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RESUMEN

Papas de las variedades Parda pastusa, Pastusa Suprema e ICA Unica fueron
peladas, empacadas y almacenadas por 20 dias a 4°C, con el objetivo de evaluar
la actividad de la enzima polifenoloxidasa (PFO), y poder conocer el potencial
pardeamiento de cada variedad, el pH 6ptimo sobre el cual actia la PFO en cada
variedad, ademas de relacionarla con los cambios de color que se producen
durante el almacenamiento. Un total de 100 kg de papa fueron desinfectadas,
peladas, empacadas (250 g) en polietileno de alta densidad, y almacenadas. La
actividad de la enzima PFO en los extractos se evalu6 a 410 nm durante los dias
0, 8, 15y 20 de almacenamiento. El pH 6ptimo para cada variedad fue evaluado
entre el rango 2,5-7,5. Asimismo, se determind el color de la superficie con un
espectrofotocolorimetro X-RITE empleadndose el espacio de color CIEL*a*b*. La
papa Parda pastusa es la variedad con un actividad de la PFO mayor que las
variedades Pastusa Suprema e ICA Unica, la cual se ve influenciada por el
tiempo de almacenamiento siendo el dia 15 en el que se obtiene, su maximo
potencial al pardeamiento, el cual esta directamente relacionado con la pérdida
de la luminosidad y mayor presencia de tonos rojos en el color de la superficie.
Las variedades Pastusa Suprema e ICA Unica presentan su maxima actividad a
pH 6,5, mientras que el pH 6ptimo para la Parda pastusa fue de 7,0.
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ABSTRACT

Potatoes of the variety Parda Pastusa, Pastusa Suprema and ICA Unica were
peeled, packaged and stored for 20 days at 4°C, in order to evaluate the activity of
the polyphenol oxidase enzyme (PPO) and to know the enzymatic discoloration of
each variety, the optimum pH on which the PPO acts on each variety, in addition
to relate it to the color changes which occur during storage. A total of 100 kg of
potatoes were disinfected, peeled, packed (2509) in high density polyethylene and
stored. The enzyme activity of PPO in the extracts was evaluated at 410 nm
during the days 0, 8, 15 and 20 of storage. The optimum pH for each variety was
evaluated within the range 2,5 - 7,5. Also, the color of the surface was determined
with an X -RITE spectrophotocolorimeter employing the color space CIEL* a* b*.
The Parda Pastusa potato is the variety with a PPO activity higher than Pastusa
Suprema and ICA Unica varieties, which is influenced by the storage time, being
the 15th day in which it is obtained their highest potential of browning, which is
directly related to the loss of brightness and higher presence of red tones in the
color of the surface.Pastusa Suprema and ICA Unica varieties present their
highest activity occur at a pH 6.5, while the optimum pH for the Parda Pastusa

was 7.0.
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INTRODUCCION

La polifenoloxidasa (PFO), es enzima que
cataliza la hidroxilacibn de monofenoles a
odifenoles (actividad cresolasa EC 1.14.18.1) y
la oxidaciébn de o-difenoles a o0-quinonas
(actividad catecolasa EC 1.10.3.1). La
formacion de o-quinonas es una reaccién
reversible en presencia de agentes reductores,
mientras que la polimerizacion posterior es
irreversible (Labuza et al., 1992; McEvily et al.,
1992, Vamos-Vigyazo, 1981). Esta
polimerizacién ocurre a partir de reacciones
guimicas no enzimaticas muy complejas que
suceden con posterioridad a la oxidacién de
las o-quinonas producidas en el pardeamiento
enzimatico, dando lugar, en la papa, a la
formacion de pigmentos pardos o negros, asi
como a modificaciones desfavorables del color.

Entre los factores mas incidentes en la
actividad de la enzima se citan la especie, la
variedad, la naturaleza y la cantidad de los
sustratos fendlicos, el pH, la temperatura, la
6
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disponibilidad del oxigeno (Mayer, 1987;
Vamos-Vigyazé, 1981).y la compartimentacion
de las enzimas y de los sustratos.

En el caso particular de papa, estudios
realizados demuestran que variedades
Espafiolas como la Monalisa presenta una
mayor actividad la enzima PFO comparada
con la variedad Agata (Bobo et al., 2009). Vitti
et al., (2011), identificaron que la actividad de
la enzima PFO difiere con respecto a la
variedad de papa, en donde Monalisa, es mas
activa que en las variedades Agata y Asterix.

