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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ENZIMATICA DE ALBAHACA
‘NUFAR’ (Ocimum basilicum 1..) ALMACENADA EN REFRIGERACION!

Eduardo Lopez-Blancas?, Maria Teresa Martinez-Damidn?, Maria Teresa Colinas-Ledon?,
Cecilio Bautista-Baiiuelos?, Juan Martinez-Solis?, Juan Enrique Rodriguez-Pérez’

RESUMEN

Actividad antioxidante y enzimatica de albahaca
“Nufar” (Ocimum basilicum L.) almacenada en refrige-
racion. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto del almacenamiento en refrigeracion sobre la activi-
dad antioxidante y actividad enzimadtica en albahaca ‘Nufar’.
En la Universidad Auténoma Chapingo (Texcoco, México),
durante el ciclo primavera-verano de 2012, albahaca pre-
viamente empacada en pelicula pldstica, se almacend en
camaras frigorificas a 5 y 10 °C, y a temperatura ambiente
(20 °C - testigo), por dieciocho dias. Cada 48 horas, se eva-
lué el contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante y
la actividad de las enzimas catalasa, superéxido dismutasa,
peroxidasa y polifenol oxidasa. En relacién con el tiempo
en refrigeracion a 5 °C a los dos y cuatro dias se present6 la
mayor actividad de catalasa (14,3 U/mg/pro) y superdxido
dismutasa (2,9 U/mg/pro), y a los diez y dieciocho dias
hubo aumento de la actividad de peroxidasa (57,6 y 74,9 U/
mg/pro). A 10 °C y diez dias se increment6 el contenido de
fenoles totales de 3,7 a 4,2 mg/kg/PFr; asi como la capacidad
antioxidante de 47,5 a 79,1 mg VCEAC/g/PFr a ocho dias;
también aumento la actividad de la polifenol oxidasa de 11,7
a 31,8 U/mg/pro a diez dfas. El almacenamiento a 5 °C afec-
t6 el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante,
asi como la actividad enzimdtica de peroxidasa y polifenol
oxidasa, e incrementd la actividad de catalasa y superdxido
dismutasa, por lo cual, se sugiere el almacenamiento de
albahaca “nufar” a 10 °C para disminuir la actividad de las
enzimas oxidativas.

Palabras clave adicionales: pardeamiento, catalasa,
superdxido dismutasa, peroxidasa, polifenol oxidasa.
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Universidad Auténoma Chapingo, México, del primer autor.

ABSTRACT

Antioxidant capacity and enzymatical activity of
basil ‘nufar’ (Ocimum basilicum L.) stored under cooling.
The present study aimed to evaluate the effect of refrigerated
storage on the antioxidant activity (ability to capture free
radicals) and enzymatic activity in basil ‘Nufar’. This study
was conducted at Chapingo University (Texcoco, Mexico)
during the spring-summer of 2012. Basil previously packed
in plastic film was refrigerated at 5 and 10 °C, and at room
temperature (20 °C - control) for 18 days. Every 48 hrs, total
phenols, antioxidant capacity and the activity of the enzymes
catalase, superoxide dismutase, peroxidase and polyphenol
oxidase, were evaluated. Cooling at 5 °C had the highest
catalase activity (14,3 U/mg/pro) and superoxide dismutase
(2,9 U/mg/pro) at 2 and 4 days of storage, while peroxidase
activity increased at 10 and 18 days of storage (57,6 and 74,9
U/mg/pro). At 10 °C the content of total phenols increased
from 3,7 to 4,2 mg/kg/WF after 10 days of storage, and the
antioxidant capacity from 47.5 to 79.1 mg VCEAC/g/WF
after 8 days of storage; the activity of polyphenol oxidase
also increased from 11,7 to 31,8 U/mg/pro after 10 days
of storage. The storage at 5 °C affected the total phenolic
content and antioxidant capacity as well as the enzymatic
activity of peroxidase and polyphenol oxidase, and increased
the activity of catalase and superoxide dismutase, and
therefore, in order to reduce the activity of the oxidative
enzmes, it is suggested to store basil “nufar” at 10 °C.

Keywords: browning, catalase, superoxide dismutase,
peroxidase and polyphenol.
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INTRODUCCION

El consumo de frutas y vegetales es de gran
importancia en la proteccién y prevencion del
envejecimiento, cdncer, enfermedades crénico-
degenerativas, causadas por el estrés oxidativo,
que origina la liberacion de radicales libres de
oxigeno (RLO) en el cuerpo; la accién de los RLO
es neutralizada por el contenido y capacidad de
compuestos antioxidantes mediante la donacién de
uno de sus propios electrones, protegiendo a las
células contra el dafio oxidativo (Kaur y Kapoor, 2001;
Arcila et al., 2004; Soto et al., 2012).

