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RESUMEN

La jicama es una raiz originaria de México; en donde se consume principalmente
como verdura fresca por su crujiente textura y suculenta pulpa blanca. Sin
embargo, la costumbre la ha popularizado como un producto minimamente
procesado al consumirse en rebanadas adicionada con sal y chile.

La refrigeracidbn es un método importante para la conservaciéon de frutas vy
hortalizas frescas; sin embargo, su aplicacion en jicama tiene diferentes
problemas debido a que esta es sénsible al dafo por frio cuando es almacenada
a temperaturas por debajo de los 10°C, disminuyendo su calidad y vida
poscosecha. El ataque de microorganismos y el oscurecimiento interno son
algunas de las manifestaciones de este dafio que se hace presente cuando
estas raices se almacenan por periodos de una o dos semanas.

Los tubérculos como la papa pueden almacenarse a bajas temperaturas por
periodos cortos; sin embargo debido a su alto contenido de almidén, éste puede
degradarse provocando endulzamiento del producto. Dado que la jicama
también tiene alto contenido de almidén este producto pudiera presentar el
mismo fenémeno, lo cual facilitaria las manifestaciones del dafio por frio de éste.
El problema de oscurecimiento interno, se ha enfocado desde el punto de vista
de la participacion de la enzima polifenol oxidasa sobre los compuestos fendlicos
presentes; sin embargo, no se ha explorado adecuadamente la participacién de
otras enzimas como la peroxidasa sobre el desarrollo del color de los productos.
El presente trabajo se realiz6 con el objeto de estudiar los pasos primarios de la
degradacion del almidén contenido en la jicama a través de la medicién de la
actividad de una de las enzimas hidroliticas del mismo, la a- amilasa, durante el
almacenamiento a 10°C.

De igual forma el proceso de oscurecimiento interno fue seguido a través de la
medicion de la actividad de la peroxidasa durante el mismo periodo de
almacenamiento.

Se trabajé con jicama de la especie Pachyrhizus erosus procedentes de Nayarit
y Guanajuato (Bajio), las cuales se almacenaron durante 24 dias a 10°C.



Cada cuatro dias se tomaron seis jicamas para ser analizadas el dia de
muestreo y transferidas a 20°C durante cuatro dias adicionales para finalmente
ser analizadas en forma equivalente.

Los factores de estudio fueron el contenido de aztcares, pérdida fisiolégica de
peso, peso seco, contenido de sdlidos solubles, contenido de almidén, color y
cambios en las actividades de las enzimas o- amilasa y peroxidasa.

Después de 20 dias de almacenamiento, la cantidad de almidén en las jicamas
almacenadas a 10°C fue mas baja respecto del contenido inicial. Las jicamas
almacenadas a 10°C vy transferidas a 20°C disminuyeron un 53.68% su
contenido de almidon; el tratamiento a 10°C o hizo en 39.99% y el control un
28.79%. Los primeros ocho dias de almacenamiento, la actividad de o- amilasa
fue alta para las muestras mantenidas a 10°C y transferidas a 20°C mostrando
un valor maximo de 0.4098 unidades. Sin embargo, el control a 20°C y las
muestras mantenidas a 10°C muestran comportamientos similares entre si con
aumentos desde el inicio hasta alcanzar un maximo el dia 16 (0.3929 y 0.4231
unidades para 10 y 20°C respectivamente).

La mayor actividlad de peroxidasa se presentd en jicamas que fueron
almacenadas a 10°C y transferidas a 20°C con un valor de 12.4075 AAbs/min* g
el dia 4. El comportamiento de actividad de peroxidasa para las jicamas
almacenadas a 20°C fue parecido al de 10°C, el oscurecimiento fue mayor para
las jicamas almacenadas a 10°C y transferidas a 20°C.

Estos resultados indican que la jicama presenta el fenomeno de endulzamiento
como resultado del dafio por frio y que la enzima peroxidasa no explica

completamente el desarrollo del oscurecimiento interno de este producto.



1. INTRODUCCION

La jicama es originaria de México y América central. En la actualidad se cultiva
ampliamente en el Sudeste de Asia. Es una de las pocas raices leguminosas que
se consume como vegetal y cominmente se ingiere fresca o acompafada con

limén, chile y sal, o encurtidas.

En México se cultiva principalmente en los estados de Nayarit, Oaxaca, Guerrero,
Chiapas, Morelos, Michoacan, Jalisco, Veracruz y Guanajuato. La produccién
nacional de jicama en 1999 fue de 107, 827.18 toneladas. Se estima que se pierde
aproximadamente el 34 % de la produccién nacional debido a problemas
parasitolégicos que se presentan durante la precosecha; mientras que del 66%
cosechado, el 13% se pierde por mal manejo y problemas poscesecha. Esto implica
también la pérdida de componentes nutrimentales. Para que estos nutrimentos se
conserven es necesarié operai con sistemas de manejo y conservacion del

producto que permitan mantenerlos.

El almacenamiento a bajas temperaturas para la conservacidon de productos
perecederos es una técnica comun para alargar su vida poscosecha. Sin embargo,
. estos resultados no se pueden aplicar indistintamente a todos los productos debido
a que muchos de ellos muestran el desorden fisiolégico de dafio por frio. Este
desorden se manifiesta como alteraciones metabdlicas que inducen dafios
fisiologicos que se traducen en pérdida de calidad llegando a ser particularmente
agudo en los productos de origen vegetal nativos de &reas tropicales y

subtropicales, cuando se someten a temperaturas entre 0°C y 15°C.

Barile y Esguerra (1984) indicaron que la calidad de la jicama se pierde mas
rapidamente cuando se almacena entre 0 y 10°C durante 15 dias en comparacion
con aquellas mantenidas a temperaturas moderadas de 15°C a 25°C en el mismo
tiempo. Paull y Chen (1988) al estudiar los cambios composicionales de estas
raices almacenadas a 22 y 12.5°C durante cinco meses, sefialaron que la pérdida
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de humedad fue mayor a la temperatura mas alta. Sin embargo, la pérdida de
almidén y su conversién en sacarosa fue mayor en las jicamas almacenadas a
12.5°C, ademas que presentaron mayores tasas de respiracion durante los dos
primeros meses de almacenamiento. Este comportamiento lo asociaron a un

probable dafio por frio.

Las papas, después de ser almacenadas a temperaturas inferiores a 10°C sufren el
fenémeno conocido como endulzamiento, como consecuencia de la conversion de
almidén a azucares simples. Para el caso de esta hortaliza, el endulzamiento es un
cambio no deseable debido a que los azlcares liberados en presencia de grupos
amino; pueden generar compuestos coloridos cuando los productos elaborados con:
esta materia prima se procesan industrialmente y se les suministra calor. Es posible
que esta manifestacién de endulzamiento se presente también durante el
almacenamiento refrigerado de la jicama lo cual contribuiria a aumentar la

sintomatologia de dafio por frio.

Se ha descrito que la temperatura c')ptimé de almacenamiento para la jicama es de
13°C por periodos de hasta 4 o 5 meses. Cantwell y col. (1992) estudiaron jicamas
de la variedad ‘Agua dulce’ procedentes de Nayarit, México almacenandolasa 0, 5,
10, 12.5 y 20°C por un periodo de 4 semanas. Sus resultados indicaron que las-
raices solo podian ser almacenadas de dos a tres semanas a 10°C; ya que
después de este tiempo aparecieron sintomas de dafio por frio (pudriciones y
oscurecimiento interno). Aquellas raices que se almacenaron a 12.5°C estuvieron

en excelentes condiciones durante las cuatro semanas.

Por otro lado, el oscurecimiento interno como una de las manifestaciones del dafo
por frio en distintos productos, generaimente se ha atribuido a la accion de la
polifenol oxidasa la cual oxida a los ortodifenoles a sus respectivas quinonas que a
su vez se polimerizan o reaccionan con compuestos amino para generar
compuestos generadores de colores oscuros. No obstante, también es posible que



otras enzimas puedan estar involucradas en el proceso contribuyendo a una mejor

explicacion del fenémeno.

Los objetivos del presente trabajo fueron; analizar la posible generacion de
endulzamiento de las jicamas almacenadas a 10°C a través de la medicion de la
actividad la o amilasa y correlacionarla con la acumulacién de azicares en el
proceso y estudiar el papel de la .peroxidasa durante la generacién del

oscurecimiento interno de la jicama almacenada a bajas temperaturas.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. DESCRIPCION BOTANICA

La jicama es una leguminosa del género Pachyrhizus, el cual comprende cinco
especies principales: P. erosus, P. ahipa, P. panamensis, P. tuberosus y P.
ferrugineus. De las cuales las fres primeras son de mayor importancia y son
cultivadas por su raiz tuberosa, entre los 20° de latitud Norte en México y los 20° de

latitud Sur en Bolivia y en el norte de Argentina (Orting y col., 1996).

La planta posee tallos vellosos .rastreros o trepadores, que pueden alcanzar una
altura de 5 m y que parten de una raiz gruesa, oval o globosa. Las hojas son
ligeramente apecioladas, con tres hojuelas (trifoliadas) de forma muy variable,
simples o lobuladas, enteras o ligeramente dentadas, miden de 4 a 20 cm de largo
por 6 a 22 cm de ancho, ensanchadas hacia la extremidad, deltoides; con estipulas
pequefas y lineares. Las inflorescencias son racimos erectos, de hasta 0.5 m de
longitud, axilares, constituidos por una a cinco flores tipicamente amariposadas, las
cuales son grandes, de aproximadamente 2cm de largo, de color morado, rosa o
blanco. Los frutos son vainas lineales, comprimidas de 5 a 15cm de largo, pilosas,
contienen de ocho a diez semillas reniformes o cuadradas, con el hilio pequefio,
pueden ser negras, marrones o amarillas. Las raices son grandes y tuberosas; son
los 6rganos de reserva de la planta, con una amplia variabilidad en su forma, desde
muy irregulares-hasta casi esféricas; los tejidos de reserva son blancos, jugosos y
azucarados (INEGI, 1997). |

La parte importante de la planta de jicama es la raiz, ya que es comestible para el
humano, es rica en azucares y agua (hasta 90% de su peso total), contiene
pequefias cantidades de calcio y hierro. Las raices alcanzan su desarrollo 6ptimo
en tres o cuatro meses después de la floracion, pero pueden dejarse en el campo



hasta por seis meses. Si se dejan madurar en campo aumentan considerablemente
su contenido de almiddn (INEGI, 1997).

La raiz se consume principalmente como hortaliza fresca. El producto intacto se
pela y se corta en rebanadas y se adereza con sal, limén y chile en polvo.
Ocasionalmente se corta en trocitos y se encurte en vinagre junto con ofras
hortalizas. El follaje de la planta se usa como forraje ya que contiene de un 15 a 20
% de proteinas, mientras las semillas son usadas como materia prima para la
elaboraciéon de insecticidas por su alto contenido de rotenona, poderoso inhibidor

del transporte de electrones mitocondrial (Pinto-Cértes,1973).

2.2. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA JICAMA

La produccién nacional de jicama para 1999 fue de 107,827.18 toneladas, esta
produccién se reporta distribuida en diferentes estados, siendo Nayarit, Morelos y
Michoacan los principales estados productores (Cuadro 1). Se puede observar que
Nayarit aporté para el afio 1999 el 44% de la produccién nacional; en tanto que
Morelos aporto el 18.2%, Michoacan el 14% y Guanajuato aporto el 7.3%, es decir
que tres estados de la republica concentran % partes de la produccién vy los cuatro
estados aportaron el 83.5%. El historial de esta produccién ha ido en aumento ya
que para el afio de 1991 la produccion fue de 75 159 toneladas y para el afio de
1995 esta fue de 95 563 toneladas. Aunque Nayarit se mantiene como el principal
productor con pocas variaciones en su participaciéon (al rededor del 44%); la
participacion en su conjunto de los cuatro estados mencionados se ha reducido
desde un 90% en el afio de 1995 hasta el 83.5% sefalado anteriormente. La
participacion de otros estados en la produccién como -Guerrero y Puebla han
llevado la mencionada disminucién (SAGARH, 1999).



El cultivo de jicama puede estar asociado con el de maiz y frijol, permitiendo al
campesino obtener productos de autoconsumo antes de efectuarse la cosecha de
la jicama. La importancia social de su cultivo radica en que cerca del 50% del total

de productores provienen de familias de escasos recursos.
2.3. COMPARACION NUTRIMENTAL DE LA JICAMA CON OTRAS RAICES

El valor nutritivo de la jicama comparada con otras hortalizas de mayor consumo
se presenta en el Cuadro 2. La jicama, es un producto que puede aportar menos
energia que la papa y zanahoria, pero mas que el camote. Contiene 10 veces mas
proteina que la papa y la zanahoria y es comparable con el camote. Es relevante su
contenido de fibra ya que representa del 0.6 al 1.4 % en comparacién con el
camote que presenta 1%. Las raices de algunas leguminosas son usadas en varios
paises de Afric_:a y Asia, como fuente de carbohidratos, pero si se consume en
grandes cantidades, podrian contribuir de forma sustancial en los requerimientoé de

proteina.

De los pocos estudios que se tienen, la jicama de México contiene un 2.9% vy un.
3.08% de nitrogeno en base seca y su proteina tiene un perfil de aminoacidos

donde sobresale su contenido en aspartico (Cuadro 3).

El aporte de vitaminas y minerales de la jicama en comparacion con otras raices,

es relevante; ya que presenta un_alto contenido de riboflavina y niacina, asi como

un alto contenido de acido ascoérbico similar al del camote (Sorensen, 1990/ INN,
1997).

Ramirez-Moreno (1999) estudi6. los cambios en los nutrientes de distintos

materiales genéticos de jicama en la q‘ue incluyé dos variedades de jicama: P.

erosus y P. ahipa, asi como dos segregantes de un proceso de seleccion de

variedades del INIFAP Celaya. Este estudio indic6 que en especies de P. ahipa el

contenido de materia seca fue alrededor de 17 y 19%, en tanto que en P. erosus

este contenido fue de 9 %.



Cuadro 1. Principales estados productores de jicama

Estados productores de Toneladas
jicama

Aguascalientes 12
Baja California Sur 20
Guanajuato 7827
Guerrero 5637
Jalisco 1256
México 144
Michoacan 15463
Morelos 19610
Nayarit 47596
Puebla 6545
San Luis Potosi 384
Sinaloa 702
Tamaulipas 166
Veracruz 2150
Yucatan 300
Zacatecas 15

Produccion total

107827.18 Ton

(SAGARH, 1999).




