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Resultados y Discusion

4.1. PARAMETROS BIOQUIMICOS.

41.1. PUESTA A PUNTO DE LAS DETERMINACIONES
ENZIMATICAS.

A fin de establecer las condiciones éptimas para la determinacion de las
actividades enzimdticas peroxidasa (POD) y polifenoloxidasa (PPQ) en frutos
de papaya hermafrodita y hembra, se reali.zafon diversos ensayos encaminados
a determinar los tampones de extraccién mds id6éneos, tanto en concentracién
de sales como en pH. Este estudio se realizé con liofilizado de papaya
hermafrodita y los resultados obtenidos fueron comprobados, posteriormente

en los frutos hembras.

4.1.1.1. ELECCION DEL TAMPON DE EXTRACCION.

En funcién del material vegetal considerado, existe en la bibliografia
distintos métodos de extraccién de los enzimas POD y PPO. En general, la
fraccién soluble de Ia actividad POD se extrae con agua o tampones de baja
fuerza i6nica, mientras que la fraccion ligada iSnicamente requiere la
utilizacién de un tampén de fuerza i6nica elevada. La actividad unida
covalentemente a la pared celular sélo puede ser liberada mediante una

digestién enzimitica de la pared celular (Nagle y Haard, 1975).

La solubilizacién de las formas de PPO ligadas a la pared celular, se
suele Ilevar a cabo mediante el empleo de detergentes como Tween-80 o el
Triton X-100 (Takeo, 1965; Stelzig y col., 1972; Galeazzi y col., 1981). La

oxidacién de los fenoles durante el proceso de exiraccién origina pigmentos
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poliméricos que pueden inactivar este enzima, por ello se recurre a trabajar
a temperaturas por debajo de 0°C o a la adicién de sustancias capaces de
unirse a los fenoles elimindndolos del medio. La polivinilpolipirrolidona

(PVPP o PVP insoluble) es uno de los polimeros mds utilizados con este fin
(Prince, 1992).

Atendiendo a todo lo anteriormente expuesto, se realizaron extracciones
con distintos tampones para estabiecer el tampén mds adecuado para la

extraccion.

(A) Tampén fosfato sddice 0,05 M (pH 7,0)

(B) Tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,0) + NaCl I M

(C) Tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,0) + Triton X-100 0,5%

(D) Tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,0) + NaCl I M + Triton X-100
0,5%.

(E) Tampén fosfato sédico 0,2 M (pH 7,0)

(F) Tampén fosfato sédico 0,2 M (pH 7,0) + NaCl 1 M

(G) Tampén fosfato s6dico 0,2 M (pH 7,0) + Triton X-100 0,5%

(H) Tampén fosfato sédico 0,2 M (pH 7,0) + NaCl 1 M + Triton X-100
0,5% o

A todos estos tampones se les afiadié PVP insoluble al 1%.

(I) Tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,0)

(J) Tampdn fosfato sédico 0,05 M (pH 7,00 + NaCl I M

(K) Tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,0) + Triton X-100 0,5%

(L) Tampén fosfato sédico 0,05 M (pH 7,0) + NaCl 1 M + Tﬁton X-100
0,5%

(M) Tampén fosfato sédico 0,2 M (pH 7,0)
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(N) Tampén fosfato sédico 0,2 M (pH 7,0) + NaCl 1 M

(N) Tampén fosfato sédico 0,2 M (pH 7,0) + Triton X-100 0,5%

(O) Tampén fosfato sédico 0,2 M (pH 7,0) + NaCl 1 M + Triton X-100
0,5%

A estos tampones se les afiadié PVP soluble al 1%.

Los resultados obtenidos se reflejan en la Tabla V.

TAMPON ACTIVIDAD POD ACTIVIDAD
PPO (ADO/min/g liof) (ADO/min/g liof)
A 86,77 76,25
B 98,84 82,36
C 124,74 117,56
D 117,08 118,34
E 150,94 120,51
F 152,11 122,82
G 151,74 121,98
H 152,99 123,74
I 65,71 42,98
J 82,32 48,56
K 110,46 109,89
L 117,90 116,36
M 122,18 123,46
N 126,60 124,22
0 137,16 124,48
P 124,63 12536

Tabla V:  Influencia del tampén de extraccién en la determinacién
de la actividad peroxidasa (POD) y polifenoloxidasa
(PPO). 91
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En la Tabla anterior se observa que la utilizacién de tampén fosfato con
PVPP (PVP insoluble), mejora el proceso de extraccién obteniéndose un
extracto enzimético con mayor actividad POD y PPO que cuando se utiliza
PVP soluble. Esto puede deberse principalmente a la retirada de fenoles del
medio que podrian interferir en la determinacidn de la actividad de dichos

enzimas.

La adicién de Triton X-100 al tampdn de extraccidén, conduce a un
ligero incremento de la actividad POD y PPO. Sin embargo, este aumento no
es lo suficientemente importante y no compensa su utilizacion por las
dificultades que conlleva la presencia de un detergente, a la hora de trabajar

con extractos enzimdticos.

La adicién de una sal, NaCl, conduce a un aumento en la actividad
enzimdtica POD y PPO, cuando se trabaja con tampones de baja fuerza idnica
(0,05 M). Al utilizar tampones de fuerza iénica alta (0,2 M), la adicién de
sales no produce un aumento significativo de ambas actividades. Ademds la
utilizacién de tampones de baja fuerza iénica, conduce a la extraccion de las
protefnas solubles en el citoplasma, mientras que para la extraccién de las
proteinas solubles y ligadas idnicamente a la pared celular, es decir las

protefnas totales, se recurre a la utilizacién de tampones de fuerza i6nica alta.

En este trabajo de investigacién se considerd la utilizacién de un
tampdn de fuerza idnica alta (0,2 M), debido a que estos son capaces de
producir "per se" una liberacion de los enzimas ligados a la pared celular sin

necesitar la adicién de sales ni de Triton X-100.
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4.1.1.2. ELECCION DEL pH OPTIMO DE ACTUACION DE LOS
ENZIMAS.

El pH éptimo de la actuacién de la peroxidasa varfa en un amplio
margen (4,0-7,0), mientras que en el caso de la polifenoloxidasa, oscila en
funcién de la fuente del enzima y del sustrato considerado (Mihalyi, 1978). No
ha sido posible encontrar estudios centrados en la determinacion del pH

éptimo de la actividad POD ni PPO en frutos de papaya.

Para determinar el pH dptimo de actuacién de ambas actividades
enzimdticas, se realizaron las actividades necesarias en tampones fosfato
sédico 0,05 M, cuyo pH oscilaba entre 5 y 7,5. La determinacion de la
actividad POD y PPO se realizé segtin lo descrito en al apartado de Materiales

y Métodos (3.4.6.2.). Los resultados se reflejan en las Figuras 3 y 4.

DETERMINACION DEL pH OPTIMO
DE ACTUACION DE LA PEROXIDASA
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Determinacién del pH éptimo  de actuacién de la

Figura 3:
peroxidasa (POD).
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DETERMINACION DEL pH OPTIMO

DO/min/g de liof.

Figura 4. Determinacién del pH dptimo de actuacién de la
polifenoloxidasa (PPO).

4.1.1.3. ESPECIFICIDAD DE PPO HACIA DISTINTOS SUSTRATOS.

Se utilizaron como sustratos no naturales el Catecol y el 4-metil Catecol

y como sustratos naturales la L-Dopa y la Catequina, disueltos en tampdn

fosfato pH 6,3.

La obtencidn del extracto enzimético se realizé como se explicé en el
apartado de Materiales y Métodos. La lectura de la actividad PPO se realizé

a 420 nm cuando se utilizé Catecol, 4-metil Catecol y Catequina, y a 480 nm

cuando se utilizé L-Dopa.
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Las concentraciones de las soluciones que actuaron como sustrato de la

PPQO, asi como los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI.

SOLUCION ACTIVIDAD PPO
(ADO/min/g liof}

Catecol (0,5 M) : 119,81
4-metil Catecol (0,06 M) 56,97
L-Dopa (0,015 M) 7,66

Catequina {0,003 M) ——

Tabla VI:  Influencia del sustrato en la determinacién de la actividad
polifenoloxidasa (PPO).

Cuando se utiliza Catequina, se observa que no se puede medir la
actividad de polifenoloxidasa. Sin embargo el empleo de Catecol y 4-metil
Catecol, sustratos no naturales, demuestra la existencia de este enzima. Por
otro lado, la utilizacién de L-Dopa a muy baja concentracién (0,015 M),
también manifiesta la actividad PPO aunque existe un perfodo de latencia de
unos tres minutos. Esta latencia es en cierto modo légica pues mientras que
el Catecol y el 4-metil Catecol son difenoles no naturales, la L-Dopa €es un

difenol natural (Vamos-Vigyazo, 1981).
4.1.1.4. ELECCION DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO PARA
LA DETERMINACION DE PPO.

Se partié de dos sustratos, Catecol y 4-metil Catecol, que aunque no
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son sustratos naturales de la PPO, fueron los méds adecuados en la
determinacién de la actividad polifenoloxidasa. Se realizaron diluciones de las
soluciones madres (Catecol 0,1 M y 4-metil Catecol 0,01 M, disueltos en

tampdn fosfato 0,05 M pH 6,5).

En las Figuras 5 y 6 se observa como a medida que aumenta la
concentracién de ambos sustratos, la actividad de polifenoloxidasa aumenta

hasta que se satura debido a un exceso de sustrato.

ESTUDIO DE SUSTRATO

140
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A DO/min g ljof.
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CONCENTRACION DE CATECOL

Actividad PPO cuando se utilizan distintas

Figura 5:
concentraciones de catecol,
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ESTUDIO DE SUSTRATO
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Figura 6:  Actividad PPO cuando se utilizan distintas
concentraciones de 4-metil catecol.

La constante de Michaelis de un enzima constituye una caracteristica
itil e importante, que es fundamental no sélo para la descripcién matem4tica
de la cinética enzimdtica, sino también de para la determinacién cuantitativa
de la actividad enzimdtica en los tejidos y la purificacién del enzima. Ademds,
la concentracidn de sustrato que proporciona la mitad de la velocidad mdxima,
facilita una indicacién til para el andlisis de algunos mecanismos de

regulacion enzimdtica. Las Figuras 7 y 8 muestran los valores de Km y Vmax,

determinados para catecol y 4-metil catecol,
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ESTUDIO DE SUSTRATO
Km y Vmax
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Figura 7:  Determinacién de la Km y Vmax cuando se utiliza catecol
como sustrato.
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Figura 8:  Determinacién de la Km y Vmax cuando se utiliza 4-
metil catecol como sustrato.
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Como Km es directamente proporcional a Vmax, a mayor valor de Km
mayor Vmax, y como consecuencia se puede concluir que la afinidad del
enzima por el sustrato es mayor, puesto que la velocidad de formacién del
compuesto de la reaccidn también es mayor, (Lehninger, 1986). De este hecho
se puede concluir que la afinidad de la polifenoloxidasa es mayor hacia el

catecol (Km=6,5 x 10 M) que hacia el 4-metil catecol (Km=9,78 x 10 M).

Por todo lo anteriormente expuesto en el presente trabajo de
investigacién, se utiliz6 Catecol 0,05 M como sustrato idéneo en la
determinacién de la actividad polifenoloxidasa por resultar la actividad de
polifenoloxidasa mayor que cuando se utilizan otros sustratos y otras

concentraciones.

4.1.2. PARAMETROS  BIOQUIMICOS: EFECTO DE LA
MADURACION, PROCESO DE CONGELACION Y

i ELADO.

4.1.2.1. PROTEINAS EXTRAIDAS.

La evolucién en el contenido de proteinas extraidas durante la
maduracién, asi como los cambios ocasionados por el proceso de congelacién

y durante su conservacién en estado congelado (-24°C), se muestran en las

Figuras 9 y 10, respectivamente.
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* E§ o | luracid

En la evolucién que sufren las proteinas extraidas durante la
maduracién en ambos frutos, se observan diferencias estadisticamente
significativas (p <0,005) en tres de los cuatro grados de madurez estudiados
(1,10 y 15 dfas de conservacion a 14°C), Figura 9. El contenido mayor en
protefnas extraidas se produce a los 10 dias de maduracién 3¢ grado de
madurez de ambos frutos (7,97 mg proteinas extraidas/g liofilizado en frutos
hermafroditas y 8,91 mg de proteinas extrafdas/g liofilizado en frutos
hembras). Si se atiende a la evolucién del contenido en proteinas extraidas en
los frutos hermafroditas, se puede observar que se producen diferencias
significativas hasta el décimo dfa de conservacidn, correspondiente al 3% grado
de maduracién, cuando el fruto presenta 7,97 mg de prot ext/g liofilizado).
Los frutos de papaya hermafrodita en estado preclimatérico, presentan valores
de 5,73 mg prot ext/g liofilizado. Estos resuitados son similares a los descritos
por Salunkhe (1984). Una vez que el producto alcanzé el 4° grado de
maduracién (15 dfas), se observé una cafda en las proteinas extraidas que no

fue significativo (6,36 mg prot ext/g liofilizado), Tabla [ (anexo).

En el fruto preclimatérico hembra, el contenido de proteinas extraidas
fue de 7,60 mg/g liofilizado, produciéndose una disminucién de las mismas
del 12,5% , a los 5 dfas de conservacién en la cdmara frigorifica, segin se
muestra en la Figura 9. A los 10 dfas de conservacién, se produjo un aumento
estadisticamente significativo (8,91 mg prot ext/g liofilizado). En el 4° grado
de maduracién, se produjo una ligera disminucién del contenido de protefnas

extraidas que no fue significativo (8,27 mg prot ext/g liofilizado).

Si se compara el contenido en proteinas extrafdas, a lo largo de la
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maduracién, de los frutos hermafroditas y hembras se observa que estos

valores son siempre superiores en los frutos hembras, existiendo por tanto

diferencias significativas salvo a los 5 dfas de maduracién.

PROTEINAS EXTRAIDAS

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTOS

= HEAMAFRODITA <-HEMBRA

mg prot ext./g lipf.

10IA

5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS
HERMAFRODITA 573 573 7.97 6,36
HEMBRA 7.6 6,65 8,91 8,27

TIEMPO DE CONSERVACION (1 4°C)

Figura 9:  Proteinas totales extrafdas durante la conservacién
frigorifica (14°C).