Los RLO (superdxido: O-2, hidroxilo: OH-,
peréxido de hidrégeno: H,O)) son moléculas que
reaccionan rdpidamente con otros compuestos,
tratando de capturar electrones necesarios para ganar
estabilidad (Prior y Cao, 2000; Kaur y Kapoor, 2001;
Rodriguez et al., 2006).

Generalmente las plantas con alta actividad
antioxidante contienen compuestos fendlicos
que actian como agentes reductores, donantes de
hidrégeno y extintores del oxigeno singlete (Wang
et al., 1996; Connor et al., 2002; Javanmardi et
al., 2003). En plantas aromdticas como albahaca
(Ocimum basilicum), se ha encontrado la presencia de
grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos (4cidos
fenolicos) (Shahidi et al., 1992), que contribuyen a su
fuerte capacidad antioxidante (Zheng y Wang, 2001).

Otro mecanismo de control para prevenir el estrés
oxidativo en las células debido a la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) es la accioén de
enzimas tales como la catalasa (CAT) y superdxido
dismutasa (SOD) (Sharma et al., 2008); la CAT
convierte al H,O, potencialmente peligroso en oxigeno
molecular y agua, mientras que la SOD cataliza la
conversion de los superéxidos a H,O, y O, (Hammer,
1993; Oueslati et al., 2010).

Lasplantasaromdticas se hanestudiadoampliamente
debido al interés de proveer sustancias antioxidantes,
y evitar efectos nocivos en la salud (Rodriguez et
al., 2006). Ademads, debido a la preocupacién de los
consumidores sobre la seguridad de los antioxidantes
de origen sintético, se ha buscado reemplazarlos por
aquellos naturales (Kirca y Arslan, 2008).

Para conservar la frescura y propiedades naturales
de estas hierbas se recomienda su almacenamiento en
refrigeracién (Cantwell y Reid, 2007). En el caso de la
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albahaca (O. basilicum) este no debe ser a temperaturas
menores de 5 °C puesto que presenta dafios por frio
(Lange y Cameron, 1994; Nifiez et al., 2012).

Al causarse un dafio en las paredes y membranas
celulares, la oxidacién enzimdtica tiene lugar
rdpidamente (Pathare et al., 2013). En este contexto,
las enzimas polifenoloxidasa y peroxidasa catalizan
la oxidacién de fenoles a quinonas, las cuales al
reaccionar con protefnas y otros compuestos generan
colores pardos y reducen las propiedades sensoriales
de textura, color y sabor, disminuyendo la calidad
nutricional del alimento (Martinez y Muifioz, 2001;
Stewart et al., 2001; Ortega et al., 2010). Esto provoca
a su vez, un alto porcentaje de pérdida poscosecha en
vegetales (Salveit y Morris, 1990; Balois et al., 2008).

El contenido de antioxidantes es un pardmetro cada
vez mds importante con respecto a su funcionalidad en
la salud y calidad en hortalizas; por lo cual, es de gran
interés evaluar los cambios del contenido antioxidante
durante el almacenamiento poscosecha (Kaur y
Kapoor, 2001; Ayala et al., 2004). De igual forma,
la actividad enzimdtica ha servido en frutos como
indicador de alteraciones metabdlicas intrinsecas,
manifestadas como desérdenes fisioldgicos externos
(Pérez et al., 1999). Lo anterior hace conveniente
cuantificar la actividad de enzimas como CAT y SOD,
las cuales catalizan las reacciones que disminuyen las
concentraciones de ERO, que en algunas plantas se
incrementan por el frio, durante el almacenamiento
(Sala y Lafuente, 2000; Aquino y Mercado, 2004).

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la refrigeracion sobre la actividad antioxidante
y enzimdtica en albahaca ‘Nufar’ (O. basilicum).