La variedad Atlantic presenta una menor
actividad de la enzima polifenoloxidasa que la
variedad Russet Burbank (Sapers et al., 1989).
Cantos et al., (2002) y Cabezas et al., (2009),
evaluaron la influencia de la variedad con el
desarrollo del pardeamiento enzimatico, en
donde emplearon 5 variedades, Marabel
Agata, Vivaldi, Almera y Agria encontrando que
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ésta Ultima es la menos susceptible al
pardeamiento. Por otra parte, el pH es otro
factor determinante en la actividad de la
enzima PFO en donde, la relacion entre pH y
la actividad de la enzima depende del
comportamiento acido-base de la enzima y del
sustrato (Badui, 2000). Se ha publicado
frecuentemente que el pH O6ptimo para la
actuacion de la enzima comprende valores
entre 5.0 y 7.0 (Kader et al., 1997, Ashie et al.,
1996). En papa, Lin et al., (2010); Eidhin et al.,
(2010); Duangmal and Owusu (1999); Kwon
and Kim, (1996); Lourenco et al., (1992);
Fatibello-Filho et al., (1977) establecen valores
Optimos de pH entre 6.0-7.5, para la maxima
actividad de la PFO.

El interés comercial en la prevencién de
pardeamiento causado por la enzima PFO ha
originado la evaluacion de la actividad de la
enzima para diferentes variedades de papa,
sin embargo, no existen estudios previos a

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Un total de 100 kg de papa (Solanum
tuberosum L.) correspondientes a 40 kg de la
variedad Parda Pastusa, 30 kg de la variedad
Pastusa Suprema ambas provenientes del
municipio de Pamplona; y 30 kg de la cv. ICA
Unica, proveniente de los municipios de
Mutiscua y Cacota en el Departamento Norte
de Santander, Colombia.

Extraccion de la PFO

La metodologia adoptada para la obtencion del
extracto fue la desarrollada por Duangmal et
al.,, (1999), Ni Eidhin et al.,, (2010), con
modificaciones.

10 gramos de papa pelada, laminada fueron
homogeneizados, por un tiempo de 2 minutos,
en 10 ml de buffer fosfato pH 6.5 que contenia
3% de polivinilpirrolidona, tras el cual, fue
filtrado empleandose 4 capas de gasa.

este trabajo, en la evaluacion de la actividad
de la enzima PFO en variedades de papa
cultivadas en Colombia, que brinden
informacion sobre la influencia de la variedad y
del pH éptimo sobre el cual actia la PFO en
cada variedad.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion
es evaluar la actividad de la enzima
polifenoloxidasa (PFO) en funcién del tiempo
de almacenamiento, en las variedades Parda
pastusa, Pastusa Suprema e ICA Unica, que
representan el 67,1% del area total sembrada
en Colombia (Consejo Nacional de la papa
CNP, 2010), y poder conocer el potencial
pardeamiento de cada variedad, el pH 6ptimo
sobre el cual actlia la PFO en cada variedad,
su comportamiento post-corte, ademas de
relacionarla con los cambios de color que se
producen durante el almacenamiento.

La solucién filtrada fue centrifugada a 14000
rom durante un tiempo de 30 minutos
obteniéndose un sobrenadante denominado
extracto enzimatico no purificado. Todas las
condiciones de extraccion se realizaron
verificAndose que la temperatura no fuera
superior a 4°C.

Determinacién del pH éptimo

Se evaluaron 11 sistemas de buffer (2,5-7,5)
con el fin de establecer el pH 6ptimo en la
actividad PFO, empledndose la metodologia
de Ni Eidhin et al., 2010; Oktay et al., 1995;
Zhou et al., 1993 con modificaciones. El efecto
del pH en la actividad fue evaluado por adicién
de 0,4 ml de extracto crudo enzimatico (papa
Pastusa, Pastusa Suprema e ICA Unica) en
0,8ml de sustrato (pirocatecol 50 mM en 0,2 M
buffer fosfato sodio pH 6,5) y 1 ml de buffer
fosfato-citrico al 0,1 M — buffer fosfato desodio



0,2M para los buffer pH 2,5 a 5,5 6 buffer
fosfato de sodio al 0,2 M para los pH 6,0 a 7,5.

La evaluacibn se realizd6 por duplicado
analizando dos réplicas. Los datos fueron
reportados en unidades de absorbancia en
funcion del tiempo de reaccion a temperatura
de 30°C.

