EE) en buffer fosfatos 20 mM pH 7,0 + NaCl 0,15 M y 1,6% de pectina citrica
como sustrato, con valores de Ky aparente de 3,78% de PCy Vinax 17,95 pmolH+/min*mg
prot. Para la cuantificacién de la actividad poligalacturonasa es necesario incubar 15 min
a 37 °C 30 pL (EE) en buffer acetatos 200 mM pH 4,5 + NaCl 0,25 My 1,0% de APG
como sustrato, con valores de K aparente 0,141% de APG y Vinax 28,46 nKat/s*mg prot.
Para la cuantificacién de la actividad pectato liasa es necesario incubar 2 mina 17 °C
100 pL (EE) en buffer TRIS:HCI 50 Mm pH 8,5 + CaCl. 4 mM y 0,1% de APG como
sustrato, con valores de Ky aparente 0,0865% de APG y Vimax 82,75 g/s*mg prot.

Palabras clave: lulo (Solanum quitoense Lam), ablandamiento, pectinesterasa, poligala-
cturonasa, pectato liasa.
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ABSTRACT

The main problem of post-harvest deterioration of lulo (Solanum quitoense Lam) is the
softening is the main problem of post-harvest deteriorarion of Lulo, that is generated
mainly by the activity of pectic enzymes, which attack the structural network of the cell
wall. This research was based on finding the best conditions structural cell wall network
for extraction and measurement of enzyme activity pectinesterase (PE), polygalacturonase
(PG) and pectato liasa (PL); tools needed to study the further role of these enzymes in the
deterioration of pectatelyase fruit softening, due to various metabolic changes.

It was found that the first two enzymes can be extracted simultaneously with 20 mM
phosphate buffer pH 7.0, 0.06 M NaCl and 60 minutes of extraction, ratio 1:2 (plant
material: extraction buffer), pectatelyase extracted with 20 mM phosphate buffer pH
7.0, 20 mM cysteine and 30 minutes of extraction, ratio 1:3. For quantification of
pectinesterase activity is necessary to incubate 15 minutes at 42 © C, 2500 pL of crude
enzyme extract (EE) in 20 mM phosphate buffer pH 7.0, to 0.15 M NaCl and 1.6% citrus
pectin as (CP) substrate with apparent Km values of 3.78% CP and Vimax 17.95 mol
H*/min * mg prot. For the quantification of pectinesterase activity is necessary to
incubate 15 minutes to 42 °C 2500 pL of crude enzyme extract (EE) in 20 mM
phosphate buffer pH 7.0, 0.15 M NaCl and 1.6% citrus pectin as substrate with apparent
Km values of 3.78% CP and 17.95 p Vimax mol H*/min*mg prot. For the quantification of
polygalacturonase activity is necessary to incubate 15 minutes to 37 °C 30 pL (EE) in
200 mM Acetate buffer pH 4.5, 0.25 M NaCl and 1.0% of APG as substrate, with
apparent Ku values 0.141% of APG and Vma 28.46 nKat/s*mg prot. For the
quantification of the pectatelyase activity is necessary to incubate 2 minutes to 17 °C,
100 pL (EE) in buffer TRIS: HCl pH 8.5, 50 mM 4 mM CaCl, and 0.1% PGA as substrate,
with apparent Ky, values 0.0865% of APG and Vimax 82.75 pg/s*mg prot.

Key words: Lulo (Solanum quitoense Lam), softening, pectinesterase, polygalacturonase,
pectatelyase.

INTRODUCCION

El cultivo de lulo (Solanum quitoense Lam) representa 1,7% de la produccién anual de
frutas en Colombia. Por ser un fruto climatérico es recolectado al 40% de madurez
sensorial o estado pintén; durante la poscosecha, cuando inicia el proceso de madura-
cidn, se presentan cambios producidos por enzimas pécticas que acttian sobre diferentes
sustratos en el tejido vegetal, inicialmente en el epicarpio (corteza) y posteriormente en
el mesocarpio (pulpa). Estas enzimas, en la etapa de la poscosecha cuando no se almace-
nan y transportan los frutos de lulo correctamente, hacen que estos pierdan sus carac-
teristicas propias de turgencia, entrando prematuramente al periodo de senescencia y
como resultado sean rechazados por el consumidor final.

