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RESUMEN

La papa Alpha es el principal cultivar que se comercializa en México tanto para
su consumo en fresco como para el procesamiento. Este tubérculo es susceptible a
reacciones de oscurecimiento enzimatico que afectan la calidad y aceptacion por el
consumidor. Por otra parte, su almacenamiento a bajas temperaturas inducen la
sintesis de azucares reductores y alteran el sabor y textura. Considerando que el
almacenamiento de ciertas frutas y hortalizas en atmdsferas controladas pueden
inhibir la actividad de la polifenoloxidasa (PPO) y por tanto reducir el oscurecimiento
enzimatico, se aplicé una atmdsfera rica en CO, (30% balance aire) a papas cv.
Alpha procedentes de Los Mochis, Sin. a 7°C durante 120 horas; también se
aplicaron estas condiciones de almacenamiento a un sistema modelo de extracto

crudo de papa a dos niveles de pH (4.5y 6.5).

Tanto las papas enteras como el sistema modelo del extracto sometido a la
atmosfera rica en CQO,, presentaron una reduccion en la actividad de la PPO sin
afectar realmente la concentracién de proteina. Mientras que la concentraciéon de
azucares reductores solubles fue menor en las papas sometidas a la atmosfera en
estudio que en el tratamiento control (aire). Sin embargo, en el sistema modelo del
extracto crudo, la concentracidn de azucares reductores fue en ascenso durante las
horas de almacenamiento a los dos niveles de pH. Otros parametros de calidad que
se evaluaron fueron el pH, acidez titulable, sélidos solubles totales, pérdida de peso,
indice de oscurecimiento en pulpa y cascara, textura y acumulacién de etanol. A
excepcion de la textura, en general los otros parametros presentaron valores
menores en la atmdsfera en estudio, respecto al control. Por lo que se puede
considerar que esta atmdsfera rica en CO, se puede aplicar a las papas cv. Alpha por
periodos cortos de tiempo inhibiendo la actividad ~e la polifenoloxidasa y
disminuyendo la conversién de azucares reductores sin afectar significativamente la

calidad del producto.
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ABSTRACT

Alpha cultivar is the main potato crop merchandized in Mexico for direct
consumption and processing. This tuber is susceptible to enzymatic browning,
affecting its quality and consumer's acceptability. On the other hand,
low-temperature storage induce reducing sugar synthesis, hence altering
potato flavor and texture. Storage of several fruits and vegetables under
controlled atmospheres inhibit polyphenoloxidase (PPQO) activity resuiting in
less enzymatic browning. A COs-enriched atmosphere (30% air balance) was
used to store potatoes cv. Alpha. Samples were harvested in Los Mochis,
State of Sinaloa, Mexico, and stored at 7°C during 120 hours. A model
system, consisting in a potato crude extract, pH 4.5 and 6.5, was also stored under

the same atmosphere.

Both systems, potatoes and extract, stored under the COz-enriched
atmosphere showed a reduction in PPO activity without affecting protein
concentration. Reducing sugar concentration was lower in potatoes stored in CO;
atmospheres than in samples stored in air. However, reducing sugars in the
model system at pH 4.5 and 6.5 increased throughout the storage time. Other
quality parameters evaluated in this study were: pH, titrable acidity,
total soluble solids, weight loss, browning index in the pulp and skin, texture
and ethanol accumulation. With the exception of texture, these parameters
had lower values in samples stored under COz-enriched atmospheres as
compared to sampies stored under air. It can be concluded that COs-enriched
atmospheres can be applied to potatoes' cv. Alpha during short time periods
without considerably affecting the quality, but inhibiting PPO activity and decreasing

reducing sugar formation.

KEY WORDS: polyphenoloxidase, potato, reducing sugars, controlled atmosphere

Efecto de una atmosfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifencloxidasa Vil
mediante la formacion de pigmentos



Indice

Rosa Maria Galicia

INDICE GENERAL

ABSTRACT . oo
INDICE GENERAL..........coooooo oo,

INDICEDEFIGURAS. ...
INDICEDE TABLAS. ...
INDICE DE ANEXOS ... ... e e
1. INTRODUCCION. ...t et
2. REVISION BIBLIOGRAFICA .. ...............oii oo,

2.1 Produccién e importancia comercial.............................

2.2 Caracteristicas morfoldgicas y anatémicas...................

2.3 Composicidn quimica y valor nUtritivo..................ooo

2.3.1 Carbohidratos ............................ ...

2.3 2 PrOteINaS . .. .o
2.3.3 Vitaminas y MUNEIAIES. .. ...\ e oo e e e e
2.3.4 Lipidos y ACidOS OrganiCOoS. .. ... oot it e e e et e e
2.3.5ENZIMas y pIgmeNtOS. .. ... oo

2.3.6 Factores antinutricionales.........................cooooa.

Pagina

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa Viil

mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

237 Valornutritivo...............oo. 1
2.4 Manejo poscosecha y almacenamiento.......................oo 012
241 C08S€Cha... ... 02
2.4.2Manejo poscosecha............cooooiiivii i e A2
243 CUMAAO. ... o 12
2.4.4 Almacenamiento.............oiiiiii i 14
2.5 Factores que afectan la calidad del tubérculo..............coo 15
2.5.1 Azucares en las papas durante el almacenamiento.............................. 16
2.5.2 AIMIAON.... ... 18
2.5.3 SintesisdelalmidOn..................cooi 19
2.5.4 Degradacidndelalmidon...................... 20
2.5.5 Reacciones de oscurecimiento...............c.ocooiiiiiieniiicicc 20
2.5.5.1 Oscurecimiento N0 enzimatiCo. ... 21

a) Caramelizacion ..o 21

b) ReaccidndeMaillard......................ccooiiiiiiiiiiiiie e, 22

2.5.5.2 Oscurecimiento enzimatiCo...............c.ccoe e 26

a) Participacion de la polifenoloxidasa (PPO) ....................... 27

b) Acciones preventivas......................cocoiii .30

2.6 La polifenoloxidasaenlosvegetales.............................coe 0031
2.86.1Localizacion ..........cocoooiiii i e 32
2.6.2Papel bioldgico ... 34
26.3AISlamiento......... .o . 3D
264 PurificaciOn...............o 39
2.6.5 Métodos de determinacion de actividad............cccocooooi i 40
2.6.6 Heterogeneidad y estructura molecular................ ..o 41
2.6.7 Pesosmoleculares. ... L A2
2.6.8 Especificidad delsustrato........................................................43
2.6.9 Inhibidores de 18 PPO.............cccooii oo A
2.6.10 pH 6ptimo y estabilidad térmica........................ccoccei .45
2.7 RESPIrCION... ... e e e 4B

Efecto de una atmosfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa ix
mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

2.8.1 Atmosfera modificada y atmésfera controlada..................................51
2.8.2 Atmoésferas ricas en COxz...ivvv oo e 54
2.8.3 Efecto de altas concentraciones de CO, en el metabolismo de frutas y

ROMANIZAS. ... 56

B HIPOTE SIS oo B2

4.1 0Objetivogeneral.............coooo o .. B3
4.2 Objetivos especifiCos ..............oo i i ... B3

5. MATERIALES Y METODOS ... ... .. B4

SAMateriales. ... .. B4
5.1.1 Material DIoIOGICO. ... .. oo oo B4
5.1.2 Recipientes herméticos............................cocoi i ......B4

S.2MetodOoS. .. ..o L. B4
5.2.1 Estudiosenpapasenteras............................ciii .. B5

5211 Preparacién demuestras.................cooo e 000 B8

5.2.1.2 Almacenamiento de las papas enteras en el sistema................ 65

5.2.1.3 Métodos analiticos..........................ccoocii ... B8

a) Determinacidn de pH, acidez titulable (AT), sdlidos solubles

totales (SST) y pérdida de peso (PP 68

b) Determinacién del indice de oscurecimiento (10)................ 69

c
d

e

Determinacidondetextura.............................................6B98

Determinacion de acumulacidonde etanol.......................... 69

)
)
)
)

Determinacién de actividad enzimatica ...........................70Q0

Efecto de una atmdésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa X
mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

f) Determinacién de concentraciéon de proteina ..................... 71

g) Determinacion de concentracion de azucares reductores

solubles. ... 71

5.2.2 Estudios en un sistemamodelo......................coo T
5.2.2.1 Preparaciéndemuestras.................c.cooee o001

a) Extracto crudode PPOapH65 ................................T7]

b) Extracto crudode PPOapH45 ... ................................72

5.2.2.2 Almacenamiento del sistema modelo de extracto crudo de papa...

a) Almacenamiento en aire del extractocrudo ....................... 72

b) Almacenamiento en atmésfera rica en CO, al 30% balance
airedelextractocrudo ... 72

5223 Métodos analiticos ................oco i (4
a) Determinacion de actividad enzimatica............................. 75

b) Determinacion de la concentraciéon de proteina .................. 76

c) Medicién de la concentracion de azucares reductores solubles
5.2.3 Analisisestadistico....................... ... (B
6. RESULTADOS YDISCUSIONES............. ...l T

B.1Papas enteras ... T
B6.1.2 Acidez titulable ... 79
6.1.3 Sdlidos solubles totales................ .81
6.14Pérdidadepeso ... .82
6.1.5 indice de oscurecimientoenpulpa ...........................coiii.....84
6.1.6 indice de oscurecimientoencascara ... .......................ecceeeeeen.n......86
B AT TexXIUra . BT

6.1.8 Acumulacidn de etanol .............. .89

Efecto de una atmdésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa X1
mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

6.1.9 Actividad enzimaticade [aPPO ... L
6.1.10 Concentracionde proteina ... .....................ooivieecc 93
6.1.11 Concentracion de azucares reductores solubles .............................. 95
6.2 Sistema modelo a partir de extracto crudode papa ................coooi e 97
6.2.1 Actividad enzimaticade laPPO .................cc 97
6.2.2 Concentracionde proteina .....................cco 99

6.2.3 Concentracion de azucares reductores solubles .............................. 101
7. CONCLUSIONES ... ... e e 105
8.BIBLIOGRAFIA........................ 107

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa X1l
mediante la formacion de pigmentos



Indice

Rosa Maria Galicia

INDICE DE FIGURAS

Pagina

FIGURA 1. Morfologia del tubérculo (Macrae y col., 1993)..............ccccocoiiiiiiiii. 6
FIGURA 2. Morfologia de una seccién longitudinal del tubérculo (Macrae y col.,
1003 ). e 7

FIGURA 3. Manejo postcosecha para papa (Kasmire y Cantwell, 1992).............. 13
FIGURA 4. Algunos paosibles vias responsables del control del catabolismo del
almiddn en los tejidos de las plantas (Haard, 1993)............................. 17

FIGURA 5. Fase inicial de la reaccién de Maillard: formacion de una glucosilamina...
............................................................................................................... 23

FIGURA 6. Transposicion de Amadori a partir de una glucosilamina................... 24
FIGURA 7. Via de descomposicién de los compuestos de Amadori para formar
MeElaNOIdIiNGS. .. ... 0025

FIGURA 8. Formacion de melanina como resultado de la actividad de la PPO: las
dos primeras etapas son catalizadas por PPQO y las subsecuentes

reacciones son no enzimaticas (Richardson y Hyslop, 1993)............... 28

FIGURA 9. La glucdlisis: fermentaciones alcohdlica y homoiactica (Voet y Voet,
OB e 47

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacién de etanol y actividad de la polifenoloxidasa Xl1il

mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

FIGURA 10. Almacenamiento de papas enteras en una atmédsfera rica en CO, al

30% balanCe aire... ..o 65
FIGURA 11. Diagrama de flujo para el aimacenamiento de papas enteras ............ 67

FIGURA 12. Almacenamiento del extracto crudo de papa en una atmésfera de CO»
al30%balance aire. ... 73

FIGURA 13. Diagrama de flujo para el almacenamiento del sistema modelo del

extracto Ccrudo de PapPa .........cooooiiiiiiii e 75

FIGURA 14. Comportamiento del pH con respecto al tiempo en papas almacenadas
en aire (control) y en CO, (30%) balance airea 7°C..............cccccoeoe. 78

FIGURA 15. Comportamiento de la acidez titulable con respecto al tiempo en papas

almacenadas en aire (control) y en CO2 (30%) balance aire a

FIGURA 18. Comportamiento de los sélidos solubles totales con respecto al tiempo

en papas almacenadas en aire (control) y en CO, (30%) balance aire a

FIGURA 17. Comportamiento de la péerdida de peso con respecto al tiempo en papas

almacenadas en aire (control) y en CO. (30%) balance aire a

FIGURA 18. Comportamien.o del indice de oscurecimiento en pulpa con respecto al
tiempo en papas almacenadas en aire (control) y en CO, (30%) balance
AIrC ATC i L. BA

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa X1V
mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

FIGURA 19. Comportamiento del indice de oscurecimiento en la cascara con
respecto al tiempo en papas almacenadas en aire (control) y en CO,
(30%) balance airea7°C.... ............ccoeeiiiiiiiiiie ... BB

FIGURA 20. Comportamiento de la textura con respecto al tiempo en papas
almacenadas en aire (control) y en CO; (30%) balance aire a

FIGURA 21. Comportamiento de la acumulacion de etanol con respecto al tiempo en

papas almacenadas en aire (contral) y en CO,(30%) balance aire a 7°C

FIGURA 22. Comportamiento de la actividad de la PPO con respecto al tiempo en

papas almacenadas en aire (control) y en CO2 (30%) balance aire a

FIGURA 23. Comportamiento de la concentracidn de proteina con respecto al tiempo

en papas almacenadas en aire (control) y en CO, (30%) balance-aire a

FIGURA 24. Comportamiento de la concentracion de azucares reductores solubles
con respecto al tiempo en papas almacenadas en aire (control) y en
CO; (30%) balance airea7°C...............cc.cccei i ... 95

FIGURA 25. Comportamiento de la actividad enzimatica de PPO con respecto al
tiempo en el extracto crudo de papa a pH de 6.5 y 4.5 aimacenado en

aire (control) y en CO; (37%) balance airea7°C................ccocen, 98

Efecto de una atmdésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa XV
mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

FIGURA 26. Comportamiento de la concentracion de proteina con respecto al tiempo
en el extracto crudo de papa a pH de 6.5 y 4.5 almacenado en aire
{control) y en CO; (30%) balance airea 7°C..............ooooiiiiiieinn, 100

FIGURA 27. Comportamiento de la concentracion de azucares reductores solubles
con respecto al tiempo en el extracto crudo de papaapH de 6.5y 4.5
almacenado en aire (control) y en CO; (30%) balance aire a 7°C......102

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa XV1
mediante la formacion de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia
INDICE DE TABLAS
Pagina
TABLA 1. Superficie cosechada y produccidn de papa fresca en 1999 (SAGARPA,
1994 Y 2000)... ..., 5
TABLA 2. Composicion quimica de la materia seca (22.5%) del tubérculo de papa
(Macrae y Col, 1983 . e e 9
TABLA 3. Efecto de la temperatura sobre el proceso de curado de las papas
(Kasmirey Cantwell, 1992). .. ... 14
TABLA 4. Fuentes de variacién y variables de respuesta para las papas enteras
almacenadas en el tratamientoenestudio......................o 66
TABLA 5. Fuentes de variacion y variables respuesta para el extracto crudo de papa
almacenado en el tratamiento enestudio........................................74
Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa xXVil

mediante la formacién de pigmentos



Indice Rosa Maria Galicia

INDICE DE ANEXOS

Pagina

ANEXO 1. Determinacién del pH, acidez titulable (AT), sélidos solubles totales (SST)
y perdidade peso (PP)......ccooii 121

ANEXO 2. Formulacion de Buffer de fosfatos y decitratos...................................122
....... 124

ANEXO 3. Determinacion de concentracion de proteina (Reaccion de Biuret)

ANEXO 4. Determinacion de concentracion de azucares reductores solubles (Método
de Nelson-Somoyi) SRSV TS 127

ANEXO 5. Medias de las variables respuesta en papas enteras almacenadas en el
tratamiento en estudio

ANEXO 6. Andlisis de varianza para las variables respuesta en papas enteras

almacenadas en el tratamiento en estudio

ANEXQ 7. Parametros de color para el indice de oscurecimiento en papas enteras

almacenadas en el tratamientoenestudio...............oo L. 133

ANEXO 8. Medias de las variables respuesta en el sistema modelo del extracto

crudo de papa almacenado en el tratamiento en estudio.................... 134

ANEXO 9. Anaiisis de varianza para las variables respuesta en el sistema modelo

del extracto crudo almacenado en el tratamiento en estudio.............. 135

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacién de etanol y actividad de la polifenoloxidasa xviii
mediante la formacion de pigmentos



Rosa AMaria Galicia

1. INTRODUCCION

Efecto de una atmosfera rica en CO, en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa
mediante la formacion de pigmentos



Introduccion Rosa Maria Galicia

La papa es uno de los principales productos horticolas que se cultivan y
comercializan en México y los principales problemas que presenta el cultivo de la
papa son el poco uso de semilla de calidad genética y sanitaria adecuada, la
presencia excesiva de plagas y de enfermedades, causadas por bacterias, hongos y
virus, las practicas agronémicas deficientes en el proceso de produccion, la falta de
variedades para uso industrial y el manejo inadecuado tanto de la semilla como del
tubérculo durante su manejo postcosecha (en fresco y procesada), almacenamiento
y distribucion (SAGARPA, 1994).

Cuando las condiciones de almacenamiento no son adecuadas para las
papas, hay una excesiva brotacion, desarrollo de raices, pérdida de humedad,
acumulacién de azucar y dafo por frio, lo anterior afecta la calidad del producto y
disminuye su valor comercial. Si los tubérculos son expuestos a la luz sintetizan
glucoalcaloides toxicos como a-solanina y a-chaconina, las cuales se considera que
son una parte de un mecanismo de resistencia a la enfermedad. Estas sustancias
estan mas concentradas en la cascara, en brotes y alrededor de los “ojos’. Los
tubérculos desarrollan amargor y pérdida del sabor cuando el contenido de alcaloide
es de 25-80 mg/100g ademas a estds concentraciones causan intoxicacion
(Snowdon, 1991; Macrae y col., 1993).

Si la temperatura de almacenamiento es inferior a los 6°C, hay formacion de
aztcares reductores los cuales son indeseables para el procesamiento industrial y
aun cuando los tubérculos se transfieran posteriormente a temperaturas mayores, el
“dulzor” ya desarrollado no se elimina completamente. Los sistemas amilasa y
fosforilasa son consideradas las responsables de la formacion de azucares (Bidwell,
1990: Haard, 1993). |

Por otra parte, el oscurecimiento enzimatico causado por Ia polifenoloxidasa
(PPO) sobre la superficie de las frutas y hortalizas, ha sido de gran interés para la

industria procesadora de alimentos a causa de la oxidacion enzimatica de fenoles a
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Introduccion Rosa Maria Galicia

ortoquinonas. Estas ultimas rapidamente polimerizan para formar pigmentos oscuros
o melaninas (Langdon, 1987). Este oscurecimiento enzimatico en los productos
hortofruticolas reduce su aceptacién por el consumidor. Por lo anterior, se ha
convertido en un desafio en la investigacion en alimentos encontrar soluciones para
inhibir y prevenir el oscurecimiento en productos horticolas. Se han estudiado varios
compuestos quimicos que inhiben la actividad de la polifenoloxidasa (PPO) pero
debido a problemas relacionados con la pérdida de sabor, olor, toxicidad y viabilidad

econdmica se dificulta su aplicacion, como es el caso de los sulfitos.

También se han realizado estudios de inactivacién de polifenoloxidasa por
aplicaciéon de diéxido de carbono a alta presion y temperaturas altas a camarén,
langosta y papa, los resultados mostraron que el tratamiento del CO, causé cambios
de conformacién en la estructura secundaria (a-hélice, B-hoja plegada y espiral al
azar). La PPO del camarén y de la langosta presentaron alteraciones mas notables
en la composicién a-hélice y espiral al azar. Mientras que solamente una alteracién
menor se presentdé en la estructura secundaria de la PPO de la papa. Estos
resultados indican que la efectividad del tratamiento depende del alimento, patrones

proteicos, perfiles isoeléctricos y estructuras secundarias (Chen y col., 1992).

Con respecto a las atmdsferas controladas (AC) y modificadas (AM) se han
realizado estudios en los Ultimos afios para aplicarlas en la conservacion de la
calidad de productos horticolas. Estos sistemas sobre todo la AM ha logrado la
conservacion de algunos productos como manzanas por largos periodos de tiempo y
en varias frutas y hortalizas ha aumentado su vida postcosecha (Kader, 1992a). Sin
embargo, otros productos horticolas a bajas concentraciones de O y/o altas
concentraciones de CO,, presentan acumulacion de etanol, lo que indica que se
induce una respiracion anaerodbica con el consecuente deterioro del producto (Kader,
1986, Zagory y Kader, 1989).

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 2
mediante la formacion de pigmentos



Introduccion Rosa Maria Galicia

Las AC/AM son técnicas complementarias a la refrigeracion y se han obtenido
los mejores resultados a temperaturas de 0-15°C y humedades relativas por arriba de
85%, y concentraciones de O, y CO, de 0-5% y 5-15% respectivamente (Gonzélez-
Aguilar y col., 1999). También se encontré6 que a altas concentraciones de CO,
(mayores del 15%) hay una reducciéon de la actividad de la polifenoloxidasa en
lechuga, lo que sugiri6 que el CO, fué un inhibidor competitivo de la PPO
(Siriphanich y Kader, 1985; Aquino-Bolanos, 2000). Otras enzimas que también
reducen su actividad por altas concentraciones de CO; son la amilasa, |a fosfatasa y
la poligalacturonasa entre otras, dependiendo de la fruta u hortaliza que se trate. En
el caso de la amilasa, la conversion de almidon a azdcar fue mas lenta, lo que inhibid

el desarrollo de sabores dulces (Zagory y Kader, 1989).

En el presente estudio se aplicé una atmésfera rica en CO, (30%) balance aire
a papas cultivar Alpha por 120 horas a 7°C , con el propésito de reducir la actividad
de la polifenoloxidasa y concentracidn de azucares reductores, asi como cuantificar
la acumulacion de etanol. Se evaluaron los parametros de calidad como pH, acidez
titulable (AT), sélidos solubles totales (SST), pérdida de peso, indice de
oscurecimiento en pulpa y cascara, textura, acumulacion de etanol, actividad de la

PPO, concentracion de proteina y concentracion de azucares reductores solubles.