La determinacion del pH 6ptimo se establecio
representado la velocidad de reaccion en
unidad de tiempo, tomando la maxima
absorbancia obtenida para cada pH, dividiendo
este valor por el tiempo en el cual se registra el
primer tramo lineal de la curva de reaccion en
la mezcla enzima-sustrato, para cada pH.

Determinacién de la actividad PFO

La mezcla de reaccion contenia 1 ml de buffer
fosfato 0,2 M pH 6,5 y 0,8 ml de sustrato
(pirocatecol 50 mM en 0,2 M de buffer fosfato
pH 6,5), previamente atemperados a 30°C +
1y 0,4 ml de soluciébn extracto crudo
enzimatico. La medicibn se realizo,
empleandose una celda de cuarzo de 1 cm de
recorrido Optico y un espectrofotbmetro UV-
2401PC Shimadzu acoplado a un software UV-
probe.

La actividad de la polifenoloxidasa (PFO) se
determindé mediante la medicion de la
absorbancia a una longitud de onda de 410
nm. El cambio en la absorbancia se registro
cada 5 segundos durante 1 minuto y la
actividad enzimética se midi6 a partir de la
primera porcion lineal de la curva,
calculandose las unidades enzimaticas por
mililitro (Ni Eidhin et al., 2010; Wong et al.,
1971). Una unidad de actividad de la PFO fue
definida como el cambio en la absorbancia en
0,001 por mililitro de enzima.

Efecto de la actividad de la PFO y del
tiempo de almacenamiento en el color de la
papa minimamente procesada

Papas seleccionadas de acuerdo a su calidad
externa, fueron lavadas, desinfectadas en
solucién de hipoclorito de sodio (NaClO)
8

300ppm/5min, (Gunes et al., 1997, Trujillo et
al., 2004; Truijillo et al., 2005), tras el cual, se
realiz6 un segundo lavado con agua potable.

Posteriormente, se llevd a cabo el pelado
manual, empleando peladores con filo agudo.
A medida que eran peladas las papas, se
sumergian en un recipiente conteniendo agua
desionizada. Seguidamente fueron escurridas,
empacadas en bolsas de polietileno de alta
densidad con un peso aproximado de 250 + 1g
y selladas. En el empacado se realizd un vacio
del 20% bajo una atmoésfera pasiva en una
empacadora HENCOVAC 1500. Las muestras
una vez empacadas, fueron almacenadas en
una camara refrigerada a 4 + 1°C con una
humedad relativa del 70-75%, y analizadas
durante los dias 0, 8, 15 y 20 de
almacenamiento (Sapers et al., 1993, Truijillo et
al., 2003).

De cada tratamiento fueron preparadas dos
réplicas para cada dia de andlisis,
evaluandose el color, la actividad de la enzima
PFO durante el almacenamiento refrigerado. El
color se midi6 a partir de un espectrofotbmetro
de esfera X-RITE, un espacio de color
CIEL*a*b*, iluminante D65, observador 10°. Se
realizaron dos repeticiones y dos réplicas,
tomadas sobre la superficie externa de la papa
(Limbo et al., 2006; Cabezas-Serrano et al.,
2009; Lante et al., 2010).

La actividad de la enzima PFO se llevé a cabo
segun la metodologia expuesta, salvo que en
este caso, se obtuvo la extraccién de la PFO
empleandose el pH 6ptimo para cada variedad.

Andlisis estadistico

Se emplearon los métodos andlisis de la
varianza y el test de Fisher con un nivel de
significacion de 0,05. Las variables de
respuesta que se estudiaron fueron unidades
Opticas, unidades enzimaticas por ml (UE/ml),
con el fin de establecer si la variable de estudio
(pH) influyen significativamente en la actividad
de la enzima PFO.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del pH o6ptimo de la
actividad de la enzima polifenoloxidasa
(PFO) para las variedades de papa Parda
pastusa, Pastusa Suprema e ICA Unica

El cambio de la absorbancia obtenido en la
mezcla de reaccién enzima-sustrato (figura 1),
muestra que la enzima PFO en la papa Parda
pastusa presenta el maximo desempefio en el
rango de pH de 6,5-7,5 desarrollando
velocidades de 0,0396; 0,1554 y 0,0540,
siendo el pH 7,0 el que (genera
significativamente (p-valor=0,000) la mayor
actividad catalitica de la polifenoloxidasa.

