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RESUMEN

Paltas cv. Hass cosechados en dos estados de madurez 9-11% y 14-16% de aceite, se almacenaron
a 3y 7 °C en cémaras de refrigeracion. Alos 0, 10, 20 30 y 40 dias de almacenaje se evalud la
actividad de las enzimas peroxidasa y polifenoloxidasa tanto en tejidos sanos como en aquellos que
presentaron presencia de desordenes fisioldgicos. Se realizé ademas, un analisis histologico

Los analisis enzimaticos mostraron que la actividad de la enzima polifenoloxidasa fue mayor en
aquel tejido que presentaba danos fisioldgicos, a su vez la temperatura de almacenaje afecto la
actividad de esta enzima, siendo mayor en aquellos frutos almacenados a 3 °C. La enzima pero-
xidasa presento una mayor actividad en el tejido sano.

De los andlisis histolégicos se observé que la estructura y organizacion celular fue mejor en aque-
lla fruta con niveles de madurez 9-11%, aunque en ambas temperaturas de almacenaje el grado
de desorganizacion celular se incremento con el tiempo una la pared celular disminuyd. Se obser-
vé también, una lignificacion progresiva en las paredes celulares de frutos con madurez mas avan-
zada, lo que no ocurrié en frutos que tenian un porcentaje de 9-11% de aceite.
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INTRODUCCION

La palta es un fruto originario de regiones tropicales y por ello es sensible al dafio por bajas tem-
peraturas, que se manifiesta como desordenes fisiologicos (Couey, 1982; Cutting et al.,, 1992;
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Carrillo, 1991). Los factores que inducen estas anomalias, se originan tanto en precosecha como
en postcosecha, vinculdndose directamente con la temperatura de almacenaje afectando su cali-
dad. Las bajas temperaturas producen en los frutos un estrés oxidativo, donde este responde con
procesos deletéreos intracelulares endégenos (Chrispeels et al. 1999), aumentando la capacidad
de lignificacién y de peroxidacion de lipidos de la membrana lo que produce un desarrollo de man-
chas en la pulpa.(Meneghini, et al., 1978; Martins,1995) activando los sistemas enzimaticos prin-
cipalmente las enzimas Polifenoloxidasa y Peroxidasa.

Para ello esta investigacion plantea evaluar el efecto de la madurez, la temperatura y tiempo de
almacenaje refrigerado, sobre la aparicion de desdrdenes fisioldgicos y su relacion con la organi-
zacion celular y la actividad de las enzimas polifenoloxidasa y peroxidasa en palta cv. Hass.

MATERIALES Y METODOS

Frutos de palto del cultivar Hass de tamanos entre 160 - 250g., sanos, sin malformaciones, fue-
ron cosechados con dos indices de madurez: 9-11% y 14-16% de aceite. Para cada estado de
madurez se separaron 200 frutos y fueron embalados en mallas que contenian 5 frutos cada
una (1 k aprox.), correspondiendo esta a la unidad experimental. Luego y para cada estado de
madurez, fueron almacenados por 10, 20, 30 y 40 dias en camara de refrigeracion., la mitad
de ellos a una temperatura de 3 = 1°C, y 90 % HR., y la otra mitad a 7 + 1°C, también con
90% HR.

Después de cada periodo de almacenaje los frutos se partieron en forma longitudinal y se deter-
mino la actividad de las enzimas: polifenoloxidasa y peroxidasa tanto en frutos sanos como en
aquellos que presentaron desordenes fisioldgicos internos, en estos ultimos la determinacion se
realiz6 tanto en el tejido sano como el que tenia dano. Para ello se pesaron 40 g de pulpa tritu-
rada y tratada con 130 mL., de solucion tampon fosfato 0,06M a pH 6,5, luego fue agitada por
5 min. a 4 °C y centrifugada a 4500 RPM, por 45 min. a 4°C. Al sobrenadante se agregé 0,6%
de polivinilpirrolidona (PVP) y se agité durante 1 hora a 4 °C , el producto filtrado se utiliz6 como
extracto enzimatico.(Sanchez et. al. (1986).

La actividad de la polifenoloxidasa se determin6 usando: 2mL de extracto enzimatico, 5mL de tam-
pon fosfato 0,1M a pH 6,5 y 5mL de 4-metil catecol. La absorbancia sera monitoreada a 410nm.
La peroxidasa se determind usando 0,3mL de extracto enzimatico, y 2,7mL de una solucién que
contiene: tampédn fosfato 0,066M a pH 6,5, guayacol y H,0, La absorbancia serd monitoreada a
470nm (Bergmeyer, 1974)

Para los analisis histolégicos las muestras fueron fijadas con F.A.A, sometiéndose a un proceso de
deshidratacion con soluciones alcohdlicas de 502, 602, 709, 952 y 100% para posteriormente
incluir en parafina el corte.

Las muestras deshidratadas se trataron con xilol y luego con parafina sélida para formar bloques,
los que se utilizaron para la realizacion de los cortes histolégicos. Estos blogues fueron cortados
en un microtomo rotatorio manual Leitz con un grosor de 15 . y Los cortes puestos en porta-
objetos previamente tratados con albumina y secados a 25°C durante 24 hrs. Luego a los cortes
se les elimino la parafina con xilol y se procedi6 a su rehidratacion para ser tefidos con safranina
al 1% y verde luz 0,2%. Las muestras tenidas se analizaron por microscopia optica con micros-
copio Nikkon AFX-35 con aumentos de 10 y 20X.