* Efecto-del-procese-de-congelaetén—

Este estudio se realizd, con frutos que habfan alcanzado el 3% grado de

maduracién (10 dias de almacenamiento a 14°C). El contenido en protefnas

extraidas de las rodajas antes de ser sometidas al proceso de congelacidn, fue

de 13,75 mg/g liofilizado en fas hermafroditas y 12,85 mg/g liofilizado en las

hembras, segiin se muestra en la Figura 10,

Cuando las rodajas de papaya procedentes de frutos hermafrodita y

hembra son sometidas al proceso de congelacidn, se produce una disminucién
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no significativa (7,14%) y (1,6 %) respectivamente, de forma que Ia cantidad

de proteinas extraidas en los dos frutos, no es estadisticamente significativa.

Durante los doce meses de conservacidn en estado congelado, se
producen variaciones, estadisticamente significativas, en la cantidad de

proteinas extraidas en los distintos tiempos de almacenamiento, Figura 10,

En el fruto hermafrodita, la cantidad de protefna extraida es
significativamente menor a los 3, 9 y 12 meses de conservacién, que en el
control (13,75 mg prot ext/g liofilizado), como puede observarse en la Tabla

2 (anexo).

En el fruto hembra, las proteinas extraidas no sufren variaciones
significativas salvo si comparamos los 3 y 9 meses, con los 12 meses de
almacenamiento. A los 3 y 9 meses se produce un aumento en el contenido de
proteinas extraidas (15,30 mg/g liofilizado y 14,32 mg/g liofilizado), para

disminuir a los 12 meses de conservacién (11,36 mg/g liofilizado),

Si se comparan los contenidos en proteinas extraidas de las rodajas de
papaya hermafrodita y hembra, se observa que si bien a los 3 meses la
diferencia en este pardmetro no es significativa, si lo 6s a los 6 y 9 meses,
alcanzando valores de 12,43 y 13,44 mg/g liofilizado (6 eses) y 11,15 y
14,32 mg/g liofilizado (9 meses), respectivamente. Al final de la conservacién

(12 meses), resulta ser muy similar el contenido de proteinas extraidas en la

dos muestras congeladas, segin la Tabla 2 (anexo).
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PROTEINAS EXTRAIDAS

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
= HEAMAFRODITA ¢ HEMBRA

mg prot ext./g liof.

9
CONTHOL  R.CONG A MESES 6MESES 9 MESES 12 MESES

HERMAFRODITA 13,75 12,74 11,78 12,43 11,18 11,73
HEMBRA 12,85 12,65 15,3 13,44 14,32 11,36

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO [-24°C)

Figura 10: Protefnas totales extrafdas durante Ia congelacién y
conservacion en estado congelado (-24°C),

4.1.2.1.1. Discusién de los resultados.

Los frutos de papayas hermafroditas y hembras experimentan durante
su maduracién una evolucién diferente en el contenido de proteinas totales
determinadas segin el apartado de materiales y métodos. En el fruto
hermafrodita se produce un aumento entre los 5 y 10 dfas de maduracién y
disminuye a los 15 dias debido posiblemente a la senescencia del fruto, En la
senescencia, las proteasas degradan las proteinas y enzimas de forma que
podria ser esta la razén de un menor contenido en protefnas totales a los 15
dias de conservacién frigorifica a 14°C, Dilley (1970). En el fruto hembra,
se produce a los 5 dias de maduracién una disminucién no significativa en el

contenido de protefnas totales que podria ser debido al balance entre procesos
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metabdlicos de sintesis y degradacién simultdneos. A los 10 dfas se vuelve a
observar un incremento en este pardmetro. Posteriormente, a los 15 dfas,
senescencia del fruto, se observa una disminucién del contenido de las

proteinas totales como ocurria en el fruto hermafredita.

La congelacién produce, "per se“, una ligera modificacidn en el
contenido de protefna total, que fue mds significativo en la papaya hembra que
en la hermafrodita. Los trozos de papaya, hembra y hermafrodita, congelados-
descongelados sufren una disminuciéndel (7,14 %) y (1,60%) respectivamente,
de forma que la concentracién después del periodo de conservacién en estado
congelado, fue la misma para los dos tipos de frutos. Este resultado estd de
acuerdo con las investigaciones llevadas a cabo por Mariny col., (1992) sobre
el efecto del proceso de congelacién en las proteinas de las frutas. Si se tiene
en cuenta que al descongelar el exudado que se produce es pequefio, se podria
concluir que el efecto de la congelacidn sobre las protefnas se debe a la
desnaturalizacién de la fraccién de protefnas mds ldbiles a consecuencia de las

bajas temperaturas.

El comportamiento, que a partir del proceso de congelacidn sufren las
proteinas en los trozos de papaya hembra y hermafrodita, es totalmente
inverso, hasta que al final de 1a conservacidn, 12 meses, se iguala. Las
protefnas de la papaya hembra aumentan durante la conservacién, alcanzando
su méaximo a los 3 meses de almacenamiento, mientras que las de la papaya
hermafrodita no sufren diferencias significativas. El hecho de que el contenido
en proteinas totales aumente ligeramente durante la conservacién a -24°C,
también podria atribuirse a la facilidad de extraccién por c!aﬁos en la
estructura celular. Asimismo, podrian influir otros factores como la

deshidratacién mayor que sufre esta muestra durante la conservacion.
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4.1.2.2. ACTIVIDAD PEROXIDASA TOTAL Y ESPECIFICA.

Los resultados referentes a la actividad POD de los frutos de papaya
hermafrodita y hembra, determinados durante la maduracién, proceso de
congelacidn y conservacidn al estado congelado a -24°C, se dividieron en
actividad peroxidasa total y actividad peroxidasa especifica. Como se ha
comentado en el apartado de eleccion del tampdn de extraccién, la actividad
peroxidasa total se obtiene al utilizar un tampdn de extraccién de alta fuerza
iénica, pues se consigue extraer aquella fraccidn que se encuentra ligada a las
paredes celulares. La actividad peroxidasa especifica se obtiene al referir la

actividad peroxidasa total a la cantidad de proteinas extraidas.

a) Actividad peroxidasa total.

Las Figuras 11 y 12 muestran la actividad peroxidasa total.

* Efectode lamaduracién.

La actividad peroxidasa total sufre a lo jargo de la maduracion de los
dos frutos, hermafroditas y hembras, una evolucién diferente siendo siempre
la actividad POD total mayor en los frutos hembras. En el fruto hermafrodita
se producen diferencias estadisticamente significativas entre la actividad total
del fruto preclimatérico (174,16 ADO/min/g liofilizado) y la observada a los
5 y 15 dias de conservacién en cdmara frigorifica (155,54 y 160,16
ADO/min/g liofilizado, respectivamente), Tabla 1 (anexo). Mientras que en
el fruto hembra no se observan diferencias significativas entre los dos

primeros estados de madurez (1 y 15 dias de conservacién a 14°C).
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Por lo tanto, la actividad POD total sufre una disminucién continua, en
ambos frutos (5,91 % hermafrodita y 14,62 % hembra), hasta la madurez de los
mismos (10 dias), cuando muestra valores de 163 y 171,99 ADO/min/g

liofilizado respectivamente, manteniéndose sin cambios hasta el final de la

conservacion, Figura 11.

ACTIVIDAD PEROXIDASA (POD)

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTOS
<~ HERMAFRODITA < HEMBRA

220
‘ic-; 200
@
£ 180
£
Q
O 180
<
140 1 DIA 5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS
HERMAFRQDITA 174,16 155,54 163,86 160,16
HEMBRA 201,43 192,19 171,99 170,78
TIEMPO DE CONSERVACION {14°C)
Figura 11: Actividad peroxidasa total durante la conservacidn

frigorifica (14°C).

Los frutos de papaya hermafrodita y hembra empleados para realizar
el estudio del efecto de la actividad peroxidasa total, no presentaron valores

significativamente diferentes como puede observarse en la Figura 12.
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A consecuencia del proceso de congelacién, se produce un aumento
estadisticamente significativo en la actividad POD total (13,73% vy 13,45%),

tanto en los frutos hermafroditas como en los hembras.

Sin embargo, si comparamos la actividad POD en los frutos recién
congelados de ambos sexos, podemos afirmar que no existen diferencias

significativas.

A lo largo de la conservacién en estado congelado de las rodajas de
papaya hermafrodita y hembra, las actividades POD total sufren una serie de

cambios estadisticamente significativos, que se describen a continuacidn.

La actividad POD en las rodajas de fruto hermafrodita sufre a los 3
meses una disminucién estadisticamente signiﬁcativé (6,83%) respecto a la
existente en el fruto recién congelado (164,3 ADO/min/g liofilizado); de forma
que su actividad resulta ser muy similar a la del fruto fresco (control). A partir
del tercer mes, no se producen diferencias significativas en los valores de

actividad POD total, Figura 12,

En las rodajas de papaya hembra, la actividad POD total sufre un
aumento estadisticamente significativo a partir de los 3 meses, alcanzando un
valor de 182,32 ADO/min/g liofilizado. Sin embargo a partir de los 9 meses

se produce una disminucién de la actividad POD total (25,5%), dg forma que
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no existe diferencia significativa en la actividad de este enzima entre las
rodajas de papaya conservadas durante 12 meses a -24°C y el valor de este

pardmetro en el fruto fresco, antes del procesado.

La diferencia en la actividad POD total en las muestras procesadas de
ambos frutos, a lo largo de la conservacion en estado congelado, es
significativamente muy diferente salvo a los 6 meses de almacenamiento,
cuando ambos adquieren valores cercanos a 166 ADO/min/g liofilizado, Tabla

2 (anexo).

ACTIVIDAD PEROXIDASA (POD)

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
=~ HERMAFRODITA ¢ HEMBHA

200

180

160

140

ADO/min/g liof.

120

100 CONTROL R, CONG 3 MESE5S & MESES 9 MESES 12 MESES

HERMAFRODITA 141,75 164,32 153,08 165,96 163,12 157,07
HEMBRA 144,41 166,85 182,32 166,66 175,94 131,08

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO {-24°C}

Figura 12: Actividad peroxidasa total durante la congelacién y
conservacién en estado congelado (-24°C).
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b) Actividad POD especifica.

Al analizar la evolucién de la actividad especifica, es decir la variacién
en la absorbancia durante un minuto por ing de proteina extraida se pueden

observar los resultados que a continuacién se describen.
* Etgetg de ]a lﬂad“l:aeiéﬂ

En la Figura 13 se observa que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los frutos de papaya hermafroditas y hembras, respecto a
su actividad peroxidasa especifica; adquiriendo valores ligeramente superiores

en los frutos hermafroditas.

Al inicio del estudio de maduracién, frutos preclimatéricos, la actividad
POD especifica fue de 30,41 ADO/min/ing prot ext para el fruto hermafrodita
y 26,65 ADO/min/mg prot ext para el hembra, Tabla [ (anexo).

En el fruto hermafrodita se produce una disminucién en la actividad
POD especifica estadisticamente significativa, durante el proceso de
maduracién (32,39%); ilegando a observarse valores de esta actividad de

25,18 ADO/min/mg prot ext, en los frutos senescentes o sobremaduros.

En cuanto al fruto hembra, esta disminucion en POD especifica es
estadisticamente significativa atendiendo a los valores inicial (1 dfa) y final (15
dias) de conservacién, La disminucién de actividad POD especifica, durante
todo el perfodo de conservacién a 14°C, que se produce en los frutos hembras

es del 22,48%.
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ACTIVIDAD PEROXIDASA ESPECIFICA

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTQS
- HERMAFRODITA ¢ HEMBRA

40
-
Cl>.<) a5
2 30
Q.
g 2
'E 20
£
Qs
=]

1 1 DiA 5 DIAS 10 DIAS 19 DIAS
HERMAFRODITA 30,41 27.14 20,58 25,18
HEMBRA 26,65 28,91 19,3 20,66

TIEMPO DE CONSERVACION {14°C)
Figura 13: Actividad peroxidasa especifica durante la conservacion

frigorifica (14°C).

* Electo-del-proceso-de-eonpelacion:

La actividad peroxidasa especifica no es estad{sticamente significativa
entre frutos hermafroditas y hembras siendo 10,31 ADO/min/mg de proteina

extraida y 11,24 ADO/min/mg de proteina extraida, respectivamente.

Como consecuencia del proceso de congelacién de los tejidos "per se,
se produce un aumento estadisticamente significativo en la POD especifica

tanto en las rodajas de papaya hermafrodita (20,14 %) como hembra (14,78 %),
Figura 14.
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Las muestras hermafroditas y hembras recién congeladas no muestran
diferencias significativas respecto al valor de actividad POD especifica, (12,91

y 13,19 ADO/min/mg prot ext, respectivamente), Tabla 2 (anexo).

La evolucién de la actividad POD especifica no sufre variaciones
significativas en ninguno de los tipos de rodajas de papaya, durante su

conservacion en estado congelado.

La actividad especifica de la POD es estadisticamente significativa entre
ambos frutos a partir del 3% mes de almacenamiento, siendo significativamente
mayor en los frutos hermafroditas, hasta el final de la conservacién (12

meses).

ACTIVIDAD PEROXIDASA ESPECIFICA

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODA.JAS
“HERMAFRODITA ¢ HEMBRA

ey
-]

%
a’ ]
§ 14 |
o |
q’ H
© 1
o 12 :
£ !
£
E tof
ey
@]
O ...... N
< e CONTROL . CONG 3 MESES 8 MESES 8 MESES 12 MESES
HERMAFRODITA 10,31 12,91 12,29 13,36 14,83 13,39
HEMBRA 11,24 13,19 11,91 12,4 12,29 11,54

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO {-24°C)

Figura 14: Actividad peroxidasa especffica durante la congelacién y
conservacién en estado congelado (-24°C):
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4.1.2.2.1. Discusion de los resultados.

La actividad peroxidasa total (POD), determinada en los frutos de
papaya hermafrodita y hembra disminuye a lo largo de la conservacién a
14°C. Por el contrario, en otros frutos tropicales como el mango se produce
un aumento de la actividad POD a lo largo de la maduracién (Marin y Cano,
1992). Puesto que el contenido en protefnas totales disminuye al final de la
conservacién podria decirse que en la senescencia se produce una disminucidén
en la sintesis de estc enzima. Este dato ademds estaria en relacidn con lo
obtenido en la determinacién de la actividad peroxidasa especifica, ya que est4

expresada como el ADO/min/mg de protefna.

