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RESUMEN

Se determine la actividad poligalacturonasa en corteza de pitaya amarilla
(Acanthocereus pitajaya). EI buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7,0 con NaCI 0,5 M se
constituyo en el sistema mas efectivo para la exrraccion. Se obtuvieron valores 6pti-
mos de actividad a pH 5,0 en buffercitratos, a una temperatura de 40°C. Los valores
de K

M
y VMM hallados para esta enzima fueron 2,9 mg acido poligalacruronico/rnl y

0,076 nmol de azucares reductores/s, respectivamente. Los resultados muestran que
la poligalacturonasa esta vinculada con el ablandamiento de este fruto.

Palabras clave: ablandamiento, pitaya amarilla, frutas tropicales, enzimas del
ablandamiento.

ABSTRACT

Polygalacturonase activity was determinated in yellow pitaya fruit (Acanthocereus
pitajaya). Protein concentrations and activities of the enzyme in the extracts were
determined. Buffer sodium phosphate 20 mM pH 7,0 with NaCi 0,5 M was the most
effective extraction system. The enzyme exhibited optimum activity at pH 5,0 in buffer
citrate at 40°C. The ~ of the enzyme was 2.9 mg/mL for polygalacturonic acid and
VMN< of 0.076 nmol of reducing groups/so Results show that polygalacturonase is
related with softening on yellow pitaya fruit.

Key words: Polygalacturonase, yellow pitaya, Acanthocereus pitajaya, enzyme of softening.
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INTRODUCCI6N

La pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) es considerada como uno de los frutos
ex6ticos mas importances de Colombia, ya que representa el 5% del mercado en las
exportaciones del pars (www.cci.org). Esta fruta es apetecida en muchos parses, es-
pecialmence en los europeos, por sus propiedades organolepticas y su alto contenido
nutricional (ICBF, 1992). Por esra raz6n, se han adelantado trabajos para establecer
las mejores condiciones de almacenamienco. Entre los metodos empleados para su
almacenamiento se encuentran la refrigeraci6n, sola 0 con tratamientos de choque
termico 0 atmosfera modificada. Es asf como se han efectuado estudios de refrige-
racion a 2, 4, 6 Y8°C, (Camargo y Maya, 1995; Rudas, 1995; Rodriguez y Patino,
2003) encontrando en todos los casos la generaci6n de dartos por frfo. Estos sin-
tomas son mas evidences en la corteza que en la pulpa y se caracterizan por la apa-
rici6n de zonas necr6ticas, pardeamienco y ablandamiento excesivos. Para evitar las
lesiones por fi-fo se ha recurrido, de un lado, al choque termico (Camargo y Moya,
1995), almacenando los frutos a 25 °Cj24 horas antes de realizar la refrigeraci6n a
2°C y de otro lado, al almacenamiento con atm6sfera modificada: 15% de CO2, 2%
de O2 y balance con N2 (Arenas y Camero, 1995). Tras el uso de estos tratarnientos se
prolonga la vida util de los frutas en cinco y diez dfas, respectivamente. En investiga-
ciones mas recientes se ha evaluado el papel de algunas enzimas relacionadas con los
principales facrores de deterioro de esta fruta. Estos estudios muestran que la polife-
noloxidasa y la peroxidasa estan vinculadas directarnente con el pardeamiento de la
corteza de la pitaya y que la catalasa afecta de manera positiva la vida uril de este
fruta (Baquero et 01., 2005). Otro de los sfntomas de deterioro presentados durante
el almacenamiento de estos frutos, edemas del pardeamiento, es el excesivo ablanda-
rniento de la corteza. Este proceso se relaciona con enzimas del grupo de las hidro-
lasas, al cual pertenece la poligalacturonasa (PG), que genera ruptura del enlace
n- 'l.a-glicosfdico del acido pectico. La actividad de esta puede ser endo (degradaci6n
al azar de la cadena pectfdica, EC 3.2.1.15) 0 exo (degradaci6n de los extremes libres
no reductores de la cadena pecndica, EC 3.2.1.67). El resultado final de esta activi-
dad es la perdida de la integridad celular y el incremento de la concentraci6n de poli-
secaridos solubles (Bartley y Knee, 1982). Existen publicaciones sobre el com porta·
mienco que presenta la PG en la maduracion y su relaci6n con el ablandamiento de
diferentes frutos como pera (Pressey y Avants, 1976), tornate (Tucker et al., 1980;
Goodenough et al., 1982; Grierson y Tucker, 1983; Warrilow y Jones, 1994), fresa
(Nogata etal., 1993), kiwi (Bonghi etal., 1996), pimenton (Priya, et al., 1996), banana
(Pathak y Sanwal, 1998; Pathak et al., 2000; Srivastava y Dwivedi, 2000; Payasi y
Sanwal, 2003), durian (Imsabai, 2002), guayaba (Abu-Bark et a/., 2003), arracacha,
cuatro frutos silvestres de Zimbabwe (Muchuweti et 01., 2005) Y mango (Prasanna
etal., 2006). En estos esrudios se ha determinado la participaci6n de PG en los proce-
50S de maduracion, observando que el maximo de actividad enzimatica coincide con
el maximo climaterico. EI presente trabajo tiene como objetivo evaluar algunas condi-
ciones para la medida de actividad de PG, con el animo de contribuir al estudio de
la relaci6n que puede existir entre la actividad de esta enzima y el ablandamiento de
la corteza de pitaya amarilla.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se emplearon las cortezas de frutos de pitaya amarilla adquiridos en [a ciudad de Bo-
gota, en condiciones optimas de rnaduracion (100% amarillo en corteza) y com ple-
tarnente sanas.