Las enzimas pécticas responsables de la alteracién fisioldgica del tejido celular vegetal, que
trae como consecuencia ablandamiento del fruto y pérdida de caracteristicas fisicoqui-
micas y sensoriales, son pectinesterasa (PE) E.C. 3.1.1.11, poligalacturonasa (PG) E.C.
3.2.1.67 y pectato liasa (PL) E.C. 4.2.2.2 las que son de gran importancia porque hacen
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parte de la estructura de la pared celular. La accién conjunta de estas enzimas en la madu-
racién provoca que las pectinas se degraden y el fruto adquiera una textura mas adecuada
para el consumidor, por otra parte, excesiva actividad enzimdtica causa ablandamiento
notorio, pérdida de textura y propicia condiciones ideales para ataque microbiano. El
ablandamiento es controlado fisiolégicamente por la planta si el fruto es no climatérico
y por las condiciones de almacenamiento poscosecha si el fruto es climatérico.
Pectinesterasa (PE) es una enzima que al hidrolizar enlaces éster metilico de los grupos
carboxilo esterificados, libera metanol (erréneamente asociado con la fermentacién del
fruto), y transforma la pectina en pectina de bajo metoxilo, e incluso dcido poligalacturé-
nico, se encuentra ampliamente distribuida en plantas y microorganismos. PE se ha
extraido y caracterizado como parte del comportamiento que se presenta en el complejo
proceso de maduracién de la fraccién comestible de chalote (Wuet al., 2004), pera (Zhou,
2000), arracacha (Pires et al., 2005), tomate (Warrilow et al., 1994), papa (Puri et al.,
1982), papaya (Fayyaz et al., 1995), guayaba (Abu-bark et al., 2003) y pitaya (Carabali,
2005) encontrdndose que si se logra controlar la accién enzimdtica se controlara el pro-
ceso de ablandamiento, y la comercializacién de los frutos aumentaria su rentabilidad.
Poligalacturonasa (PG) es la enzima que rompe el enlace glicosidico o 1-4) del 4cido galac-
turdnico de pectinas; puede ser en el interior del polimero (endo), produciendo disminu-
cién rapida en la viscosidad, o en los extremos del polimero (exo) produciendo moléculas
libres de acido poligalacturdnico; este tipo de enzimas se encuentran naturalmente en los
frutos, son activas en presencia de Na*y algunas por Ca®". Se ha reportado a PG como res-
ponsable del ablandamiento en la maduracién de frutos climatéricos y no climatéricos y
se ha evidenciado que su control esta directamente relacionado con alargamiento en el
tiempo de vida de anaquel en frutos como pera (Presseyetal., 1976), tomate (Tuckeretal.,
1980, Goodenough et al., 1982, Grierson et al., 1983), fresa (Nogata et al., 1993), gua-
yaba (Abu-barketal., 2003), kiwi (Bonghietal., 1996), pimentén (Pryaetal., 1996), bana-
no (Pathaket al., 2000; Srivastava et al., 2000), frutos silvestres de Zimbabwean (Muchuweti
etal., 2005), mango (Prasannaetal., 2006), y también en arracacha (Pires et al., 2005).
Pectato Liasa (PL) es la enzima que se encarga de romper enlaces glicosidicos préximos
a un grupo metil éster; su accién produce dobles enlaces entre los carbonos 4y 5 de la
molécula de dcido D-galacturdnico, como consecuencia se rompe el enlace glicosidico por
B-eliminacién, principalmente en las pectinas de alto metoxilo. PL se ha extraido en ba-
nano (Payasi et al., 2003; Payasi et al., 2006) y en fresa (Jiménez et al., 2002; Sesmero et
al., 2007) en donde se demostré la disminucién de la expresién de los genes de PL en
plantas de fresa transgénicas, encontrando mejor retencién y firmeza en frutos trans-
formados. En otro estudio en frutos de fresa (revisado por Gonzélez-Aguilaretal., 2005),
se aislé la secuencia de cADN de alta homologia con genes de PL que se expresaron
durante la maduracién de la fruta, (especialmente cuando esta cambid su color blanco
a rojo) y se encontré que estos genes no se expresaron en otras partes de la planta, los
investigadores proponen que la expresién de este gen podria estar relacionada con la
degradacién de la pared celular, contribuyendo al ablandamiento de los frutos.