1.2

Absorbancia a 410nm

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (segundos)
——pH 2.5 pH 3.0 pH 3.5 pH 4.0 pH45 pH 5.0
——pH55 —=—pH60 ——pHE5 ——pH7O ——pH7S5

Figura 1. Variacion en la actividad de la enzima PFO en
papa cv. Parda Pastusa, en unidades de absorbancia, a
diferentes pH en funcién del tiempo

n= 4 (duplicado analizado por dos réplicas)

En la papa variedad Pastusa Suprema (figura
2), se presenta que el rango de pH en el que la
enzima PFO es mas activa se encuentra entre
6,0-7,5 siendo el de 6,5, donde se muestra la
maxima absorcion significativamente mayor
con respecto al pH 6,0 (p-valor=0,007), al pH
7,0 (p-valor=0,004) y al pH 7,5 (p-valor=0,001).
La velocidad de reaccion, corroboran estos
resultados en donde la maxima velocidad
0,0433 UO/seq, se presenta a pH 6,5, seguido
por el pH 7,0 con una velocidad de 0,041
UO/seg y del pH 6,0 (0,0374U0QO/seg) v 7,5
(0,0305/U0/seq).

Absorbancia 410 nm

140

Tiempo (segundos)

——pH 25 ——pH 3,0 pH3.5 pH 4,0 pH4.5 pH 5.0
—+—pH55 —=—pH 6.0 ——pH 6,5 ——pH 7.0 ——pH75

Figura 2. Variacion de la absorbancia para la mezcla de
reaccion sustrato-extracto crudo enzimatico (papa
Suprema) a diferentes pH en funcién del tiempo

n= 4 (duplicado analizado por dos réplicas)

En la figura 3, se representan los valores de
absorbancia obtenidos en la valoracion del
efecto del pH en la actividad de la enzima
polifenoloxidasa en papa variedad ICA Unica.

Lo 2 o
ES ) ™

Absorbancia 410nm

]
Y

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (segundos)
pH 2,5 pH 3,0 pH 3.5 pH 4,0 pH4.5 pH 5,0
——pH 5,5 —e—pH 6,0 pH 6,5 ~—pH 7,0 —pH 7.5

Figura 3. Variacion en la actividad de la enzima PFO en
papa cv. ICA Unica, en unidades de absorbancia, a
diferentes pH en funcién del tiempo

n= 4 (duplicado analizado por dos réplicas)

De acuerdo a la absortividad se tienen 4
grupos que experimentan capacidades
cataliticas diferentes. El grupo de pH 2,5-5,0
muestra una actividad solo hasta los primeros
10 segundos, tras el cual la capacidad
disminuye conforme transcurre el tiempo de
reaccion de la enzima PFO. En este rango de
pH no existen diferencias estadisticamente
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significativas en la capacidad de la enzima
entre el emplear pH de 2,5 con respecto a pH
3,0 (p-valor=0,561), a pH 3,5 (p-valor= 0,592),
a pH 4,0 (p-valor= 0,530), a pH 4,5 (p-valor=
0,406) y a pH 5,0 (p-valor= 0,277). Las
velocidades de reaccion para estos pH oscilan
entre el rango de 0,0025-0,0084.

El pH 5,5 conforma un segundo grupo el cual
evidencia un comportamiento lineal vy
significativamente diferente (p-valor= 0,000),
de todos los pH, en donde, la enzima PFO
realiza un desempefio intermedio en relacién a
los demas pH evaluados, con una velocidad de
reaccion de 0,0087 UO/seg. El tercer grupo lo
forman los pH 6,0; 7,0 y 7,5 condiciones que
permiten velocidades de reaccion de 0,0225;
0,0333 y 0,0252, UO/seg., respectivamente,
gue no difieren significativamente (pH 6,0-pH
7,0: p-valor= 0,0617 y pH 6,0-pH7,5: p-valor=
0,676). El dltimo grupo representado por el pH
6,5 es el pH 6ptimo, dentro de los ensayados,
para la actividad de la enzima PFO en papa
variedad ICA Unica, presentando una mayor
capacidad catalitica dela enzima PFO en los
primeros 10 segundos, alcanzando una
velocidad de reaccion de 0,0362 UO/seq.

Efecto de la actividad de la PFO y del
tiempo de almacenamiento en el color de la
papa minimamente procesada

En la figura 4, se expone la actividad de la
enzima polifenoloxidasa en el tiempo de
almacenamiento  refrigerado de  papas
minimamente procesadas, reportdndose que la
variedad Parda pastusa es mas susceptible a
la actividad de la enzima que las otras dos
variedades estudiadas, tanto en estado fresco
(dia 0), como durante el almacenamiento a
4°C. Para el octavo dia de almacenamiento se
presenta una disminucion de la actividad de la
enzima, en las tres variedades, por lo que la
temperatura de 4°C debié afectar la actividad
de la PFO.

