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Resumen:
							                           
El objetivo de esta investigación fue estudiar el efecto de las bajas temperaturas sobre la actividad enzimática y capacidad antioxidante en menta (Mentha piperita L.). Se cuantificó su comportamiento en almacenamiento a 6 y 10ºC con respecto a un testigo (temperatura ambiente), para esto, se condujo un experimento en laboratorio durante el ciclo primavera-verano de 2011 en la Universidad Autónoma Chapingo, Texcoco, México. Se evaluó la actividad enzimática de peroxidasa (POD), polifenol oxidasa (PFO), superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), de igual forma se determinó la capacidad antioxidante (CA), contenido de fenoles totales (FT) y de vitamina C (VC). La temperatura de 10ºC incrementó la actividad enzimática de POD de 194,72 a 306,29 U/g de PF; así como la actividad antioxidante de 262,57 a 327,32 mm TEAC/g de PF. Por otra parte, a 6 y 10ºC aumentaron los contenidos de FT y VC, inverso  a lo sucedido con la actividad de SOD que disminuyó de 53,68 a 26,22 U/g de PF. El tratamiento a temperatura ambiente favoreció una mayor actividad de PFO (90,02 U/g de PF). La refrigeración incrementó la actividad enzimática de POD, el contenido de FT y VC. Por otro lado, la actividad de SOD disminuyó y la CA fue mayormente afectada por la temperatura de almacenamiento a 10ºC.



Palabras clave: peroxidasa, polifenol oxidasa, superóxido dismutasa, catalasa, ácido ascórbico.
		                         


Abstract:
						                           
The objective of this investigation was to study the effect of low temperatures over the enzymatic activity and antioxidant capacity in mint (Mentha piperita L.), behavior was quantified during storage at 6 and 10°C with respect to a control treatment (at room temperature), for this purpose, a laboratory experiment was conducted during a spring-summer cycle of 2011 at the University Autonomous of Chapingo, Texcoco, Mexico. The activity of enzymes, such as peroxidase (POD), polyphenol oxidase (PPO), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), was determined; as well as the antioxidant capacity (AC), total phenol (TP) and vitamin C (VC) content. The main result found is that the enzymatic activity of POD increased from 194,72 to 306.29 U/g of FW (fresh weight) at 10°C; the antioxidant activity also increased from 262,57 to 327,32 mm TEAC/g of WF at the same temperature.  On the other hand, at 6°C and 10°C the contents of WF and VC increased, but the effect on the activity of SOD was inverse as it decreased from 53,68 to 26,22 U/g of WF. The treatment room temperature contributes to an increased activity of the PPO (90,02 U/g of WF). The use of refrigeration increased enzymatic activity of POD, PT contents and VC. Also it was found that the SOD activities decreased and the AC was greatly affected at a 10°C storage temperature.



Keywords: peroxidase, polyphenol oxidase, superoxide dismutase, catalase, ascorbic acid.
                                








INTRODUCCIóN


Se ha observado que las funciones principales en el cuerpo humano dependen de las reacciones de oxidación, que a su vez producen especies reactivas de oxígeno (ERO) como producto intermedio del metabolismo (Nickavar et al. 2008), en las que se incluyen al anión radical superóxido, peróxido de hidrógeno y el ión hidroxilo (Rodríguez et al. 2006, Serteser et al. 2009).

Las especies reactivas de oxígeno no solo están fuertemente asociadas con la peroxidación de lípidos y el consecuente deterioro de alimentos, sino que también están involucradas en el desarrollo de enfermedades cancerígenas (Rodríguez et al. 2010), por lo que el consumo de alimentos con alto contenido de antioxidantes es importante en la prevención de estas (Vargas et al. 2005, Erdemoglu et al. 2006), debido a que son compuestos que pueden retrasar o inhibir la oxidación de lípidos y otras moléculas mediante la inhibición de la propagación de ERO (Velioglu et al. 1998).