Asimismo, se aplicé esta atmdsfera a un sistema modelo de extracto crudo de
papa a pH de 4.5y 6.5 por 120 horas a 7°C, con el objeto de determinar los cambios
en la actividad de la polifenoloxidasa, concentracion de proteina y de azucares

reductores solubles.
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2.1 Produccién e importancia comercial

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de América del Sur (Perd,
Ecuador y Bolivia), pero se ha distribuido alrededor del mundo y cuenta con el
reconocimiento de ser un alimento nutritivo y barato. Actualmente esta entre los
principales diez cultivos alimenticios del mundo y se cultiva en 140 paises,
destacando los paises europeos, la Federacién Rusa, Canada, Estados Unidos de

Ameérica, Australia y los paises andinos de Latinoamérica.

En Meéxico, la papa es un tubérculo importante por la superficie que
anualmente se destina a su cultivo, por el consumo en fresco y volumen exigido por
las industrias procesadoras-exportadoras de esta hortaliza. La produccion de este
tubérculo unicamente es superado por el méiz, frijol, trigo y arroz; entre las hortalizas
solo los cultivos del jitomate y el chile verde ocupan una superficie mayor
(SAGARPA, 1999). Los principales estados productores son Sinaloa, México,
Michoacan, Chihuahua, Sonora, Nuevo Leén y Guanajuato, que en conjunto aportan
el 74.2% de la produccién nacional (Tabla 1). De esta produccién alrededor del 73%
se destina al consumo en fresco, el 14% se procesa (congelados, deshidratados,
almidones, etc.) y el restante 13% se utiliza como semilla para siembra para los
siguientes ciclos (SAGARPA, 1994; 2000).

Los principales cultivares que se explotan a nivel nacional son Alpha, Lépez,
Tollocan, Atlantic, Atzimba, Greta, Murca, Rosita, Puebla, White Rose y Criolla, entre
otras. Los cultivares que se utilizan en la produccién de semilla son principalmente
Alpha y Atlantic, la primera aporta el 80% de la produccion, 15% la segunday 5% las
variedades como Michoacan, Greta, Tollocén, entre otras. El consumo per capita en
México es alrededor de 14 kilogramos por ano, inferior al de paises desarrollados en
ddnde la papa es basica en la alimentacion (SAGARPA, 1994; 2000).
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Tabla 1. Superficie cosechada y produccién de papa fresca en 1999 (SAGARPA,

2000).
Estado Superficie cosechada Produccién Participacion
(Ha) (Ton) (%)
Sinaloa 9108 228 823 15.4
México 8 410 165 902 11.2
Michoacan 5068 159 989 10.8
Chihuahua 6 905 155 044 10.5
Sonora 3771 140 580 9.5
Nuevo Leodn 2732 126 679 8.6
Guanajuato 4 406 120 485 6.2
Otros 22 096 381 611 25.8
TOTAL 62 496 1479113 100.0

2.2 Caracteristicas morfolégicas y anatomicas

La papaes uha planta herbacea anual y perenne por su reproduccién, debido
a la propagacién vegetativa. Los tallos son de dos tipos: 1) aéreos, angulosos, de
color verde, semierectos y/o rastreros, y 2) subterraneos, qué estan compuestos por
rizomas (llamados también estolones) y tubérculos (parte comestible), este
corresponde al engrosamiento entre el pénu|timo nudo del rizoma y su yema
terminal. Cada tubé-culo tiene varios “o0jos”, grupos de yemas que corresponden a
los nudos de un tallo. Debido a la dominancia apical, la yema u “ojo” terminal, tiende
a inhibir a las otras, pero cuando se cortan para formar pedazos de semillas, cada

yema crecera y se desarrollara igualmente. Los tubérculos pueden tener forma
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redonda, oval u oblonga; el tamano, forma, color y profundidad del “ojo” del tubérculo

determina su uso final (Gordon y Barden, 1992).

El tubérculo de la papa esta protegido por la cascara o peridermo, consistente
de seis a diez capas de células suberizadas. El color de la piel varia de amarillo
palido a purpura oscuro dependiendo de la concentracién de antocianinas en el
peridermo y corteza periférica. El peridermo de un tubérculo joven puede ser
removido y reemplazado por una nueva capa corchosa formada desde el interior,
esta es mas imperméable que la piel normal. Un numero de lenticelas se encuentran
en el peridermo, estos poros facilitan el intercambio de gases (difusién gaseosa:

entrada de O, y salida de CO;) y la entrada de patégenos (Figura 1)(Burton, 1979).

Brote apical Brote final

Ojos

Lenticelas

Estolén cicatrizado Brote lateral

Tallo final

Figura 1. Morfologia del tubérculo tubérculo (Macrae y col., 1993).
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Los tejidos corticales debajo del peridermo contienen parénquima con el
material alimenticio que son los granulos de almidén, también se encuentran taninos,

proteinas y pigmentos.

La zona perimedular parenquimatosa se localiza entre el anillo vascular y el
rayo medular. El xilema es visible como un anillo, mientras que el floema forma
muchos haces en la corteza y zonas perimedulares. Los rayos perimedulares (haces
vasculares) corren desde el tallo final a los “ojos”. La médula que esta en el centro

del tubérculo tiene menos almidon y es translucida (Figura 2)(Macrae y col., 1993).
Epidermis

Brote final
/ Rayos
— medulares

Cortex *————
Zona

Perimedular

) Lenticelas
Anillo

vascular

Médula

Figura 2. Morfologia de una seccion longitudinal del tubéchIo (Macrae y col., 1993)
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2.3 Composicién quimica y valor nutritivo

La composicion quimica de la papa varia con el cultivar, tipo de suelo,
practicas de cultivo, estado de madurez y condiciones de almacenamiento. Los datos
en la Tabla 2 muestran que la papa puede ser una buena fuente de carbohidratos,

proteinas, vitaminas y minerales.

2.3.1 Carbohidratos

El almidoén es el principal carbohidrato de la papa (16 —20 % en peso fresco)
constituyendo el 60-80% de la materia seca y esta compuesta de amilosa vy
amilopectina en una relacién de 3:1. El aimidén de la papa gelatiniza arriba de 70°C.
El contenido total de azucar esta en un intervalo de 0.1 a 0.7% (p.f.), y esta
relacionado con la madurez, senescencia y brotacién. Los principales azucares de la
papa son la glucosa, fructosa y sacarosa, y trazas de melobiosa, rafinosa,

estaquiosa, glicerol, galactinol y glucilatos (Macrae y col., 1993).

Los tubérculos que contienen mas del 2% (p.f.) de azucares reductores dan un
color oscuro a las hojuelas debido a las reacciones de Maillard, las cuales no son
adecuadas para el procesamiento. Los polisacaridos que no son almidonosos tales
como la celulosa, hemicelulosa y sustancias pécticas constituyen alrededor del 1-2%
(p.f.), estan presentes en las paredes celulares y lamina media; contribuyen a la
textura final de la papa cocida y son una fuente de fibra dietética (Macrae y col.,
1993).

2.3.2 Proteina

La papa es baja en proteina (2% p.f.) pero es rica en lisina comparada con las

proteinas de los cereales (4.78 y 3.55 g/100 g de proteina respectivamente),
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mientras que la concentracion de aminoécidos azufrados es menor. La proteina esta

concentrada en la médula y cortex .

Tabla 2. Composicién quimica de la materia seca (22.5%) del tubérculo de la papa
(Macrae y col., 1993).

Contenido (%) Contenido (%)
Fibra cruda 2.1 Minerales
Almiddon 742 Calcio 0.02
Azucar total 1.3 Magnesio 0.08
Azucares reductores 0.6 Potasio 1.47
Grasa 1.0 Sodio 0.02
Nitrogeno total (N) 12 Hierro (ppm) 15.70
Proteina (N) 1.0
Fracciones proteicas (% de N proteico total ) Vitaminas (mg/100 g)
Albumina 489 Tiamina 0.73
Globulina 259 Acido ascérbico 92.08
"Prolamina 43 Acido nicotinico 10.08
Glutelina 83 Riboflavina 0.12

Los niveles de proteina como albumina, globulina, prolamina y glutelina son de
48.9%, 25.9%, 4.3% y 8.3% de la proteina total, respectivamente. Dos tercios de la
fraccion de nitrégeno no proteico esta compuesto de aminoacidos libres (21) y han
sido identificados. La brotacién, almacenamiento, enfermedades y tratamientos de
fertilizacion influyen en la concentracion de los aminoacidos libres en el tubérculo
(Burton, 1974, Salunkhe y Desai, 1984; Macrae y col., 1993). '
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2.3.3 Vitaminas y minerales

Los tubérculos contienen cantidades importantes de vitamina B y C (Tabla 2).
La vitamina C esta presente en formas reducida y oxidada. Los tubérculos recién
cosechados pueden contener 20 mg de acido ascorbico por 100 g; se presentan
pérdidas de vitamina C por un almacenamiento prolongado y durante la coccién. La
vitamina B (tiamina, riboflavina, acido nicotinico, piridoxina y acido fdlico) y el acido
pantoténico estan presentes en la papa. El contenido de cenizas es de alrededor de
1% (p.f.), el cual es equivalente al 4-6% del contenido de la materia seca. Los
principales elementos son fésforo, potasio y calcio. El boro, cobre, zinc, yodo,

aluminio, arsénico, niquel y molibdeno se encuentran en trazas (Macrae y col., 1993).
2.3.4 Lipidos y acidos organicos

El tubérculo tiene aproximadamente el 0.1% de lipidos (p.f.) y se localizan en
el peridermo; los principales acidos grasos presentes son palmitico, linoleico y
linolénico. También estan presentes &cidos organicos en cantidades variables que
contribuyen al sabor de la papa. Los principales acidos organicos son citrico, oxalico,
fumarico y malico. Los acidos clorogénico, nicotinico y fitico también han sido
reportados. El acido clorogénico reacciona con el idn fierro formando un compiejo, el
cual causa oscurecimiento después de la coccion. El oscurecimiento enzimatico en
tejido de papa cortada y homogeneizada es causada por la oxidacion de la tirosina.
Otros compuestos fendlicos encontrados en papa son las flavonas, antocianinas y

taninos (Gray y Hughes, 1978; Macrae y col., 1993).
2.3.5 Enzimas y pigmentos
Los sistemas de enzimas presentes en papa incluyen amilasa, glioxalasa,

fosforilasa, tirosinasa, catalasa, aldohidrasa, peroxidasa, polifenoloxidasa,

dehidrogenasa, fosfatasa, sistoamilasa y zimohexasa. La amilasa y fosforilasa
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forman azucares a bajas temperaturas (Patil y Zucker, 1965; Davies y col., 1973,

Zawistowski y col., 1991).

El color amarillo de la pulpa de papa es atribuible a los carotenoides como
violaxantina, luteina, 5,6-epoxido luteina y neoxantina. La clorofila esta presente en
tubérculos expuestos a la luz y estos tubérculos verdes pierden su valor comercial
(Banks, 1985; Macrae y col., 1993).

2.3.6 Factores antinutricionales

La sintesis de glicoalcaloides tdxicos como a-solanina y a-chaconina, tiene
lugar en tubérculos expuestos a la luz y dafiados; un tubérculo normal contiene una
cantidad insignificante (5-10 mg por 100 g) de estos alcaloides. Estos estan
localizados en la cascara, brotes y alrededor de los “ojos”. Los tubérculos desarrollan
amargor y pérdida del sabor cuando el contenido del alcaloide es de 25-80 mg/100 g.
El consumo de tubérculos con mas de 20 mg de glucoalcaloides por 100 g pueden

provocar la muerte (Snowdon, 1991; Macrae y col., 1993).
2.3.7 Valor nutritivo

La papa es una de las fuentes mas ricas de energia. Se ha calculado que 100
g de papa pueden suministrar de 5-7% de energia y de 10 a 12 % de proteina por
dia. La proteina de la papa tiene un valor biolégico igual a la proteina de la soyay un
tamario promedio de papa proporciona 15 mg de vitamina C, que es alrededor del
20% de la ingesta recomendada (75 mg) por persona por dia. El consumo de
tubérculos con la piel incrementa la ingestion de fibra diaria. La grasa de la papa es
baja para tener importancia nutricional, pero contribuye a la palatabilidad. El
tubérculo también provee trazas de elementos necesarios para mantener una buena

salud y aunque la papa no es una fuente primaria de hierro, 10 gramos de papa

Efecto de una atmosfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 11
mediante la formacion de pigmentos



Revision bibliogrdfica Rosa Maria Galicia

cocida pueden abastecer 6% y 12% de los requisitos de hierro diario para nifios y

adultos, respectivamente (Macrae y col., 1993).

2.4 Manejo postcosecha y almacenamiento
241 Cosecha

La cosecha de esta hortaliza se realiza en forma semimecanica y manual; los
indicadores de cosecha son el tiempo y la apariencia del follaje; cuando este tiltimo
empieza a presentar una coloracion amarilla, es sintoma de madurez de los
tubérculos. Cuando se inicia el amarillamiento o incluso antes se recomienda la
aplicacion de defoliantes y después de dejar transcurrir de una a dos semanas se
recogen los tubérculos. El periodo desde siembra hasta cosecha dura de 110 a 120
dias (Ledn, 1987; Valadez, 1989).

2.4.2 Manejo postcosecha

Las papas después de la cosecha pasan al lavado y etapa de curado, éste
Ultimo consiste en someter los tubérculos a temperaturas de 15-20°C y una humedad
relativa de 90°C por una semana como minimo. Después se realiza la seleccion y
clasificacion por tamano y calidad y finalmente el envasado. Este ultimo se realiza en
sacos de plastico perforados (arpillas) o en bolsas de plastico de color oscuro para
evitar enverdecimiento por exposicion al sol (Garza,1992). Las papas ya empacadas

se almacenan temporalmente antes de su trahsporte y distribucidn (Figura 3).
2.4.3 Curado

El curado es una de las maneras mas efectivas y simples para reducir la

pérdida de agua y pudricion durante el almacenamiento postcosecha de la papa.
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Cosecha ——» Trasladoala——» Lavado ——» Curado
semimecanica empacadora
y manual

Almacenamiento 4——— Envasado <4——— Selecciény
Frio temporal clasificacion

Transporte —» Distribucién

Figura 3. Manejo postcosecha para papa (Kasmire y Cantwell, 1992).

El curado se refiere al proceso de cicatrizacidn de las heridas con el
desarrollo y suberizacién (formacién de suberina) de nuevo tejido epidérmico llamado
peridermo, el cual forma una barrera protectora contra la pérdida de agua e invasién
por microorganismos (Sommer y col., 1992). A temperaturas mas elevadas el
proceso de curado es mas corto (Tabla 3). El tipo de herida también afecta la
formacion del peridermo; las abrasiones forman un peridermo profundo e irregular,
las cortadas forman un peridermo delgado, y los compresiones e impactos pueden

evitar la formacidn de peridermo (Kasmire y Cantwell, 1992).
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Tabla 3. Efecto de la temperatura sobre el proceso de curado de las papas

(Kasmire y Cantwell, 1992).

Temperatura Tiempo de formacién Tiempo de formacion
°C de suberina (dias) de peridermo (dias)
25 1 2
15 2 3
10 3 6
5 5-8 10
2 7-8 no se forma

2.4.4 Almacenamiento

Las condiciones adecuadas de almacenamiento impiden la brotacion excesiva,
desarrollo de raices, pérdida de humedad, acumulaciéon de azucar y dafo por
temperatura. El almacenamiento a largo plazo con minima pérdida de humedad es
posible a 4-5°C, pero las temperaturas por abajo de 6°C inducen a la formacion de
azucares reductores, los cuales no son deseables para el procesamiento industrial.
Los tubérculos pueden ser reacondicionados al transferirlos a altas temperaturas,
pero el “dulzor’ (“dulzor senescente”’) desarrollado por el almacenamiento prolongado
a baja temperatura, no se puede eliminar completamente. Las temperaturas
recomendadas para los tubérculos segun el propésito a que se destinen son las
siguientes:

e Papa para semilla, 2 - 4°C
e Consumo en fresco, 4 =5°C
e Hojuelas, 7 -10°C
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e Papas freidas a la francesa, 5 -8°C

¢ Granulacion, 5 -7°C

El ataque fungal y de bacterias en la papas se evita cuando éstas se secany
almacenan en frio. Es posible también combatir enfermedades fungales por la
adicion de compuestos derivados del bencimidazol. También es conveniente una
ventilacion eficiente en cualquier almacenamiento para eliminar excesos de
humedad, que puedan fomentar la podredumbre (Hardenburg y col., 1986; Sommer y
col., 1992).

2.5 Factores que afectan la calidad del tubérculo

En paises que tienen climas tropicales y subtropicales es practica comun
almacenar las papas a bajas temperaturas para evitar la brotacién, pérdida de peso y
el ablandamiento de los tejidos del tubérculo y consecuentemente disminucién de la
calidad y rechazo del consumidor (Kader y col.,, 1989; Kader, 1992b). Cuando el
manejo postcosecha y las condiciones de almacenamiento en refrigeracién no son
adecuadas, se presentan reacciones de oscurecimiento, las cuales pueden ser
enzimaticas o no enzimaticas. Las reacciones de oscurecimiento enzimatico se
deben a dafos mecanicos (abrasiones, raspaduras y cortadas) ocasionados en el
manejo postcosecha y en la reduccidn de tamano durante el procesamiento, siendo
la polifenoloxidasa la enzima responsable. Mientras que las reacciones de
oscurecimiento no enzimatico se deben a una elevada conversion de azucares
reductores durante el almacenamiento a bajas temperaturas, ocasionando un sabor
dulce al tubérculo y oscurecimiento del mismo durante su procesamiento (coccion)
(Macrae y col., 1993; Haard; 1993).
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2.5.1 Azucares en las papas durante el almacenamiento

La presencia de azucares en las papas es perjudicial, ya que los tubérculos
con un contenido excesivo de azucares deteriora la textura y poseen un sabor dulzén
desagradable después de la coccién y se doran excesivamente durante la fritura. El
almacenamiento de cultivares de papa a temperaturas de refrigeracién inferiores a
5°C provocan la transformacion de almidén en sacarosa y azucares reductores. Se
desconoce el motivo por el que la refrigeracion estimula en papa el catabolismo del
almidoén y tampoco se ha aclarado qué enzimas intervienen en el mismo (Haard,
1993).

En la Figura 4 se resumen las vias que se supone controlan esta
transformaciéon metabdlica. La acumulacion de sacarosa desviaria rapidamente la
hexosa-6-fosfato ya que de lo contrario frenaria las primeras reacciones de la
glucdlisis. Las amilasas, importantes en el catabolismo del almidon durante la
germinacion, no parecen estar muy activas en el tubérculo en estado de latencia.
Algunos investigadores han comprobado que la actividad de |a fosforilasa aumenta
durante el almacenamiento en refrigeracién (Haard, 1993), pero otros han
comprobado que durante la misma no se producen cambios importantes ni en la
cantidad ni en la proporcién de enzimas presentes (Haard, 1993). Este es un punto
que permanece en controversia ya que son diversos [0s mecanismos por los que las
enzimas se activan in situ como consecuencia del estrés por frio. El tubérculo
contiene un inhibidor de la invertasa, de naturaleza proteica que a temperaturas
ligeramente superiores a las de congelacion se activa (estrés por frio). Segun un
mecanismo de activacién, la sacarosa o quizas el fosfato de sacarosa, limitaria la
hidrélisis del almidén controlando la fosforilasa por retroalimentacion, o activando la
sintesis del almidén via la ATP glucosa almidon glucosiltransferasa. Aunque la
fosforilasa cataliza la sintesis de los enlaces a 1,4-glicosidicos in vivo, participa en los
mecanismos de hidrdlisis del almidén. Se ha sugerido que la causa principal de la

acumulacion de carbohidratos en papa almacenada a temperaturas préximas a las
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de congelacidon es la sensibilidad a las bajas temperaturas de la fosfofructoquinasa y

probablemente también de la piruvato-quinasa (Haard, 1993).

Granulo
intacto
g
4 disrupcion
~ membrana
glucosa «— T G-1-P
\ )/ G-s-P
hexosas
sacarosa #1‘
F-6-P
o
F-1,6-P
PEP
l 3
CO, + H,0 ®— respiracion — piruvato

Figura 4. Algunas posibles vias responsables del control del catabolismo del almidon
en los tejidos de las plantas: (1) ruptura de la membrana de los plastidos por

. temperaturas excesivamente bajas u otros factores. (2) Control por
retroalimentacién de la fosforilasa. (3) Control de la piruvatoquinasa por
retroalimentaci¢n e ingreso del piruvato en el ciclo del acido tricarboxilico. (4)

Accion de la amilasa en la formacién de dextrinas y glucosa. (5) Activacion

de las hexosa-fosfatasas e interconversion de las hexosas en sacarosa bajo

la influencia del inhibidor de la invertasa (Haard, 1993).-

Efecto de una atmosfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 17
mediante la formacion de pigmentos '



Revision bibliografica Rosa Maria Galicia

La acumulacion de carbohidratos durante el almacenamiento a bajas
temperaturas en la papa constituye un problema real en el almacenamiento
comercial. En la practica este problema se soluciona “por reacondicionamiento”. Este
consiste en mantener las papas varios dias a temperaturas elevadas para reducir el
contenido en carbohidratos favoreciendo el catabolismo de éstos y su conversién a
almidén. Otra manera, es eliminando el exceso de azucar lavando las papas
troceadas con agua (Macrae y col., 1993).

El mecanismo de la sintesis de almidon en los vegetales tras su recoleccién
no se conoce todavia con detalle. La disminucién del contenido de carbohidratos
puede producirse también como consecuencia de las reacciones de oxidacion que
tienen lugar en las mitocondrias. Por otra parte, condiciones &cidas o un incremento
de la temperatura puede provocar la hidrélisis de la sacarosa, liberando D-glucosa y

D-fructosa, ambos azucares reductores (Haard, 1993).

2.5.2 Almidon

El principal carbohidrato de los tejidos vegetales no asociado a la pared celular
es el almidén, un polimero lineal (a-1,4) o ramificado (a-1,4:a-1,6) de la D-glucosa. El
almiddn se localiza en los plastidos intracelulares cuya forma, tamano y propiedades

opticas dependen de la especie vegetal (Haard, 1993).

