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INTRODUCCION

La importancia de los problemas agricolas, 'en general, y los de nues-
tra huerta, en particular, han orientado hacia el campo de la bioguimica
vegetal las investigaciones que se realizan en'el” Laboratorio de Quimica
Orgénica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de’ Murcia. El
autor del presente trabajo ha vivido este ambiente desde que consignid el
gl.-](lf) de Licenciado en Ciencias Quimicas en 1954 y resulta, por ello, 16-
gico que a la hora de aspirar al grado de Doctor su Memoria esté orien-
tada en este sentido. :

Junto con otros frutos, el limén presenta en nuestra hierta un interés
grande por el volumen de su cosecha y por tratarse de un producto ex-
pcntable por ello hemos intentado con este traba]o Iniclar una mvcstlgd-
cién- que conduzca a un mejor conocimiento de la vida de este fruto en su
desarrollo, maduracién y almacenaje, escogiendo, para ello, el estudio de
la respiracién, tema demasiado, amplio y que,.por ahora sélo comprende-
r4-las actividades catalasa y peroxidasa; la capacidad para oxidar el 4cido
ascorbico y el intercambio respliratorio de los gases oxigeno y didxido de
carbono. A pesar de limitar nuestro trabajo a estos cuatro puntos, por
sit naturaleza, no es ni puede ser concreto, como hubléramos deseado,
por la gran variedad de factores que observamos pueden influir sobre
cada uno de los temas en estudio,

La eleccién de las actividades catalasa y perox1dasa no obedece ala



C-6 Francisco Sabater (Farcia

pcmblc 1mportanud de dichos enzimas en los procesos metabdlicos que
tlenen lugal en el fruto. Precisamente son enzimas muy estudiados desde
el punto de vista tedrico y pracncu, pero de los que no se sabe mucho
sobre el verdadero papel que Juegan en el organismo. La razén de su
eleccién consiste en que se trata de catalizadores dependientes del hierro
para su actuactén y este elemento s{ que tiene una importancia decisiva
en la vida del fruto. Paralelamente, la oxidacién del dcido ascérbico nos
ha interesado en cuanto se trata de un fruto con alto contenido en dicha
v1tammd en, torias sus. zonas, v - edadee ¥, porque. los enzimas _capaces de
producn dl(hd 0x1d(1(10n dependen para su actuacién del hiérro o del co-
bre. Pensando en este tltimo clemento hemos iniciado la mvcangac'on
sobre la actividad: fenolasa v ascérbico oxidasa,’ pero dei la primera hemos
tentdo que desistir en vista de la influencia’ practicamente nula del cate-
col sobre la capacidad para oxidar la vitamina; en cuanto a la segunda
estudiaremos y discutiremos hasta qué puntn es responsable del metabo-
lismo del 4cido ascérbico.

Los estudios gammetmcos persiguen un conacimiento de la capacidad
general del fruto para 1Lsp11a1 en condiciones ordinarias, en atmdsfera de
nitrégeno y en presencia de algunos inhibidores reales o potenciales.

En todos los casos nuestras medidas buscan la vartacidon de los facto-
res estudiados al crecer y al desarrollarse ¢l fruto y, siempre, comparando

cada una de las zonas del mismo. .

Desde que el hmdn adquiere su forma y c_ontextura lo que conside-
ramos que hace cuando. st peso es, generalmente. de 8 a 10 gramos,
consta de tres zonas bien, definidas: . : -

a) La corteza, o flavedo, donde estan contenldos lo'-‘. plgmenmq por-
firinicos y los sacos donde se guardan los aceites esenciales. =

b) El albedo, o parte blanca, de espesor variable con la clase del fru-
to y con la etapa de su vida.

¢} La zona de los ca1pelos, COnStltuldd -por sacos donde se almacena
el-jugo dcido conforme se desarrolla el fruto;. estos sacos estin rodeados
por las  membranas Cdrpe]arcs ‘qué . os -aislan de ]ds zonas exteriores del
fruto. . : : e

Nosotros estudiaremos alelada y comparativamente el fldVﬁdO el albe-
do v los sacos y, eventualmente, las membranas carpelares; er cuanto
a'lus etapas del desarrollo y la madutacidn aduptaremos como criterio en
el caso de frutos en desarrolloel peso total del mismo, lo que no deja de
ser una aprmumacnon sobre todo en estados'avanzados: del dLsarroIlo
como ¢riterio de maduracién’ adoptamos el color de Ja cortezaw -verde,
verde amarillento, amaul]o vendoso amarll]o total 1ecu:nte y aman]]o
intenso, ° S e
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Finalmente realizaremos algunos ensayos dirigidos a profundizar un
poco en los procesos que tienen lugar durante ¢l almacend]e para lo cual,
en dias determinados tomamos varios frutos reclentemente (,ogldos del
arbol por nosotros, procurando la mayor homogene1dad posible de las
muestras, v los almacenamos en cajas de madera en atmdsfera normal,
de forma que este almacenaje se asemeje al que se realiza en la prictica.

Excepto en las tentativas ipiciales para poner a punto las técnicas y
en los ensavos con frutos aquejados de clorosis, las demds muestran estin
tomadas todas del mismo drbol, ¢l cual esti enclavado en plena huerta
de Murcia a un kilémetro de la ciudad y presenta un aspecto completa-
mente normal, productendo frutos abundantes y sanos.
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ANTECEDENTES

Las investigaciones sobre r{-:spiraci(’)n cubren un amplio campo en los
Intentos para penetrar ¢n el mecanismo de los procesos blologlcos v re-
sulta légico, puesto que la mayorla de dichos procesos estdn mas o me-
nos relacionados con la 1esp1rac1on A pesar de ello el término, que en
principio no ofrecia complicacién puesto que suponia solamente una cap-
tura de oxigeno y una cesiéon de didxido de carbono, se encontréd mis
dificil de definir conforme se ha ido penetrando en su conocimiento. Aiin
hoy se presenta varias veces el conflicto de considerar la intensidad de la
respiracién por la cantidad de oxigeno consumido o por el didxido de car-
bono deqprendldo la raiz de cuyo confiicto estriba en que el CO. pue-
de originarse por muy diversos caminos, d]gunos de los cuales no corres-
ponden a la idea actual del proceso resplratorlo.

Gopoarp (1) define la respiraciéon como la oxidacién de compuestos
organicos por el oxigeno molecular, que sitve como iltimo aceptor de
clectrones. Ateniéndonos rigurosamente a esta definicién deberiamos con-
siderar que en un medio anaerobio los orgamsmm no respiran, cuando,
en realidad, sigue siendo general el término orespndcmn anaeroblan. Esta
supone un despundlmlento de CO. que en la mayoria de los casos se
considera como respiratorio; por otra parte ¢l tomar en consideracién el
diéxido de carbono desprendido encierra el pebigro de considerar como
respiratorios todos los procesos de descarboxilacién de dcidos organicos,
lo que en algunos casos estd muy lejos de la terminologia usual.

Respecto de los métodos empleados para la investigacién son muv va-
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riados. La célula sigue guardando muchos secretos en cuanto a su estruc-
tura’ intima y ofreciendo en perqpectwa una extraordinaria comple_]xdad
por la gran cantidad y diversidad de las sustancias que la cornponen jun-

to con factores de tipo fisico-quimico en los que una-ligéra variacidén pue-

de suponer una desviacién e, incluso, una inversién de los procesos vita'
les. Estas circunstancias hacen que el investigador bioquimico’se vea obli-
gado a estudiar aspectos muy limitados de lo que sabe és un problema
global gigantesco, de- tal forma que a la hora de trasladar su problema
a la célula viva ha de andar con pies de plomo si’ quiere extraer deduc
clones rigurosas y valiosas. Este es el problema de los trabajos mds cien-
tificos, que se realizan con enzimas con un clerto grado de pureza. Cuan-
do se persiguen resulta_dos mds inmediatos los trabajos son menos rigu-
rosos y las conclusiones menos cientificas, como es légico. La literatura
abunda en trabajos de este tltimo npo a pesar de lo cual, resulta un di-
ficil empefio a partir de sus- ¢onclusiones llegar a ‘otras de orden superlor

Aunque muchos de los métodos emplcados en el estudio de'la respi-
racién son de un uso mds o menos general, existe infinidad' de variantes,
cada una de las cuales por su cardcter, estd destinada a un' fin- distinto.
Por otra parte, dichos estudios se dmgen hacia la presencia y forma de
actuar de enzimas y coenzimas, o bicn, el estudio mais general de los in-
tercambios gaseosos que tiecne Jugar en ¢l rejido.

No podemos inténtar hacer aqui un estudio blblio'gréﬁco sobre lo con-
seguido: hasta ahora en el campo de la- 1esp1rac1on porque, aun resumien-
do, resultaria demasiado- ampho

Concretandonos al caso de las plantas superiores los trabéjos de 1nves-
tigacién presentan con respecto a los animales la ventaja de la facil ase-
quibilidad "del material 2 estudiar, pero con el grave Inconveniente de
carecer, en gencral de conjuntos “de células con misién especifica como
ocurre, por e]emplo con el misculo. Los caminos catabdlicos generales
de la respiracién de las plantas no presentan, por -ahora, diferencias serias
con respecto a los animales o mlcromgambmos Los sustratos respirato-
rios son,’en ambos casos, en su mayor paltc monosacidridos: sélo en la
sintesis de alcaloides, pigmentos y taninos y en la fotosintesis se nos
muestra la pIanta verdaderamente orlgmal En realidad el almidén es un
producto tipico de la planta, pero, sin embargo, su uso no difiere mucho
del que el animal hace del glucdgeno. Quizis la difcrencia mAs Fun@a—
mental de las plantas con respecto de los animales sea su aparente inca-
pa(‘idad para sintetizar los hidratos de carbono a partir de los dcidos en
ausencia de la luz. ' .

El cétado actual de nuestros conoclmientos sobre la resplraclon en el
reino vegetal puede resumirse asi:
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- Enzimas respiratorios.—-Se consideran : como. tales' los propios de la
fosforllacmn los de la ruptura de carbohidratos, dehhldrogenasas oxida-
dasas y carboxilasas. - . . S ‘ .

.-Ademias de éstos, deben consu:lerarsc también aquellos que catalizan
el paso de clectrones de enzima a enzima. :

. Sustratos respiratorios—Aparte de las sustancias que. sufren dlrecta—
mente la oxidacién por pérdida de' electrones (fosfogliceraldehido, dcido
piriivico, dcido e-cetoglutdrico, etc.) se .deben considerar también como
sustratos los materiales de reserva: polisacdridos, proteinas y grasas. Los
hidratos de carbono que-actdan de reserva son amilopectina, amilosa, inu-
lina, fructosanas, hemicelulosas,. glucdsidos. v ohgosa(:dndos tales como
rafinosa, sacarosa, estaquiosa, etc. :

La relacién -entre actividad ghcolmca y ElCthIddd 0x1ddq1ca es muy
variable y de clla nos da una idea el cociente respiratorio y, afinando mas,
el cociente fermentacién/respiracién, pero ya hemios hablado de la difi-
cultad de dichos cocientes por la poca. seguridad que hay, generalmente,
sobre la proccdcncla -del diéxido de carbono desprendldo

Aparte de este inconveniente la presencia o ausencia de oxigeno pue-
de influir y, de hecho, lnﬂuye en muchos casos sobre la actividad fermen-
tativa, por lo que la medida de CO. desprendido en atmésfera de nitré-
geno puede ser que no se corresponda con la observada en presencia del
aire. El llamado «efecto Pasteur» se ha intentado definir de muchas for-
mas, de las cuales considerames mds expresiva la de Dixon . (2}: «la accién
del oxigeno en disminuir la destruccién de carbohidratos y. suprimir
o disminuir Ja acumiulacién de productos del metabolismo anaerobion,

No es facil, a veces, detectar -esta accién de_l oxigeno. Puesto que una
molécula de hexosa por fermentacién alcohdlica da dos de CO. y com-
pletamente respirada da seis de CO;,  se suele considerar que hay efecto
Pasteur cuando la relacién CO, fermentativo/CO. respiratorio.es mayor
que 1/3, lo cual necesita antes asegurar que la fermentacién.es verdade-
ramente alcohdlica. En realidad este cociente se ha usado para micro-
organismios; en plantas no tiene tanto significado 'y por ello se ha em-
pleado mas el ‘ '

CO, en atmdsfera de N,
CO, en aire"

que no es el mismo que el anterior.
Suporigamos el caso siguiente:
m!l. de Q, consumido 0, desprendido

en -presencia de aire a - - b
en ausencia de aire S — R . S v
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'para: la‘-'maynr'ia de los metabolitos al oxidarse totalmente el cociente res-
piratorio-no difiere grandemente de la unidad y es la unidad para los azi-
cares; en este caso-b-a es el-CQs fermentativo en aerobiosis y si ¢/b-a -es
mayor quc | supendria un: CO, fermentative extra que Tio aparece €n pre-
sencia del oxigeno; ‘en la préc‘tica se concede margen a otros factores po-
sibles y se considera que en una planta oera el efecto Pasteur cuando
c-biés mayor que 1. - - . '

‘En' cuantoa la respiracién en las distintas ctapas de la vida de la plan-
ta, cn general, abundanlas publicaciones, aunque no tanto en el caso de
frutos. En conjunto sé tende a admitir una evolucién del “mecanismo
oxidasico- durante el desarrollo, juzgando fundamentalmente por la va-
riacién de la sensibilidad al cianuro. Se ha seguido la respiracic')n a lo lar-
go del desarrollo de guisantes (3), cebada (4) y en varias otras plantas (5)
y los resulrados parecen demostrar que desde ¢l prlnc1p10 hay presente
una. actividad glicolitica y que sobre ella se va imponiendo poco a poco
una actividad oxidativa.

En frutos se ha seguido la 1e~;p1rac1on de manzanas (6) peras (7).
uva (8) v tomate (9) entre otros. En ellos la actividad respiratoria total
del fruto crece hasta la maduracién, mientras que referida a la unidad de
peso'se hallan cuatro perfodos:. a) alta acuvidad respiratoria, propia del
fruto joven‘ b} un perfodo de menor actividad mentras crece el fruto;
¢). un crecimiento llamado climatérico, que marca el comienzo de la ma-
duracién; d) disminucién durantela vejez. :

Ex1sten, en cambio, muchos trabajos sobre la influencia de auxinas y
factores del crecimicnto sobre la respiracién. En la exposicién de la par-
te experimental citaremos también la influencia del corte del tejido v de
la temperatura mbrg la n,splrauon y el cociente respiratorio respectiva-
mente.

‘Sobre enzimas lE%pll‘dtOlqu en plantab enconnamos abundancia de
ndbd]m sobre los frutos, en particular, el mimero es bastante inferior,
pero concretamente catalasa, peroxidasa y ascérbico oxidasa si han sido
bastante estudiados. Se ha detectado actividad catalasa en muchos fru-
tos y Gustarson (10) llega-a la conclusién de que a una alta vclocidad de
respiracién’ o de crecimiento corresponde siempré una alta actividad ca-
talasa, mientras que ToMBESS1 encuentra en el tomate una fuerte dis-
minucién de la actividad a lo largo del crécimiento y un aumento al
punupm de la maduracién (11). Las actuvidades peromdam y ascorbico
oxidasa parccen ser muy abundantes en frutos.-

El posible. papel hsmloglco de estos -enzimas también ha sido objeto
de¢ muchas pubhracmnes pero es muy poco lo que se conoce realmente
hasta ahora. 7 :
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Catalasa y peroxidasa ofrecen, en principio, la propledad comiin de
usar como sustrato el peréxido de hidrégeno, pero mientras que la cata-
lasa utiliza para dcscomponur el complejo de transicién otra molécula
de H,O, produciendo oxigeno, la peromdasa es capaz, a partir del comm-=.
ple_]o de produc:lr la oxidacién de una gran variedad de sustancias; _esto
es clerto también para catalasa, en cuanto es capaz de actuar como perom-
dasa. lo cual hace cuando la concentracién de H,O. no es grande. Map-
son (12} recopllo una serie de sustancias que pueden actuar como donan-
tes de electrones para la accidn cataldsica o perm{ldamca.