La peroxidasa, s un enzima muy estable a temperaturas bajas, pero la
congelacién y el posterior almacenamiento de frutas y hortalizas congeladas,
normalmente conduce a una desactivacién de Ja misma, que parece ser debida
a la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares que modifican la
conformacién del enzima (Maier y col., 1967). Sin embargo, la actividad de
la peroxidasa no se destruye, sino que disminuye o se inactiva
reversiblemente, de ah{ que se haya observado después del almacenamiento,
corto o largo, una regeneracién de esta actividad, lo que conduce a un

deterioro de la calidad del producto (Burnette, 1977; Marin y Cano, 1993).

El proceso de congelacién provoca un incremento en la actividad
peroxidasa. Este efecto contrario al anteriormente descrito para protefnas nos
indica que se ha producido en este proceso un incremento en la facilidad de
extraccion de las formas de POD ligadas a la pared celular como consecuencia
de la congelacién y posterior descongelacidn del tejido. Ademds la actividad

POD especifica también aumentd de forma significativa.
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Durante la conservacion en estado congelado, se observan variaciones
en la actividad POD total, tanto en las rodajas de papaya hermafrodita como
en las hembras. A los tres meses la actividad de POD en el fruto hembra es
significativamente mayor que en cualquier otro momento del estudio, igual que
ocurria con el contenido en proteinas totales. Este hecho podria relacionarse
con el dafo mecdnico producido por el crecimiento de cristales de hielo en el
tejido y por el cambio de la fuerza iénica citopldsmica, que causa un aumento
de la solubilidad de as proteinas ligadas a la pared celutar del tejido fresco.
Al aumentar la extraccién de proteinas, también se produce un aumento de la
actividad de POD. Este hecho no se observa en el fruto hermafrodita, pues a
los tres meses de conservacién a -24°C el contenido en protefnas es menor y
la actividad enzimdtica POD también lo es. La actividad peroxidasa especifica
determinada en las rodajas de papayas hermafroditas y hembras congeladas no

sufre modificaciones a lo largo de su conservacién a -24°C.

4.1.2.3. ACTIVIDAD POLIFENOLOXIDASA TOTAL Y ESPECIFICA.

En este apartado se van a comentar los resultados obtenidos en la

determinacién de PPO total y PPO especifica.

a) Actividad PPO total.

La evolucién de la actividad Polifenoloxidasa total de las rodajas de las
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muestras de papaya hermafrodita y hembra, aparecen reflejadas en las Figuras

15 y 16.

* Efecto-dela-maduracién:

La evolucién de la actividad PPO total durante la maduracién de los
frutos de papaya hermafrodita y hembra, queda reflejada en la Figura 15. Los
valores de actividad PPO total son relativamente mayores en los frutos
hembras que en los hermafroditas. Las diferencias en la actividad
polifenoloxidasa observada entre ambos frutos son estadfisticamente mds
significativas en los frutos no maduros en un estadio preclimatérico;
convirtiéndose en no significativa en los frutos que han alcanzado la

senescencia (13 dias de conservacion),

En el fruto hermafrodita no existen diferencias entre los valores de PPO
total inicial 129,74 ADO/min/g liofilizado y los observados a los 5 y 15 dias
de su conservacion, sin embargo, a los 10 dias de conservacién estos frutos
experimentan un aumento significativo de la actividad PPO total, que coincide

con la madurez del fruto (144,73 ADO/min/g liofilizado), Tabla | (anexo).

Por el contrario, en el fruto hembra existen diferencias significativas en
la actividad si comparamos entre si todos los grados de madurez;
observdndose también un méximo de actividad PPO total que coincide con la

madurez del fruto (158,5 ADO/min/g liofilizado), Figura 15.
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ACTIVIDAD POLIFENOLOXIDASA (PPO)

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTOS
-+ HERMAFRODITA ¥ HEMBRA

220
200
5
= 1680
o
£ 160
E
O 140
la]
<
100 -
1 01A 5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS
HERMAFRODITA 129,74 133,96 144,73 120,6
HEMBRA 191,16 130,22 158,58 135,49

TIEMPO DE CONSERVACION (14°C)

Figura 15:  Actividad polifenoloxidasa total durante la conservacién
frigorifica (14°C).

* E‘eete del Bieee&e—ée—eeﬂ-ﬂ-e-l-&e-l-éﬂ-' .

La actividad PPO total determinada en ambos frutos frescos, antes del
proceso, es estadisticamente muy significativa; mostrando valores de 126,51
y 109,62 ADO/min/g liofilizado, para frutos hermafroditas y hembras,

respectivamente, Tabla 2 (anexo).

Durante el proceso de congelacion, la actividad PPO total en las rodajas
de papaya hermafrodita y hembra, sufre un aumento estadfsticamente

significativo, alcanzando valores de 154,17 y 121,48 ADO/min/g liofilizado,
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respectivamente. Este cambio supone incrementos del (17,94%) y (9,76 %)

para ambos lotes.

Durante el proceso de conservacion en estado congelado, la actividad
PPO total va a sufrir variaciones estadisticamente significativas, segin se

muestra en la Figura 16.

En las rodajas de frutos de papaya hermafrodita, se observa una
disminucién muy significativa en la actividad de PPO total a los 3 meses de
conservacién, respecto al resto de las determinaciones en los restantes
perfodos. Sin embargo, la actividad a los 3 meses de almacenamiento (123,31
ADO/min/g liofilizado), es semejante a la del fruto control. A partir del 6°
mes se produce una ligera regeneracién en la actividad del enzima, alcanzando
valores de 145 ADO/min/g liofilizado, a los 12 meses de conservaci(;'m a-

24°C, Tabla 2 (anexo).

La actividad PPO total en rodajas de frutos hembra también sufre una
regeneracion estadfsticamente significativa a los 3 meses de conservacién al
estado congelado (163,25 ADO/min/g liofilizado). A continuacién se produce

una disminucidn en la actividad alcanzando a los 12 meses, valores cercanos

a 118,19 ADO/min g liofilizado.

La Figura 16 nos muestra claramente que los valores medios obtenidos

de actividad PPO total en las rodajas de ambos frutos son estadisticamente

significativos.
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ACTIVIDAD POLIFENOLOXIDASA (PPO)

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
- HERMAFRODITA ¢ HEMBRA

195
L 175
o
=
= 185
c
= 13§
=
=
Q 115
[a)
< 96
& CONTROL R. CONG 3 MESES 6 MESES 9 MEBES 12 MESES
HERMAFRODITA 126,51 15417 123,21 145,56 153,56 145,08
HEMBRA 109,62 121,48 163,25 118,47 140,5 119,19

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO {-24°C)

Figura 16: Actividad polifenoloxidasa total durante la congelacién y
conservacién en estado congelado (-24°C).

b) Actividad PPO especifica.

Los cambios que sufren ambos frutos como consecuencia de la
maduracién, del proceso de congelacién y su posterior conservacién en estado

congelado, puede observarse en las Figuras 17 y 8.

Al inicio de Ia maduracién se observa una diferencia extremadamente

significativa (p<0,0001) entre la actividad especifica PPO de los frutos de
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papaya hermafrodita y hembra, segiin se aprecia claramente en la Figura 17.

Esta diferencia se hace significativa a partir de los 10 dias de conservacioén,

cuando los frutos han madurado plenamente.

En el fruto hermafrodita, se produce una disminucién de la actividad
PPO especifica estadisticamente significativa entre todos los grados de
maduracién. Los frutos sencscentes (sobremaduros) presentan valores de
actividad PPO especifica (18,96 ADO/min/mg prot ext) lo que supone un

16,32% menos que en el fruto inmaduro, Tabla 1 (anexo).

Este mismo hecho ocurre en el fruto hembra, ya que se produce una
disminucién de la actividad especifica PPO durante la maduracién que es

estadisticamente significativa (34,83 %).

ACTIVIDAD POLIFENOLOXIDASA ESPECIFICA

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTQS
-+ HEAMAFRODITA ¢ HEMBRA

40
. 38
e
2
& 30
o
£ 25
£
-E 20
S
Q
< 16
10 1 DIA & DIAS 10 DIAS 15 DIAS
HERMAFRODITA 22,66 23,38 18,17 18,86
HEMBRA 25,15 19,58 17.8 16,39
TIEMPO DE CONSERVACION (14°C)
Figura 17: Actividad polifencloxidasa especifica durante  la

conservacién frigorifica (14°C).
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La actividad PPO especifica de los frutos frescos fue, como se indica
en la Figura 18, 4,81 ADO/min/mg de prot ext en frutos hermafroditas y 8,53
ADO/min mg de prot ext en frutos hembras, siendo estos valores

estadisticamente diferentes.

El proceso de congelacién produce un aumento estadisticamente
significativo en la actividad especifica PPO en ambos frutos (18,89% en
rodajas hermafroditas y 11,15% en las hembras). Los valores de PPO
especifica de las rodajas de papaya recién congeladas son diferentes
estadfsticamente diferentes entre si, 5,93 y 9,6 ADO/min/mg prot ext,

respectivamente, Tabla 2 (anexo).

¥ Evoluciénd ! > I lado,

La actividad polifenoloxidasa especifica aumenta de manera continua
hasta los 9 meses de conservacién en estado congelade en los frutos
hermafroditas (24,07%). Sin embargo, al final del perfodo de almacenamiento
(12 meses), las rodajas congeladas presentan valores de PPO especifica
similares a los de los frutos frescos (5,95 ADQ/min/mg prot ext), Tabla 2

(anexo).

En las rodajas-congeladas de frutos hembras, también se observa un

ligero incremento en la actividad PPO especffica entre las muestra recién
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congeladas y las conservadas 12 meses (8,48%). Sin embargo, no se aprecian
diferencias significativas entre los restantes tiempos de almacenamiento, como

puede observarse en la Figura 18.

Asimismo, existen diferencias significativas entre los valores de
actividad polifenoloxidasa especifica de ambos frutos, en cada perfodo de
conservacién; siendo estos valores mayores en las rodajas congeladas que

provienen de frutos hembras.

ACTIVIDAD POLIFENOLOXIDASA ESPECIFICA

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
> HERMAFRODITA < HEMBRA

o 18
*
)
-
g
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o
o
E
=
-E s
£
O
(o]
2| 0 -
CONTROL R. CONG 3 MESES & MESES 9 MESES 12 MESES
HERMAFRODITA 4,81 5,93 6,18 6,48 7.81 5,95
HEMBRA 8,53 9.6 10,87 8,82 9,81 10,49

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO (-24°C)

Figura 18: Actividad polifenoloxidasa especifica durante la
congelacién y conservacién en estado congelado (-24°C).
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4.1.2.3.1. Discusién de los resultados.

Durante la maduracién de ambos frutos, se observan fluctuaciones en
la medida de la actividad PPO total, mientras que la actividad PPO especifica
disminuye, lo que estaria relacionado con una menor extraccién de proteinas

o una menor sintesis proteica.

El proceso de congelacién produce un aumento estadisticamente
significativo en la actividad PPO total y PPO especifica, tanto en las rodajas
de papaya hermafroditas como en las hembras. Sin embargo como el
contenido de protefnas extrafdas es menor una vez transcurrido el proceso de
congelacién, esto podria ser debido a una posible regeneracién de la enzima.
Esto coincide con lo expuesto por Marin y col. (1992) en otra fruta tropical

como es el mango.

Durante la conservacién al estado congelado, se producen fluctuaciones
en la actividad PPO y PPO especifica, que dependerdn de las proteinas totales
extraidas. Dichas variaciones en la actividad enzimdtica no son suficientes
como para provocar cambios en el color de las rodajas durante la
descongelacion, puesto que estos enzimas estdn relacionados con el desarrollo
de malos olores y sabores durante el almacenamiento de los productos en

estado congelado (Galeazzi, 1984; Cano y col., 1990a; Lee, 1991).

121



Resultados y Discusién

4.1.3. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS EXTRAIDAS Y DE
LA ACTIVIDAD POD Y PPO.

4.1.3.1. PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS
ELECTROFORETICAS PARA LA DETERMINACION DE

PROTEINAS EXTRAIDAS, POD Y PPO.

Se ensayd la realizacién de esta técnica de electroforesis con extractos

muy concentrados (aproximadamente 70 mg de prot extraidas/g de producto),
procedentes de fruto fresco o congelado y de liofilizado. Las bandas
~observadas tanto de POD, PPO como de protefnas fueron las mismas. Sin
embargo se prefirié la utilizacién de producto liofilizado por estar estabilizado
y, de esta manera, ser posible la determinacién de estos pardmetros en

cualquier momento en que se requiriera.

También se ensayaron distintas condiciones de electroforesis (voltaje y
amperaje) puesto que, al ser un extracto bruto no purificado, se necesitaban
unas condiciones determinadas para que las protefnas evolucionaran de manera
adecuada, Las condiciones mds adecuadas fueron 400 voltios, 70 miliamperios

y 70 watios. La duracién de la electroforesis fue de aproximadamente 25

minutos y la temperatura 4°C.

4.1.3.1.1. Revelado de proteinas.

Se utiliz6 el método descrito en el apartado de materiales y métodos.

Para comprobar si se manifestaban las bandas se utilizé un patrén comercial
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de los Laboratorios Pharmacia, que contenia (Fosforilasa b, Seroalblimina
bovina (BSA), Ovoalbiimina, Anhidrasa Carbénica, Inhibidor de Tripsina de

soja y a Lactoalbdimina).

También se ensayaron soluciones de patrones comerciales como

pepsina, POD (HRP), o amilasa, BSA y pectina.

Una vez comprobada la aparicién de todas las bandas correspondientes
a dichas protefnas se procedié a ensayar el extracto enzimitico, utilizdndolo
a distintas concentraciones. Cuando las concentraciones eran muy bajas
(aproximadamente 14 mg prot extraidas/g de producto), el nimero de bandas
que aparecfan era menor que cuando el extracto estaba muy concentrado

(alrededor de 70 mg de prot extraidas/g producto).