Alrededor del 70-75% de la materia seca del tubérculo de la papa consiste de
almidén sintetizado a partir de la sacarosa localizada en el tubérculo durante el
desarrollo y potencialmente sujeto a ser degradado nuevamente a sacarosa y
azucares reductores. La concentracion de éstos es baja en el tubérculo maduro
durante |la época de cosecha; la rzlaciéon de almiddn a azucar total es del orden de
30-50:1(Haard, 1993).
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2.5.3 Sintesis del almidéon

La sintesis del almidén se lleva a cabo por la transglicosilasa del uridin-
difosfato de glucosa (UDPG) o el adenindifosfato de glucosa (ADPG)

UDPG _ UDP
o] + glucosa, transglicosilasa > 0 + glucosa, . 1
ADPG ADP

El ADPG parece ser uno de los donadores mas efectivos . Esta reaccién es
estimulada alostéricamente por el producto primario de la fotosintesis, el &cido
fosfoglicérico (PGA), controlandose por retroaccion que asegura la formacion de
almidén en presencia de luz. La sintesis de UDPG o ADPG se efectia por la
reaccion:

UTP UupprPG
o) + G-1-P fosforilasa > o + PPi
ATP ADPG

La G-1-P puede derivarse de la F-6-P producida en la fotosintesis o de Ia
sacarosa, el medio mas usual de trasporte del carbohidrato. También la sacarosa
puede transferir residuos glucosil al almidén mas directamente, por medio de la
sacarosa sintetasa en la forma siguiente:

fructosa
sacarosa + UDP 4: UDPG ——» aimidén

sacarosa amilo
sintetasa sintetasa

UDP = uridin-difosfato
UDPG = uridin-difosfato de glucosa
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Esta enzima sintetizadora de almiddn (a veces llamada amilosintetasa)
requiere un aceptor primario de por lo menos dos glucosas (residuales), es decir,
maltosa o un oligosacarido de maltosa. Lo mismo se cree que pasa con la fosforilasa.
Se sugiere que la fosforilasa podria participar en la iniciacién de la sintesis de
almidén. Otra enzima que transfiere grupos es la enzima-D de la papa, que puede
transferir grupos de dos 0 mas unidades de glucosa de una cadena con ligaduras a-
(1:4) a otra. Todas estas enzimas adicionan residuos de glucosa nuevos al extremo
no reductor de la molécula aceptora (Bidwell, 1990; Kays, 1991; Haard, 1993). Sin
embargo, el mecanismo de la sintesis de almidon in vivo no se conoce

completamente.
2.5.4 Degradacion del almidén

El almidon es el mayor sustrato respiratorio y generalmente es degradado por
reaccion con la fosforilasa dando glucosa-1-fosfato (G-1-P), ésta puede ser
convertida en G-6-P por la enzima fosfoglucomutasa y entrar a la secuencia
glucolitica. Pero la amilofosforilasa puede atacar solamente dos enlaces a-1:4-
glucésido, y los enlaces a-1:6 de la amilopectina deben ser rotos por la llamada
enzima-R (amilo-1,6-glucosidasa) que rinde moléculas de glucosa libre. Otros
sistemas para la degradacion del almidén son la a-amilasa y B-amilasa, ambas
producen el disacarido maltosa; ésta es hidrolizada a glucosa por la enzima maltosa,
de amplia distribuci‘én (Haard, 1993). En la papas la degradacion del almidon es

generalmente por reaccién con la fosforilasa.
2.5.5 Reacciones de oscurecimiento
En general, hay cuatro tipos de reacciones de oscurecimiento en los

alimentos: la de Maillard, la caramelizacion, la oxidacion del &cido ascoérbico y el

pardeamiento por la fenolasa o polifenoloxidasa.
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Estas reacciones de oscurecimiento en los alimentos son reacciones
oxidativas 0 no oxidativas. Las oxidativas o de oscurecimiento enzimatico, son
reacciones entre el oxigeno y un sustrato fenolico y estadn catalizadas por
polifenoloxidasas (PPO). Este tipo de oscurecimiento lo presentan frutas y hortalizas
como la manzana, platanos, peras, papas, lechugas asi como los champifiones, una
vez cortados y no esta relacionado con los carbohidratos (Langdon, 1987).

El oscurecimiento no oxidativo o no enzimatico puede tener un efecto benéfico
0 no en los alimentos e incluyen los fendmenos de caramelizacion y/o la interaccion
de proteinas o aminas con carbohidratos, esta ultima reaccién es conocida como
reaccion de Maillard.

2.5.5.1 Oscurecimiento no enzimatico
a) Caramelizacion

La caramelizacién es un conjunto de reacciones complejas que se generan
por el calentamiento directo de los carbohidratos (temperaturas superiores del punto
de fusién), particularmente de azucares y jarabes. La reaccién se favorece por
pequenas cantidades de acidos y ciertas sales. La termdlisis inicial provoca cambios
anoméricos (interconversién de los andmeros alfa y beta del carbohidrato),
alteraciones del anillo y ruptura de los enlaces glucosidicos nuevos. En general, la
termélisis provoca deshidrataciones con formacidén de anillos anhidro, como en el
levoglucosano, o la introduccién de dobles enlaces en los anillos. Estos ultimos
constituyen formas intermedias en la formacion de anillos insaturados como los
furanos. Los dobles enlaces conjugados absorben luz y poseen por tanto color. A
menudo, en los sistemas de anillos insaturados se producen condensaciones que
dan lugar a sistemas poliméricos, los cuales poseen color y aroma (Whistler y Daniel,
1993).

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 21
mediante la formacién de pigmentos



Revision bibliografica Rosa Maria Galicia

Dentro del oscurecimiento no oxidativo © no enzimatico destaca el uso de la
sacarosa en la elaboracién de colores y aromas de caramelo. En este proceso, el
carbohidrato es calentado en solucién con acidos 0 sales acidas de amonio y se
obtiene una gran variedad de productos que se emplean en la industria alimentaria.
En el caso del caramelo se obtiene por pirolisis directa de la sacarosa hasta obtener
el color tipico de azucar quemado. Los pigmentos de caramelo contienen grupas
hidroxilicos de acidez variable, carbonilicos, carboxilicos, endlicos y fendlicos
(Whistler y Daniel, 1993).

b) Reaccién de Maillard

El otro oscurecimiento no oxidativo es la reacciéon de Maillard, la cual aun no
esta bien definida. Los sustratos que participan en esta reaccién de oscurecimiento
son un compuesto aminico, normalmente una proteina, un azucar reductor y una
cantidad minima de agua (Eskin, 1990; Whistler y Daniel, 1993).

La deteccion de los productos de la reaccion incluyen la formacién de color
amarillo a pardo por seguimiento colorimétrico a 420 o 490 nm, la separacion
cromatografica, la medida de la evolucion del didxido de carbono y el analisis de los
espectros en el ultravioleta (UV) y el infrarrojo (Whistler y Daniel, 1993).

La fase inicial de la reaccién de Maillard se caracteriza por la formacion de una
solucion que no absorbe ni en el visible ni en el UV pero posee elevado poder
reductor. Conforme progresa la reaccidn la soluciébn va adquiriendo un color
amarillento y una creciente absorcién en el UV cercano, simultaneamente hay una
cierta deshidratacion del azlcar a 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF), ruptura de
cadenas, formacion de compuestos a-dicarbonilicos y una incipiente producci¢i de
pigmentos. En muchos casos se observa también la aparicién de amino-azucares al
tiempo que aumenta el poder reductor. En las fases finales de la reaccién de Maillard

el producto obtenido posee un color de pardo-rojizo a pardo-oscuro, en el que el
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sulfito afadido no es capaz de eliminar este color. En este estadio el aroma tostado
es muy evidente, se encuentran presentes melanoidinas coloidales e insolubles
como resultado de condensaciones alddlicas y polimerizaciones complejas.
Adicionalmente se producen variaciones en los niveles de di6xido de carbono
(Whistler y Daniel, 1993).

Las reacciones implicadas en las fases iniciales de la reaccion de Maillard se
muestran en la Figura 5: el grupo carbonilo del azucar reductor, en su forma abierta,
sufre un ataque nucleofilico por los electrones del par libre del nitrdgeno aminico.

Después hay una pérdida de agua y ciclacién para formar una glucosilamina.

v CHO
HOH.C
2 1 on
O OH
o HO———
= ____L__
Ho H OH
OH — o RNH, NHR
D-glucopiranosa CH,0H
—+——OH
D-Glucosa
—+—0H
HO——F—
HOH,C HC = NR o
© NHR ——oH BN =
OH __ HO—— “H,0 CH,OH
HO H ——OH i
OH —+—Q0H
Glucosilamina : CHon

Figura 5. Fase inicial de la reacciéon de Maillard: formacion de una glucosilamina.
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En presencia de un exceso de azucar reductor puede formarse también una

diglucosilamina, la cual sufre una transposicion de Amadori para producir un 1-
amino-2-ceto-azucar (Figura 6).

HOH,C HC = NR
—O NHR —+—OH
OH _— HO———
HO H ——OQH
OH ~—1—Q0OH
Glucosilamina
CH,OH
NHR
/
CHZ H\C /NHR
HO——
OH AO——
—+—0OH
——OH
—+—Q0OH
CH,OH
: CH,OH

1-amino-2-cetosa

Figura 6. Transposicion de Amadori a partir de una glucosilamina.

El compuesto de Amadori formado puede degradarse por dos vias, una a
través de 3-desoxiosona intermediaria, y la otra por medio de metil-a-dicarbonilico

(Figura 7). Ambas vias producen al final pigmentos melanoidicos.
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/NHR
H,C
‘-—OH
—OH
—+—0OH
—+—OH
CH,OH

1-amino-2,3-enediol

\ RNH,

H.C
Q0
——OH
——0H
/ CHZOH
CH,
:O
F—Q0
—‘——OH
—+—O0H
CH,OH
compuesto metil
alfa dicarbanilico
\ CH,
\:o
. l—'—OH
—OH
—+—OH
CH,OH

metil reductonas

—+—OH
—+—OH
—+—OH

H

CH,OH

Producto de Amadori

(cetosamina)

@
AHR

HC

|OH

—+——OH

CH,OH

1,2-enolamina

7

CH,OH \

Melanoidinas

Jud
HOH,C~ ~O

5-hidroximetil-2-furaldehido

——OH
CH,OH

3-desoxihexosona

CHO / H,0

CH,OH

Figura 7. Vias de descomposicion de los compuestos de Amadori para formar
melanoidinas (Whistler y Daniel, 1993).
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Cuando un aminoacido o parte de una cadena proteica reacciona en este
proceso y se produce una pérdida de esas moléculas desde el punto de vista
nutricional. Lo anterior es importante en los aminoacidos esenciales, de los cuales la
lisina, con su grupo g-amino libre, es el mas susceptible de reaccionar (Whistler y
Daniel, 1993).

Cualquier alimento que contenga proteinas y azucares reductores, cuando se
calienta, aun a temperaturas bajas y por cortos periodos de tiempo, sufrirda una
pérdida de aminoacidos, sobre todo los basicos. Las variables que se deben tomar
en cuenta en la reaccion son la temperatura, pH, humedad, presencia o ausencia de
cationes metalicos y la propia estructura del azucar (Eskin, 1990). El efecto del pH
sobre el oscurecimiento de Maillard es fundamental, el oscurecimiento es
insignificante en soluciones fuertemente acidas puesto que en esas condiciones el
grupo amino se encuentra protonado y es inhibida, por tanto, la formacién de
glucosilamina. El cobre y el fierro favorecen el oscurecimiento, siendo el Fe (iil) el
mas efectivo. La catdlisis del oscurecimiento por iGnes metalicos sugiere que la
ultima fase de la reaccion de Maillard, en particular de pigmentos son reacciones de

oxidacion-reduccién.

El grado de formacion de pigmentos a partir de un azucar determinado es
directamente proporcional a la cantidad de forma abierta del azucar (carbonilo libre)
en la solucion de equilibrio, es decir, la amina reacciona con la forma abierta
(Whistler y Daniel, 1993). El compuesto quimico mas utilizado para la inhibicion del
oscurecimiento es el didxido de azufre o los sulfitos (Langdon, 1987).

2.5.5.2 Oscurecimiento enzimatico
El oscurecimiento enzimatico es una reaccion oxidativa catalizada por la

polifenoloxidasa. En el tejido intacto de las frutas y hortalizas, los sustratos fendlicos

se encuentran separados de la polifenoloxidasa, por lo que no se produce
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oscurecimiento. Se observa éste en tejidos dafados o cortados y expuestos al aire,
debido a la oxidacién enzimatica de los fenoles a ortoquinonas, que a su vez se
polimerizan rapidamente para formar melaninas y pigmentos de color pardo (Klein,
1992; Richardson y Hyslop, 1993).

a) Participacion de la polifenoloxidasa (PPO)

La polifenoloxidasa (PPO) ha sido detectada en la mayoria de las frutas y
hortalizas y su actividad generalmente es asociada con el oscurecimiento enzimatico
de estos productos, el cual tiene efectos econémicos adversos. A causa de las
implicaciones econdmicas de la reaccion de la PPO, se han realizado amplias

investigaciones sobre esta enzima.

La Unién Internacional de Bioquimica (IUB) clasifica a la PPO como EC
1.14.18.1 monofenol monooxigenasa y EC 1.10.3.1 catecol oxidasa. Los nombres
comunes para monofenol monoxigenasa son tirosinasa, fenolasa, monofenol
oxidasa, y cresolasa. Para la catecol oxidasa son difenol oxidasa, o-difenolasa,
fenolasa y polifencloxidasa (Hammer, 1993). La PPO esta ampliamente distribuida
en la naturaleza y difiere entre cultivares y especies. La localizacion de la enzima en
los vegetales varia con la especie, edad y madurez del vegetal (Vamos-Vigyazo,
1981).

La PPO es una enzima que contiene un grupo prostético de cobre por
subunidad. Esta enzima cataliza dos reacciones diferentes: (A) la hidroxilaciéon de
monofenoles a los correspondientes o-hidroxi fenoles (actividad fenot hidrolasa o
cresolasa) y (B) la oxidaciébn de o-dinidroxi fenoles a o-quinonas (actividad
polifencloxidasa o catecolasa). El oxigeno molecular es necesario para ambas
reacciones (Figura 8). Las dos actividades estan presentes en diferente grado en

enzimas de varias fuentes (Klein, 1992; Richardson y Hyslop, 1993).
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Figura 8. Formacion de melanina como resultado de la actividad de la PPO. Las dos
primeras etapas son catalizadas por PPO y las subsecuentes reacciones

son no enzimaticas (Klein, 1992; Richardson y Hyslop, 1993).
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La PPO ha sido purificada a partir de numerosas frutas y hortalizas. Las
papas, hongos y manzanas son fuentes relativamente concentradas de la enzima
con ambas actividades perc en mangos, platanos y peras, solamente la segunda
reaccién parece ser catalizada. Los compuestos fendlicos que sirven como sustratos
para la PPO estan presentes en muchas frutas y hortalizas. Los mas importantes son
3,4-dihidroxi fenilalanina (DOPA), tirosina, catequinas y ésteres del acido cinamico.
El acido clorogénico, un éster del acido cindmico, es uno de los sustratos mas
comunes. La tirosina y su producto hidroxilado (DOPA, dihidroxifenilalanina), sirven
como sustratos. Sin embargo, DOPA es mucho mejor sustrato para el analisis in vitro

(Jen y Kahler, 1974), aunque no necesariamente se presenta en el tejido del vegetal.

Con tirosina como sustrato, la PPO cataliza su hidroxilacién a DOPA y, en una
segunda etapa, la oxidacion de la DOPA a DOPAquinona. Las restantes fases de la
secuencia de la reaccion incluyen oxidaciones no enzimaticas y, finalmente (a

polimerizacion de la indol-5,6-quinona a pigmentos melanicos de color pardo.

El oscurecimiento enzimatico tiene lugar cuando las o-quinonas polimerizan,
formando compuestos de alto peso molecular, o forman complejos con amino&cidos
o proteinas (Figura 8). Cuando la tirosina es el principal sustrato, el pigmento
resultante es melanina, el cual puede reaccionar con otros constituyentes del vegetal
como se indicé antes. El intervalo de colores resultantes va del rosa a azul, tostado a
café y purpura a negro, pero la accion de la PPO es perjudicial al color. El
oscurecimiento enzimatico esta relacionado con la actividad de la PPO y con la
concentracién de sustratos fendlicos en papas, platanos, camotes, aguacates
(Mondy y col., 1967; Weaver y Charley, 1974; Walter y Purcell, 1980 y Sharon-Raber
y Kahn, 1983 respectivamente, citados por Klein, 1992) y durazno (Lee y col., 1990).

En productos como el té negro, café y chocolate este proceso es benéfico.
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b) Acciones preventivas

Se han desarrollado diversos métodos para inhibir el oscurecimiento
enzimatico basados en la eliminacion de uno o mas de sus componentes esenciales,

es decir, el oxigeno, la enzima, el cobre o el sustrato.

Para la inactivacion de la PPO, suelen utilizarse tratamientos térmicos o Ia
aplicacion de dioxido de azufre o sulfitos, También puede ser inhibida su actividad
por la adicion de una cantidad suficiente de un acidulante como &cido citrico, malico
o fosférico para llevar el pH a un valor de 3. Estos agentes son también quelantes del
cobre. El oxigeno puede ser excluido del sistema por envasado a vacio o
sumergiendo los tejidos vegetales en una salmuera 0 en un jarabe azucarado
(Richardson y Hyslop, 1993).

El escaldado de frutas y hortalizas, a menudo resulta en deterioro de Ia
textura, un ejemplo son las papas. Otro forma de inhibir el oscurecimiento es hacer
reaccionar las o-quinonas con otros compuestos para formar productos incoloros.
Los agentes reductores, como el acido ascérbico, regeneran los o-dihidroxi fenoles
pero estos mismos se oxidan, entonces su efecto es temporal. El sulfito y
metabisulfito de potasio también sirven como inhibidores debido a la formacion de
productos incoloros. Aplicar el acido ascérbico y el sulfito juntos es mas benéfico que

adicionarlos individualmente (Richardson y Hyslop, 1993).

Los sulfitos han sido utilizados por siglos en los alimentos para el control del
oscurecimiento enzimatico y no enzimatico, como antimicrobianos, antioxidantes y
agentes blanqueadores. Debido'a que los sulfitos han sido ligados a 13 muertes y
muchas enfermedades, principalmente de asmaticos, la Food and Drug
Administration prohibi¢ el uso de sulfitos como conservadores en frutas y hortalizas

frescas (FDA, 1986). Por lo anterior, varios investigadores se han dado a la tarea de
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buscar otras alternativas para la inhibicion del oscurecimiento enzimatico en estos
productos horticolas (Langdon, 1987).

2.6 La polifenoloxidasa en los vegetales

El papel de la polfencloxidasa en plantas superiores es poco entendida. Es
una enzima plastidica que es codificada en el nucleo pero no es activa hasta
incorporarse en el plastido (pequenos 6rganos en el citoplasma que almacenan
grasa y pigmentos solubles en grasa o aimidén). Aparentemente, también existe libre
en el citoplasma en tejidos senescentes o deformados. Las técnicas citoquimicas han
demostrado que la polifenoloxidasa se encuentra en plastidos de raices, amiloplastos
de papa, plastidos de cultivos de tejido de zanahoria, cromoplastos y cloroplastos de
diferentes especies. El sitio plastidico de la enzima puede ser necesario para proveer
un fuerte ambiente reductor para prevenir la oxidacion de o-difenoles a o-diquinonas
(Vaughn y Duke, 1984). La polifenoloxidasa plastidica también puede ser necesaria
para proparcionar un electron donador para la actividad de la monofenol oxigenasa.
Esta enzima forma o-quinonas en tejidos de vegetales dafiados. Las ortoquinonas
son conocidas por reaccionar con los grupos amino y sulfhidrilo de las proteinas y
aminodacidos. Esta interaccidn afecta la solubilidad, digestibilidad e infectabilidad de

algunos virus patdégenos (Hammer, 1993).

E! analisis de la PPO es muy comun realizarlo por la medicidn de la formacién
de quinonas y polimeros de quinona en un espectrofotémetro de 470 a 500 nm. Otro

método es la disminucion de O, por métodos polarograficos (Hammer, 1993).

La tirosinasa de papa fue la primera enzima en ser purificada por
cromatografia de afinidad. También esta enzima fue la primera en ser reconocida por

incorporar oxigeno molecular en una molécula organica (fendlica)(Mason y col,,

235 B 1
1955). a233635
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2.6.1 Localizacion

La distribucidon de la PPO en productos vegetales comestibles ha sido
estudiada en los ultimos afos por diversos investigadores, también ha sido aislada
de un gran numero de frutas y hortalizas, entre ellas destacan las uvas (Ruiz-
Hernandez, 1983; Sapis y col., 1984:; Valero y col., 1988, citado por Zawistowiski y
col., 1991); manzanas (Janovitz-Klapp y col., 1989; Sapers y col., 1989; Zemel y col,,
1990) y papa (Batistuti y Lourenco, 1985, citado por Zawistowiski y col., 1991; Sapers
y col., 1989).

El nivel de la PPO en vegetales es dependiente de las especies, cultivar,
madurez y edad (Vamos-Vigyazo, 1981). Se han encontrado diferencias en el
contenido de PPO entre cultivares de manzana (Janovitz-Klapp y col.,, 1990b),
aguacate (Sharon-Raber y Kahn, 1983) y papa (Sapers y cal., 1989). El nivel de esta
enzima en algunos cultivares de papa, como Atlantic, se ha reportado por ser cuatro
veces mas bajo que para Russet Burbank (Saper y col., 1989). Recientemente se ha
prohibido la aplicacién de sulfitos para inhibir el oscurecimiento enzimatico, por lo
que ahora los procesadores estan interesados en variedades con mas bajo contenido
de PPO, y por tanto, sean menos susceptibles a este cambio de color (Zawistowiski
y col., 1991).

La actividad de la PPO es muy baja en vegetales inmaduros, a menudo
indetectable. Esto es a causa de que la PPO existe como una enzima particulada
estrechamente enlazada a una membrana. En las hojas del betabel, la PPO esta en
los cloroplastos y ligada en varios puntos a alguna estructura de la membrana a
través de enlaces peptidicos de aminoacidos no aromaticos (Mayer, 1987). Se ha
demostradc, que es necesario el rompimiento de esta estructura para liberar la PPO.
En manzanas recién cosechadas, la PPO existe casi exclusivamente como dos
fracciones particuladas en los cloroplastos y mitocondria (Harel y col., 1964, citado

por Zawistowiski y col., 1991 y Estabrook, 1967). La maxima actividad de las formas
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particuladas de la PPO de manzana ocurre previo a que la fruta alcance su completa
maduracién y disminuye en las manzanas maduras con un constante incremento en
ta forma soluble de la PPO (Zawistowiski y col., 1991).

Los niveles de formas solubles de la PPO se incrementan con el inicio de la
senescencia de los vegetales, envejecimiento en champifiones y también en heridas.
Los mecanismos bioquimicos asociados con este fendmeno aun no son aclarados,
aunque varios investigadores sugieren que los cambios en la actividad total de la
PPO durante el envejecimiento o después del dafio puéde ser correlacionado con
nueva sintesis de proteina. Goodenough (1978) (citado por Zawistowiski y col., 1991)
demostré que el incremento de la actividad de la PPO durante el almacenamiento
post-cosecha de champifiones puede ser prevenida por inhibidores de sintesis de
proteinas. El incremento del nivel de la PPO después de cortar los tubérculos de
alcachofa Jerusalem puede prevenirse por inhibicion de la sintesis de RNA,
necesaria para la produccion de esta enzima. Evidencias contradictorias provistas
por Meyer y Biehl (1980)(citado por Zawistowiski y col., 1991) sugieren que el
incremento de actividad de PPO en hojas de espinacas no es por la nueva sintesis
sino por la liberacion de la actividad de la enzima desde la forma latente del enlace-

tilacoide causado por la vejez y por tanto, pérdida de la integridad de la membrana.