EXTRACCI6N DE POLIGALACTURONASA

EI procedimiento empleado para la extraccion de PG se baso en tecnicas previamente
descritas (Tucker et al., 1980; Nagata etal., 1993; Priya et at., 1996; Srivastava y Dwivedi,
2000). Para retirar sustancias reductoras que interfieren en la tecnica de cuantificacion
de azucares reductores y para eliminar fenoles que pueden inacrivar la PG, se homo-
geneizaron S g de corteza con 2S mL de acetona a -8°C, se filtro sobre tela y el retenido
se lavo dos veces con 2S mL de acetona a -8°C. EI residuo blanco fue resuspendido en
25 mL de buffer fosfatos 20 mM, pH 7,0 Ycolocado en agiracion continua por 24 horas
a 2 0C. Posteriormente, se centrifuge a 8.000 rpm durante 30 min a 4°C, Yel sobrena-
dante fue empleado para la cuantiflcacion de prorefna y las medidas de actividad de PG.
Parametres evaluados en la extracci6n. Se evalu6 la incidencia de diferentes compues-
tos adicionados at buffer fosfato de sodio sobre la cantidad de protefna extralda y la
actividad de PG. Teniendo en cuenta que la PG es una enzima asociada a la pared ce-
lular, se recurri6 al usa de NaCI 1M YTriton 1% para solubilizar la enzima por efecto de
la fuerza ionica 6 por accion detergente, respectivamente. Puesto que en diversas investi-
gaciones se establece el uso de agentes reductores como la cisterna, el 2-mercaptoetanol
y el metabisulfito de sodio, para evitar la oxidacion de los grupos sulfihidrilos de la PG
(Pressey y Avants, 1976; Grierson y Tucker, 1983; Bonghi et al., 1996; Srivastava y
Dwivedi, 2000; Payasi y Sanwal, 2003; Prasanna et al., 2006), se quiso evaluar el efecto
de alguno de ellos, en esce caso de la cisterna. Los extractos que contenlan Triton 0 cis-
tefna fueron dializados para evitar la inrerferencia que genera el Triton en la cuanti-
ficaci6n de protema y para deterrninar si la cisterna realmente ejerda algcn efecro sobre
el comportamiento de la enzima. Tambien se evatuo el efecto del NaCl en la soluci6n
extractora con concentraciones entre 0,0 y 2,0 M.

CUANTIFICACl6N DE PROTEIN A

Se cuantifico protefna en los extractos enzimaticos par el metodo de Bradford modifi-
cado (Zor y Selinger, 1996), con lectura de absorbancia a 4S0 nm y S90 nm. Como
patron de cuantificaci6n se emple6 BSA.