Los sistemas de defensa antioxidantes en las plantas implican por un lado, un sistema no enzimático, donde se promueve la síntesis de numerosos metabolitos secundarios (ácidos fenólicos, flavonoides, taninos, vitaminas, y terpenoides) en la ruta de los fenilpropanoides (Yanishlieva et al. 2006, Karousou et al. 2007); y por el otro, un sistema antioxidante enzimático que se encuentra localizado en varios compartimentos de la célula (Zheng y Wang 2001), en las que se incluye a la superóxido dismutasa (SOD) que convierte al superóxido a H2O2, peroxidasa (POD), la cual convierte el H2O2 a agua y catalasa (CAT) que elimina a el H2O2 (Oueslati et al. 2010).

La búsqueda de antioxidantes naturales, especialmente en plantas, ha aumentado considerablemente, debido a que los sintéticos sufren el inconveniente que son volátiles y se descomponen fácilmente a altas temperaturas (Dorman et al. 2003, Tao et al. 2007); adicionalmente, algunos de ellos han sido suspendidos por causar o promover efectos negativos en la salud (Djeridane et al. 2006), por lo que algunas plantas aromáticas han sido ampliamente estudiadas por su intensa actividad antioxidante (Nickavar et al. 2008), entre las que destacan: albahaca, salvia, orégano y menta (Djeridane et al. 2006, Tepe et al. 2006), lo que ha resultado en el desarrollo de formulaciones de antioxidantes naturales (Miliauskas et al. 2004).

En el caso particular de la menta (Mentha piperita L.), esta es un híbrido entre Mentha aquatica L. y Mentha viridis L., que pertenece a la familia Lamiaceae conformada por aproximadamente 220 géneros y 3300 especies (Mimica-Dukin y Bozin 2008). De acuerdo con lo descrito en la Farmacopea Europea IV (2002) esta planta es usada para tratar diversos padecimientos gastrointestinales y gastritis, así como en la industria farmacéutica y agroalimentaria (Yanishlieva et al. 2006). También se ha reportado como una fuente importante de compuestos polifenólicos y antioxidantes (Nickavar et al. 2008, Tepe et al. 2006, Neves et al. 2009). Sin embargo, a pesar de la existencia de estos estudios, no se ha relacionado con su comportamiento en almacenamiento a bajas temperaturas, por lo que se plantea la presente investigación con el objetivo de evaluar el efecto poscosecha de tres temperaturas de almacenamiento sobre la actividad enzimática y capacidad antioxidante en menta (Mentha piperita L.).





MATERIALES Y MÉTODOS



Material vegetal


Se utilizó como material vegetal a la menta (Mentha piperita L.), variedad “mint moroco” que fue proporcionada por la empresa Glezte SPR de RI, localizada en Axochiapan, Morelos, México; donde fue cosechada y preenfriada por 24 horas a 5°C con el propósito de eliminar el calor de campo. El municipio de Axochiapan se ubica geográficamente entre los paralelos 18°30’ de latitud norte y los 98°45’ de longitud oeste, así como a una altitud de 1030 msnm (Anónimo 1988).


Ubicación del experimento


El trabajo experimental se llevó a cabo durante el ciclo primavera-verano de 2011, en los Laboratorios de Fisiología de Frutales y en el de Usos Múltiples del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autónoma Chapingo, ubicada en Texcoco, Estado de México, México.


Tratamientos evaluados


El experimento consistió de almacenar menta a tres temperaturas (6, 10°C y a ambiente (testigo)), para lo cual se pesaron manojos de 250 g y se colocaron en bolsas de polietileno de baja densidad, perforadas manualmente, simulando el proceso de comercialización a Estados Unidos y Canadá.


Diseño experimental


El diseño experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones. La unidad experimental consistió de una bolsa de polietileno perforada con 250 g de material vegetal (se incluyen tallos), de la cual se utilizaron 50 g de menta (solo hojas) para la elaboración de polvo de acetona a partir de la cual se evaluó la actividad enzimática de peroxidasa, polifenoloxidasa, catalasa y superóxido dismutas, así como la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales; para el contenido de vitamina C se usaron 5 g (en fresco). Todas las evaluaciones se llevaron a cabo durante quince días en periodos de tres días.