Aunque la PPO no esta restringida a alguna parte en particular del vegetal, el
analisis de la alcachofa Jerusalem se encontrd que las pieles externas contenian la
principal actividad de la PPO mientras que la médula intermedia presentd solamente
el 10% de la actividad total. En la piel de uvas, pepinos y algunos cultivares de
manzana se ha encontrado la maxima actividad de la PPO (Zawistowiski y col.,
1991).

La PPO es una enzima intracelular que se localiza en cloroplastos,
mitocondrias, microsomas, peroxisomas y plasma celular. Sin embargo, como se dijo

anteriormente, con apoyo de las técnicas citoquimicas se ha demostrado que la
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polifenoloxidasa se encuentra en plastidos de raices, amiloplastos de papa,

cromoplastos y cloroplastos de diferentes especies (Vamos-Vigyazo, 1981; Mayer,
1987).

2.6.2 Papel biolégico

El papel de la PPO en vegetales es ambiguo, porque en los tejidos verdes
sanos esta enzima existe en forma latente, lo cual obstaculiza el estudio in vivo. Sin
embargo, varias hipoétesis han sido establecidas con respecto a las funciones de la
PPO. Los estudios iniciales sugirieron que la PPO era una oxidasa terminal en Ia
respiracién. Esta hipdtesis fue sostenida por los hallazgos de que la PPO latente
estaba enlazada a la membrana del tilacoide (estructura plana localizada en el
cloroplasto) donde la fotosintesis tiene lugar. Mas tarde se postulé que la PPO tenia
un papel en la fosforilacidn pseudociclica o “reaccion Mehler” un sistema no ciclico
de transporte de electrdn que involucraba oxigeno en lugar de NADP* como el
aceptor terminal (Tolber, 1973, citado por Zawistowiski y col., 1991).

Un incremento en la emision fotosintética del oxigeno se presentd cuando la
PPO fue inhibida por KCN. También Meyer y Biehl (1980)(citado por Zawistowiski y
col., 1991) sefalaron un incremento en la emision del oxigeno cuando la PPO latente
fue activada durante la vejez de los cloroplastos de espinaca aislados. Estos estudios
correlacionados a la pérdida de la reaccién Mehler con activacion de PPO. La
activacion de la PPO se presentd durante la infeccién o dafio mecanico resultando
en la formacion de quinonas y consecuentemente polimeros insolubles. Los tejidos
del vegetal “impregnados” con estos polimeros proveen una barrera para prevenir la
dispersion de la infeccidon en el vegetal. De esta manera, la enzima le proporciona
resistencia al vegetal a infeccio s por virus, bacterias, hongos asi como al dafio
mecanico. Algunos de los intermediarios formados durante la polimerizacion de
compuestos fendlicos puede también inactivar o ligar virus de vegetales y limitar su

potencia en su infestacion en vegetales. Pierpoint y col., (1877)(citado por
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Zawistowiski y col., 1991) encontraron que las melaninas y quinonas eran
bacteriostaticas y adecuadas parcialmente para inactivar un virus en la papa. La
produccidn de quinonas se ha reportado que es esencial para la resistencia de las
manzanas a la infeccion por Venturia inequalis y que ayuda a prevenir la dispersion
de la infeccion por Botrytis cinerea sobre el frijol (Zawistowiski, 1991).

Robb (1984) reportdé que la PPQO participa en la biosintesis de fendlicos
vegetales, particularmente fenilpropanoides e indirectamente en la formaciéon de
lignina. Sin embargo, los resultados no son del todo concluyentes para fundamentar

esta teoria (Zawistowiski, 1991).

2.6.3 Aislamiento

El aislamiento de la PPO de los alimentos de origen vegetal esta asociado con
muchos problemas, haciendo la separacién extremadamente dificil. La PPO esta
localizada exclusivamente en los plastidos de tejidos de vegetales sanos vy
aparentemente no esta activada hasta cruzar la envoltura del plastido. En contraste,
la mayoria de los compuestos fendlicos en las plantas superiores estan localizadas
en la vacuola distinto de los plastidos. Una vez que los contenidos del plastido y
vacuola se mezclan, debido a la rotura celular, la organizacién interna se dafa.
Como consecuencia, los compuestos fendlicos enddégenos son oxidados
enzimaticamente a quinonas las cuales polimerizan a polifenoles, responsables del
oscurecimiento enzimatico. Los polifenoles son productos multidentados y se unen a
través de moléculas de proteina‘incluyendo la PPQ via interacciones hidrofébicas y
enlaces de hidrégeno para producir agregados y/o precipitados. Por otra parte, los
fenoles transformados a quinonas, pueden reaccionar con grupos nucleofilicos (SH y
NH,) sobre las proteinas para formar productos covalentes. También se ha reportado
que los compuestos fendlicos pueden inactivar la PPQO o reaccionar con proteinas y
producir formas mdultiples adicionales que no estan presentes en el tejido intacto

(Smith y Montgomery, 1985, citado por Zawistowiski, 1991). Por tanto, es importante
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cuidar la seleccion de los métodos de aislamiento y separacion de PPO para
minimizar o eliminar cualquier cambio en la estructura y actividad de la enzima
durante su purificacion.

Se han realizado muchos intentos para minimizar las interacciones proteina-
compuesto fendlico incluyendo trituracién y homogeneizacién en nitréogeno liquido o
en nitrégeno atmosférico. El aislamiento por etapas se ha llevado a cabo de -20 a -
30°C (Vamos-Vygyazo, 1981). También se ha utilizado pirrolidona de polivinil (PVP)
para eliminar los fenoles durante [a separacion de las fracciones subcelulares y en
las etapas iniciales de la purificacion de la enzima del tejido vegetal. Sin embargo,
esta técnica tiene desventajas, entre ellas requerir una gran cantidad de PVP, pH
acido durante el aislamiento (la méaxima afinidad para los fenoles se presenta a pH
3.5) y un tiempo de pretratamiento previo al aislamiento. En resumen, la PVP puede
también inhibir la actividad de la enzima PPO, con alguna intensidad (Anderson y
Sowers, 1968; Smith y Montgomery, 1985, citado por Zawistowiski, 1991). Se han
utilizado exitosamente otros polimeros para la eliminacion de fenoles, por ejemplo
resinas de intercambio idnico, policaprolactama y polietilén glicol. El polietilén glicol
(PEG) debido a su solubilidad en acetona, es a menudo utilizado en la preparaciéon
del polvo de acetona. La precipitacidon de |la acetona seguida de la extracciéon con
buffer, es uno de los métodos mas utilizados en la etapa inicial de aislamiento de la
PPO (DiziK y Knapp, 1970; Satjawatcharaphong y col., 1983; Oda y col., 1989, citado
por Zawistowski, 1991). Este método ofrece ciertas ventajas en la obtencién de una
preparacién enzimatica cruda con una alta produccidon de actividad y libre de
residuos. A fin de prevenir la inactivacion durante la extraccién con buffer, se han
incluido en el método agentes reductores o acopladoras de quinonas tal como el
acido ascérbico (Janovitz-Klapp y col., 1989), cisteina (Batistuti y Lourenco, 1985,
citado por Zawistowiski, 1991), metabisulfito de sodio, dietil ditiocarbamato,
teiratiolato de sodio o tiourea (Zawistowiski, 1991). '
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Ademas de las dificultades discutidas, otros problemas que se deben superar
durante la extraccidn de la PPO, se refiere a que la enzima soluble esta presente en
cantidades relativamente pequefias asi que las pérdidas que se reportan son de
menos del 1% de la proteina total (Robb, 1984).

La PPO se presenta en su forma activa en la mayoria de los alimentos
(Vamos-Vigyazd, 1981) pero también existen formas latentes de esta enzima en
platanos, espinacas, aguacates y champifiones. La PPO puede ser liberada de su
latencia por varios tratamientos incluyendo choques con acidos y bases, detergentes
aniénicos, enzimas proteoliticas, urea, acidos grasos, glucoproteinas fungales,

lipopolisacaridos bacteriales y B-1,3-glucanos (Zawistowiski, 1991).

La naturaleza de la PPO latente aun no ha sido aclarada, pero se ha sugerido
que la activacion se puede lograr al eliminar un inhibidor de la enzima en el complejo
PPO-inhibidor. La latencia de la PPO del cloroplasto de la espinaca fue atribuida, en
parte a la formacién de un complejo inactivo entre la proteina activa (PPO) y un
polipéptido de bajo peso molecular. La disociacién de este complejo inactivo por
varios detergentes (como dioxicolato de sodio, dodecil sulfato de sodio (S'DS) y
digitonina) activo a la enzima. Otros investigadores (Robb y col., 1984), estudiaron la
latencia de la PPO de las habas y reportaron que los tratamientos desnaturalizantes
suaves como las exposiciones a acidos y bases o exposiciones a soluciones de
detergentes diluidos (Manoxal OT) activaron la enzima con cambios en su
comportamiento fisicoquimico (por ejemplo, aumentd la movilidad electroforética y la
afinidad por agentes quelantes (cobre). Estos estudios demostraron que la activacion
de la PPO latente involucré rearreglo de la estructura terciaria de la proteina
haciendo al sitio activo mas accesible a los sustratos, mas que la disociacidon del
complejo enzima-inhibidor. Los estudios de Moore y Furkey (18990)(citado por
Zawistowiski, 1991) argumentaron contra la teoria de Kenten (1958) e indicaron solo
unos cambios conformacionales limitados en la proteina de la activacion de la PPO

latente de las habas con SDS. Un mecanismo similar fue propuesto antes por
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idnico, Tritdn X-114 (Zawistowiski y col., 1991). El método tiene la ventaja adicional

de eliminar los compuestos fendlicos paralelamente con la clorofila.

2.6.4 Purificacion

Numerosas publicaciones han abordado la purificacion de la PPO; sin
embargo, por razones discutidas en parrafos anteriores, solo pocas PPO han sido
purificadas con aparente homogeneidad. Estas incluyen PPO de trigo, uvas, papas,
hojas de té, espinacas, peras, durazno, alcachofa (Zawistowiski, 1991) y camote
(Lourenco y col., 1992).

Los procedimientos publicados sobre la purificacién de la PPO han variado de
acuerdo a la fuente de la enzima y grado de pureza alcanzado (Vamos-Vigyazo,
1981). La primera etapa mas comun de la purificacion es la eliminacion de la proteina
inactiva por precipitacion con suifato de protamina, suifato de calcio (Patil y Zucker,
1965) o fraccionamiento con sulfato de amonio (la mas comunmente utilizada),
seguida de una dialisis o cromatografia sobre Sephadex G-25 (Vamos-Vigyazo,
1981). La purificacién frecuentemente incluye adsorcién, intercambio idnico y
cromatografia de filtracion por gel o una combinacién de algunos de estos métodos.
La cromatografia hidrofébica (Mayer, 1987) y el enfoque isoeléctrico también se han

utilizado.

La cromatografia de adsorcién con celita es selectiva para la PPO, ya que
este adsorbente es relativamente especifico para proteinas que contienen cobre. La
adsorcion sobre fosfato de calcio se ha aplicado a la PPO de manzana y trigo,
mientras que la cromatografia con hidroxiapatita, la elusion con carboximetil celulosa
(CM) o columnas de dietilaminoetil celulosa (DEAE) se emplearon para la purificacion
de PPO en espinaca, pera y durazno (Oda y col., 1989; Flurkey y Jen, 1980 y Rivas y

Whitaker, 1973, respectivamente, citado por Zawistowski y col., 1991).
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El DEAE-celulosa es un intercambiador idnico comun en la purificacion de
varias PPO, aunque otras matrices de gel en combinacién con DEAE celulosa,
Sephadex, Sepharosa, Toyopearl (cuentas de polivinil), también se han empleado.
La cromatografia de intercambio idénico se ha convertido en el método mas
empleado, especialmente en combinacion con columnas de cromatografia de
filtracion por gel o Sephadex o sobre Sepharosa, Sephacril S-200 y Ultragel AcA 34
(Kahn, 1985; Zawistowski y col., 1991).

La baja capacidad de los absorbentes y la oxidacion de ligandos (sustratos
fendlicos) durante la operaciéon de la columna excluye su uso (Robb, 1984). Por
ejemplo, cuando se tratdé de purificar la PPO de la alcachofa por cromatografia de
afinidad utilizando una columna L-DOPA-Sepharosa 4B-CL no se tuvo éxito debido
al rapido oscurecimiento del gel causado por autoxidacién de DOPA (Zawistowski y
col., 1991).

La purificacién de la PPO por cromatografia hidrofébica sobre Sepharosa CL-
4B fue reportado como un método adecuado (Mayer, 1987) porque el sitio activo de
la PPO que tiene un caracter hidrofébico que enlaza bien el medio hidrofébico tal
como fenil Sepharosa, en una fuerza altamente idnica (Robb, 1984). Es dificil evaluar
la eficiencia de este método por las pocas aplicaciones de sistemas PPO publicadas
(Janovitz-Klapp y col., 1989).

2.6.5 Métodos de determinacion de actividad

La determinacion exacta de la actividad de la PPO sigue siendo un reto a -
pesar de los numerosos métodos descritos en la literatura (Vamos-Vigyazo, 1981;
Robb, 1984). Esto es a causa de que las quinonas formadas durante el curso de la
reaccién enzimatica experimentan reacciones secundarias con ellas mismas, con

sustratos que no han reaccionado, oxigeno, otros constituyentes y con la enzima.
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Esta reacciones conducen a la formacidn de moléculas poliméricas complejas

interfiriendo con la exactitud del analisis.

La existencia de otras enzimas con propiedades moleculares similares, tal
como lacasa y peroxidasa en tejidos vegetales, pueden interferir en la actividad de la
PPO durante su determinacién. Las enzimas muestran sustratos especificos
traslapados ya que estan disponibles para convertir los fenoles a quinonas (Mayer y
Harel, 1979; Robb, 1984). Es por tanto, muy importante diferenciar entre PPO y otras
enzimas para evitar confusion. Sin embargo, hay diversos métodos para distinguir

entre estas enzimas (Mayer y Harel, 1979; Mayer, 1987).
2.6.6 Heterogeneidad y estructura molecular

No obstante las dificultades inherentes asociadas con el aislamiento y
purificacion de la PPO debido a la presencia de fendlicos endbdgenos y proteasas, se
han realizado intentos para caracterizar la enzima de varias fuentes. Los trabajos
‘realizados a la fecha se relacionan con propiedades moleculares, sustratos
especificos e inhibidores (Vamos-Vigyazo, 1981; Robb, 1984; Mayer, 1987). Pocos
estudios existen sobre la purificacion de la PPO con aparente homogeneidad. Los
trabajos sobre heterogeneidad de la enzima, composicion de aminoacidos y
contenido de cobre deben ser tratados con precaucidn ya que reflejan diferentes
condiciones de aislamiento y varian en el grado de pureza. Gamm
La526)

La electroforesis por gel, el enfoque isoeléctrico, el analisis inmunoldgico y la
filtracion por gel de preparaciones de PPO indican que la enzima existe en multiples
formas. La multiplicidad enzimatica es atribuida a fendmenos de asociacion-
disociacion de similar y/o diferentes subunidades, polimerizacion con compuestos
fendlicos, accién proteolitica durante la separacion/purificacion de la enzima e
interaccion entre proteinas no enzimaticas y enzima (Vamos-Vigyazé, 1981; Robb,

1984, Flurkey e Ingebrigtsen, 1989; Kupper y col., 1989). Estas formas pueden ser
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interconvertibles (dependiendo de la fuerza iénica, pH, concentracion enzimatica y
presencia de agentes de disociacién, etc.,) y difieren en la especificidad de su
sustrato, pH &ptimo, estabilidad térmica y respuesta a reactivos quimicos e
inhibidores.

2.6.7 Pesos moleculares

Los pesos moleculares de formas multiples de PPO, determinados por
electroforesis-SDS o filtracion por gel, alcanza un intervalo entre 12 y 400 kDa (Robb,
1984; Vamos-Vigyazé, 1981); la aparente multiplicidad de la enzima a menudo refleja
fendmenos de asociacién-disociacion, protedlisis, ademas pueden ser el resuitado de
las técnicas empleadas y condiciones del solvente empleado para la determinacidn
de los pesos moleculares. Por otra parte, se encontrd que los patrones de las formas
multiples varian en las mismas especies o aun en cultivares dependiendo de la
época de cosecha, de condiciones de almaéenamiento, etc. Mayer y Harel (1979),
observaron tres formas de catecol oxidasa en manzana (30-40, 60-70 y 120-130
kDa), mientras que Janovitz-Klapp y col. (1989) encontraron un componente simple
de la PPO (peso molecular 46 kDa) para otro cultivar de manzana. Varios 'pesos
moleculares se han encontrado para la PPO del aguacate: 14, 28, 56, 112 y 400 kDa
(Dizik y Knapp, 1970), para tubérculos de papa: una subunidad de 36 kDa
(Balasingam y Ferdinand, 1970, citado por Zawistowski y col., 1991) analizado por
cromatografia de filtracion por gel, para las uvas se reporta 80 kDa por
sedimentacién (Kidron y col., 1977) utilizando filtracién por gel; espinacas 43 kDa
(Lieberei y col., 1981) por electroforesis SDS-PAGE. Par los resultados publicados,
se considera que el peso molecular de la subunidad basica de la PPO de los

vegetales y otras fuentes esta en un rango de 30-45 kDa. (Zawistowski y col., 1991).

La degradacidon proteolitica de la enzima lleva a pesos moleculares mas

pequefios, los cuales retienen la actividad (Flurkey e Ingebrigtsen, 1989).

Efecto de una atmosfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 42
mediante la formacion de pigmentos



Revision bibliogrdfica Rosa Maria Galicia

2.6.8 Especificidad del sustrato

La afinidad de la PPO a un sustrato puede variar entre las formas multiples de
una preparacion particular. Matheis y Belitz (1977) observaron que solo las formas de
alto peso molecular de la PPO de papa son capaces de oxidar monofenoles
(Zawistowski y col., 1991).

Los sustratos fendlicos naturales mas importantes de la PPO encontrados en
frutas y hortalizas son catequinas, ésteres de acido ci'némico (por ejemplo, acido
clorogénico), 3,4-dihidroxi fenilalanina (DOPA) y tirosina. El tipo y posicién de los
sustituyentes presentes sobre fenoles mono y o-dihidroxi fenoles son también
determinantes importantes de la reactividad del sustrato. Los monofenoles son
hidroxilados solamente si ellos tienen un grupo -CH; en la posicion para

(Zawistowski y col., 1991).

Estudios cinéticos de Janovitz-Klapp y col. (1990b), sobre PPO en manzana
purificada, y donde se utilizd 4-metilcatecol y acido benzoico como sustrato e
inhibidor respectivamente, sugirieron que la PPO se combina primero con el oxigeno
y después se une con el sustrato fendlico. Por otra parte, estudios de Robb (1975) y,
Lerner y Mayer (1976) sefialan que el oxigeno no se enlaza primero. La razén para
tal discrepancia puede ser debido a una serie de factores que reducen la exactitud de
obtener datos cinéticos “verdaderos”. Estas son: inactivacion de la PPO durante su
catalisis (Golan-Goldhirsh y Whitaker, 1984); consumo de oxigeno por procesos no
enzimaticos que involucran productos secundarios durante la reaccion; la presencia
de actividades de mono y difenclasa (por ejemplo, el o-difenol tiene que ser
considerado como un sustrato y un producto) y las complicaciones asociadas con
meciciones  espectrofotométricas de la actividad de la PPO (Janovitz-Klapp y col.
1990b). Estos mismos investigadores, también realizaron estudios cinéticos con
sistemas que contenian dos compuestos fendlicos y derivaron una ecuacion para

predecir el consumo de oxigeno desde las concentraciones relativas y parametros
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cinéticos de cada sustrato fendlico individual. Esta aproximacién es importante en el
estudio del oscurecimiento enzimatico de fendlicos en mezclas como realmente se

encuentran en frutas y hortalizas (Zawistowski y col., 1991).

2.6.9 Inhibidores de la PPO

Los inhibidores de la PPO y por tanto el control del oscurecimiento enzimatico
es objeto de constante interés y un reto para los procesadores de alimentos. El
oscurecimiento enzimatico afecta la apariencia, calidad sensorial y nutricional vy,
ocasionalmente, la seguridad del producto (Friedman y Moinar-Perl, 1990; Janovitz-
Lourenco y col., 1990; Klapp y col. 1990a). Diversos compuestos inhiben la PPO,
aunque su eficiencia en el control de las reacciones de oscurecimiento depende de la
naturaleza y concentracion del inhibidor, fuente de la PPO, sustrato disponible (O,
compuestos fenolicos), pH y temperatura (Vamos-Vigyazé, 1981, Kahn y Andrawis,
1985). La forma de accion de los inhibidores varia; por ejemplo, hay inhibidores que
actuan simultaneamente sobre la enzima, sustrato y algunos productos. Sin
embargo, ademas del aspecto econémico, el uso de inhibidores del oscurecimiento
en alimentos procesados esta restringido debido a problemas de toxicidad, efectos
sobre el sabor, textura y sanidad del producto alimenticio (Moon y Kim, 1985;
Zawistowiski y col., 1991).

El acido benzoico y algunos acidos cinamicos sustituidos son comunmente
utilizados como inhibidores competitivos de PPOs de cerezas, manzanas, peras,
chabacanos y papas (Vamos-Vigyazoé, 1981). Por otra parte, los sulfitos (sulfito de
sodio, bisulfito de sodio y metabisulfito de sodio y potasio) a pesar de ser los
inhibidores méas efectivos de la PPO, estan en estudio a causa de problemas de
salud publica, ya que personas asmaticas presentaron alergia a estos agentes. Estos
sulfitos inactivan la PPO de Ia papa pero dependen del pH y tiempo de exposicion
(Muneta y Wang, 1977; Fan y Book, 1987, citados por Zawistowiski y col., 1991).

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 44
mediante la formacion de pigmentos '



Revision bibliogrdfica Rosa Maria Galicia

2.6.10 pH dptimo y estabilidad térmica

El pH éptimo de la PPO de muchos vegetales como manzana, pera, durazno,
uva, platano, aguacate, papa y champifiones, es entre 5.0 y 7.0 con excepcion de la
PPO de cereza dulce cuyo pH 6ptimo es entre 4.0 y 4.5 (Vamos-Vigyazé, 1981). El
Kiwi con pH 6ptimo de 6.8 a 7.3, berenjena pH 4.0 (Park y Luh, 1985; Fujita y Tono,
1988, citados por Zawistowiski y col., 1991) entre otros. Por otra parte, se reporta
que la PPO se inactiva a pH por abajo de 4, por lo tanto, se puede manejar este
parametro como un control del oscurecimiento (McCord y Kilara, 1983; Zemel y col.,
1990). Los perfiles de pH-actividad varian con el cultivar y etapa de madurez, pureza
de la enzima, naturaleza del sustrato fendlico y forma de la isoenzima.