AcnVlDAD DE LA PC
La actividad enzimatica de PG fue determinada por medida espectrofotometrica de los
azucares reductores generados tras la accion de la enzima sobre el .icido poligalactur6-
nico par el metoda de Nelson (1944) modificado par Somogyi (19S2). Como punto de
partida para la medida de actividad se tamaron unas condiciones generales de acuerdo
ala encontrado en la literatura (Tucker et aI., 1980; Goodenough et al.., 1982; Pathak y
Sanwal, 1998; Srivastava y Dwivedi, 2000). La tecnica es la siguiente: la mezda de reac-
ci6n cbntenia 125 ~L de acido poligalacrur6nico al 1,25% (v/v), preparado en buffer
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acetates 200 mM pH 4,5, 95 ~L de agua destilada y 30 ~L de extracto enzirnatico, para
un volumen final de 250 ~L. Los componentes de la mezcla fueron previamente
incubados y la mezela de reacci6n se incub6 a 37°C por 10 min. AIcabo de este tiempo
se detuvo la reacci6n por calentamiento en un baric de agua a ebullici6n. Se realizaron
blancos de enzima, sustrato y buffer sornetiendolos a las mismas condiciones de la mez-
cia de reaccion. La formaci6n de azucares reductores fue calculada usando D-glucosa
como patron de cuantificacion, una unidad (U) de la enzima cataliza la liberaci6n de
una nmol de acido galactur6nico en 1 s en las condiciones de ensayo. La actividad espe-
cffica fue expresada como U por mg de protefna. Adernas, se expres6 la actividad como
U par g de corteza.
Parametres evaluados en la medida de actividad. Can el objeto de obtener una maxi-
ma actividad se evalu6 el efecto del tiempo de incubaci6n, del volumen del extracto
enzimarico, de la concentraci6n salina, del pH, la temperatura y la concentraci6n de
acido poligalactur6nico. Para esto se partie de las condiciones generales anterior-
mente descritas y cad a vez que se evaluaba un pararnetro este se modificaba para
lograr la maxima respuesta. Para determinar el efecto del tiempo de incubacuin y del
volumen de extracto enzimdtico, la mezcla fue incubada durante 10,20,3045 Y60 min.,
con dos volumenes de extracto enzirnatico (30 y 60 ~L). Posteriormente, se evalu6 el
efecro de la concentraci6n salina en la cual se adiciono NaCl, a la mezela de reacci6n,
para generar concenrraciones finales que variaron entre 0,15 Y0,40 M; se ineluy6 la
medida con un extracto dializado para tomar el 0 M de NaCI.
Para valorar e! efecto del pH se emplearon dos sistemas buffer en un rango similar, en
los cuales se prepare el sustrato, estos sistemas fueron: acido acetico-acetato 200
mM con pH 3,7; 4,0; 4,5; 5,0 Y5,5; Yacido cftrico-citraro de sodio 200 mM con pH
3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 Y6,0. Posteriormente, se evalu6 el efecto de la temperatura en
un intervale desde ° hasta 80°C, en este caso el sustrato fue preparado en buffer
.:icido dtrico-citrato de sodio 200 mM pH 5,0. Por ultimo, se estudi6 el efecto de
la concentraci6n de dcido potigalactur6nicoJ en un intervalo de 0,04 a 0.75% en la mezcla
de reacci6n, a 40 0c. Con estos resultados se determin6 el valor de la constance de
Michaelis~Menten, KM y la velocidad maxima de reacci6n, VMAx

ANAuSIS DE DATOS

Las medidas de protefna y de actividad enzimatica se realizaron en tres extractos
diferentes, cada una por duplicado para tener un total de seis replicas. Para esta-
blecer las mejores condiciones de medida de actividad de PG se lIevaron a cabo los
ANDEVA de un factor para el diseno planteado de un paso a fa vez para cad a variable
(n=6): efecto de la concencraci6n salina, pH, temperatura, concentraci6n de sustrato.
Se emple6 un disefio de dos facto res para el efecto del tiempo de incubaci6n can
respecto al volumen de extracto. Ademas, se compararon las diferencias entre trata-
mientos por la prueba de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSI6N