En el presente estudio se pusieron a punto los métodos de extraccién y medida de
actividad de las enzimas pécticas del epicarpio del lulo con el fin de iniciar la caracteri-
zacién de dichas enzimas y determinar en estudios posteriores su efecto en el deterioro
metabdlico durante el proceso de la poscosecha del fruto.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se emplearon lulos provenientes de Campohermoso (Boyacd, Colombia), ubicado a
1.300 msnm, temperatura promedio de 21 °C, maduros sensorialmente (100% ama-
rillos en la corteza segtin NTC 5093) sin pardeamiento, olores extrafios y sin defectos
producidos por dafio mecédnico como golpes o magulladuras. Los frutos fueron lavados
con agua para retirar vellosidades, desinfectados por inmersién en hipoclorito de sodio
100 ppm durante cinco minutos, enjuagados con abundante agua y finalmente secados
con un pafio de tela limpio. El epicarpio del fruto se separé mecanicamente, liberando
la mayor cantidad de corteza la que posteriormente fue macerada con nitrégeno liquido
hasta obtener una muestra homogénea en tamafio. Se realizé el método de polvos de
acetona (Cortés, 2005), para interferentes como clorofilas o carotenos, a cada gramo
de muestra macerada fueron adicionados 3 mL de acetona a 4 °C, luego se agité en
vortex a 2.600 rpm durante 30 seg, y finalmente una centrifugacién a 9.907 gravedades
durante 10 min a 4 °C, el procedimiento se realizé tres veces descartando cada vez el
sobrenadante.

EXTRACCION

Una vez obtenidos los polvos de acetona el precipitado fue resuspendido en buffer de
extraccion enfriado a 4 °C, las extracciones se realizaron en agitador reciprocante a
180 rpm y 4 °C, finalizado el tiempo de extraccién se centrifugd a 9.907 gravedades
y 4 °C durante 20 min, el sobrenadante se transformé en el extracto enzimdtico crudo
y fue empleado para realizar las determinaciones de actividad y cuantificacién de pro-
teina en cada una de las enzimas de estudio.

PARAMETROS EVALUADOS EN LA EXTRACCION Y MEDIDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Sabiendo que las enzimas de ablandamiento tienen su actividad en la pared celular,
por medio de un disefio escalonado multivariable, en donde el buffer de extracciény la
concentracién de este se mantuvieron constantes, se evalué para PG, PE y PE el efecto
de los parametros presentados en las tablas 1, 2 y 3 sobre la eficiencia de la extraccién
y la medida de actividad enzimética. El primer pardmetro evaluado fue el efecto de la
presencia de aditivo sobre el buffer de extraccién; se determiné el efecto de la fuerza
iénica generado por el cloruro de sodio y el efecto detergente generado por Tritén® X-
100 sobre la eficiencia de la extraccién de las enzimas PE y PG, el efecto del poder
reductor de la cisteina y la combinacién del efecto reductor de cisteina y la accién
detergente de Tritédn® X-100 en la extraccién de la enzima PL. Una vez evaluado el efecto
de los aditivos sobre la eficiencia del proceso de extraccién, se determiné el tiempo
necesario para extraer la enzima con mayor actividad.

Obtenidas las cuantificaciones de mayor eficiencia en cantidad de extracto enzimatico,
se determinaron los mejores pardmetros que permiten obtener la éptima medida de
actividad, como se muestra en la segunda parte de las tablas 1, 2 y 3. Los pardmetros
que se evaluaron fueron: concentracién de cofactor (NaCl para PGy PE y CaCl, para
PL) necesario para que la enzima actte totalmente, tiempo de incubacién, temperatura
de incubacién a la cual la enzima presenta actividad maxima, pH éptimo para actividad
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de la enzima, cantidad de extracto enzimdatico que puede degradar completamente el
sustrato y cantidad de sustrato necesaria para que la enzima alcance su velocidad
maxima, que a su vez permitié evaluar el comportamiento cinético de la enzima y la

afinidad enzima-sustrato.