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal fue albahaca ‘Nufar’, del ciclo
primavera-verano de 2012, con calidad de exportacién,
proporcionado por la empresa Glezte S.P.R. de R.L.,
localizada en Axochiapan, Morelos. En el mes de
abril de 2012, después de cosechar la planta, ésta se
pre-enfrié durante 24 horas a 10 °C, posteriormente se
empacé 250 g de albahaca, en bolsas de polietileno de
baja densidad de 40 x 60 cm con seis perforaciones de
0,5 cm de didmetro por lado.
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Ubicacion del experimento y tratamientos

El experimento y andlisis de variables se realiz6
durante los meses de abril a agosto de 2012, en el
Laboratorio de Usos Multiples de la Universidad
Auténoma Chapingo, ubicada en Texcoco, Estado de
Meéxico, México. La albahaca empacada se almacend
durante dieciocho dias a temperaturas de 5y 10 °C,
en camaras frigorificas, y a temperatura ambiente (20
°C - tratamiento testigo); cada 48 h, cuatro empaques
por tratamiento se transfirieron a un ultracongelador
(-20 °O).

Procesamiento de muestras

Con las muestras congeladas se elaboré polvo
de acetona (PAc) (Alia et al., 2005); para lo cual,
25 g de hojas (sin peciolo) mds 50 ml de acetona en
congelacién (-15 °C), se homogenizaron en licuadora
por 25 segundos y se filtré al vacio. Después de
homogenizar y filtrar en nueve ocasiones, el extracto
de acetona (EAc) de las filtraciones se guardé en
refrigeracién (4+2 °C); por otra parte, el PAc se dejo
secar a temperatura ambiente (20+2 °C), después de
15 minutos se pesé y almacend en un ultracongelador
(-20 °C). EI peso del PAc se determiné en funcién de
la relacién peso fresco de hojas maceradas entre peso
del polvo seco.

Variables y disefio experimental

Las variables de respuesta fueron fenoles
totales, capacidad antioxidante, actividad enzimdtica
de catalasa, superéxido dismutasa, peroxidasa y
polifenoloxidasa (la primera se determiné a partir del
EAc y las siguientes mediante el PAc); los resultados
de las variables se reportaron con base en peso fresco.
Se aplicé un disefio experimental completamente al
azar de un factor (temperaturas de almacenamiento),
con tres niveles (5, 10 y 20 °C) y nueve dias
evaluados (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18 dias); la
unidad experimental consistié de un empaque de 250
g de albahaca, con cuatro repeticiones por tratamiento
(cada repeticion con cuatro sub-repeticiones) por dia
de evaluacion.

Fenoles totales. Se cuantificaron por el método
de Folin y Ciocalteu (Waterman y Mole, 1994). A 0,1
ml de EAc se adicion6 7,9 ml de agua desionizada y
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0,5 ml del reactivo de Folin y Ciocalteu, la mezcla se
agité vigorosamente y se agregaron 1,5 ml de solucién
de carbonato de sodio (20%); posteriormente se
dejé reposar por dos horas en oscuridad; después las
muestras se leyeron en absorbancia a 760 nm en un
espectrofotémetro. Por medio de una curva patrén de
acido tanico, los resultados se reportaron en mg/kg de
peso fresco (mg/kg/PFr).

Capacidad antioxidante. Se determind
de acuerdo con el método ABTS [2,2-azinobis
(3-cetilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)] (Rice et
al., 1997) modificada por Ozgen et al. (2006), una
solucién de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio
(245 mM) se mantuvo en oscuridad durante 24 h
a temperatura ambiente; posteriormente la solucién
se diluyé con buffer fosfato (0,1 M, pH 74) hasta
obtener un valor en absorbancia de 0,700 nm +0,02 en
espectrofotémetro calibrado a 734 nm.

El ensayo de las muestras se realiz6 con 3,9 ml
de solucién de ABTS (a 700 nm) y 0,1 ml de extracto
etandlico de PAc (0,05 g de PAc en 5 ml de etanol,
homogeneizados con 24 horas de reposo), después
de dos horas, la lectura se realizé6 a 734 nm. La
cuantificacion se realizé mediante curva de calibracién
con 4cido ascorbico, los valores se reportaron en mg
de actividad antioxidante equivalente a vitamina C/g
de peso fresco (mg VCEAC/g/PFr).

Catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT). La CAT se extrajo
de 0,05 g de PAc, este se homogeneizé con 5 ml
de Tris-HC1 (0,1 M, pH 8.,5) que contenia 1% de
polivinilpirrolidona (PVP). La mezcla se centrifugd
a 12 000 g por 40 min a 4 °C, se conservé el
sobrenadante. La actividad de CAT se determind por
el método descrito por Blackwell et al. (1990), para
lo cual, en una celda de cuarzo, se colocaron 3 ml de
amortiguador Tris-HCI (10 mM, pH 8.,5) y 0,1 ml de
H,0, al 88%; la reaccién se inici6 al adicionar 0,1 ml
del sobrenadante. Por ultimo, se observd el cambio
en absorbancia a 240 nm, tomando lecturas a los 15y
180 s. La actividad enzimatica se reporté como unidad
de actividad enzimdtica/mg de proteina (U/mg/prot),
donde una U es igual a la descomposicién de 1 umol/
min de H,O,.