Reactivo



Polvo de acetona


Se realizó de acuerdo con Alia et al. (2002), para lo cual se tomaron 50 g de hojas, más 100 ml de acetona fría (-15°C) grado reactivo, se licuó durante un minuto y se filtró al vacío; el proceso se repitió en cuatro ocasiones, se dejó secar a temperatura ambiente y se almacenó en un ultracongelador (-80°C).

Se tomó el peso del polvo obtenido para determinar la relación peso fresco : peso seco (PF:PS). El filtrado se guardó en refrigeración (entre 2 y 5°C) bajo condiciones de oscuridad total.


Enzimas



Peroxidasa (POD)


Se pesaron 0,10 g de polvo de acetona los cuales se homogeneizaron en frío con 5 ml de Tris-HCl 0,1 mM (7,1) conteniendo 1% de polivinilpirrolidona (PVP), se centrifugó a 12 000 x g x 30 m a 4ºC. El ensayo se realizó de acuerdo a Flurkey y Jen (1978), con las siguientes modificaciones: la mezcla de ensayo tuvo un volumen total de 3 ml, para lo cual se mezclaron 2,6 ml de amortiguador Tris-HCl 100 Mm (pH 7,1), 0,25 ml de guayacol 0,1 M, 0,1 ml de peróxido de hidrógeno 0,25% y 0,05 ml del sobrenadante. Se evaluó el cambio de absorbancia en 1,5 min a 470 nm. La actividad enzimática se reportó como U/g de PF, donde U= Unidad de actividad enzimática y una unidad es igual a la formación de 1 µmol de tetraguaiacol/min. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.


Polifenol oxidasa (PFO)


La extracción de PFO es similar a POD. La PFO se evaluó mediante el método propuesto por Laminkara (1995) con modificaciones, la enzima se extrajo a partir de 0,2 g de polvo de acetona con 5 ml de Tris-HCl frío, 100 mM (pH 7,1), que se mezclaron con un homogeneizador de tejidos durante 30 s, posteriormente la mezcla se centrifugó por 20 minutos a 12 000 x g a 4°C, el sobrenadante se utilizó para el ensayo, donde se evaluó el cambio de absorbancia a 420 nm. La mezcla de reacción consistió de 2 ml de catecol (60 mM) + 0,05 ml del sobrenadante (se determinó el cambio de absorbancia en un minuto). Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente, entre 20-22°C. La actividad enzimática se reportó como U/g de PF, donde U= Unidad de actividad enzimática y una unidad es igual a la formación de 1 µmol de o-benzoquinona/min. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.


Superóxido dismutasa (SOD)


A 0,1 g de polvo de acetona, se le adicionaron 5 ml de amortiguador de fosfatos frío (pH 7,8) y se homogeneizaron durante un minuto, la mezcla se centrifugó a 12 000 x g por 30 min a 4ºC. El sobrenadante se utilizó para el ensayo enzimático propuesto por Beyer y Fridovich (1987), donde se propone la siguiente mezcla de reacción; 27 ml de amortiguador de fosfatos 0,05 M (pH 7,8), conteniendo 0,1 mM de EDTA, 1,5 ml de L-metionina (30 mg/ml), 1 ml de Nitro Blue Tetrazolium (1,41 mg/ml) y 0,75 ml de Triton X-100 al 1%. A 3 ml de esta mezcla se adicionaron 0,03 ml de riboflavina (4,4 mg/ml) y 0,4 ml de sobrenadante, todo esto bajo oscuridad total, posteriormente esta mezcla se iluminó durante siete minutos con lámparas de luz fluorescente de 20 watts, posteriormente se determinó la absorbancia a 560 nm. La actividad enzimática se reportó como U/g de PF. Una unidad de SOD es igual a la cantidad de sobrenadante que fotoinhibe el 50% de la formación de Nitro Blue Tetrazolium Formazan (Giannopolitis y Ries 1977).

El incremento en absorbancia debido a la formación de Nitro Blue Tetrazolium Formazan es la velocidad de reacción, la absorbancia en ausencia de SOD se usa para determinar el número de unidades/ml de SOD en la solución (Stauffer 1989). Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.