Pardmetro PG Valores evaluados
Extraccion | Buffer Fosfatos 20 mM pH 7,0
Aditivo NaCly Triton X-100 NaCl 0,0, 0,06y 0,12 My
Triton® X-100 0,01, 0,02 y 0,06%
Medida de | Tiempo de
actividad extraccién 1-24 horas 0,5,1,3,6,12y24h
Tiempo de 2-75 min 2,4,6,8,10,12,14, 15, 30, 45,
incubacién 60y 75 min

Concentracién
de cofactor

NaCl 0,0 - 0,420 M

0,0, 0,098, 0,174, 0,250, 0,326
y 0,420 M

Temperatura de 20-70 °C 20, 30, 37,42,50,60y 70 °C
incubacién

Cantidad de 15-60 pL 15,20,30,40y 60 pL

extracto enzimdtico

pH del buffer 3,0-6,0 3,0,3,5,4,0,4,5,5,0,55y6,0

Concentracién
de sustrato

0,1- 2,25 % APG

0,10, 0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60,
0,70, 0,80, 0,90, 1,00, 1,25, 1,50,
1,75, 2,00, 2,25, %APG

Tabla 1. Pardmetros evaluados en la extraccién y medida de actividad de poligalacturonasa de pericar-
pio de lulo (Solanum quitoense Lam) maduro.

Pardmetro PE Valores evaluados
Extraccién | Buffer Fosfatos 20 mM pH 7,0

Aditivo NaCly Triton X-100 NaCl 0,0, 0,06y 0,12M y

Triton® X- 100 0,01, 0,02 y 0,06 %

Medida de | Tiempo de 1-24 horas 0,5,1,3,6,12y24h
actividad | extraccién

Tiempo de 5-30 min 5,10, 15, 20, 25y 30 min

incubacién

Concentracién de
cofactor

NaCl 0,05 - 0,55 M

0,050, 0,150, 0,250, 0,350, 0,450
y 0,550 M

Temperatura de 20-80 °C 20, 30, 37, 42, 50, 60,70y 80 °C
incubacién

Cantidad de extracto| 500-5000 p L 500, 1000, 1500, 2000, 2500,
enzimatico 3000y 5000 L

pH del buffer 55-85 5,5,6,0,6,5,7,0,7,5,8,0y8,5
Concentracion 0,20 - 1,80% 0,20, 0,40, 0,60, 0,80, 1,00, 1,20,

de sustrato

Pectina citrica

1,40, 1,60, 1,80 % PC

Tabla 2. Parametros evaluados en la extraccién y medida de actividad de pectinesterasa del pericarpio
del lulo (Solanum quitoense Lam) maduro.
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Pardmetro PL Valores evaluados
Extraccion | Buffer Fosfatos 20 mM pH 7,0
Epicarpio: buffer 1g:10 mL 1:2,1:3, 1:5y 1g:10 mL
Aditivo Cistefna 20 mMy cisteina| Cistefna 20 mM y cisteina 20 mM
20 mM + Triton X-100% | + Triton® X-100 0,05y 0,10%
Medida de| Tiempo de 1-60 min 1,5,15,30,45y 60 min
actividad extraccion
Tiempo de 0,5-5 min 0,5,1,2,3,4y 5 min
incubacién
Concentracién CaCl,1,00-25,0mM | 1,00, 4,00, 5,00, 6,00, 7,00, 8,00,
de cofactor 10,00, 15,00, 20,00, y 25,00 mM
Temperatura de 10-60 °C 10, 17, 20, 30, 40, 50y 60 °C
incubacién
Cantidad de extracto| 25-150 pL 25,50, 75,100, 125 y 150 pL
enzimatico
pH del buffer 6,0-9,0 6,0,7,5,8,0,8,5,y9,0
Concentracion 0,0100 - 2,00% APG 0,0100, 0,0500, 0,0700, 0,100,
de sustrato 0,130, 0,150, 0,200 % APG

Tabla 3. Parametros evaluados en la extraccién y medida de actividad de pectato liasa del pericarpio
de lulo (Solanum quitoense Lam) maduro.

CUANTIFICACION DE PROTEINA

En cada uno de los extractos enzimaticos obtenidos se cuantificé proteina por el méto-
do de Bradford segtin Zor y Sellinger, 1996, leyendo absorbancia a 450 y 590 nm,
empleando albdmina de suero bovino (BSA) como estandar.

CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

La medida de actividad PG fue determinada por medida espectrofotométrica a 500 nm
de los azticares reductores generados tras la accién de la enzima sobre el sustrato 4cido
poligalacturénico (APG) por el método de (Nelson y Somogyi, 1944). Una unidad de
actividad de poligalacturonasa (UPG) fue definida como nmol de azticares reductores
generados/segundo* mg proteina (nanoKatal/s; Abu-Barket al., 2003; Muchuweti et al.,
2005; Pires et al., 2005; Rodriguez, 2005; Prasanna et al., 2006)

La medida de actividad PE se realizé por medio de una valoracién acido base, del grupo
carboxilo y los protones generados tras la accién enzimdtica, por medio de titulacién con
hidréxido de sodio 0,0200 M, hasta pH 7,0, empelando como sustrato pectina citrica
7,1% de metoxilo (Sigma®). Una unidad de actividad de PE (UPE) fue definida como moles
de protones generados/minuto* mg de proteina (Fayyazetal., 1994; Carabali 2005).

La medida de actividad PL se evalué a través de los productos de hidrdlisis del dcido
poligalactironico (APG), por lectura directa, cuantificando galacturénido insaturado
en los carbonos 4y 5 que absorbe a 232 unm, empleando como coeficiente de absorti-
vidad molar 5.200 (Pissavin et al., 1998; Steven et al., 2000; Jiménez et al., 2002; Payasi
et al., 2003; Payasi et al., 2006). Una unidad de actividad pectato liasa (UPL) fue
definida como pg de acido poligalacturénico insaturado/segundo* mg de proteina.
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En los estudios de extraccién y medida de actividad de las tres enzimas PG, PE y PL las
determinaciones se realizaron por triplicado. El comportamiento cinético de las enzimas
fue evaluado mediante la ecuacién de Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee y Hanes-Woolf
del modelo cinético de Michaelis-Menten.

ANALISIS DE DATOS

Las cuantificaciones de actividad enzimdtica y de contenido de proteina de cada una
de las enzimas de estudio fueron determinadas por triplicado, se empleé el promedio
como medida de centralizacién y la desviacién estandar como medida de dispersién. Se
aplicé andlisis de varianza de un factor (ANOVA) con nivel de significancia de a=0,05
para la determinacién de diferencias significativas entre los valores de cada uno de los
pardmetros de extraccién y medida de actividad de las enzimas. Para evaluar las dife-
rencias especificas entre los valores de cada uno los pardmetros de extraccién y medida
de actividad de las enzimas se usé la prueba de diferencias minimas significativas de
Fisher (LSD) con un nivel de significancia de a=0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de K y Vimex fueron calculados mediante los métodos graficos conocidos;
Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk y Eadie-Hofstee, cada uno de estos se realizé por
triplicado y el valor reportado, en cada caso, es el promedio.

METODO DE POLVOS DE ACETONA

El método de polvos de acetona demostré ser un paso importante y significativo en la
extraccion de las proteinas procedentes de epicarpio de lulo (Solanum quitoense Lam), al
mismo tiempo, resulté ser efectivo en la eliminacién de compuestos interferentes, como
fenoles y clorofilas que podrian afectar las cuantificaciones espectrofotométricas de la
actividad enzimatica PGy PL.

PARAMETROS EVALUADOS EN LA EXTRACCION

Al evaluar el tipo de aditivo de extraccién se encontré que al emplear NaCl se obtenia una
mayor eficiencia en la extraccién de PGy PE lo que indica que, las enzimas se encuentran
unidas a la pared celular de forma iénica y NaCl es un aditivo que permite la extraccién
para proteinas con interacciones electrostdticas por competencia con las mismas.

Se encontré que el empleo de Na® como aditivo de extraccién para PE en epicarpio de lulo
concuerda con las investigaciones en otros frutos tropicales climatéricos como las reali-
zadas por Carabali, 2005, en pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya), Fayyaz etal., 1995 en
papaya (Carica papaya L.var.exotica) y Warrilow et al., 1994, en tomate variedad Ailsa Craig.
Los resultados obtenidos con Na'y la concentracién de este, como aditivo de extraccién
de PG, encontrados en este trabajo coinciden con los resultados de Rodriguez, 2005,
en pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) y los de Muchuweti et al., 2005, en cuatro dife-
rentes frutos silvestres de simbabwean (Uapaca kirkiana, Zizphus mauritiana, Tamarindus
indica y Berchemia discolor fruits), asi como los reportados por Pathaket al., 2000, en ba-
nano, Abu-bark A et al., 2003, en guayaba (Psidium guajava L.) en donde se establece
como necesaria la presencia de Na* en el buffer de extraccién para obtener mayor
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eficiencia; en este dltimo trabajo se logra extraer PE y PG de forma simultanea al igual
que en la presente investigacion.