En principio la capacidad para descomponer el H.O. no es un factor
despreciable desde el punto de vista ﬁsiolc’)gico, pues supone la desintoxi-
cacién del tejido, que de otra forma no podria soportar una gran varie-
dad de oxidaciones que producen peréxido de hidrégeno, pero existe la
conviccién v bastante evidencia de que esta destruccién va seguida, en
muchos casos, de la oxidacién de otros productos, algunos de los cuales,
como ¢l 4cido ascérbico y los pohfcnoles por ser lntermedlos en los pro-
cesos redox, aceptardn después electrones de otros sustratos, con lo-que
la accién oxidativa procedente de la peroxidasa puede alcanzar ya a infi-
nidad de sustancias. Ademds de estas oxidaciones indirectas también
actia directamente la peroxidasa sobre los aminodcidos tirosina, tripto-
fano y cistefna, a través de lo cual se hace evidente su accién sobre enzi-
mas y proteinas. Se sabe, por ejemplo, que la peroxidasa inactiva las to-
xinas del tétanos y la difteria, la hipertensina, algunos - antlcuerpos la
betaamilasa, la invertasa, etc. (13). :

Otro aspecto interesante de la peroxidasa es su ‘_capac"idéid phra actuar
como oxidasa para cl dcido dihidroxifumidrico y esta reaccién, acoplada
con la presencia de compuestos aromiticos, da origeri a la creacién de
grupos —OH en las posiciones electronegativas del nicleo. La_ hidroxila-
cién no es especfﬁca'en cuanto al sustrate y, por tanto, son muchas las
sustancias aromifiticas que pueden sufrn'la

ILas funciones del ascérbico oxidasa en la lespu’dmon de los tcjldos ¢
encuentra actualmente en el perlodo de las hipétesis y el problcma mas
corriente es la comparacmn con citocromo oxidasa en cuanto al papel
representado cuando estdn presentes ambas. Este problema sc acentué
desde que por vez primera Davison (14) y Hackxiy (15) concluyeron,
aunque de forma poco correcta, que la ascérbico oxidasa podria actuar
como oxidasa terminal en plantas jévenes de gulsantes Desde entonces
son muchos los investigadores que sustentan dicha opinlon pero en mu-
chos casos se ha acabado por reconocer que no es ella, sino Ia citocromo
oxidasa la que cumple dicha misién. Tampoco Mapsén (16) acepta como
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definitiva la conclusién de Boxneer (17) de que la ascdrbico oxidasa no
puede actuar como oxidasa terminal.

Todo esto puede dar una idea de la falta de seguridad sobre el verda-
dero papel de dicho enzima, pero lo que resulta indudable es su capacidad
para oxidar el dcido ascérbico v ello puede ser de gran valor, puesto que
¢l sistema ascorbico-dehidroascérbico se va reconoclende, cada vez mids,
como regulador. del potencial redox en la ¢élula, junto con glutatidn, cis-
tefna-y piridina nucledtidos.

Sobre el limén la mayorfa de los trabajos proceden de las bibliogra-
fias rusa, italiana y americana.

BiaLe (18) cstudia la vespiracidén de limones verdes a varias concenr
rraciones de oxigeno cn la atmdsfera y conciuye que en el aire la veloa-
dad de desprendimiento de CO; disminuye gradualmente con el tiempo;
para concentraciones de O. superiores a la atmosférica observa un clima-
térico. Al disminuir la concentracién de oxigeno observa una disminu-
c16n de la respiracién hasta llegar a una concentracién que él llama cri-
tica y que varia de un fruto a otro entre 0,5 y 5% de 0x1gen0 por deba-
jo de la cual la respuaclon aumenta otra vez Los coclentes respiratorios
obscrvados son casi siempre menores que la unidad, mientras que el CO,
anaeroblo/CQO. aerobio es mayor que la unidad, lo que indica la presen-
cia del efecto Pasteur, En cuanto a la vida de almacenaje considera una
concentracién Sptima de oxigeno del 5 9. El mismo Biare estudia poste:
riormente (19) el almacenaje en atmdsfera con cantidades variables de
oxigeno (0 a 100 %) diéxido de carbono (0 a 109) y etileno (0 a 10
p-p-m.) observando ahora que la concentracién éprima de oxigeno es de
5 a 109 v que el oxigeno no estd relacionado con la accién del etileno,
pero Que el didxido de carbono actiia en el sentido de contrarrestar su
accién, Un andlisis de los gases producidos por el fruto conduce a Bra-
LE {20) a la conclusién de que el limén no produce climatérico y tampoco
etileno.

Mientras que las investigaciones americanas procedentes, pr1nc1pa1
mente de BiaLe y colaboradores,. se preocupan de la comp051c10n de la
atmésfera idénea para el almacena]e las mvestlgamones rusas profundi-
“zan'mis en el problema de la- resplracwn investigando, sobre todo, el
problema de la aerobiosis y anaerobiosis y la fraccién de la respiracién
sensible al clanuro. Raximin (21) analiza en el fruto sustancias tales como
el 4cido acético y el etanol, productos tipicos de la respiracidén anaerobia,
Yy observa la mayor acumulacién de dichas sustancias durante la madura-
cidn. ARTSIKHOVSKAYA y colaboradores afrontaron el mismo problema
desde diversos puntos ‘de vista y sus publicaciones son, qu1zas las mas lo-
gradas en este sentido. Empiezan (22) por los gases oxigeno y didxido de
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carbono en el interior del fruto, obqervando una gran proporcién de
CO.. lo que caracteriza los procesos anaerobios; la relacién 0./CO. de
los gases analizados crece al madurar ¢l fruto desde 0,53 hasta 1,35 y la
baja relacién en los frutos verdes ia relacionan con el alto nivel del dcido
citrico, producto n'pico del metabolismo anaerobio, llcgando a la conclu-
sibn de que la resistencia a los procesos anaerobios crece hasta la etapa
de amarillo pdlido. Atribuyen las.diferencias de la composicién de los ga-
ses a la poca permeabilidad de la picl, de lo que dan por supuesto que en
el interior del fruto funclenarin sistemas enzimditicos oxidativos capacl-
tados para actuar en presencia de poca concentracién de oxigeno.

No hemos vuelto a encontrar en la bib]iografia trabajos que usen este
método de andlists de los gases y los mismos autores en publlcacmnes
posteuores orientan el problema hacia el uso del clanuro como inhibidor
de la respiracién. Un trabajo publicado en 1949 (23) estudia los tpos de
oxidasas sensibles, o no al cianuro y llega a la conclusién de que la acti-
vidad suprimida por éste es mdaxima en la maduracién y comprende el
72-74 %, de la respiracién total, después de lo cual dccae claramente esta
fase de la actividad, mientras que crece la no afectada por el clanuro, La
mayor actividad, en general, la encuentran en la etapa de verde amari-
llento.

Mientras que en esta pubhccxuon observan gran disminucién de la
respiracién sensible al ciinuro al alcanzar la etapa de amarillo, en una
publicacién posterior (24) encuentran que en el periodo de madurez total
(noviembre-diciembre) crece la sensibilidad al cianuro, lo que da una idea
de los diferentes resultados que se obtienen en los mismos ensayos reali-
zados en épocas distintas, }

Harvey (25) aborda también este problema, pero con. frutos almace-
nados, en los que estudia el potencial anaerobio y observa que cambia
continuamente : aumenta durante las primeras semanas del almacenaw Y
después disminuye hasta el final de la vida del fruto.

Otro aspecto estudiado por el grupo ruso es el efecto que cl corte del te-
jido produce en la respiracién, tema del que haremos mencién en la parte
experimental. En una primera comunicacién (26) observan que en el fla-
vedo aumenta hasta tres veces la respiracién toral y en el albedo hasta
seis, mientras que en un trabajo posterior (27) observan con el tiempo
una variacién de dicha influencia, desde septiembre (frutos jovenes) en
que sélo hav un ligero aumento, hasta el tempo de la total madurez, en
que la respuesta crece claramente. Llegan a la conclusién de que, al me-
nos las variedades de limén mids estables al almacenaje poseen un alto
nivel de actividad oxidativa dindmica muy sensible a-cualquier estimulo
fisiolégica.
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Algiin otro-trabajo aislado sobre la respiracién del limén aparece en
la bibliografia, pero carecen de interés. HaLLEr, Rosk, Lutz, v Har-
DING (28) observan que después de cogidos los frutos la velocidad de res-
piracién aumenta con la’ temperatura y, a -alta temperatura (2143 C,
disminuye con ¢l tiempo; la acuwdad resplratona resulta proporcmnal
a los pesos frescos; la adicién de etileno acelera la respiracion.

Leén G. GonzALEZ (29) cungela prlmeramente los frutos a --7° C y
después les mide la capacidad respiratoria a 0 y 20°, observando que la
congelacién previa da lugar a un estimulo de la respiracién, estimulo que
€s tanto mayor cuanto mas tiempo han estado congelados.

En cuanto a las actividades enzimadticas, motivo de nuestro trabajo, la
bibliografia es sumamente reducida. Sélo se observa alguna variedad de
publicaciones en cuanto a la capacidad del fruto para oxidar el dcido as-
cérbico. ArmMENTANO V¥ Bartok (30) después de estudiar una serie de fru-
tos, entre los que 1nc]uyen el limdn, llegan a la conclusién de que aquer
llos que contienen poca vitamina C son ricos en la actividad ascérbico
oxidasa v viceversa; en limén no observan actividad.

Se ha recurrido (31) a pasar aire a través de jugo de limén a 20 y
100" observandose en el segundo caso mayor estabilidad del 4cido ascor-
bico que en el primero, de lo que se deduce actividad ascérbico oxidasa.
Repetldo el ensayo pdsdndo aire a 200 por ]ugo hervido y sin hervir, el
hervido prerde mas lentamente su capaadad reductora, lo que confirma
la acrividad. Los autores de cste trabajo sosticnen que ¢l material celular
del limén proteje contra la oxidacién del dcido ascérbico por el aire. lo
que deducen por que al filtrar el jugo se diﬁminuye su estabilidad, Una
conclusién parecida Con51gue SoMmecy (32), quien dice que el jugo de limén
contiene algo que plot(,]e al acido ascérbico contra la accién de la ascér-
bico oxidasa; la sustancia se separa parcialmente por filtracién y se inac-
tiva por el calor. No debe ser inhibidor especifico del cobre por que no
mf]uyn. sobre la polifencloxidasa de manzanas. Un trabajo italiano pos-
terior (33) cita unos ensayos de almacenaje de dos disoluciones de dcido
ascorbico. La primera es un jugo de limén fresco tamponade a pH 6.15,
mientras que la segunda es una solucidn del 4dcido sintético. La primera
pierde durante el almacenaje el 2,6 % de la vitamina, mientras que la se-
gunda plerde el 5,3 9. La adicién de ascérbico oxidasa eleva estos datos,
en las mismas condiclones, a 56 y 69 % respecuvamente

Sobre acrividad catalasa en limén no hemos encontrado referencias
bibliograficas, aunque si se ha estudiado en hO]aS Un tabajo ruso (34)
observa que es mayor en holaq maduras y minimo en hojas clordticas.
Hace la 1nteresante sugerencia de que esta actividad sea un importante
factor en el ritmo endégeno, o, al menos, sea una medida precisa de él y
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apunta la posibilidad de que al influir en la actividad catalasa sea posible
preparat ventajosamente el drbol para una buena invernada. _ -

Sobre actividad peroxidasa en el fruto existe un trabajo- italiano (35)
que deduce una relacién entre dicha acuvidad y la intensidad de los pro-
cesos biolégicos. Disminuye en el senndo flavedo, albedo, membrana,

jugo, siendo completamente nula en éste, lo que considera debido a su
gran acidez (pH = 3).
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ESTUDIO ENZIMATICO

Al tratar de determinar actividades enzimdrcas es decisivo para ele-
gir un métrodo, el estado del material a estudiar y los fines que se persi-
guen al determinar dichas actividades.

Nuestros fines son solamente comparativos, lo que indica que los va-
lores que demos para las acuvidades no rienen un valor absoluto.

El material a estudiar es variable, pues se trata de zonas del fruto con
propiedades distintas unas de otras: incluso en la zona de los sacos difie-
re mucho la naturaleza desde el fruto joven hasta la plena madurez; el
problema fundamental radica aquf en la acidez del material en estudio.
Nosotros extraemos los enzimas de flavedo, albedo y sacos muy jévenes
(sin dcido) con tampén fosfato 0,1 M pH 7,0 con el fin de avudar a solu-
bilizar ¢l enzima y, sobre todo, para neutralizar la acidez natural del ma-
terial a estudiar, puesto que estos enzimas presentan poca estabilidad en
medio acido. Con sacos cargados con 4cido citrico no puede extraerse
con dicho rampon por que requenna cantidades muy grandes, lo cual
diiniria demasiado el enzima, precisamente en una zona en que las acti- .
vidades suelen ser muy bajas, por lo que NOo§ Vemos obligados a usar fos-
fato bisédico 0,2 M en cantidades variables, de tal forma que el homoge--
nado tenga un pH final Compandldo entre 5,5 y 6,0,

Queremos advertir aqui que el térmtno uascorblco oxidasa» lo usamos
independientemente de la naturaleza del enzima.
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ACTIVIDAD CATALASA

Los métodas mds usuales para la determinacién de actividad catalasa
son el manométrico y el volumétrico, De ellos el prlmero tratandose de
homogenados tiene el riesgo de intercambios de gas que, aunque peque-
fios, son ajenos a la actividad en estudio y con frecuenma constituyen
causa de error. Los métodos volumétricos son précticos y mds exactos y
consisten en una permangammetrla del perdxido de hldrogeno no consu-
mido (VO\J EuLEr y JoseEpHsON) o una iodometria, que valora con tiosul-
fato el iodo puesto el libertad al reducir con exceso de 10duro potasmo cl
peromdo de hldrogeno no consumido. De ambas volumctrlas la perman-
ganimetrfa presenta, con homogenados, el inconveniente de unos consu-
mos para el ensayo en blanco que, a veces, resultan bastante elcvadcs
por lo que nos decidimos por la 1odometria. ‘

El método de Sum~Er y Dounce, modificacién del de JELLES, con-
siste en lo siguiente:

A 50 m! de una solucién 0,01 N de peromdo de hldrogeno en tampén
fosfato M/150 de pH 6,8, enfriada a 0°C se afiade | ml de la. solucién
de enzimas apropladamente dlimda Al cabo de los 0, 3, 6, 9 y 12 minu-
tos se van tomando cada.vez 5 ml de la solucién y se vierten sobre §sen-
dos vasos que contienen 5 ml de 4cido sulftrico al 10 9. Se afiade a cada
muestra 1| ml de 1K al 5 % vy 0,5 m! de solucién saturada de acido molib-
dico. Se mezcla bien y se deja reposar durante unos tres.minutos, al cabo
de los cuales se afiaden unas gotas de solucién de almidén y se valora con
tiosulfato 0,005 N. Los valores obtenidos se llevan a la férmula’
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donde A = ml de tiosulfato gastados en el tiempo y 0 v Ax = ml gasta--
dos al cabo de los t minutos. _

Los valores de k se llevan a una grifica frente al tiempo y, por extra-
polacidn se calcula k,, constante de velocidad de primer orden.

La. determinacién de la constante de velocidad requiere un material
mds purificado que ¢l usado por nosotros y, sobre todo, un rango deter-
minado de concentracidén de enzima entre limites muy estrechos, lo que
para nosotras supondria una scric de ensayos previos que entorpeceria
mucho el trabajo y la ventaja no serfa muy gzandc dado el cardcter com-
parativo de nuestros ensayos. Por ello seguimos el método exactamente
igual, pero sin intentar calcular la constante de velocidad. Los resultados
podernos t‘(prcsarlo‘; por la diferencia o el cociente entre los mililitros de
tiosulfato iniciales y los consumidos al cabo de un nempo determinado,
que tomamos de 9 minutos, habiéndonos decidido por la diferencia por
prestarse mas ficilmente a comparaciones, pero tenlendo e¢n cuenta que
no existe linearidad entre los valores v las acuvidades.

Aparte de esta modificacién respetamos los. demds detalles del méro-
do porque al trabajar a (* y con tan baja concentracién de enzima elu-
dimos, en lo posible, la toxicidad del sustrate con respecto del enzima.

En las primeras pruebas intentamos observar la variacién de la acti-
vidad catalasa con la fecha o el grado de madurez del fruto. Tal empeﬁo
resultd impaosible, pues bien pronto nos convencimos de que en la activi-
dad debian influir factores que no estibamos contrdlando; asi, al ensa-
yar con flavedo de frutos verdes sin el menor sintoma de clorosis o al-
guna otra enferinedad, procedentes del mismo 4rbol, cogidos en dias di-
ferentes, pero a la misma hora vy en intervalos de tiempo relativamente
pequefios obteniamos valores como los que expresamos a continuacién en
un cuadro donde cada actividad tienen una ordenada que hace referen-.
cia a la fecha y una abscisa relativa al peso del fruto:

15-2 0,30...
6-2 1,55 ~
30-1 1,75 . 0,90
17-1 1,25 0,45 ‘
15 16 60 - 83 108 115

Se ve gue, aun admitendo que la acuvidad sea una funcidn discon-
. . o
tinua del grado de desarrollo o madurez; hay frutos demasiado préximas.
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en este sentido (15 y 16 g, 108 y 115 g) que tienen actividades dentro de
la norma de una mayor actividad en los frutos de menor peso.

Esta arbitrariedad de valores hace prohibitivo un intento serio de re-
lacionar la actividad con el grado de desarrollo cuando se trata de mues-
tras tomadas en dias distintos, a no ser que se controlen muchos mis fac-
tores, lo cual ampliaria demasiado nuestro trabajo; en cambio hemos di-
rigido nuestra mvestigacién en el sentido de observar muestras cogidas
en un mismo dia, lo cual ha dado resultados mdas regulares, aunque de
esta forma sélo tienen valor comparativo los ensayos realizados en un
mismo dia. De acuerdo con esto hemos comparado frutos en diversos
grados de desarrollo y madurez, asi como las distintas zonas del fruto.
Como criterio del grado de desarrollo hemos tomado el peso de los frutos
verdes, mientras que para juzgar el grado de madurez hemos tomado
como guia el color del flavedo.