4.1.3.1.2. Revelado de la actividad POD.

Una vez transcurrida la electroforesis, se utilizaron distintos sustratos,
a distintas concentraciones, en el revelado de la actividad de POD. Las
soluciones empleadas contenian tampén fosfato 0,05 M pH 6,5, peréxido de

hidrégeno 1,5% y una de las siguientes disoluciones:

(A) Parafenilendiamina al 10%
(B) Parafenilendiamina al 5%
(C) Ortodianisidina al 10%
(D) Ortodianisidina al 5%

La proporcién utilizada fue; 50 : 3,7 : 7,4, respectivamente, siendo la
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solucién mds adecuada la formada por tampdn, perdxido de hidrégeno y la
disolucién (C) (Ortodianisidina al 10%). Las bandas observadas en todas ellas
fueron las mismas pero la seleccién de esta combinacién fue motivada por el
hecho de que las soluciones que contenfan parafenilendiamina provocaban un
oscurecimiento del gel, que hacia menos perceptibles las bandas. La disolucién
(D), ortodianisidina al 5% no se utilizé porque las bandas que se revelaron

eran ligeramente més tenues.

Ademds, para comprobar que la enzima que se estaba revelando era
s6lo POD se utilizé una solucién de este enzima comercial. En el mismo gel
se introdujo en un pocillo POD comercial y en otro PPO comercial. Una vez
finalizada la electroforesis se introdujeron en una solucién que contenia
ortodianisidina al 10% reveldndose sélo las bandas en el pocillo en el que se

habfa introducido POD comercial.

4.1.3.1.3. Revelado de la actividad PPQO.

En este caso, se utilizaron soluciones de 4-metilcatecol, Catecol y dcido

Gilico a distintas concentraciones disueltos en tampdn fosfato 0,05 M pH 6,5.

(A) Catecol 0,03 M.

(B) Catecol 0,07 M.

(C) 4-metil Catecol 0,003 M.
(D) 4-metil Catecol 0,007 M.
(E) Acido Gdlico 0,003 M.
(F) Acido Galico 0,007 M.
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Transcurridos aproximadamente 10 minutos, empiezan a aparecer
bandas en los geles inmersos en estas soluciones. Sin embargo, las soluciones
de catecol y 4-meti! catecol, comienzan a tefiir el fondo del gel de color rosa
pdlido con lo que las bandas pierden nitidez. A los 20 minutos se comprobd
que cuando se pasaban los geles a una solucién de etanol se manifestaban
bandas que no eran pricticamente detectables sin este tratamiento. El etanol
produce una deshidratacién del gel de forma que las bandas se observan

mucho mds claras (Galeazzi, comunicacién personal).

Para el revelado de PPO se eligid la solucién que contenia dcido Gélico

al 0,003 M porque las bandas eran mds nftidas que con las otras soluciones.

" También se comprobd que si se introduce el gel en etanol antes de que
aparezcan todas las bandas, algunas de ellas no se manifiestan, posiblemente

porque el alcohol produce una desactivacidn de esos isoenzimas de PPO,

Igual que en el apartado anterior, se comprobé que esta solucidn sélo
revelaba las bandas con actividad PPO. Para ello, una vez transcurrida la
electroforesis, los pocillos cargados con POD y PPO comercial se introdujeron
en una solucién de dcido Gdlico 0,003 M, reveldndose séio fas bandas en el

pocillo que se habfa cargado con PPO comercial.

4.1.3.2. EVOLUCION DE LAS PROTEINAS EXTRAIDAS.

La forma de determinar exactamente si se ha producido o no evolucién
en el contenido de proteinas extrafdas, serfa mediante la utilizacién de un

densitémetro de geles. Sin embargo, al no disponer de este equipo se realizé
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una apreciacién lo mds objetiva posible de la intensidad de las bandas. Este
método ha sido utilizado en numerosos trabajos de investigacion sobre
revelado de protefnas en gel en extractos con una baja concentracién proteica.
En la Fotografia 11, se observan los resultados obtenidos de las muestras
analizadas en el presente trabajo de investigacion.

Fotografia 11: Bmﬁas electroforéticas de pffétcinas.

RS
) :
4.1.3.2.1. Discusién de los resultados. '

De la observacién directa de los geles revelados s6lo se puede destacar
la existencia de pocas bandas y no muy intensas, lo que indica un bajo

contenido de proteinas tanto en las papayas hermafroditas como en las
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hembras. Ademds, el patrén proteico parece, en principio, muy semejante en

las papayas de ambos sexos.

Durante lo primeros dias de maduracién y cuando el fruto alcanzan la
senescencia, se observan menos bandas que cuando el fruto alcanza su

madurez (10 dias de maduracién a 14°C).

En cuanto a la comparacién de las bandas electroforéticas, que se
observan en los extractos de papaya antes y después del proceso de
congelacidn, asi como durante la conservacion al estado congelado, podrian
variar en su intensidad, aunque este hecho podria comprobarse de manera mds

fehaciente con la utilizacidn de un densitémetro de geles.

4.1.3.3. EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE LA
PEROXIDASA.

Las Figuras 19 Y 20, muestran la evolucidn de los isoenzimas de POD
como consecuencia de la maduracién, el proceso de congelacidn y la

conservacién al estado congelado a -24°C.

* Efecto-de la-maduracién,

Como puede observarse en la Figura 19 tanto en la papaya hermafrodita

como en la hembra, se manifiestan 2 bandas con una movilidad relativa (R

de:
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Banda A: R=0,24
Banda B: R,=0,58

En la papaya hermafrodita, la banda A es mds intensa en el fruto
preclimatérico y a los 5 dias de maduracién, perdiendo intensidad a los 10 y

15 dfas. Por el contrario, la banda B tiene la misina intensidad durante la

maduracién del fruto.

En la papaya hembra, la intensidad de la banda A es la misma hasta los
10 dias de maduracién, disminuyendo cuando el fruto alcanza la senescencia
(15 dias). Al igual que el fruto hermafrodita, la banda B tiene la misma

intensidad a lo largo de la maduracién.

EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE
PEROXIDASA DURANTE LA MADURACION

A et mmsml vy ey o e— — OO

B o8 O [SSY SN o I coues oG A

1 5 10 15 1 5 10 15
HEMBRA

* DIAS DE CONSERVACION A 14°C
— MUY INTENSA

== INTENSA

Figura 19: Evoluci6n del patrn isoenzimético de peroxidasa durante
la conservacién frigorifica (14°C).
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* Efecto del proceso de congelacién,

El proceso de congelacién produce un ligero aumento de la intensidad
de la banda B en ¢l fruto hermafrodita, mientras que en el hembra no se

observa ningin cambio.

A los tres meses de conservacion a -24°C se observa en las muestras
procedentes de los frutos de papaya hermafrodita y hembra, Ia aparicién de
una nueva banda. Esta banda es més intensa en los extractos de frutos

hermafroditas.
Banda C: R;=0,39

Hay que destacar la desaparicién de la banda B en las muestras
procedentes de frutos hermafroditas a partir de los 6 meses de conservacién
en estado congelado. Ademds a los 12 meses de conservacion se observa un

aumento en el grosor de la banda A.

Sin embargo, en las muestras que procedian de frutos hembras, esta
banda B, permanece con la misma intensidad a lo largo de la conservacién

a-24°C.
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EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE

PEROXIDASA EN LA CONGELACION

BN N AT It
A e j— e e e e e f——.  —
o o
B s F PSS B S BN BESS S
TIEMPO ** € RC 3M BM 9M 12M [ RC 3M BM 3M 12M
HERMAFRQDITA HEMBRA

** TIEMPO DE CONSERVACION A -24°C

I MUY INTENSA

INTENSA

Figura 20: Evolucién del patrén isoenzimdtico de peroxidasa durante
la congelacion y conservacidn en estado congelado

(-24°C).

4.1.3.3.1. Riscusidn de los resultados.

Las variaciones observadas en el patrén isoenzimético de POD de las
rodajas de papaya hermafrodita y hembra durante la maduracién de los frutos,
podrian ser debidas a una mayor susceptibilidad de la banda_A, la mds
calidnica a una ligera pérdida en su actividad. Este hecho coincide con el

observado por Marfn y Cano (1992) para el mango. La banda B, m4ds
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aniénica, permanece con la misma intensidad a lo largo del proceso de
maduracién de los frutos hermafroditas y hembras. El comportamiento de las
bandas sigue la misma tendencia que la actividad de POD determinada

mediante espectrofotometria expresada como ADO/min/g liofilizado.

El proceso de congelacién pone de manifiesto un aumento de la
intensidad de la banda B en las rodajas procedentes de frutos hermafroditas
mientras que en las hembras no se observaba dicho fendmeno. Este incremento
en la intensidad de la banda B, la mds anidnica, podria ser debido a la
conversion de formas catiénicas en anidnicas por las bajas temperaturas.
Delincée y col. (1973), Adams (1978) y Marin y Cano (1993), ya observaron
cambios en el patrén isoenzimitico de la POD, asi como lfa aparicidn de

nuevos isoenzimas al utilizar tratamientos de calor o frio.

A los tres meses de conservacién en estado congelado se produce la
aparicién de una nueva banda, la C, que es mds intensa en las rodajas
procedentes de frutos hermafroditas. Mientras que las bandas A y B mantienen
su intensidad. Este hecho podria ser debido a una regenerécién de la actividad
POD o a la mayor facilidad de extraccién de este isoenziﬁ_]a.que serfa liberado
a causa del dafio que la congelacidn prdduce sobre la estructura de la pared
celular. Este efecto también se observa en la determinacidén
espectrofotométrica de la actividad POD. A continuacién, se observa la
desaparicién de las bandas C y B en las muestras hermafroditas, lo que podria
deberse a una reconversion de los isoenzimas catiénicos en anidnicos o bien
a una pérdida en la actividad a consecuencia del almaccnamiento del producto
a -24°C. Sin embargo, este hecho no se observa en las muestras conservadas

en estado congelado procedentes de frutos hembras, pues a partir de los 6
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meses de conservacién, el patrén isoenzimdtico se corresponde con el que

tenfa el fruto control.

4.1.3.4. EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE LA
POLIFENOLOXIDASA.

Como se comenté en la puesta a punto del revelado de la actividad de
PPO, la utilizacién de etanol después de haber tefiido los geles inmersos en
dcido gdlico, pone de manifiesto bandas apenas detectables e incluso

indetectables al utilizar sélo una solucién de dcido gdlico 0,003 M.

En las Figuras 21, 22, 23 y 24 se observa la evolucién del patrén
isoenzimdtico de PPO durante la maduracidn, proceso de congelacién y

conservacién a -24°C de frutos de papaya hermafrodita y hembra.

* Efecto de lamaduracidn,

La maduracién provoca cambios significativos en el nimero ¢

intensidad de las bandas de PPO de frutos hermafroditas y hembras.

En las muestras de papaya hermafrodita se observa que en los frutos
preclimatéricos aparecen 6 bandas de intensidad variable, Figura 21. A los 5
dias de conservacién a 14°C, la banda C pierde intens'{dad;-desapareciendo

entre los 10 y 15 dias. Ademds, la banda B pierde intensidad en este mismo
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periodo de conservacién a 14°C. La banda F también pierde intensidad en los

frutos sobremaduros.

En los frutos hembras aparecen sélo 4 bandas (A,D,E,F). LLabanda F
picrde intensidad a los 5 y 15 dfas de maduracién, La banda C pierde

intensidad tinicamente cuando el fruto alcanza la senescencia.

La utilizacién de etanol produce una intensificacidn de la banda A tanto
en las muestras hermafroditas como en las hembras. Ademds, en las muestras
hermafroditas se manifiesta la existencia de la banda C en los frutos verdes y
conservados durante 5 dfas, asf como de la banda B a los 10 y 15 dias de

maduracion.

La movilidad relativa de las bandas del patrén isoenzimdtico de PPO

en los frutos de papaya hermafroditas y hembras resulto ser:

Banda A: R,=0,19
Banda B: R=0,28
Banda C: R=0,37
Banda D: R=0,46
Banda E: R.=0,55
Banda F: R,=0,64
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EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE
POLIFENOLOXIDASA DURANTE LA MADURACION

poverenl ey st p—
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* DIAS DE CONSERVACION A 14°C

Figura 21: Evolucién del patrén isoenzimético de polifenoloxidasa
durante la conservacién frigorifica (14°C) al revelar la
actividad con dcido gélico 0,003 M.

EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE
POLIFENOLOXIDASA DURANTE LA MADURACION
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Figura 22: Evolucién del patrén isoenzimdtico de polifenoloxidasa
durante la conservacién frigorffica (14°C) al revelar la
actividad con 4cido gélico 0,003 M y etanol.
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* Efecto-del proceso-de-conselacidn,

El proceso de congelacién produce cambios en patrén isoenzimdtico de

PPO tanto en las muestras procedentes de frutos hermafroditas como hembras,

La banda A disminuye en intensidad en ambas muestras. La banda B
desaparece como consecuencia del proceso de congelacién en los extractos
procedentes de papaya hermafrodita mientras que las bandas E y F se

intensifican.

A los tres meses de conservacion a -24°C, se produce la reaparicién de
la banda B en las muestras de frutos hermafroditas, desapareciendo
definitivamente a partir del 6° mes de conservacidn en estado congelado. El
resto de las bandas permanece con el mismo grosor e intensidad a partir del

6° mes de conservacidn.

En las muestras procedentes de frutos hembras, las bandas E y F
disminuyen en intensidad desde el 3¢ mes hasta el final de la conservacidn al
estado congelado. En la banda A se observa una disminucién de la intensidad

a los 9 meses de conservacién a -24°C,

La utilizacién de etanol produce la manifestacién 1a banda B a los tres

meses de conservacién en estado congelado de los frutos hermafroditas asf
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como una intensificacién de las bandas E y F a los 12 meses de conservacidn
a -24°C, En las muestras procedentes de frutos de papaya hembra el etanol
intensifica las bandas E y F a partir del 3% mes de conservacidn en estado

congelado y de la banda A a partir del 9° mes de conservacién.

EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE

POLIFENOLOXIDASA EN LA CONGELAC!ON

. - —
THERAARE HAAROEE
D—i—--n——« —— o) ] f— b ] ]
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HERMAFRODITA HEMBRA,

** TIEMPO DE CONSERVACION A -24°C
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INTENSA
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Figura 23:  Evolucién del patrén isoenzimdtico de polifenoloxidasa
durante la congelacién y conservacién en estado
congelado (-24°C) al revelar con dcido gélico 0,003M,
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EVOLUCION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE

POLIFENOLOXIDASA EN LA CONGELACION
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Figura 24: Evolucién del patrén isoenzimdtico de polifenoloxidasa
durante la congelacién y conservacién en estado
congelado (-24°C) al revelar con dcido gélico 0,003M y
etanol.