Por otra parte, en la extraccién de PL se evaluaron dos condiciones de aditivo de extrac-
cién cisteina y cisteina + Tritén®X-100, y se encontré que la extraccién de la enzima fue
mas eficiente cuando se empled cisteina sola, posiblemente porque el poder reductor
de ésta estabiliza puentes disulfuro del sitio activo de la enzima, a su vez la enzima es
desnaturalizada por accién de Tritén®X-100.

Los resultados obtenidos al emplear cisteina en la extraccién de PL de epicarpio de lulo
concuerda con el trabajo de Payasi et al., 2006, en frutos de banano (Musa acuminata).
Es importante aclarar que para que la extraccién se lleve a cabo de manera exitosa el
buffer debe prepararse inmediatamente antes de ser usado.

Se comprobé que el tiempo necesario para extraer, de epicardio del lulo (Solanum quitoense
Lam) las enzimas PGy PE es 60 min, el mismo empleado para extraer PE en los trabajos
de Assisetal., 2002, en frutos de acerola (Malpighia glabra L.), Wegrzyn et al., 1992, en kiwi
(Actinidia deliciosa), Javeri et al., 1991, en durazno, D’Innocenzo et al., 2001, en papaya.
Por otro lado, el tiempo hallado para extraer PL es de 30 min, al emplear mayores tiempos
de extraccién la actividad decae posiblemente por desnaturalizacién.

El pH del buffer de extraccién empleado en este trabajo (7,00) es el mismo encontrado
para extraer PGy PE en las investigaciones de Pathak et al., 2000 en banano, Ocampo
etal., 2003, en zapote (Pouteria sapota) y en el trabajo de Kérneretal., 1980 para extraer
PE de naranja. Se encontré en este trabajo que el mismo valor de pH en el buffer para
la extraccién PL.

PARAMETROS EVALUADOS EN LA MEDIDA DE ACTIVIDAD

Para buscar las mejores condiciones de medida de actividad en las enzimas PG y PE se
emple6 como cofactor Na* y se encontré que es necesario emplearlo en concentracién
de 0,25 M para PG y para PE de 0,1 5M de NaCl, asi mismo, se evalué el Ca**como
cofactor para PLy se encontré que es preciso emplearlo en concentracién de 4 mM de
CaCl.. Se puede sugerir que estas concentraciones son necesarias para que la enzima
alcance su maxima velocidad, probablemente, por saturacién con el cofactor.

Se encontré que el empleo de Na® como cofactor para mejorar |a eficiencia en la medida
de actividad PE, en epicarpio de lulo, concuerda con la investigacién de Carabali, 2005,
en pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) en donde la concentracién éptima de cofactor
es la misma que la encontrada en este trabajo; y en otras como las realizadas por Fayyaz
etal., 1995, en papaya (Carica papaya L. var. exotica) y por Warrilow et al., 1994, en to-
mate variedad Ailsa Craig, en donde se observa que la presencia de Na* afecta de forma
significativa la cuantificacién de la actividad PE.

En este trabajo el comportamiento de los resultados sobre la actividad PG es similar al
encontrado por Muchuweti et al., 2005, en cuatro frutos silvestres diferentes de
Simbabwean (Uapaca kirkiana, Zizphus mauritiana, Tamarindus indica'y Berchemia discolor fruits)
y en el trabajo de Pathak et al., 1998, en las isoformas de PG en banano; en las dos
investigaciones se observa como se produce un efecto favorable por la sal monovalente
sobre la actividad PG; sin embargo, los resultados de la aplicacién de NaCl como
cofactor en frutos de lulo difieren de los presentados en el trabajo de Rodriguez, 2005,
en pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) porque en este, la variacién en la concentracién
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de Na® como cofactor no demuestra que afecte de forma significativa el valor de ac-
tividad enzimatica PG.

Los resultados obtenidos al usar Ca* como cofactor en la medida de actividad PL de
lulo son similares a los reportados en los trabajos de Payasi et al., 2006, en frutos de ba-
nano (Musa acuminata), Jiménez et al., 2002, en fresa, y, Pissavinn et al., 1998, demostran-
do que la presencia del cofactor es determinante en la medida de actividad PL, pues sin
este es posible que no haya activacién de la enzima; sin embargo, la concentracién de
cofactor depende del tipo de fruto.