PARAMETROS EVALUADOS EN LA EXTRACCI6N DE PG
En la figura 1 se muestra el efecto de los diferentes compuestos adicionados sobre el
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buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7,0. EIANDEVA mostro que el tipo de exrractante
tiene un efecto altamente significativo sobre la canridad de protefna extralda y sobre
[a actividad expresada como nmol/ s*mg prorefna. Sin embargo, no hubo efecto sig-
nificativo sobre la actividad expresada como nmol/s*g corteza.
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Figura 1. Efecco de la incorporacicn de diferences adicivos al bu{ferfosfacos de sodio 20 mM pH 7,0
sobre la cantidad de protetna extrafda y la accividad de poligalacturonasa. A-NaCi 1,0 M; B-Tric6n
1%; "<istelna 20 mM; §-dialisis. Letras diferenres indican diferencias significacivas de acuerdo a la
prueba de Tuckey (p - 0,05).

AI eomparar la capacidad extractora se observa que, el Trit6n es mejor extractante que
el NaCI. Por ser el Trit6n un detergente, que genera un efecto surfactanre es capaz de
romper todo tipo de tejidos y como consecueneia extrae mayor can tid ad de protefna
asociada a la pared celular (Pathak y Sanwal, 1998). La actividad especffica expresada
en nmol/s*g corteza no se vi6 afecrada por el tipo de extractanre, por 10que se podrfa
decir que el uso de cualquiera de estes es indiferente. Sin embargo, al expresar la acti-
vidad no referida a g de corteza sino a mg de protefna se observa que el NaCi es un
extractante mas selective hacia la extracei6n de PG. La posible inrerferencia que podrfa
ejercer el Trit6n sobre la actividad de PG queda descartada al observar que la actividad }
del extraeto con Triton dializado es significativamente igual a la de su homologo sin dia-
lizar. Este comportamiento es similar al observado en banana, en donde la adicion de
un detergente no i6nico como el Trit6n X~100 no altera significativamenre la aetividad
de las tres isoformas de PG, contrario a 10que ocurre con la adicion de detergentes sul-
f6nicos (como eI Teepol) y cati6nicos (como el CTAB) los cuales inhiben la actividad de
alguna de las tres isoformas hasta en un 40% (Pathak y Sanwal, 1998). Hasta el mo-
mento se ha analizado que el NaCI es mejor extractante que el Triton. Ahora, para deter-
minar la necesidad del empleo de la cistefna se puede realizar una comparaci6n entre
los extractos de NaCi con y sin cisterna; se observa que no hay un efecto significativo nj
en la cantidad de protefna extrafda, ni en la actividad especffica, por 10que se consider6
innecesario el uso de cistefna en la extracci6n. Por otro lado, al analizar la incidencia de
la dialisis, se observa que tampoco hay un efeeto significativo ya que la actividad espe-
cffica no disminuye, por 10que el proceso de dial isis no es necesario. En este punta, al
haber determinado que es mejor el empleo de NaCi sin cistefna y sin dialisis, en la extrae-
ci6n, se procedi6 a evaluar eual era la concenrraci6n de NaCi mas apropiada. En la
Figura 2 se observa que, para las diferentes concenrraciones de NaCI, la cantidad de
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protefna extrafda y la actividad expresada como nmol de azucares reductores/s tg
corteza es significativamente igual. Sin embargo, la acrividad especr-fica expresada
como nmol/s*mg proterna mostr6 un aumento significativo desde 0,0 M hasta un
maximo de D,S My una tendencia hacia la estabilidad desde D,S hasta 2,0 M. Aunque
la cantidad de protefna fue significativamente igual para todas las concentraciones de
NaCI al parecer, la fuerza i6nica del buffer hace mas selectiva la extracci6n de protefna
con actividad PG.
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Figura 2. Influencia de la concentraci6n de NaCI en el buffer fosfatos de sodio 20 mM pH 7,0 sabre
la cantidad de prorerna extrafda y la actividad de poligalacturonasa. Letras diferentes indican dife-
rencias significacivas de acuerdo a la prueba de Tuckey (p - 0,05).

