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Evaluacion de la actividad enzimatica en pulpa de Myrciaria dubia HBK
McVaugh (camu camu)
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RESUMEN

Se evaluaron las actividades de las enzimas ascorbasa y peroxidasa en pulpa de Myrciaria dubia HBK
McVaugh (camu camu) en tres estados de maduracion: verde, pintén y maduro. Los frutos fueron
almacenados en camaras de frio a 5 °C y -20 °C por quince dias. Las actividades enzimdticas de la
ascorbasa y de la peroxidasa fueron influenciadas por los estados de maduracién de los frutos y el tipo
de almacenamiento, y presentaron su valor maximo al sexto y tercer dia, cuando fueron almacenadas a
5°Cy-20 "C respectivamente.
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ABSTRACT

The activities of the ascorbic and peroxide enzymes were evaluated in pulp of Myrciaria dubia HBK
McVaugh (camu camu) in three maturing states: green, middle and mature. The fruits were put in cold
stores at 5 °C and -20 °C for five days. The activities of the ascorbic and peroxide enzymes were
influenced by the maturing stats of the fruit and by the type of storing. They presented its maximum
value at the third and sixth day when they were stored at 5 °C and -20 "C respectively.

Key words: Myrciaria dubia, enzymatic activity, ascorbic, peroxide.

INTRODUCCION sintetizar y necesariamente debe ingerirlo en

la dieta. Existen frutos con un promedio de
Myrciaria dubia HBK McVaugh (camu 900-2800 mg / 100 g de acido ascérbico,
camu), es un fruto nativo de la Amazonia dependiendo del grado de maduracién y
peruana, que viene despertando gran interés  otros factores ambientales, resultados que
en el &rea nutricional debido a su alto evidencian la superioridad de esta fruta en
contenido de acido ascérbico (vitamina C) comparacién con otras especies
compuesto, que el ser humano no lo puede consideradas fuentes importantes de
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vitamina C, como los citricos acerola
(Malpighia glabra) o rosa mosqueta (Rosa
eglanteria), entre otras (Andrade et al.,
1991).

La vitamina C es muy sensible a diversas
formas de degradacién, entre las cuales se
hallan la temperatura, variacién del pH,
oxigeno, concentracién de sélidos,
catalizadores metélicos, concentracién
inicial de acido y la relacion acido
ascorbico-acido deshidroascérbico (su
forma oxidada) y enzimas. En el caso de la
pulpa de camu camu, su contenido de
solidos, pH y la presencia de enzimas,
podrian viabilizar la degradacion del acido
ascorbico (Cheftel y Cheftel, 1983).

Actualmente, muchos estudios
desarrollados en diferentes frutos
demostraron la presencia de enzimas,
relacionandolos como indicadores de
alteraciones metabdlicas intrinsecas que se
mantienen como desérdenes fisioldgicos
externos durante el periodo de maduraciény
almacenamiento (Pérez etal., 1999).

Las enzimas muestran, a menudo, una
marcada fragilidad térmica. Cuando se
calientan a temperaturas superiores a 50 °C
la mayoria de las enzimas, pero no todas, se
desnaturalizan, y unas pocas muestran
desnaturalizaciéon cuando se enfrian
aproximadamente a 5 °C. A temperaturas
bajas, la actividad enzimatica procede muy
lentamente, no se detiene del todo, hecho
que debe tenerse en cuenta en la industria
congeladora de alimentos. A menos que se
inactiven previamente las enzimas
objetables, la mayoria de los alimentos
congelados experimentan un considerable
deterioro después de un almacenamiento
prolongado, porque a temperaturas tan bajas
como -18 °C algunas reacciones enzimaticas
siguen teniendo lugar (Badui, 1999).

Diversos estudios mencionan que el

almacenamiento de frutos a baja
temperatura estd relacionado con el
incremento de la actividad enzimdtica de
varias enzimas: polifenoloxidasa,
peroxidasa, catalasa, superdxido dismutasa,
poligalacturonasas, pectinametilesterasas
(Tejacal etal., 2005).