Catalasa (CAT)


Para determinar la catalasa se extrajo del polvo de acetona 0,1 g, el cual se mezcló con un homogeneizador de tejidos con 5 ml de Tris-HCl frío, 0,1 mM (pH 8,5) conteniendo 1% de polivinilpirrolidona. La mezcla se centrifugó a 12 000 x g por 30 min a 4°C. La actividad de la catalasa se evaluó mediante el método descrito por Luck, citado por Blackwell et al. (1990) en el que 3 ml de 10 mM Tris-HCl (pH 8,5) y 0,1 ml de peróxido de hidrógeno 0,88% en 100 Mm de Tris-HCl se colocaron en celdas cuarzo. La reacción se inició adicionando 0,1 ml de extracto crudo y se observó el cambio en absorbancia a 240 nm y la actividad enzimática se reportó como U/g de PF, donde U= unidad de actividad enzimática y una unidad es igual a la descomposición de 1 µmol/min de H2O2. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.


Capacidad antioxidante


La determinación del potencial antioxidante, se realizó de acuerdo con el método ABTS (2,2´azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-ácido sulfónico) con la metodología propuesta por Rice-Evans et al. (1997) modificada por Ozgen et al. (2006), para lo cual el radical ABTS•+ se formó tras la reacción de ABTS (7 mM) con persulfato potásico (2,45 mM, concentración final) incubados a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS•+ este se diluyó con PBS (solución buffer de fosfato) (pH 7,4) hasta obtener un valor de absorbancia de 0,7 ± 0,1 a 734 nm (longitud de máxima absorción). Para el ensayo, se mezclaron 3 ml de la solución ABTS•+ y 20 µl de extracto de la muestra, dejándose reposar por 2 h, se realizó la lectura de absorbancia a 734 nm. Los resultados son expresados en TEAC (actividad antioxidante equivalente a Trolox).


Fenoles totales


La cuantificación de los fenoles totales se llevó a cabo mediante el método de Folin y Ciocalteu descrito por Waterman y Mole (1994), con las siguientes modificaciones: se tomaron 0,2 ml de solución del filtrado obtenido al realizar el polvo de acetona, al que se le adicionaron 7,8 ml de agua desionizada y 0,5 ml de reactivo de Folin y Ciocalteu, respectivamente, y se agitó; finalmente se agregaron 1,5 ml de solución de carbonato de sodio 20% (tiempo cero) dejándose reposar por 2 h en la oscuridad, y se tomó la lectura a 760 nm en el espectrofotómetro. La cuantificación se realizó mediante una curva patrón de ácido tánico y los resultados se reportan como mg/kg de PF.


Vitamina C


El cálculo del contenido de vitamina C se realizó de acuerdo al método de Tillman (AOAC 1990) conocido como DFI-2, 6 diclorofenol-indofenol; por el cual, se maceró una muestra de pulpa con un agente estabilizante como ácido oxálico (para mantener propia la acidez para la reacción y evitar auto-oxidación del ácido ascórbico a alto pH) y reducción del 2,6 diclorofenol-indofenol (solución de Tillman). El ácido ascórbico se estimó a partir de 5 g de muestra finamente picada y homogenizada con 50 ml de ácido oxálico, tomando una alícuota de 10 ml.


Análisis estadístico


Se realizó un análisis comparación de medias mediante la prueba de Tukey (p=0,05), en la que se empleó el paquete de análisis estadístico SAS (2002).





RESULTADOS Y DISCUSIÓN



Peroxidasa (POD)


Se encontró que a los tres días de almacenamiento (dda) (Cuadro 1), la actividad de la enzima peroxidasa (POD) en los tratamientos a 10°C y testigo superaron estadísticamente (α=0,05) al de 6ºC, cuyos valores máximos fueron 621,20 y 387,60 U/g de PF, respectivamente. Estos incrementos pueden estar asociados a la generación de un estrés oxidativo provocado por la exposición del área foliar a condiciones no favorables de temperatura, por lo que se puede generar una mayor liberación de la POD al citoplasma, incrementando su actividad. Este comportamiento en POD ha sido mencionado por Goodman et al. (1986) y recientemente confirmado por Altunkaya y Gökmen (2008) y Ding et al. (2009). Por otra parte, se ha reportado que bajo condiciones de almacenamiento en frío la actividad de la POD disminuye (Thompson 2003), lo cual coincidió con lo observado en la menta almacenada a 6ºC.