Empezamos con dos ensayos generales, en cada uno de los cuales ana-
lizamos flavedo, albedo y sacos; el primer ensayo se hizo con cinco fru-
tos verdes, aparentemente sanos y con pesos variables de 11,7, 22, 26,5,
47 y 68 gramos. El segundo se realiza con cinco frutos plenamente des-
arrollados de los cuales el pumero esti complctamcnte verde (A ). el se-
gundo verde amarillento (B) el tercero es amarillo palido y se puede con-
siderar como un fruto de madurez normal (C), ¢l cuarto posee un color
amarillo intenso, propio de una madurez avanzada o, quizds excesiva (D)
v el quinto es un fruto casi blanco de un drbol con’ intensa clorosis (E).
Los resultados obtenidos son les siguientes: :

Ensayo con frutes verdes

peso del fruto flavedo albedo sacos
17¢g 1,20 0 0
22 1,60 0 0
26,5 ' 2,80 0,15 0,15
47 1,90 0,10 . 0,35
68 1,75 0 0

Ensayo con frutos desarrollados

notacién flavedo albedo saAcos
A 1,50 0 0
B 1,65 0 ‘ 0
C 1,45 0,25 0
D 1,20 0,50 . 0,20
B 045 0 0

(N3
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Antes de discutir estos datos debemos hacer constar que, por una parte
los ensayos se hicieron en invierno (17 y 19 de febrero respectivamente)

¥ por término medio la actividad es menor en invierno que €n verano y,

por otra parte, en esta época el drbol se hallaba excesivamente cargado
de frutos de todos los tamaiios, lo ‘cual puede influir en las actividades
con respecto a lo que ocurriria si el drbol tuviera menos frutos v mas
homogéneos. Vamos a exponer un ensayo paralelo con frutos verdes
realizado en verano del mismo afio:

peso del fruto . flavedo albedo sacos
13 g ' 3,05 0 0
17,5 3,35 0,40 0
45 - - 6,45 045 0
62 3,15 0,45 0

Del conjunto de ambos ensayos con frutos verdes se deduce una acti-
vidad extraordinariamente mayor en el flavedo que en las demds zonas
¥, dentro del flavedo, una franca superlondad del fruto de verano sobre
el de invierno. En ambos casos el fruto de menor peso presenta una me-
nor actividad; ésta va aumentando al aumentar el peso, pasa por un ma-
ximo-y después decrece. Dicho miximo aparcce en el primer ensavo en
el fruto de 26,5 gramos y en el segundo en el de 45 gramos con un valor
elevadisimo. En el albedo y los sacos los valores son demasiado pequenos
para hacer compdramones pero aun asi'resalta el que en el ensayo de in-
vierno la actividad de los sacos sea swmpre ilgeramente mavor que la de
los albedos y, en cambio en verano no se haya conseguido nunca ver ac-
tividad en saccs. -

El ensayo de verano con frutos adultos, paralelo al de invierno, es im-
posible de realizar porque en dicha época las frutos adultos estin todos
maduros y no se puede seleccionar una escala de grados de madurez. Lo
hacemos en noviembre del mismo afio con.la variente, con respecto al
ensayo ‘anterior, de que ahora el arbol cstd desprovisto de frutos verdes;
las caracteristicas de las muestras son: verde débil (A), amarillo llgera-
mente verdoso (B), amarillo intenso (C) y casi blanco de drbol clorético

(D), resultando:

notacién flavedo _ albedo sacos

CLA 1,90 - 0,25 : 0
B 1,85 - -0 0
RO 1,75 1,15 0.
D 0,65 0 0
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En conjunrto se cumple también en frutos adultos la exiraordinaria
supulondad del flavedo sobre las demds zonas; no hay considerables
variaciones de actividad durante la maduracién’y, sélo en el fruto ama-
rillo intenso se observa en amibos casos un ligero descenso aparte, claro
estd, del caso de frutos clordticos, en los que la act1v1dad légicamente, re-
sulta muy baja :

Hemos considerado hasta ahora ensayos 1eahZados simultaneamente
con varios frutos. Este tipo de ensayo encierra dificultades de trabajo, por
lo que a la vista de estos resultados tomamos como objetive inmed:iato
tratar de confirmarles por separado en ensayos con un solo fruto.

En relacién con las actividades en las distintas regiones del fruto se
ha observade la superioridad del flavedo. Esto estd de acuerdo con los tra-
bajos que, con bastante fundamento, intentan relacionar las actividades
catalasa y peroxidasa con pigmentos del tpo de la clorofila, pero nesotres
hemos observado excepciones, todas en el caso de frutos muy jévenes,
excepciones que proceden siempre de los sacos:

flavedo . albedo- . sacos -
fruto de 14.3 g - 0,30 D : 0,25

Este caso es excepcional sélo hasta cierto punto, pues, aunque la acti-
vidad del flavedo es del mismo orden que la de los sacos, 16 anormal aqf
es el flavedo, que resulta muy poco activo. Casos asi se dan pocas veces,
pero nunca hemos podido relacionarlos con alguna alteracién manifiesta.
En cambio tienc un aspecto' completamente distinto® el caso siguiente:

1
flavedo albedo sacos
fruto de 12,5 g : 0,90 0,30 - © 1,00

en ¢l que la actividad del flavedo es baja, pero no demasiado y, en cam-
bio, los sacos alcanzan un valor excepcionalmente alto, superior incluse
al del flavedo. El r;lgulente caso correqponde a un fruto de peso ain
menor : : ' :
flavedo albedo ' sacos
frmito de 8,5 g 1,15 0,35 1,35 '

El qué estas cxcepciones se dan siempré en frutos de tamafio tan re-
ducido hace pensar que en la primera etapa cel desarrollo existe’ wna con-
siderable actividad catalasa en la zona de los sacos. Serfa, pues loglco n-
vestigar en frutos de tamafio adn mfcnol pero en éstos la zona de los
$4COs NO estd muy definida.
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. Conviene observar que, dentro de un mismo rango de peso, inferior
a 12,5 gramos, no siempre aparece la exaltada actividad de los sacos v, sl
» - . . , e
ésta es un teflejo de la primera etapa del desarrollo se habrd de admitr
que ¢l peso no es un guia correcto de dicha ctapa. Incluso en frutos me-
nores encontramos ya el descenso correspondiente a Jos sacos:

flavedo albedo sacos
fruto de 9.3 g 2,15 0.25 0,45

pero contrariamente a lo que ocurre a la mayoria de los frutos de dicho
peso. en éste la zona de los sacos estd ya bastante bien definida.

Ya hemos hecho referencia a las dificultades que encierran los ensa-
yos con varios frutos en un mismo dia por ¢l mucho tiempo que requie-
ren. Ll resto de las pruebas realizadas lo han sido sicmpre con un solo
fruto, comparando en ¢l las distintas zonas. En algunos casos hemos tra-
bajado también con la membrana que rodea a los sacos, pero ésta no
ofrece marcadas diferencias con ¢l albedo:

frutos verdes de pesa flavedo wlbedo sacos membrana
30 ¢ 3,00 0,30 0,65
345 0,40 0 0

108 1,15 0,30 0 0

flavedo alhedo wmembrana sacos

verde palido 5 g 2,00 0,30 145 0
amarillo verde 100 g 1,60 0,15 0,20 0
frutos amarillos
1.0 1.50 o 0
20 1,50 0,30 0
3° 2,35 o 0
4.9 0,70 0,55 0

En general 1‘esp0nden a lo que hemos visto hasta ahora, pero pueden
observarse excepciones. Asf, encontramos un fruto de 34,5 ¢ que carece
de actividad en albedo, lo que resulta muy poco frecuente en frutos ver-
des; precisamente es digno de notar que la actividad catalasa en albedo,
a pesar de ser pequefia, mantiene en casi todos los casos de frutos ver-
des un nivel poco variable. Pero lo mds extrafio es la baja actividad en el
flavedo de dicho fruto de 34,5 g: debemos considerar estos casos de tan
baja actividad en frutos de apariencia completamente normal como
excepciones cuya causa nos resulta imposible localizar, por ahora. Del
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fruto citado sélo podemos destacar que se cogid en un dia muy frio, sin
que sea esto una razén suficiente porque el fruto amarillo verdoso de
100 g se estudid dos dias después, en un dia frio también y, en cambio
su actividad, que légicamente deberfa ser menor por estar el fruto przicti—
camente maduro, resulta completamente normal.
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ACTIVIDAD PEROXIDASA

Se pueden encontrar en la bibliografia multitud de métodos para de-
terminar actividad peroxidasa, tanto en homogenados crudos como en
preparados purificados, sobre todo en los primeros, y no es tarca faci la
eleccién de uno adecuado, pues todos ellos presentan ventajas e inconve-
nientes. El método cldsico de formacién de purpurogalina a partir de pi-
rogalol y determinacién colorimérrica de aquella tiende a desaparecer de-
bido a una falta de relacién exacta entre la cantidad de colorante forma-
do y la actividad del tejido. Para homogenados crudos resulta muy apro-
pndo el método de oxidacién del 4cido ascérbico no oxidado cuando ac-
tha el enzima en presencia de éste, pero nosotros hemos preferido no em-
plearlo en vista de la gran capacidad del tejido que nos ocupa para oxi-
dar et dcido ascérbico atiin en presencia sélo del 4cido, sin perdxido de
hidrégeno. :

El método que usa guayacol y mide colorimétri’camente el producto
de oxidacién (el tetraguayacol) ofrece la venta]a de una buena relacién
entre el colorante formado y la actividad enzimatica. Es el método mas
adecuado para medidas de cinéuicas de reaccidn; pero dichas medidas en
homogenados crudos es dificil que respondan a la realidad, debido a po-
sibles interferencias y en un trabajo comparativo, como el que nos ocupa,
podemos v debemos prescindir de ellas. Puede usarse el método para ho-
mogenados poniendo siempre la misma cantidad de peréxido de hidré-
geno y teniendo en cuenta que el colorante tormado no es' estable con el
tiempo, lo que pone limitaciones a la duracién del ensayo. Las condicio-
nes usadas por nosotros son, en principio, una modificacidn del ensayo
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del guayacol expuesta por A. C. MaeuLy (Methods of Biochemical Ana-
lysis, vol. I, pdg 386) y que dice asi:

«A un ml de solucién acuosa 20 mM de guayacol y 2,0 ml de tampén
fosfato 10 mM de pH 7 efiadir una cantidad apropiada de disolucién de
enzima. Leer la densidad éptica de esta mezcla a 470 mp y poner el es-
pectrofotémetro 0,05 unidades de densidad dptica por encima de la lec-
tura, Afiadir 20 1 de H.O. 10 mM al extremo de una pequeiia varilla de
agitacion, sumergxrla en la solucidn con movimiento y simultineamente
empezar a contar ¢l tiempo. I Medir el tempo requerido para alcanzar el
valor establecido de densidad dptica. La cantidad de enzima sc a]usta de
tal forma que el tiempo requerido varic entre 6 y 100 segundos (el dpti-
mo es de 10 a 30 segundos). El valor final de densidad éptica alcanzado
después de unos pocos minutos debe ser de alrededor de 0,4 unidades y
esto decide la cantidad de I1.0. a afiadir».

Respecto de este método hemos introducido algunas variantes propias
de nuestro trabajo. En primer lugar, nosotros trabajamos con un colori-
metro cuyos tubos requieren por lo menos 10 ml de volumen total, por
lo. que Jas cantidades usadas son proporcionalmente supenoles Ademas
de esto hemas preferldo tomar como, actividad, no el tiempo . necesario
para Hevar la densidad dptica. a un valor determinado, sino el incremen-
to 'de densidad opnca en un tiempo. determinado,. que es de un minuto,
tiempo:que cae dentro de lo permitido. Como hemos de trabajar con ac-
tividades hastante variables en magmtud no podemos sujetarnos a.unas
normas-fijadas para estudios con enzimas purlﬁcados ¥, por otra parte,
nosotros sblo aspiramos a obtener datos compalatlvos asi, con nuestra
modificacién intentamos evitar el peligro de que ¢l tlempo necesario para
alcanzar un aumento -de 0,05 .unidades de densidad optlca sea demasiado
largo (mouy pequefia actividad), con-lo que nos verfamos en ¢l riesgo de
Lener que: preparar un homeogenado mas concentrado que, cuando se ana-
lizan varlas muestras comphcand mucho el trabajo y, por otra parte, el
aumnentar la concentracion del material en estudio 1mphca el 11csg0 con
homogenados de flavedo, de un valor inicial de transmision demasiado
pequciio y.la consiguiente disminucién de la: sensibilidad de la operacién.

Con este método hemos medido pequeiias a_ct1v1dades_y, en los casos
de actividades clevadas se observa, al principio, un descenso demasiado
brusco en la transmisién, seguido de un ligero estacionamicnto y, a con-
tinuacién; una lenta elevacidén; por ello preferimos usar, smmple la mis-
ma cantidad de H.O; (50 p1) y,.en todo.caso diluir, mejor que concen-
wrar el preparado activo. Para poder observar la evolucidn, tenemos que
hacer lecturas en ¢l colorimetro a los 0, 30, 60 y 90 segundos de¢ la adi-
c10r1 del"H.Q., Jo cual.no es grave mconve‘uente ¥, .en cambio, nos in-
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dica cuindo debemos repetir ¢l ensayo reduicierido la concentracién del
pu_palado Si la actividad es muy pequena la diferencia de lecturas en
los tiempos 0 y 60 segundos puede llegar a interferir con el error experi-
mental permludn debido al apalato Este es de una untdad de tanto
por ciento de transmisién y, por lo tanto, no podumos tomar en cuenta
la actividad que conesponda a menos dé dos unidades’ de tanto por ‘cien-
to de transmisién, lo que en "la zona de transmisiones que solemos usar
(de 80 a 100 9) supone aproximadamente 0,01 unidades de. denmdad
Opl‘l(d Aunque ¢l metodo es muy sensible hemos temdo que dar comd
carentes de actividad algunos p1epa1ados sobre todo de sacos de frutos
adultos, qug, cn reahdad dan la impresién de tene:la aunque. pequemsl—
ma, por la insistencia en 1epetnse los valores.

Los primeros Lnsciyos fucron encaminados a determinar la cantldad
de tejido adecuada para las determinaciones, Empezamos por triturar un
gramo de matertal con 10 ml de tampdén y después de Lentnfugar to-
mamos | mi para el ensayo. Ensayamos con la zona del albedo de un
fruto de 92 g y con flavedo y sacos de un fruto de 15 g. Exponemos los

resultados expresando los pm'ccntajcs de transmisién leidos cada 30 se-
gundos:

albedo de fruto de 92 g.

segundos (] 30 60 a0 120
9, transmision 47 38 35 35 36

fiavedo v sacos de fruto de 15 g.

segundos 0 30 60 80 . 120
flavedo 69 53 53 54 55
SALOS 90 86 82 B0 81

Sc observa que, prescindiendo del caso de sacos, la actividad resulta
extraordinariamsnte grande para nuestro método. Hacemos otro ensayo
con un fruto de 100 g usando sélo 0,5 ml del preparado y completamos
con tampdn hasta 1 ml, obteniendo:

segundos 0 30 60 90 120
flavedo _ 39 68 67 68 70
albedo 97 87 B4 B2 81

SACOS o7 a3 90 88 -8
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Del mismo homogenado del flavedo tomamos 0,1 ml v el resultado ya
queda dentro- de lo aceptable:

97 o1 . 85 81 78

Pero en el mismo ensayo anterior con 0,5 ml la prueba con sacos re-
sulta aceptable o, casi aceptable; estas grandes variaciones nos han in-
ducido a usar siempre 1 g de tejido triturade con 10 ml. de tampén vy,
a partir de esta solucion, en el caso de grandes actividades hacer las di-
luciones correspondientes, que para flavedos han llegado a ser hasta de
I a 25. De esta forma los resultados los expresamos como incremento de
densidad dptica por I ml de homogenado en un minuto, haciendo la
conversién necesaria cuando se precisa una dilucién,
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ACTIVIDAD POR ZONAS Y ETAPAS

Como en el caso de catalasa, tampoco existe una intima relacién en-
tre grado de desarrollo y actividad cuando se juzgan frutos cogidos en
dias diferentes. En prueba de ello exponemos algunos de los resultados
obtenidos:

dia 7 de enero de 1959, Fruﬁo de 35 gramos,
flavedo albedo ‘ sacos
0,737 : 0,125 0,031
dix 10 de enero de 1959. Fruto de 68 gramos:

_ ﬂauédo : atbedo _ sacos
0,322 0,088 0,025

dia 23 de febrero de 1959. Fruto de 26 gramos:

flavedo ‘ albedo sac0s
0,308 0,072 0,112

por lo que sélo podemos comparar frutes cogidos el mismo dia y, atin asi,
se observaran a veces valores dificiles de predecir. En cambio, la actividad
relativa de cada una de las zonas del fruto en los distintos grados de ma-
durez si responden, salvo rara excepcién, a unas lineas generales.