Superoéxido dismutasa (EC. 1.15.1.1; SOD). La
extraccion de esta enzima se realizé de 0,05 g de PAc,
al cual, se le adicionaron 5 ml de Buffer (0,1 M, pH
7.8) y se homogeneizaron por 20 s; luego la mezcla se
centrifugd a 12 000 g por 30 min a 4 °C y se reservo el
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sobrenadante. Para el ensayo enzimadtico se empleé la
metodologia propuesta por Beyer y Fridovich (1987),
en la cual se mezclaron 27 ml de Buffer fosfatos (0,05
M, pH 7.8), que contenia 27 ml de Buffer (0,1 mM,
pH 7.8 + 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 de
reaccion se adicionaron 0,5 ml del sobrenadante y 0,03
ml de riboflavina (4,4 mg/100 ml); la mezcla se agitd
e ilumind por siete minutos con luz fluorescente, y
posteriormente las lecturas se hicieron en absorbancia
a 560 nm. La actividad enzimdtica se reportd6 como
unidad de actividad enzimdtica/mg de proteina (U/mg/
prot), donde una U de SOD es igual a la cantidad de
sobrenadante que foto-inhibe el 50 % de la formacién
de Nitro Blue Tetrazolium formazan (Giannopolities y
Ries, 1977).

El incremento en absorbancia debido a la
formacién de Nitro Blue Tetrazolium formazan por
unidad de tiempo equivale a la velocidad de reaccion,
y la absorbancia en ausencia o en presencia de
varias cantidades de SOD se utilizé para determinar
el nimero de unidades/ml de SOD en la solucién
(Stauffer, 1989).

Peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POD). La POD se
extrajo de 0,05 g de PAc que se homogeneizaron por
10 s, con 5 ml de Tris-HCl (0,1 M, pH 7,1) con 1%
de PVP, la mezcla se centrifugd a 12 000 g por 40
min a 4 °C, se conservé el sobrenadante. Se aplicé el
método de Flurkey y Jen (1978), se mezclaron 2,45
ml de amortiguador Tris-HCI (0,1 M, pH 7,1), 0,25 ml
de guayacol (0,1 M), 0,1 ml de H,0, al 0,25% y 0,2
ml del sobrenadante. En esta mezcla de ensayo con
un volumen total de 3 ml, se determind el cambio de
absorbancia a 470 nm y las lecturas se realizaron a los
30 y 120 s. La actividad enzimadtica se reporté como
unidad de actividad enzimdtica/mg de proteina (U/mg/
prot), donde una U es igual a la formacién de 1 pmol
de tetraguayacol/min.

Polifenoloxidasa (EC. 1.14.18.1; PFO). Esta
enzima se extrajo con el procedimiento utilizado en
la extraccién de la POD. La actividad enzimatica de
la PFO se evalu6 mediante el método propuesto por
Laminkanra (1995) en el cual se emplearon 3 ml de
catecol (60 mM) disuelto en Buffer Tris-HCI (0,1 M,
pH 7,1) y 0,2 ml del sobrenadante, con esta mezcla se
evalud el cambio de absorbancia a 420 nm, tomando
las lecturas a los 10 y 60 s. La actividad enzimdtica
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se reporté como unidad de actividad enzimdtica/mg
de proteina (U/mg/prot), donde una U es igual a la
formacién de 1 umol de o-benzoquinona/min.

La proteina se determind por el método de
Bradford (1976), para lo cual, se homogeneizaron
por 10 s, 0,05 g de PAc con 5 ml de Tris-HCI (0,1 M,
pH 7,1) el cual tenfa 1% de PVP. Esta se centrifugd
a 12 000 g por 40 min a 4 °C. Se tomaron 0,2 ml del
sobrenadante y se le adicionaron 5 ml de solucién
Coomassie Blue, se agit6 y después de 12 min se
registré la absorbancia a 595 nm. La cuantificacion se
hizo mediante una curva de calibracion con albimina
de bovino.