Cuadro 2. Comparacion de la composicion nutrimental de la jicama con otras

raices (por 100 g de materia hUmeda ).

NUTRIMENTOS JICAMA CAMOTE | ZANAHORIA | PAPA
ENERGIA (Kcals) 39 103 44 76
HUMEDAD (%) 78-90 70.6 88.2 81
PROTEINA (g) 1.0-1.5 1.0 0.4 1.6
LIPIDOS (g) 0.09-0.8 0.4 0.3 0.1
CARBOHIDRATOS (g) |[8-15 24 10.5 17.5
FIBRA (9) 0.6-1.4 1.0 0.9 0.5

VITAMINAS (mg/100g

de porcién comestible)
AC. ASCORBICO 14-20 23 19 15
TIAMINA 0.05-0.5 0.09 0.04 0.07
ROBOFLAVINA 2 0.03 0.5 0.03
NIACINA 2 0.6 0.5 1.1

MINERALES (mg/100g

de porcién comestible)
CALCIO 13-16 41 26 13
FOSFORO 16 — -——- e
HIERRO 0.5-1.1 1.0 0.6 2.7
COBRE 43 -—ev --n- e

Sorensen, 1990 / INN,1997.




Cuadro 3. Composiciéon de aminoécidos de la jicama (base seca g aminoacido por
100 g de proteina) .

AMINOACIDOS JICAMA FAO (1973)
g/100g proteina

Aspartico 55-14

Isoleucina * 2.09 4-0
Treonina * 2.68 4.0
Leucina * 2.91 7.0
Serina 3.28

Triptofano * 1.71 1.0
Glutamato 5.37

fenilalanina * 2.31 6.0 ++
Prolina 2.53

Histidina 2.53

Glicina 1.86

Lisina * 3.28 5.5
Alanina 2.46

Arginina 7.38

Valina 3.20 5.0
Cisteina 0.45

Metionina * 0.82 3.5+

(Evans y col,1977).

*Aminoacidos esenciales
+ Incluye metionina + cistina

++ [ncluye fenilalanina + tirosina






Respecto del segundo aspecto; se ha indicado que la jicama es sensible al dafio
por frio y su calidad decrece rapidamente después de 12 dias de almacenamiento a
10°C. Un sintoma evidente del dafio por frio es la sensibilidad al ataque de
" microorganismos, especialmente de hongos; mientras que el oscurecimiento de la
pulpa y la pérdida de su crujencia son los principales sintomas internos (Mercado y
col., 1998b).

Barile y Esguerra (1984) encontraron que la calidad de las raices de jicama se
pierde después de 15 dias cuando estas son almacenadas entre 0 y 10°C y que la
calidad se mantiene mejor cuando estas son almacenadas a temperaturas entre 15
y 25°C. '

Bergsma y Brech (1992) encontraron que los sintomas del dafio por frio se
incrementan cuando las raices de jicama se transfieren de temperaturas de
refrigeracion a temperatura ambiente. Los sintomas de dafio por frio en jicama
incluyen pudriciones externas inducidas por las bajas temperaturas (0-5°C) y

‘oscurecimiento interno inducido por temperaturas moderadas (5-10°C).

Orozco y col. (1990) asi como Cantwell y col. (1992), realizaron un estudio sobre
los cambios de calidad y cambios fisioldgicos de raices de jicama almacenadas a
diferentes temperaturas. Sus resultados indicaron que la tasa de respiracion de las
raices mantenidas a 10°C se incrementé conforme transcurrié el tiempo de
almacenamiento y que esta sobrepasoé la tasa de respiracién encontrada a 20°C.
Mientras que las raices mantenidas a 12.5°C mostraron poco cambio en su tasa de
respiracién. La calidad visual de las jicamas mantenidas a 12.5°C fue superior y no
cambio después de sus transferencias a 20°C, mientras que las jicamas
almacenadas a 10°C mostraron un decremento después de tres semanas de
almacenamiento. Estos mismos autores sefialaron que la permeabilidad de las
membranas desp'ués de tres semanas, medida como liberacidbn de iones o
conductividad, fue draméticamente alta en las raices almacenadas a 0, 5y 10°C.
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Mercado y col. (1997) hicieron una comparaciéon de la susceptibilidad al dafio por
frio de materiales genéticos procedentes de Nayarit y Guanajuato observando que
existen diferencias, este reporte indica que son mas susceptibles al dafio por frio
los materiales producidos en la zona del Bajio, ya. que se preséntaron sintomas de
este desorden en un lapso de una semana a 10°C en tanto que los materiales de

Nayarit lo presentaron después de tres semanas.

En otro trabajo Mercado-Silva y Cantwell (1998) estudiaron jicamas de la variedad
‘Agua Duice’ almacenadas a 5, 10., 13 y 20°C por un periodo de hasta tres semanas
encontrando que a 5 y 10°C se incrementaron las tasas de pérdida de agua y que
esta fue del doble respecto de la mostrada por las raices almacenadas a 13 y 20°C.
Este estudio sugiere que la tasa de pérdida de agua podria ser un indicador de
dafio por frio. También sefialaron que la pulpa de las raices almacenadas a 10°C
presentd zonas de color café que fue correlacionado adecuadamente por una
disminucién del valor de color L*. La textura disminuyé en forma notable en las
muestras conservadas a 10°C en tanto que las muestras almacenadas a 13y 20°C

conservaron su crujencia.

Mercado-Silva y col. (1998b) asi como Garcia (1998) realizaron un estudio
comparativo de cinco variedades de jicama de la zona del Bajio, indicando que
todas ellas fueron susceptibles al dafio por frio mostrando incrementos de pérdida
de peso, aumento en la tasa de respiracién, oscurecimiento de la pulpa,

disminucién de calidad y pérdida de textura.

Ramirez-Martinez (1999) realizdé un estudio comparativo de las actividades de las
enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y de la polifenol oxidasa (PPO) asi como-
del contenido de fenoles solubles en etanol en dos especies de jicama
(Pachyrhizus erosus y P. ahipa) durante su almacenamiento a 10 y 20°C indicando
que P. ahipa fue mas tolerante al frio y que la actividad de PAL se incrementé
durante el almacenamiento a 10°C en tanto que la actividad de ‘PPO no explic
completamente el fendmeno de oscurecimiento.
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Paull y Chen (1988) estudiaron los cambios composicionales de jicamas
almacenadas a 12.5 y 22°C en un periodo de cinco meses, encontrando una
continua degradacion de almidon y sus correspondientes incrementos de sacarosa
durante el alimacenamiento asi como también una pérdida de azucares reductores.

Los cambios fueron mayores a 12.5 que a 20°C.

Toda esta serie de estudios han indicado que la jicama de la especie P. erosus es
muy susceptible al dafio por frio y que este se manifiesta por una mayor
susceptibilidad al ataque de microorganismos, oscurecimiento interno, pérdida de
textura, incremento en la tasa de pérdida de agua y peso y se sospecha que
durante el proceso se presenta un fendmeno de degradaciéon de almidones y su -
consecuente generacion de azucares. Asi mismo se sospecha que pueda existir

algun otro tipo de reaccion que lleve al oscurecimiento.

2.5. ASPECTOS GENERALES DEL DANO POR FRIO

La exposicidén a bajas temperaturas puede ocasionar alteraciones metabdlicas que
inducen darios fisiolégicos que se traducen en perdida de calidad de los productos.
Este desorden fisiologico se le ha denominado “dafio por frio” y llega a ser
particularmente agudo en los productos de origen vegetal nativos de areas
tropicales y subtropicales, cuando se someten a temperaturas entre 0 y 15°C
(Kader, 1992).

La respuesta fisiolégica de los productos al estrés por bajas temperaturas se
manifiesta como alteraciones en la biosintesis de etileno, en la velocidad de
respiracion, en la inhibicidn de la corriente protoplasmatica, en una mayor pérdida
de solutos y en el desacoplamiento en la fosforilacion oxidativa, entre otros.

Varias de estas respuestas dan un conjunto de sintomas visuales, que pueden
presentarse tanto externa como internamente en el producto. Estos sintomas
pueden ser desde pequefios hundimientos en la superficie, desarrollo pobre en
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color, hasta pudriciones, ablandamientos y pérdida general de la estructura, lo cual

puede causar severas mermas en la calidad del producto en poscosecha.

Generalmente se considera que la respuesta primaria debido a las bajas
temperaturas es de naturaleza fisica. El dafio directo por estrés a las bajas
temperaturas da como resultado cambios en las propiedades fisicas de las
membranas celulares; dando una serie de posibles dafios indirectos o disfunciones.
A esas temperaturas ocurre una transicion de fase que afecta la fluidez de la
membrana esto ademas coincide con el umbral de las bajas temperaturas en al
menos algunas especies sensibles al frio. Los cambios de fluidez probablemente
ocurran en microdominios dentro de la membrana. Alternativamente, las bajas
temperaturas pueden tener un-efecto directo sobre proteinas clave de rutas

metabdlicas especificas resuitando en un dafio total o parcial.

Después de una suficiente exposicion a las bajas temperaturas, da como resultado
respuestés secundarias, por ejemplo, la pérdida de integridad de la membrana,
pérdida de solutos, pérdida de la compartamentalizacién y cambios en la actividad
enzimatica. Estos cambios secundarios generan la manifestacién eventual ‘de los
sintomas del dafio por frio (Raison y Orr,1990). El dafio puede expresarse como
lesiones en la superficie, inhibicién de la maduracién, oscurecimiento, inhibicién del

crecimiento, pudriciones y marchitamiento.

El resultado de las disfunciones de los primeros cambios moleculares inducidos por
las bajas temperaturas puede ser reparado y/o reversible en algunas especies
cuando el tejido es regresado a condiciones de no dafo (Kays,1991). Después de
superar el tiempo critico el dafio es irreversible.

-

2.5.1. SINTOMAS DEL DANO POR FRIO

Las respuestas iniciales a las bajas temperaturas son consideradas como fisicas
aquellas que incluyen las alteraciones en la membrana y disfuncion de
14



proteinas/enzimas. En segundo lugar se encuentran los cambios fisioldgicos
(cambios en la biosintesis de etileno, alteraciones en la velocidad de respiracion,
inhibicién de la corriente protoplasmatica) que ocurren con el tiempo, asi como la

pérdida de la integridad estructural de la membrana y la calidad total (Morris, 1982).

Los sintomas que se presentan después de una exposicion a bajas temperaturas
no son exclusivos de este estrés, sin embargo, la coincidencia de varios de ellos
después de un tratamiento, son indicativos del dafo. Su aparicién puede ser
retardada por la baja temperatura, por lo que generalmente se presentan después
de transferir los productos a temperatura ambiente. Por otra parte, la severidad ésta
en funcion del tipo de tejido, el estado de desarrollo de la planta y el tiempo de

exposicion a las bajas temperaturas (Figura 1).

Las raices y tubérculos, como las jicamas y papas pueden almacenarse a bajas
temperaturas por periodos cortos; sin embargo, debido a su alto contenido de
almidon, éste puede degradarse provocando endulzamiento del producto. El
endulzamiento y el oscurecimiento de la pulpa son algunos de los sintomas del

dario por frio.

En el Cuadro 4 se indican el tiempo y la temperatura requeridos para desarrollar los

sintomas del dafio por frio en algunas frutas y hortalizas.

2.6. ENDULZAMIENTO POR BAJAS TEMPERATURAS

Kumar y col. (2000); han indicado que los tubérculos de papa acumulan azucares
reductores en respuesta a las bajas temperaturas (endulzamiento por bajas
temperaturas) y también por envejecimiento de largo término (endulzamiento

senescente).
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v PLANTA SENSIBLE AL FRIO «— ‘

ESTRES POR FRIO REVERSIBLE
: Corta exposicién

RESPUESTA PRIMARIA A

Cambios fisicos en la membrana lipidica

RESPUESTAS SECUNDARIAS

' > Disminucién de la corriente protoplasmatica

Incremento en la velocidad de respiracion
Interferencia en la produccién de energia
Incremento de la energia de activacion
Estimulacién de la sintesis de etileno
Alteracién en la estructura celular
Incremento en la permeabilidad
Reduccién de fotosintesis
v
IRREVERSIBLE POR EXPOSICION PROLONGADA
\2
MANIFESTACION DE LOS DANOS

Pérdida de la capacidad de almacenamiento

Hundimiento en la superficie
Rompimiento interno
Marchitamiento
Oscurecimiento

Pudriciones

Raison y Orr,1990

Figura-1. Esquema simplificado de las respuestas al frio en plantas

sensibles.
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Cuadro 4. Tiempos y temperaturas requeridos para desarrollar sintomas de dafio

por frio en diferentes frutas y hortalizas.

Producto | Estado de maduracion al| Criterio | Temperatura | Tiempo critico
enfriamiento °C en dias
Aguacate (1) |Preclimatérico A 2 31
Climatérico A 2 19
Postclimatérico A 2 43
Berenjena (1) | Inmadura C 1 5
Normal D 1 8
C 1 7
Sobremadura D 1 5
C 1 12
Meldn (1) Madurado A 5 16
Maduro A 5 >19
Mango (1) Cambiante A 1 <7
Maduro A 2 7-14
Papaya (1) |Cambiante A 2 9
60% Madura A 2 18
Pifa (1) Base doblada C 7.5 3
Amarillo intenso C 7.5 7
Platano (1) | Verde maduro B 5 5
Madurado A 1 <1
A 2 1
Tomate (1) | Verde maduro A 0 10
Madurado A 0 >30
Toronja (1) | Verde A 45 20
Amarilla (*) A 4.5 30
Jicama (2) Comestible A 12.5 7

(1) Paull,1990. (2) Cantwell y col.,1992.

o »

Sintomas visibles.
Maduracién fisiolégica.

Oscurecimiento interno.

D. Hundimientos o picaduras

(*) Tratada con etileno por 48 horas.
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De forma general se conoce que muchas plantas se endulzan en el otofio y
principios de invierno y las investigaciones muestran que disminuyendo la
temperatura por debajo de 10°C puede apreciarse la acumulaciéon de azlcares en

diversos tipos de plantas (ap Rees y col.,1981).