En cuanto a la etapa de la vida del fruto hemos recurrido, como en el



C-30 s A N - Francisco Sahbater Guarcia

caso de catalasa, a muestras cogidas en el mismo dia. En ensayo de fru-
tos desarrollados empezamos con una seric para]ela a la catalasa, o sea,
fruto verde desarrollado (A), amarillo verdoso (B). amarilo normal (C),
amarillo intenso (D) y amarillo muy palido de drbol clordtico y resulta:

A B C D E
flavedo 0,351 (0,380 0,360 0,317 0.0
albedo 0,029 0,028 0,010 0,010 0.0
58008 0,014 0,0 0,0 0,023 0.0

como se ve, la zona de mayor actividad corresponde al flavedo, con mu-
cha diferencia con respecto a las demas. Dentro de los valores del flave-
do, en primer lugar, no hay diferencias dignas de tener en cuenta duran-
te ¢l proceso de la maduracidn; ni adn del verde al amarillo se acusa di-
ferencia notable. Los valores nulos del fruto clordtico caen perfectamen-
te dentro de lo prev151ble

Los datos (_orlespondlenteq a actividad en albedos v en sacos, sobre
todo en cstos tltimes, resultan muy pequeiios y entre ellos es dificil es-
tablecer alguna comparacién mgmﬁcanva debido a la proximidad del
Crror experlmental auhque sf puede deducnse una mamfleeta inferiori-
dad de los sacos. .

Kl problemd de 10s -sacos ha atraido nuestra atencién porque supcmL
una zena de muy poca vitalidad y porque el trabajo que hemos. encontra-
do en la bibliografia sobre este tema (35) afirma que dicha zona-del fru-
to carece en absoluto de actividad. Es cierto que las actividades encén-
tradas por nosotros son muy bajas, pero resultan indudables porque supo-
nen a veces diferencias de lecturas en el colorimetro de hasta 5 unidades
de tanto por ciento de transmisién y porque, ain a simple vista, se obser-
va en ¢l liquido del tubo colorimétricé la tonalidad propia "del producto
de oxidacién del guayacol. Para afirmarnos hemos realizado un ensayo
dirigido exclusivamente en este sentido usando sacos de tres frutos adul-
tos con las sigulentes caracteristicas: verde amarillento (A), amariflo. re-.
ciente (B) y amarillo intenso {C) y resulta:

A B cC
0,019 - 0,010 0,023

que en la pracvca cor rcsponden a las slgwentes lecturas en el colori-
metro : :

segundns ' 0 367 60 - 90 - 120

A ' ‘ 08-99 96-97 T 92-93° B S
B : ' © 98- 97 - 96 95 : S04

LG o 96’ 94 92-93 . 91-92 90-91
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‘Eistas“determinaciones pueden hacerse ‘gracias a: la carencia de color
en- dicha zona del fruto, lo quc:hace que-el valor inicial de transmision
sea muy alto y una pequena variacién de la densidad opnca lieve consi-
go una diferencia de transmisién aprecxable

Los sacos constan de la envoltura-fina -y del ]ugo interior. Tratande
de localizar la actividad preparamos con los sacos del limén C un homo-
genado de tal forma que realizamos una ligera presién con el fin exclusi-
vo de extraer el jugo sin triturar los sacos, con lo cual las envolturas se
scparan al cenmfugal El sobrenadante de esta operactén dis la misma
actividad que en el ensayo-anterior, lo cual induce a pensar que Ja acti-
vidad se halla 1ocalizadd en el jugo, pues no resulta probable que sin una
trituracion el enzima que exista en la envoltura pase a la disolucién en
forma considerable. - - TR

En el fruto A del ensayo anterior encontramos una parte de los 'sacos
deteriorada por cl frio, fenédmeno gue, aunque no fué general-en el i invier-
no de 1959-60 (fecha de esta operacidn) si se.encuentra a veces en algin
fruto aislado. Sentimos curiosidad por estudiar esta parte de los sacos y
nos encontramos con una actividad sorprendente de 0,103, nunca halla-
da, ni mucho menos, en sacos de fruto adulto normal. La carencia de
frutos deteriorados por ba]a temperatura nos 1mp1d10 estudiar mis a fon-
do este problema. S - -

De todas formas son varios los frutes adultos en que nNo. se observa
actividad en sacos y ello no sabemos si es debido a que, efectivamente no
exista en.algunos sacos o a’las limitaciones ‘experimentales.

Respecto del valor de la actividad en flavedos el ensayo realizado pue-
de ofrecer dudas de que sea verdaderamente &gmﬁcatlvo porque se reali-
zd, como en el caso de catalasa, en €poca en que ¢l arbol se encuentra
muy cargado de frutos maduros y verdes. Por ello pensamios repetlrlo en
condiciones lo més pdrcmdas postblc pero cvitando dicho mconvemcnte
a partir de' frutos cogidos “én” noviembre de* 1959, Operamos con cuatro
frutos, dc los cuales uno posee el color verde aunque estd plenamente
desarrollado. (A), dos frutos amarillos normales con aspecto de madurez
mads reciente (B} y mdas avanzada y color intenso (C) y un fruto cogldo
,de drbol. clorético, (D). Resulta: v '

L A B 6 D... .
T T 0‘,061 o .0,_054 . 0,050 Coeen L 0,015»

Los valores -son.los mds bslos consegmdos en flavedos pero, aparte deI
fruto enfermo, los demds mantienen. un valor bastante parecide, lo que
confirma: la poca variacién de la actividad durante la maduracién. Los
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valores tan bajos de ¢ste ensayo confirman la imposibilidad de relacionar
frutos cogidos en distintas fechas, pero no podemoo asignar, rotundamen-
e ASCENSOS ¥ descensos en la actividad a las epocas del afio porque entre
los 15 dias anteriores y los veinte pOStf:I‘IOl’LS al ensayo precedente conta-
mos con los sigulentes valores de actividad en flavedo:

1. . . . . . . . . 0224

20 L. .. .. 0,082
3°. . . . . . . . . 0314
4° . . . . 0. .. 0137
5e L. . . . . . . . 0244
B L .. .. 0338

y, en cambio, en dicho ensayo los tres valores (el fruto clorético ¢s un
problema distinto) son bajos y del mismo orden.

En frutos jévenes la actividad resulta ser bastante mayor. Exponemos
dos ensayos de tipo general realizados, uno en invierno y el otro en ve-
rano de 1959

Ensayo de invierno:

pesoe del fruto flavedo albedo sacos
125 g 0644 0,098 0,023
21 . 0,417 0,075 0,023 .
36 . 0,555 0,084 0,035
58 0.202 0,040 _ 0,030

Ensayo de verano:

peso del fruto

13 g 1,435 0,164 0,019
17.5 0,887 0,117 ' 0,017
45 0,955 0,166 0,028
T 62 - T 0,117 0,021

No difieren los frutos jévenes de los adultos en las actividades rela-
tivas de sus zonas, tanto de flavedo con respecto a las otras dos, como de
albedo con respecto a sacos. Como en el caso de catalasa, puede afirmar-
se de forma general que en verano la actividad es notablemente mas alta
que en Ilnvierno, con excepcmn de los sacos. En cuanto a la etapa de
desarrollo, a.la vista de estos resultados y de los obtenidoes. en.frutos ma-
duros, pucdc asegurarse que la actividad va decreciendo conforme:-el fru-
to.va desarrollindose . y que al llegar al pleno desarrollo y empezar la
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maduracién se mantiene aproximadamente constante. Coincide con cata-

lasa en la exaltada actividad del flavedo pero, en cambio, aqui es general

el predominio del albedo sobre los sacos, lo que no ocurre en catalasa.
Entre nuestros datos posecmos dos excepciones a esta norma general :

un fruto de 13 g un fruto de 10,56 o
flavedo 0,673 0,613
albedo 0,183 0,175
SROS 0,382 0422

Debe observarse que en ambos casos se trata de frutos muy pequenos
A propésito de esto recuérdese que en catalasa estos valores excepclona-
les de los sacos eran incluso superiores a los del flavedo, lo que se corres-
ponde con la idea de una gran actividad de la zona de los sacos en la
época de su desarrollo inicial.

El resto de los ensayos de peroxidasa realizados obedece generalmen-
te a lo expuesto hasta ahora, pero, como se trata de ensayos hechos en
cada caso con un solo fruto sélo tienen valor comparativo en cuanto a las
zonas del fruto considerado. Puede observarse en ellos la diferencia de
actividad que ofrecen frutos de peso parecido sin que exista relacién exac-
ta con la fecha.

Frutos verdes:

peso en g flavedo albedo 8aC0s
25 0,320 0,057 0,012
40 0,590 0,112 0,027
17 0,806 0,294 0,052
38 0,713 0,150 0.015
93 0,444 0,090 0,016
71 0,582 0,135 0,035

Frutos adultos:

i° 0,228 0,018 0,012
20 0 0,023

3. 0,323 0,023 0

40 0,441 0,052 0,052
5.9 0,382 0,035 0

Aparte de los frutos con clorosis, ya citados, se han encontrado otros
dos con actividad nula en todas sus zonas.

En algunos casos se ha ensayado rambién la pelicula que rodea los
$aCos a
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caracteristicns’ . - fluvedo albedo pelicula sacos
‘verde de 120 g~ 0488 0115 ' 0,008 0
verde palido 11 g 0,078 - 0 o ¢

" amarillo reciente 0,574 0,063 0,048 . 0,033

Como’ e ve, ocupa; en cuanto a acnvxdac. una posicién mtermedla
entre albedo y*sacos.

Alo Ialgo de estos ensayos aparecen algunos casos completamente
anormales, destacando entre ellos el 2.2 entre los maduros, con actividad
nula en la zona del flavedo y el de 112 gramaos verde pélido, con activi-
dad bajisima en el flaved'o'y nula en las demds zonas. Dehe advertirse
que estos frutos, al menos en apariencia, no presentaban sintomas de en-
fermedad o deterioro alguno
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CAPACIDAD PARA OXIDAR EL ACIDO ASCORBICO .-

- En principio fué nuestra intencidn estudiar junto a enzimas como ca.
talasa y peroxidasa; dependientes del hierro las actividades fenolasa vy as-
cérbico oxidasa que dependen del cobre y observar, asi, una dependen-
cia posible entre la vida del fruto y dicho metal en alguna etapa dei
desarrollo o bien dé la maduracién ‘del fruto. Pero hay que tener en
cuenta que no sélo son capaces de oxidar el 4cido as¢érbico los enzimas
dependicates del cobre. Los hallados en tejidos de plantas y que son ca-
paces de cumplir dicha misién pueden dividirse en dos grupos: a) aque-
llos en que la oxidacién del dcido es secundana a la oxidacién del subs-
trato propio del enzima: b) aquellos en que hay reaccién dirccta entre
el enzima, el 4cido ascérbico y el oxigeno.

En el primer grupo se incluyen polifenolasa, lacasa, citocromo oxida-
sa y peroxidasa; en el segundo grupo, hasta ahora, sélo se conoce un en-
zima, la ascérbico oxidasa. Puede observarse que se trata de enzimas que
en su grupo prostédco llevan hierro o cobre. Ninguno puede actuar ¢n
ausencia de oxigeno o en presencia de cianuro, pero, ademas, polifenolé.—
sa y ascorbico oxidasa (dependientes del cobre) tampoco actian en pre-
sencia de los mhibidores especificos del cobre, tales como dietilditiocar-
bamato sédico. Puesto que, efectivamente, encontramos en los tejidos del
fruto una capacidad - variable para oxidar el 4cido ascérbico, pensamos
que lo mds inmediato seria ¢l estidio de la naturaleza de dicha oxidacién,
lo cual intentamos, especialmente, mediante el ‘empleo de inhibidores.
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Partiendo, en principio, de la suposicién de una actividad fenolasa
o ascdrbico oxidasa adoptamos el método analitico, que es mas usual
para homogenados, y que valora al cabo de un determinado tiempo
el dcido ascérbico no consumldo durante la reaccién. Para ello usamos
los siguientes reactivos:

a} tampén citrato fosfato 0,1 M de pH 5,7
solucién de dcido ascorbico purisime (1 mg/ml)
¢) solucién de dcido metafosférice al 59,
d) solucién de almidén al 19
e) solucién de 1odo 0,01 N
f) preparado en estudio, obtenido por extraccién de 0,5 gramos del
material con 5 ml de tampén fosfato 0,1 M de pH 7,0.

Todos los reactivos se prepararon con agua dos veces destilada en
aparato de vidrio Pyrex a fin de evitar en lo posible la presenc:a de iones
Cu’t. ,

Para la determinacién de actividad se ponen en un vaso lavado con
agua bidestilada 3 ml de a), 2 ml de b) y 1 ml de f), mds o menos di-
luida, en cuyo instante se empieza a controlar el tiempo y, durante un
tiempo determinado, se agita a mano a fin de que la poco afinidad del en-
zima para el oxigeno, asi como el mucho consumo’del mismo, no nos li-
miten la velocidad de la reaccidn, Transcurrido dicho tiempo se ponen
5 ml de c), se agita para mezclar bien y, después de afiadir almidén se
valora con la solucién de iodo. Este ensayo se repite, pero poniendo el
dcido metafosférico antes que el problema, con lo cual existe inhibicién
desde el principio y, por lo tanto, este segundo ensayo nos sirve de testl-
go. La diferencia entre el testigo y ¢l problema nos da el iodo equivalen-
te al dcido ascérbico consumido durante la reaccién. La actividad puede
expresarse en forma de miliequivalentes de iodo, milimeles de Acido as-
cérbico o volumen, en condiciones normales, de oxigeno consumido.
Puesto que todas estas formas de expresién son ficilmente interconverti-
bles consideramos suficiente expresar los resultados como mililitros de L.
0,01 N equivalentes a la vitamina consumida durante la accién enzimi-
tica.

En’ nuestro primer ensayo segulmos ¢l método expuesto, pero viendo
la actividad en presenc1a o ausencia de dietilditiocarbamato 10— M ¥
con dos concentraciones distintas de enzima y sustrato. El catecol se pre-
para en disolucién 2 mM en el mismo tampén; la de dietilditiocarbarna-
to (que para abreviar, llamaremos DDC) es 3. 10— M, de forma que po-
niendo 0,2 ml el medio de reaccion quede 10~* M; de dcdo ascérbico se
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usan'dos soluciones, una que .contiene 2 mg/ y otra con diez mi]igrdmos
por mililitro, que denominamos respectlvamente Ay B, empleando siem-
pre un ml de una u otra, El tiempo de actuacién del enzima es de 2 mi-
nutos. Kl ensayo arrojé el resultado que representamos en el cuadro si-
guiente:

tampon rateol Loe enzitma ascdrbico actividad
4 — 02 1 ' 1A 1,63
4 — = 1 1A 1,68
3 ' 1 0,1 1 ' 1A 1,60
3 <1 _ 1. 1A 1,63
49 . — 0,2 01 . 1A 0,23
4,9 ' ' — . 0,1 1A - 0,28
3,9 1 0,2 0,1’ 1A 0,22
3,9 1 — 0,1 1A 0,26
4.9 — 0,2 0,1 1B : 0,29
4,9 — 0,1 1B 0,20
3,9 1 0,2 0,1 iB 0,32
39 1 — ¢l 1B 0,33

A la vista de estos resultados se observa, en cuanto a la concentracién
de sustrato, muy poca influencia sobre la actividad, lo cual indica que
con 1 ml de dcido ascorbico de concentracién 2 mg/ml trabajamos préc-
ticamente & saturacidn de sustrato. Parece ser excepcidn el caso en que
hay presente DDC a gran concentracién de sustrato, en cuyo caso la ac-
tividad es considerablemente mayor. En cambio la concentracién de en-
zima es decisiva, como era de esperar. La prescncia de catecol no influ-
ve pricticamente cuando el ascérbico es de concentracién A y sélo un
poco con el mds concentrado. La influencia del DDC resulta completa-
mente opuesta; si bien es pequefiisima, no dchemos despreciarla en vista
de su constancia cuando se trabaja a baja concentracién de sustrato,
mientras que al aumentar ésta desaparcce dicha influencia.

En conjunto parece como si hubiera en el tejido méis de un enzima
capaz de oxidar el dcido ascérbico, pero de todas formas creemos que no
debe tomarse muy en consideracién la actividad fenolasa, en vista de lo
poco que-es capaz de influir-la presencia de catecol y en cuanto a la as-
cérbico oxidasa tampoco parece ser muy considerable, pues es muy poco
lo que es capaz de inhibir el DDC.

Tratando de penetrar algo en la naturaleza de la oxidacién repetlmos
un ensayo de inhibicién incluyendo, esta vez la oxina (8 oxiquinoleina)
y ¢l clanuro potisico capaces ambos de complejar el cobre y el hierro,
sobre todo el ultimo. El ensayo, al igual que el anterior, se realiza en fla-
vedo de un fruto verde y se obtiene
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P ... " octiwvidad . % delinkibicion .
, 'sin_ in_lriibi(lorQS' o T " 0,65 R B s ._. T
" eon DDC T ope 0 T v

A - . ] e, e ot T T, PR
con oxina 0,64 ) _
con cianuro 0,05 92

ebtando todos 105 1nh1b1d0rea a ld u)ncentracmn de 10— M.