Cuadro 1




Actividad enzimática de peroxidasa, polifenol oxidasa, superóxido dismutasa y catalasa en menta almacenada bajo refrigeración (6 y 10ºC) y en condiciones de temperatura ambiente. Texcoco, Estado de México, México. 2011.
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A los 6 dda en frío (6 y 10ºC) la actividad de la POD en la menta fue significativamente superior a lo observado a temperatura ambiente con valores de 234,30 y 174,96 U/g de PF, respectivamente. Estos resultados sugieren que la POD es una molécula clave en la aclimatación de la menta o de alguno de sus órganos a los cambios que experimenta el medio ambiente en el que se desarrolla.

También se detectaron efectos significativos (α=0,05) en el último periodo de muestreo, donde todos los tratamientos de almacenamiento evaluados fueron diferentes entre sí, destacando el tratamiento a 10ºC sobre los de 6°C y temperatura ambiente, con actividades de 306,29, 162,50 y 66,73 U/g de PF, respectivamente. No se ha logrado determinar en forma clara el papel de la POD en el proceso de senescencia, ya que se ha observado que en hojas de hierbas como tomillo aguja (Thymbra spicata L. var. spicata) y algunas especies de salvia, la actividad de esta enzima disminuye al aumentar la temperatura (Dogan et al. 2007a, 2007b); mientras que en frutos como papaya, su comportamiento fue inverso (Sankat y Maharj 1997). La disminución que se observó en la actividad de la POD en el tratamiento testigo (20 ±1ºC), contrasta con Alia et. al. (2002), quienes encontraron que en frutos de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) almacenados a 15ºC se incrementó de manera considerable la actividad de esta enzima.


Polifenol oxidasa (PFO)


Se observó que a los tres días de almacenamiento (Cuadro 1), el tratamiento testigo, mostró mayor actividad de la polifenol oxidasa (PFO) con 116,42 U/g de PF en comparación a los tratamientos a 6 y 10ºC, los cuales presentaron actividades estadísticamente similares de 95,15 y 94,59 U/g de PF, respectivamente; estos resultados indican que la temperatura del medio ambiente afectó negativamente a los tejidos, provocando el inicio de su deterioro. Al respecto, Trujillo et al. (2006) y Hassanpour et al. (2012), mencionan que esta enzima se encuentra localizada exclusivamente en plastidios y es liberada al citososol como consecuencia de un daño o senescencia.

Al sexto día de almacenamiento se encontró un efecto significativo (α=0,05) de la temperatura sobre la actividad de la PFO en los tratamientos 6ºC y temperatura ambiente, en relación al de 10ºC. Este efecto es contrario a lo reportado por Kravayan y Aydemir (2001), quienes al purificar y caracterizar a esta enzima en hojas de menta (Mentha piperita L.) indican que la actividad de la PFO es estable a bajas temperaturas; estos mismos autores mencionan que existe una correlación positiva con el incremento de la temperatura. Por lo que se sugiere que el comportamiento de estos resultados podrían encontrarse estrechamente vinculados con la presencia de isoenzimas, las cuales pueden estar actuando bajo condiciones diferentes de temperatura (Concellón et al. 2004, Neves et al. 2009, Hassanpour et al. 2012).

Durante el penúltimo periodo de muestreo, se observó que la actividad de la PFO en el tratamiento testigo aumentó considerablemente, puesto que su valor máximo fue de 190,68 U/g de PF, en relación a lo que se presentó a 6 y 10ºC con valores de 114,29 y 101,80 U/g de PF, respectivamente; esto concuerda con lo indicado por varios autores en hierbas aromáticas como el orégano (Origanum vulgare ssp. Hirtum) (Dogan et al. 2005), menta poleo (Mentha pulegium) (Hassanpour et al. 2012), tomillo (Thymus longicaulis subsp. Chaubardii var. chaubardii) (Dogan y Dogan 2004) y algunos frutos como pitahaya amarilla (Acanthocereus pitahaja) (Baquero et al. 2005) y uva (Vitis vinífera ssp. Sativa) (Rapeanu et al. 2006).