Este fenomeno ha atraido la atencién de muchos investigadores desde varios
puntos de vista; por ejemplo desde el punto de vista de interés fisioldgico, se piensa
que este endulzamiento sea parte de las respuestas de las plantas para resistir las
heladas o bajas temperaturas a las cuales se someten durante la temporada
invernal; para realizar estudios sobre los efectos del frio en el metabolismo, y hasta
desde el punto de vista econdémico, ya que en produétos como la papa al
almacenarse a bajas temperaturas y presentarse este fendmeno disminuyen
grandemente su calidad y tiene un efecto drastico sobre sus caracteristicas de
procesamiento, puesto que se presenta el fendmeno de oscurecimiento no
enzimatico al reaccionar los grupos amino libres con los aztcares generados
durante el aimacenamiento. Aunque también se ha indicado que este proceso es
reversible si los productos refrigerados se trasladan a temperaturas superiores
(Kumary col., 2000).

Debido a este fenémeno, las ventajas del almacenamiento refrigerado se ven
disminuidas ya que se considera que el desarrollo de pudriciones sea debido a la
acumulacion de azlcares.

La papa y muchas otras plantas y partes de plantas (hojas, tallos, raices y frutos)
presentan este fenémeno que se atribuye a la degradacion del almidon a azuicares
simples después de la exposicidn a temperaturas menores de 10°C (O’'Donoghue
y col., 1995).

El enduizamiento por bajas temperaturas es generalizado, pero no es una

caracteristica universal de plantas superiores. Aunque segln ap Rees (1981), el
fenémeno puede estar mas difundido entre las plantas de lo que se cree ya que en
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aquellas con altos contenidos de azucares, es dificil establecer diferencias durante
el proceso.

Se ha indicado que los tipos de azlcares acumulados durante el proceso pueden
variar dependiendo del tipo de planta pero en general se ha indicado que la
sacarosa es el azlcar que se acumula dentro de los tejidos. Aunque también se
puede acumular rafinosa, estaquiosa, hexosas y alcoholes de azUcares (Levitt,
1980). Pollock y ap Ress (1975), encontraron que enfriando tubérculos de papa a
2°C después de cinco dias se acumuldé gran cantidad de sacarosa y en menor
cantidad azUcares reductores y que esta acumulacion de hexosas estuvo
relacionada con la actividad de invertasa; por lo que ellos sugirieron que la
acumulacién de estas hexosas era debida a la hidrélisis de la sacarosa. No
obstante, ap Ress y col. (1981), indicé que la cantidad de azicar acumulado es
relativamente pequefio y que esta varia con el tipo de planta y con las condiciones

de crecimiento de la misma.

Inicialmente se habia pensado que el fenémeno de endulzamiento de ciertas
plantas podria estar relacionado con su tolerancia a las heladas. Sin embargo, en
otras no existe un paralelismo entre la acumulaciéon de los azlcares y la tolerancia
a las heladas y en otras mas no existe ninguna correlacién; asi por ejemplo la papa
no presenta tolerancia al frio y la cafia de aztcar es muy sensible al frio y en otros
casos la tolerancia al frio no esta acompafada del endulzamiento (ap Ress y col.,
1981). Estos investigadores anotaron que el endulzamiento es una respuesta
inevitable del metabolismo de las plantas a las bajas temperaturas y que tal

respuesta no tiene nada que ver con la tolerancia la frio.

No se tiene un conocimiento completo del fendmeno de endulzamiento ocasionado
por las bajas temperaturas ni tampoco como estas afectan a las rutas metabdlicas
involucradas. Se sabe que hay sintesis de sacarosa durante el proceso y que de los
dos sistemas enzimaticos que la pueden sintetizar (sacarosa sintasa y sacarosa
fosfato sintasa seguida de sacarosa fosfato fosfatasa), la segunda es la que opera
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el endulzamiento en papa y que la conversidn de sacarosa a hexosa estd mediada
por una invertasa acida (Figura 2). Aunque no existen estudios al respecto, se
considera que la acumulacion de rafinosa y estaquiosa siguen las mismas rutas
empleadas por todas las plarftas. Es decir, la UDP galactosa se une con el mjo
inositol por via enzimatica para generar galactinol; el cual en presencia de
sacarosa y a través de otra enzima regenera el mio inositol y genera la rafinosa; la

cual nuevamente con el galactinol genera la estaquiosa.

Las rutas de sintesis de sacarosa anteriores indican que las hexosas 6 fosfato son
la fuente inmediata del azlicar que se acumula por el frio; por lo que se considera
que la fuente de estos azucares se deba a un rompimiento del almidon. Isherwood-
citado por ap Ress (1981), encontraron que el contenido de almidon disminuia
mientras que el de sacarosa aumentaba en forma equivalente lo cual sugirié que el
almidon era la principal fuente o quizas la unica fuente de carbono para el proceso

de endulzamiento.

Existe una amplia distribucion de enzimas que pueden llevar a cabo la degradacion
del almidén entre las que se puede mencionar la a—glucan fosforilasa, a—amilasa,

B—amilasa y maltasa y por ello se ha indicado que el rompimiento del almidén
podria ser fosforolitico o hidrélitico o ambos y aunque existe evidencia que la
actividad fofosforolitica (almiddn fosforilasas) es una de las principales acciones a
las que se le atribﬁye el rompimiento del almidén, ningdn trabajo ha mostrado que

las enzimas hidroliticas no estén involucradas.

Respecto de la accion de la almidén fosforilasa, Kumar y col. (2000) trabajando con
tubérculos de papa alrhacenados a 4°C por periodos de 2 a 26 meses, indicaron
que la almidén fosforilasa parece contribuir mas al enduizamiento senescente y en
mucho menor medida en el endulzamiento por bajas temperaturas y que es
probable que actlie en conjunto con otras enzimas degradadoras o sintetizadoras

del almidén.
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Figura 3. Metabolitos mayores y enzimas involucradas en la conversion de almidon a sacarosa en plantas. @, Invertasa;
@,Sacarosa sintetasa; ®@,Hexoquinasa; @,Fosfoglucosa isomerasa; ®,UDP-glucosa pirofosforilasa; ®,Fosfoglucomutasa;
@,Fosfoglucosa isomerasa; a, f-amilasa; b, a-amilasa; c,enzima desramificante; d, a-glucosidasa; e,Hexoquinasa; f,fosfo
glucoisomerasa; g,almidén fosforilasa;



Bajo otro enfoque Doucette y Pritchard, (1993) trabajando con papas tolerantes al
endulzamiento (ND860-2) y sensibles al mismo (Norchip) almacenadas a 4 y 10°C
encuentra que asociado a la acumulacién de azucares ocurrié un incremento fuerte
del acido abscisico (ABA) siendo este particularmente alto en el tejido medular y
mas notable en la papa sensible. Mientras que en un experimento de cultivo de
tejido del cultivar ND860-2 adicionado con 10 mM de ABA a 3°C provocd
incrementos de fructosa y glucosa; lo cual indica mucho de la participacion de este
regulador en el proceso aunque estos mismos investigadores indican que falta
mayor investigacion al respecto para establecer el mecanismo de accion de este

compuesto.

Como se puede apreciar, el conocimiento de los mecanismos del endulzamiento
por bajas temperaturas es todavia escaso. Se sabe que si por técnicas genéticas
se logra la expresion de un inhibidor de la invertasa se previene el endulzamiento
por bajas temperaturas en papa (Greiner, 1999); esto hace pensar que el fenébmeno
es probablemente mas complicado de lo que parece. Un grupo.de investigacién del
Instituto Max Planck de Fisiologia Molecular de Plantas en Golm Alemania indican
que la inhibicién de un gene nuevo involucrado en la fosforilacién del almidén en
tubérculos de papa transgénicos lleva a la represion del endulzamiento inducido por
el frio; esto indica que la presencia de grupos ester fosfatos dentro del almidén son
importantes para que el fenémeno se dé. Este grupo ha identificado la proteina (R1)
responsable de llevar a cabo esta fosforilacion y por técnicas antisentido han
logrado reducir el nimero de esteres de fosfato en la molécula de almidén
generando fenotipos con grupos reducidos de fosfato en su molécula los cuales
fueron incapaces de degradar su almidén aun en la oscuridad y en papas

almacenadas bajo frio.

Este mismo grupo indica que el almidon de papa tiene excepcionalmente un alto
contenido de grupos fosfato; si esto se relaciona con lo anteriormente asentado, se
podria pensar que el fendmeno de endulzamiento es mas importante en papa que
en otros tipos de tejidos. No obstante, no se conoce con exactitud el contenido de
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grupos fosfatos en otros tipos de almidones pero si se ha reportado disminucion del
contenido de almidon e incrementos de los sélidos solubles y de sacarosa en
jicama como lo indican los hallazgos de Paull y Chen (1988); Bergsma y Brech
(1992) y Ramirez-Moreno, (1999). Kleihenz y col. (2001) mostraron incrementos de

solidos solubles para el caso de castafia de agua (Eleocharis dulcis).

Un aspecto importante que se sefiala del fenémeno de endulzamiento es que este
es un proceso reversible; es decir que durante el proceso de enfriado se da el
endulzamiento y que si el producto es transferido desde temperaturas bajas a
temperaturas altas hay una nueva sintesis de almidén. A temperatura ambiente, el
balance de almidén-azicar en papa y camote tiende fuertemente hacia la-
acumulacion de almiddn. Cuando esos vegetales son almacenados a temperaturas
reducidas, el coeficiente de respiracion disminuye y la conversién de azucares a
almidon también (Wills y col.,1998). Este aspecto llevd a considerar a varios
autores que en un estado estacionario del metabolismo podria haber un equilibrio
entre las. cantidades de almidén y azlcar (ap Ress, 1981). Sin embargo estos
mismos autores afiaden que esto probablemente no ocurra de esta manera ya que
la sacarosa se forma a partir del almidén a través de una ruta irreversible y que el
almidon es formado a partir de sacarosa por una ruta diferente también irreversible
por lo que no es muy adecuado hablar de un equilibrio entre el almidon vy la
sacarosa ya que no hay una forma directa de indicar que la acumulacién de una
lleve a la sintesis de la otra. La pura observacién que el rompimiento neto del
almidén no siempre se asocia con el endulzamiento también aporta evidencia en

contra de esta observacion.

Para establecer un mecanismo del proceso de endulzamiento por baja temperatura,
es necesario tener en cuenta las localizaciones intracelulares de las rutas
involucradas y como la temperatura podria afectar el movimiento de metabolitos
entre los compartimentos. Se conoce que el almidon existe en los plastidos y por lo
tanto las etapas iniciales de su degradacion deberan de ocurrir en el interior de este
organelo. Aunque no se conoce cuales productos de esta degradacion son
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exportados desde el amiloplasto si se sabe que la sintesis de la sacarosa puede

ocurrir en la fase soluble del citoplasma.

2.6.1. POSIBLES MECANISMOS DEL ENDULZAMIENTO POR BAJAS
TEMPERATURAS

Con la informacién disponible en su momento y bajo la premisa de que el
endulzamiento por bajas temperaturas sea debido a una redireccion del
metabolismo causada por un efecto diferencial de la disminucion de la temperatura
sobre el proceso que controla la formacién de sacarosa a partir de almidon; ap
Rees (1981), considerdé que el mecanismo de control podria estar regulado por
aspectos de compartamentalizacion celular, por un control grueso o por un control

fino.

Dentro del control grueso se considera que la degradacién del almidén y la sintesis
de la sacarosa es alcanzada por la compartamentalizacion de los procesos y que
por lo tanto el endulzamiento se deba en parte a los efectos del enfriado sobre esos
mismos compartimentos. En este aspecto se recurre a la teoria de transicién de
fase de los lipidos de la membrana desde un estado liquido cristalino a sélido gel
propuesta por Lyons (1973) y por Raison y Or (1990). De acuerdo con esto, el
enfriamiento por debajo de los 10°C podria causar una cambio de fase en los
lipidos de la membrana y que esto pudiera afectar la actividad de las enzimas
ligadas a membrana y el movimiento de sustratos a través de estas mismas
membranas en tal forma que cambiara o redirecionara el metabolismo. No obstante
el valor de esta hipétesis, hasta ese momento no existian evidencias que indicaran
que se presenta un cambio de fases durante el endulzamiento y que este cambio
llevara a la alteracion de la actividad de una enzima la cual a su vez llevara a la

alteracion del flujo metabdlico.
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Posteriormente, O'Donoghue y col. (1995) analizaron las propiedades de transicién
de fase, los parametros de orden estructural y la degradacion de los acidos grasos
de la membrana del amiloplasto de dos cultivares de papa; uno de ellos susceptible
al endulzamiento (Norchip) y otro resistente (ND860-2) después de haber sido
‘almacenados a 12 y 4°C durante 4 meses. La transicion de fase fue mayor para
Norchip en ambas temperaturas; asi como también los parametros de orden
estructural fueron mayores en Norchip almacenada a 4°C y que de igual forma la
degradacion de los acidos grasos insaturados fue mayor para la variedad sensible
con lo que se aporta informaciéon de que este tipo de eventos que ocurren en la
membrana puede estar asociado con el fendmeno de endulzamiento. Garcia,
.(1998), analizando el contenido de los diferentes lipidos de la membrana plasmatica
de distintas variedades de jicama, encontrd que el aimacenamiento a 10°C durante
una semana provoca una pérdida significativa de fosfatidilcolina vy
fosfatidiletanolamina y sefiala que este aspecto es responsable del dafio por frio en

el producto.

Respecto del contro grueso, es decir que la regulacion sea debida a cambios
relativamente lentos en las cantidades de enzimas activas en un tejido. Se
considera que estos cambios pueden ser debidos a la sintesis o degradacion de
enzimas; o la liberacién de enzimas de su forma inactiva y que estos cambios
podrian llevar al redireccion del metabolismo. Bajo este punto de vista, al llevar el
tejido a condiciones de frio, por el control grueso podrian variarse las tasas relativas
de degradacién de almidén, sintesis de sacarosa y consumo de hexosas fosfato y
que esto llevaria a la acumulacion de aztcar. Sin embargo, debido a que se ha
encontrado que la acumulacién de azlcar ocurre en el transcurso de unas pocas
horas (seis horas), se piensa que es improbable que halla cambios apreciables en

las actividades de las enzimas en tan corto tiempo. .