El objetivo del presente trabajo es evaluar
la actividad de las enzimas ascorbasa y
peroxidasa de la pulpa del fruto de camu
camu almacenado a5 °Cy-20°C.

MATERIAL Y METODOS
Material

Los frutos de camu camu se adquirieron en el
mercado principal de la ciudad de Pucallpa,
en los estados de maduracién: verde,
caracterizado por el color verde de la
cascara y su textura rigida; pinton, por el
color rojo oscuro de la cascara que
predomina sobre el color verde (>50%) y
maduro, con una cascara de color rojo
oscuro (100%), visiblemente sanos (NTP,
2007).

Los frutos sanos fueron separados de los
picados, golpeados y fermentados;
seguidamente se separé la fruta por su estado
de maduracioén (verde, pintén y maduro); se
desinfect6 con hipoclorito de sodio al 0,5%
por espacio de diez minutos, luego del cual
se enjuagd con agua tratada. Se separd el
mesocarpio (pulpa) de la semilla y céscara,
esta actividad se realiz6 manualmente fruto
por fruto con el fin de no mezclar otros
componentes que posee el camu camu
como son las antocianinas, entre otros.

Analisis bromatologicos

Se obtuvo humedad, proteinas, grasas y
minerales de acuerdo a lo indicado por el
Instituto Adolfo Lutz (1985). La
concentracion de carbohidratos se realizd
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por diferencia de peso.
Preparacion del extracto enzimatico:
ascorbasa

La enzima ascorbasa se obtuvo siguiendo
la metodologia de Cardello y Cardello
(1998), que consiste en homogenizar las
muestras de camu camu in natura durante
tres minutos con tampén acetato de sodio 20
mM, pH 5,5, conteniendo cloruro de sodio
150 mM. La relacion pulpa-tampén fue de
1:20 y después de centrifugar a 12 000 x g
por veinte minutos a 4 °C, el sobrenadante se
utiliz6 como fuente de enzima.

Determinacion de la actividad ascorbasa

En un tubo de 5 ml se colocé 500 uL de
acido ascorbico T mM, 500 pL de fosfato
dibasico de sodio 10 mM, pH 5,5 y 200 pL
de extracto enzimético. Se incubaron las
muestras a 30 °C en bafo maria por cinco
minutos. Se interrumpié la reaccion
adicionando 3 ml de HCI 0,2 N. Se agit6. Se
ley6 la absorbancia a 245 nm en el
espectrofotébmetro UV/vis. Se anotaron los
resultados y se graficé la curva (Toyobo,
1984).

Célculos segtn laférmula 1:

Volumen actividad (U/ml) = (OD blanco - OD ensayo x Vt x df) 1)
10x11Vs

Resumiendo:

Volumen actividad (U/ml) = AOD x 0,820 df

Medida de la actividad (U/mg) = (U/ml) 1 /C
Donde:

AOD: A(OD blanco - OD ensayo)

Vt: volumen total (4,1 ml)

Vs: volumen de la muestra (0,1 ml)

10.0:  coeficiente de extincién de
dcido ascérbico sobre la
condicién del ensayo a pH 1
(F/micromol)

1.0: longitud de luz de la cubeta
(cm)

t: tiempo de reaccién (5 minutos)
df : factor de dilucién
C: concentracién de enzima en

dilucién (c mg/ml)
Preparacion del extracto enzimatico:
peroxidasa

Las muestras de camu camu in natura se
homogenizaron durante tres minutos con
agua destilada a4 °C. Larelacion pulpa-agua
fue de 1:20 y después de centrifugara 12 000
X g por veinte minutos a 4 °C, el
sobrenadante se us6 como fuente de enzima
(Avallone etal., 2000).
Determinacion de la actividad de la
peroxidasa

En un tubo de 5 ml se prepar6 la mezcla
reaccional (mix*): 1,4 ml de agua destilada,
200 L de tampdn fosfato pH 6,0, 200 pL
pirogalol, 100 uL de peroxido de hidrégeno.
Se adiciond 100 pL de extracto enzimatico al
mix. Después de veinte segundos a 20 °C, se
adicion6 100 plL de 2 N 4cido sulfarico para
detener la reaccion. Se midié la densidad
optica en el espectrofotdémetro UV/vis a 420
nm. Se anotaron los resultados y se grafico la
curva.