4.1.3.4.1. Discusién de los resultados.

La utilizacién de distintos sustratos para revelar la actividad PPO
originaba patrones isoenzimdticos muy diferentes. De esta manera, la
utilizacién de catecol y 4-metilcatecol originaba patrones isoenzimdticos
diferentes que cuando se utilizaba 4dcido gdlico. Este hecho ya fue comentado
por Kahn (1976) al hacer un estudio sobre el patrén isoenzimético de aguacate.

El patrén con mayor cantidad de bandas fue el que se obtenfa al revelar con
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cido gdlico, de ahi que se eligiera este sustrato para detectar mds fécilmente
la aparicién o desaparicién de isoenzimas durante la maduracién y el

procesado.

Hay que destacar que el patron isoenzimdtico de PPO a o largo de la
maduracién es muy diferente en las muestras hermafroditas y hembras. Las
muestras hembras no se¢ modifican practicamente, sélo a los 5 y a los 15 dias
de maduracién la banda mds anidnica, {a F, pierde intensidad ligeramente y
la banda E también lo hace a los 15 dfas de maduracién. Este ligero cambio
en la intensidad de las bandas mds anidnicas podria ser consecuencia de una
reconversion en isoenzimas mds caliénicos o a la pérdida de actividad de
dichos isoenzimas. Ademds la tendencia seguida por los valores de actividad
de PPO determinados mediante espectrofotometria es semejante a la mayor o

menor intensidad de estas bandas de PPO.

En las muestras hermafroditas se observa la pérdida de la banda C a
partir de los 10 dias de conservacién asi como una pérdida en la intensidad de
las bandas a medida que avanza la maduracidn de los frutos. Cuando el fruto
alcanza la senescencia las bandas B y F pierden intensidad lo que se
correlaciona con una pérdida de la actividad de PPO determinada por
espectrofotometria. Este hecho puede ser debido a que cuando ¢l fruto alcanza

la senescencia, se produce una disminucién en la sintesis de protefnas.

El patrén isoenzimdtico de las rodajas de papaya antes de ser sometidas
al proceso de congelacién es caracteristico para cada sexo. El proceso de
congelacién provoca que el patrén isoenzimético sea el misqm para las
muestras hermafroditas y las hembras. Sin embargo a los 3 meses de

conservacién a -24°C, vuelve a aparecer la banda B, lo que podria deberse
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posiblemente a una regeneracién de este isoenzima con el almacenamiento a
bajas temperaturas. Sin embargo, a partir de los 6 meses de conservacidén

a -24°C, dicha banda (B), desaparece definitivamente.

En las muestras procedentes de rodajas de frutos hembras conservadas
en estado congelado, sélo se apreciaron pérdidas en la intensidad de algunas
bandas, posiblemente debidas a una pérdida de la actividad parcial reversible

de dichos isoenzimas.

4.2. CARACTERISTICAS NUTRICIONALES.
COMPUESTOS RELACIONADOS.

4.2.1. SOLIDOS SOLUBLES.
Los resultados obtenidos referentes al contenido en sélidos solubles de

los frutos de papaya hermafrodita y hembra, durante la maduracién de los

mismos y su posterior procesado, se muestran en las Figuras 25 y 26.

* Efecto-de la-maduracién,

El contenido en sélidos solubles aumenta con la maduracién de los
frutos, Figura 25, En las muestras de papaya hermafrodita este aumento no se
hace significativo hasta los 15 dfas de conservacién, alcanzando valores

cercanos a 14 °Brix. En los frutos hembras dicho aumento en sélidos solubles
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comienza a ser estadisticamente significativo a partir de los 5 dias de

conservacién a 14°C.

Asimismo, existen diferencias estadisticamente significativas en el
contenido en sélidos solubles entre los frutos hermafroditas y hembras. A lo
largo de la maduracién se produce en los frutos hermafroditas un incremento
de 13,05 a 14,33 °Brix; mientras que en los hembras este incremento fue de
13,63 a 15,38 °Brix. Las muestras hembras mantuvieron en todo momento

valores superiores a las hermafroditas, Tabla 3 (anexo).

SOLIDOS SOLUBLES

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTOS
-+ HERMAFRODITA ¢ HEMBRA

16
15
P
% 14
=]
13
1DIA § DIAS 10 DIAS 16 DIAS
HERMAFRODITA 13,05 - 13,08 13,1 14,33
HEMBRA 13,63 14,33 | 14,65 15,38

TIEMPO DE CONSERVACION (14°C)

Figura 25: Evolucién de los sélidos solubles durante la conservacién
frigorifica (14°C).
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* Efecto-del procese-decongelneid

La diferencia en el contenido en sdlidos solubles en ambos frutos
frescos, antes del procesado, es estadisticamnente muy significativa; mostrando
valores de 12,8 °Brix las rodajas de papaya hermafrodita y 12,03 °Brix las

hembras, Tabla 4 (anexo).

La congelacidn provoca un aumento, estadisticamente significativo, del
contenido en sélidos solubles (3,76 %) en las rodajas de papaya hermafrodita
recién congeladas, mientras que en la papaya hembra no se obscrva esta
diferencia, Figura 26. Por lo tanto, existen diferencias significativas en el

contenido en sélidos solubles entre las muestras recién congeladas de ambos

frutos.

En las rodajas de papaya hermafrodita, no se producen diferencias
- significativas entre el contenido en sélidos solubles del producto recién
congelado y las muestras conservadas durante 3, 6 y 9 meses, disminuyendo
hasta 11,98 °Brix a los 12 meses de almacenamiento, lo que se traduce en una
pérdida de este pardmetro cercana al 9,93 %, respecto a la muestra recién

congelada, Figura 26.

El contenido en sélidos solubles de las rodajas de papaya hembra,

aumenta de forma no significativa durante la conservacién en estado
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congelado. Este incremento supone un 3,38% al final del periodo de

conservacion, 12 meses respecto a las rodajas recién congeladas.

El comportamiento del contenido en sélidos solubles, de las rodajas
congeladas de ambos frutos, es significativamente diferente a lo largo de todo

el perfodo de conservacién en estado congelado segiin se muestra en la Tabla

4 (anexo).
CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C
RODAJAS
= HEAMAFRODITA < HEMBRA
14
13
P
% 12
Q
"
10 CONTROL R, CONG 3 MESES O MESES 8 MESES 12 MESES
HERMAFRODITA 12,8 13,3 13,2 13.4 13,55 11,98
HEMBRA 12,03 12,3 12,4 11,68 12,78 12,73

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO {-24°C}

Figura 26:  Evolucidn de los sélidos solubles durante la congelacién
y conservacidn en estado congelado (-24°C).
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4.2.1.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Los azicares jucgan un importante papel en la composicién de las
papayas, no sélo por ser la principal fuente energética, sino porque le
proporcionan un sabor/olor y un dulzor caracteristico. El contenido en azicar
puede variar segin la especie, condiciones de cultivo... El contenido en
azicares solubles determinado en el presente trabajo en frutos de papaya
hermafrodita y hembra (12,8 y 12,3°Brix respectivamente), coincide con el
obtenido por Brekke y col. (1973) en frutos de papaya del grupo Solo de
Hawaii (11,5-13,5°Brix).

Durante la maduracién de los frutos, el contenido en azicares solubles
aumenta considerablemente como ocurre en otras especies frutales. Se produce
una metabolizacién de los polisacdridos en azicares y el contenido en agua
disminuye no sélo por la transpiracién del fruto sino por fa acumulacidn de

carbohidratos y otros compuestos (Lakshminarayana y col., 1970).

El proceso de congelacidn de las rodajas de papaya, asi como su
posterior conservacién en estado congelado, provoca modificaciones en la

pared celular manifestindose un aumento en la cantidad de sélidos solubles

que se van a poder extraer.

Durante la conservacién en estado congelado, las rodajas de papaya
hembras son las que sufren cambios mds notables en este pardmetro, siendo
posiblemente atribuibles a una menor rigidez de su estructura celular y por
tanto, una mayor facilidad de ruptura de las membranas celulares. Este hecho,
provocaria la solubilizacién de los azidcares de constitucion mds solubles y

como consecuencia una cuantificacién mds elevada.
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4.2.2. CONTENIDO EN AGUA Y EXUDADO.

El agua es el componente mayoritario de frutas y hortalizas. El
contenido en agua de un alimento, es un factor de vital importancia para la
estabilidad del resto de los compuestos presentes, pues es el medio en el que
transcurren todas las reacciones del metabolismo catalizadas por enzimas, el
transporte de los elementos nutritivos y la transferencia de energfa quimica

(Lehninger, 1986).

La evolucién del contenido de agua de las muestras ensayadas de

papaya se reflejan en las Figuras 27 y 28,

Existen diferencias estadisticamente significativas en el contenido de
agua, entre ambos frutos, siendo mayor en el fruto hermafrodita que en el

hembra, Figura 27.

En el fruto hermafrodita se puede apreciar un ligero aumento que en
ninglin momento es estad{sticamente significativo y un ligere descenso en el
tltimo grado de madurez determinado. Por el contrario en el fruto hembra se
produce una disminucién que sélo es significativa si se compara el contenido

en agua al principio y al final de la maduracién, Tabla 3 (anexo).
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CONTENIDO EN AGUA

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

90
ag

(-
e

FRUTOS

= HEAMAFRODITA ¢ HEMBRA

N R }E— %-\_ﬁ e
82 -------------------------------
B8O
1 DIA % DIAS 10 DIAS 16 DIAS
HERMAFRODITA 85,8208 85,8774 86,9617 84,7013
HEMBRA 84,8466 83,9104 84,05015 83,4281
TIEMPO DE CONSERVACION {14°C)
Figura 27: Evolucién del contenido en agua durante la conservacién
frigorffica (14°C).
*_Efecto del proceso de congelacidn,

Ei contenido en agua es significativamente mayor en los frutos

hermafroditas que en los hembras (85,96% y 84,05% respectivamente), Tabla

4 (anexo).

Una vez realizado el proceso de congelacién no existen diferencias

significativas entre el contenido de agua de las rodajas de ambos frutos pues

se produce un aumento del contenido de agua en las rodajas hembras, Figura

28.
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* Evolucién durante 1a conservacion en estado congelado,

Durante la conservacién al estado congelado se producen diferencias
estadisticamente significativas entre ¢! 32 mes de almacenamiento y el control,
el recién congelado, y el resto de muestras almacenadas a -24°C, pues fue
cuando mayor porcentaje de agua se determind. En los frutos hembras no se
producen diferencias estadisticamente significativas durante toda la
conservacién salvo un aumento (1,11%) hacia el 9% mes de almacenamiento.
Entre los frutos existen diferencias no significativas a los 6 y 9 meses de

conservacién, Tabla 4 (anexo).

CONTENIDO EN AGUA

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
~+ HEAMAFRODITA ¢ HEMBRA

84
a2
a0
a8
86

84

82

80
CONTROL  R. CONG 3 MESES 6 MESES 9 MESES 12 MESES

HERMAFRODITA | 85,9817 85,756 88,144 | 86,2232 | 85,1161 84,7876
HEMBRA §4.0502 | 85,0494 | 856036 | 85,2188 87,0344 | 64,9945

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO (-24°C)

Figura 28: Evolucién del contenido en agua durante la congelacidn
y conservacion en estado congelado (-24°C).
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En cuanto al exudado, la cuantificacidn en todas las muestras de papaya
hermafrodita, fue significativamente mayor que en las hembras. Asi, en el
producto recién congelado el exudado en las rodajas de papaya hermafroditas
descongeladas fue de 6,01 ml/100 g de producto, mientras que en las rodajas
de papaya hembra fue 2,82 ml/100 g de producto. En las muestras de papaya
hermafrodita, se observd un incremento del exudade muy significativo a los
3 meses de conservacidn, alcanzando 9,04 ml/100 de producto, para después
fluctuar en los siguientes meses de almacenamiento, Figura 29. EI
comportamiento del exudado en los frutos hembras fue significativamente
diferente. A lo largo del periodo de conservacién se produjo una disminucidn
produciéndose el menor exudado a los 6 meses de conservacién (0,45 ml/100

g de producto), Tabla 14 (anexo).

EXUDADO

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
= HERMAFRODITA ¢ HEMBRA

12

0}

mi/g productoe
(=]

2 r ..........

° R. CONG 3 MESES 8 MESES 9 MESES 12 MESES
HERMAFRODITA 6,01 9,04 4,09 7.87 511
HEMBRA 2,82 2,78 0,45 1,67 1,1

CONSERVACION EN ESTADG CONGELADO {-24°C})

Figura 29: Evolucién de la cantidad de exudado durante la
congelactdn y conservacidn en estado congelado (-24°C).
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4.2.2.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Los frutos conservados en régimen de frio sufren una pérdida en su
contenido en agua por la transpiracién y por la acumulacidn de carbohidratos

y otros compuestos (Lakshminarayana y col. 1973). Este evento fisildgico estd
de acuerdo con los resultados obtenidos tanto en los frutos de papayas

hermafroditas como en los hembras.

El proceso de congelacién provoca un ligero aumento en el contenido
de agua de las rodajas de papaya hembra, lo que posiblemente puede ser
debido a la ruptura de la estructura celular por el proceso de congelacién de

los tejidos.

Durante la conservacién de las rodajas de papaya hembras congeladas,
se produce un aumento paulatino del contenido de agua hasta el 9° mes de
conservacidn, debido a lo anteriormente expuesto. No obstante, a los 12 meses
de conservacién el contenido en agua es el mismo que en las rodajas recién
congeladas, con lo que puede decirse que el almacenamiento en estado

congelado de las rodajas de papaya hembra no afecta a su contenido en agua.

Sin embargo, en las rodajas de papaya hermafroditas congeladas, el
contenido en agua aumenta hasta los 3 meses de almacenamiento debido
posiblemente a la formacién de grandes cristales de hielo extracelulares que
rompen las células liberdndose su contenido. A lo largo del resto de la
conservacién al estado congelado, se observa una disminucidn en el contenido
en agua debido posiblemente a que se producen desecaciones superficiales de

las rodajas provocadas por pequefias fluctuaciones en la temperatura de
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conservacion (-24°C), que dan lugar a la aparicién de escarcha dentro de las

bolsas de producto.