Se observa una inhibicién pricticamente nula por parte del DDCy de
la oxina.. en vista de:lo cual, parece l6gico dejar de tomar en considera-
cién el cobre vy, con cl fenolasa y ascérbico oxidasa. Puesto que nunca
hemos usado H,O, no podemos pensar en perox1dasa parece que debe-
mos senaI(u hacia la cltocronio oxidasa, aunque la concentracién uf-:add
de clanuro deberfa inhibir mas de lo que lo hace. .

Pero resulid sorprcndente que un ensaye- realizado en un Eluto de
aprommadamenre el mismo peso (14,5 g) del mismo drbol v, a los cuatro
dias exactamente del ensayo ann.uor obtuviéramos los slgulentes resul
tados :

NUTRE

' activided © " 9 de inhibicidn
. sin inhibidoras; o078 Lo - | . '
-gon DDC 10— M R X T C 14
con DDC 10— M .- 071 R IV

con CN— 10— M - ... 0,06 e
en donde se ve ‘que la inhibicién por el-DDC es considerable y'que con
cianuro Jo-es asi total. Comparado con el gnsayo-anterior la naturaleza
de la oxidacidn es-completamente diferente y, dada la semejanza de las
muestras enbavadas parece obligado admidr un estado. dindmico .del fru-
to en cuanto a la-oxidacién del dcido ascérbico, obedeciendn a factores
que’en nuestro trabd]() o pueden controlarse por su. naturaleza demasia-
do general, pero que invita.a un estudio ‘posterior.’y" completo del ritmo
endogeno en todas sus posibilidades.. -~ -, . . ..

Unos sicte meses después de los ensayos..anteriores, en verano de
1959, repetimos. el ensavo:de inhibicidn, esta vez con frutos,de pesos:; va-
riables, pensando en la p051b111dad de qué dichas variaclones .sean. _d;zbl_-
-das ‘a distintas etapas del desarrollo. Aparte, las diferencias de pesos las
‘demds: 'circunstancias de:las  tres mucstras eran exactamente 1guales en
.cuanto a dia, hora, y aspecto sano. En-una.de- las muestras tratamos de
inverrir-la inhibicién por adicién. posteuor de una sal de cobre y otra’ de
hierro: N R VI
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opeso-total: del druto (g) oo T B3 0 L0 2T n, 140
sin  inhibidor 0,20 0,23 0.72
con CN— 0.00 0,00 0,00

con DDC 0,00 0,00 wv. 0,00

“a

/s
Donde sorprende la total inhibiéién c}'qn DDC.

En el fruto de 14 g, que es.ef ™is actlvo repetimos el ensayo con cla-
nuro, pero agtcwando 0,2 rﬁl de sulfato feruco 5. 10—‘ M y obtenemos

:
!
LoTe
I

o de cobrc de = mlcmd concentraciéon y rcsulta entonces una actwldad
extraordinatia de /1,88, pero este dato sblo significa que el cobre; de por
si, es capaz de catalizar la oxidacién, lo coal era de presumir., , ..:

De los ensayos precedentes se deduce que laq diferencias de’ %ensﬂ)lh-
dad al DDC no son debidas a distintas etapas del desarrollo del fruto.
Concretamente en este Glimo caso parece que se-trata de ascorbu:o oxi-
dasa, .
Finalmente, y por lo que puede signicar como dato aportado €n este
t;enndo reahzamos un estudio-de la activ1ddd -en-relacidn.al pH en vno de
los casos en que "1a inhibicién por el c1anuro y el DDC es’total. Los tampo-
nes se plepam} on a base de dcido .cmmco fnstato monosédico y fosfate
bisddico seglin SORENSEN (36) y McILvaIne (37) pero teniendo en cuenta
que el extracto del enzima tiene un pH de 5,0 consideramos el pH que
existe en el -medio de- reaccmn Los resultadm son .

pH - del medio . CONSUMO ensayo . ..',co.nsumo ,l?lanco; act-ijm'dad_ “'
36 . 198 - T 22377 -0 025
38 .. g0 - gen C 063
4,1 C Lisa - 2923 1.09.
4,4 L 084 - S 222 S, 1,38
c4Ee o 077 L 222 1,45
A8 .. 068 221, 1,53
49 . . o017 . 221 1,44
5,0 080 221 A 141"
52 ¢ Co8s0 0 220 . 135
T2 o088 o Tee 2020 0 T 19T L
B8 099 .~ . .22 . . < 121
6,2 Coee LIS o L2200 0 o 1,05
6,5 1,30 2,19 0,89
6.7, . . 1,49 _ 2,19 0,70°
G T 1 55 X | ;1
B - B 6 2,190 - -=--~o43 .

74 1,85 e 219 - 0,34
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para dar mds expresién a estos resultados los representamos g’téﬁicamente.

o'go-

06 Qv

aclivt.

o'lio =

0" =

Pucde observarse un méxido definido a pH 4,8. A la izquierda del
maximo el descenso es regular y rdpido, pero a su derecha aparece clerta
irregularidad, a la que no nos atrevemos a atribuir significado alguno en
vista de su poca magnitud. Conviene recordar a este respecto que para
ascérbico oxidasa se ha observado hasta ahora, independientemente de
su fuente v su pureza, un pH éptimo de alrededor de 5,6 (38) cuando se
determina la actividad en tampén citrato-fosfato, que es el usado por
nosotros. Para citocromo oxidasa se recomienda un pH de 7,0 (39), o sea,
que la actividad que estamos observando nosotros no coincide en cuanto
al pH éptimo con ninguna de las dos citadas. El éptimo hallado por nos-
otros se aproxima mucho al que se atribuye generalmente a fenolasa,
pero ésto no deja de ser una coincidencia porque resulta que el ensayo lo
hicimos en presencia y ausencia de catecol y los resultados obtenidos en
presencia de catecol los hcmos omitido por ser idénticos a los que hemos
representado

El descenso que se pucde observar en los testigos es debido a la lige-
risima destruccién que sufre el 4cido ascérbico en solucién, pere -que no
afecta, en. absoluto, a nuestras determinaciones, :
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ACTIVIDAD POR ZONAS Y ETAPAS DE LA VIDA DEL FRUTO

Finalmente, de una manera paralela a lo hecho con catalasa y pero-
xidasa, procedemos a un estudio de la variacién de la actividad en distin-
tas zonas del fruto y en diversos grados de madurez y desarrollo. En este
estudio el métodu queda tal y como lo hemos expuesto al principio v sélo
en algunos casos hemos realizado la reaccién en presencia de catecol por
ver si en alguna ctapa llega a ser de con31derac1on la actividad fenolasa,
lo que en nmingiin caso observamos. En cuanto a la expresién de los resul-
tados creemos conveniente aclarar que las valoraciones las realizamos con
una bureta de 2 ml, gradt.ada en centésima de ml. Por otra parte de to-
dos los reactivos usados e¢n cada determinacién, la Unica medida que re-
sulta verdaderamente critica es la del dcido ascérbico, a pesar de lo cual
no nos aventuramos a considerar aquellas acuvidades que correspondan
a menos de 0,03 ml de solucién de iodo.

Empezamos, como en las demds actividades, con un ensayo de tipo
general realizado con frutos verdes de pesos distintos, ensayo realizado en
invierno con los siguientes resultados:

Peso del fruto flavedo " albedo sacos
12¢g 1,12 : 1,32 B
20,5 0,58 . 0,64 10

49 0,13 0,12

1
0
29 0,23 0,28 S0
0
65 0.12 0,15 0
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de donde se deduce, en cuanto a las zonas, la auscncia de grandes dife-
rencias entre flavedo y albedo, siendo en éste las actividades ligeramente
superiores, lo cual supone un panorama completamente distinto a lo ob-
servado en las actividades catalasa y peroxidasa; las variaciones de act-
vidad con el peso son regulares, tanto en corteza como en las otras zonas.
Los sacos presentan ¢n la primera etapa una actividad comparable, e in-
cluso superior a la de las demds zonas, pero desciende muy bruscamente
¥y va en el fruto de 20,5 g su valor es muy inferior al de las demds zonas,
anuldndose completamente a partir de los 20
En verano repetimos ¢l ensayo con el siguiente resultado:

Peso del fruto flavedo albedo sacos
12 g 0,58 0,53 0,31
15 0,46 0,27 0,11
37 . 0,18 0,12 0,12
‘. 0. ..o+ 008, .. 009 . . . 013 .

Se observa con respectc al ensayo anterior algunas analogias v dife-
rencias; analoglds en el sentido de que sigue hab1end0 un desccnso gra-
dual de la actiyidad en flavedo y albedo conforme aumenta el peso del
fruto, y en que, en ambas zonas 1as actividades son de’ un mdcn parecido
al de los frutos de i 1nv1erno excepto en el fruto de menor peso a pesar de
que es del mismo peso en ambos casos. La gran ‘diferencia de este ensa-
yo ‘eon respecto al anterior estd en los sacos; cuando la act1v1dad del fla-
vedo en el prlmel ensayo cra de 0, 58 la de los sacos era de O,l, mientras
que en el ultimo ensayo es de 0,31; en el pnmer caso, a partlr d&, Tos
29 g los sacos carecfan de actividad, mientras que en el segundo atin’ los
sacos de frutos de mayor peso tienen una actividad que parece p(.rmane-
cer aproximadamente constante a partir de los 15 gramos. .

Debemos considerar excepcional la actividad en el fruto de 12 g en el
emavo de invierno YcL que cor;esponde a una etapa deI desartollo del
fruto en que la actividad es extraordmaua Recordemos que esto ml‘;mo
podla deducirse de catalasa y peroxxdasa y, también entonces’ vimos que
quizi el peso del fruto pueda no ser una medida exacta ‘de dicha etapa
del desarrollo, por lo que no debe extrafiarnos la gran diferencia observa-
da en Ios dos frutos del mismo peso (12 g)-

Para observar la influencia del grado de madurez realizamos un en-
sayo con. frutes verdes desarrollados (A), verde amarillento (B), amarillo
reciente (C), amarillo mtcnso (D) y fruto de arbol clorético (E) .con los si-
guientes resultados: :
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.notactén - . flavedo . albedo ~ . .~ . 8acos . o
LA 02 - 04 SO,
B 0,04 0,06 o0 U
C 0,04 0 0 Co
D e 0 T - 0

-~9-.~- : L0 .0

. . . i N o L .y .

O sed, que ldS act1v1dades son muc_hlslmo MeEnores que las de frutos ]ove—-
nes. De todas formas mientras el fruto estd aén verde la actividad sigue
siendo digna de tener en cuenta. En los casos restantes, es dificil hacer
comparaciones porque los resultados se encuentran en las proximidades
del error experimental permitido. Por ello hemos realizado otro ensayo
paralelo a éste, pero dejando actuar el enzima durante cinco minutos, en
lugar de dos:

. notacion ~ - flavedo' . . . albedo™ ;o sacos . . .. "
- A 030 - - 038 T 010
B’ 0,06. - - 0,09 C 0,04
C 0,05 . 007 - ., 006,
. D 005 . 005 - 0,04
E . 0. N 0,05 C 0,04

i

hemos ganado un poco en sensibilidad, pero aun asi, los valmes siguen-
siendo muy bd|0‘~ En adelante los ensayos con frutes amarillos los hare-
mos con Cinco mmutos de dCtUdClOI’I pero nos abtendremOs dc abuqar de
las cnmparacmnes ' :

En conjunto puede deducirse que al tomar el fruto su color amarillo
casit desaparece la (_dpd(_lddd para oxidar el fcido ascoérbico Yy no parece
hacerlo de una forma gradual, pues en los dos ensayos con frutos adultos
se observa un salto brusco a pasar del verde al verde amaullento

Hasta que punto vale la pena tener en-cuenta las: pequenas 'lCthlda-
des encontradas con frutos maduros es algo dificil de aclarzu Una activi-
dad de 0,05, por ¢jemplo, supone un consumeo de 0,05 ml de iodo 0,01 N
en cinco minutos, 10 que equivaic a 2,8 mlcmhtros de oxigeno en dicho
periodo, de 16,8 al cabo de 30.minutos v ésto pdm 0, g de material,
luego para | gramo seria de 168 microlitros. de oxigeno en.c.n. Cuando
veamos los resultados obtenidos.en los estudios sobre respiracion compro-
baremos "que el tejido normalmente consume: oxigeno en.cantidades me-
nores que ésta. Por otra parte, hay razones para pensar que, al menos
en frutos jévenes de lavactividad éncontrada por nosotros, $6lo operc «in
vivos una fracaén muy pequeila, pues el mayor valor encontrado para
ascérbico oxidasa es de 1,8 en los sacos de un fruto muy joven, lo que
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equivale a un consumo de- oxigeno de unos 6.000 microlitros por 1 g de
material durante treinta minutos, mientras que el mayor valor de respb
racién, hallado también en sacos de un fruto muy joven, ¢s de 98 micro-
litros. :

El resto de las medidas reahzadas se corresponde bastante bien con lo
establecido en estas lineas generdlcs encontrando solamente tres excep-
ciones correspondientes a frutos jévenes con actividad nula o casi nula.

Son:

flavedo albedo - sacos

fruto de 15 g 0 0,06 0
» de 42 0 0 0
v de 28 0 0,08 0

como en estos frutos no observamos enfermedad o cualquier otra anoma-
l{a nos resulta difical hallar una explicacién satisfactoria para tan baja
actividad; también hemos hallado frutos verdes desarrollados y sin acti-
vidad (frutos de 97 y 100 g). De todos ellos los de 15, 42, 97 y 100 g se
estudiaron entre el 15 de noviembre y el 15 de enero de los anos 1958, 59
y 60, pero no dcbe adscribirse la baja actividad de una manera general
a la época del afio, pues disponernos de ensayos realizados alrededor de las
fechas indicadas y que caen dentro de las normas generales

flavedo - albedo sacos pelicula
fruto de 13 g 1.1 1,36 0,76 )
» de 14 g . 0,17 0,30 - 0,05 0,35
» de 24 g 0,85 0,91 0,37
» de 80 g 0,35 0,23 0

En cambio, fuera de las fechas citadas nunca se ha encontrado frutos
que presentaran tales anomalias. Entre los frutos verdes tenemos:

flavedo - albedo sacos pelicula
fruto de 18 g 0,67 . 0,52 0,11
» de 25 g 0,52 0,26 0
» de 37 g 0,12 0,13 0,13 0,43
» de 60 g 0,13 0,22 0
» de 62 g 0,06 0,08 0 0,11

y en frutos adultos, con cinco minutos de actuacién :
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Havedo albedo sacos pelicula

1 0,13 0,18 0,11 0,16
A 0,14 0,15 0,10

3.0 0 0,11 0 0,08
4° 0,04 0,12 0 0

5. 0,11 0,08 0,07 0,08
6. 0 0,1 0,05 - 0,07
7.0 0,04 0,12 0,05

A lo largo de las series se comprueba que en limones verdes la mayor
actividad se encuentra variablemente en el flavedo o el albedo, mientras
que en fruros adultos parece claro el predominio del albedo sobre el fla-
vedo. En algunos casos se ha estudiado también la pelicula carpelar y su
actividad, aunque variable, se asemeja a la de las dos zonas exteriores.
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RESPIRACION

Para el estudio de la respiracidn se ha usado el aparato Warburg, lo
que permite el empleo de poca canudad del material a estudiar, haciendo
as{ posible una distincién entre las zonas del fruto.

Son muchas las técnicas empleadas cuando se han realizado estudios
sobre respiracién con este aparato, teniendo aplicacién cada una de cllas
para un objetivo distinto. Nosotros no pretenderhoms estudiar algﬁn 818-
tema cnzimitico concreto ni ver la capacidad del tepido para respmu un
sustrato determinado, sino observar, en general, la intensidad respiratoria
en condiclones lo mads parecidas poslble a las naturales del fruto y usan-
do éste de sus propios sustratos, por lo que utilizamos ta técnica de Jas
pldcds de tejido. El mayor inconveniente de esta téenica radica en el fe-
ndmeno desde hace mucho tu,mpo admitido de que al plactlcm una es-
cisidén en el 6rgano la respiracién se hace bastante mayor debido, segiin
demostré Scott (40) no a la mayor entrada de oxigeno, sino a la menor
acumulacién de CO. en el interior del tejido.

El método, introducido por Orro Warsugre, consiste en preparar pla-
cas del material lo suficientemente delgadas para permitir que el oxigeno
del medio alcance lo mejor posible las capas interiores por difusién. pero
lo suficientemente gruesa para que la proporcién de células rotas por el
corte sea minimo. Las placas se suspenden en un medio aproplado y se
incuban, con agitacién, a una temperatura determinada,

El primer problema es, pues, preparar dichas placas con un espesor
adecuado, Los factores que fundamentalmente influyen aqui sen la ve-
locidad de difusidn del oxigeno v la velocidad de respiracién. Esta Gitima
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es particularmente baja y, por ello, recurrimos a un espesor de placa re-
lativamente grande: ! milimetro. En realidad, atendiendo a la velocidad
de la respiracién deberfa usarse un espesor alin Mayor pero en ese caso no
podrfamos asegurar una buena penetracién del oxigeno en el interior. Esta
técnica se ha empleado en el estudio de flavedo y albedo; la pelicula que
rodea los sacos tlene un espesor menor y la hemos usado directamente
y, en cuanto a los sacos, el problema es distinto porque, s1 bien el espesor
es mayor de un milimetro, cualquier corte supone la rotura total de la
estructura, por lo que lo hemos usado en su forma natural en lo que, por
otra parte, no debe haber grave inconveniente, pues dada su composicién,
la difusién no debe ser aqui un problema serio. Es correcto ¢l espesor de
I milimetro para ¢l flavedo en el sentdo de que es, con bastante aproxi-
macién, el que tienen normalmente.