10
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Figura 4. Actividad de la enzima PFO en papa
minimamente procesada en funcién del tiempo. Valores
determinados utilizando catecol 50 mM al pH 6ptimo de la
enzima (Pastusa 7,0; Pastusa Suprema e ICA Unica 6,5)

Otra causa puede ser debida a la reduccién del
oxigeno disponible dentro del empaque, ya
gue las papas fueron selladas realizando un
vacio del 20%, y por el consumo pasivo del
oxigeno por el proceso metabdlico del
producto. El promedio de la evolucién de la
actividad de la enzima PFO en las variedades
durante el almacenamiento, indica que la papa
Parda pastusa es la que presenta mayor
actividad de esta enzima (2360 UE/mI),
seguida de la variedad Pastusa Suprema e
ICA Unica (1881, 1852 UE/ml,
respectivamente).

Los resultados estadisticos, sefalan que la
variedad Parda pastusa almacenada durante
20 dias, presenta una actividad de la PFO
significativamente mayor (p-valor= 0,001) que
la variedad Pastusa Suprema e ICA Unica (p-
valor= 0,002). Ademas muestran que las
variedades Pastusa Suprema e ICA Unica
presentan una actividad promedio similar (p-
valor= 0,836) durante el almacenamiento a
4°C. El mayor potencial de la actividad de la
enzima PFO se presenta el dia 15 de
almacenamiento para las variedades Parda
Pastusa e ICA Unica.

Al analizar los resultados de color obtenidos
(tabla 1), se identifica que la parda Pastusa es
la variedad que presenta una mayor pérdida de
la luminosidad (L*), manifestada en un
comportamiento lineal descendente conforme
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avanza el tiempo en almacenamiento. Esta
variedad es la que presenta de acuerdo a los
resultados de actividad reportados en la figura
4, la mayor actividad de la enzima PFO, datos
gue se relacionan con la pérdida de la
luminosidad (L*) y el aumento de los tonos
rojos (a*).

Esta relacion también es presentada en las
otras dos variedades, identificAndose que la
luminosidad y el espacio cromaticial a* son las
propiedades del color en un espacio CIEL*a*b*
gue relacionan la actividad de la enzima PFO
en papa minimamente procesada vy
almacenada en refrigeracion.

Tabla 1
Evolucion del color de la papa minimamente procesada
Color Variedad Dia 0 Dia 8 Dia 15 Dia 20 p-valor

Parda Pastusa 78,14 + 1,397 60,07 +1,94° | 49,30 +1,72° | 33,20 + 0,85° 0,000

L* Parda Suprema 79,74 + 2,08° 56,91 +0,64° | 56,07 +1,83° | 52,79 + 2,15° 0,000
ICAUnica 75,51+ 1,75% 59,38+ 0,60° | 57,03+0,90° | 53,43 + 1,06° 0,000

Parda Pastusa -0,68 + 0,522 2,55 + 0,96% 8,5+ 1,32° 6,66 +0,13° 0,000

a* Parda Suprema -0,45 +0,77% 5,97 +0,21% 5,63+0,95" | 6,88+0,52° 0,000
ICAUnica -1,08 +0,72% 3,56 + 0,18° 5,87 +0,80° | 7,54 +0,22° 0,000

Parda Pastusa 24,57 + 3,05" 21,52 + 1,09% 26,31 +0,30° | 25,15 + 3,87° 0,128

b* Parda Suprema 27,01 +2,077° | 27,16+2,94° | 28,33+0,88" | 24,78 + 1,90° 0,086
ICAUnica 28,38 + 3,49% 27,64 + 0,48° 27,52 +0,89% | 27,42 +0,47% 0,565

n= 4 + desviacion tipica, p-valor < 0,05 existen diferencias significativas, letras iguales en filas no existen diferencias minimas significativas

al 95%

CONCLUSIONES

La papa Parda Pastusa es la variedad con un
actividad de la PFO significativamente mayor
(p-valor < 0,001) que las variedades Pastusa
Suprema e ICA Unica, la cual se ve
influenciada por el tiempo de almacenamiento
siendo el dia 15 en el que se obtiene, su
méaximo potencial al pardeamiento, en las
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