En todas las enzimas evaluadas es posible que la presencia del cofactor induzca a la
enzima a una conformacién espacial para que la unién con el sustrato sea efectiva, por
otro lado, es posible que un exceso en la concentracién de cofactor tenga un efecto
inhibitorio en dicha unién.

El tiempo de incubacién éptimo hallado para PGy PE fue 15 min; que es la mitad del em-
pleado por Muchuweti et al., 2005 en cuatro frutos silvestres diferentes de simbabwean,
para cuantificar la actividad PG, la misma observacién es vdlida en la investigacién
de Abu-bark Aetal., 2003, en guayaba (Psidium guajava L.); por otro lado, la actividad PL
se evalud en 2 min. Al evaluar la actividad después del tiempo éptimo de incubacién se
encontré que la actividad enzimdtica disminuyd debido, posiblemente, a que al aumentar
el tiempo se favorecid la inactivacién de la enzima; ya sea por la poca estabilidad térmica
o por la generacién de productos que inhiben la accién enzimdtica.

La temperatura de incubacién encontrada para lograr la mayor eficiencia en la medida
de actividad PG extraida de epicarpio del lulo (Solanum quitoense Lam) fue 37 °C, que es
la misma reportada por Muchuweti et al., 2005, en cuatro frutos silvestres diferentes de
simbabwean (Uapaca kirkiana, Zizphus mauritiana, Tamarindus indica'y Berchemia discolor fruits),
y por Abu-bark Aetal., 2003, en guayaba (Psidium guajava L.).

Los pH éptimos encontrados para las enzimas de estudio fueron para PE 7,0, el mismo
hallado por Abu-bark A et al., 2003, en guayaba (Psidium guajava L.); para PG 4,5, que
coincide con reportes previos realizados por Muchuweti et al., 2005, en cuatro frutos
silvestres diferentes de simbabwean (Uapaca kirkiana, Zizphus mauritiana, Tamarindus indica
y Berchemia discolor fruits), en donde la actividad PG se encuentra entre 4 y 4,5 para los
frutos evaluados; y para PL el pH fue 8,5 el cual fue el mismo obtenido por Payasietal.,
2006, en frutos de banano (Musa acuminata), y por Pissavin et al., 1998, en estudios
realizados sobre las isoformas de PL en enterobacteria E. chrysanthemi. En los demads va-
lores de pH evaluados para las enzimas de estudio, la actividad no se favorece proba-
blemente por la modificacién del sitio activo.

Los valores encontrados para KM fueron; 1,41 mg/mL APG para PG, 37,8 mg/mL
pectina citrica para PE y 0,0865 mg/mL de APG para PL; lo que indica que, en las
enzimas extraidas de epicarpio de lulo (Solanum quitoense Lam), el orden de afinidad por
el sustrato es PL > PG > PE.

Los resultados expuestos por Rodriguez, 2005, en pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya)
son KM 2,9 mg/mL y Vimax 0,076 nmol/s, que en comparacién con PG de lulo KM =
1,4Tmg/mLy Vimax 0,745 nmol/s, la PG en pitaya tiene aproximadamente la mitad de la
afinidad por APG, esto también se ve reflejado en la velocidad, puesto que es 10 veces
menor que la de lulo; en otra investigacién en frutos de durazno se reporta KM = 0,12%
APG y Vmax = 31,4 nKat/s, se podria decir que en ambos frutos la afinidad enzima
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sustrato es practicamente la misma. En cuanto PE, encontramos que Fayyazetal., 1995
en papaya (Carica papaya L.) reportan para PE KM = 0,22mg/mLy Vinax = 730 mol/min
*mg. Estas caracteristicas cinéticas aparentes permitirian explicar porqué lulo presenta
un deterioro alto por ablandamiento.

En esta investigacién se logré extraer y medir la actividad enzimatica PG, PE y PL de
manera exitosa, lo que proporciona los cimientos para poder estudiar cual serd el
comportamiento de este tipo de enzimas durante el proceso de la maduracién de los
frutos de lulo (Solanum quitoense Lam) bajo diferentes tipos de almacenamiento, y de
esta forma contribuir con un tratamiento poscosecha en donde la expresién de las
enzimas pueda ser controlada.
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