En general, la PPO es considerada una enzima de baja estabilidad térmica.
Los tratamientos térmicos a 70-90°C son suficientes para reducir o inactivar
completamente la PPO en productos de origen vegetal. En contraste, la enzima es
relativamente  estable a temperaturas de almacenamiento abajo de cero grados
(Vamos-Vigyazo, 1981).

2.7 Respiracion

El proceso primario de la respiracién es la movilizacion de compuestos
organicos y su oxidacion controlada para liberar energia para el mantenimiento y
desarrollo de la planta, considerandose primero las reacciones del carbono

resumidas en la ecuacion:

CeH1206+ 6 O » 6 CO,+6H,0 + energl’a

que representa la oxidacién de una molécula de hexosa. Las reacciones del
carbono en la respiracién involucran dos procesos distintos. El primero, la glucdlisis o
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via Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), ademas es la base de la respiracion
anaerobia o fermentacién. La via EMP convierte una molécula de hexosa en dos
moléculas de &cido pirGvico. Estas son luego descarboxiladas, y el fragmento
remanente de dos carbonos se oxida totalmente en el segundo de los dos procesos
principales, el ciclo de los acidos tricarboxilicas o ciclo del acido citrico o ciclo de
Krebs (Bidwell, 1990).

La glucdlisis es la via metabdlica por la que la mayoria de las formas de vida
degradan la glucosa a dos moléculas de piruvato con produccion neta de dos

moléculas de ATP. La reaccion global es:
Glucosa + 2 NAD" + 2 ADP + 2 Pi —— 2 NADH + 2 Piruvato + 2 ATP + 2 H,0+ 4 H*

Consta de diez reacciones enzimaticas, en las cinco primeras reacciones de la
glucdlisis, la glucosa reacciona con dos ATP para formar fructosa 1,6-difosfato, que
se convierte posteriormente a dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato. En las cinco
ultimas reacciones gliceraldehido-3-fosfato reacciona con NAD" y Pi para formar el
compuesto 1,3-difosfoglicerato. Este compuesto reacciona en las ultimas cuatro
reacciones de la via con dos ADP, formando piruvato y 2 ATPs por molécula (Figura
9).

Para que la glucdlisis pueda continuar, el NAD" que se consume en la
formacion de 1,3 difosfoglicerato debe ser regenerado. EI NAD" se regenera a través
de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias, en presencia de O,. En ausencia de
oxigeno, las reacciones de oxidacion del ciclo de Krebs no pueden ocurrir y el NADH
que se forma durante la oxidacién de 3-fosfogliceraldehido (GAP) no puede
reoxidarse por el oxigeno, de aqui jue se necesite otro sistema para producir la

continua provision de NAD requerida para la operacion de la glucdlisis.
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Glucdlisis

Glucpsa
ADP + Pi\ I /2 NAD"

Fructosa-1,6-bifosfato

/I

2ATP 2 NADH
2 Piruvato
Fermentacion homolactica Oxidacion aerobica Fermentacion alcohdlica
anaeradbica anaerdbica
Ciclo del
2 NADH acido citrico 2 NADH
2 NADH 6 02 /
Fosforilacion
oxidativa
2 NAD® v 2 NAD?
v | 2 NAD* v
2 Lactato 6 CO, + 6 H,0 - 2CO0, + 2 Etanol

Figura 9. La glucdlisis transforma la glucosé en piruvato, produciendo dos ATPs. En
condiciones anaerdbicas tienen lug-.r las fermentaciones alcohdiica y la
homolactica. En condiciones aerdbicas, el piruvato es oxidado a HzO y
CO, en el ciclo del 4cido citrico y de la fosforilacién oxidativa (Voet y Voet,
1992).
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Este problema se ha solucionado de dos maneras importantes: en algunos
sistemas vegetales, es la reduccidon de piruvato a lactato, catalizada por la lactato
deshidrogenasa que convierte el NADH a NAD en el proceso, siendo la fermentacidn
homolactica la principal fuente de energia (Bidwell, 1990; Voet y Voet, 1992).

La segunda alternativa es la descarboxilacion del piruvato a acetaldehido,
catalizada por la alcohol-deshidrogenasa con ia reoxidacion del NADH. El NAD+ se
regenera a través de la fermentacion alcohdlica en dos reacciones. Primero el
piruvato se descarboxila a acetaldehido por accion de la piruvato descarboxilasa,
esta enzima requiere de pirofosfato de tiamina como cofactor. A continuacion, el
acetaldehido es reducido por el NADH para formar etanol y NAD+, en una reaccion
catalizada por la alcoho! deshidrogenasa. Es probable que los organismos masivos
como los tubérculos de papa, que puedan estar faltos de oxigeno en su centro, dado
el largo camino de difusidén, puedan llevar a cabo fermentacion alcohdlica (Bidwell,
1990; Voet y Voet, 1992).

2.7.1 Sintesis de la sacarosa

La sintesis de la sacarosa en las plantas superiores ocurre por una secuencia
de transferencia de grupo que incluye a los nucledtidos UDP, UTP, y un nucleédtido

glucosil-sustituido, el difosfato de uridina glucosa (UDPG) en la secuencia siguiente:
ubP + ATP ———p UTP + ADP

El ATP es resintetizado por las reacciones de transporte de electrones en otra
parte cualquiera de la célula. El UTP reacciona con la glucosa-1-fosfato (G-1-P) para

generar la molécula donde se transfiere el glucosil UDPG ;, pirofosfato (PPi).

UTP + G-1-P ———» UDPG + PPi
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UDPG + F —— —  » sacarosa + UDP

Alternativamente, UDPG puede reaccionar con la fructosa-6-fosfato (F-6-P)
para dar sacarosa-fosfato

UDPG + F6-P 3 sacarosa-fosfato

sacarosa-fosfato + HL O ——————® sacarosa + Pi + 3000 cal.

La hidrdlisis de la sacarosa-fosfato rinde aun mas energia, lo que permite la
acumulacién de altas concentraciones de sacarosa. Estas reacciones de
transferencia de grupo como reacciones exergonicas, permite la sintesis vy
concentraciones elevadas de sacarosa como las que se encuentran en la cafia de

azucar y en las células de las plantas fotosintéticas (Bidwell, 1990).

La entrada de sacarosa en el metabolismo respiratorio se produce
probablemente por medio de la enzima hidrolitica invertasa que esta casi
universalmente distribuida en los tejidos vegetales. La invertasa hidroliza a la
sacarosa directamente dando una mezcla equimolar de glucosa + fructosa , ambos

azucares reductores (Bidwell, 1990).

2.8 AM/AC como método de conservacion

La conservacion de alimentos es todo tratamiento de los mismos que prolonga
su duracién de tal manera que mantenga en grado aceptable su calidad incluyendo
color, textura y aroma. Dentro de los métodos de conservacion sc- encuentra la
refrigeracion, refrigeracién con AC (Herrero y Guardia, 1992), tratamientos quimicos
de superficie (ceras), almacenamiento con gases inertes como nitrégeno y didxido de

carbono, conservacion con azucar, fermentacion con salmuera (productos
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fermentados), tratamiento con acidos (encurtidos), sulfitado, congelacién, irradiacion,
tratamiento térmico, etc. (Holdsworth, 1988).

Los productos horticolas normalmente requieren de cierto almacenamiento
con el fin de equilibrar su oferta y su demanda. Algunas frutas y hortalizas tienen una
vida de almacenamiento prolongada que puede ser desde unos meses hasta mas de
un afo, como es el caso de manzanas, peras, papas y cebollas. Mientras que las
fresas, ejotes y champifiones tienen una vida de almacenamiento muy corta que va

desde unos cuantos dias hasta una semana (Kader, 1992a).

La vida de almacenamiento potencial de un producto horticola se encuentra
predeterminada en gran medida por sus caracteristicas genéticas, pero ademas
influyen también practicas de cultivo que se aplican en precosecha, técnicas de
cosecha, manejo y los tratamientos poscosecha y, finalmente las condiciones de

almacenamiento.

Existen diferentes métodos o sistemas de almacenamiento para los productos
horticolas, cuyo objetivo es conservar la calidad de éstos o para protegerlos contra

pérdidas significativas durante su almacenamiento.

Las condiciones mas importantes de almacenamiento son la temperatura,
humedad relativa y la atmésfera. Estos factores pueden variar drasticamente de una
especie a otra y aun entre un cultivar y otro. Si se mantienen las condiciones optimas
de almacenamiento para un producto horticola se logra maximizar su vida util (Liu,
1992).
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E! almacenamiento a bajas temperaturas reduce la velocidad de respiracion,
la produccién de etileno, el proceso de maduracion, la senescencia y otros cambios
conducentes al deterioro de la calidad. También se reduce: el gradiente de presion
de vapor entre el producto y la atmdsfera de almacenamiento, la velocidad de
pérdida de agua por transpiracion, el crecimiento microbiano, y por tanto, el deterioro

ocasionado por él (Liu, 1992).

La vida de los productos horticolas puede extenderse reduciendo la
concentracidn de oxigeno, aumentando la concentracion de didxido de carbono, o
combinando ambos gases. Se han desarrollado sistemas de almacenamiento en
atmdsferas controladas (AC) o en atmodsferas modificadas (AM) para estos
productos. Sin embargo, tanto las AC como las AM no son necesariamente benéficas
para todos los productos. Algunos son susceptibles al darfio por bajos niveles de Oz y
altos niveles de CO,, pero esto varia considerablemente de producto a producto (Liu,
1992).

La AC se aplica ampliamente en el aimacenamiento de manzanas y peras en
diversos paises del mundo. Sin embargo, la aplicacion comercial de las AC en otros
productos hortofruticolas aun se encuentra muy restringida a pesar de que este

método de conservacion tiene un gran potencial para diversas frutas y hortalizas.

2.8.1 Atmodsfera modificada y atmosfera controlada

La atmoésfera modificada es cualquier alteracidn de la composicion normal de
la atmosfera (78.08% N, 20.95% O, y 0.03% CO,) mientras qué la atmosfera
controlada es una variacion de la AM, la cual consiste en el control estricto de la
composicién gaseosa con una minima variacion, la cual se logra con un monitoreo

continuo de los gases. Otros métodos de AM son el envasado del producto en
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materiales poliméricos, encerado y las cubiertas comestibles (Gonzalez-Aguilar y
col., 1999).

Las AM son técnicas complementarias a la refrigeracion, por consiguiente
estan relacionadas con rangos de temperatura de 0-15°C y humedades relativas de

85-95% para conservar la calidad de los productos almacenados.

El beneficio o daro al utitizar una AC depende del producto horticola, cultivar,
edad fisiologica, composicién atmosférica, temperatura y duracion del
almacenamiento. Esto ayuda a explicar la amplia variabilidad en resultados entre
reportes publicados para un producto dado (Zagory y Kader, 1989; Kader, 1992a).

El desarrollo de las tecnologias de AC y AM ha permitido su aplicacién durante
el transporte, almacenamiento temporal o almacenamiento a largo plazo de
productos horticolas destinados al mercado en fresco o procesamiento. Lo anterior
conlleva a extender la vida poscosecha y mantener la calidad de diversas frutas y
hortalizas.

E! uso adecuado de una AM o AC como complemento a la temperatura
apropiada y humedad relativa de manejo resulta en uno o mas de los siguientes
beneficios que se traducen en una reduccidn cuantitativa y cualitativa de pérdidas
durante el manejo postcosecha y almacenamiento de algunos productos horticolas
(Kader, 1992b).

1. Retarda la senescencia y esta asociado a cambios bioquimicos y fisioldgicos,
reduce la tasa de respiracion y produccién de etileno, ablandamiento y cambios

de composicion.

2. Reduce la sensibilidad de la fruta a la accion del etileno cuando el nivel de

oxigeno es inferior del 8% y del diéxido de carbono superior del 1%.
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3. Reduce ciertos desordenes fisioldgicos como dano por frio de varios productos,

como algunos desordenes en manzana durante el almacenamiento.

4. Las AM pueden directa o indirectamente afectar los patdgenos postcosecha y
consecuentemente la incidencia de deterioro. Por ejemplo, elevados niveles de
CO;, (10% a 15%) inhiben significativamente el desarrollo de Botrytis cinerea

(moho gris) en fresas, cerezas y otras frutas.

5. Las AM pueden ser una herramienta util para el control de insectos en algunos
productos horticolas (Kader, 1992b; Yahia, 1993).

En los ultimos 50 afos, el uso de las AM/AC se ha incrementado rapidamente
y ha contribuido significativamente para alargar la vida postcosecha y conservacion
de la calidad de diversas frutas y hortalizas. También en los ultimos afos, se ha
incrementado el uso de las AM durante el transporte y distribucidn, incluyendo
peliculas comestibles o poliméricas para crear una AM en el producto (Kader, 1992b;

Gonzalez-Aguilar y col., 1999).

Las frutas y hortalizas varian ampliamente en su tolerancia relativa a bajas
concentraciones de O, y elevadas concentraciones de CO». Hay niveles inferiores o
superiores mas alla de los cuales el dafio fisiolégico se puede presentar. Estos
limites de tolerancia pueden ser diferentes a temperaturas superiores o inferiores de
las temperaturas recomendadas para cada fruta u hortaliza. También un producto
puede tolerar breves exposiciones a altos niveles de CO; o bajos niveles de O, que
los recomendados. El limite de tolerancia para bajas concentraciones de O, puede
ser mas elevado a temperatura de almacenamiento bajas porque los requerimientos
de O, para respiracion aerébica del tejido vegetal se incrementa con temperaturas
mas altas. Dependiendo del producto, el dafo asociado con CO; puede
incrementarse o decrecer con un incremento en la temperatura. La produccion de

CO; se incrementa con la temperatura pero su solubilidad disminuye; entonces, el
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CO; en el tejido vegetal puede aumentar o disminuir por un incremento en la
temperatura. Ademas, el efecto fisiolégico del CO, puede ser dependiente de la
temperatura (Kader, 1992b; Yahia, 1993).

La aplicacion de algunos fungicidas e insecticidas puede ser reducida o
eliminada cuando la AM/AC proporciona un adecuado control postcosecha de
patégenos e insectos. Ademas los efectos residuales de las AM/AC en las frutas y
hortalizas frescas después de transferirlos al aire (durante su comercializacion)
puede incluir la reduccién de la tasa de respiracion y produccién de etileno,

manteniendo el color y firmeza y por tanto, retardando el deterioro (Kader, 1992b).

Kader (1992a) indica que otro uso potencial de las AM/AC es la conservacion
y seguridad de las frutas y hortalizas ligeramente procesadas.

2.8.2 Atmdsferas ricas en CO,

La atmésfera rica en CO, es la modificacién de la atmésfera ambiental en
cuanto al nivel de CO; por arriba del normal (0.03%) y generalmente va acompafada
de una reduccién del nivel de O,. Ef CO; es un producto de la respiracién que puede
disminuir la velocidad del proceso metabdlico a medida que su concentracion
aumenta, ademas no deja residuos toxicos en los productos almacenados (Kubo y
col., 1990). Las atmosferas ricas en CO; se pueden generar de forma pasiva o activa
(Kader, 1992b).

‘Se ha visto que las atmésferas ricas en CO, reducen la velocidad de
respiracion de los productos horticolas, no obstante a una concentracion de 20% o
mayor dependiendo del cultivar, la concentracién de oxigeno y la duracién de
exposicion, pueden resultar en la acumulacion de etanol (EtOH) y acetaldehido (AcH)
dentro de los tejidos (Young y Biale, 1968, Kader, 1986). Dicho efecto del CO> ha

sido llamado “Cimasis por dioxido de carbono”. El etanol y acetaldehido se derivan
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del metabolismo anaerdbico;, sin embargo, se pueden encontrar en bajas
concentraciones aun en tejidos vegetales normales, sanos y sus niveles aumentan a
medida que la planta madura. Los cambios en la composicidon quimica también se
pueden ver positiva o negativamente afectados por las atmdsferas ricas en COg, asi

como la retencion del color, la firmeza, sabor y valor nutritivo (Herner, 1987).

Cuando la fruta u hortaliza en una AC rica en CO,, presenta elevadas
concentraciones de etanol y acetaldehido, es manifiesto que el vegetal presenta un
metabolismo anaerdbico y por consiguiente, un efecto adverso a la calidad del
producto. Por lo tanto, el etanol acumulado en el producto es un indicador de la

sensibilidad del mismo a altas concentraciones de CO, .

En muchas plantas, el crecimiento y desarrollo no se ven adversamente
afectados por periodos cortos de anoxia o altas concentraciones de CO; en su
atmosfera, asi que estas plantas no muestran un aumento en la concentracion de
etanol (Chang y col., 1983). Carrillo y Yahia (1990) reportaron que el aguacate
variedad Hass sometido a niveles insecticidas de O, (<1%) y/o de CO; (> 60 %) a
20°C, disminuyd la velocidad de respiracion, presentd cambios en las reacciones
metabdlicas, entre ellas, disminuciéon en la velocidad de biosintesis de proteinas
debido al ambiente anaerodbico de la AM, menor concentracion de las enzimas ADH
(alcohol deshidrogenasa) y LDH (lactatodeshidrogenasa), ambas de la respiracion

anaerdbia y por lo tanto, menor actividad especifica (Yahia, 1993).

Se han realizado diferentes estudios con la finalidad de aplicar las AM/AC
como tratamientos cuarentenarios en aquellos productos hortofruticolas que lo
requieren, sin embargo, algunés de las limitaciones han sido que las altas
concer:itraciones de CO; o bajas de O, empleadas para eliminar insectos, son
superiores o inferiores a las usadas para el almacenamiento del fruto u hortaliza
(Proap y Forsyth, 1973, Soderstorm y col., 1984). Actualmente varios investigadores

estudian la eficacia de la aplicacién de la AM/AC en frutos infestados con diferentes
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larvas y su efecto en la calidad del fruto. Ya que ocurren una serie de cambios
quimicos en los frutos sometidos a AM/AC, como el aumento en los niveles de los
productos de la ruta de anaerobiosis tales como etanol, etilacetato y acetaldehido
(Nisperos-Carriedo y col., 1990; Wang, 1990), los cuales son téxicos y pueden

contribuir a la mortalidad del los insectos.

2.8.3 Efecto de altas concentraciones de CO; en el metabolismo de frutas y
hortalizas

Durante el manejo poscosecha de frutas y hortalizas, uno de los propésitos es
mantener productos de alta calidad y prolongar su vida util, tanto en fresco como
producto procesado, de ahi el uso de bajas temperaturas, AC y AM. Sin embargo,
durante este manejo de productos hortofruticolas también se presenta el
oscurecimiento enzimatico, que desde el punto de vista comercial es indeseable
(Vamos-Vigiazo, 1981).

A la fecha, se ha convertido en un reto para los cientificos encontrar
soluciones para inhibir y prevenir el oscurecimiento indeseable. Muchos productos
quimicos han sido intensamente estudiados por su efectividad en la inhibicion de la
actividad de la PPO. Sin embargo, la pérdida de sabor, olor y toxicidad y costo

econdmico afectan la aplicacién de estos compuestos (Chen, 1992).

E! conocimiento del oscurecimiento enzimatico en frutas y hortalizas es
esencial para un mejor entendimiento de Ila relacion entre el grado de

oscurecimiento de una magulladura (abrasién) o tejidos cortados, el contenido total y
relativo de fenoles y actividades de la PPO.
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Solamente pocos estudios se han llevado a cabo con extractos mas o menos
purificados de ciruela, uva, pera, papa y espinaca dando resultados contradictorios.
Gregory y Bendall (1966) (citade por Janovitz-Klapp y col., 1990b) utilizaron las
representaciones de Lineweaver-Burk para el estudio del efecto de las
concentraciones de oxigeno y compuestos fendlicos; estos autores obtuvieron
correlaciones en lineas paralelas con todos los sustratos fendlicos con excepcion del
acido clorogénico. Con respecto a las oxidaciones enzimaticas de mezclas fendlicas
en soluciones modelo, se ha trabajado poco, por lo que es escaso el conocimiento
sobre el efecto mutual de diferentes fenoles sobre sus cinéticas de oxidaciéon por
PPO.

Janovitz-Klapp y col., (1990b) reportaron un estudio que realizaron con
respecto a investigaciones cinéticas de PPO en manzana, en el que el oxigeno es el
primer sustrato que se enlaza a la PPO (E-O;) y posteriormente el compuesto
fendlico (E-O,-Ph). Lo anterior, lo demostré utilizando el 4- metilcatecol como
sustrato y el acido benzoico como inhibidor, éste ultimo es competitivo con el
compuesto fendlico pero no con el oxigeno. Por tanto, el acido benzoico puede unir
solamente las formas ennzimaticas de la PPO de la manzana las cuales estén libres
de compuestos fendlicos (Ph), por ejemplo, E 0 E-O; .

También se observé que el 4 metil-catecol es el mejor sustrato para la PPO de
la manzana (Janovitz-Klapp y col., 1990b). Y que durante el analisis rutinario de
actividad, la PPO esta aproximadamente la mitad saturada por el oxigeno. Con
respecto a los valores de la Kno, l0s cuales representan los intervalos de las
velocidades de formacion de quinonas para. el complejo de disociacidon E-O,, éstos
son muy diferentes de un fenol a otro. La velocidad de formacion de quinona es dos

veces mas bajo con 4cido clorogénico que con 4-metilcatecol (Janovitz-Klapp y col.,
1990b).
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Siriphanish y Kader (1985) encontraron que en una atmdsfera de aire+15% de
CO; bajo el pH (6.7 a 6.3), disminuyo el oscurecimiento en los tejidos y la actividad
de la PPO asi como, que el contenido total fendlico fue menor en lechuga
almacenada a 0°C en esta AC. Estos autores sugirieron que el CO; es un inhibidor
competitivo de la PPO como lo demostraron Murr y Morris (1974), y que también

puede influir en varias etapas del metabolismo fendlico.

Mateos y col. (1993) concluyeron que con concentraciones de CO, < 20% , la
actividad de PAL (fenilalanina amoniaco-liasa, la cual actua sobre la desaminacion
de la fenilalanina a acido cinamico, secuencialmente hidroxilado a varios compuestos
fendlicos) en lechuga, fue reducida como resultado de la disminucion del pH
citoplasmatico. Considerando que el pH 6ptimo de la actividad de PAL es de 8.5,
una reduccion en pH podria resultar en una reduccién en el rango de la sintesis de
fendlicos. Lo anterior explica la ausencia de oscurecimiento (dafio por frio u
oscurecimiento enzimatico) en rebanadas de jicama almacenadas en COz al 10% a
5°C vy la disminucion del cambio de color en rebanadas de jicama almacenadas a

altas concentraciones de CO; (20%) y a 10°C (Aquino-Bolafos y col., 2000).