Célculos segln la férmula 2:

Volumen actividad (U/ml) = (OD ensayo - OD blanco) x df ) (2)
0,117 Vs

Resumiendo:

Volumen actividad (U/ml) = AOD x 8,547 x df

Medida de la actividad (U/mg) = (U/ml) 1 /C
Donde:
AOD: A(ODensayo-OD blanco)
Vs: volumen de la muestra (1 ml)
0,117: densidad éptica a 420 nm
correspondiente a 1 mg de
purpurogalino en éter
df: factor de dilucién
C concentracién de enzima en
dilucién (c mg/ml)
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Analisis estadistico

La unidad experimental estuvo
conformada por tres estados de maduracion,
dos temperaturas: 5 °C y -20 °C y tiempo de
almacenamiento de quince dias. Cada
tratamiento fue repetido tres veces y los
tratamientos se arreglaron en un disefno
completamente al azar con arreglo factorial
3A x 2B x 6C; el factor A representa a tres
estados de maduraciéon (inmaduro, pinton
maduro y maduro), el factor B representa
temperaturas bajas de almacenamiento (5 °C
y -20 °C) y C representa a dias de
almacenamiento (0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias). El
factor A estuvo conformado por al = estado
de maduracién verde inmaduro, a2 = estado
de maduracién pintén maduro, a3 = estado
de maduracién maduro; el factor B
conformado por b1 =5°C, b2 =-20°Cyel
factor C conformado por c1 = 0 dias, c2 = 3
dias, c3 = 6 dias, c4 = 9 dias, c5 = 12 dias, c6
= 15 dias. Los promedios de las variables se
analizaron mediante una regresion en la que

se evalué la interaccion lineal de los factores:
estados de maduracioén, temperatura y tiempo
de almacenamiento. Se examind la parte
factorial generada por las combinaciones de
estados de maduracion, temperatura y tiempo
de almacenamiento, los cuales conforman
superficies de respuesta (Zar, 1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se observa la evaluacion de la
actividad de la ascorbasa en pulpa de camu
camu, en tres estados de maduracion a
estudio con almacenamiento a 5 °C. La
actividad de la ascorbasa a 5 °C present6
incremento desde el inicio hasta el dia 6, en
dias posteriores disminuy6 su actividad hasta
culminar la evaluacién. La ascorbasa en
pulpa de camu camu verde demostré un pico
acentuado, la enzima después del inicio (0
dias) aument6 su actividad hasta el dia 6,
luego en dias posteriores declind
progresivamente hasta culminar el
experimento.

18,000
16,000
14,000
12,000
10,000
8,000
6,000
4,000 -
2,000

Ascorbasa (U/ml)

0,000 - \ \
0 3 6

Dias de almacenamiento

Inmaduro

—— Pintén maduro

9 12 15 18

—4— maduro

Figura 1. Actividad enzimdtica ascorbasa en pulpa de camu camu almacenada a 5 °C.
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Smirnoff et al. (2001), Kato y Esaka (1999);
Kisu et al. (1997), encontraron que la
ascorbasa presenta probablemente este
comportamiento debido a la importancia en
el desarrollo y crecimiento del fruto.
Entretanto la actividad de la ascorbasa en
pulpa de camu camu pintén y maduro
increment6 desde el inicio hasta el dia 6, y
conforme pasan los dias va disminuyendo,
posiblemente esto nos indica que la enzima
durante la maduracion del fruto disminuye su
actividad hasta llegar a la senescencia.
Cardello y Cardello (1998) comprob6 el
incremento de la ascorbasa durante la
maduracién del mango (Mangifera indica L.).