Superóxido dismutasa (SOD)


Durante los dos primeros muestreos (tres y seis días), la actividad enzimática de la superóxido dismutasa (SOD) no presentó cambios significativos (α=0,05) entre tratamientos, sino hasta al día 9 de almacenamiento, en donde los tratamientos a bajas temperaturas (6 y 10ºC) mostraron valores estadísticamente más altos de 27,46 y 30,47 U/g de PF comparados con el de ambiente, que fue de 24,28 U/g de PF (Cuadro 1). Con respecto a estos resultados, se ha encontrado que la resistencia de las plantas a bajas temperaturas se encuentra asociada a la actividad conjunta de las enzimas superóxido dismutasa y catalasa, más que a otros factores fisiológicos (Scandalios 1993, Polata et al. 2009), ya que constituyen la primera línea de defensa celular en contra de las especies reactivas de oxígeno (ERO) (del Rio et al. 2003, Ferreira-Silva et al. 2012). Por lo que se sugiere que un incremento en su actividad enzimática puede resultar benéfica (Alsher et al. 2002, Palma et al. 2006, Vranová et al. 2002).

Se encontró un incremento en la actividad de la SOD a los doce días de almacenamiento, en la que los tratamientos con frío (6 y 10ºC) fueron estadísticamente superiores a los de temperatura ambiente, con actividades de 40,97 y 35,37 U/g de PF, respectivamente, lo cual concuerda con Cantwell y Reid (2002) y Mi et al. (2008) quienes indican que algunas hierbas aromáticas para mercado fresco como perejil, berro y menta no son susceptibles a daño por frío por lo que comúnmente se enfrían con hielo. Por consiguiente, los resultados encontrados podrían suponer que un incremento en la actividad de la SOD durante el almacenamiento a 6 y 10ºC puede conferir una protección contra un posible daño a la integridad de la membrana celular, lo cual coincide con Cuadra-Crespo y del Amor (2010) quienes al evaluar la actividad enzimática de la SOD en frutos de chile pimiento morrón almacenados bajo condiciones de frío y de alta humedad relativa, encontraron un incremento de su actividad sin que se hubiese observado algún tipo de daño en su apariencia.

En el último periodo de muestreo el comportamiento de la SOD fue similar al del día 9 de almacenamiento, donde de igual manera los tratamientos a bajas temperaturas (6 y 10ºC) fueron estadísticamente superiores (α=0,05) a lo encontrado con la temperatura de almacenamiento testigo, con valores de 26,22 y 20,69 U/g de PF, respectivamente. Con respecto a lo anterior, se podría inducir que bajo esas temperaturas de almacenamiento, al menos una de las enzimas (SOD) que apoyan la disminución de la senescencia es activada por el estrés oxidativo en las hojas de menta. Este mismo comportamiento ha sido mencionado en menta poleo (Mentha pulegium) (Candan y Tarthan 2003, Oueslati et al. 2010) y en frutos como pitahaya (Hylocereus undatus) (Balois et al. 2008) y pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) (Baquero et al. 2005).


Catalasa (CAT)


La actividad de catalasa (CAT) no presentó diferencias significativas (α=0,05) entre tratamientos durante el periodo de almacenamiento (Cuadro 1), lo que puede sugerir que esta enzima es estable a las temperaturas empleadas (6, 10ºC y ambiente), y coincide con Balois et al. (2008) quienes reportan para frutos de pitaya, que la actividad de CAT es insensible al frío y a condiciones de manejo a temperatura ambiente. En este mismo sentido, Sala y Lafuente (2000) indican que en frutos como la mandarina, la CAT es una enzima antioxidante involucrada en los mecanismos de protección contra el estrés por frío. En contraste a lo observado, en hojas maduras de nuez vómica (Strychnos nux-vomica L.), Vijayakumar et al. (2009), quienes determinaron una alta actividad de la CAT. Lo anterior indica que estas diferencias pueden ser dependientes de la especie, momento fisiológico de cosecha, tiempo de almacenamiento, entre otros factores.