En el exudado, que se libera de los alimentos al ser descongelados, se
pierden sustancias solubles (vitaminas, pigmentos, azicares...). Este factor
puede afectar por tanto a la calidad de los productos congelados. En el caso
de las rodajas de papaya descongeladas el exudado fue relativamente pequeiio
tanto en las recién congeladas como en aquellas conservadas durante distintos
meses a -24°C, lo que contribuye a la buena apti.tud a la congelacién de este
fruto. Como puede observarse en los resultados, fas rodajas de papaya
hembras exudan en la descongelacién menos que las hermafroditas, por lo que

puede decirse que pierden menos sustancias solubles.

4.2.3. SOLIDOS TOTALES.

La evolucidn en el contenido en sélidos totales se reflejan en las Figuras

30y 31.

* Efecto de la maduracidn,

La variacién que se produce en el contenido de sélidos totales durante
la maduracién, no fue estad{sticamente significativo en los 10 primeros dias

de conservacidn en los frutos hermafroditas; aumentando ligeramente (7,32%)

al final de la conservacién, Figura 30.
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En los frutos hembras, se observa una evolucidn similar, es decir, un

incremento continuo durante la maduracién.

Por otro lado, existieron diferencias significativas en los sélidos totales
entre frutos hermafroditas y hembras siendo mayor el contenido de estos

dltimos, Tabla 3 (anexo).

SOLIDOS TOTALES

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTOS
-+ HEAMAFRODITA ¢ HEMBRA

13

12

1 DA % DIAS 10 DIAS 15 MAS
HERMAFRODITA 14,1791 14,1224 14,0383 15,2987
HEMBRA 16,1534 16,0896 16,9499 165712

TIEMPO DE CONSERVACION (14°C)

Figura 30: Evolucién de los sélidos totales durante la conservacion
frigorifica (14°C).

*_Efecto-del proceso-de congelacion,
El contenido en sélidos totales es mayor en frutos hembras (15,95%)
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que en los hermafroditas (14,03%), antes de la realizacién del proceso de

congelacién, Figura 31.

El proceso de congelacién produce un efecto significativo en el
contenido en sélidos totales en las rodajas recién congeladas de frutos
hermafroditas, pero no es las de frutos hembras. De manera que como

consecuencia de este efecto se igualan los valores en ambas muestras, Tabla

4 (anexo).

El contenido en sdlidos totales en rodajas de frutos hermafroditas es
estadfsticamente significativo a partir del 3% mes de almacenamiento,

alcanzdndose el mayor valor a los {2 meses de conservacién (15,21%),

Figura 31.

En las rodajas de frutos hembras no se producen diferencias
significativas a lo largo de la conservacidn, siendo el contenido de sélidos
totales significativamente menor a los 9 meses de almacenamiento que en los

frutos control.

Entre los lotes se produjeron diferencias que resultaron se
estadisticamente significativas a los 3 y 9 meses de conservacidn en estado

congelado, Tabla 4 (anexo).
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SOLIDOS TOTALES

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
“HERMAFRODITA - HEMBRA

T

18F ~ = « « « - =

14t - .I ..... -~

%

CONTRGL R. CONG 3 MESES 3 MESES 9 MESES 12 MESES

HERMAFRODITA 14,0383 | 14,2441 11,856 13,7768 | 14,8839 | 15,2124
HEMBRA 15,9499 | 14,9506 | 14,3984 | 14,8038 | 12,9656 | 150055

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO {-24°C)

Figura 31:  Evolucién de los sélidos totales durante la congelacidn y
conservacién en estado congelado (-24°C).

4.2.3.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Durante la maduracién de los frutos-, el contenido en sdlidos totales
sufre un ligero aumento tanto en los frutos de pépaya hermafrodita como
hembra. Esto puede ser debido a una pérdida en el contenido en agua por la
transpiracion del fruto durante la maduracién asf como la utilizacién del agua
como medio para que transcurran determinadas reacciones bioquimicas. Este
comportamiento se observa en ambos frutos de papaya, manteniendo los frutos
hembra los valores més elevados de sélidos totales durante la maduracién

(Cano y col., 1990b).

El proceso de congelacién, provoca una disminucién del contenido en
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sélidos totales en las rodajas procedentes de frutos hembras, mientras que en
las hermafroditas se produce un ligero aumento. Esto podria ser debido a que
el proceso de congelacién afectd mds a las rodajas hembras en las que se
formaron cristales mayores que al descongelar provocaron una mayor ruptura
de los polisacdridos que constituyen gran parte de la sustancia seca del tejido.
Sin embargo, el exudado determinadc en estas muestras fue menor al

determinado en las rodajas de papayas de frutos hermafroditas.

Durante la conservacién al estado congelado, se produjeron pequefias
variaciones en el contenido en sdlidos totales que pudieron ser debidas a la
recristalizacién (fusién y cristalizacién sucesiva) de cristales de hielo en los

que se pueden provocar roturas de moléculas de polisacdridos estructurales.

4.2.4. PECTINAS TOTALES.,

El contenido en pectinas fue determinado durante la maduracion de
frutos de papaya y en rodajas de papaya procedentes de frutos hermafroditas
y hembras sometidas al proceso de congelacién y su posterior conservacion en

estado congelado, como se muestra en las Figuras 32 y 33.

* Bfecto-delamaduracidn,

Durante la maduracién de los frutos hermafroditas se observa un
aumento continuo en el contenido de pectinas totales que sélo fue
estadisticamente significativo entre los frutos preclimatéricos y los conservados

a 14°C durante 10 dfas (16,67%) y entre los 5 y 10 dias de conservacién
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(19,05%). Cuando el fruto alcanza la senescencia, 15 dfas de maduracién, el
contenido en pectinas totales disminuye ligeramente respecto al existente a los

10 dias de maduracién (7,14%), como se muestra en la Figura 32.

En los frutos hembras, las pectinas totales aumentan de manera muy
significativa a los 5 dfas de conservacién a £4°C (26,09%). A continuacién
el contenido en pectinas totales se mantiene hasta que disminuye a los 15 dias

de maduracién de forma significativa (20%).

La diferencias en el contenido de pectinas totales de los frutos
hermafroditas y hembras, no resulté ser estadisticamente significativa, salvo
a los 5 dfas de maduracién cuando el contenido era mayor en los frutos

hembras (26,09%), Tabla 5 (anexo).

PECTINAS TOTALES

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTOS
—- HEAMAFRODITA ¢ HEMBRA

1
[}
.8
@,
kel
o
S0
@
hw)
o4
o
O ---------------------
] B IR
¢ 1 2 a 4
HERMAFRODITA 0,35 0,34 0,42 0,29
HEMERA 0,34 0,458 0,45 0,36

TIEMPO DE CONSERVACION {14°C}

Figura 32: Evolucién de las pectinas totales durante la conservacion
frigorifica (14°C).
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* Efecto del proceso-decongelacién,

El contenido de pectinas totales en las rodajas de papaya frescas, antes
del procesado, fue estadisticamente diferente resuitando mayor en las que
provenian de frutos hembras que en las de frutos hermafroditas (0,34 y 0,66

g pectinas totales/100 g liofilizado), Tabla 6 (anexo).

Cuando las rodajas de papaya hermafrodita y hembra son sometidas al
proceso de congelacién, se produce una disminucidn no significativa en las

primeras (5,88%) y extremadamente significativa en las segundas (39,40%).

Si se comparan los contenidos en pectinas totales de ambos tipos de

rodajas se observa que existen diferencias significativas, Figura 33.

A los tres meses de conservacién a -24°C, se produce un aumento
estadisticamente significativo en el contenido de pectinas totales respecto a las
determinadas en las rodajas de papaya recién congeladas, tanto en las rodajas
de papaya procedentes de frutos hermafroditas como de hembras. Este

aumento resultd ser del 31,58% y 30,36%, respectivamente, Tabla 6 (anexo).

A partir del 6° mes de conservacién, se produce en las muestras
hermafroditas una disminucién, no siendo el contenido de pectinas totales a los
12 meses de conservacion a -24°C estadfsticamente significativo (0,33 g
pectinas totales/100 g liofilizado). En las rodajas de papaya hembra_ esta

disminucién se produce a partir del 3* mes de almacenamiento, siendo
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estadisticamente significativo respecto al contenido en las muestras en fresco
y en las recién congeladas (0,22 g pectinas totales/100 g de liofilizado), segtin

puede apreciarse claramente en la Figura 33.

La evolucién del contenido de pectinas totales en las rodajas de frutos
hermafroditas y hembras es a lo Jarge de la conservacién en estado congelado
estadisticamente diferente permaneciendo siempre por encima en las hembras

hasta que al 9° mes de almacenamiento se invierte.

PECTINAS TOTALES

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
~ HEAMAFRODITA O HEMBRA

-

o0

(-3

E-%

g pegtinag/1 Oopg prgducto

o

CONTROL R. CONG 3 MESES 8 MESES 9 MESES 12 MESES

HERMAFRODITA 0,34 0,32 0,47 0,3 0,43 0,33
HEMBRA 0,686 0,39 0,56 0,5% 0,32 0,22

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO ({-24°C)

Figura 33: Evolucién de las pectinas totales durante la congelacién
y conservacién en estado congelado (-24°C).
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4.2.4.1. DISCUSION DE L.OS RESULTADOS.

El grupo de polisacdridos conocido como pectinas o sustancias pécticas,
es muy importanie en el mantenimiento de la textura final de las frutas
sometidas a procesos de congelacién y su posterior conservacién en estado

congelado.

La pared celular estd constituida por celulosas, hemicelulosas y
pectinas, entre otras sustancias. La celulosa, tiene la funcién de conferir
rigidez y resistencia a la ruptura, mientras que las sustancias pécticas y las
hemicelulosas le confieren plasticidad y elasticidad. Las sustancias pécticas

ademds contribuyen a la adhesién entre las células,

Las sustancias pécticas, son mds solubles que otros polimeros de la
pared celular y mds reactivas quimicamente. Las pectinas son largas cadenas
de unidades de dcido galacturénico (« 1-4), cuyos grupos carboxilo estdn
parcialmente esterificados con metanol (Braverman, 1963). Estos grupos
metoxilo son ficilmente eliminados por la pectinmetilesterasa que origina geles

caracteristicos.

En el presente trabajo se han cuantificado las pectinas totales (de bajo
y alto contenido de grupos metoxilos), para saber si el proceso de congelacién
y su posterior conservacién en estado congelado afecta a su contenido, tanto

en las rodajas de papaya hermafrodita como en las hembras,

Durante la maduracién se observa una sintesis de pectinas tanto en los
frutos hermafroditas como en los hembras. Esta sintesis se prolonga hasta los

10 dias de conservacién a 14°C en los frutos hermafroditas y sélo hasta los
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5 en los hembras. Sin embargo cuando el fruto alcanza la senescencia, 15 dias
de maduracién, se observa que en ambos frutos el contenido de pectinas
disminuye, lo que podria ser debido a una mayor actividad de la enzima
pectinmetilesterasa que se activa con la maduracién de los frutos (Argaiz,

1994).

El proceso de congelacién afecta de manera significativa a las rodajas
de papaya hembra como se comenté en el apartado de resultados, quizds
porque el contenido en pectinas en el producto fresco es muy superior al

observado en las rodajas de papayas hermafroditas.

Durante la conservacién en estado congelado de las rodajas de papaya
procedentes de frutos hermafroditas, se observa que existe una correlacién
entre los datos de firmeza y los obtenidos en el contenido de pectinas, de
manera que cuando aumenta la firmeza aumenta el contenido en pectinas
totales y cuando disminuye la firmeza también lo hace el contenido en
pectinas. Sin embargo los valores obtenidos en las rodajas hembras durante la

conservacién en estado congelado no siguen esta tendencia.

La no correlacién entre la firmeza y el contenido en pectinas totales de
las rodajas de papaya hembra podria ser debido a que el proceso de
congelacién provoca una ruptura de células con lo que se pondria en contacto
la pectinmetilesterasa con las pectinas, obteniéndose una textura mds
gelificante, y afectando por tanto a la firmeza. Al ser menor el contenido en
pectinas totales en las rodajas de papaya hermafrodita este efecto podria no ser

tan significativo y no afectarfa por tanto a este pardmetro de la textura.
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Las fluctuaciones que se observan en el contenido de pectinas totales a
lo largo de la conservacion en estado congelado podrian estar relacionadas con
una mayor o menor extraccién de las mismas, al producirse durante el
almacenamiento sucesivas recristalizaciones, con lo que se solubilizarian

dichos constituyentes, al favorecerse su hidrélisis y degradacion.

4.2.5. ACIDEZ.

4.2.5.1. pH.

La evolucién del pH en las diferentes muestras se observa en las

Figuras 34 y 35.

* Ffocto-dela madu#aeién

Como se muestra en la Figura 34 la evolucién observada en el pH de
ambos frutos fue significativamente diferente a lo largo de todo el estudio de
maduracién, La papaya hermafrodita apenas sufre cambios en el pH, siendo
s6lo estadisticamente significativo el descenso que se produce de pH 5,5 en los
frutos no maduros a pH 5,44 y 5,45 en los frutos conservados 5 y 15 dfas
respectivamente. Por el contrario, en la papaya hembra, el pH oscila entre
5,41 al inicio del estudio, y 5,72 al final del mismo, existiendo diferencias
estadisticamente significativas en este pardmetro en los distintos grados de

madurez, Tabla 3 (anexo).
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pH

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

5,2

FRUTOS

+ HERMAFRODITA ¢ HEMBRA

10IA B DIAS 10 DIAS 15 DIAS
HERMAFRQDITA 5,5 5,44 5,46 5,45
HEMBRA 541 5,48 5,49 5,72
TIEMPO DE CONSERVACION {14°C)
Figura 34:  Evolucién del pH durante la conservacién frigorifica
(14°C).

Los frutos de papaya destinados al proceso de congelacidn y

conservacién posterior, presentaron valores de pH estadisticamente diferentes

(6,41 hermafroditas y 6,17 hembras), Tabla 4 (anexo).