Por otro lado, debido a que siempre se ha observado que hay una apreciable fase
lag del desarrollo de la tasa maxima de acumulaciéon de azucar se considera que el
control grueso podria contribuir al establecimiento de esta tasa maxima. No
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obstante, la mediciones que se han hecho de las actividades de las enzimas
relacionadas con el metabolismo de la sacarosa y la respiracién no indican cambios
apreciables de las mismas durante el desarrollo del proceso de endulzamiento a
baja temperatura; si se ha observado un incremento en la actividad de la invertasa
pero este aspecto se considera secundario al proceso. Por ello se considera que si
hubiera un papel regulatorio del control grueso, falta aportar mayor evidencia al

respecto.

Respecto del control fino, se considera que éste causa cambios en las actividades
de las enzimas ya presentes en la célula, que opera en segundos o minutos y que
generalmente se debe a una alteracion en la concentracion de cofactores y
efectores. Los estudios desarrollados han demostrado que los coeficientes de
temperatura de las enzimas del metabolismo de carbohidratos varian con la enzima
y con la temperatura. La sacarosa fosfato sintasa no se alteré durante el enfriado
pero si se incrementaron los coeficientes para tres enzimas de la glicdlisis, la
fosfofructoquinasa, la glicerealdehido fosfodeshidrogenasa y la piruvato quinasa
(Poilock y ap Ress, 1975); siendo estos coeficientes mayores para el intervalo de 2-
10 que para 10-25°C por lo que estas enzimas son mas sensibles al frio que la
enzima responsable de la sintesis de sacarosa. Esta sensibilidad diferencial al frio
de las enzimas glicoliticas podria generar un decremento desproporcionado en la
glicolisis lo cual podria causar una desviacién de hexosas 6 fosfato a sacarosa y de

esa forma contribuir al endulzamiento.

Estudios con glucosa marcada suministrados a tejidos de papa enfriados a 2°C’
demostraron que efectivamente las hexbsa fosfatos se acumulaban y que se
restringia la salida de carbohidratos hacia la ruta de pentosas y respiracién y que se
inducia la acumulacion de sacarosa; aunque también apuntaron que la
fosfofructoquinasa es el principal punto sensible al frio en el metabolismo de los
carbohidratos en papa (Dixon y ap Ress, 1980).
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Los estudios de electroforesis, cromatografia de afinidad y calorimetria diferencial
de barrido en la enzima fosfofructo quinasa han permitido determinar que la
sensibilidad al frio de esta enzima se debe a la desnaturalizacién del complejo

enzimatico multisubunitario (Dixon y col., 1981).

En jicama no existen reportes, respecto del efecto de las bajas temperaturas sobre
el proceso de endulzamiento ni sobre el efecto del almacenamiento refrigerado
sobre las actividades de las distintas enzimas de la respiracion. No obstante,
Cantwell y col. (1992) indicaron claramente que la tasa de respiracién no se
incrementd cuando las raices eran mantenidas bajo refrigeracién pero una vez que
estas fueron transferidas de 10 a 20°C la tasa de respiraciéon se incrementé en
forma significativa. Esto probablemente tenga relacién con la acumulacién de
"hexosas fosfatos y la degradacién del almidén durante el almacenamiento

refrigerado.
2.7. IMPORTANCIA DEL ALMIDON EN LOS VEGETALES

Dado los cambios que esta molécula sufre durante el almacenamiento refrigerado,
es importante dar algunos aspectos de relevancia en la fisiologia de las plantas. El
almidén sirve como reserva energética, normalmente se almacena en organelos
celulares conocidos como amiloplastos donde se acumula en barticulas muy
pequefias conocidas como granulos de almidon. Debido a que los granulos de
almidén ejercen una presién osmética muy baja, las plantas pueden almacenar
grandes cantidades de D-glucosa en una forma muy accesible, sin romper el
balance de agua de sus tejidos. En el caso de frutos climatéricos, aquellos en
estado inmaduro, el almiddén constituye la mayor fraccion de los hidratos de
carbono, ya que los azucares son muy escasos; a medida que la fruta madura, el
polisacarido se hidroliza por la accion de las amilasas y mediante otros sistemas
enzimaticos se produce sacarosa y fructosa que son las responsables del sabor

dulce de los frutos cuando llegan a la maduracién (Badui, 1981).
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2.7.1. ESTRUCTURA DEL ALMIDON

El almidén es un polimero constituido por unidades de D-glucosa con enlaces
lineales (a-1,4) o ramificados (a-1,4;1,6). De acuerdo con Smith y col. (1997), el
almidén se compone de dos tipos de moléculas de polisacaridos, una lineal

(amilosa) y otra ramificada (amilopectina ) Figura 3.

La amilosa y la amilopectina varian en proporcién absoluta y relativa segun las
distintas especies y variedades de plantas. La amilosa, producto de la
condensacion de hexosas (D -glucopiranosas) forma cadenas largas lineales que
pueden tener 200-2500 unidades, con pesos moleculares que llegan hasta un
millon de daltones. Los monosacaridos estan unidos a través de eniaces
glucosidicos a-D-(1-4) es decir, la amilosa es un a-D-(1-4) glucano, siendo a-
maltosa la unidad repetitiva de esta estructura quimica. Una propiedad de la
amilosa es su facilidad para adquirir una conformacion tridimensional helicoidal.
(Badui, 1981). Por otra parte, en la amilopectina la mayoria de los enlaces entre las
unidades de D- glucosa de la amilopectina son de tipo a-(1-4), como en la amilosa.
Ademas un 4-5% de las unidades de glucosa estan unidas por enlaces o~( 1-6)

y dan una estructura ramificada creciente.

Tres enzimas estan directamente involucradas con la sintesis del almidén, la
ADPglucosa pirofosforilasa, almidon sintetasa y la enzima ramificante. La enzima
ADPglucosa pirofosforilasa es la responsable en todas las plantas de la sintesis de
ADPglucosa, el sustrato para la sintesis de los polimeros de almidon. Esta
ampliamente aceptado que la amilopectina es elaborada en la superficie del granulo
de almidon por la enzima almidon sintetasa en una fraccion soluble del amiloplasto.
La enzima ramificante es la que cataliza la formacién de los enlaces a-1,6 de
amilopectina, se cree que puede ser de gran importancia en la determinacion de ia

estructura de la amilopectina (Smith y col., 1997).
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Amilopectina

Figura 3. Representacion parcial de las moléculas de amilosa
(lineal ) y amilopectina (ramificada ).
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2.7.2. LOS GRANULOS DE ALMIDON

El almidén se encuentra en pequefios organelos discretos dentro de las células y
reciben el nombre de grénulos de almidén. Los granulos de almidon son insolubles
en agua fria debido a que su estructura esta altamente organizada y presenta una
gran estabilidad por sus multiples interacciones entre sus dos polisacaridos

constituyentes.

Industrialmente el almidon se obtiene de tubérculos, tales como papas, O de
cereales que pueden contener hasta un 40 % de ‘aimidén de su peso fresco. El
metabolismo del almidon desempefia un papel muy importante en los cambios que
se producen en muchas frutas y vegetales durante el almacenamiento Yy

preparacion.

La sintesis de almidon o su degradacion en azucares sencillos constituye una
importante reaccion en l0s vegetales después de la recoleccion. La conversion en
sacarosa y azucares reductores ocurré cuando la mayoria de los tubérculos se
conservan a temperaturas de 5°C. En las frutas en curso de maduracion, las bajas
temperaturas suelen retrasar la hidrolisis del almidén. En algunos vegetales, en
particular semillas (chicharos, maiz, habas) y tubérculos (batatas, papa), puede
predominar después de la recoleccién la sintesis del almidon mas que la
degradacion. La sintesis del almidon es generalmente Optima a temperaturas

superiores a la ambiente (Fennema, 1993).
2.7.3 ENZIMAS RELACIONADAS CON LA DEGRADACION DEL ALMIDON

Las enzimas que hidrolizan el almidén se denominan “amilasas”. Se han estudiado
a fondo dos amilasas: la a-amilasa‘y la B- amilasa.
La a- amilasa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, es una de las
enzimas que permiten la -digestién de los almidones por la saliva y el jugo
pancreatico de los animales, también existe en los vegetales y microorganismos.
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La o-amilasa es una endoenzima responsable de la hidrélisis del almidén,
especificamente en las uniones a-1-4- glucosidicas de forma aparentemente al
azar. A menudo se nombra a la a~amilasa como enzima "licuante", debido a su
rapida accién para disminuir la viscosidad de las soluciones de almidén. Como
resultado de la degradacion del almidén se generan dextrinas, oligomeros, maltosa
y glucosa. La actividad de la a-amilasa se favorece a bajas temperaturas en el caso

de los tubérculos y raices como la papa, camote, yuca (Brandani y col., 1996).

Como ya se indico, cuando la a-amilasa actia sobre un sol de amilosa, se observa
una disminucion de la viscosidad. La a-amilasa ataca a los polisacaridos en las
uniones glucosidicas a lo largo de las cadenas, por tanto, los primeros productos de
la hidrélisis de la amilosa son una mezcla de amilosas de cadena mas corta. A
medida que avanza la hidrélisis, la a-amilasa libera maltosa y algo de D-glucosa .
La a-amildlisis, de cadenas largas es un proceso al azar, aunque puede existir
cierta preferencia en cuanto al lugar de ataque cuando el sustrato contiene cadenas
mas cortas. Cuando se somete la amilosa a la accién prolongada de la a-amilasa,
la mayor parte de esta se transforma en glucosa y en maltosa, y solo una pequefia
proporcién queda como una mezcla de polisacaridos de cadena corta que no sufren
una hidrélisis, esta mezcla recibe el hombre de dextrinas limi’ges de la a~amilasa.
La a-amilasa también hidroliza a la amilopectina a partir de las cadenas exteriores,
pero rompen las uniones a-(1-4) entre los puntos de ramificaciéon pero su accién se
detiene, unas pocas unidades antes de alcanzar el punto de ramificaciéon, resulta
asi que los productos de la a-amil6lisis de la amilopectina son glucosas, maltosas y

oligosacaridos, que contienen cinco o mas monémeros.

El calcio juega principalmente dos roles importantes en la actividad de a-amilasa, la

estabilidad de la estructura de amilasa y mantiene una conformacion

enzimaticamente activa (Fisher y col., 1960).

El ro! del calcio®" en a- amilasa parece ser que mantiene la estabilidad secundaria y

terciaria de la molécula. Esto no es evidencia para indicar que el calcio ** juega
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directamente un rol en los enlaces o transformacion del substrato. El rol de los
iones en la activacion o inactivacion de enzimas tiende parecer mas general para
los cationes. En algunos casos, ellos sirven para estabilizar la estructura de las
enzimas. En otros casos ellos pueden enmascarar la influencia de un grupo
prototropico sobre la enzima o'sustrato ligando o transformando el sustrato a

producto ( Whitaker, 1972).

La p-amilasa se halla exclusivamente en las plantas superiores, las mejores
fuentes para su aislamiento son la papa y los granos de cebada germinados. El
producto de la g-amildlisis de la amilosa es principalmente maltosa, y algo de
glucosa que proviene del extremo no reductor de las cadenas que contienen un
namero impar de residuoy algo de dextrinas debido a la presencia de barreras. En
el caso de la amilopectina, la accion de la B-amilasa se detiene en la vecindad de
un punto de ramificacion, resulta asi que la B-amilasa hidroliza las cadenas
externas de la amilopectina, dejando intacto un gran nicleo de la molécula de
polisacaridos, delimitado por ‘el punto de ramificacion, este residuo recibe el
nombre de dextrinas limites de la B-amilasa para la amilopectina ( Braverman -Berk,
1980).

La B-amilasa es una exoenzima, es decir, que Unicamente ataca las unidades
extremas de las cadenas de almidon. Mas especificamente, la B-amilasa separa por
unidades de maltosa a partir de los extremos no reductores de la cadena de

almidon.

La acumulacion de azlcares reductores, como respuesta al almacenamiento por
bajas temperaturas y periodos largos, indica que la catalisis fosfolitica del almidén
esta involucrada en el aumento de azucares, el papel de las fosforilasas en el
endulzamiento por bajas temperaturas Yy endulzamiento por senescencia
permanece sin resolver. La actividad de almidén fosforilasa se incrementa en un
60% en papas almacenadas de 2 a 26 meses a 4°C,95% HR ( Kumar y col., 2000) .
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2.7.4. REACCION DEL ALMIDON CON YODO

La reaccion del almidén con el yodo es una reaccion importante puesto que permite
seguir el desarrollo de la degradacion del almidon durante una reaccién quimica o
enzimatica, a través de los cambios de color azul durante el desarrollo de las
mismas. En esta reaccion, el yodo interactia con una cadena de amilosa de 7-8
moléculas de D-glucosa produciendo un complejo caracteristico con el atomo de
yodo que tiene un color azul caracteristico. Se requiere un minimo de 40 moléculas
de D- glucosa para desarrollar perfectamente el color azul, por lo que las cadenas
de amilosa de bajo peso molecular producen un color rojo con el yodo (Badui,
1981). Con yodo, las moléculas de amilosa adoptan rapidamente una estructura
helicoidal que ocluye a los atomos de yodo. Este compuesto de inclusion en forma
de canal es util para la determinacion cuantitativa de la amilosa y como indicador

sensible, tanto para el almidén como para el yodo (Fennema, 1993).

2.8. EL PROCESO DE OSCURECIMIENTO ENZIMATICO EN EL DANO POR
FRIO

El metabolismo de los fenoles esta frecuentemente relacionado con la respuesta de
las plantas al estrés causado por la condiciones ambientales extremas, ofreciendo
protecciéon y aumentando su resistencia (Bailey y Mansfield,1982; Dixon y
Paiva,1995).

El papel biolégico preciso de la mayoria de los compuestos fendlicos en fas plantas
no ha sido determinado ain, sin embargo, se han relacionado con el desarrollo de
pigmentos, color y sabor desagradables. Algunos fenoles se han identificado como
agentes alelopaticos, antifungicos e inhibidores de Ia formacion de aigunas semillas

(Kays,1991).