Todas las homogeneizaciones se hicieron en bafio
de hielo, mediante un homogeneizador de tejidos
(IKA-T25) a 12 000 g, mientras que las lecturas de las
muestras se realizaron utilizando un espectrofotémetro
(Genesis-10UV). Todos los ensayos se realizaron a
temperatura ambiente del laboratorio (24+2 °C).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos de cada
variable por dia de evaluacién se sometieron a un
ANDEVA vy prueba de medias de Tukey (p=0,05) con
el paquete de andlisis estadistico SAS® (Statistical
Analysis System, ver. 9.0) (SAS, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles totales. De cuatro a diez dias de
almacenamiento (DDA) el contenido fendlico se
incrementd en los tratamientos de refrigeracién y no
presentaron diferencias estadisticas entre ellos, pero
fueron diferentes al de 20 °C (p<0,05), el cual presentd
los valores mds altos después de 4 DDA y durante
el almacenamiento. Segin Kevers et al. (2007), el
contenido de compuestos fendlicos es constante en el
almacenamiento, sin embargo en casos como ciruela
(Prunus domestica), tomate (Solanum lycopersicum),
brécoli (Brassica oleracea italica) o uva negra (lisan)
(Vitis vinifera) se ha presentado un breve aumento
de los compuestos fendlicos durante unos pocos
dias. También en raices de jicama en condiciones de
frio se ha reportado el incremento en el contenido
de fenoles totales (FET) (Cantwell et al., 2002);
asimismo, en fresas (Fragaria vesca) almacenadas
a5 °Cy 10 °C, se observd un incremento continuo
en el contenido FET, mientras que a 0 °C los valores
fueron constantes, esto sugiere que la temperatura y
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tiempo de almacenamiento tuvieron un efecto sobre
los compuestos fendlicos (Ayala et al., 2004).

A 12 DDA, el contenido de FET disminuy6 en
los tratamientos de refrigeracién, opuesto al testigo
que presentd el mayor valor (4,9 mg/kg/PFr); y hubo
diferencia estadistica significativa (p<0,05) entre los
tratamientos. Al respecto, Kalt (2005) comenta que
los niveles de antioxidantes fendlicos parecen ser
mds sensibles a las condiciones ambientales pre y
poscosecha; aunque el contenido de ciertos compuestos
fendlicos puede aumentar durante las condiciones
adecuadas de almacenamiento. Ademds entre algunos
cultivares de albahaca se ha reportado diferencias en
las concentraciones de FET, como en el caso de ‘Spice
Blue’ y ‘Gecofure’ los cuales presentaron niveles
mds altos de FET, que ‘Limén Sweet Dani’ y ‘Nufar’
(Kwee y Niemeyer, 2011).

Después de los 14 DDA el testigo se elimind por la
presencia de pudriciones y marchitez de las muestras,
mientras que en los tratamientos de refrigeracion a los
16 y 18 DDA, nuevamente se incremento el contenido
de FET y el tratamiento de 10 °C present6 los valores
mds altos, siendo estadisticamente diferente (p<0,05)
al de 5 °C. Lo anterior, probablemente se debi6é a
que en el almacenamiento prolongado los fenoles
presentan un estado de oxidacién intermedio con
mayor actividad captadora de radicales, promoviendo
o mejorando la oxidacion enzimdtica (Kaur y Kapoor,
2001). Por lo cual, la preservacion del contenido
fenolico tiene un gran impacto en la calidad debido a
la contribucidn de los fenoles no s6lo en las reacciones
de pardeamiento enzimdtico, sino también sobre el
valor nutricional del producto (Kevers et al., 2007).

Capacidad antioxidante. Se incrementé
la capacidad antioxidante de los 2 a 8 DDA en
los tratamientos de 5 y 10 °C quienes fueron
estadisticamente diferentes (p<0,05) al de 20 °C,
este dltimo con los valores mds altos durante todo el
almacenamiento (Figura 1). Se ha reportado que la
capacidad antioxidante (CAP) y el contenido de FET
aumentan cuando la temperatura de almacenamiento
es elevada, en este contexto, fresas almacenadas
a temperatura de 10 °C presentaron la mds alta
actividad antioxidante, que las almacenadas a
temperaturas mds bajas (0 o 5 °C) (Ayala et al., 2004;
Jin et al., 2011). También, en algunos productos como
pimiento amarillo (Capsicum annuum), esparragos
(Asparagus officinalis) y ciruela (Prunus domestica)
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se ha reportado un aumento de la CAP cuando se
almacenan a temperatura ambiente o en refrigeracion;
sin embargo, en otros como albaricoque (Prunus
armeniaca), espinacas (Spinacia oleracea), platano
(Musa paradisiaca), brécoli (Brassica oleracea
italica) y puerros (Allium ampeloprasum), disminuyd
durante el almacenamiento (Kevers et al., 2007).