El proceso de congelacidn provoca un descenso estadisticamente

significativo en los valores de pH de las rodajas de papaya hermafrodita
(12,80%) y hembra (11,51%). Las rodajas de papaya recién congeladas
presentan valores de pH de 5,59 y 5,46 respectivamente, Figura 35.
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Durante la conservacién en estado congelado se producen, tanto en las
rodajas de papaya hermafrodita como hembra, diferencias significativas en el
pH. En los frutos hermafroditas el pH de las rodajas de papaya recién
congeladas difiere estadisticamente con los observados en muestras
conservadas en estado congelado. Esta evolucidn también se observa en las
rodajas de papaya hembra; mostrando valores de pH muy similares las rodajas
de papaya recién congeladas y las almacenadas a -24°C durante 12 meses (pH

5,45), Figura 35.

pH

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
= HERMAFRODITA < HEMBRA

5 .
CONTROL  R. CONG 3 MESES & MESES 9 MESES 12 MESES

HERMAFRODITA | 8,41 5,59 5,63 5,59 5,64 5,49
HEMBRA 8,17 5,46 5,67 5,73 8,55 5,46

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO (-24°C)

Figura 35: Evolucién del pH durante la congelacién y conservacion
en estado congelado (-24°C).

4.2.5.2. ACIDEZ TITULABLE.

Los resultados correspondientes a la acidez titulable de las diferentes
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muestras de papaya se muestran en las Figuras 36 y 37.

* Efecto de la maduracidn,

La acidez titulable es estadisticamente difcrente entre ambos frutos,
salvo en la primera fase de la maduracidn, en que ambas presentan valores
cercanos a 0,13 g de 4cido citrico/100 g de producto, como se observa en la
Figura 36. Esta acidez no sufre modificacién alguna durante la maduracién del
fruto hermafrodita, mientras que en el fruto hembra, disminuye ligeramente
de manera continua hasta el final de la conservacién. Estos valores sélo
resultan significativamente diferentes entre los frutos preclimatéricos y los

conservados a 14°C durante 15 dias, Tabla 3 (anexo).

ACIDEZ TITULABLE

CONSERVACION FRIGORIFICA A 14°C

FRUTOS
-~ HERMAFRODITA <~ HEMBRA

o
(XY

py
[+

S T R R R T

=]
o

g ac _gftncof;‘l (0]8) gsprod.

1 DIA 6 DIAS 10 DIAS 15 DIAS

HERMAFRODITA 0,13 0,13 0,13 0,13
HEMBRA 0,13 011 0,11 0,1

TIEMPO DE CONSERVACION {14°C)

Figura 36: Evolucién de la acidez titulable durante la conservacién
frigorifica (14°C).
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* Efecta del proceso de congelacién,

La acidez titulable en las rodajas procedentes de frutos de papaya
hermafrodita y hembra antes de ser sometidas al procesado, no es
estadisticamente diferente, presentando valores de 0,10 y 0,09 g de dc.

citrico/100 g de producto, respectivamente, Tabla 4 (anexo).

El proceso de congelacién produce un aumento significativo de la
acidez titulable de papayas hembras (18,18 %), no ocurriendo este hecho en las
hermafroditas. La acidez titulable de estos frutos no es estadisticamente

significativa entre las rodajas recién congeladas de ambos frutos, Figura 37.

* i id ngelado.

La acidez titulable, sufre una disminucién estadfsticamente significativa
en las rodajas de papaya hermafrodita a los 3 meses de conservacién en estado
congelado (27,27%). Sin embargo esta modificacién de la acidez no es
significativa si la comparamos con €l correspondiente control (fruto fresco),

Figura 37.

En los frutos hembras, existe un aumento significativo entre la acidez
determinada en el control y a los 12 meses de conservacion (10%). A lo largo
de la conservacién en estado congelado se producen fluctuaciones en la acidez
titulable de las rodajas de frutos hermafroditas que son significativas entre el

producto recién congelado y el almacenado 6y 9 meses a -24°C.

También puede observarse que existen diferencias significativas entre
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las muestras de ambos frutos a lo largo de la conservacién en estado

congelado, Tabla 4 (anexo).

ACIDEZ TITULABLE

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C

RODAJAS
- HEAMAFRODITA ¢ HEMBRA

0 0,15

=

pe]

e

5 013

(]

o

g o

=t

Sy

S o090

&

© 0.07

(4]

<0

2 0,08

CONTROL R. CONG 3 MESES 8 MESES 9 MESES 12 MESES

HERMAFRODITA 01 a1 0,08 0,1 0,1 0,09
HEMBRA 0,09 o1 0,1 0,08 0,08 0,1

CONSERVACION EN ESTADO CONGELADO {-24°C}

Figura 37: Evolucion de la acidez titulable durante la congelacién y
conservacién en estado congelado (-24°C).

4.2.53. ANALISIS DE LOS ACIDOS ORGANICOS POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (CLAE).

La evolucién en el contenido de los dcidos determinados, identificados

y cuantificados por Cromatograffa Liquida de Alta Eficacia (C.L.A.E.)
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durante la maduracién, el proceso de congelacién de rodajas de papaya

hermafrodita y hembras, y su posterior conservacién en estado congelado se

muestra en las Figuras 40 a 43.

El perfil cromatogréfico de los dcidos orgénicos obtenido a partir de los
extractos de papaya hermafrodita, resultd ser cualitativamente igual al de los

hembras, Figura 38 (pdgina 160).

El esquema seguido para la extraccién, identificacidn y cuanttficacién

de los 4cidos orgdnicos en ambos tipos de papayas se muestra-en la Figura 39. .

10 g muasalra
+ S50ml matanol

Homogaenelzar

Rellujo
15 minutos

| |

RESIDUC SOLIDO
{Carbohldratos Insolublas) SOBRENADANTE

IEvaporar a aequmﬁl

[Redisaivar en 50m! |

Sap-pack Cyga
+ Filtro 0, 451m

ACIDOS ORGANICOS
t20u1 GLAE)

Figura 39: Organigrama de extraccidn, identificaciény cuantificacién
de 4cidos orgdnicos.
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Resultados y Discusion

* Acidos orgdnicos mayoritarios.

La evolucién del contenido de 4cidos orgdnicos mayoritarios (4c.
citrico, dc. galacturénico, dc. L(+) mdlico y dc. succinico), en las muestras

analizadas, se muestra en las Figuras 40 y 41.

a) Acido citrico.

El contenido de dcido citrico de los frutos de papaya hermafrodita
disminuye de forma significativa durante la maduracién (70,54%). Por el
contrario, en los frutos hembras se observa un incremento durante la

conservacion a 14°C (54,91%), Figura 40 (pédgina 168).

Excepto en los frutos preclimatéricos, el contenido de dcido citrico

resulté ser superior en los frutos hembras que en los hermafroditas.
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ACIDOS ORGANICOS MAYORITARIOS

CONSERVACION FRIGORIFICA 14°C

FRUTOS
Oeirrico B gacacruronico Dmauco Bsuccinico
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] -1200
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hi -1100 -
o 200
3 ) 0
5 100 _ HEMBRA
0/ AERMAFRODITA
1 DIA 5 DIAS 10 DIAS 16 DIAS
TIEMPO DE CONSERVACION {14°C)
Figura 40:  Evolucidn de los dcidos orgénicos mayoritarios durante la
conservacidn frigorifica (14°C).
* Efecto-del proceso-de congelacién.

Las rodajas de papaya hermafrodita y hembra antes de ser sometidas al
proceso de congelacién, presentaban respectivamente 281,86 y 1017,50 mg de
dcido citrico/100 g producto. De forma que el contenido en dcido citrico de

estos dos frutos resulté ser estadisticamente muy diferente, segtin-se muestra

en la Figura 41 (pdgina 170).
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El proceso de congelacién provoca una disminucién estadisticamente
significativa tanto en las rodajas de papaya hermafroditas como hembras

(45,12% y 78,89%, respectivamente).

El contenido en dcido citrico es estadisticamente diferente en las
muestras recién congeladas de ambos frutos, alcanzando valores de 154,71

mg/100 g producto en las hermafroditas y 214,79 mg/100 g producto en las

hembras, Tabla 8 (anexo).

El contenido de dcido citrico en las rodajas de papaya hermafrodita,
disminuye de forma significativa durante los 3 primeros meses de
conservacién en estado congelado (5,93%). A continuacién se produce un
aumento de este pardmetro a los 6 meses de cbns;wacidn. A partir de esta
fecha, el contenido en 4dcido citrico fluctiia hasta el final de la conseﬁagién.
Las muestras almacenadas 12 meses confenfan 203,62 mg/100 g prc;ducto,‘

Tabla 8 (anexo).

En las rodajas de papaya hembra conservadas en estado congelado, se
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observa una disminucién del contenido de dcido citrico estadisticamente
significativa hasta el 6° mes de almacenamiento (24,66 %). Posteriormente, se
produce a los 9 meses de almacenamiento un aumento muy significativo
(59,71 %) respecto a las rodajas recién congeladas. El contenido de 4cido
citrico a los 12 meses de conservacién fue 194,04 mg/100 g producto, Tabla

3 (anexo).

El contenido en 4cido citrico durante el almacenamiento a -24°C, fue
significativamente diferente en las muestras de papaya hermafrodita y hembras

conservadas en estado congelado, Figura 41 (pdgina 170).

ACIDOS ORGANICOS MAYORITARIOS

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C
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Figura 41:  Evolucidn de los 4cidos orgdnicos mayoritarios durante la
congelacién y conservacién en estado congelado (-24°C).
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b) Acido galacturdnico.

Tanto en los frutos hermafroditas como en los hembras, el contenido
en dcido galacturdnico aumenta con la maduracién, De manera que aunque en
los frutos preclimatéricos y en los conservados durante 5 dfas, no fue posible
cuantificar su contenido, en los frutos senencentes alcanzé un valor de 41,90

y 45,15 mg/100 g de producto, respectivamente, Tabla 7 (anexo).

El contenido de dcido galacturdnico no resulté ser estadisticamente

diferente en los frutos de papaya hermafrodita y hembra, Figura 40 (pdgina

168).

* Efecto-del proceso-decongelacidn,

El contenido en #cido galacturénico fue superior en las rodajas de
papaya hermafrodita que hembras, antes de ser sometidas al proceso de
congelacién (96,30 y 75,15 mg/100 g producto, respectivamente), Tabla 8

(anexo).
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El proceso de congelacién produce, como se observa en la Figura 41
(pdgina 170), una disminucién estadisticamente significativa del contenido de
dcido galacturénico tanto en las rodajas de papaya hermafrodita (61,27%)

como en las hembras (43,77%).

Este pardmetro es estadisticamente diferente si comparamos ambos

frutos entre sf.

En las muestras de papaya hermafrodita conservadas en estado
congelado se produce una disminucién muy significativa en el contenido de
dcido galacturénico (58,02%). A partir del 6° mes de almacenamiento, se

produce un aumento de este pardmetro (21,50%).

En las rodajas de papaya de frutos hembra, no se producen diferencias
estadisticamente significativas hasta el 9 mes de conservacidén a -24°C, que
aumenta de forma muy significativa (36,03 %). Sin embargo, el contenido en

dcido galacturdnico a los 12 meses de almacenamiento resultd ser 41,51

mg/100 g producto, Figura 41 (pdgina 170).
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Asimismo, existen diferencias significativas en el contenido de 4cido

galacturénico en las muestras de frutos hermafroditas y hembras.

¢) Acido L(+) mdlico.

Tanto en los frutos hermafroditas como en los hembras, se produce una
disminucién en el contenido de dcido mdlico durante la conservacién
frigorifica a 14°C, (16,14% y 29,48%, respectivamente), Figura 40 (pdgina

168).

El contenido en dcido mélico sélo resultd ser estadisticamente diferente
en frutos de papaya hermafrodita y hembra en estado preclimatérico, Tabla 7

(anexo).

*_Efect s ongelacién.

El contenido de 4cido mdlico en las rodajas de papaya de frutos
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hermafroditas y hembras fue significativamente diferente (304,73 y 278,01

mg/100 g producto, respectivamente), Tabla 8 (anexo).

El proceso de congelacién produce una disminucién estadisticamente
significativa tanto en las muestras heramfroditas y hembras recién congeladas

(15,92% y 38,23%).

Este pardmetro es significativamente mayor en rodajas de papaya
procedente de frutos hermafrodita que en las de frutos hembra (233,74 y

188,23 mg/100 g producto, respectivamente), Figura 41 (pdgina 170).

En las rodajas de papaya hermafrodita conservadas en estado congelado
se produce una disminucién estadisticamente muy significativa del dcido
mdlico (62,33%) a los 3 meses de almacenamiento. Posteriormente, este
pardmetro aumenta alcanzando un valor de 128,12 mg/100 g producto, Tabla

8 (anexo).

El contenido en dcido mdlico en las rodajas de papaya de frutos
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hembras disminuye de forma significativa hasta los 6 meses de conservacién
a -24°C (11,85%). A los 9 meses de conservacién se produce un incremento
muy significativo (16,25%). El contenido de dcido mdlice al final de la
conservacion (12 meses) no es significativamente diferente al que se determing
a los 6 meses de almacenamiento (153,24 mg/100 g producto), como muestra

la Figura 41 (pagina 170).

La evolucién en el contenido de dcido mdlico fue estadisticamente

diferente en ambos frutos.

d) Acido succinico.

El contenido de dcido sucefnico aumenta significativamente en los frutos
hermafroditas, a partir de los 5 dias de conservacién a 14°C, alcanzando un

valor de 83,71 mg/100 g de producto cuando el fruto estd sobremaduro, Tabla

7 (anexo).

En los frutos hembras, el contenido de éste dcido aumenta hasta los 10
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dias de maduracién (29,46%), disminuyendo en un 23,17% cuando los frutos

alcanzan la senescencia, Figura 40 (pdgina 168).

El contenido de 4cido succinico no resultdé ser estadisticamente
significativo en frutos de papaya hermafroditas y hembras, salvo cuando

alcanzan la senescencia (15 dias de conservacion a 14°C), Tabla 7 (anexo).

*_Efecto-del proceso de congelacidn

El contenido de 4cido sucefnico determinado en las rodajas de papaya
hermafrodita y hembra, antes del proceso de congelacién, no fue
estadisticamente diferente, como puede apreciarse en la Figura 41 {pdgina

170).