El oscurecimiento en las frutas puede ser de origen no enzimatico y es el resultado
de las reacciones de Maillard cuando combinamos aminodcidos y carbohidratos y
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estos son sometidos a calentamiento. Sin embargo el mayor oscurecimiento y
particularmente 10s tipos de oscurecimiento que ocurren muy rapidamente, son
causados por la oxidacion enzimatica de los compuestos fendlicos bajo el efecto de
polifenol oxidasa. Los primeros productos son quinonas, sustancias incoloras las
cuales rapidamente se condensan y pueden o no combinarse con grupos amino o
sulfidrilos de proteinas. Relativamente insolubles los polimeros cafés pueden

formar una sustancia cuya composicién quimica todavia no esta bien definida.

La enzima que cataliza las reacciones de oscurecimiento de compuestos fenolicos
es la enzima Polifenol oxidasa (PPO) que transforma los fenoles a quinonas
seguida por la transformacion de las quinonas a pigmentos oscuros. Este fenédmeno
generalmente ocurre en condiciones de estrés de la planta, en donde al 'perderse
la integridad de las membranas en las células, los compuestos fenolicos
compartamentalizados en las vacuolas, pueden entrar en contacto con la enzima
PPO del citoplasma, dando lugar a la oxidacion, polimerizacién y formacion de los
pigmentos oscuros.

Los cambios de color, también estan relacionados con estos compuestos ya que
cuando las células estan dafiadas o severamente estrésadas, sé pierde la
integridad de las membranas, descompartamentalizando los fenoles de las
vacuolas, facilitandose la accién de la enzima PPO del citoplasma, dando lugar a su
oxidacién, polimerizacion y a la formacién de pigmentos involucrados en el

oscurecimiento.

Tres diferentes situaciones pueden causar el oscurecimiento en frutas; la primera
de ellas incluye el estado de desarrollo, la segunda se refiere al resultado de ciertos
desordenes que pueden ocurrir durante el almacenamiento en frio, y la tercera se
refiere a los procesos tecnologicos que involucran, el corte, o dafio mecanico del
tejido. La caracteristica comin en todos los casos es el facilitar el contacto entre los
compuestos fendlicos presentes en la vacuola con las enzimas de oxidacion

localizadas en el citoplasma. Ademas de la descompartamentalizacion de los
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fenoles, es necesaria la presencia de oxigeno para que la reacciéon de

oscurecimiento pueda llevarse acabo.

Aunque el oscurecimiento es generalmente considerado como un factor de
deterioro, los productos del oscurecimiento pueden contribuir a Ia resistencia de
cierto tipo de estrés. Aparentemente el oscurecimiento es uno de los primeros
signos en respuesta al corte y ataque por hongos y las o-quinonas formadas tienen

un efecto antimicrobiano (Macheix y col., 1990).

2.81. LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN EL PROCESO DE
OSCURECIMIENTO

Los fenoles son metabolitos secundarios de plantas que incluyen un grupo de

sustancias que tienen un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo.

En este grupo se incluyen: los flavonoides, ligninas, el &cido abscisico, los
aminoacidos tirosina y dihidroxifenilalanina (DOPA), Coenzima Q, taninos y

numerosos productos terminales del metabolismo (Kays,1991).

Los compuestos fendlicos contribuyen al sabor caracteristico de los frutos maduros.
Sin embargo no es su Unica participacion ya que también intervienen en el color,
astringencia, sabor amargo, olor de los frutos, etc., estas caracteristica dependen
del contenido de fenoles en el fruto. En este caso la estabilidad de las moléculas
depende del medio ambiente en que se encuentre el fruto y en particular del
oxigeno del medio. Estos compuestos ocasionan el deterioro de.la apariencia del
producto, de su sabor, del color, y de las cualidades nutrimentales ( Ffiedman,
1997).

Los fenoles se sintetizan a partir del fosfoenolpiruvato y eritrosa 4-fosfato a través
de la ruta del &cido siquimico, para dar lugar al aminoacido aromatico fenilalanina,
que es un intermediario central de la sintesis de los fenoles (Figura 4), el cual es.
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desaminado e hidroxilado en la posicion p del anillo fendlico, producido entre el

acido p-hidroxicinamico (Stinch,1981). -

La fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza el primer paso del metabolismo general
de los fenilpropanoides, en el que se produce el acido trans-cinamico por
desaminacion de la fenilalanina. A partir de éste se sintetiza una amplia gama de
compuestos fendlicos entre los que se incluyen flavonas, flavonoides, antocianinas

y ligninas; por ello se supone que bajo condiciones de estrés la sintesis de esta
enzima se activa. En muchos casos la sintesis, oxidacion y polimerizacion de los

fenoles son los factores a los que se ha atribuido el cambio de color (Ke y Saltveit,

1986). ' ..

2.8.2. ACCION DE LA PEROXIDASA EN EL PROCESO DE OSCURECIMIENTO

La enzima peroxidasa (E.C.1.11.1.7), es parecida a la polifenol oxidasa ya que
pueden tener como sustrato una gran variedad de compuestos fendlicos; es
miembro del grupo de las oxidoreductasas y descompone el perdxido de hidrégeno

en presencia de un donador de hidrégeno (Vamos,1981).

La mayoria de las peroxidasas son glicoproteinas que contienen un grupo hemo en
el sitio activo, tienen la funcidn primaria de oxidar compuestos a expensas de
perdxido de hidrégeno. Se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos
vivos, con frecuencia en un gran nimero de isoformas (isoenzimas) las cuales le
confieren actividad oxidativa para ’un mayor nimero de sustratos. Generalmente se
localizan en el citoplasma o en membranas y en la mayoria de los casos se ha
determinado que estas isoenzimas son producto de la exbresién de diferentes
genes. Sin embargo en muchas ocasiones las diferencias en isoenzimas se éeben
Gnicamente a modificaciones postraduccionales, por lo cual es posible encontrar

diferentes peroxidasas en diferentes partes de la planta durante el crecimiento y
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desarrollo. Se ha observado también que pueden producir alteraciones en la
especificidad de la enzima por el substrato al interaccionar con fenoles

(Campa,1991).

Se cree que la peroxidasa juega un papel muy importante en la degradacion de la
clorofila, proceso que acompafia a la madurez de la mayoria de los frutos y

vegetales por lo que se ha considerado como un indicador de madurez y

senescencia (Vamos, 1981).

En la industria de los alimentos la presencia o ausencia de peroxidasa ha sido
utilizada para estimar la efectividad del proceso del escaldado, debido a que es una
de las enzimas mas estables al calor y puede ser la causa de cambios

deteriorativos de vegetaleé durante el almacenamiento (Burnette, 1977).

La importancia del estudio de esta enzima radica en que esta asociada a la sintesis
de ligninas participando en la formacion de diferentes compuestos fenolicos

precursores de esa molécula (Ross y col,1998).

Se ha indicado que bajo condiciones de estrés mecanico y/o patologico, la sintesis
de esta enzima pueda ser inducida como respuesta a esos factores, el proceso de
lignificacion mismo o la oxidacion de grupos fenélicos que al transferir sus protones
puedan generar compuestos cuyo color se relacione con el oscurecimiento del

tejido.

Las peroxidasas pueden estar también involucradas en la oxidacion de un gran
ndmero de fenoles y son responsables del desarrollo de olores y sabores en los
alimentos. Aunque estas enzimas juegan un papel importante en la fisiologia de
plantas y frutas, ellas parecen estar involucradas en las reacciones de

oscurecimiento.
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De acuerdo con los antecedentes aqui planteados; parece importante investigar
que ocurre en la jicama durante su proceso de conservacion en frio, en particular
en los almidones que la componen asi como definir si existe algun papel de la
peroxidasa durante el proceso de oscurecimiento generado por las bajas

temperaturas de conservacion.
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3. HIPOTESIS

El almacenamiento de raices de jicama a temperatura de refrigeracion de 10°C
favorece la actividad de a-amilasa y peroxidasa resultando en el endulzamiento y

en el oscurecimiento de la jicama.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL.:

e Evaluar la .participaciéon de las enzimas a-amilasa Y perdxidasa, en la
generacion de endulzamiento y de cambio de color en jicama P.erosus

almacenada a 10 °C.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
« Evaluar los cambios de color, solidos solubles, azlcares y pérdida fisiologica de
peso en la raiz de jicama durante su almacenamiento a 10°C.

= Determinar el % de almidon en jicama después de 0 y 20, dias de

almacenamiento a 10°C.

= Medir la actividad de las enzimas o-amilasa y peroxidasa durante el

almacenamiento de jicama a 10°C. .
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIAL BIOLOGICO

Para el desarrollo del presente experimento se utilizaron jicamas de la especie
Pachyrhizus erosus procedentes de la regién de Santiago Ixcuintla del Estado de
Nayarit y de la zona de Celaya, Guanajuato (Bajio). Las muestras se trasladaron en
cajas de plastico al laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Postcosecha de Frutas y
Hortalizas del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la

Facultad de Quimica y se almacenaron hasta su utilizacién a temperatura ambiente.

5.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Se realizaron dos experimento. En el primero se utilizaron jicamas de Nayarit para
determinar los cambios de la actividad de a-amilasa y de los parametros fisicos y
quimicos asociados al dafio por frio como pérdida de peso, cambio de color,‘
contenido de soélidos solubles, -contenido de almiddén y contenido de azlcares
totales. Un segundo experimento con jicama del Bajio fue llevado a cabo para
determinar los cambios en la actividad de peroxidasa durante el almacenamiento
refrigerédo de la jicama asociados a los mismos parametros fisicoquimicos
mencionados. Las Figuras 5 y 6 muestran el procedimiento experimental seguido

en cada una de los experimentos realizados con sus respectivas transferencias.

En ambos experimentos se seleccionaron 51 jicamas con aspecto normal, libres deh
dafio, y con un peso aproximado de 300 a 700g, estas fueron lavadas, marcadas y
-pesadas individualmente; para ser almacenadas a 10°C y 85% de HR por un
periodo de 20-dias. Un conjunto semejante de jicamas se almacenaron a 20°C y
85% de humedad relativa, como grupo control. Se realizaron muestreos en el grupo
almacenado a 10°C en los dias 0, 4, 8,12, 16 y 20 tomando seis raices en cada

ocasion. Tres de ellas fueron analizadas el mismo dia del muestreo vy las otras tres
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analizadas de |3 misma forma.

5.3. METODOS UTILIZADOS

3.3.1. PERDIDA DE PESO

y el peso en el momento de la determinacién, Para cada una de las muestras. Los
resultados se expresaran como % de pérdida de Peso respecto del peso inicial.C

" CALCULOS:
Yopp = (Pi- Pf)l 00
Pi
Donde:

%pp = % pérdida de peso
Pi = Peso inicial
Pf = Peso finaj

5.3.2. DETERMINACION DE MATERIA SECA Y HUMEDAD
La determinacion de estos parametros se realizg segun el método 934.15 de la
AOAC (1996). EI método se basa en una determinacion gravimétrica en la que se

obtiene la diferencia de Pesos en una muestra antes y después de secarla a una

temperatura constante.
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Muestras de jicama p. erosus

Seleccion Y lavado

Almaeenamiento 10°C Control 20°C
85% HR ' ‘

Muestreo cada 4 djas

3 raices

3 raices

Transferencia a20°Cc
4 dias

Andlisis: :
Pérdida de peso
Color
°Brix

Actividad de a-amilasa

Determinacién de
azlcares totales

% de almidén en jicama
los dias 0, 20 y 24

a-amilasa y Parametros
es temperaturas
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Muestras de jicama P. erosus

Seleccion y lavado

Control 20°C j

Almacenamiento 10°C
85% HR

Muestreo cada 4 dias . 3raices

-

3raices
Transferencia a 20°C

4 dias

Anélisis:
pérdida de peso

Color

Actividad de peroxidasa

Figura 6. Procedimiento desarrollado en el segundo experimento para
seguir los cambios en la actividad peroxidasa en jicama
almacenada a diferentes temperaturas.



Se pésé entre 1.5 y 2 gramos de muestra finamente picada en un recipiente de
metal que previamente se puso a peso constante; la muestra se colocé en un horno
a 105 °C y bajo vacio durante 12 horas. Al término de este tiempo, las muestras se
transfirieron a un desecador hasta enfriarlos. 'Posteriormente se registraron los

pesos en una balanza analitica.
CALCULOS:
Para el calculo de humedad se utilizd la siguiente ecuacion:

% PP = (Pr+ Pms)—Pr 100

(Pr+ Pmh) —Pr

Donde:

% pp = % de peso seco

Pr = peso del recipiente

Pms = peso de la muestra seca

Pmh = peso de la muestra himeda
% HUMEDAD = 100- % Peso seco

5.3.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES TOTALES
( °Brix)

Fracciones de tejido fresco fueron prensados en un exprimidor de ajos y el liquido
extraido se coloc6 en la camara de un refractémetro Abbé previamente calibrado
con agua destilada y termostado a 20°C. Los valores obtenidos se expresaron

como % de Sdlidos Solubles Totales o °Brix.

46



5.3.4. COLOR INTERNO

Después de cada periodo de muestreo, los parametros de color fueron
determinados en la pulpa interna de las jicamas, usando un espectrofotdmetro
Minolta modelo CR-2002 previamente calibrado con un estandar blanco, se utilizd
para la medicién el iluminante D65 y observador 10°. Se registraron los valores de
las coordenadas internacionales de color CIELAB (L*, a* y b*), con los cuales se

calcularon la cromaticidad (C*) y el angulo de matiz (°h).

En estas coordenadas el valor L*, se define como la luminosidad la cual varia en un
intervalo del negro = 0, al blanco = 100. Los parametros a* y b* localizan el color en
un sistema rectangular de coordenadas perpendicular a L*, cuyo origen (a* = 0, b*
= 0) es acromatico (gris). El eje de la abscisas (x) mide el cambio del verde (-a*) al
rojo ( +a*), mientras que el eje de las ordenadas (y) mide el cambio de azul (-b*) al

amarillo (+b*) (Minolta Corporation Manual,1994).
Los parametros de color a* y b* se relacionaron para calcular el angulo de matiz

(h°) y la cromaticidad (C*); indices analogos a la intensidad y saturacion de color,

respectivamente; segun la ecuaciones siguientes (McGuire,1992):
° = arcotan (b"/a *)x 360/ 211

C*= (3*2 + b*2)1/2

5.3.5. DETERMINACION DE AZUCARES

Se sigui6 el método espectrofotométrico descrito por Buysse y Mercky, (1993) el
cual se basa en el desarrollo de un compuesto colorido de los azicares simples con

fenol en un medio acido leyéndose su absorbancia 490 nm., la cuantificacién de
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azucares en las muestras se hizd a través de la preparacion de una curva de

calibraciéon con glucosa.
Preparacion de reactivos.

a) Solucién de fenol al 80%. 4 g de fenol fueron disueltos en 1 ml de agua
destilada.
b) Etanol al 95 %

Determinacion de azlicares en las muestras.