Capacidad antioxidante


Se encontró que al tercer día de almacenamiento, el tratamiento a 10ºC mostró el mayor valor de capacidad antioxidante (403,36 mm TEAC/g de PF) con relación a 6ºC y testigo, los cuales fueron estadísticamente similares con 283,41 y 332,45 mm TEAC/g de PF, respectivamente (Cuadro 2). Al respecto se ha indicado que la actividad antioxidante de las hierbas aromáticas se debe a la presencia de grupos hidroxilo en los compuestos fenólicos, donde las condiciones de almacenamiento a bajas temperaturas pueden favorecer su expresión, como lo señalan Ayala-Zavala et al. (2004) y Jin et al. (2011), para fresa manejada a 10ºC en la que se incrementó la capacidad antioxidante y la producción de compuestos aromáticos.




Cuadro 2




Capacidad antioxidante, contenido de fenoles totales y vitamina C en menta almacenada bajo refrigeración (6 y 10ºC) y en condiciones de temperatura ambiente. Texcoco, Edo de México, México. 2011.




[image: 43726204017_gt3.png]














También se presentaron diferencias estadísticas al día 15 de almacenamiento, donde los tratamientos a 10ºC y a temperatura ambiente mostraron los valores más altos de capacidad antioxidante con 327,32 y 291,87 mm TEAC/g de PF comparado a lo que se observó a 6ºC con 261,11 mm TEAC/g de PF. Al comparar estos resultados con los mencionados por Gil et al. (2011) para Mentha piperita L., fueron similares, con valores de 332,3 mm TEAC/g de PF, mientras que fueron mayores a lo señalado para hierbabuena (Mentha spicata L.) (Rodríguez et al. 2006, Tawaha et al. 2007). Sin embargo, resulta difícil comparar resultados relacionados con la capacidad antioxidante, debido a que se reportan bajo diferentes métodos de estimación, así como por el estado y manejo general de la muestra (Rice-Evans et al. 1997, Re et al. 1999, Campanella et al. 2003, Vargas et al. 2005, Scalzo et al. 2005, Kirca y Arslan 2008).


Fenoles totales


En lo que se refiere al contenido de fenoles totales (FT) (Cuadro 2), se puede observar que en el día 3 de almacenamiento, los tratamientos a 6 y 10ºC mostraron valores estadísticamente (α=0,05) similares de 12,93 y 19,62 mg/kg de PF; sin embargo, este último fue superior al testigo (9,90 mg/kg de PF), comportamiento que se puede asociar con un incremento de la actividad antioxidante, debido a que los fenoles en conjunto con las enzimas superóxido dismutasa, catalasa, entre otras, constituyen la primera línea de defensa contra el estrés oxidativo inducido por las bajas temperaturas, manteniendo estable la integridad de la membrana celular (Kaur y Kapoor 2001, Dorman et al. 2003, Kevers et al. 2007, Restrepo et al. 2009, Kirca y Arslan 2008). Sin embargo, también se ha reportado que la exposición de frutas y hortalizas en condiciones de almacenamiento entre 0 y 15ºC puede provocar un oscurecimiento en sus tejidos por la acción de la enzimas polifenol oxidasa y peroxidasa sobre los fenoles (Balois et al. 2008); no obstante, se ha mencionado que la menta es un cultivo insensible a daños por frío (Cantwell y Reid 1993, Cantwell y Reid 2002).

Por otra parte, se encontró que a los seis días de almacenamiento (dda) el contenido de FT, tuvo un comportamiento contrario a los demás días de evaluación, ya que el tratamiento testigo superó a los de 6 y 10ºC. En relación con lo anterior, Wojdylo et al. (2007) y Khalaf et al. (2008), indican que la estabilidad de los compuestos fenólicos está en función de la temperatura de almacenamiento, luz y la disposición de oxígeno; y que en condiciones de temperatura ambiental, estos tienden a mostrar un comportamiento poco uniforme entre las especies de plantas analizadas, aún entre genotipos de la misma especie (Piljac-Žegarac y Šamec 2011).