El proceso de congelacion, no produce cambios significativos en el
contenido de 4cido succinico en las rodajas de papaya procedentes tanto de
frutos hermafroditas como hembras. El contenido en dcido succinico fue 94,35
y 113,19 mg/100 g de producto, respectivamente, no existiendo diferencias

significativas entre las rodajas recién congeladas de ambos frutos,
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* Evolucidn-durante la conservacién en estado congelado.

En las rodajas de papaya hermafrodita conservadas en estado congelado,
se observa que el contenido de dcido succinico fluctia durante el

almacenamiento en estado congelado, Figura 41 (pagina 170).

El contenido de dcido succinico en las rodajas de papaya hembra
conservadas a -24°C, disminuye de forma continua durante la conservacidn a -

24°C, Figura 41 (pdgina 170).

E] contenido de 4cido succinico fue significativamente diferente a lo
largo de la conservacion en estado congelado, siendo siempre mayor en las
rodajas de papaya conservadas en estado congelado procedentes de frutos

hembras.

* Acidos orgdnicos minoritarios.

La evolucién del contenido de dcidos orgénicos minoritarios (dc. oxdlico

y 4c. fumdrico) de todas las muestras analizadas, se muestra en las Figuras 42

y 43.
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a) Acido oxdlico.

En los frutos de papaya hermafrodita, se observa que el contenido de
4cido oxdlico aumenta de manera significativa hasta los 5 dias de conservacién
frigorifica (1,61 mg/100 de producto), Tabla 7 (anexo}. Sin embargo, tanto
en el fruto maduro como en el senescente, no fue posible cuantificar el

contenido en dcido oxdlico.

En los frutos de papaya hembra, el contenido en 4cido oxdlico aumenta
progresivamente a lo largo de la maduracién. Este aumento resulté ser
significativo cuando se compara el contenido de los frutos preclimatéricos y
el de los conservados durante 5 dfas a 14°C con el de los frutos senescentes

(37,28% vy 43,37 %, respectivamente), Figura 42 (pdgina 179).
El contenido en dcido oxdlico resulté ser siempre significativamente

mayor en los frutos hembras que en los hermafroditas, salvo a los 5 dias de

conservacién frigorifica a 14°C que fue no significativo (p>0,05).
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ACIDOS ORGANICOS MINORITARIOS

CONSERVACION FRIGORIFICA 14°C

FRUTOS
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Figura 42:  Evolucién de los 4cidos orgdnicos minoritarios durante Ia
conservacion frigorifica (14°C).

* Efectg-del proceso-de congelacidn.

El contenido de dcido oxdlico determinado en las rodajas de papaya
hermafrodita y hembra, antes del proceso de congelacidén fue estadisticamente
diferente, siendo superior en aquellas que procedian de frutos hembras. El
contenido en dcido oxdlico fue 3,05 mg/100 g producto en las muestras de

frutos hermafroditas y 5,71 mg/100 g producto en las hembras, Tabla 8
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(anexo).

El proceso de congelacién provoca una disminucién muy significativa
en el contenido de 4cido oxdlico en las rodajas de papaya de frutos

hermafroditas recién congeladas (69,18 %).

Sin embargo, el contenido en dcido oxdlico disminuye de manera no
significativa en las rodajas de papaya hembra sometidas al proceso de

congelacién, segin se muestra en la Figura 43 (pdgina 182).

El contenido en dcido ox4lico es significativamente mayor en las rodajas
recién congeladas de papaya hembra que en la hermafrodita (5,38 y 0,94

mg/100 g de producto, respectivamente), Tabla 8 (anexo).

* Byuglucidn durante 1a conservacién en estado congelado.

En las rodajas de papaya hermafrodita conservadas a -24°C se
observé una disminucién estadfsticamente significativa de 4cido oxdlico, hasta

el 6° mes de almacenamiento (39,36%). No obstante, a partir del 9° mes de
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conservacion en estado congelado se produce un incremento de dicho
parimetro (70,44%). El contenido en 4cido oxdlico a los 9y 12 meses de
conservacién fue 3,18 y 2,96 mg/100 g producto, valores semejantes a los

observados en las rodajas de papaya en estado fresco.

En las muestras hembras, se observé una disminucidn estadisticamente
significativa de dcido oxdlico al 3* mes de conservacién en estado congelado
(59,74%). A continuacidn, se produce un aumento significativo a los 9 meses
de conservacién (21,77%). A los 12 meses de conservacién el contenido en
dcido oxdlico no.fuc estadisticamente diferente al determinado en las rodajas
de frutos de papaya hembra control (4,56 mg/100 g producto), Tabla 8

(anexo).

El contenido en dcido oxilico es estadisticamente diferente a lo largo
de la conservacién de rodajas de papaya hermafrodita y hembra en estado
congelado, siendo siempre mayor el contenido en aquellas que procedian de

frutos de papaya hembra.
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ACIDOS ORGANICOS MINORITARIOS

CONGELACION Y CONSERVACION A -24°C
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Figura 43:  Evolucién de los dcidos orgdnicos minoritarios durante la
congelacién y conservacién en estado congelado (-24°C).

b) Acido fumdrico.

* Efecto-de lamaduracién:

El contenido de dcido fumdrico fluctia durante la maduracién tanto de

frutos hermafroditas como hembras, Figura 42 (pdgina 179).

El contenido de este dcido resulté ser ligeramente superior en frutos de
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papaya hermafroditas que en hembras.

* Efecto del proceso de congelacién.

Las rodajas de papaya hermafrodita y hembra, antes de ser sometidas
al proceso de congelacién, presentan un contenido en dcido fumdrico

estadisticamente diferente (0,52 y 0,77 mg/100 g producto, respectivamente).
El proceso de congelacién produce una disminucién del contenido de
dc. fumdrico no significativa en las rodajas recién congeladas de frutos de
papayas hermafroditas y hembras, segin muestra la Figura 43 (pdgina 182).
Sin embargo, existe una diferencia significativa en el contenido de dcido

fumdrico determinado en las rodajas recién congeladas de ambos frutos.

% Bvoluciéndurante la conservacidn en estado congelado.

El contenido en dcido fumdrico se mantiene sin sufrir variaciones

estadisticamente  significativas a lo largo de la conservacién, en estado

congelado.

183



Resultados y Discusion

En las rodajas de papaya hembra conservadas en estado congelado, se
produce una disminucién estadisticamente significativa en el contenido de

4cido fumdrico a parlir de los 3 meses de conservacidn (64,70%).

La evolucién en el contenido de 4cido fumdrico fue estadisticamente
diferente a lo largo de la conservacion en estado congelado salvo 6 meses de
almacenamiento en el que no se observaron diferencias significativas entre las
rodajas de frutos hermafroditas y hembras. El contenido en este dcido fue

mayor en todo momento en las muestras hembras, Tabla 8 (anexo).

¢) Acido quinico.

En algunas muestras fue posible detectar pequenas cantidades de 4cido
quinico, pero en concentraciones tan bajas que no quedan reflejadas en el

presente trabajo de investigacion.

4.2.5.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Durante la maduracién de los frutos de papaya se observé un ligero
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aumento del pH y una disminucién de la acidez titulable a diferencia de lo
expuesto por deArriola y col. (1975). Estos autores determinaron qué durante
la maduracién de frutos de papaya se producia una disminucién del pH y un
ligero aumento de la acidez titulable. En el presente estudio el incremento de
pH fue mds patente en los frutos hembras que en los hermafroditas. Los
dcidos orgdnicos son para la respiracién celular una importante fuente de
energfa. Mientras que el contenido en la mayoria de los 4cidos orgdnicos
disminuye en los frutos hermafroditas, lo que coincide con lo expuesto por
Hulme (1970), en los frutos hembras se produce un aumento de los mismos.
Este hecho fue igualmente observado en otros frutos como pldtano (Palmer,

1971) y chirimoya (Alique y Oliveira, 1994).

El proceso de congelacidn provoca tanto en las rodajas de papaya
hermafrodita como hembra, un aumento de la acidez que se ve reflejado tanto

en una disminucién de! pH como en un aumento en los valores de acidez

titulable.

La mayoria de los estudios referentes a la congelacién de productos
hortofruticolas, coinciden con los resultados anteriormente expuestos. La gran
disminucidn del pH de las muestras tras la congelacién se debe, segin Van der

Berg (1968), a la precipitacidn de fosfatos alcalinos de calcio, magnesio y
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sodio. Como se expuso en la introduccién de este trabajo, durante la
congelacién de los tejidos vegetales se produce una concentracién de solutos
en la fase acuosa no congelada del citoplasma celular, superdndose las
constantes de solubilidad de muchos productos con lo que comienzan a
precipitar algunas sales. Este hecho, junto con la mayor facilidad de extraccién
de los dcidos orgénicos tras la congelacién, por ruptura de las membranas

celulares, explicarfa el aumento observado en la acidez titulable en las rodajas

de papaya.

Los #cidos mds comunes y abundantes tanto en las rodajas
hermafroditas como hembras son el citrico y el mdlico, lo que coincide con

lo expuesto por Ulrich, (1970) y Cano y col., (1991).

El proceso de congelacién proveca tanto en las rodajas de papaya
hermafrodita como hembra, una disminucidn significativa en ¢l contenido de
los dcidos oxdlico, citrico, galacturénico, mdlicoy fumdrico. Esta disminuci6n
no fue estadisticamente significativa en el contenido de 4cido succinico. La

; fci i { ida a la
disminucién en el contenido de 4cidos orgdnicos podria ser debida

precipitacién de los mismos ya qué al congelar el producto s¢ produce una

concentracién de los solutos en el citoplasma celular.
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Durante la conservacién en estado congelado de las rodajas de papaya
hermafrodita y hembra se produce un ligero aumento det pH, mientras que la
acidez titulable apenas varfa. Ademds se producen fluctuaciones en el
contenido de los distintos dcidos, que podrfan estar relacionadas con sucesivas
recristalizaciones de los cristales de hielo, quedando solubilizados los dcidos
mds solubles, y posteriores cristalizaciones debidas a pequerias fluctuactones

en la temperatura de almacenamiento.

La recuperacién de los valores de pH aparece reflejada en numerosos
estudios y fue explicada por Van der Berg (1968) como una precipitacion de
fosfatos dcidos de potasio y citratos de sodio y potasio. Esta segunda
precipitacién se produciria de una manera mds lenta, y por ello sus efectos no
se observan inmediatamente después de la
congelacién. Ademds el dcido citrico es uno de los dcidos orgdnicos cuya

concentracidn disminuye a {o largo de la conservacidn y de acuerdo a la teorfa

de Van der Berg (1968), se deberia a la precipitacidn de sales citricas.

4.2.6. CAROTENOIDES.

La separacién, identificacién y cuantificacidn de los compuestos
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carotenoides se llevé a cabo por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

(CLAE), empleando un detector UV/Visible de diodos.

LLa determinacién de los compuestos carotenoides se realizd en frutos
preclimatéricos (1 dia de conservacién a 14°C), frutos maduros (10 dias) y en
frutos senescentes o sobremaduros (135 dias). Esta seleccidn se realizd al
considerar la posible relacién entre los cambios en el contenido de carotenos
y las modificaciones en el color de la piel/pulpa de los frutos. Los frutos
preclimatéricos tenfan una piel de color verde oscuro, los maduros de color

entre amarillo y naranja, y los senescentes totalmente naranja.

También se llevé a cabo el estudio de los cambios que podrian
producirse en la composicién de carotenos en muestras de papaya hermafrodita
y hembra sometidas a un proceso de congelacidn y su posterior conservacion

en estado congelado durante 3, 6, 9 y 12 meses.

La Figura 44 (pdgina 189), muestra el cromatograma de los
carotenoides por Cromatograffa Liquida de Alta Eficacia (CLAE) en fase
reversa obtenidos a partir de extractos no saponificados de papaya. El

cromatograma de los compuestos carotenoides separados de lgs extractos

saponificados se muestran en la Figura 45 (pdgina 190).
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Figura 44: Cromatograma de los pigmentos carotenoides separados por CLAE en fase reversa a partir de los

extractos no saponificados de papayas hembras y hermafroditas maduras y sin procesar. La
identificacién de los picos se encuentra en la Tabla VII.
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Resultados y Discusion

El perfil cromatogrifico obtenido en los extractos de papaya hembra

resultd ser cualitativamente igual al de las papayas hermafroditas.

La Tabla VII (pdgina 192), muestra los picos correspondientes a todos
los compuestos carotenoides separados de los extractos de papaya, en el orden

de elucidn de una columna C,, en fase reversa (CLAE).

A partir de los extractos no saponificados, se separaron tres tipos de
compuestos diferentes: Xantofilas (picos 7, 11 y 12), carotenoides
hidrocarbonados (picos 16, 17 y 18) y ésteres de xantofilas (picos 13-15 y 19-

24).

El licopeno (A, 474 nm) (pico 16) fue el pigmento mayoritario en
todos los extractos. Los cromatogramas de papaya hermafrodita y hembra
presentaron, picos parcialmente resueltos de trans-licopeno (pico 16) y
neolicopeno A, un isémero cis del licopeno (pico 17). La presencia de picos
intensos que absorben en la regién UV cercana (346 y 360 nm) as{ como un
pequeiio desplazamiento de 8 nm en la absorcién mdxima del cis-licopeno
respecto a la del compuesto trans, estd de acuerdo con la existencia de un

dnico doble enlace cis en la posicién central en la geometrfa del.neolicopeno

A (pico 17), Figura 46 (pdgina 193).
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Resultados y Discusion

Pico Tiempo de pigmento A nm
Retencidn
(min.)
1 8.50 Sudan (P.I) 414 478
2 8.52 viclaxantina 420 442 472
3 9.23 g-cls-neoxantina 412 436 464
4 9.47 g—¢is-violaxantina 414 438 464
5 9.85 trans-luteina 422 446 474
G 10.04 sin identificar 416 442 466
7 10.42 zeaxantina 422 450 474
8 11.23 licopeno-5, 6-epbxido 428 452 480
9 11.45 B-cryptoxantina-
57,6 —epdxido! 422 446 472
10 11.99 R-cryptoxantina-
5, 6~epdxido! 422 446 472
11 12.06 criptoflavina 404 428 452
12 12.48 p-criptoxantina 428 