A 2 g de muestra de jicama finamente picada, se adicionaron 11.0 mi de solucion
de etanol al 95%. La muestra se homogeneizé y se almacené a —20°C durante 12
horas, pasado este tiempo, la muestra se filtré al vacio con papel Whatman no.1.
Del extracto anterior se tomaron 500 uL y se diluyeron con 9.5 ml de agua
desionizada: otra nueva dilucién fue hecha con 500 pl de esta dilucion mas 9.5 ml *
de agua desionizada. A 1 mi de este extracto, se le adicionaron 100 pL de fenol al
80% y 5 ml de &cido sulfdrico concentrado, se incubé en agua a 30°C durante 20
minutos. Se leyo la absorbancia en un espectrofotémetro a 490 nm (el color de la

solucién debe ser estable durante 1 hora).
Preparacion de la curva de calibracion.
La curva de calibracién se prepar6 a partir de una solucion estandar de glucosa de
concentracion 100 pg/ml. Se pesé 0.01g de glucosa se diluyeron en 100 ml de agua

desionizada, a partir de esta se prepararon dos series de tubos que contenian las

siguientes concentraciones (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Curva de calibracién de glucosa

Solucién estandar de glucosa Solucién estandar Agua
(ug/mL) (ub) (ul)

0 : 0 1000

20 200 800

40 400 600

60 600 400

80 800 200

100 1000 0
CALCULOS:

Con los datos anteriores y la absorbancia obtenida, se construyé una curva de
calibracion de absorbancia contra concentraciéon de glucosa y con ella se llevé a
cabo una regresion lineal para obtener una ecuacién de ajuste de la recta con la

cual se calcularon las concentraciones de azlcares en cada muestra.

y = a+ bx

Donde: y = absorbancia
X = concentracion de azlcares (ug de glucosa / mL)
b = pendiente de la recta

a = ordenada al origen

Como un ejemplo de calculo del procedimiento seguido para el caso de la jicama
inicial; se muestra lo siguiente:

2g de tejido + 11 mL de etanol = 13 mL de solucién

29 de tejido/ 13 mL de solucién = 0.154 g de tejido / mL de solucion

A partir de este extracto se hizo la primera dilucién:
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(0.154 g de tejido )(0.5 mL) = 0.0077g de tejido / mL de solucién

(mL solucién)(10 mL)

6 también 7.7 mg de tejido/mL
Después de la segunda dilucion se tiene la siguiente concentracion de tejido en el

extracto de medicién:

7.7 mg de tejido/ mL de solucion(0.5 mL /10 mL ) = 0.38 5 mg tejido/ mL solucion

X o sea la concentracion de azlcares = mg tejido/ mL solucion

El resultado anterior se multiplica por la concentracién de azucar obtenida a través
de la curva de calibracion con lo cual se obtiene el valor de contenido de aztcar por

g de peso fresco.

[Glucosa] = X ug de glucosa
g de tejido fresco

5.3.6. EXTRACCION DE ALMIDON

La extraccion de almidén se llevé acabo de acuerdo con la metodologia descrita por
Mélo y col. ( 1994 ), la cudl se resume en la Figura 7.

Las jicamas se lavaron y se les eliminé la cascara, se pesaron 100 gramos de
jicama previamente picada a los cuales se les agreg6 100 ml de agua destilada y
se homogenizaron en una licuadora durante 1 minuto. La mezcla se filtré en cuatro
capas de manta de cielo, el filtrado se dejo reposar durante 2 horas obteniéndose
un sedimento blanco el cual es almidén; el bagazo fue reextraido, bajo el mismo
procedimiento, por dos veces mas con agua en una proporcion de 2 partes de agua
por 1 de bagazo. Los sedimentos de cada extracciéon fueron -separados por
decantacién y posteriormente fueron lavados con agua destilada y sedimentados

nuevamente para finalmente ser secados en un horno a 45°C durante 24 horas.
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5.3.7. CUANTIFICACION DE ALMIDON

Para la determinacion de almidon, se utilizo un kit de analisis enzimatico de la
Compafiia Sigma Aldrich; STARCH ASSAY KIT, kit STA-20 el cual contiene una
mezcla de a-amilasa, amiloglucosidasa y peroxidasa. El principio de esta técnica es
el siguiente: la hidrolisis de almidon a glucosa es catalizada por las enzimas o-
amilasa y amyloglucosidasa. La glucosa es oxidada a acido glucénico y peréxido de
hidrégeno a través de una glucosa oxidasa. El peroxido de hidrégeno reacciona, en
la presencia de peroxidasa, con ortodiasinidina reducida para formar un producto
oxidado de la ortodiasinidina el cual tiene un color café que en presencia de
acido sulfarico forma un producto de color rosa mas estable. La intensidad del

color rosa medido a 540 nm es proporcional a la concentracion original de glucosa.

Preparacion de la muestra.

Se moli6 la muestra y se pasd por un tamiz del No.-40, se pesaron 50 mg de
muestra en tubos de ensayo, se-adicionaron 5 ml de etanol al 80%, incubandose a
80-85°C por 5 minutos, se mezclé el contenido de los tubos y se le afadi6
nuevamente 5 ml de etanol, se centrifugaron los tubos por 10 minutos a 1000g; el
sobrenadante se desecho y el precipitado se volvié a resuspender en 10 ml de
etanol al 80%, nuevamente se centrifugd por 10 minutos a 1000g, se
descartonuevamente el sobrenadante, y al precipitado se le adicion6 2 ml de
dimetilsulfoxido (DMSQ); se mezcl6 y se incubo por 5 minutos en un bafio de agua
caliente; posteriormente se le adicioné 0.2 ml de etanol al 80% a cada muestra. En
forma simultanea se llevo un blanco al cual se colocaron los mismos reactivos pero
sim la muestra. Posteriormente se adicionaron 3 ml de agua tridestilada y 0.02 mi de
a-amilasa (reactivo 1 del kit) @ cada muestra incluyendo al blanco, se mezclo e
incubo por 5 minutos en bario de agua caliente y después de enfriados, se llevaron

a un volumen de 10 ml con agua tridestilada y se mezcld.
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Muestras de jicama P.erosus

Seleccién y lavado
2
Pelado y cortado
2

Pesar 100 g de jicama

Licuar con 100 ml de agua destilada

0

Filtrar
Bagazo/ > Filtrado
\p

Adicionar agua

en proporcion 2:1 Reposar el filtrado

por 2 horas
Bagazo hidratado

Homogeneizar
J

Filtrar y reposar

BN Suspencion de almidon —
y

- Sedimentacion
Decartacién
Lavado con ;gua destilada
Secado a 45% por 24 horas

Pesar
J
Almacenar

0

Determinacion del % de almiddén

Figura 7. Proceso para la extraccion del almidon de jicama.
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Un mililitro de cada tubo y del blanco reactivo, se les adicion6 1 mi del reactivo 2 del
kit (soluciéon de amiloglucosidasa), se mezclaron los tubos e incubaron por 15
minutos a 60°C en bafio de agua caliente con agitacion, se removieron los tubos y
se enfriaron, después se diluyo 1 mi de cada muestra 'y del blanco reactivo en 10 mi
de agua tridestilada.

Determinacion de glucosa.

La cantidad de glucosa a través de las enzimas amilasa y glucosidasa fue medida
a través de otro ensayo enzimatico con la glucosa oxidasa y peroxidasa. 0.8 mi del
reactivo de o-diasinidina fueron afiadidos a la mezcla de enzimas y se conservo
bajo refrigeracién a 2-8°C. Al momento de la determinacion se prepararon una serie

de tubos con las siguientes cantidades (Cuadro 6).

Cuadro 6. Preparaciéon de muestras para la determinacion de glucosa.

Reactivo blanco (st) standar | blanco reactivo | Muestras
agua desionizada (mi) 1.0 0.950 .
estandar de glucosa 0.50

en solucién (ml)

blanco de digestiéon de 1.0

almidones (ml)

Muestra de digestién 1.0
de aimidones (mi) .

En el tiempo cero se inicio la reacciéon afadiendo 2.0 mi del reactivo preparado para
el primer tubo, mezclandolo y dejando un intervalo de 30-60 seg entre los distintos
tubos de-analisis. Posteriormente los tubos se incubaron a 37°C durante 30 min. La
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reaccion se pard por la adicion de 2 ml de &cido sulfurico 12N. Posteriormente se
midi6 la absorbancia de cada tubo a 540 nm. Los calculos fueron llevados a traves

de las siguientes expresiones:

(Aabsmuestra)F XSF \VGAXMWF {100)

%dealmidon =
° ( factordeconversiondeygamg)(pesodelamuestraenmg)

(Aabsmuestral3%/, , . J10)2)10)0.9)100)
(1 OOOXpes'odelamuestraenmg)

_ (Aabsmuestra)(QOOO)/(
- A

abss tan dar)(pesodelamuestraenmg)

Donde :

A abs estandar = Abs del estandar — Abs del blanco (st)

A abs muestra = Abs muestra — Abs del blanco reactivo

F = pg glucosa en estandar / A abs de estandar en 540 nm = 50/Aabsszo

V = Volumen inicial de la muestra (de la preparacién de la muestra)

SF = Volumen total para el ensayo de almidén / volumen del ensayo de la muestra
VGA = Volumen inicial de la muestra del ensayo de glucosa

SDF = Factor de dilucién y del ensayo de almidén

MWF = Peso de la molécula de almidon / Peso de la molécula de glucosa
MWF = 162/180=0.9
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5.3.8. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA a-AMILASA EN JICAMA

Para seguir los cambios en la actividad de a—amilasa durante el almacenamiento

refrigerado de la jicama se utilizé el método descrito por Mao y Kinsella (1981) el

cual fue utilizado para determinar la actividad y propiedades de la a-amilasa en

platano almacenado.

Preparacion de reactivos.

a)

Solucién de citrato de sodio 0.1M pH 6 con 2% de acetato de calcio y cloruro de
cisteina (10mM). Se pesaron 13.6 g de citrato de sodio, 1 g de acetato de calcio
y 0.878 g de cloruro de cisteina, se adicionaron uno por uno a un vaso de
precipitados con agua destilada y se agitdé hasta disoluciéon de todos los
componentes; con un potenciometro previamente calibrado se midié el pH y se
ajusto con solucion de NaOH Q.1M posteriormente se aforé a 500 mi con agua

destilada.

Solucion buffer de acetato de calcio 0.1 M pH 5.5 se pesaron 8.8095g + 0.001
de acetato de calcio y se disolvi6 en agua destilada, con un potenciometro
previamente calibrado se midi6 el pH y se ajustd a un valor de pH 5.5 con

solucién de NaOH 0.1M posteriormente se aforé a 500 ml con agua destilada.

Solucion de almidén al 0.5%. Se pesaron 0.5 g de almidén, los cuales se
suspendieron en 10 ml de agua y se adicion6é a un recipiente de agua en
ebullicién durante 2 minutos, la solucion se enfrié y aforé6 a 100 ml con agua

destilada.

Solucién Yodo-Yoduro. Se pesaron 0.254 g de yodo y 4 g de yoduro de potasio
y estos fueron disueltos en agua destilada y llevados a un volumen de 1 litro

guardandose la solucién en frasco ambar.
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Preparacion del extracto enzimatico.

Se pesaron en un tubo de centrifuga, 0.1 g de Polivinilpirrolidona (PVP), a estos se
les adicion6 20 ml de citrato de sodio 0.1M pH 6 con 0.2% de acetato de calcio
(previamente enfriado); posteriormente se agreg6 5 g de jicama finamente picada, y
el conjunto fue homogeneizado en un homogenizador de tejidos a 20 500 rpm
durante 30 segundos a 4 °C; el homogeneizado se filtré en cuatro capas de manta
de cielo y el filtrado se centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue el extracto enzimatico crudo, con el cual se midi6é la actividad de
la enzima. El extracto debié mantenerse en un bafio de hielo para evitar la

alteracion de las proteinas.
Determinacion de la actividad de a-amilasa.

La actividad de a- amilasa fue determinada por el método modificado de Berfield
(1951), el cual esta basado en los cambios de color generado por la mezcla de

almidén y yodo.

Un mililitro del extracto crudo de la enzima, fue adicionado a un tubo que contenia
- 2 ml de una solucion de almidén (0.5%) y 2 mi de buffer de acetato de calcio (0.1M,

pH 5.5) previamente preequilibrado a 30°C en un bafio de agua con agitacion.

El blanco de sustrato contenia 1 ml de extracto enzimatico y 4 ml de buffer de
acetato de calcio (0.1M, pH 5.5); el blanco de la enzima contenia 1 ml de buffer de
citrato de sodio (0.1M, pH 6), 2 mi de solucién de aimidon (1%) y 2 ml de buffer de
acetato de calcio (0.1M, pH 5.5). Los tubos se incubaron a 30°C y se adicion6 a

cada uno 0.5 ml de tolueno, el conjunto se agité cuidadosamente.
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Al tiempo cero y durante el periodo de incubacion, se descargd sobre los tubos de
reaccion 7 mi de solucién yodo-yoduro ( 0.254 g yodo y 4 g de yoduro de potasio en

1 L de agua), se agitaron y se ley6 la absorbancia en forma inmediata a 565 nm.

La actividad de o- amilasa se expreso en unidades de actividad, en donde una
unidad fue definida como aquella en el cual el cambio de absorbancia fue de 0.01

Abs/ min*g de tejido. Los calculos para cada uno de los tubos son los siguientes:

UA= (AO —At)
g

Donde:

UA = Unidades de actividad

Ao = es la absorbancia en el tiempo cero
At = es la absorbancia al tiempo t

t = es el tiempo en minutos

g = gramos de tejido

5.3.9. ACTIVIDAD DE PEROXIDASA

El método usado para la determinacién de la actividad de la peroxidasa fue el

propuesto por Shindler, y col. (1976).
Preparacion de reactivos.
a) Buffer de fosfatos ( KH,PO4) 50 mM pH 7. Se pesaron 6.845 g de KH2PO4 los

cuales se disolvieron en 990 ml agua destilada y el pH se ajusto a 7 con NaOH
0.1 M. El conjunto se aforé a 1000 ml con agua destilada.
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b) Buffer de fosfatos ( KH,PO4 ) 0.1M pH 6. Se pesaron 13.609 g de KH,PO, los
cuales se disolvieron en 990 ml de agua destilada, ajusté el pH con NaOH 0.1 M
y finalmente se afor6 a 1000 ml con agua destilada.

c) Solucion de ABTS ( CigH1gN4OgS, *(NHz)2 ) 50 mM. Se pesaron 0.02743g de
ABTS y se disolvieron en 1 ml de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.

d) Solucién de peréxido (H,0,) al 0.03%. 100ul de H;O, se aforé con agua
destilada a 100 mi

Obtencién del extracto enzimatico.