A los 12 dda, se observó que el tratamiento a 6ºC fue estadísticamente (α=0,05) superior al testigo con un valor de 18,31 mg/kg de PF, lo cual es similar a resultados reportados por Cantwell et al. (2002) quienes en raíces de jícama almacenada en condiciones de frío, indican un incremento en el contenido de fenoles.

Al final del periodo de evaluación (15 dda), se pudo apreciar que los tratamientos a bajas temperaturas de almacenamiento (6 y 10ºC) presentaron el mayor contenido de FT (18,81 y 17,77 mg/kg de PF, respectivamente), en relación con lo que se presentó el testigo, siendo este resultado inverso a lo mostrado a los 6 dda, por lo que se alude un mayor efecto benéfico del frío en la disminución de los procesos fisiológicos que conducen a la senescencia (Do Nascimento y Pierre 2003), lo cual nuevamente confirman lo reportado por Cantwell y Reid (1993, 2002). Sin embargo, no se han encontrado investigaciones en menta que indiquen un incremento en la concentración de fenoles totales por efecto del daño por frío o a largos periodos de almacenamiento, como se señala para frutos como zapote mamey (Pouteria sapota (Jacq.) H.E. Moore and Stearn) (Alia et al. 2005), mango (Mangifera indica) y guayaba (Psidium gujava) (Patthamakanokporn et al. 2008).


Vitamina C


De acuerdo con la comparación de medias (Cuadro 2), el contenido de vitamina C (ácido ascórbico) no presentó diferencias significativas (α=0,05) durante la mayor parte del periodo de almacenamiento, a excepción del último muestreo, donde el tratamiento a 6ºC fue significativamente superior al testigo. En relación con esta fecha de evaluación se ha mencionado que el almacenamiento a bajas temperaturas se considera eficiente en la reducción de las pérdidas de ácido ascórbico, incluso la congelación suele ser aún mejor (Rapisarda et al. 2008, Tavarini et al. 2008), y al ser este un compuesto no enzimático que contribuye a la capacidad antioxidante, su conservación es importante durante el manejo poscosecha de frutas y hortalizas (Velioglu et al. 1998, Shivashankara et al. 2004).

La disminución en el contenido de vitamina C en la menta almacenada a temperatura ambiente puede ser asociada con un incremento en la tasa de respiración, debido a que la tasa de cambios bioquímicos causados por procesos fisiológicos, entre ellos el respiratorio, se incrementan con las altas temperaturas (Canet y Álvarez 2006), y al ser este un proceso del tipo oxidativo genera especies reactivas de oxígeno, por lo que enzimas como la ascorbato peroxidasa y ascorbato reductasa encargadas de detoxificar a la célula, pueden jugar un papel importante al usar el ácido ascórbico como sustrato, con la consecuente disminución de sus niveles (Camarena 2006, Viña y Chaves 2006).
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Notas

1 Este trabajo es parte de la tesis de doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autónoma Chapingo, México, del segundo autor.
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6 229,48 a 8,86 b 36,17 a
10 204,85 a 9,10 b 38,37 a
Ambiente 219,09 a 14,03 a 40,17 a
DMSH 50,01 6,09 11,35
9 dias de almacenamiento
6 308,47 a 1435a 31,17 a
10 355,06 a 12,66 a 32.17a
Ambiente 305,19 a 8,28 a 30,42 a
DMSH 51,75 6,09 10,25
12 dias de almacenamiento
6 307,90 a 18,31 a 3592a
10 334,37 a 16,06 ab 30,41 a
Ambiente 300,75 a 11,89b 30,91 a
DMSH 74,15 6,32 6,39
15 dias de almacenamiento
3 261,11 b 18,81 a 39,67 a
10 327,32a 17,77 a 30,17b
Ambiente 291,87 ab 9,52 b 34,42 ab
DMSH 35,94 6,63 8,82

* Aqui aun no hay efecto de_tratamientos, solo se reporta media como referencia.
Medias con la misma letra dentro de columnas, son iguales de acuerdo con la prueba de
Tukey con P=0,05. DMSH: diferencia minima significativa honesta.