En estas condiciones establecidas la respiracién disminuye con el
tiempo lentamente vy de una forma gradual, lo que comprobamos hacien-
do lecturas penodlcamente Aunque la observacién de cada muestra dura
una hora resulta mds correcta la realizada a los tretnta minutos. durante
cuvo Intervalo de t1cmpo la disminucién de la respiracién es nula o casl
nula: ello supone el inconveniente de que, dada Ia poca intensidad de
resplracién observada, el dato resulta numéricamente menor vy, por tan-
to, el error relativo se hace mayor, pero, en cambio. se evitan las diferen-
cias de ritmo observadas cuando transcurre demasiado tiempo.

Se han usado 8 matraces midiendo previamente sus respectivos voli-
menes adicionados del correspondiente al tubo manoméirico acoplado
a cada uno y hasta la marca de 150. Las placas se colocaban en 3 ml del
liquido suspensor y en el recepticulo interior se poman 0,3 ml de solucién
de KOH al 10 9. En el caso de no usar KOH se ponian 3,3 ml de liqui-
do suspensor, con lo que siempre ¢l volumen de la fase liqguda era de
3,3 ml v, conociendo el volumen total, determinamos la constante para
cada matraz por la férmula (41)

en la que

V,, = volumen de la fase ‘gascosa
T = temperatura absoluta, en nuestro caso-298° K

V¢ = volumen de la fase liquida = 3,3

« = solubilidad del gas considerado en el liquido

P, = presmn standard, que con la solucién de Brobie, usada por

nosotros, cuya densidad es de 1,033 resulta ser de 10.000 mm.



£-48 Aspectos enzimdticos y gasométricos de lu respiracion del limon

Los gases que vamos a medir son ox1gcn0 y didxido de carbono, para
los cuales los valores de « son respectivamente O, 027 Yy, aproximadamen-
te 0,7 (42), con lo que el valor de las constantes para cada matraz resulta
ser:

matraz volumen total Kn, Kco,
8236 14,7 1,053 1,275
8194 14,5 1,035 1,257
BO81 13,47 0,941 1,163
8219 12,71 0,371 1,093
B215 14,6 1,044 1,296
8223 13,55 0,948 1,170
8469 15,3 1,108 1,330

82445 14,5 1,035 1,257

los volimenes de los frascos se determinaron por el sistema de llenado con
mercurio v pesada de éste (43).

Queremos insistir en la emperatura a que hemos hecho nuestras me-
didas y que es de 25° C. Interesa esta observacién, porque se ha demostra-
do que el cociente respiratorio varfa con la temperatma Asi, GERBER (44)
ensavando con uva obtuvo los siguientes datos:

temperatura 0-20° 200 3 35°

cociente respiratorio 0.7 1,0 1,2 1A

Para determinar el CO. hemos seguido el método directo de Wak-
BURG (43) y, por lo tanto, calculamos el O. consumido por la férmula

= h.k,, , donde h es la diferencia de lecturas manométricas al prin-
cipio y al final de la operacién en el matraz que contiene KOH, mientras
que para calcular el CO. usamos la férmula

< [ | Xa,
X=1uL — -
KO'

=

co,

donde h significa ahora la diferencia de lecturas incial v final ¢n el ma-
traz que no contiene KOH, teniendo en cuenta el signo, y las constantes
Ko, ¥ Keo, son también las correspondientes al matraz sin KOH. Como
termobardémetro hemos usado casi siempre el matraz n.® 8245,

Los resultados los expresaremos en microlitros-de- oxigeno o de anhi-
drido carbénicc en treinta minutos.

Respecto del método quedan por aclarar el liquido suspensor adecua-
do y ¢l posible uso de tampones. En cuanto al liquido suspensor empe-



Engimologia y gasometﬁa C-49:

Zamos CON uUn ensayo con la pehcula de los sacos usande como hqmdo

agua, solucidn ﬁsmloglca de CINa y mnguno en ambos casos con y sin
KOH. Los resultados fueron:

0, consumido CO, desprendido
con solueidn fisiologica 17 19
con agua 17 20
sin liquide suspensor 18 20

Como sc ve, las diferencias que se ohservan caen dentro del error ex
perimental permitido, que es, aproximadamente, de 1 62 microlitros, El
uso de pelicula en este ensayo puede no ser ¢l mas adecuado porque en él
no se ha tenido que hacer diseccidn y, por ello, los fenémenos osméticos
tendrdn menos valor. Procedimos, pues, a hacer un ensayo andlogo con-

flavedo:

con solueidn fisiolégica 50 4
con agua 56 61
sin liquido 35 43

Aqui las diferencias son bien notorias y nos indican que el medio que
usemos nos influir4d bastante en los resultados. Descontando ¢l ensayo
hecho sin liquido, que tiene todas las desventajas tedricas y practicas, te-
nemos el problema de elegir entre Ja solucién ﬁqlologlca y el agua. La
primera tiene la desventaja de la posible influencia de Jos ones C1™ o Na*
sobre la marcha de la lespnacmn el agua, por su parte, ofrece el peligro
de un intercambio csmético excesivamente clevada, que llevaria c0n31go
un cambio considerable en la estructura de la eélula. Pensamos que si las
diferencias anteriores las obscrvamos en el te]ld() seccionado y no en el
INtacto (emavo con pelicula) ¢l factor osmético jugarfa un papel de con-
sideracién, por lo que nos decidimos por el uso de la solucién fisioldgica,
que es la que, en este sentido, se aproXima mas a la célula natural. Es cier-
to que con agua respira mds, pero ello puede ser debido tanto a inhibi-
cién por parte de la sal como a excesiva traslocacién de los sustratos res-
piratorios.

En cuanto a la influencia de pH del medio hicimos un ensayo con va-
rl0s tampones ﬁbl()lOglCOS a distintos pH. Omiumos transcribir aqui los
resultados por su carencia de 31gmﬁcad0 lo cual es logico, puesto que me-
dido ¢l pH de los liquidos después de la operacién resulté completamente
distinto del inicial. Por ello renunciamos a cualquier pH que no sea el

natural del tejido v usamos simplemente la soluuon fisiolégica del c]cuu-
ro sédico.



C-50 Francisco Sabater (farcia

Procedemos a continuacién al desarrollo de nuestro estudio, que cons-
ta de dos partes:

Sobre la respiracién en distintas etapas del desarrollo y la madura-
cidn y en las disuntas zonas del fruto.

Sobre la naturaleza de la respiracién,, principalmente por observacién
de la influencia de sustancias extranas, incluvendo en ellas los cldsicos in-
hibidores respiratorios. '

RESPIRACION POR ZONAS Y ETAPAS

La respiracién en cada una de las zonas del limén presenta una gra-
dacién que va de mayor a menor intensidad al pasar del flavedo a los sa-
cos en los frutos maduros y en sentido inverso en frutos jévenes, hallin-
dose la etapa de transicién en la época en que los sacos se van cargando
de jugo dcido. Respecto de las etapas del desarrollo resulta dificil estable-
cer una gradacién parecida, pues de unos dias a otros la respiracién varia
considerablemente en frutos de igual madurez y en las mismas condicio-
nes. Obscrvemos dos ensayos realizados con un intervalo de 12 dias con
tres frutos cada vez y estudiando el consumo de oxigeno y el desprendi-
miento de didxide de carbono.

1. ensayo.—Flavedo de frutos verde amarillento (A), amarillo recien-
te (B) y amarillo muy pélide de un fruto de drbol clorético (C).

0, CO, voclents
A 12 a6 3
B 10 26 2.6
C 8 22 2,75

2.° ensayo.—Frutos analogos, excepto el C, que aqui se trata de un fru-
to amarillo intenso y sano. Los resultados son:

O, CO, cociente
A 47 66 14
B 47 71 1,5
C 34 © 41 1,2

Entre A vy B no se observan difercncias fundamentales en el consumo
dé oxigeno, pero la respiracidn es mucho mayor en el segundo caso que
en ¢l primero, mientras que los cocientes respiratorios son mucho meno-
res en el segundo caso. En cualquier caso los cocientes estdn siempre por
encima de la-unidad. lo cual serd la norma general para frutos maduros.
El valor menor en cl fruto clorético no puede juzgarse comparativamen-
te, porque se trata de un fruto cogido de arbol distinte,
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Nos encontramos, pues, aqui el mismo fendmeno observado en actvl-
dades enzimdticas, sobre todo catalasa y peroxidasa, lo que hace imposi-
ble relacionar seriamente ensayos realizados en dias diferentes, Por lo
demads, de los €nsayos anteriores no puede deducirse una influencia con-
siderable de la presencia de clorofila sobre la 1f:sp1rdC10n ni una actividad
fotosintética en los frutos que, aunque verdes, estdn ya plenamente des-
arrollados. En frutos jévencs no podemos juzgar de la misma manera y
los valores de respiracién del flavedo deben aceptarse con el siguiente
reparo.

En cuanto al estudio comparativo de las distintas zonas en fruto ma-
duro podemos juzgar a partir de dos ensayos realizados en distintas

fechas:

1.%}) 0, CO, coclente
flavedo 3 47
albedo 7 17
SACo0s 0 16
2. 0, CO,
‘flavedo 45 54
albedo 8 15
SACOS 4 18

0 sea, que el consumo de oxigeno del flavedo supone la mayor parte del
consumido por el fruto total y la disminucién de la capacidad para con-
sumirlo es gradual conforme nos adentramos en el fruto, pudiendo llegar
al valor cero en los sacos. La respiracién total, juzgada por el didxado de
carbono desprendido es también mayor en flavedo, pero en albedo y
sacos va no resulta tan baja y tampoco puede decirse que sea mavor en
albedo que en sacos, como ocurre con ¢l consumo de oxigeno. En' coanto
al cociente respiratorio, Bravk y Youwc (46) que estudian respiracién
a varias concentraciones de O, aseguran que en la mayorfa de los trata-
muientos es considerablemente menor que la unidad, mientras que en
" nuestros ensayos los valores mis bajos, conespondlentes al flavedo,. son
slempre mayores que la unidad y, con mayor razén en las zonas interio-
res, desde el oxigeno consumido resulta despreciable, comparado con el
CO. desprendido, resultando cocientes que varfan desde aproximadamen-
te 2 hasta infinito, cuando no se obhserva consumo de o'xigeno por los sacos.
Si parcce logica la 1ncapac1dad de los sacos para la respiracion aerobia,

en cambio en frutos jévenes no vesulta asi, sino que presentan valores de
consumo de oxigeno muy elevados. Pucde pensarse que, debido a la poca
permeabilidad de la piel, en el fruto entero la 1espna(*10r1 serd” mas bien
anaerobla, pero con una gran capacidad para adaptarse a las condiciones
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aeroblas. Esta seria la deduccién mds cdmoda, pero la realidad es que no
conocemos exactamente la accesibilidad del oxigeno a las. capas interio-
res del fruto, teniendo en cuenta que el gas no ha de penetrar necesaria-
mente a través de la piel, sino que puede entrar mas o menos disuelto en
la savia. Para un frute de 15 gramos encontramos:

. o CQ, coclente,
flavedo 30 19 . 0,63
albedo 30 23 0,76
SACOS 45 45 1.0

El valor del flavedo serd mds o menos representativo, pero es induda-
ble la gran capacidad respiratoria de los sacos en esta etapa. En casi to-
dos los sentidos los valores encontrados aqui son diametralmente opues-
‘tos a los hallados en frutos adultos; asi, la capacidad para el consumo de
-oxigeno aumenta al penetrar en las capas interiores, lo mismo que el des-
prendimiento de anhfdrido carbdnico y los coclentes respiratorios apare-
-cen ser menores que la unidad, excepto en sacos, en que vale 1. El 1nico
denominador comiin a frutos jovenes y adultos es que el cociente respi-
ratorio es slempre mayor al penetrar en el interior.

Al disminuir el peso del fruto la actividad se va elevando y en frutos
+de 9,8 gramos resulta:

0, CO, cociente
flavedo 38 26 0,68
albedo 47 39 4,83
snCos 87 88 1,0

Sigue aumentando la respiracién de los sacos con respecto a las demais
zonas y sigue estaclonado su cociente respiratorio en la unidad. Parece
‘légico deducir que en frutos jévenes la zona de los sacos estd” somerida
a una actividad metabélica muy elevada y que el sustrato respiratorio
consiste exclusivamente en azicares: en las restantes zonas el cociente
sigue siendo menor que la unidad.

Por razones ya citadas varias veces no debemos comparar la magni-
tud de la respiracién en los dos ensayos anteriores por tratarse de frutos
cogidos en dias distintos. En este sentido realizamos un ensayo con sacos
de frutos de pesos gradualmente crecientes observando el consumo de
-oxigeno:

-peso del fruto en g 9 20 27 58
.0, -consumido 46 42 .37 24
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o sea, que alin en un fruto de 58 g, que se encuentra en la mitad de su
desarrollo, ¢l consumo de oxigeno sigue siendo considerable; en este caso,
- aproximadamente el 50 95 del fruto de menor peso.

No es ficil determinar exactamente cudl sea el momento en que se
presenta el descenso brusco y definitivo de la respiracién de los sacos, por-
que tiene lugar cuando el fruto es atn verde y los frutos verdes solo po-
demos juzgarlos por el peso, lo cual, sobre todo ¢n un estado avanzado de
desarrollo, no puede ser un indice exacto del grado de desarrollo v de la
proximidad de la maduracién, pues el peso de los frutos que empiczan
a madurar, de entre los ensayados por nosotros, oscila entre los 80 v los
160 gramos aproximadamente. Poseemos datos sobre dos frutos verdes
de 105 y 116 gramos y que ayuda un poco a localizar dicho cambio:

Fruto de 105 g Q, CO, cociente
flavedo 32 31 1,15
albedo 20 18 0.9
SHCOS 15 22 147

Fruto de 116 g 0, CO, cociente
flavedo 49 53 1,08
albedo 19 17 0.9
sacos b 11 292

En el primero los sacos consumen el 47 9, del oxigeno consumido por
la corteza, mientras que en el segundo sélo es el 10 % y el valor de este
dlttmo se va aproximando bastante al de los frutos amarillos.

Es digno de notar que en los frutos verdes, aun estando ya desarrolla-
dos, el cociente respiratorio alin no ha experimentado el aumento nece-
sario para llegar al del fruto maduro, lo cual parece ser un fenémeno pro-
pio de la madurez. Ni siquiera en el fruto de 116 g, en el que los sacos
ya han experimentado el descenso mds considerable, llega a ser sensible-
mente mayor que la umidad, excepto en los propios sacos, pero en éstos
resulta logu,o teniendo en -cuenta que el consumo de oxigeno ha descen-
dido mucho.

En nuestros estudios sobre el uso de atmoésfera de nitrc’)geno y de in-
hibidores-pueden observarse mas datos relativos a la acuVldad en las dis-
tiintas Zonas V ctapas.
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WNATURALEZA DE LA RESPIRACION

En primer lugar y con respecto al uso dc una solucién ﬁqlologlca de
CINa nos hemos interesado por conocer la influencia de algunos iones
sobre el consumo de oxigeno, para lo cual hemos usado un fruto maduro
y de €l el flavedo. El liquido suspensor ha sido agua y soluciones fistold-
glcas de dos aniones y cuatro catlones Los 1equltados obtenidos son los
s%mmtes

solueién de — CINg CIK 50 ,Na, 50 Mg S0K,
0, consumido 56 30 23 28 35 36

Ffectivamente se observan diferencias bastantes notables dificiles de
asignar a iones aisladamente; asi, el menor consumo corresponde a la di-
solucién de CIK, pero no puede considerarse debido al ién Cl™, puesto
que con CINa respira mucho mas; en todo caso al 16n K*, pero entonces
no tendria explicacidn el que con SO.K. diera lugar a un consumo con-
siderablemente mayor. Las mismas consideraciones pueden hacerse con
respecto a los demas aniones y cationes. Se podria pensar en estudiar se-
ries de un candén v distintos aniones y viceversa, pero incluso esto parece
significar poco, puesto que de la serie de sulfatos usados podria deducirse
el orden K =Mg>>Na, mientras que de los dos cloruros considerados se
deduciria Na ~ K. En resumen, el problema parcce ser mucho mas com-
plejo, pero las diferencias son indudables v, por ahora sélo asignables
a una sal determinada y no a un 16n.