A los 8 y 10 DDA el tratamiento de 5 °C fue
estadisticamente diferente a los otros de 10 y 20 °C,
quienes presentaron los mayores valores (79,9 mg
VCEAC/g/PFr), y a los 12 DDA hubo diferencia
estadistica (p<0,05) entre los tres tratamientos, siendo
el de 20 °C el de mayor CAP (874 mg VCEAC/g/
PFr). Diversos factores tienen un efecto directo sobre
la presencia de antioxidantes individuales, tales como
el cultivar, temporada de cosecha, factores genéticos
o ambientales (Oboh, 2004), sistemas culturales,
temperaturas de almacenamiento (Jin et al., 2011), y
la madurez (Ahmed y Hussain, 2009; Ghasemnezhad
et al., 2011). Para el caso de O. basilicum, el ciclo
de cultivo afectd la CAP de sus aceites esenciales,
puesto que estos, obtenidos a partir de cultivos de
primavera e invierno mostraron una mayor actividad
antioxidante que las cosechadas durante el otofio y
verano (Hussain et al., 2008). Ademads se considera
que cada hierba generalmente contiene diferentes
compuestos fendlicos, y cada uno de estos posee
diferentes cantidades de actividad antioxidante (Garcia
et al., 2004; Javanmardi et al., 2003).

De los 10 a 18 DDA hubo una disminucion
de la CAP en los tratamientos de refrigeracion,
siendo estadisticamente diferentes (p<0,05) entre
ellos hasta los 14 DDA. Algunos autores mencionan
que la alta actividad antioxidante depende de su
contenido fendlico total (Ahmed y Hussain, 2009);
encontrando correlacién directa entre los valores de
fenoles y los de VCEAC (Kuskoski et al., 2005).
No obstante, estas inferencias deben interpretarse
con cautela, ya que se han obtenido usando el
método de Folin-Ciocalteu, el cual es ampliamente
aceptado, aunque no es muy especifico, ya que, los
compuestos fendlicos y otros compuestos reductores
son cuantificados simultdneamente (Santos y Scalbert,
2000). Esto sugiere que la actividad antioxidante
no estd limitada a los compuestos fendlicos y
puede provenir de la presencia de otros metabolitos
secundarios antioxidantes, tales como aceites volatiles,
carotenoides, vitaminas (Javanmardi et al., 2003); o
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flavonoides en albahacas verdes y antocianinas en
albahacas moradas (Juliani y Simon, 2002).

La capacidad de albahaca como antioxidante
natural se ha atribuido a la alta prevalencia de
compuestos fendlicos, siendo el dcido rosmarinico,
el principal componente activo que se encuentra en
O. basilicum, y se ha comprobado que tiene valor
medicinal y su actividad antioxidante es superior a
la vitamina E (R-tocoferol) (Jayasinghe et al., 2003).
En O. sanctum sus constituyentes interrumpen la
cadena de los radicales libres de oxidaciéon mediante
la donacién de hidrégeno del grupo hidroxilo del
fenol, formando de este modo radicales libres estables,
evitando asf el posterior pardeamiento (Tabassum et
al., 2009). Dada la relativa actividad antioxidante de
albahaca, se sugiere que esta puede constituir una
fuente de compuestos fendlicos antioxidantes en la
dieta (Juliani y Simon, 2002).

Catalasa. En lo que respecta a la actividad de
catalasa (CAT), a los 4 y 8 DDA, los tres tratamientos
fueron estadisticamente diferentes (p<0,05), siendo
el tratamiento de 5 °C que present6 la mayor
actividad (14,3 y 11,1 U/mg/prot, respectivamente)
en estos dias y durante el almacenamiento (Figura
2); este incremento de CAT en el tratamiento de 5 °C
probablemente se debi6 a que dicha enzima participa
en el mecanismo de defensa contra el estrés por frio
(Sala y Lafuente, 2000).
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Alos 6, 10 y 12 DDA hubo diferencia (p<0,05)
entre los tratamientos de refrigeracion con respecto al
de 20 °C, el cual obtuvo los menores valores durante
el almacenamiento. Inicialmente en los tratamientos de
refrigeracion se presentd un incremento en la actividad
hasta los 4 DDA, con una posterior disminucién hasta
los 16 DDA; esto concuerda con Trujillo et al. (2006)
quienes observaron en flores de ‘Duela’ (Gerbera
jamesonii), un incremento en la actividad de CAT
durante los primeros diez dias, para posteriormente
disminuir hasta el dia 30. Por su parte, Sala y Lafuente
(2000) determinaron en mandarina (Citrus nobilis)
almacenada a 2 °C, una disminucion de CAT de 8,1 a 6,5
U/mg/prot, después de dos semanas de almacenamiento.