En la figura 2 se observa la evaluacion

de la actividad de la ascorbasa en pulpa de
camu camu, en tres estados de maduracioén
a estudio con almacenamiento a-20 °C. La
actividad de la ascorbasa a -20 °C
demostré que en pulpa de camu camu
verde aumenta durante los primeros dias
de evaluacién, hasta lIlegar al dia 9
desarrollando su méxima actividad.
Conforme pasan los dias va disminuyendo
y aparentemente se observa una posible
actividad constante hasta finalizar la
evaluacion. En pulpa de camu camu
pintén y maduro, la ascorbasa aumenta
progresivamente hasta el dia 12 donde
presenta su maxima actividad. En dias
posteriores es aparentemente constante
hasta concluirlaevaluacion.
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Figura 2. Actividad enzimdtica de la ascorbasa en pulpa de camu camu almacenada a -20 °C.

Badui (1999) menciona, que a bajas
temperaturas el frio procesa las capas
superiores hacia el interior de la pulpa;
cuando la temperatura en el centro de la
pulpallegaa-18 °C 0 -20 °C existe el cambio
de fase, donde las moléculas de agua no se
encuentran disponibles para las reacciones

enzimaticas. Esto nos indica la actividad de
la ascorbasa en pulpa almacenada a -20 °C;
durante los primeros dias de evaluaciéon
presenta actividad hasta llegar al dia 9,
donde probablemente las capas de frio en el
centro de la pulpa llegaron al maximo,
inhibiendo la actividad de la enzimatica



100 Conoc. amaz. 1(1): [2010]

hasta culminar el estudio.

En la figura 3 se muestra la evaluacién de
la actividad enzimatica de la peroxidasa en
los tres estados de maduracién en estudio, de

la pulpa de camu camu almacenada a 5°C y
se observa que esta enzima se incrementa
notablemente, para los tres estados en el
sexto dia, declinando notablemente después
de éste, para los dias posteriores.
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Figura 3. Actividad enzimdtica de la peroxidasa en pulpa de camu camu almacenada a 5 °C.

Tejacal et al. (2005), observaron que
durante el almacenamiento de zapote
mamey a 5 °C y 10 °C la actividad de
peroxidasa se mantuvo baja y sin cambio,
esto es atribuible a una menor actividad por
efecto del frio, aumentando répidamente
después de la transferencia a 20 °C.

En la figura 4 se evalu6 la actividad de la
peroxidasa en pulpa de camu camu en tres
estados de maduraciéon a estudio con
almacenamiento a -20 °C. La actividad de la
peroxidasa a -20 °C demostré que desde el
tiempo inicial hasta el dia 6 increment6 en
los tres estados, después del dia 9 disminuyo
hasta culminar la evaluacién,
probablemente la actividad de peroxidasa

fue inhibida debido a las bajas temperaturas.

Pérez et al. (1999), observaron en frutos
de zapote mamey con almacenamiento a 20
°C, que la actividad de la peroxidasa
aumenta durante la maduracion.

CONCLUSIONES

1. La ascorbasa demostr6 mayor actividad
enzimatica en pulpa en estado maduro
almacenada a -20 °C. El dia 15 de
evaluacién presentd una concentracion
de 21,3817 U/ml. La pulpa verde
almacenada a 5 °C en el dia 6 de
evaluaciéon presenté una concentracion
de 16,121 U/ml, con diferencia
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Figura 4. Actividad enzimdtica de la peroxidasa en pulpa de camu camu almacenada a -20 °C.

significativa (p <0,05).

La peroxidasa demostré mayor actividad
enziméatica en estado maduro
almacenada a -20 °C en el dia 9 de
evaluacion a una concentraciéon de
19,373 U/ml. De igual modo la
actividad de la peroxidasa almacenada a
5 °C demostré al dia 9 de evaluacién una
concentracion de 17,826 U/ml, vy
estadisticamente no presentan
diferencia significativa (p < 0,05).

La ascorbasa y la peroxidasa en pulpa de
Myrciaria dubia, camu camu, son
factores de degradacion del é&cido
ascorbico después de la cosecha del
fruto. Dicha actividad esta relacionada
en forma independiente al estado de
maduracion del fruto.
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