PARAMETROS EVAlUADOS EN LA MEDIDA DE ACTIVloAo

La figura 3A muestra el efecto del volumen de extracto y del tiempo de reacci6n. Segun
el ANDEVA hay un efecto altamente significativo tanto del volumen de extracto como
del tiempo de incubaci6n. AI realizar las rnedidas con un volumen de extracto enzima-
tico de 60 ~L la actividad espedfica fue significativamente menor que con 30 ~L, como
posible resultado de la presencia de inhibidores naturales en el extracto crudo. Es
importante resaltar que el tiempo de incubaci6n rarnbien afect6 la actividad enzirnatica,
por 10 que al aumentar el tiempo se debi6 favorecer la inactivaci6n de la enzima ya sea
por la poca estabilidad terrnica 0 por la generaci6n de oligogalacturonatos tras la ac-
ci6n enzirnatica (Muchuweti eta/., 2005). Para las siguientes medidas de actividad se de-
cidi6 emplear un volumen de extracto enzimatico de 30 IJLYuna incubaci6n por 10 min.

AI evaluar el efecto de la concentraci6n salina en la mezcla de reaccion se encontr6
que esra no afecta, de manera significariva, la medida de actividad enzirnatica (datos
no mostrados). Este hecho confirma que, el efecto observado tras la variacion de la
concentraci6n de NaCl, en la extracci6n, no se debe al cambio en la concentraci6n de
este componente en la medida. En dicho ensayo la concentraci6n de NaCi en la mezcla
de reacci6n vari6 entre ° y 0,24 M. EI comportamiento observado en este trabajo es
diferente al encontrado en estudios sobre la actividad PG evaluada en cuatro frutos
silvestres de Zimbabwe (Uuupaca kirkina. Zizphus mauritiana, Tamarindus indica y Berchemia
disc%r, Muchuweti et a/., 2005) y las isafarmas de banana (Pathak y 5anwal, 1998), en
los cuales se observa el efecto positivo de sales monovalentes sobre la actividad de PG.
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Figura 3A. Efecto del volumen de extracto enzirnatico y del tiempo de ineubaci6n sobre la actividad
de poligalacturonasa. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de
Tuckey (p '" 0,05). B. Efecto del pH y del ripe de buffer empleado sobre la acrividad de poligalac-
turonasa. Letras diferentes dentro de cad a sistema buffer indican diferencias significarivas de acuerdo
ala prueba de Tuckey (p = 0,05).
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En la Figura 3B se muestra el efecto del pH sobre la medida de actividad. Se observa
que el comportamiento de la enzima frente al pH es diferente dependiendo del sistema
buffer ernpleado. EIANDEVA efectuado para ambos sistemas buffer muestra un efecto
significativo sobre la actividad para el buffer acetaros y alta mente significative para el
sistema con citraros. AI emplear buffer acetatos la actividad permanece significati-
vamente invariable a valores de pH entre 4,0 as,S, mientras que can citratos se obtie-
nen mayores diferencias. Ademas, can este ultimo sistema la actividad a pH 5,0 es 10
veces superior a la obtenida can acetates. En otros estudios (Pressey y Avants, 1976;
Nagata et at., 1993; Warrilow y Jones, 1994; Pathak y Sanwal, 1998; Muchuweti et at.,
2005; Prasanna eta/., 2006) los valores de pH 6ptimo se encuentran en un intervale de
4,0 a 5,5, todos evaluados en buffer acetates. Cabe pensar que la diferencia observada
entre el pH con buffer acetatos y cirratos, depende de que especies se pueden ionizar en
funci6n del pH, ya que van a variar la conformaci6n de las protemas y sus cargas
electricas. Estos cambios pueden alterar la conformaci6n adecuada para la actividad
catalftica. Las especies que se pueden ver afectadas son principal mente, el sistema buffer,
el sustrato, el (los) cofactor (es), y los grupos esenciales ionizables del centro activo de
la enzima (carboxilos -eOOH; amino ·NHz; tiol ·SH; imidazol, entre otros).

Con base en los hechos experimentales se podrfa creer que 10 que ocurri6 al preparar
el sustrato en el buffer fue precisamente una ionizaci6n diferente para cada case,
favoreciendo la reacci6n enzirnanca con el buffer citraros. Finalmente, se decidio eon-
tinuar las medidas de actividad enzimarica con buffer citratos 200 mM, pH 5,0.