Hemos llevado a cabo un ensayo pamielo pero con sustancias que de
una manera mas o menos directa estdn relacionadas con los tratamientos
del fruto. Se trata del ibn Mn** (en forma de sulfaro), que estd relaciona-
do con un tipo especial de clorosis, y la tiurea y ¢l dcido indohilacético,
que han sido usados como conservantes, aunque con acciones distintas.
Estas tres sustancias se han empleado en solucién acuosa 107" M v se han
obtenido los siguientes resultados:

0, consumido G0 61 60 59
CQ., desprendido 92 93 93 92

Esto resultados parecen autorizar a deducir que la influencia de las
sustancias en estudio sobre la respiracién es nula, dentro del error experi-
mental. Conviene recordar a este respecto que el dcido indolilacérico ha
sido usado otras veces (47) en distintos matexales y de los resultados ob-
tenidos parece poder deducirse que incrementa Ja respiracién, aunque no
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hay acuerdo total a este respecto. lones del tpo del Mn**, Fet y
Cu** los hemos ensayado comparativarente con fruto fresco y fruto al-
macenado durante 20 dias; los resultados pueden observarse a conti-
nuactén :

Fruto fresco agua CIiNa 30,Cu 50, Fe S0, Mn 10— M
0, consumido 34 32 30 14 22 ‘
Frato almac. agua CiNa 30,Cnu S50,Fe S0,Mn

0. consumido 18 18 19 14 19

Los valores no resultan concordantes en cuanto al manganeso y el hie-
rro, que son los lones que parecen tener influencia. En realidad, aparte
del cfecto propio del i6n, estos datos sélo pueden tener un valor relativo
porque al menos el problema de permeabilidad del tejido para el idn ha
de tener una influencia decisiva en los resultados obtenidos. Algo de ello
puede juzgarse observando los valores de oxigeno consumido en tiempos
sucesivos y hallamos para la sal de manganeso en el ensayo con fruto
fresco durante los primeros 15 minutos un consurmmo de 15 microlitros,
mientras que entre los 15 y los 30 minutos es de 7; entre los 30 y los 45
de 5 v entre los 45 y los 60 de 3. Esta disminucién tan rdpida demuestra
que el vaior global que podamos obtener en nuestros ensayos dela de te-
ner en cuenta un problema fundamental de la fisiologfa de los tejidos,
como cs la penetracién de los lones.

El uso de la atmdsfera de nitrégeno tiene un significado bastante in-
teresante, aunque hay que tener en cuenta a la hora de extraer conclu-
siones que, aparte de la Cdpd(,lddd del tejido en un momento determina-
do para resp1ral anacrébicamente, existe también el problema de su
capacidad de adaptacidn a unas condiciones que no son las suyas habi-
taales, por lo que vale la pena observar los resultados a lo largo del
tiempo; pero el nempo de observacién no puede ser muy grande porque
el tejido no puede conservar por mucho tlempo su vitalidad y de ahi
mnuestras limitaciones. Por otra parte, la ausencia de nitrégeno no impide
la fotosintesis, por lo que los ensayos referentes a flavedos de frutos ver-
des no podemos tomarlos muy en consideracién, sobre tode cuando se
trata de frutos muy jévenes en pericdo de desarrollo, en que la acuvidad
fotosintética puede ser mayor. A

Empezamos con un ensayo elemental hecho con un fruto adulto nor-
mal en sus distintas zonas y resulta:

C. CO,
flavedo albedo sacog
CO, desprendido 60 - 18 18
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Como cra de esperar, incluso en estas condiciones, la mayor actividad
corresponde al flavedo, pero es de notar que, en conjunto, los valores no
son muy diferentes de los obtenidos en condiciones aeroblas Esto para
albedo y sacos sobre todo para estos ultimos, no supone nada anormal
porque es de presumir que habitualmente actiien con una atméstera muy
enrarecida en oxigeno; en cambio en el caso de flavedo supone una capa-
cidad de adaptacién muy elevada. De todas formas un ensayo realizado
con un frute aislado puedc, no lcspnnder ala genemhdad v resultard mds
mgmﬁcatlvo en cuanto a la presencia o ausencia de oxigeno, estudiar la
misma muestra en las dos circunstancias para poder comparar. Realizado
este ensayo arroja los siguientes valores:

flavedo: aerobia -39 49
B anaerohbia — 45
sacos;  aerobia 4 7
» anaerobia — 6

donde se observa que no ¢s muy grande la diferencia de diéxido de car-
beno desprendido, tanto en flavedo como en sacos, aunque, en realidad,
en estos ltimos los valores son tan pequeiios que no permiten aventurar-
se en conclusiones.

El problema de la adaptacién puede complicarse con el de las reservas
de metabolitos respirables dentro de la célula; éste tiltimo queda lejos de
nuestro control y, al mismo tiempo puede dificultar un conwrol del pri-
mero. Reproducimos el estudio con flavedo del caso anterior. pero obser-
vando los valores a intervalos de 15 minutos:

en aire 20 25 19 94 19 23 18 22
en N, — 24 — 20 — 17 — 15

luego parcce que no es problema de adaptacion desde ¢l momento en que
durante los primeros 15 minutos el diéxido de carbone dcsprendido €n
condiciones anacrobias es maximo, siendo aproximadamente igual al
mismo dato en condiciones aerobias, mientras que en presencia de oxige-
no el ritmo de dmplendlmlento de O, podemos considerarlo constante
con bastante aproximacién y, en cambio, en ausencia de oxigeno va dis-
minuyendo de una manera indudable. Esto puede significar que en el te-.
jido quedc retenido algun oxigeno que prolongue algo la respiracién, al
menos mientras durc éste y al acabarse se vaya debilitando, pero esto no
es probable porque desde el principio la tensién del 0x1geno en los teji-
dos es baja y si se tiene en cuenta que mientras se pasa oxigeno el tejido
estd 1espn-_mdo y desprendiendo CO. lo mds probable es que este CO.
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sea ¢l que constituya la atmésfera interlor de la célula. Debemos advertir
que se recomicnda normalmente pasar corriente de niwégeno durante
unos cinco minutos, pero nosotros lo haciamos durante dlez minutos.
Donny v Scorr (48) demostraron una gran capacidad de los tejidos para
retener el CO. y dificultar el acceso de 0x1gen0 Segin éste, del ensayo
anterior se puede deducir mds bien lo contrario de una adaptacién paula—
tina del tejido a las condiciones anaerobias, o sea, una adaptacién inme-
diata y después un descenso gradual de la 1'esp1rdc1011 en dichas condicio-
- nes. Esto podria significar que una atmésfera de nitrégeno acabaria pron-
to con la respiracién debida al tejido intacto, independientemente de que
al perder frescura y, sobre todo, al desarrollarse mmroorganlsmos apare-
cieran otros tipos de respiracién, pero con nuestra técnica resulta imposi-
ble (,OITIplObdl dicha posibilidad.

Renunciamos a transcribir los datos obrenidos con sacos en tiempos
sucesivos por caer todos ellos dentro del error experimental.

En frutos jévenes el problema de la respiracién anaerobia aparece
completamente distinto. Partimaes, en primer lugar, de un fruto de 10
gramos, que es ¢l limite inferior de tamafio para poder considerar ya
formado el fruto. Resultd:

flavedo albedo 3aCOS

Co, desprendido 0 2 18
y un fruto del mismo tamafo, pero actuando en presencia de oxigeno

flavedo albedo sacos

CO, desprendido 27 39 90

Puesto que se trata de dos frutos distintos. no podemos deducir que
en condiciones aerobias los sacos desprendan menos CO., ademids de
que la diferencia es relativamente pequefia, pero no hard falta insistir en
la extraordinaria actividad de los sacos comparada con las demds zonas.
Del ensayo en condiciones anaerobias no podemos deducir inmediata-
mente que el flavedo no respira en dichas condiciones, porque ain que-
da la posibilidad de que la actividad fotosintética sea tan grande que
consuma el CO, a una velocidad mayor que la de su produccién, lo cual
no parece muy probablc, porque ¢l albedo es incapaz de forosintetnzar pL
en camblo en ausencia de oxigeno, su capacidad de respiracién es prac-
ticamente nula. Esto seria cdmodo atribuirlo a la inaccesibilidad del oxi-
geno a las zonas interiores de los sacos s1 no fucra porque en condiciones
anaerobias los sacos también respiran mucho mas que las demds zonas y
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porque el albedo, que también estd en el interior del fruto, no responde
al medioc anaerobio. -

Puesto que en alguna etapa de la vida del fruto ha de producirse una
inversién de la acrividad metabdlica relativa de las zonas procedemos a
cnsayar con frutos de tamafio algo mayor. En uno de 17,5 g ensayado en
sus tres zonas en presencia y ausencia de oxigeno resulta:

flavedo albeda sacos
anaer. aer. anaer. aer. anaer.
CO, desprendido 11 24 20 66 53

Existe paralelismo en cuanto al orden de la capacidad para la respi-
racion anacrobia en las distintas zonas, pero las diferencias son va bas-
tante menores y nos hallamos, por lo tanto, en un estado de transicién.
En el estudio enizméuco vimos que en la etapa de 9-11 g, en que se va
petfilando o se acaba de perfilar la zona de los saces, la actividad meta-
bélica de dicha zona era muy grande y conforme va haciendo su apari-
cién el almacenaje de dcidos en dicha zona la actividad disminuye brus-
camente. En cuanto a la respiracién el panorama es parecide, pero aqui
¢l descenso de actividad no es tan brusco y, por otra parte, el flavedo y el
albedo presentan una actividad pequefisima.

Pasamos de aqui a un fruto de 63 g y se observa:

flavedo albedo sacog
anaer. aer. anaer. er. anaes.
CO, desprendido 38 i8 22 6 20

aunque el fruto estd verde ain y le falia bastante para su cornpleto des-
arrollo nos cncontramos ya en la etapa en que los sacos no estdn capacl-
tados para la respiracién aerobia; el albedo mantiene su Postura general
de intermedio entre flavedo y sacos v el flavedo ‘estd ya mds capacitado
que las demds zonas para la resplracmn aerobia.

Obsérvese que en este ultimo ensayo los coclentes CO, anaem‘mo/ CO.
aerobio son bastante mayores que la unidad v, por lo tanto, en esta epoca
es indudable que opera el efecto PasTEUR.

INHIBIDORES

- Hemos centrado el uso de inhibidores lo mis posible ¢n el fruto-ma-
duro y, de él, en ¢l flavedo, que es la zona donde se localiza la mayor
parte de la respiracién. En primer lugar estudiaremos el cfecto del cianu-
ro; en los ensayos en que no se especifica la concentracién usada, es de
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10— M, Empezamos con un frute de apariencia normal y de una madu-
rez reciente; al mismo tiempo aprovechamos el ensayo para estudiar un

fruto con clorosis agud'l T.os ensayos se hacen en plesenC1a y ausencia del
inhibidor ;

O, 9% inhik. CO, 9% inhib

frute normal con CNK 12 R¥i 30 12
» » sin CNK 19 — 34 —
» clordtico con CNK ! 59 33 15

» » sin CNK 22 — 39 —

La intensidad de la respiracién, como se ve, no difiere mucho del fru-
to normal al afectado de clorosis, tanto en el oxigeno consumido como en
el didxido de carbono desprendide y, por cllo, en el cociente respirato-
rio. El cfecto del clanuro sobre el desprendimiento de CO. es bastante
pequeiio; la inhibicién del consumo de oxigeno existe, como cra de espe-
rar, pero lo sorprendente es que afecte mds al fruto clorético que al nor-
mal, cuando dqucl se caracteriza por una deficiencia idnica. De todas for-
mas no constituye ello una prueba rigurosa de que el hierro o el manga-
neso no intervengan en la respiracién del limén, pero recuérdese que es-
tos lones tienden en general a reprimir el proceso respiratorio.

En realidad el uso de inhibidores respiratorios presenta el problema
de su penetracién en el interior del tejido, lo que requiere algin tiempo,
v el de una posible adaptacién, con el tempo a los sistemas respiratorios
insensibles al cianuro. El primer problema no parece ser de gran impor-
tancia por la gran capacidad del dacido cianhidrico para penetrar en el te-
jido. Nosotros, normalmente, ponemos la solucién de CNK directamen-
te en el h’quido supensor antes de cerrar el matraz, con lo cual, cuando
s¢ empleza a tomar lecturas el cianuro ya esta durante 10 minutos en con-
tacto con el tejido, pero en una prueba comparativa hecha de esta forma
(A) v poniendo el cianuro en la rama lateral para verter inmediatamente
antes de hacer lecturas (B) se obtienen los resultados siguientes:

0, €O,
(A) 17 28
(B) 17 29

0 sea, que no parece haber problema en este sentdo.
En cuanto a la adaptacién al inhibidor, veamos antes el caso del die-
tilditiccarbamato sédico (DIDC), especifico del cobre:
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0. CO,
{A) sin inhibidor 24 32
(B} con clanurg 20 44
{C) eon DDC 20 41

La inhibicién es pequena menor que la obtenida en el ensavo ante-
rior, siendo también Pequena la actividad, adn en ausencia de inhibido-
res. Lo verdaderamente curioso de este enseyo es un mayor desprendi-
miento de CO, en el caso de presencia de inhibidores, Yo cual ne se ha
vuelto a repetir en ningln ensayo; a lo sumo, en algunos casos son igua-
les ambos valores. No vemos una interpretacién clara de este fenémeno,
pero quizds sea algo analogo a un cfecto PASTEUR, en cuyo caso la presen-
cia de cianuro se corresponderia con la ausencia de aire en las medidas
anaerobias.

Respecto de una posible adaptacién gradual de los tejidos creemos
oportuno reproducir los valores en los ensayos con ambos inhibidores
a Intervalos de 15 minutos:

intervalo 0. (B) 0., () CO, (B) €O, (C)
0-15 10 10 .23 23
15-30 10 10 21 18
30-45 10 10 19 15
45-60 10 9 17 13
60-75 10 9 16 12
75-90 10 9 . 15 11

Resulta que, en cuanto al consumo de oxigeno, ambos inhibidores
presentan una constancia que en un intervalo de 90 minutos nunca se
observa en ausencia de los mismos. El CO. desprendido, en cambio, dis-
minuye gradualmente, mis en el caso del DDC, lo que hace que el co-
clente respiratorio varie en dicho intervalo desde 2,3 hasta poco mas de
la unidad. Recuérdese que en medio anaerobio también se observaba esta
disminucién répida del desprendimiento de CO,.

Hemos de tener presente que estos ensayos con inhibidores los hace-
mos siempre con flavedos de frutos amarillos dentro de las dos horas de
haberlos cogido y partiendo del mismo drbol, a pesar de lo cual, la res-
puesta a un inhibidor determinado es distinta de unos frutos a otros,
a veces sin que medie una diferencia de fecha esencial entre ellos. Como
muestra de ello exponemos dos ensayos realizados con un intervalo de 6
dias en las mismas condiciones en cuanto al material ensayado v en
cuanto al méiodo, con efectos completamente distintos :
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1. ensayo.—-15-12-1959... o -
9 -inhib. . CO, .

C- . N O X o
.con clanuro, | . L s S . .. - B3
con DDC - L2540
con oxina Co32 11 o 41
Tosin [nh]bldm C 236 : ' — T 56
2. e115ay0.—~21—|2-|959:

' . o Q, %’mhlb Co,
con ciapuro 10 80 C o 4b
con DDC : 33 35 83
con N Na 16 68 51
sin inhibidor = . - 51 ) . —_ . 4.

Las diferencias son muldples v en muchos sentidos. Sin 1nh1b1d01es
la respiracién es mayor en el segundo caso. El efecto de los inhibidores
es ‘en el -segundo-caso mayor.que en el primero, pero, de. entre ellos, el
correspondiente al DDC no varfa mucho, milentras que e] del clanuro
varia extraordinariamente, hasta el punto de que la inhibicién del 5 9% en
el consumo de oxigeno es dé las menores ‘observadas hasta la fecha, mien-
tras qhe"en‘e‘l'segundo caso- es de las. mayores. En estos ensayos hemos
incluido 'dos nuevos- inhibidores: " la 8-oxi-quiholeina (gencralmente con-
siderada como complejante del cobre, pero menos.-especifica que el DDC)
y la azida de sodio, que por su poca especificidad, es de esperar que tenga
un efecto parecido al del cianuro,- 1o cual es cierto, aunque en grado
menor. - S T : : :

Ahora consideremos: un- 1nh1b1d01 comin a los dos ensayos, por ejem-
plo el DDC, cuya influencia ng varfa-mucho de un caso a otro. En ¢l pri-
mer caso ¢l consumo de oxigeno es de 9 microlitros menos v el despren—
dimiento de-carbénico es de 16 microlitros menos que “sin’ inhibidor.
Ello supone en lo-inhibido un cociente-respiratorié de 16/9 = 1,77,
mientras que consideraciones andlogas ‘para el segundo caso dan para‘Oé
y CO. respectivamente los valores de 18 y 11, lo que supone un cociente
de 0,61. El significado de estos niimeros no es muy grande porque supo-
ne exagerar el valor del uso de inhibidores, puesto que al hacer presencia
el inhibidor el mecanismo respiratorio puede seguir -otros derroteros, pero
de todas formas sirven para comprobar que los procesos que es capaz de
afectar un’ determlnado 11‘lhlbld0r son- completdmcnte dlStlI’ltOS en ambos
€asos. C - U
En resumen, es forzoso admitir-un estado muy dlnamlco en cuanto
a las caracteristicas de la respiracién y también, aunque en menor grado,
en cuanto a su magnitud. En los ensayos anteriores se ha procurado con-
trolar el grado de madurez, el buen aspecto externo e interno del fruto,
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¢l drbol, la zona del drbol y la hora de cogida, factores que eran iguales
en los dos ensayos. Las causas que hayan influido en las diferencias ob-
servadas pueden proceder del estado del fruto en un momento determi-
nado o de factores no controlados que varfen de un dia a otro. Por ello
procedemos a estudiar tres frutos A, B y C. cogidos en el mismo dia y
hora y manteniendo iguales los factores antes citados. Los resultados son:

A B C
Con CNK sin CNK con ONK sin CNK con CNK. sin CNK
0, consumide 22 32 24 35 25 35

Este ensayo se realizé en diciembre de 1959. chetido cinco meses
mas tarde dié

A B C
Con CNK sin CNIK con CNK sin CNEK con CNK sin CNK
O, consumido 31 46 35 51 30 47

o sea, que dentro de cada dia, no hay grandes diferencias de un fruto
a otro, siempre que se encuentren en las mismas condiciones. En dos fe-
chas distintas, en cambio, la respiracion es distinta y el que el porcenta-
je de inhibicién en ambas fechas resulte parecido no debe tomarse como
norma general.