Alos 14 DDA hubo diferencia estadistica (p<0,05)
entre los tratamientos de 5 y 10 °C, los cuales
disminuyeron a los 16 DDA e incrementaron a los 18
DDA, este incremento en plantas senescentes, sugiere
que la produccién en forma natural de altos niveles de
radicales libres en tejido senescente, promueve una
respuesta antioxidante, incrementando la actividad de
CAT (Liang et al., 2003).

Superoxido dismutasa. El estrés ambiental puede
inducir una mayor produccién de superdxidos dentro
de los tejidos de la planta; y para la desintoxicacion de
las especies reactivas de oxigeno, la planta depende de
la enzima superdxido dismutasa (SOD) (Kliebenstein
et al., 1998).

Agron. Mesoam. 25(2):255-265. 2014



LOPEZ et al.: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ENZIMATICA DE ALBAHACA EN REFRIGERACION

261

=0=5°C
=0=10°C

(A)

—0=20 °C
s 12 N ]
o a
£10 - .
g a
S 8-
6 .
4 T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dias de almacenamiento
Figura 2.

3,0 1 (B)
©25 -
&
(o2}
£
520 -
=0=10°C
1.5 a0 C

10 12 14
Dias de almacenamiento

16 18

Actividad enzimadtica de catalasa (A) y superoxido dismutasa (B) en albahaca ‘Nufar’ almacenada durante dieciocho

dias a 5, 10 y 20 °C. Texcoco, Estado de México, México. 2012.
Medias con igual letra entre los tratamientos de refrigeracion en cada dia de almacenamiento no son estadisticamente

diferentes de acuerdo con Tukey (p=<0.05).

En este trabajo dicha enzima presenté la mayor
actividad a los 2 y 4 DDA en los tratamientos de 5y 10
°C (29 y 2.4 U/mg/prot, respectivamente) (Figura 2),
siendo estadisticamente diferentes (p<0,05) entre si y
con el de 20 °C (2,0 U/mg/prot); de manera semejante,
se ha reportado la actividad mds alta de la enzima SOD
en hojas maduras de nuez vémica (Strychnos nux-
vomica) (5,3 U/mg/prot) (Vijayakumar et al., 2009).
Posteriormente, esta actividad disminuyd hasta los
6 DDA y a partir de los 8 DDA se increment6 hasta
el final del almacenamiento, en donde el tratamiento
de 5 °C presentd los valores mds altos de actividad
y Unicamente en 16 y 18 DDA fue estadisticamente
diferente (p<0,05) al de 10 °C. Los resultados
concuerdan con un estudio celular en guisantes (Pisum
sativum) donde la actividad de SOD disminuy6 con el
tiempo, y en la etapa de senescencia la actividad de la
SOD mostré un aumento considerable (Palma et al.,
2006).

A 10 DDA, los tratamientos de refrigeracién
fueron estadisticamente diferentes (p<0,05) al de 20
°C, que present un incremento en la actividad (2,7
U/mg/prot), igualmente se reportd en extractos de O.
sanctum un aumento en el nivel de la SOD impidiendo
el incremento de los niveles de peroxidacion lipidica,
lo que atentia la formacién excesiva de especies
reactivas de oxigeno (Arivulchelvan et al., 2012).
Diversos autores han observado un aumento en la
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actividad de SOD durante la senescencia; en pera
(Pyrus communis) almacenada a 5 °C a los 28 dias
de almacenamiento (Ding et al., 2009); en pimiento
morrén (Capsicum annuum) almacenado a 5 °C a los
21 dias (Cuadra y Del Amor, 2010); y en manzana
(Malus domestica) almacenada a 0 °C, lo cual sugiere
un papel de protecciéon en la senescencia contra
radicales libres (Du y Bramlage, 1994).