La evaluaci6n del efeeto de la temperatura sobre la actividad de PG se observa en la
figura 4A. EIANDEVA mostr6 un efecto altamente significative. La temperatura 6pti-
ma de 40 °C obtenida en este trabajo es similar a las encontradas para tres isoformas
extraidas de mango: 37,42 Y37 'C (Prasanna et al., 2006) y a la PG III de banana:
40 °C (Pathak et al., 2000).
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Concentraci6n de sustrato. En la figura 4B se muestra el efecto de la variaci6n en la
concentraci6n del acido poligaracturonico sobre la actividad de PG. EIANDEVA mos-
tr6 un efecto altamente significative. Desde las concentraciones mas bajas se observa
un incremento en la actividad enzirnatica hasta Ilegar ala concentraci6n de 5,0 mg/mL,
en [a cual aparentemente se alcanz6 la velocidad de reacci6n maxima, por encima de
esra concentraci6n se observa una disminuci6n, aunque no significativa, en la actividad,
Para determinar el valor de KM se utiliz6 la linealizaci6n de Linerweaver-Burk, en donde
se grafic6 el inverso de la concenrracion de sustrato en funci6n del inverso de las
unidades de actividad. Una vez realizada la linealizaci6n, se obtuvo la siguiente ecua-
ci6n: y = 13,11x + 37,702 y un r = 0,9272; valor que es alta mente significativo para 48
datos experimentales (8 concentraciones x 6 replicas). EIvalor obtenido para ~a partir
de la ecuacion fue de 2,88 mglmL, el cual es cercano al reportado en banana, 1,5
mg/mL, para acido poligalacturonico (Pathak etal., 2000). La V.,;.,.calculada a craves de
la ecuaci6n fue de 0,076 nmol de azucares reductoresfs, similar a la encontrada para
Uapaca kirkiana (Muchuweti etal., 2005). Dada la similitud en la afinidad de esta PG con
la de otros reportes es de proponer que efectivamente esra enzima debe participar en
los procesos de ablandamiento de la corteza de pitaya amarilla.
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Figura 4A. Efecto de la temperatura de incubaci6n sobre la actividad de poligalacturonasa. Letras
diferentes indican diferencias significanvas de acuerdo a la prueba de Tuckey (p - 0,05). B. Efecro de
la concentracion de sustraro sobre la actividad de poligalacturonasa. Letras diferentes indican dife-
rencias significarivas de acuerdo a la prueba de Tuckey (p = 0,05).

Con 10 hallado en este trabajo se puede planrear la siguienre pregunta: ~C6mo sera
la afinidad de esta enzima ya no por el acido poligalactur6nico sino por pectinas de
diferente grade de metoxilaci6n? Teniendo en cuenca que existen evidencias del papel
complementario entre la PG y la pectinmetilestearasa (PME) (Warrilow yJones, 1994;
Priya et at., 1996; Imsabai et al., 2002; Verlent et al., 2005), surgen dos posibilidades:
1. Si se cuenta con PG purificada se podrfa esperar que la afinidad por las pectinas
sea menor que por el acido poligalactur6nico y esta afinidad se harfa mucho menor
al incrementarse el grade de esterificaci6n de la pectina. 2. Si ahora se trata de un
extracto crudc en el que se tenga la presencia tanto de PG como de PME, que es 10
que ocurre real mente en el fruto: la PME acruarfa sobre los enlaces metflicos dismi-
nuyendo el grade de metoxilaci6n, 10 que mejorarfa la actividad y la afinidad de la PG
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por el sustrato endogene (Imsabai et ai., 2002). Tambien serta importance determinar
la naturaleza de ta accion catalftica de la PG presente en pitaya, ya que si la acci6n
enzimatica es endo tiene como resultado principal la perdida de la viscosidad, en
tanto que si la actividad es exo la respuesta mas importante es el incremento en la
can tid ad de azucares reduccores (Pathak y Sanwal, 1998). Analizando todas estas
posibilidades y pretendiendo lograr el entendimiento de la relaci6n existente entre las
actividades de PG, PME, el contenido, el grade de metoxilaci6n de la pectina y la rna-
duraci6n de la pitaya amarilla se lograra contribuir a la busqueda de alternativas para
controlar el excesivo ablandamiento asociado al deterioro de este fruto.
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