Si las causas de las diferencias observadas en cnsayos en distintos
dias no aparecen en distintos frutos-ensayados en un dia resulta obligado
admitir en el fruto ritmos endégenos no investigados hasta ahora, aun-
que parece que deben ser de periedos variables.

Existen precedentes de tales ritmos; asf, Krtukova (49) postula en
cuanto al tiempo una secuencia de oxidasas terminales con un periodo
relativamente corto; en cebada germmando observé que, en sélo diez dias
pasaba de ferroenzimas a cuprienzimas y, finalmente, a flavoproteinas.
Creemos conveniente aclarar aqui que la fraccién de la respiracién in-
sensible al clanuro se ha venmido adscribiendo, generalmente, a las flavo-
proteinas, pero tltimamente se admite también esta posibilidad al cito-
cromo b, que tampoco se afecta por el cianuro.

Se hace difici] el estudic de inhibicién en otras zonas del fruto ma-
duro debido a la poca intensidad de respiracién, espectalmente en sacos.
Hemos realizado un ensayo comparativo entre flavedo y albedo en el
mismo frute con los siguientes resultados:
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0, CO,

flavedo sin cianuro 26 a7

» con » 9 232

- albedo con » 5 14
» sin » 5 14

donde se observa en el albedo que los valores de consumo de oxigeno son
demasiado bajos para comparar. Los valores de CO. desprendido son ya
algo considerables y en ellos no se nota nfluencia del inhibidor.

El problema del fruto verde se ve complicado por la posibilidad de
fotosintesis en flavedo; en los sacos podria tener interés por su exaltada
actividad, ‘pero su gran acidez hace expuesto el uso del clanuro nor la
volatilidad del CNH y del DDC por su inestabilidad en medios de 4ci-
dos. Aln con las reservas debidas a las posibilidades de fotosintesis en-
sayamos con tlavedo de algunos frutos jévenes, obteniendo:

Fruto de 16 gramos:

C, CO,
con CNK 34 50
sin CNK 37 79

cjemplo cldsico de poca inhibicién, que ya era conocido y que rara vez
se da en fruto maduro con tanta mtensidad.

Fruto verde plenamente desarrollado:

C, Ca.,
con CNK 22 56
sin CNK 45 79

Aun pensando que el ensdyo tenfa pocas probablhdadeq de éxito no
hemos resistido la tentacién de probar ¢l efecto del clanuro sobre sacos
de frutos jévenes y lo llevamos a cabo con uno de 19 gramos, comparan-
do en €l el flavedo y los sacos:

0, o/, inhib. COo,

flavedo con CNK 32 9 26
B sin CNK 35 _— g
sacos con CNK 34 25 42
T sin CNK 45 —_ 44

Los valores correspondicntes a la ausencia de inhibidores son los tipi-
cos del fruto joven, o sea, mds respiracién en sacos que en corteza v co-
cientes respiratorios iguales o menores que la unidad. El peligro del uso
del cianuro con los sacos podria estribar en que debido a la acidez, se vo-
latilizara el CNH y lo midiéramos como CO, desprendido, pero en la
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medida del. oxigeno consumido no cabe esta posibilidad porque, en caso
de desprendersc CNH seriad absorbido por la potasa presente y. en caso de
no serlo, tampoco lo seria el CO.. Contra lo que era de esperar, la mhl—
bicién en los sacos alcanza un valor muy considerable, mientras que en
¢l flavedo la inhibicién muy baja es lo normal para frutos de este tamaiio.
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ALMACENAJE

En cierta ocasiéon determinamoms actividad peroxidasa cn un fruto
que se habia cogido del drbol 8 dias antes y obscrvamos en el flavedo una
actividad que consideramos bastante superior a la normal. Ello nos indu-
jo a tratar de estudiar las actividades enzimziticas-y respiratoria a lo lar-
go del almacenaje. Esto, de por si, podria constituir un tema de mucha
amplitud por la infinidad de variantes que pueden mtroducn‘se en las
condiciones del almacenaje y en los puntos a estudiar: como puede de-
ducirse de lo visto en esta memoria, nosotros no pretcndumos en este prl-
mer trabajo realizar estudios exhaustivos, sino sélo tratar de concretar di-
versos problemas de la respiracién del fruto, por lo que planteamos el es-
tudio del almacenaje de una manera elemental: en un dia determinado
(mes de junio) cogimos suficiente cantidad de frutos y los colocamos en
cajas de madera, expuestos a la armésfera y a la temperatura ambiente
(25-30") Nuestro plan era analizarios al cabo de perfodos de tiempo varia-
bles mientras el fruto conserva su vitalidad. Tratindose de frutos madu-
ros silo estudiaremos de ellos ¢l flavedo y, como-los datos que vamos ob-
teniendo son con respecto a peso total del fruto, sin téner en cuenta su
contenido en agua, en los distintos dfas hicimos andlisis de humedad,
pero ésta varid entre el 80,7- /, en el prlmm dia y el 74,2 % en el tltimo
dia, por lo que sélo tendrldmos que recurrir al peso seco en el caso de di-
ferencmq de-actividad pequefias.

Por parte nuesiia existia el precedente dé que frutos iguales en distin-
tas zonas, ¥, sobre todo, en distintos dias, pr esentan distinta actividad, por
lo que los valores de un fruto en un dia dcterminado podrian no tener
muche signtficado, lo que ngs indujo:a usar:cada dia tres frutos preten-
diendo deducir valores medios.
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Aunque los frutos en estudio cran bastante homogéneos, se fué obser-
vando que no todos envejecian igual con el tiempo, por lo que a partir de
los tres dias decidimos tomar los correspondientes frutos en tres grados
distintos de conservacién. Cada dia tomabamos el fruto mejor conserva-
do (A), uno medianamente conservado (B) y el mds enve]emdo (C).

De los datos obtenidos, los correspondlcntcs a respiracién resultan ar-
bitrarios hasta donde estamos en condiciones de juzgar;-la ascorbico oxi-
dasa es dificil de estudiar comparatlvamente en frutos maduros por su
bajo contenido en actividad. En cambio, las actividades catalasa y pero-
xidasa siguen, en promedio, una linea ascendente seguida de un descenso
mds o menos acentuado hacia el final de la vida del fruto.

Renunciamos a exponer los datos correspondientes a la respiracién
porque presentan una serie de altlbajos que caen lejos de nuestras posi-
bilidades de inter pretdcmn y que requieren un estudio mas detallado, Ex-
ponemos a continuacién los correspondientes a actividades enzimaticas,
junto con sus grificas de actividad frente al ttempo.

En las grificas el valor de una actividad en un dia determmddo es la
suma de los valores de las tres muestras analizadas.

Actividad ascorbico oxidasa:

A B C
a los 0 dias 0,1 0,04 . 0,1
a los 3 dias 0,04 0,12 0,16
a los 8 dias 0,12 0,04 0,18
a los 14 dias 0,07 0 0,05
a los 21 dias 0,06 0 0

plas Almacenaje

actividad
dias de alinacenaje

ordenadas
abscisas
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Actividad peroxidasa:

A B C
a los 0 dias 0,290 0,286 0,286
a los 3 dias 0,476 0,534 0,512
a los 8 dias 1,152 0,820 0,848
a los 14 dias 0,572 0,228 0,312
a los 21 dias 0 0 0

Representacion grifica:

] ]
1 t
i ) .
1 1 '
| .
! : :
] t |
} 1 Y \
© 3 2 " 24
i .
Dres Almocenae
orlenmdas = aciividad
abseisas = dias de almacenaje
Actividad catalasa:
A B C
a los 0 dias 0 . 045 0,80
a los 3 dias 3,35 245 2,15
a los 8 dias 3,15 3,20 3,70
a los 14 dias 2,30 1,85 2,35

a los 21 dias 1,85 1,70 0,75
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Representacion grdfica; R AT P
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65

43

- w e m e - -] -

! t 1
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! ' N .
1 t b | . .
H 1 v ..
125 i ' ! . .
1 ' ' el .
1 1 y v ]
0 3 8 14 21/ N '
W
orlenadas = aclividiil N
abiscisas = dias de almacenaje
1
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CONCLUSIONES

" 8e ha realizado en el limdén un estudio general acerca de las ac-
tividades catalasa y peroxidasa, la capacidad para oxidar el dcido ascér-
bico 'y ‘los intercambios respiratorios de los gases oxigeno y diéxido de car-
bono, tanto en las disuntas zonas del fruto. como en las diversas etapas
de su- vida: Los estudios que sé hablan realizado hasta ahora en este sen-
tido 'y que exponemos en el capitulo de antecedentes han enfocado sdlo
aspectos muy limitados del problema general. - A . \

2" Se deduce cominmente. para las actividades catalasa, peroxidasa
y 'réspiramria--una intensidad irregulat en cuanto al tiempo, aun en dias
muy prommos entre si, a pesar de controlarse los factores que hasta aho-
Ta se han' tenido en:cuenta en trabajos’ precedentes simulares: grado de
desarrollo’ y' madurez y- época- del afo. En cambio, en frutos cogidos al
mismo tiempo se observan’ actividades - telacionables con: el periodo de la
vida dél fruto. "Esto’ indica que dichas acuvidades wvicnen- regidas por
otros factores no considerados hasta ahora y s¢ impone un estudio meté-
dico 'y’ prolongado de las variaciones enddgenas. T
SOBRE' CATALASA Y PEROXIDASA |

3"  Las.actividades catalaqa y perox1ddsa a partlr de la etapa en que
|1.1\zona dc los sacos estd blen deﬁmda (cuando el fruto pesa aprUXImada-
mente 10 grdmos) se encuentran locahzados casl en su totahdad en t:l
flavedo.

4" En general, ambas actividades van disminuyendo en el flavedo
durante el periodo del crecimiento. Con respecto a esta linea general la
actividad catalasa presenta la excepcién de un ascenso desde los 10 a los
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26,5-45 gramos; en peroxidasa, en cambio, s¢ observa una ligera depre-
sién que corresponde a un peso del fruto entre 17,5 y 21 gramos.

5.  Se observa una superioridad del albedo sobre los sacos en ambas
actividades, pero en el caso de catalasa esto depende parcialmente de la
época del afio, mientras que en peroxidasa es un fenémeno genenal

6" Se han hallado actividades excepcionales en sacos, superiores, in-
cluso, a las del flavedo. Estos casos corresponden siempre a frutos de un
peso fnfimo, lo que indica que en los primeros pasos del desarrollo debe
tener lugar en dicha zona del fruto una gran actividad metabdlica.

7 Durante la maduracién, desde el color verde hasta el amarillo in-
tenso, no varia sensiblemente ninguna de estas actividades. En dicha
etapa del fruto son frecuentes los casos de indudable, aunque pequefifsi-
ma actividad peroxidasa en sacos.

SOBRE ASCORBRICO OXIDASA

8" kxiste en ¢l limén: una. capacidad para oxidar ¢l dcido ascorbico,
que varia graduamente desde un valor muy alto en- frutos jovenes hd'-ll’d
valores muy pequefios en frutos maduros. ‘ "

9 Durdnte la mayor parte de la vida del fruto la acnvxdad en los
sacos ¢s menor que en las demds zonas;.aunque la diferencia no es tan
grande como en el caso de catalasa-y peroxidasa. En los frutos .de peso
minimo llega a ser mayor ¢n los sacos que en las demds - zonas, pero se
observa un descenso muy brusco al definirse. bien dicha zona (entrc 10y
15 gramos de peso total del fruto) - :

10> Nunca se observa aqui la gran superlorldad del flavedo sobrc. Ll
albedo, como ocurre con catalasa y peroxldasa, mis bien puede deducir-
s¢ una ligera superioridad'-del albedo.. En todas las zenas se observa un
descenso gradu‘al de la-actividad al progresar la vida del fruto, descenso
que se acentiia algo cuando el flavedo plerde su color verde.:

I1* La naturaleza del enzima o los enzimas varia con bastante: fa—
cilidad, a juzgar por la influencia del cianuro v del dietilditiocarbamato
de sodio. Incluso en los casos en que ambos mhlben totalmente, el pH ép-
timo de actuacién no coincide con el de las actividades ascérbico oxidasa
encontradas hasta ahora en la blb]logrdfld .

120 La pleqen(:la de ‘catecol. nunca provoca un cstimulo cons1de1d-
ble de la act1v1dad por lo que no se toma ¢n conmderacmn la act1v1dad
pohfc:nolam
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SOBRE RESPIRACION . -+ . ‘ :

13" En frutos adultos €l flavedo es superior a las demis zonas en
cuanto al consumo’ de oxigeno y el albedo superior a los sacos, los cuales
casl no tienen capacidad para -consumirlo.- El' diéxido de Calbono des-
prendido también es mayor ¢n el flavedo, pero no se observan diferencias
notables entre el albedo y los sacos. El cociente respiratorio dumenta al
penetrar en el interior, pero incluso en el flavedo, es smmpre superlor
a la unidad. ' :

14* En frutos dLsarrollados cogidos el mismo dla no-se observa va-
riacién . de la respiracion del flavedo al pasar del color verde al amdrlllo
reciente y sf un hgero descenso en el amarillo intenso.

15" En frutos jévenes en las primeras etapas de desarrollo la capa-
cidad respiratoria es extraordinariamente mayor en los sacos que en fas
demds zonas, tanto en el consumo de oxigeno como en el desprendimien-
to de didéxido de carbono, superioridad que al crecer el fruto va desapa-
reciende, pero no bruscamente, como lo hacen las actividades enzimaticas
ensayadas (sobre todo catalasa y peroxidasa), sino de una manecra gradual.
Partcularmente se observa un descenso mayor y definitivo cuando estd
acabando el desarrollo del fruto.

16 El cociente respiratorio de los sacos al principio del desarrollo
vale siempre la unidad y va gumeéntando al crecer el fruto. En flavedo y
albedo también va aumentando, pero en las primeras etapas es siempre
menor que la unidad.

17.*  La presencia de 1ones Cu** no demuestra afectar a la respiracion
durante el intervalo de 30 minutos; los lones Fet® y Mn** presentan,
dentro de este intervalo, una inhibicién progresiva, Jo que se asigna
a problemas de difusién en el tejido.

18. En flavedos de frutos adultos durante los primeros minutos la
atmosfera de nitrégeno no influye sobre la cantidad de diézido de car-
bono desprendido con respecto a medio aerobio, pero poco a poco va dis-
minuyendo el desprend1m1ento y al cabo de una hora la 1espua<:1on se
hace muy pequeiia.

Un poco antes de empezar la maduracién el albedo y los sacos des-
prenden mds CO. en ausencia que en presencia_de oxigeno y el efecto
PasTEUR llega a alcanzar valores altos.

En los frutes muy ]ovenes los sacos resplran extraordinariamente en
el medio anaerobio, lo mismo que en el aerobio, mientras que el flavedo
y el albedo casi son incapaces de respirar en ¢! medio anaerobio.

19 La presencia de clanuro inhibe muy poco el consumo de oxige-
no por el flavedo de frutos jévenes, pero en los sacos st lo hace bastante.
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En fruros adultos no hemos logrado observar una variacién gradual de la
sensibilidad al cianuro. Aun en frutos iguales en apariencia dicha sensi-
bilidad resulta bastante. variable pero, en general, es mucho mavor.que
en frutos jévenes. En cambio, la inhibicién por el dictilditiocarbamato
sddico permanece relativamente constante.

20,8 Durante el almacenaje las actividades ascorbico 0x1dasa catala-
sa y peroxidasa incrementan para luego descender al acercarse el momen-
to-en que el fruto pierde su vitalidad.

21" Los frutos que padecen clorosis demuestran siempre actlvldade%
catalasa y peroxidasa muy bajas, como era de esperar. Su respiracién no
parece diferir mucho de la del fruto normal en cuanto a intensidad, v la
sensibilidad al clanuro es bastante considerable. .

22.* Creemos que el presente traba]() abre camino.para nuevas inves-
tigaciones que permitan penetrar mas a fondo en la naturaleza indma de
los procesos bioldgicos ¥ clrcunstancias que determinan la vida.del limén.
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