Se pesaron 0.6 g de Polivinilpolipirrolidona (PVPP) en un tubos de plastico de 50
ml, se adicionan 20 ml de buffer de fosfatos ( KH2PO4 ) 50 mM pH 7; los tubos se
mantuvieron en una bafio de hielo. Se pesaron 5 gramos de tejido finamente picado
en los tubos que contenian el buffer previamente enfriado; la mezcla se
homogeneiz6 durante 1 minuto-a 13500 rpm. El homogeneizado se filtré con 4
capas de manta de cielo. El filtrado se centrifugé a 10000 rpm durante 15 minutos a
4°C; los tubos se decantaron con cuidado y el sobrenadante se considero el

extracto enzimatico crudo.
Determinacion de la actividad de peroxidasa.

En esta determinacién se usé acido 2,2'-azino-bis-3 etilbenzotiazol-6-sulfénico
(ABTS) como sustrato, se colocaron en varios tubos de ensayo los siguientes

reactivos:

KH2PO, 0.1M pH6 = 1340 pl
ABTS 50 mM =30

Extracto enzimatico =50 pl
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Se inicio la reaccion adicionando 80 pl de peréxido de hidrogeno (H20.) al 0.03 %,
se agitd y rapidamente se transfiri6 la mezcla de reaccion a una celda del
espectrofotometro para leer su absorbancia a una longitud de onda de 414 nm
dﬁrante 3 minutos. Es necesario llevar acabo este paso rapidamente ya que la

reaccion al adicionar el peréxido ocurre aproximadamente en 20 segundos.
CALCULOS :
5 g de tejido fresco + 20 mL de buffer = 25 mL de volumen total.

5g = 0.01g/mL

25 mL

(0.2g/ mL ) (50 uL )(1 mL /1000 pL) = 0.01 g de tejido fresco en el analisis

Actividad de peroxidasa = (Absorbanéia )

( min *0.1g de tejido fresco )
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. PERDIDA FISIOLOGICA DE PESO

En la Figura 8A 'y 8B se muestra el porcentaje de pérdida fisiolégica de peso de las
jicamas procedentes de Nayarit y del Bajio respectivamente. Las jicamas
procedentes de la zona de Santiago Itzcuintla Nayarit presentaron la menor perdida
de peso (alrededor del 5% después de 20 dias de almacenamiento) tanto en las
raices control como en aquellas almacenadas a 10°C y su respectiva transferencia,
no presentandose diferencias estadisticas entre las tres condiciones de
almacenamiento. Para el caso de la jicama procedente de Celaya” Guanajuato
(Bajio). Se mostraron importantes perdidas de peso que alcanzaron valores del
10% para las raices control y del 25% para aquellas almacenadas a 10°C y su
transferencia a 20°C habiendo una tendencia de mayor pérdida de peso para las

jicamas que fueron transferidas de 10 a 20°C.

Se aprecia claramente que la jicama de Nayarit es mucho mas resistente al dafio
por frio que la jicama del Bajio. La pérdida de peso se puede explicar también de
acuerdo a la Humedad Relativa, es decir, la velocidad de pérdida de agua de frutas
y vegetales depende de la disminicuion de la presion de vapor entre el producto y
el medio que lo rodea, que es influido por la temperatura y la humedad relativa. A
una determinada temperatura y cierta circulacién de aire, la velocidad de pérdida
de agua de los productos depende de la himedad relativa, ademas a determinada

humedad relativa, la pérdida de agua se incrementa con el aumento de temperatura
(Kader,1992).

La pérdida de peso en productos bajo estrés de frio ha sido sefialada como un

indicador del dafio por frio. Cohen (1994) trabajando con frutos citricos
almacenados a 2°C y 13°C encontraron que la pérdida de agua fue mayor en los
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frutos que fueron almacenados a 2°C Y por tres semanas, los cuales mostraron
una mayor pérdida de peso cuando se transfirieron a 20°C.

Las altas pérdidas de peso mostradas por las jicamas del Bajio coinciden con los
datos reportados por Mercado-Silva y col. (1998b) y Garcia (1998), asi como por
Ramirez-Moreno, (1999) quienes discuten Ia alta susceptibilidad al dafio por frio de
los materiales originarios de la zona del Bajio. En este mismo sentido, Mercado-
Silva'y col. (1997) al comparar jicamas de las mismas zonas referidas indicaron que
aquellas procedentes del Estado de Nayarit son mas tolerantes al almacenamiento
a bajas temperaturas. No obstante, los datos de pérdida de peso en las raices
almacenadas a 10°C en forma continua fueron mucho mayores que los reportados
por estos autores. Estas diferencias podrian estar explicadas en la variabilidad que
los mismos materiales preéentan ya que Ramirez-Moreno (1999) indicé diferencias
cercanas al 10% en la perdida de peso en jicamas de diferentes fechas de

cosecha.

Por su parte Orozco y col. (1990) y Cantwell y col. (1992), indicaron que la pérdida
de peso en raices almacenadas a 5 y 10°C fue de 40 y 50% més altas que las

almacenadas a 13 y 20°C.

Este comportamiento de pérdida de peso pudiera estar relacionado con Ia alta
incidencia de microorganismos causantes de pudriciones en las raices
almacenadas a temperaturas de dafio por frio y los cuales consumirian en forma
importante materia seca de los productos. Sin embargo, también puede deberse a
la peérdida de funcionalidad e integridad de las membranas celulares que
.incrementan su permeabilidad y por lo tanto permiten un mayor paso del agua a
través de ellas -y la cual posteriormente es pérdida hacia el medjo ambiente por
transpiracion. Saltveit y Morris, (1990) sugirieron que el incremento de Ia pérdida de
peso después de las transferencias de 10°C a 20°C se deba probablemente a la

pérdida de la integridad celular.
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Estos hechos estan soportados por los hallazgos detectados por Garcia (1998)
quien indicé que durante el proceso de dafio por frio el contenidoo de membrana
plasmatica disminuyé asi como también disminuyé el contenido de fosfatidil colina y
de fosfatidil etanol amina. Asi mismo Ramirez-Martinez (1999) trabajando con
jicamas del Bajio, indico que estas al ser almacenadas a 10°C mostraron
incrementos en el contenido de malonaldehido (producto de la degradacion de los
hidroperéxidos lipidicos) lo cual indica un proceso de degradacion oxidativa de las

membranas celulares.

Podria pensarse que el propio metabolismo respiratorio podria explicar la mayor
pérdida de peso de los productos dafados por frio; no obstante, Mercado y col.
(1998b), encontraron que la mayoria de la pérdida de peso en jicama es debido a la
perdida de agua cedida por evapotranspiracion y que las pérdidas de peso debidas
al consumo de materia seca por efecto del metabolismo son muy pequefas
indicando que las raices almacenadas a 13°C solamente pierden cerca de 2 g por

Kg por mes debido al metabolismo respiratorio.

La alta pérdida de peso de las raices sometidas a estrés de frio sefialan
nuevamente que este parametro puede ser un indicador del dafio por frio de la
jicama; esta pérdida de peso llevara a los hundimientos y un colapso general del

tejido haciéndolo parecer como tejido deshidratado (Purvis,1985).

r

6.2. CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE PESO SECO

El contenido de materia seca de las raices de jicama se muestra en la Figura 9 la
variabilidad de los resultados es muy amplia y no permite una clara visualizacion de
los cambios. No obstante, se puede decir que en las raices almacenadas a 10°C en
forma continua presentaron una tendencia a disminuir su contenido de materia seca
durante los primeros doce dias de almacenamiento (valores entre 9 y 10%) y en
forma no explicable volvieron a alcanzar los valores parecidos a los iniciales al final
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del experimento; las muestras control no mostraron diferencias significativas
respecto del dia inicial con valores entre 11 y 13%. Las muestras que fueron
transferidas de 10 a 20°C, casi no mostraron camblos en su contenido de materia
seca los primeros 12 dias de almacenamiento; sin embargo después de esta fecha
Se presentd una marcada disminucion de Ia materia seca que alcanzd valores
de 8 a 10% después del almacenamiento durante 20 dias a 10°C y transferidas
cuatro dias adicionales a 20°C.

Son pocos los datos en la literatura que permitan hacer comparaciones con los
datos aqui reportados. Ramirez-Moreno (1999), hizo un estudio comparativo de la
composicion de diferentes materiales genéticos de jicama almacenados a 10°C y
no realizd transferencias a 20°C; los datos de materia seca para los materiales de
P. erosus, después de dos semanas de almacenamiento fueron ligeramente
mayores que el contenido inicial de las raices lo cual parece coincidir con lo aqui
reportado. Esta autora atribuye este incremento a la perdida de agua durante el
almacenamiento; no obstante, si esta fuera la explicacion los materiales con mayor
pérdida de agua deberian de haber presentado un mayor contenido de materia
seca y esto hecho no ocurrié en las muestras transferidas a 20°C, lo cual indica que
durante las transferencias hay un mayor consumo fisiologico de la materia seca.

Bergsma y Brecht (1992) indicaron, en su estudio de cambios composicionales de
la jicama durante 19 dias de almacenamiento a diferentes temperaturas, que el
contenido de materia seca de estas raices varié6 desde 9.5 hasta 12.5%. Sin
embargo, de la observaciéon de los graficos de este trabajo se puede decir que el

almacenamiento a 10°C lleva a una mayor pérdida de materia seca, tal como se

obtuvo en el presente trabajo.
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Considerando que dentro de la composicion de la materia seca de la jicama se
encuentran componentes mayoritarios como los azlcares simples y el almidén, asi
como los componentes de la pared celular (celulosa, pectinas, ligninas) y en menor
proporcion las proteinas, lipidos y sales minerales; esto nos llevaria a pensar que si
encontramos, por efecto de algln tratamiento, diferencias en el contenido de la
materia seca del orden del 2 al 3% debemos pensar que deben ser los
constituyentes principales de esta materia seca los que deben de presentar los
cambios importantes. Esto indicaria que los carbohidratos deben de ser los
componentes que mas se alteran durante el proceso de almacenamiento
refrigerado. Orozco y col. (1990) asi como Cantwell y col. (1992) indicaron que las
tasas de respiracion de jicamas almacenadas a 5 y 10°C y posferiormente
transferidas a 20°C se incrementaron 2 a 3 veces; esto indicaria un mayor uso de
los carbohidratos durante la funcién respiratoria y por lo tanto una disminucién en el
contenido de la materia seca. Paull y Chen (1988) observaron un aspecto similar en
jicamas almacenadas a 12.5°C durante 2 meses y de igual forma Bergsma y Brecht
(1992), también indicaron una mayor tasa de respiracion en las raices almacenadas
a 10°C. No obstante, también es posible que el propio desarrollo de

microorganismos influya para disminuir este contenido.
6.3. CAMBIOS EN EL COLOR

Las Figuras 10 y 11 muestran los cambios de los distintos parametros de color en
las jicamas procedentes de Nayarit y Bajio respectivamente. En la jicama de
Nayarit no se logré apreciar un cambio importante en los parametros color de a*, b*
y la cromaticidad de la pulpa entre las muestras control y almacenadas a 10°C con
sus respectivas transferencias a 20°C. No obstante, en los valores de L* y angulo
de matiz se observd un decremento y un incremento en los-respectivos valores
para las muestras almacenadas durante 20 dias a 10° y transferidas a 20°C
indicando un incremento en el oscurecimiento del tejido. Para el caso de las
jicamas de la zona del Bajio los valores de L* disminuyeron notablemente en las
muestras almacenadas a 10°C y transferidas a 20°C en tanto que los valores de a*,
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b* y cromaticidad se incrementaron después del mismo periodo de
almacenamiento. Estos datos indicaron que las muestras bajo las acondiciones
descritas desarrollaron un color oscuro representado por menores valores de
luminosidad con mayores tonalidades rojas y amarillas. La comparacién entre las
jicamas de ambas regiones permite confirmar que la jicama del Bajio fue mas
susceptible al cambio de color y al dafio por frio respecto de las jicamas

procedentes de Nayarit como lo indicaron Mercado-Silva y col. (1997).

Mercado-Silva y col. (1998b) también indicaron un decremento de los valores de
luminosidad en cinco variedades de jicamas cultivadas en la zona del Bajio y
almacenadas a 10°C; lo cual coincide con lo aqui reportado. Un comportamient.o
similar también fue descrito por Ramirez-Martinez (1999) en jicamas cosechadas
en el mes de Noviembre; no obstante, este comportamiento cambio en las

muestras cosechadas un mes después.

El cambio de color en la pulpa es un sintoma comun del dafio por frio en jicama
almacenada a 10°C (Cantwell, 1992; Mercado-Silva y Cantwell, 1996). Este cambio
de color generalmente se desarrolla de la parte exterior hacia la parte interior, y es
probablemente débido a la polimerizacion de fenoles. Dentro de la misma jicama
puede haber areas muy oscuras y tejido que no presente cambios de color. La
ausencia de oscurecimiento en el interior de la jicama puede ser debido a la
menor pérdida de integridad de la membrana (Murata,1990). Otra posible
explicacién es que los compuestos fendlicos y las enzimas involucradas en la
polimerizacién de fenoles pueden ser mas abundantes en los tejidos externos que

en los internos.
6.4. CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE ALMIDON

Aplicando el procedimiento de extraccion de almidon descrito en la seccién de
metodologia, permiti6 evaluar si por efecto del almacenamiento a diferentes
temperaturas habria un cambio en el contenido de almidén extraido de las distintas
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muestras analizadas. La cantidad de almidon extraido fue evaluado tanto al inicio
como después de 20 dias de almacenamiento a 10°C. El Cuadro 7 muestra el

contenido de almidon respecto del peso original de las raices de jicama.