Uno de los riesgos de la modificacion de la atmdsfera es la induccién de la
respiracion anaerébica y la consecuente produccién de acetaldehido y etanol. En el
caso de las rebanadas de jicama almacenadas en la AC con 3% de Oz y 20% de
CO, y durante ocho dias, se encontré un incremento en la cantidad de acetaldehido
10 veces mayor comparada con la cantidad de este volatil en el producto

almacenado en aire a 5°C (Aquino-Balafios y col., 2000).

Chang y col. (1983), en estudios realizados con camote en una atmésfera
controlada saturada de CO,, encontraron mayores concentraciones de CO; interno

en los tejidos que en la atmdsfera de CO, ambiental, lo cual fue debido a que los
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tejidos de las plantas estaban menos aireadas que en un ambiente aerdbico normal.
Paralelamente a las altas concentraciones de etanol (5.5-31.76 umol/g a 48 horas de
exposicion), también se encontré mayor actividad de la enzima piruvato
descarbolxilasa (PDC), la cual puede estar regulando el flujo de carbono hacia etanol
bajo condiciones anaerdbicas. El pH 6ptimo de la enzima en camote es de 6.1- 6.6
con una caida rapida de la actividad a pH de 7. Ademas las tasas altas de conversion
de NADH a NAD estimulan a la enzima. Un cambio de un ambiente aerdbico a uno
anaerdbico puede favorecer una concentracion alta de piruvato, aumentando la
relacion de NADH a NAD y bajando el pH del citoplasma debido a una acumulacion
inicial de acidos organicos. Las concentraciones elevadas de CO, pueden cambiar
también el pH del citoplasma a un intervalo mas &cido. Estos factores pueden
contribuir a una actividad alta de la piruvato descarboxilasa in situ en condiciones de
anaerobiosis. Estos mismos investigadores, sugirieron que la mayor actividad de la
PDC en el camote en anaerobiosis es debido a la presencia de mayor concentracion
de la enzima en el tejido o a una modificacién permanente de la molécula de la

enzima a una forma mas activa.

Las concentraciones bajas de O, y concentraciones elevadas de CO»
disminuyen la conversion de almidén a azdcar, por lo que también disminuye el
desarrollo de sabores dulces. En platanos la actividad de la fosfatasa fue reducida y
la sacarosa, fructosa y glucosa se acumularon mas lentamente cuando el producto
se almacend en O; al 2.5% comparado con platanos en aire. El almacenamiento de
papas en O; al 2.5% inhibié incrementos en fructosa, glucosa y sacarosa (Zagory y
Kader, 1989).

Por otra parte, se han realizado estudios utilizando fluidos supercriticos (SC),
los cuales tienen propiedades intermedias entre iquellos de los liquidos y de los
gases y se ha reportado que inactivan la peroxidasa, polifenoloxidasa vy
pectinesterasa (Cristianson y col., 1984; Zemel, 1989 y Arreola, 1990, citados por

Cheny col., 1992), cuando se utiliza el CO, como un fluido supercritico. Las ventajas
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de utilizar CO, como un fluido SC, son: no es téxico, no flamable, barato y disponible

y ademas también tiene baja temperatura y presion critica.

Taniguchi y col. (1987) estudiaron la retencion de las actividades para la o-
amilasa, glucosa oxidasa, lipasa y catalasa al aplicar altas presiones de CO,. Se ha
demostrado que la aplicacién de CQO, a altas presiones inactiva la PPO, pero a la
fecha no hay informacién del efecto inhibitorio sobre esta enzima.

Chen y col. (1992) investigaron el efecto de la aplicacién de CO, a altas
presiones (58 atm o 850 psi) y temperatura de 43°C en la PPO purificada de papa,
camardn y langosta. Los resultados mostraron que el tratamiento del CQO, causo
cambios de conformacién en la estructura secundaria (a-hélice, B-hoja plegada y
espiral al azar). La PPO del camardn y la langosta presentaron alteraciones mas
notables en la composicion a-hélice y espiral al azar. Mientras que solamente una
alteracion menor se presenté en la estructura secundaria de la PPO de la papa. Es
decir, la PPO de la papa fue mas resistente a este tratamiento que las PPO de
camardn y langosta.

Cuando las PPO de camarén y langosta se sometieron a altas presiones de
CO2 por 10 y 15 minutos respectivamente se causd precipitacion de proteinas, es
decir hubo una desnaturalizacion proteica de las moléculas de PPQ, lo anterior no
sucedid con la PPO de papa, por lo que se concluyé que fue efecto del CO, y no de
las altas presiones ya que otros autores han reportado que la desnaturalizacion de
las proteinas ocurre a presiohes arriba de 1000-3000 atm (Suzuki y Taniguchi, 1972).
Los andlisis espectropolarimétricos sefialaron una alteracién menor en la estructura
secundaria en la PPO de la papa al ser sometidas a presiones altas de CO, y 43°C,
de ahi que unicamente presentd una pérdida del 5% en su actividad (Chen y col.,
1992).
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También en este estudio se reporté que el tratamiento a aitas presiones de
CO, y temperatura de 43°C, el pH de la PPO de la papa cv. Rosset bajdé de 6.1 a 4.2;
el punto isoeléctrico (pl) fue de 6.0 para las papas no tratadas y de 6.2 para los
tubérculos tratados con atmédsferas con elevado CO,. Estos resuitados indican que la
efectividad del tratamiento depende del alimento, patrones proteicos, perfiles

isoeléctricos y estructuras secundarias (Chen y col., 1992).

Weder y col., (1992), propusieron que la papa a altas presiones de CO, en
condiciones normales, la caida del pH provoca un cambio en la estructura de la
enzima exponiendo el residuo de la arginina, por lo que se facilita la formacion de un
complejo de carbamato; ademas de la reduccion del pH, el CO; enlaza las moléculas

de enzima, las desnaturaliza y causa la pérdida de la funcién catalitica.
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3. HIPOTESIS
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La atmosfera rica en CO; al 30% balance aire, reduce la actividad de la
polifenoloxidasa y la conversion del almidén a azucares reductores en papa cv.
Alpha, favoreciendo la disminucién del oscurecimiento enzimatico y no enzimatico en

este tubérculo, sin elevada acumulacién de etanol.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Obijetivo general

Determinar el efecto de una atmdsfera rica en CO, al 30% balance aire en la
calidad de papa (Solanum tuberosum L. ) cv. Alpha, almacenada a 7°C durante 120

horas.

4.2 Objetivos especificos

421 Evaluar los cambios que se presentan en los parametros fisicoquimicos en
papa cv. Alpha, como pH, acidez titulable, sélidos solubles totales, pérdida de
peso, color y textura, en respuesta a su almacenamiento en una atmosfera

rica en CO; al 30% balance aire a 7°C durante 120 horas.

422 Determinar la acumulacion de etanol, cambios en la actividad de Ia
polifenoloxidasa, concentracidén de proteina y de azucares reductores solubles
en papa cv. Alpha, en respuesta a su almacenamiento en una atmdsfera rica

en CO, al 30% balance aire a 7°C durante 120 horas.

4.2.3 Establecer los cambios que se presentan en la actividad de la polifenoloxidasa
mediante la formacidon de pigmentos, concentracidn de proteina y de azucares
reductores solubles en un sistema modelo, en funcién del pH a 45y 6.5, y

atmésfera rica en COz al 30% balance aire a 7°C durante 120 horas.
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5. MATERIALES Y METODOS
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5.1 MATERIALES
5.1.1 Material biolégico

El material bioldgico estuvo constituido por papas cv. Alpha, procedentes de
Los Mochis, Sin. Los tubérculos se adquirieron en las bodegas mayoristas de la
Central de Abasto “Hank Gonzélez” de la Ciudad de México, se seleccionaron de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para papa en estado fresco (Solanum
tuberosum, L.) NMX-FF-022-1995-SCF|, con base a la uniformidad de tamafio (240 —
250 g), forma, color y libres de darios y defectos.

5.1.2 Recipientes herméticos

Los recipientes herméticos utilizados para los experimentos fueron de acrilico
con un diametro externo de 23.0 cm y altura de 30.6 cm para las papas enteras y

para el extracto crudo de 15.4 cm de didmetro externo y 20.2 cm de altura.

5.2 METODOS

El tratamiento consistié en una atmoésfera rica en CO, al 30% balance aire,
éste se genero en récipientes cerrados herméticamente a una temperatura de 7°C.
Esta atmdsfera en estudio, se aplicé a papas enteras y a un extracto crudo de papa
como sistema modelo (ver seccién 5.2.2) en ambos casos durante 120 horas. El
tratamiento control consistié en el almacenamiento en aire de papas y del extracto
(Figuras 10y 12). |
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5.2.1 ESTUDIOS EN PAPAS ENTERAS.

5.2.1.1 Preparacion de muestras

Una vez uniformizado el producto se formaron grupos de manera aleatoria

para conformar cada unidad experimental y aplicarle el tratamiento en estudio.

5.2.1.2 Almacenamiento de las papas enteras en el sistema

A las unidades experimentales se les asignaron aleatoriamente los
tratamientos que consistieron en CO, al 30 % balance aire (60 mL/min, Pal y
Buescher, 1993) y aire (control); se almacenaron durante 120 h a 7£1°C (Figura 10).
Se tomaron muestras para la determinaron de las variables respuesta a las 0, 24, 72
y 120 h.

Figura 10. Almacenamiento de papas enteras en una atmésfera rica en CO; al 30%

balance aire.
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Las fuentes de variacion durante el estudio para las papas enteras fueron:
atmoésfera (aire y CO, al 30% balance aire) y el tiempo de exposicién a la atmésfera
(0, 24, 72 y 120 h), las variables de respuesta fueron: concentracién de etanol, pH,
acidez titulable, sélidos solubles totales, pérdida de peso, indice de oscurecimiento
(10), textura, actividad de la polifenoloxidasa (PPO), concentracion de proteina y
concentracion de azucares reductores solubles (Tabla 4 y Figura 11). La temperatura

se mantuvo constante a 7°C.

Tabla 4. Fuentes de variacion y variables de respuesta para las papas enteras
almacenadas en el tratamiento en estudio.

Almacenamiento de papas enteras

Temperatura Constante: 7°C

Fuentes de variacidn Nivel
Atmosfera CO, 30% balance aire, aire
Tiempo 0.24,72y 120 h

Variables respuesta

Etanol

pH

Acidez titulable

Sdélidos solubles totales

Pérdida de peso

indice de oscurecimiento (10)

Textura

Actividad enzimatica de PPO

Concentracion de proteina

Concentracion de azi“cares reductores solubles
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Figura 11. Diagrama de flujo para el almacenamiento de papas enteras.
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5.2.1.3 Métodos analiticos

a) Determinacion de pH, acidez titulable (AT), sélidos solubles totales (SST)y
pérdida de peso (PP)

Se llevaron a cabo segun las técnicas descritas en el Anexo 1.
b) Determinacion del indice de oscurecimiento (10)

Las papas tratadas, se pelaron y cortaron transversalmente en rebanadas de 1
c¢m de espesor y se rociaron con una solucién de acido ascérbico al 1% p/v con el
propésito de evitar oxidaciones posteriores. El color se determind por el sistema CIE-
LAB (Pomeranz y Meloan, 1994). Los parametros L, a, b se cuantificaron con un
colorimetro Hunter Lab, CM-2002 (Hunter Associates Laboratory Inc. Reston, VA,
EUA). El instrumento fue estandarizado con una placa de ceramica blanca con las
coordenadasa =-107, b= 035y L =93.20.

El tono o matiz (H), cromaticidad o saturacién o pureza (c) y el indice de

oscurecimiento (10), se calcularon de las siguientes ecuaciones:
H = tan”(b/a) C=(a’+b?)"?
{0={100(x—-0.31)}/0.172

Donde;
X=(a+175L)(6645L +a-3.012 b)

L = luminosidad (intervalo de 0% de oscuridad a 100% blanco)
a =rojos a verdes

b = amarillos a azules.
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El indice de oscurecimiento representa la pureza del color café y es reportado
como un parametro importante en los procesos en donde el oscurecimiento
enzimatico y no enzimatico tienen lugar (Buera y col., 1986; Guerrero y col.,1996;
Castanén y col., 1999).

c) Determinacion de textura

Se determiné la resistencia al corte del tejido vegetal de cubos de papa de 1
cm de longitud, utilizando una cuchilla Warner Bratzler en un Texturémetro T-1-XT2
Texture Analyser (Texture Technologies Corp., Scarsdale, N.Y., EUA). Esta prueba
de corte esta disefiada para imitar la incision de los dientes al cortar el alimento
(Edwards, 1999; Pedreschi, 2001). Se eligidé este método de medicidén de la firmeza
de las papas ya que la prueba de penetracion presentdé mucha variabilidad en los

datos.

La distancia recorrida por la cuchilla fue de 15 mm y la velocidad de prueba

fue de 1.0 mm/seg. Los resultados se expresaron en Newtons (N).

d) Determinaciéon de acumulacion de etanol

A porciones de 10 g de papa pelada y picada se le adicionaron 10 mL de
solucién de cloruro de sodio 3M; se homogeneizaron en un homogeneizador de
tejidos (M 133/1281-0 Biospec Products Inc., Bartlesville, OK, EUA) durante 10 seg a
una temperatura de 4°C y se almacenaron en frascos viales; el analisis se llevd a
cabo por triplicado. El motivo para utilizar la solucién de NaCl 3M fue evitar que las
diferencias entre las fuerzas iénicas de las muestras pudiesen influir sobre la de

presion de vapor de los gases ( Buescher y Brown, 1979).

Las muestras se centrifugaron a 23 700 g durante 15 min a 4°C en una
centrifuga Beckman (J2-MI U94 8885 Beckman Inc., Palo Alto, Cal., EUA).
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Se inyectaron volumenes de 0.2 uL del sobrenadante en un Cromatografo de
Gases Hewlett Packard Serie 1l 5890 (Hewlett-Packard Co., Wilmington, EUA) con
las siguientes condiciones: detector de ionizacién de flama, nitrégeno como gas
portador a 3.5 mL/min; hidrégeno a 30 mL/min, aire a 300 mL/min, temperatura del
inyector 130°C, temperatura del horno 120°C, temperatura del detector 150°C.
Empleando una columna megaboro AT-1000 (Alltech Associates Inc., Deerfield, IL,
EUA) de 10 m de longitud, 0.54 mm de diametro interno, 0.2 um de diametro de la
pelicula de la columna, en condiciones isotérmicas. Los resultados se expresaron
como pl de etanol/L de muestra |

e) Determinacion de actividad enzimatica

La papa pelada y picada se homogenizd en un equipo homogeneizador de
tejidos M 133/1281-0 (Biospec Products Inc., Bartiesville, OK, EUA) durante 10 seg a

una temperatura de 0 a 4°C.

Se mezclaron porciones de 10 g de extracto por 60 seg con 10 mL de buffer
de fosfatos, pH 6.5 (Anexo 2), utilizando un mezclador vortex “Super-Mix" modelo
1290 (Lab-line Inst., EUA). El homogeneizado se centrifugd a 11,500 g y 4°C por 30
min en una centrifuga Beckman J2-M! Centrifuge Serial No. U94 8885 (Beckman
Inc., Palo Alto, Cal., EUA). El sobrenadante se filtro con papel Whatman No.1, se
analizd la actividad de la PPO a 420 nm y 25°C como lo describe Pizzocaro y cof.
(1993).

Se adiciondé 0.5 mL de solucion de catecol 0.175 My 1.0 mL de buffer de
fosfatos pH 6.5 en una celda del espectrofotometro, ya colocada la celda en el
equipo se adiciond 0.5 mL de extracto de PPO de la muestra. La reaccién er.zimatica

fue seguida por espectrofotometria a 420 nm durante 2.5 min.
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La actividad de la PPO se calculd sobre |a base de Ia pendiente de la porcion
lineal de la curva AA4y vs tiempo hasta 2.5 min. Una unidad de actividad de PPO es
definida como AAsz 0.001min™ (mL de extracto)™. La actividad de la PPO residual se
expres® como la relacién entre el extracto de papa control y el extracto de papa
tratado con CO; (Palou y col., 1999).

f) Determinacion de concentracion de proteina

Se llevo a cabo de acuerdo a la reaccion de Biuret, descrita en el Anexo 3.
g) Determinacion de concentracion de azucares reductores solubles

Se siguid el método descrito por Nelson-Somogyi (1944), reportado en el
Anexo 4.
5.2.2 ESTUDIOS EN UN SISTEMA MODELO
5.2.2.1 Preparacion de muestras

Una vez uniformizado el producto se formaron dos grupos de manera aleatoria
para preparar los extractos de papa a pH 45 y 6.5 y conformar las unidades
experimentales y aplicarles el tratamiento en estudio.
a) Extracto crudo de PPO a pH 6.5

Se molieron porciones de 500 g de papa pelada y picada, en un extractor
convencional Brown, a una temperatura de 4°C. Posteriormente 350 g se

homogeneizaron con 350 mL de buffer de fosfatos, pH 6.5, por 30 seg a 4°C; se

centrifugd a 11,500 g por 30 min a 4°C en un equipo Beckman (J2-MI Centrifuge
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Serial No. U94 8885, Beckman Inc. Palo Alto, Cal., EUA). A una parte del
sobrenadante se le determind actividad enzimatica, concentracién de proteina y de
azUcares reductores solubles segun la metodologia reportada en la seccion 5.2.1.3.

b) Extracto crudo de PPO a pH 4.5

Para el extracto crudo a pH 4.5 se siguié el procedimiento anterior pero

utilizando buffer de citratos pH 4.5, preparado como se describe en el Anexo 2.
5.2.2.2 Almacenamiento del sistema modelo de extracto crudo de papa
a) Almacenamiento en aire del extracto crudo

El extracto crudo (muestra de 10 mL para cada tiempo de analisis) se sometio
a una atmoésfera de aire en una camara de refrigeracion a 7+1°C (Figura 12),
posteriormente se hicieron mediciones de actividad enzimatica, concentracion de
proteina y de azucares reductores solubles a las 0, 24, 72 y 120 h, segun la
metodologia descrita en la seccién 5.2.1.3.

b) Almacenamiento en atmdsfera de CO; al 30% balance aire del extracto

crudo

El extracto crudo (muestras de 3 mL en cada celda y para cada tiempo de
analisis) se sometio a una atmdsfera de CO, al 30% balance - aire durante 24, 72 y

120 h a 7+1°C. El dispaositivo utilizado se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Almacenamiento del extracto crudo de papa en una atmésfera de CO; al

30% balance aire.

En el caso del extracto de papa, las fuentes de variacion fueron: pH (4.5 y
6.5), atmoésfera (CO, al 30% balance aire (60 mL/min), vy aire), y el tiempo de
exposicién a la. atmoésfera de 120 h, el parametro constante fue temperatura de
almacenamiento (7°C); las variables de respuesta fueron: actividad de la
polifenoloxidasa (PPO), concentracion de proteina y concentracidbn de azlcares

reductores solubles (Tabla 5).

Efecto de una atmésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 73
mediante la formacion de pigmentos



Materiales y métodos Rosa Maria Galicia

Tabla 5. Fuentes de variacién y variables de respuesta para el extracto crudo de

papa almacenado en el tratamiento en estudio.

almacenamiento del extracto crudo

Temperatura Constante: 7°C

Fuentes de variacion Nivel
pH 45 6.5
Atmosfera CO; al 30% balance aire, aire
Tiempo 0,24, 72y 120

Variables respuesta

Actividad enzimatica de PPQO
Concentracion de azucares reductores solubles
Concentracion de proteina

5.2.2.3 Métodos analiticos

Se determind actividad enzimatica, concentracién de proteina y de azucares
reductores solubles en los extractos crudos a pH de 6.5 y 4.5 en la atmésfera control
(aire) y la atmésfera en estudio (CO, al 30% balance aire), a cuatro tiempos de

almacenamiento (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de flujo para el almacenamiento del sistema modelo de
extracto crudo de papa.

a) Determinacion de actividad enzimatica

Al tiempo de analisis determinado, se coloco en celdas de espectrofotometro
aceite mineral para evitar la incorporacion de oxigeno a las muestras. Se analizo la

actividad de la PPO como se describe en la seccion 5.2.1.3
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b) Medicion de la concentracion de proteina

Se determind de acuerdo a la metodologia descrita en el Anexo 3.
c) Maedicion de la concentracion de azticares reductores solubles

Se determiné de acuerdo a la metodologia descrita en el Anexo 4.
5.2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Tanto para los estudios en papa entera como en |os realizados en extractos,
las muestras fueron distribuidas en un disefo totalmente al azar, donde las fuentes
de variacion y las variables de respuesta se muestran en las Tablas 4 y 5. Los datos

se sujetaron a un modelo lineal de covarianza con un nivel de significancia de a =
0.05
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Con relacidn a las medias de las variables respuesta en las papas enteras
sometidas a la atmdsfera rica en CO; (anexo 5), se observoé que la acidez total
titulable, el indice de oscurecimiento en pulpa y cascara, actividad enzimatica vy
azucares reductores solubles fueron menores comparando con las medias de estos
mismos parametros en las papas del tratamiento control (aire); lo cual resuita
favorable para mantener la calidad de los tubérculos ya sea para su consumo en
fresco o para el procesamiento (freido), en el cual una elevada concentracién de
azucares reductores es perjudicial desde el punto de vista de la calidad asi como del
economico. En el caso de las medias de la pérdida de peso y acumulacién de etanol
en las papas puestas bajo la atmdsfera en estudio resultaron mayores que las del
tratamiento control, por lo que si se afecta la calidad de los tubérculos con el CO,.
Con respecto a las medias del pH y sdlidos solubles realmente no hubo variacion.
En el caso de {a firmeza (textura), el valor de la media en las papas bajo la atmosfera
en estudio fue mayor, es decir, los tubérculos presentaron un ablandamiento con lo
cual se asume que por este factor si se afecta la calidad del producto. En el caso de
la proteina, la media en las papas sometidas al tratamiento en estudio fue menor que
en la atmdsfera control, lo cual puede ser por una disminucién en la velocidad de

sintesis de proteinas.