Se utilizo un Diseno completamente al azar de 2x2x4 (madurez, temperatura, almacenaje) con 5
repeticiones.
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Los danios fisioldgicos desarrollados, correspondieron a Pardeamiento de pulpa y Oscurecimiento
vascular, los que aparecieron solo en frutos con un 14-16% de aceite, almacenada a 3°Cy 7 °C.

Tejido de paltas sin dano fisiolégico y con estado madurez mas avanzado, presentaron una mayor
actividad de la enzima polifenoloxidasa. Su actividad descrecié después de 40 dias de almacena-
je refrigerado, alcanzando similar magnitud en ambas temperaturas de almacenaje (Cuadrol).

Cuadro 1. Actividad relativa de la enzima Polifenoloxidasa (umol/min*g), en tejido sano de paltas, almacenadas a 3°y 7°C

Dias de almacenaj 9-11% aceite 14-16% aceite
as de almacenaje - o —C — =
10 -_

597 5,30 15,40 32,35
20 5,53 4,83 16,68 11,40
30 6,60 4,73 25,60 15,00
40 0,79 1,67 21,80 11,76

En relacién a la temperatura de almacenaje, se observa que en general la actividad de la enzima
polifenoloxidasa fue mayor al almacenar la fruta a 3°C, en ambos estados de madurez (Cuadros
1y 2). Tejidos con dafio fisiolégico presentaron siempre, en las fechas evaluadas, una mayor acti-
vidad de la enzima polifenol oxidasa que el tejido sano (Cuadro 2).

Cuadro 2. Actividad relativa de la enzima Polifenoloxidasa (umol/min*g) en tejido con desarrollo de desordenes fisiolo-
gicos, en paltas con 14-16% de aceite.

Dias de al ) Pardeamiento Pulpa Oscurecimiento Vascular
128 ge aqmasenale
10 33,55 - 30,77 -
20 - 7,50 -
30 = - ; .
40 12,80 - 19,77

Al retrasar la cosecha, en general la concentracion de calcio en el tejido disminuye afectando la
estabilidad de las membranas lo que explica por qué la fruta de cosecha tardia es mas sensible a
los desdrdenes fisiologicos. Cutting et al (1992) senalan que la concentracion de fenoles (sus-
tratos de la PFO) se incremento en la medida que los frutos presentan mayor madurez.

La actividad de la enzima peroxidasa en tanto, fue mayor cuando la fruta fue almacenada a tem-
peraturas de 7°C (Cuadro 3). A su vez en el tejido sano, la actividad de esta enzima fue mayor que
en el tejido con dano fisiolégico (Cuadros 3 y 4). Lo anterior explica que la participacion de esta
enzima no estaria directamente relacionada con la aparicién de los desordenes fisiolégicos mani-
festados, sino que su accion tiene relacién directamente con su actividad fisiologica oxidativa en
el fruto. Estos resultados se aproximan a los obtenidos por Zauberman, et al. (1985) quienes no
registraron significativos incrementos de actividad de la peroxidasa en el cv. Fuerte con sintomas
de dano por frio, luego de un almacenaje a 1+ 1°C.
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Cuadro 3. Actividad relativa de la enzima Peroxidasa(umol/min*g), en tejido sano de paltas, aimacenadas a 3%y 7°C.

Dias de al o 9-11% aceite 14-16% aceite
128 de amacenal
10

35,98 124,40 24,90 10,20
20 45,32 133,38 68,42 135,49
30 49,26 139,39 23,74 155,27
40 98,58 124,15 36,13 47,17

Cuadro 10. Actividad relativa de la enzima Peroxidasa (umol/min*g) en tejido con desarrollo de desordenes fisioldgi-
cos, en paltas con 14-16% de aceite.

. .
Dias de almacenaje Pardeamiento | Oscurecimiento| Pardeamiento | Oscurecimiento
15.64 19.34 - -
52.66

47.82 59.09

Analisis histologico

El analisis histolégico, muestra que los tejidos de paltas cosechadas con 9-11% aceite, no mos-
traron una lignificacion evidente ni una desorganizacion celular, sino hasta los 40 dias de alma-
cenaje (figura 1), esto se relaciona con la no manifestacion de dafio visual en la fruta durante el
almacenaje. El tejido, con indice de madurez 14-16% de aceite en tanto, mostré una disgregacion
y una lignificacion celular progresiva durante el almacenaje, especialmente en aquellos almacena-
dos a 3°C (figura 2).

a b

Figura 1. Corte longitudinal de tejido de palta Hass cosechada con 9-11% de aceite, a.-almacenada a 3°C por 20 dias; b.-
almacenada a 7°C por 40 dias. Fotografias con microscopio 6ptico de luz con aumento de 20x.
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Figura 2. Corte longitudinal de tejido de palta Hass cosechada con 14-16% de aceite, a.-almacenada a 3°C por 20 dias;
b.- almacenada a 3°C por 40 dias. Fotografia con microscopio optico de luz con aumento de 40x.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente ensayo muestran que fruta almacenada a 3°C presentd una mayor
actividad de la enzima polifenoloxidasa que fruta aimacenada a 7°C, lo mismo ocurrié cuando se
analiz6 el tejido que presento dano fisioldgico en relacion al tejido sano.

Al analizar la enzima peroxidasa, fue en el tejido sano donde la actividad de esta enzima fue mayor.

El analisis histologico mostrd que frutos con nivel de madurez 9-11% de aceite, tuvieron una mejor
estructura y organizacion celular y una menor lignificacion que paltas cosechadas con 14-16%. Por
otro lado, la fruta con este ultimo nivel de madurez, presentd durante el almacenaje una crecien-
te desorganizacion celular, una disminucion del grosor y un aumento de la lignificacion de la pared
celular.
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