Peroxidasa. Esta enzima se encuentra en la
mayoria de los tejidos de la planta y tiene varias
funciones relacionadas con la maduracion de la fruta,
incluyendo la sintesis de la pared celular, los cambios
en la plasticidad de la pared celular y lignificacién
(Zolfaghari et al., 2010). En los primeros dias se
observo una ligera disminucién en la actividad de la
peroxidasa (POD), la cual aumenté posteriormente
(Figura 3), esto concuerda con lo observado en
flores de gerbera (Gerbera jamesonii) ‘Richard’ y
‘Synphonie’, en donde detectaron una disminucién
en la actividad de POD durante los primeros seis
dias y posteriormente un incremento de esta enzima
(Amariutei et al., 1986).

A 2,4,8y 12 DDA, hubo diferencia estadistica
(p<0,05) entre los tratamientos de refrigeracién con
respecto al testigo, quien presentd los mayores valores
en la actividad de POD, excepto a los 2 DDA.
También en frutos de zapote mamey (Pouteria sapota)
almacenados a 20 °C se observé que la actividad
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de POD aumenté durante la maduracion (Pérez et
al., 1999; Alia et al., 2005). A 6 y 10 DDA, los
tres tratamientos fueron estadisticamente diferentes
(p<0,05) entre si, siendo el de 20 °C quien a los 10
DDA present6 la mayor actividad (68,3 U/mg/prot),
de manera semejante la actividad de POD en flores de
gerbera (Gerbera jamesonii) presentdé una tendencia
a incrementar su actividad durante los primeros diez
dias (Trujillo et al., 2006).

A partir de 12 DDA se observé una disminucién en
la actividad, y a 16 DDA, aument6 en los tratamientos
de refrigeracion y fueron estadisticamente diferentes
(p<0,05), siendo el tratamiento de 5 °C quien
presentd los mayores valores (45,0 y 74,9 U/mg/prot).
Este patrén observado en la actividad de la POD,
concuerda con los resultados en cultivares de kiwi
(Actinidia deliciosa) almacenados en frio a 1 °C, en
donde la actividad de la POD aument?6 inicialmente y
luego disminuy6 en la semana 18 de almacenamiento
(Zolfaghari et al., 2010).

Polifenoloxidasa. Esta enzima se encuentra
ampliamente distribuida en las hojas de las plantas
y sus cambios durante la maduracién, probablemente
se relacionan con la proteccidon de la planta contra
el estrés bidtico y abidtico (Ortega et al., 2010). En
relacién a la actividad de la polifenoloxidasa (PFO),
a 2y 10 DDA en los tratamientos de refrigeracion
se observd diferencia estadistica (p<0,05) a una
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temperatura de 20 °C, la cual reporta los valores mas
altos de actividad (18,6 y 41,7 U/mg/prot). Resultados
similares se encontraron en las hojas y durante la
maduracién del olivo (Olea europaea), puesto que se
observo un incremento significativo y exponencial de
la actividad de PFO (Ortega et al., 2010); asimismo
en frutos de melocoton (Prunus pérsica) almacenado
a 10 °C también se encontré un aumento gradual en el
almacenamiento (Ding et al., 2009).

A los 4 y 6 DDA, hubo diferencia estadistica
significativa (p<0,05) entre los tres tratamientos,
siendo el de 5 °C, el que presentd los menores valores
en estos dias (10,9 y 10,4 U/mg/prot); probablemente
debido a que la enzima fue estable a temperaturas
mds bajas (Kavrayan y Aydemir, 2001). De igual
forma en frutos de berenjena (Solanum melongena)
almacenados a temperatura ambiente, la actividad
de PFO aumentd durante el almacenamiento, por el
contrario en fruta a 10 °C, la actividad disminuyd
durante el almacenamiento (Mishra et al., 2013).
A los 8 y 12 DDA, el tratamiento de 20 °C fue
estadisticamente igual con el de 10 °C, pero diferente
con el de 5 °C (p<0,05), que presentd los menores
valores de actividad en dichos dias (16,6 y 18,0 U/mg/
prot). Después de 12 DDA, la actividad disminuyé en
los tratamientos de refrigeracion; similar a lo reportado
en un estudio de ocho variedades de albahaca donde
se mostraron muy bajos niveles de PFO después de
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un almacenamiento de dos meses de refrigeracion
(Venere et al., 2002).

El contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante, asi como la actividad enzimatica
de peroxidasa y polifenol oxidasa fue afectado
negativamente por el frio durante el almacenamiento
a 5 °C. Asimismo, a dicha temperatura se incrementd
la actividad de catalasa y superéxido dismutasa,
aunque fue en decremento en los dieciocho dias
de almacenamiento. Por lo tanto, se sugiere el
almacenamiento a 10 °C para disminuir la activacién
de los sistemas enzimadticos oxidativos.
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