6.1 PAPAS ENTERAS

6.1.1 pH

La Figura 14 muestra que el pH de las papas del tratamiento control, presentd
una ligera elevacion a las 24 h y después un descenso del mismo a las 72 y 120 h.
Péra la atmosfera rica en CO, ( 30%), el pH fue menor a las 24 y 72 h comparado
con el tratamiento control pero a las 120 h presentd un ligero ascenso. Es decir, la

atmésfera en estudio disminuyé el pH hasta las 72 h. La media del pH para las papas
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almacenadas en la atmdsfera en estudio fue de 6.06 y para la atmdsfera control fue
de 6.05.
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Figura 14. Comportamiento del pH con respecto al tiempo en papas almacenadas

en aire (control) y en CO; (30%) balance aire a 7°C.

Davis y Davis (1972), reportaron que bajo condiciones anaerdbicas la
produccién de lactato desde glucosa puede bajar el pH y estimular la produccion de
etanol. La continua produccion de lactato puede llevar a un descenso mayor del pH 'y
ocasionar un nivel peligroso para los tejidos vegetales. Por ofra parte, estos autores
observaron que la lactato deshidrogenasa de tejidos de papa fue inhibida por el ATP
y esta inhibicion fue ligeramente alcalina, és decir, el pH presentd decrementos e
incrementos, ocasionados por la baja del pH uel citoplasma, la actividad de la lactato
dehidrogenasa declina mientras que la actividad de la piruvato descarboxilasa se
incrementa; la consecuente remocion del piruvato ocasiona que el pH aumente y se

restablezca la produccidn de lactato desde la glucosa. Con respecto al
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comportamiento del pH en las papas en la atmésfera rica en CO; se observé que
presenta este comportamiento. Siriphanish y Kader (1985), reportaron una
disminucion en el pH citoplasmatico (6.7 en aire y 6.3 en CO3) y un incremento en la
acidez en lechuga en atmdsferas con 5 - 15% de CO, .Sin embargo, después se
presentd una tendencia opuesta para ambos parametros. Este mismo
comportamiento se presento en jicama a 5°C y CO; al 10% o mas altas (Aquino-
Bolanos y col., 2000). No se conoce si este incremento de pH es una consecuencia
de los efectos del CO, sobre el metabolismo normal o es una reaccion directa del
tejido vegetal para contrarrestar los efectos acidos deIICOQ . Tambiéen Chan y col.
(1983), encontraron una disminucion del pH citoplasmatico (acido) y un incremento
de la actividad de la piruvato descarboxilasa (PDC) en camotes sometidos a una
atmdsfera saturada de CO; durante 48 h. Es de sefialar que el tratamiento en estudio

no tuvo efecto significativo en el pH.

Con respecto al analisis de varianza (Anexo 6), el tratamiento y la interaccién
tratamiento*tiempo no fueron significativos mientras, que el tiempo de
almacenamiento si lo fue (Pr>0.0001) | lo que indica que la atmdsfera rica en COzno
tuvo un efecto significativo en el pH de las papas, pero exposiciones de esta
atmdsfera rica en CO; durante tiempos prolongados si tendria un efecto negativo en

la calidad de los tubérculos.

6.1.2 Acidez titulable

Los resultados de la acidez titulable se presentan en la Figura 15; alas 72 h
en el tratamiento en estudio se presentd un ligero ascenso de la acidez vy
posteriormente un descenso a las 120 h, este comr.ortamiento coincide con la
disminucidn y elevacion del pH a estos dos tiempos de muestreo. En general la
acidez fue menor en las papas almacenadas en el tratamiento de la atmdsfera rica

en CO, respecto a las del aire, aunque las diferencias no fueron significativas. La
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media de la AT fue de 5.15 meq de NaOH/100g de muestra, mientras que para la
atmosfera control fue de 5.46 meq NaOH/100g de muestra.
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Figura 15. Comportamiento de la acidez titulable con respecto al tiempo en papas

almacenadas en aire (control) y en CO2 (30%) balance aire a 7°C.

El incremento de la acidez y disminucién en el pH como se indicé en 6.1.1 fue
repartada por Siriphanish y Kader (1985), en lechuga en atmodsferas con 5 - 15% de
CO,, pero después se presento una tendencia opuesta para ambos parametros. Este
mismo comportamiento fue reportado en jicama a 5°C y 10% de CO, o0 mas (Aquino-
Bolafos, 2000).

En el analisis de varianza (Anexo 6), el tratamiento no fue significativo, pero el
tiempo de almacenamiento y la interaccidn tratamiento*iempo si presentaron efecto
significativo (Pr>0.0001) para este parametro, lo que significa que a exposiciones
prolongadas de las papas a la atmdsfera en estudio si tendria un efecto adverso en

la calidad de los tubérculos.
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6.1.3 Sodlidos solubles totales

En la Figura 16 se presenta el comportamiento de los sélidos solubles totales
en ambos tratamientos. Los resultados revelan que los SST fueron menores en la
atmodsfera rica en CO; en relacion al control y solamente a las 72 h se presentd un
valor igual. A las 120 h, los SST de las papas en la atmdsfera en estudio presenté
una tendencia a disminuir, en tanto que los SST en la atmdsfera control fueron en

aumento hasta las 72 h y, a las 120 h se mantuvo constante.
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Figura 16. Comportamiento de ios sélidos solubles totales con respecto al tiempo en

papas almacenadas en aire (control) y en CO; (30%) balance aire a 7°C.

La media de los SST en ambas atmésferas fue de 6.0 °Bx. Es decir, no hubo
diferencia marcada en la concentracion de solidos solubles totales. Lo anterior puede

ser a que altas concentraciones de CO; inhiben la conversion de almiddn a azucares
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y el metabolismo de la sacarosa mediante la inactivacion de la sacarosa sintetasa
(SUS) (Geigenberger y Stitt, 1993); Zagory y Kader (1989), Kader (1992a),
reportaron que a altas concentraciones de CQO, y bajas concentraciones de O la
conversion de almidon a azucares se redujo en platanos (fosforilasa) y papa (amilasa
e invertasa). Este comportamiento es congruente con la determinacion de la
concentracidon de los azucares reductores solubles que fue menor a altas

concentraciones de CO; (30%).

El tratamiento y la interaccién tratamiento*tiempo no fueron significativos para
fos sélidos solubles totales pero el tiempo de almacenamiento si fue significativo (Pr>
0.0001) (Anexo 6).

6.1.4 Pérdida de peso

La pérdida de agua puede ser una de las principales causas del deterioro
donde no solamente resulta en pérdidas cuantitativas directas (pérdida de peso) sino
también en pérdidas de apariencia (marchitamiento), textura (suavizacion, flacidez,

pérdida de dureza o crujiente y jugosidad) y calidad nutricional.

A las 24 h la pérdida de peso (Figura 17) fue similar en las papas de ambos
tratamientos pero, a las 72 h la pérdida de peso fue menor en la atmdsfera en
estudio, esta diferencia puede ser explicada por una tasa de transpiracion mas baja
debido a la AC; sin embargo a las 120 h la perdida fue mayor, posiblemente a este
tiempo de almacenamiento en el tratamiento en estudio aumento la transpiracion y
pérdida de agua con la consecuente pérdida de peso, es decir es una reaccion de
estrés. Estos resultados son coincidentes con los encontrados por Makhlouf y col.,
(1989) en Bradcoli en una AC de CO; al 10-15%
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Figura 17. Comportamiento de la pérdida de peso con respecto al tiempo en papas

almacenadas en aire (control) y en CO; (30%) balance aire a 7°C.

Por otra parte, Pal y Buescher (1993), encontraron que las papas cv. Russet
presentaron una aceleracion en la transpiracion y la produccion de etileno se
incrementd como respuesta a una atmosfera de CO; al 30% a una temperatura de 14
+ 1°C. La media de la PP para las papas en el tratamiento én estudio fue de 0.66% y
para la atmosfera control fue de 0.49%. La composicion de la AC no influye
directamente en la tasa de pérdida de agua, pero posibles efectos sobre la reduccion
de formacidn de peridermo deja este tubérculo méas susceptible a pérdidas de agua
(Kader, 1986).

En el analisis de varianza (Anexo 6) el tratamiento no fue significativo,
mientras que el tiempo y la interaccion tratamiento*tiempo si tuvieron efecto

significativo (Pr> 0.0001) en la pérdida de peso en las papas. Los tubérculos
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sometidos al tratamiento en estudio no presentaron sintomas de dafo fisico alguno al

ser observados visualmente.

6.1.5 indice de oscurecimiento en pulpa

El indice de oscurecimiento (Figura 18) en las rebanadas de las papas
almacenadas en el tratamiento en estudio fue menor que el presentado en el
tratamiento control durante las 120 h de almacenamiento. La media del indice de
oscurecimiento para las papas sometidas al tratamiento en estudio fue de 36.54 y

para el tratamiento control fue de 38.76
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Figura 18. Comportamiento del indice de oscurecimiento en pulpa con respecto al
tiempo en papas almacenadas en aire (control) y en CO; (30%)
balance aire a 7°C.
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Con respecto a la tabla de ANOVA, el indice de oscurecimiento en las papas
presentd diferencia significativa con respecto al tratamiento, tiempo de

almacenamiento y la interaccién tratamiento*tiempo (Pr> 0.0001).

El indice de oscurecimiento representa la pureza del color café y esta
relacionado con |os procesos donde el oscurecimiento enzimatico y no enzimatico

tienen lugar (Buera y col., 1986, Guerrero y col., 1996; Castafidén y col., 1999).

Los azucares en las papas constituyen una pequena fraccion (2-3%) de la
materia seca pero son particularmente importantes, ya que aun a estas
concentraciones causan oscurecimiento de las tiras de papa durante el proceso de
freido (Macrae y col., 1993). Hodge, 1953, describié dos tipos de reacciones de
oscurecimiento: caramelizacion y aquellas basadas en las reacciones de carbonil-
amino o reaccion de Maillard. Durante el proceso de freido (165-170°C), el
oscurecimiento solo se lleva a cabo rapidamente en presencia de aminoacidos. El
desarrollo de las melanoidinas desde los compuestos carbonilo insaturados, tiene
lugar a través de una serie de reacciones complejas que involucran conjugacion
seguida por la polimerizacidn. La intensidad del color producido depende de la
cantidad de azucares (reductores) y aminoacidos (proteinas) presentes pero también
de las reacciones quimicas que desarrolla el cromdéforo, el cual esta afectado por el
pH y temperatura (Gray y Hughes, 1978; Eskin, 1990; Whistler y Daniel, 1993).

En la papa fresca la causa del oscurecimiento enzimatico es debida a la
oxidacion de compuestos fendlicos por la PPO. Para que se lleve a cabo ésta, deben
estar presentes cuatro componentes: enzima, sustrato, oxigeno y cobre. Al estar en
una AC rica en CO, se observa que hay una disminucién del oscurecimiento por
CO; que puede estar relacionado con la reduccion de la actividad de la PPO, donde
eIICog es un inhibidor competitivo de la PPO como lo demostraron Murr y Morris
(1974) y puede influir en varias etapas del metabolismo fendlico (Siriphanish y Kader,
1985; Chen y col., 1992).
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Se puede considerar que el oscurecimiento del tubérculo es principalmente
por la oxidacién de los compuestos fendlicos por la PPO, por lo que al inhibir ésta, el
oscurecimiento es menor como lo indican los valores del indice de oscurecimiento.
Ademas considerando que el pH éptimo de PAL (fenilalanina amoniaco liasa) es de
8.5, una reduccion de pH podria resuitar en una reduccién de su actividad y por

tanto una reduccion en la biosintesis de compuestos fendlicos y asi contribuir a la

disminucion del oscurecimiento en la papa (Aquino-Bolarios, 2000).

6.1.6 indice de oscurecimiento en cascara

El indice de oscurecimiento en cascara (Figura 19), a las 72 y 120 horas de

almacenamiento los valores fueron menores para

comparando con la atmosfera control.
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Figura 19. Comportamiento del indice de oscurecimiento en cascara con respecto al

tiempo en las papas almacenadas en aire (control) y en CO2 (30%)

balance aire a 7°C.
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La media del indice de oscurecimiento para la cascara en la atmésfera rica en

CO, fue de 62.28 y para Ila atmdsfera controi fue de 66.53.

Como se indicd en 6.1.5 el oscurecimiento de la cascara del tubérculo es
principalmente por la oxidacién de los compuestos fendlicos por la PPO, por lo que al
inhibir ésta, el oscurecimiento es menor como lo indican los valores del indice de
oscurecimiento. Por otra parte, comparando la media del indice de oscurecimiento}en
pulpa y céscara, se observaron valores mas altos de oscurecimiento en cascara, o
cual es normal ya que Patil y Zucker (1965), encontraron que la mayor concentracion

de PPO se localiza en las cascara mas que en pulpa.

En el analisis de varianza (Anexo 6), el tratamiento, tiempo de
almacenamiento y la interaccion tratamiento*tiempo no fueron significativos en el

indice de oscurecimiento de la cascara.

6.1.7 Textura

El ablandamiento del tejido vegetal generalmente estd acompariado de la
descomposicion y solubilizacion de materiales pecticos y por el catabolismo de los
polisacaridos de la pared celular (Martens y Bardseth, 1987 citado por Zagory y
Kader, 1989). Las poligalacturonasas (PG) especificamente hidrolizan los enlaces 3-
D-(1,4) entre residuos galacturénicos. Estos residuos constituyen una porcidn
estructural importante de la lamina media y su hidrolisis es ampliamente responsable
del ablandamiento de las frutas y hortalizas durante su maduracién y

almacenamiento (Huber, 1983 citado por Zagory y Kader, 1989).

En la Figura 20 se indica el comportamiento de la textura con respecto al
tiempo de almacenamiento en los dos tratamientos. La fuerza necesaria para el

rompimiento de las células fue mayor para la atmadsfera control que para la atmésfera
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en estudio durante los cinco dias, lo que significa que si hay un efecto del tratamiento

en estudio a la textura de las papas almacenadas.
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Figura 20. Comportamiento de la textura con respecto al tiempo en las papas

almacenadas en aire (control) y en CO, (30%) balance aire a 7°C.

La media de la fuerza para el tratamiento en estudio fue de 21.13 N, mientras
que para la atmodsfera control fue de 22.63 N. Lo anterior puede ser el resultado de la
degradacion de las sustancias pécticas en la lamina media por exposicién de |os
tubérculos a alta concentracion de CO,. Lipton y Harris, 1974, encontraron que
brécoli almacenado a 5°C en una atmosfera de CO; al 10% presentdé mayor
ablandamiento que brdcoli cunservado en aire. Este ablandamiento parece estar
relacionado con incrementos de CO, en el pH del tejido. Hay poca informacién sobre
el mecanismo de los efectos del CO; sobre la textura en hortalizas (Kader, 1986:
Zagory y Kader, 1989).
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El analisis de varianza (Anexo 6) mostré que el tratamiento, tiempo de

almacenamiento y Ia interaccion tratamiento*iempo presentaron efecto significativo
(Pr>0.0001) con respecto a la textura.

6.1.8 Acumulacion de etanol

Elevadas concentraciones de CO; reducen la tasa de respiracidén de frutas y
hortalizas frescas, pero segun el producto horticola y la concentracion de Oz A
concentraciones de CO, superiores al 20% puede dar lugar a la respiracion
anaerobia con la consiguiente acumulacidn de acetaldehido y etanol y, finalmente el

desarrollo de sabares extrafios y descomposicion del tejido (Kader, 1986).
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Figura 21. Comportamiento de la acumulacion de etanol con respecto al tiempo en

las papas almacenadas en aire (control) y en CO, (30%) balance aire a
7°C.
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Como se observa en la grafica (Figura 21), la acumulacion de etanol a las 24,
72 y 120 h fue mayor para las papas almacenadas en la atmdsfera en estudio que en
aquéllas del tratamiento control, siendo el intervalo de valores de 5.57 a 7.21 ubL/L v,

de 557 a 6.71 ul/L reépectivamente.

Con respecto al analisis de varianza (Anexo 6) se observa que para la
acumulacién de efanol, el tratamiento no presentd efecto significativo, pero si lo fue
para el tiempo (Pr > 0.0001) y no lo fue para la interaccidén del tratamiento con
respecto al tiempo. La media de la acumulacién de etanol para el almacenamiento de
las papas en aire fue de 6.047 uL/L y de 6.588 ulL/L para el almacenamiento de las

papas en CO; al 30% balance aire.

Este aumento de etanol puede ser por una mayor actividad de la enzima
piruvato descarbolxilasa (PDC) bajo condiciones anaerdbicas y puede estar
regulando el flujo de carbono hacia etanol y a un pH éptimo de la enzima de 6.1- 6.6;
y ademas bajo estas condiciones se presenta un incremento de NAD que ocasiona
una baja en el pH del citoplasma debido a una acumulacion inicial de acidos
organicos. Estos resultados coinciden con los estudios realizados por Chan y col.
(1983), con camote en una atmosfera saturada de CO, durante 48 horas. Este
aumento de etanol se confirma con la baja de sdlidos solubles totales (azucares), los

cuales son sustrato tanto de la respiracion aerdbica como anaerobica (Figura 16).

Por otra parte, la mayoria de las frutas y hortalizas sintetizan diversos y
variados volétiles de bajo peso molecular (inferior a 250) a temperatura ambiente,
éstos son los responsables de las caracteristicas aromaticas de las frutas y en menor
grado de las hortalizas. Estos compuestos son generalmente estéres, alcoholes y
sustancias provistas de grupos carbonilo (aldehidus y cetonas). Muchos de ellos
como el etanol, son comunes en todas las frutas y hortalizas (Wills y col, 1992). Por
lo anterior, es normal que se hayan encontrado cantidades minimas de etanol en las

papas almacenadas en aire y en las papas almacenadas en la atmésfera rica en
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CO,, a temperatura de 7°C+1°C; ademas la apariencia externa e interna no presentd

sintomas de alteracion.

Niveles tdxicos de etanol, aunque sujetos a controversia, son de 2 800 uL/L en
semillas de chicharo y > 4600 ulL/L en una gran variedad de tejidos (Jackson y col.,
1982). Altos niveles de etanol en el producto, indican una respiracion anaerdbica con

la consecuente disminucion de la calidad y rechazo del consumidor.

6.1.9 Actividad enzimatica de la PPO

En la Figura 22, se observa que alas 24, 72 y 120 h, la actividad de la PPO en
las papas almacenadas en la AC fue menor que aquella presentada en el tratamiento
control. Es decir, la alta concentracidn de CO, ocasiondé una disminucion de la

actividad de la polifenoloxidasa.
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Figura 22. Comportamiento de la actividad de PPO con respecto al tiempo en las

papas almacenadas en aire (control) y en CO, (30%) balance aire a 7°C
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Buescher y Henderson (1977), encontraron que CO; al 10-30 % retardo
el oscurecimiento del tejido con dafio mecanico en ejotes por reduccion del contenido
fendlico, actividad de la fenolasa y oxidacion de fendlicos. El efecto de elevado CO»
sobre la inhibicidon de la produccion de fendlicos y actividad de la polifenoloxidasa
también se observé en el tejido de lechuga y de jicama (Siriphanich y Kader, 1985;
Aquino-Bolanos y col., 2000).

Weder y col. (1992), propusieron que la papa a altas presiones de CO, en
condiciones normales, la caida de pH provoca un cambio en la estructura de la
enzima, exponiendo el residuo de arginina, por lo que se facilita la formacion de un
complejo de carbamato. En adicion al efecto de la reduccién del pH, el CO; al unirse
a las moléculas de enzima las desnaturaliza y causa la pérdida de la funcidén
catalitica; complementario a lo anterior, seria de acuerdo a los estudios cinéticos de
Janovitz-Klapp (1990) que la PPO se une primero con el O, y después con el
compuesto fendlico como sustrato (E-O,-Ph), en este caso al tener un ambiente de
CO,, ausencia de O,, caida de pH; la enzima se enlaza con el CO; y cambia su
estructura, formando el carbamato, entonces el CO; es un inhibidor competitivo del
compuesto fendlico. Por otra parte, considerando las figura 17 y 18, que indican el
indice de oscurecimiento en pulpa y cascara respectivamente, se observa que hay
una disminucién del oscurecimiento por CO, que puede estar relacionado con la
reduccion de la actividad de la PPO, donde el CO; es un inhibidor competitivo de la
PPO como lo demostré Murr y Morris (1974). Ademas a bajas temperaturas de O-
4°C, el CO, es mas soluble en agua que a temperaturas de 20-22°C, por lo que su
efecto inhibitorio sobre la PPO es mayor (Knoche, 1980) y por tanto, el

oscurecimiento enzimatico es menor.

En el analisis de varianza para la actividad de la PPO (Anexo 6), se observo
que el tratamiento y el tiempo presentaron efecto significativo (Pr>0.0001), mientras
que la interaccion tratamiento*tiempo no lo fue La media de la actividad enzimatica

para las papas almacenadas en aire fue de 65553 u.a. y la media para las papas
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almacenadas en la atmosfera rica en CO, fue de 5887.2 u.a. Como se observa la
media de la actividad de la PPQO fue mayor para las papas almacenadas en aire
(control), lo que confirma que el CO; tiene un efecto inhibitorio en la actividad de la
PPO.

6.1.10 Concentracion de proteina

El comportamiento de la concentracién de proteina en los tubérculos

sometidos al tratamiento-control y a la atmdsfera en estudio almacenados durante

120 h a 7°C, se observa en la Figura 23.
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Figura 23. Comportamiento de la concentracion de proteina con respecto al tiempo
en las papas almacenadas en aire (control) y en CO; (30%) balance aire
a7°C.
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En ella se puede analizar que la concentracidon de proteina a las 24y 72 h fue
menor en las papas almacenadas en la AC en estudio comparadas con las papas
almacenadas en el tratamiento control, mientras a las 120 h, las papas almacenadas
en la AC presentaron una concentracion de proteina ligeramente mayor que la

concentracion de proteina en las papas del tratamiento-control.

Kerbel y col. (1988, citado por Zagory y Kader, 1989), encontraron que CO; al
10% disminuyd el contenido de proteina y fructosa 1,6-bi-fosfato y las actividades de
ATP-fosfofructoquinasa y PPi-fosfofructoquinasa mientras que los niveles de fructosa
B-fosfato y fructosa 2,6 bi-fosfato se incrementaron, por lo que concluyeron que hubo
una reduccion de la respiracion debido al efecto inhibitorio de alta concentracién de
CO,. Por otra parte, Carrillo y Yahia (1990), reportaron que el aguacate var. Hass
sometido a una atmodsfera insecticida de CO, (60%), presentd una disminucion de la
velocidad de biosintesis de proteinas, a causa de los bajos niveles de ATP debido a

las condiciones anaerdbicas de la atmdsfera modificada (AM).

Con respecto al analisis de varianza (Anexo 6) para la concentraciéon de
proteinas, el tratamiento no fue significativo, el tiempo presentd efecto significativo
(Pr>0.0001) y la interaccidn tratamiento*tiempo no lo fue. La media de la
concentracién de proteina para las papas en el tratamiento-control fue de 21.059 mg
prot/g M (2.10%), mientras que para los tubérculos en la AC en estudio fue de
20.771 mg prot/g M (2.07%). Se observa que la media de la concentracion de

proteina fue ligeramente mayor para las papas almacenadas en aire (control).