Cuadro 7. Cambios en el contenido de almidén de jicamas almacenadas durante
20 dias a 10y 20°C.

Tratamiento Contenido de almidén(%) Desv. estandar
Inicial (dia 0) 3.03 0.37
Control (20 dias a 20°C) . 2.63 0.08

20 dias a 10°C 158 0.23

20 dias a 10°C+4 dias a 20°C 1.26 0.1345

Se observa que el contenido de almidén se ve disminuido con el almacenamiento a

10°C y esta disminucion es mucho mayor cuando las muestras son transferidas a
20°C.

Bergsma y Brecht (1992) también encontraron una disminuciéon del 22 al 8% en
base seca en el contenido de almiddn para jicamas almacenadas durante 19 dias a
10 y 15°C; este comportamiento coincide con el aqui reportado. Por su parte
también Paull y Chen, (1988) describen una disminucién constante del almidén en

jicamas almacenadas a 12.5°C durante cinco meses.

En la Figura 12 se muestra el contenido de almidén que tuvieron los granulos de
almidén separado a través del proceso de sedimentacion; se observa que después
de 20 dias de almacenamiento a 10°C el contenido de almidén en los granulos fue
menor pasando de un 97% inicial a 77% durante el almacenamiento continuo a
10°C y bajando hasta el 65% en las muestras transferidas a 20°C. No obstante,

también las muestras control mantenidas a 20°C disminuyeron su contenido a 90%.
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Estos resultados muestran que existe una degradacioén de las moléculas de almidén
dentro de los granulos que hace que la proporcién de almidon dentro de los mismos
se vea disminuida. Desafortunadamente en este trabajo no se realiz6 un analisis

composicional del almidén que nos pudiera indicar estos cambios.
6.5. CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES

Los cambios en el contenido de sélidos solubles de las jicamas almacenadas a 10
y 20°C se muestran en la Figura 13. Las jicamas control no mostraron cambios
importantes durante el tiempo de almacenamiento manteniéndose entre valores de
5.6 °Bx; mientras que aquellas almacenadas a 10°C en forma continua asi como
sus transferencias a 20°C mostraron un pequefio incremento especialmente

después de doce dias de almacenamiento a 10°C pasando a valores de 6.5°Bx.

Bergsma y Brecht (1992) solo reportaron ligeros incrementos de los sdélidos
solubles en jicamas almacenadas durante 19 dias a diferentes temperaturas pero
no indicaron cambios para las muestras almacenadas a 10°C. Sin embargo,
Ramirez-Moreno (1999) trabajando con jicamas del Bajio, encontrd aumentos
significativos en dos materiales después de haber sido almacenados durante 3
semanas a 10°C. De igual forma Paull y Chen, (1988) también reportaron un
incremento en estos componentes después de un mes de almacenamiento a
12.5°C, aunque después de esta periodo indicaron una disminuciéon de estos

sélidos solubles.

El incremento en el contenido de sélidos solubles podria estar ligado al proceso de

degradacién de almidén descrito anteriormente.
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De igual forma Marangoni y col. (1996), trabajando con papas almacenadas a 2°C
encontraron una degradacién de almidon y acumulacién de sacarosa el cual

atribuyeron a un proceso de endulzamiento.

Si se asocia los decrementos en el contenido total de almidon asi como la
disminucion del contenido de almidén en los granulos y los consecuentes
incrementos registrados en el contenido de sélidos solubles y en el contenido de
azUcares totales parece evidente que se estd presentando un fendmeno de
endulzamiento de la jicama cuando es almacenada a 10°C y esto se presenta

como un fenémeno colateral al dafio por frio.

Dado que no se han realizado mediciones y experimentos para investigar si este
fenomeno de endulzamiento es reversible en este tipo de material, no podemos
asegurar si este endulzamiento es parte de la sintomatologia del dafio por frio
en esta raiz. No obstante, debido al hecho que durante las transferencias a 20°C,
el proceso se acelerara en lugar de que disminuyera esto podria indicar una

sintomatologia adicional al dafio por frio descrita.

Ohad y col. (1971), sugieren que el frio induce cambios en el contenido de almidon
y aztcares durante el almacenamiento de papas y que estos se correlacionan con
el dafio en las membranas que rodean los granulos de almidén y sus cambios en la
permeabilidad. De igual forma O'Donoghue (1995) aporta datos en el sentido de
alteracion de las membranas de los amiloplastos lo cual hace pensar que el
fendmeno de endulzamiento es efectivamente una sintomatologia de dafio por frio

cuando estos cambios se hacen irreversibles.
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6.7. CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD DE LA a-AMILASA

La Figura 15 muestra los cambios de la actividad de la enzima a-amilasa en las
muestras de jicama almacenada a 20 y 10°C con su respectiva transferencia a
20°C. Durante los primeros 8 dias de almacenamiento a 10°C y sus transferencias
a 20°C la actividad de la enzima se incrementd y se mantuvo casi constante hasta
el dia 16 para finalmente disminuir hasta valores iniciales en el dia 20. Por su parte,
las muestras almacenadas en forma continua a 10°C mostraron un incremento a
partir del dia 8 hasta los dias 16 y 20 alcanzando sus valores maximos. Las
muestras almacenadas a 20°C incrementaron su actividad después del dia 4 hasta
el dia 12, posteriormente se mantuvieron constantes en este valor hasta final del

almacenamiento.

Si se correlaciona la actividad de esta enzima con la degradaciéon del almidon y el
consecuente endulzamiento descrito en las secciones precedentes, podemos
observar que para el caso de las muestras control (20°C) no existié una correlacion
directa de la actividad de la enzima con la degradacién del almidén puesto que en
estas muestras no se presenta fuertemente una degradacién y pérdida de almidon.
Para el caso de las muestras refrigeradas se podria decir que si existid cierta
correlacién entre ambos factores. Estos aspectos parecen mostrar, que aunque
durante el almacenamiento a 20°C se genera una mayor actividad de o&amilasa;
esta parece no actuar sobre la molécula de almidon probablemente debido a que
las membranas que cubren el amiloplasto estan integras y no hay acceso libre para
que actlen sobre la molécula del almiddn. Por otro lado a bajas temperaturas hay
una mayor degradacion del almidén debido probablemente a que las membranas
del amiloplasto se encuentran dafadas y hacen posible la accion de las enzimas
hidroliticas- de acuerdo con lo establecido por O’'Donoghue y col. (1995) quien
indicoé que el almacenamiento a bajas temperaturas de los tubérculos de papa las
membranas de los amiloplastos presentaban alteraciones que probablemente

podrian llevar a la degradacién de!l granulo del almidon.
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Otros aspectos que también podrian contribuir a la anterior explicaciéon son los
aportados por Mao y Kinsella, (1981) quienes indicaron que la actividad de o~
amilasa se encuentra principalmente localizada en el citosol de las células y que
para que esta despliegue una actividad maxima requiere de iones Ca*®. Si
consideramos que este ibn se encuentra compartamentalizado bajo un control de
membranas; podriamos pensar que si esas membranas son alteradas por las bajas
temperaturas, el calcio podria ser descompartamentalizado y contribuir a que la
actividad de la enzima se maximizara y se facilitara su accién sobre los granulos de

almidén.

Garcia y Lajolo, (1988), quienes han estudiado los cambios en la maduracién de
platano almacenado a 20°C por 24 dias, indicaron una alta actividad hidrolitica del
almidon que llevé a su degradacion; No obstante, la actividad de la a-amilasa fue
menor que la actividad de la.p—amilasa y que la actividad de esta Ultima enzima
precedié el incremento de las actividades de otras enzimas hidroliticas como la
glucosidasa; desafortunadamente en este trabajo no se midié la actividad ninguna
otra enzima degradante del almidon que podrian ser mas importantes que la o~
amilasa. No obstante, para el caso de frutos de kiwii, la degradacién del almiddn

coincidié con una mayor actividad de la a-amilasa (Wegrzyn y MacRae, 1995).
6.8. CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD DE PEROXIDASA

La determinacion de la actividad de esta enzima se llevd a cabo con jicamas
procedentes del Estado de Nayarit. La Figura 16 muestra los cambios registrados
en la actividad de peroxidasa en las raices de jicamas almacenadas a las
condiciones ya descritas. Tanto las jicamas control como aquellas almacenadas a
10°C en forma continua mostraron un comportamiento muy parecido durante todo
el periodo de almacenamiento localizandose un maximo la dia ocho (8.8 Abs/ min*
g de tejido fresco) y posteriormente regresando a sus valores iniciales. Para las
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jicamas almacenadas a 10° y transferidas a 20°C, se encontré una mayor actividad
los dias cuatro (12.4 Abs/ min g de tejido fresco) y doce de almacenamiento a 10°C
mas sus correspondientes cuatro dias de transferencia a 20°C. En forma
inexplicable el dia ocho se mostré una baja en la actividad. Después del dia 16 los

valores de actividad fueron similares en todos los casos.

La correspondencia con los valores de color, en este tipo de jicama, no se
correlacioné adecuadamente ya que cuando se tenian valores altos de L* los
valores de actividad de la enzima fueron también altos por lo que el proceso de
oscurecimiento parece no estar explicado a través de la accidon de esta enzima. No
obstante, es importante indicar que la jicama de Nayarit tiene una mayor tolerancia
al frio (Mercado y col, 1997) lo que hace mas dificil establecer correlaciones
directas. También es importante indicar que en este tipo de jicama los cambios de
color fueron menos evidentes aln después de los 20 dias de almacenamiento; por
esta razén los cambios en la actividad de peroxidasa parecen no mostrar

correlaciéon con el fenémeno de oscurecimiento.

No obstante lo anotado anteriormente; es evidente que el estrés de frio sobre las
raices de jicama, también trae como respuesta una mayor actividad de esta
enzima. Este comportamiento también se ha mostrado en diferentes materiales. Asi
por ejemplo, Pontes-Thé y col. (2001) describen un incremento en la actividad
de esta enzima en pina almacenada durante 20 dias a 7 y 10°C.

También Kawakami y col. (1999) al estudiar el comportamiento de dos enzimas
antioxidantes, como [a ascorbato peroxidasa y catalasa, en papa almacenada a 1
y 20°C encuentran que la ascorbato peroxidasa fue inducida por efecto del
almacenamiento a baja temperatura en tanto que la actividad de catalasa no mostré

grandes cambios en ambas temperaturas. .

La razdn por la cual se atribuyen estos cambios se describen en funcién de que el
estrés oxidativo genera H,O, que es altamente toxico y estd involucrado en la
generacion de potentes radicales hidroxilo (OH®).
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La destoxificaciéon del perdxido de hidrogeno es mediada por la catalasa que esta
localizada en los peroxisomas. No obstante, esta enzima posee muy baja afinidad
por el H,O, y su actividad es extremadamente baja o no detectable en el citosol, o
mitocondria por lo que una alternativa de destoxificacién es reducir este peréxido a
través de la ascorbato peroxidasa. Se ha detectado que el nivel de acido ascérbico
disminuy6 tanto en papas (Kawakami y col., 1999) como en jicama (Garcia, 1998)
cuando estas son almacenadas a bajas temperaturas lo cual indica un estrés
oxidativo en estos materiales bajo esas condiciones de almacenamiento. Por lo
tanto se considera que estas condiciones inducen la activacién de las enzimas
antioxidantes. Se considera que la disminucion del acido. ascérbico a bajas
temperaturas se debe al uso que hace de éste la enzima ascorbato peroxidasa para
destoxificar el peréxido del tejido el cual a su vez es generado por el estrés

oxidativo.

Ramirez-Martinez (1999) también anoté que las jicamas se encuentran bajo el
influjo de un estrés oxidativo cuando estas son almacenadas a bajas temperaturas
ya que esta autora encontré un incremento en el contenido de malonaldehido
(producto de la oxidacién de los &cidos grasos) en las muestras almacenadas a
10°C.

De acuerdo con lo anterior, parece notorio que los incrementos de la actividad de
peroxidasa se debe a una respuesta de la jicama hacia el estrés oxidativo que se
presenta por la exposicidon a las bajas temperaturas. Desafortunadamente, en el
presente estudio no fue posible comparar las actividades de las jicamas de ambas
regiones productoras; no obstante, si se puede anotar que el incremento en la
actividad de esta enzima fue una respuesta suficiente para no mostrar grandes

sintomas de dafio por frio en las jicamas de Nayarit.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en el presente trabajo permitieron establecer las
siguientes conclusiones y observaciones:

Las jicamas procedentes de la zona del Bajio presentaron una mayor
susceptibilidad al dafio por frio en comparacion a las jicamas procedentes del

Estado de Nayarit.

El alto porcentaje de pérdida de peso en las jicamas dafiadas por el frio,
nuevamente indicaron que este puede ser un parametro indicador de dafio por frio

en este producto.

La pérdida de peso parece estar directamente relacionada . a alteraciones

estructurales de las membranas que componen el producto.

El contenido de materia seca disminuyé en forma significativa en las muestras que
fueron almacenadas a 10°C y posteriormente transferidas a 20°C especiaimente

después de doce dias de almacenamiento.

Los cambios de color permitieron confirmar que las jicamas procedentes de la zona

del Bajio presentaron una mayor susceptibilidad al dafio por frio.

Los decrementos en el contenido de almidén de la jicama, la disminucién de este
mismo componente en los granulos de almidon; asi como los correspondientes
incrementos de soélidos solubles y azlicares totales permiten asegurar que durante

su almacenamiento a 10°C se presenta un fenémeno de endulzamiento.

La actividad de a—amilasa explica parcialmente el proceso de degradacion de

" almidén durante el almacenamiento refrigerado. No obstante, para que esta
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actividad se despliegue sobre los granulos de almidoén parece ser necesario que
exista una alteracion de las membranas que contienen al almidén dentro de la

célula.

Los resultados de la actividad de peroxidasa permiten inferir que esta respuesta
esta motivada como un sistema de respuesta al estrés oxidativo que el tejido tiene
a las bajas temperaturas y que esta actividad no estuvo directamente relacionada

con el desarrollo del color.
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