Por lo anterior, se puede considerar que las papas sometidas a una atmdsfera
rica en CO2 (30%) realmente no presentaron reduccion en la biosintesis de proteina
por efecto del CO; o cambio de temperatura (de temperatura ambiente a 7°C). Lo

anterior se confirma con el analisis de varianza.
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6.1.11 Concentracion de azucares reductores solubles

Cuando las papas se refrigeran para su conservacidn o para evitar su
germinacion, se induce la formacién de sacarosa, glucosa y fructosa; estos azucares
confieren un sabor dulce y una textura defectuosa, lo que trae como consecuencia
que las papas no puedan emplearse para el freido o la deshidratacién debido a que
favorecen las reacciones de oscurecimiento, propio de las reacciones de Maillard
(Macrae y col., 1993, Haard, 1993).
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Figura 24. Comportamiento de la concentracion de azucares reductores solubles

con respecto al tiempo en las papas almacenadas en aire (control) y en
CO,(30%) balance aire a 7°C.

La concentracion de azucares en papa varia con el tiempo y condiciones de

almacenamiento y cultivar. En general, el peso del tubérculo y contenido de almidén
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disminuyen, mientras el contenido de sacarosa se incrementa (Takahata y col.,
1995).

Se ha reportado que bajas concentraciones de O, y altas concentraciones de
CO, disminuye la conversién de almidon a azucares consecuentemente, inhibe el
desarrollo de sabores dulces que no son deseables en papas, chicharos y maiz
tierno (Zagory y Kader, 1989).

En la Figura 24, se observa la concentracién de azucares reductores solubles
en las papas sometidas al tratamiento control (aire) y al tratamiento de la atmosfera
rica en CO; (30%) almacenadas a 7°C durante 120 h. A las 24 h, las papas en
ambos tratamientos presentaron la misma concentracion de azucares reductores
solubles, pero a las 72 h y 120 h la concentracidn de azucares reductores solubles
en los tubérculos fue menor en la AC que en el tratamiento control. Es decir, la
composicion de la AC ocasiond una disminucién en [a formaciéon de azucares

reductores.

En el analisis de varianza (Anexo 6) para la concentracién de azucares
reductores solubles, el tratamiento, el tiempo y la interaccidn tratamiento*tiempo
presentaron efecto significativo (Pr>0.0001). La media de los aztcares reductores
solubles para las papas almacenadas en aire fue de 1.1074 mg glucosa/g M y la
media para las papas almacenadas en la atmdsfera rica en CO; fue de 0.8081 mg
glucosa/g M. Como se observa la media de los azucares reductores solubles fue
mayor para las papas almacenadas en aire (control). Esta reduccidn de azucares
reductores solubles posiblemente sea porque altas concentraciones de CO;
disminuyeron el metabolismo de la sacarosa. La reduccién de almidén a dextrinas y
del metabolismo de la sacarosa, posiblemente es por que hay una inhibicién de la «
amilasa, glucoamilasa y de la sacarosa sintetasa (SUS), ésta ultima cataliza una
reaccion reversible in vivo en tubérculos de papa (Bidwell, 1990; Geigenberger y Stitt,
1993)
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El mecanismo in vivo de la conversion de almidén a sacarosa en los tejidos de

los vegetales aun no ha sido conocido con detalle (Beck y Ziegler, 1989).

6.2 SISTEMA MODELO A PARTIR DE EXTRACTO CRUDO DE PAPA.

Con relacidn a las medias de la actividad enzimatica de la PPO, concentracion
de proteina y de azucares reductores solubles en el sistema modelo del extracto de
papa para los niveles de pH de 6.5 y 4.5 confundiendo el tratamiento, se observo que
los valores mas bajos para estos tres parametros fue para el nivel de 4.5, es decir, a
este pH las caracteristicas no son las adecuadas para la actividad de la PPCO (pH de
5.9, valor en el cual la enzima presentd su maxima actividad), concentracién de
proteina y conversion de almidén a azucares reductores. Los niveles de pH se
seleccionaron considerando que el pH optimo de la enzima esta en el intervalo de 5 a
7 segun el cultivar y practicas de cultivo y a pH de 4 |la enzima pierde su actividad

catalitica.

6.2.1 Actividad enzimatica de la PPO

En la Figura 25, se observa que para el pH de 6.5, la PPO presentd su
maxima actividad en el tratamiento control a las 72 horas de almacenamiento a 7°C y
posteriormente a las 120 h disminuyd la actividad. por otra parte en el tratamiento en
estudio a este mismo pH, la atmésfera rica en CO, (30%) tuvo un efecto inhibitorio
sobre la actividad de la PPO. Esta presentd un ligero aumento a las 24 h y
posteriormente disminuyd por lo que hubo un efecto significativo del tratamiento en
estudio. Debido a la atmdsfera rica en CO2, hubo una reduccidn del pH, entonces la
arginina de la proteina interacciond con el CO, formando un carbamato.

Consecuentemente, en adicion a su efecto de reduccién de pH, el CO, pudo
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directamente enlazar moléculas de la enzima, desnaturalizarlas y causar pérdida de

la funcidn catalitica (Weder y col., 1992).
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Figuras 25. Comportamiento de la actividad enzimatica de PPO con respecto al
tiempo en el extracto crudo de papa a pH de 6.5 y 4.5 almacenado en

aire (control) y en CO; (30%) balance aire a 7°C.

En el extracto con pH 4.5, la actividad de la PPQO tanto para la atmdsfera
control como para la atmdsfera en estudio fue disminuyendo durante las 120 h de
almacenamiento. En la atmosfera control los valores de actividad fueron ligeramente
mayores a los obtenidos en la atmdsfera en estudio, es decir aun a pH 4.5 que no es
el adécuado de la enzima (Langdon, 1987, Zawistowski y col, 1991), altas
concentraciones de CO;, tuvieron un efecto inhibitorio sobre la actividad de la PPO.
Sin embargo, el efecto inhibitorio mas importante fue a pH 4.5, debido a que este

valor esta alejado del pH éptimo de la actividad para esta enzima.
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El analisis de varianza (Anexo 9), el tratamiento, tiempo de almacenamiento,
pH vy la interaccion tratamiento*tiempo*pH tuvieron efecto significativo (Pr>0.0001)
sobre la actividad enzimatica. El efecto del CO, fue mas drastico en el sistema
modelo del extracto crudo de papa, lo cual puede ser debido a que la enzima en el
extracto crudo esta expuesta directamente a la atmosfera en estudio durante el
almacenamiento mientras, que la PPO en las papas enteras almacenadas en el CO;
estan en los amiloplastos, por lo que su comportamiento es diferente, ya que el
intercambio de gases es Unicamente a través de las lenticelas (Burton, 1978; Zagory
y Kader, 1988; Macrae y col, 1993). Ademas el pH 6ptimo de la PPO en papa
Russet fue de 6.1 (Chen y col., 1992). En este estudio, la mayor actividad de la PPQO,
fue a las 72 h con un pH 5.93 en las papas cv. Alpha no tratadas y de 5.94 para las
papas tratadas con la atmésfera de elevado CO; (estos valores son las medias del

pH de los extractos de papa para las 72 horas).

La actividad de la PPO fue menor en las papas almacenadas en la atmosfera
rica en CO2, que la actividad de la PPO en el sistema modelo. Es de senalar que
algunas veces los resultados obtenidos en los sistemas modelo no predicen
completamente el comportamiento en cuestion dentro del tejido vegetal, ya que este
es un sistema biolégico muy complejo (Lacroix y Castaigne, 1984). Y en el caso de
las papas enteras el tratamiento en estudio se realizd in vivo y en el sistema modelo

in vitro.

6.2.2 Concentracion de proteina

Muchas de las propiedades funcionales y fisicoquimicas de macromolécuias,
entre ellas las proteinas son estudiadas en sistemas modelo, donde las condiciones
estructurales y experimentales son diferentes a aquéllas presentes en los tejidos

vegetales, las cuales estan incorporadas a sistemas complejos.

Efecto de una atmdésfera rica en CO» en la acumulacion de etanol v actividad de la polifenoloxidasa 99
mediante la formacion de pigmentos



Resultados v discusiones Rosa Maria Galicia

En comportamiento de la concentracion de proteina a pH 6.5 y 4.5 en la
atmosfera control y la atmésfera rica en CO; (30%) en el sistema modelo del extracto
crudo almacenado a 7°C durante 120 h; se presentd (Figura 26), que la
concentracion de proteina fue mayor en el extracto crudo a pH 6.5 tanto para el
tratamiento control como para la atmdsfera en estudio comparando con la

concentracion de proteina en el extracto crudo a pH 4.5 en ambos tratamientos.
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Figura 26. Comportamiento de la concentracién de proteina con respecto al tiempo
en el extracto crudo de papa a pH de 6.5 y 4.5 aimacenado en aire

(control) y en CO; (30%) balance aire a 7°C.

Con respecto a la concentracion de proteina en el extracto crudoapH®6.5 en
el tratamiento en estudio no presentd diferencia significativa con respecto a la

concentracién presentada en el control.
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La concentracién de proteina en el extracto crudo con pH 4.5 no presentd gran
diferencia con respecto al tratamiento en estudio y el tratamiento control. La baja
concentracién de proteina en el extracto crudo a pH 4.5 presentada en ambos
tratamientos, posiblemente se deba a la desnaturalizacion de las proteinas debido al
pH adverso y sobre todo a que los resultados obtenidos en [os sistemas modelo (in
vitro) a menudo no predicen adecuadamente el comportamiento en productos

horticolas reales preparados bajo condiciones de proceso industrial (Smith, 1991).

Por otra parte, las concentraciones de proteina en las papas frescas
almacenadas en la atmdsfera en estudio fueron ligeramente mayores que las
concentraciones encontradas en el sistema modelo. Estos Ultimos son de
composicion simple en comparacion con los sistemas bioldgicos (in vivo) que son de
naturaleza muy compleja, donde muchos factores afectan las relaciones entre las
diferentes propiedades funcionales (Lacroix y Castaigne, 1984, Jiménez —Colmenero
y Borderias, 1983).

Con respecto al andlisis de varianza (Anexo 9), El tratamiento no fue
significativo para el extracto crudo, pero el pH y el tiempo de almacenamiento
presentaron efecto significativo (Pr>0.0001) y la interaccion tratmiento-tiempo-pH no

lo fue.

6.2.3 Concentracion de azucares reductores solubles

En la Figura 27, se observa el comportamiento de la concentracion de
azucares reductores solubles en el extracto. crudo de papa sometido al tratamiento
control (aire) y al tratamiento de la atmosfeia rica en CO; (30%) almacenado a 7°C
durante 120 h.
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Figura 27. Comportamiento de la concentracién de azucares reductores solubles
con respecto al tiempo en el extracto crudo de papa a pH de 6.5y 4.5

almacenado en aire (control) y en CO; (30%) balance aire a 7°C.

Durante las 120 h de almacenamiento la concentracion de azucares
reductores solubles fue en aumento para ambos niveles de pH y tanto para el
tratamiento control como el tratamiento en estudio. Es decir, la atmdsfera en estudio
no tuvo un efecto inhibitorio en la formacién de azucares reductores solubles para

ambos niveles de pH.

A las 24 h, el extracto crudo sometido a pH 6.5 y 4.5 en el tratamiento control
presentd valores muy cercanos y mas elevados que los valores presentados en la
atmaosfera en estudio. A las 72 h, la concentracion de azucares reductores solubles
fue mayor para la atmésfera en estudio a pH 6 5 que para el tratamiento control y
también fue mayor para el tratamiento en estudio a pH 4.5 A las 120 h, la

concentracién de azucares reductores solubles fue mayor para el tratamiento control
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y en estudio a pH 6.5 que a pH 4.5. La AC no tuvo efecto sobre la formacion de
azucares reductores solubles en el sistema modelo del extracto crudo de papa como
lo fue en el caso de las papas enteras, en el cual hubo una reduccién de la
concentracién de azucares reductores durante las 120 h de almacenamiento. Con
respecto al pH, si hubo diferencia significativa en la concentracidn azucares
reductores solubles, siendo mayores los valores a pH 6.5 durante {as 120 h de

almacenamiento.

En el analisis de varianza (Anexo 9), para la concentracion de azucares
reductores solubles en el sistema modelo de extracto crudo; el tratamiento no fue
significativo, mientras que el pH, el tiempo de aimacenamiento y la interaccion

tratamiento-tiempo-pH si fueron significativos (Pr>0.0001).

En el tratamiento en estudio a pH 6.5, se observé que independientemente de
la alta concentracion de CO,, se continud con la conversidon de aimidon a azucares
entre ellos la formacidon de azucares reductores, es decir el tratamiento no fue
significativo en este sistema modelo. lo que pudo deberse a que el CO, se aplico a
extractos de papa, es decir in vitro y, por lo tanto, éstos no tienen el mismo
comportamiento que [as papas que son organismos vivos con sistemas biologicos
complejos, mientras que el pH 4.5 pudo haber favorecido [a hidrélisis acida de la

sacarosa.

Se ha visto que en los Sistemas Modelo, la velocidad de oscurecimiento en las
tiras de papa durante el freido, es dependiente del N-a Amino (aminoacidos
endogenos) y no de los azucares, no obstante en la practica N-o¢ Amino es
raramente limitante y generalmente no determina la velocidad de reaccion o el color
desarrollado. Como resultado la cantidad de color es ampliamente dependiente sobre
la cantidad de azucares reductores presentes (Schallenberger y col., 1959, citado por
Gray y Hughes, 1978; Barichelo y Yada, 1991) excepto a altas temperaturas cuando

la hidrdlisis de la sacarosa se presenta y el contenido de disacaridos es entonces
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importante. Sin embargo, la correlaciéon entre oscurecimiento y contenido de
azucares reductores varia considerablemente. Otros investigadores atribuyen estas
variaciones al N amino sin tomar en cuenta los cambios en el contenido de azlcares

reductores solubles.

Se ha reportado que con pequefias cantidades de acido o el incremento de la
temperatura pueden provocar la hidrélisis de la sacarosa y liberar D-glucosa y D-
fructosa participando la invertasa o sacarosa sintetasa, esta uUltima cataliza una
reaccion reversible in vivo en tubérculos de papa (Bidwell, 1990; Geigenberger y Stitt,
1993). Estos azucares reductores interaccionan con las proteinas (aminas) presentes
dando lugar a las reacciones de Maillard las cuales son las que se presentan en el
freido de las papas (Haard, 1993; Macrae y col, 1993).

En este caso la hidrolisis de la sacarosa puede estar influenciada por el pH
acido (4.5) del tratamiento y CO».
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pH, acidez titulable, sélidos solubles totales, pérdida de peso en las papas
almacenadas en la atmédsfera rica en CO, no presentaron diferencia significativa con
respecto a la atmasfera control, en cambio el tiempo si afecté significativamente a
estas variables. Lo anterior se debe al proceso normal de deterioro (senescencia) de

este producto horticola.

Por tanto, las papas cv. Alpha pueden almacenarse durante 120 horas en una
atmdsfera rica en CO- sin afectar la calidad en forma significativa.

Con respecto a la acumulacién de etanol, la composicion de la AC no afecto
significativamente, pero si el tiempo. La acumulacién de etanol promedio en las
papas almacenadas en la AC rica en CO; estuvo dentro de los intervalos normales
que presentan las frutas y hortalizas como componentes aromaticos. En el caso de la
firmeza (textura) presentada en las papas almacenadas en la AC, el tratamiento y

tiempo fueron significativos.

Las papas almacenadas durante 120 horas en una atmodsfera rica en CO; a
7°C presentaron una reduccidn en la actividad de la PPO, formacidn de azucares
reductores solubles y en el indice de oscurecimiento. Por lo que la AC rica en CO>
puede ser una alternativa para inhibir el oscurecimiento enzimatico y formacion de

azucares reductores solubles, manteniendo la calidad comercial de este tubérculo.

En el sistema modelo de extracto crudo de papa variedad Alpha almacenado
durante 120 horas en la atmdsfera rica en CO,, presentd una reduccion en la
actividad de la PPO, sin afectar la concentracion de la proteina, tanto a pH 6.5 como
4.5, es decir, el CO; (30%) tuvo un efecto inhibitorio sobre la actividad de la PPO a
los dos niveles de pH estudiados. Sin embargo, la formacion de azucares reductores
fue en aumento durante las 120 horas de almacenamiento a 7°C, para ambos niveles
de pH, lo que pudo deberse a que el CO; se aplicd a extractos de papa, es decir in

vitro y, por lo tanto, estos no tienen el mismo comportamiento que las papas que son
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organismos vivos con sistemas biolégicos complejos. Por otra parte, el pH 45 vy la
difusién del CO, (baja el pH) pudieron haber favorecido la hidrélisis acida de la
sacarosa.

A pH 6.5 se obtuvo la mayor concentracion de proteina y actividad
enzimatica, por lo que se concluye que, éste seria el pH 6ptimo de la PPO para papa
cv. Alpha procedente de Los Mochis, Sin. El pH 4.5 tuvo efecto inhibitorio en Ia
actividad de la PPO, aunque no del todo.

La atmosfera rica en CO; (30%) no tuvo un efecto inhibitorio sobre la
formacién de azucares reductores en el sistema modelo de extracto crudo de papa
como sucedid con las papas enteras almacenadas en esta AC durante los 120 horas

de almacenamiento a 7°C.

El extracto crudo de papa a pH 6.5 almacenado en una AC rica en COg,
presentd un efecto inhibitorio en la actividad de la PPO sin afectar la concentracion
de proteina, por lo cual la AC rica en CO; puede ser una alternativa para inhibir el

oscurecimiento enzimatico en extractos de papa a pH 6.5.
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ANEXO 1. DETERMINACION DE pH, ACIDEZ TITULABLE (AT), SOLIDOS
SOLUBLES TOTALES (SST) Y PERDIDA DE PESO (PP).

a) Determinacion del pH.

A 100 g de homogeneizado de tejido vegetal se le determind por triplicado el
pH mediante un potenciémetro Beckman ¢ 50 pH Meter (Beckman, Fullerton, EUA),
previamente calibrado apH de 40y de 7.0.

b) Determinacidon de acidez titulable.

Porciones de 5 g de homogeneizado con 50 mL de agua destilada se titularon
con una solucién de NaOH 0.1N hasta un pH de 8.2 con ayuda de un potenciémetro
Beckman ¢ 50 pH Meter (Beckman, Fullerton, EUA), previamente calibrado a pH de
4.0y de 7.0. Los resultados se expresaron como miliequivalentes de NaOH/100 g de

muestra.
c) Determinacién de sélidos solubles totales.

Los sélidos solubles totales del homogeneizado se determinaron directamente
con un refractémetro Atago (Atago, Tokio, Japdn), previamente calibrado con agua

destilada a 20°C. Los resultados se expresaron como grados Brix.
d) Determinacion de pérdida de peso.

Los tubérculos se pesaron desde 'as cero horas hasta el dia en que se llevo a
cabo la evaluacién de las variables respuesta. La pérdida de peso se determind por
la diferencia en peso de los tubérculos entre el tiempo en estudio y al tiempo cero.

Los resultados se expresaron como por ciento de pérdida de peso.
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ANEXO 2. FORMULACION DE BUFFER DE FOSFATOS Y DE CITRATOS.

a) Buffer de fosfatos pH 6.5

Soluciones Stock

A: Solucién de fosfato de sodio monobasico 0.2M (27.8 g en 1000 mL)

B: Solucién de fosfato de sodio dibasico 0.2M (563.65 g de Na,HPO47H,O 0 71.7 g de
Na;HPO4 12H,0 en 1000 mL) |

x mL de A + y mL de B, diluido a un total de 200 mL

En la tabla de Métodos generales para el manejo de enzimas y proteinas (Stoll
y Blanchard, 1990).

X y pH
68.5 31.5 6.5

Para dos litros:

X y pH

685 315 6.5

b) Buffer de citratos pH 4.5

Soluciones Stock

A: Solucion de &cido citrico 0.1M (21.01 g en 1000 ~.1L)

B: Solucién de citrato de sodio 0.1M (29.41 g de CsHsO7Naz 2H,0 en 1000 mL)

x mL de A + y mL de B, diluido a un total de 100 mL
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En la tabla de Métodos generales para el manejo de enzimas y proteinas (Stoll
y Blanchard, 1990).

X y pH

280 22.0 4.4
26.75 23.25 45
255 245 46

Para dos litros:

X y pH
535 465 4.5
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ANEXO 3. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINA (REACCION
DE BIURET).

La determinacion de concentracion de proteina se llevo a cabo por la reaccion
de Biuret. (Gornall y col. 1948).

Las sustancias que contienen dos o mas enlaces peptidicos forman un
complejo purpura-violeta con sales de cobre en soluciones alcalinas. El color se
desarrolla por la formacion de un ién coordinado tetracuprico con dos grupos —CO-
NH- adyacentes. La intensidad del color es determinada espectroscépicamente a 540
nm con una curva patrén, utilizando albumina de suero bovino como estandar (0-10

mg/mL).

En un tubo de ensaye se adicioné 1 mL de |la muestra mas, 3 mL del reactivo
de Biuret y se agitd en un vortex “Super-Mix” modelo 1290 (Lab-line, EUA) por 7 seg
y se dejd en reposo por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se leyd la
absorbanc_ia a 540 nm en un espectrofotometro Beckman (DU-600 Beckman,
Fullerton, EUA).

Reactivo de Biuret

En 500 mL de agua destilada se disolvieron 1.5 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuS04.5H,0), 6 g de tartrato de sodio y potasio (KNaC4Hs0s.4H,0),
300 mL de hidroxido de sodio al 10% (NaOH) y se aforé a un litro.

Efecto de una atmoésfera rica en CO; en la acumulacion de etanol v actividad de la polifenoloxidasa 124
mediante la formacion de pigmentos



Anexos Rosa Maria Galicia

Concentracion de proteina y absorbencia (curva de calibracion).

Con. proteina Absorbancia
mg/mL 540 nm

0 0

0.0717
0.1388
0.1992
0.2649
0.3268
0.3865
0.4406
0.5021
0.5461
0.5795

SO0ENOODWN =

Curva de calibracidn }

€ 08 - ) f
S y = 0.0617x 1
@ 0.6 - R?=0.9919 |
© |
3 04- |
c 1 1
302 |
9 |
L 0 T = }
< i
|

i 0 2 4 6 8 10 12

‘ Concentracion de proteina (mg/mL) |

Curva de calibracién de la variacién de la absorbancia con respecto a la
concentracion de proteina (albumina de suero bovino).
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Y

0.0617 X

Ab

0.0617 C (mg/mL)

C (mg/mL) = Ab/0.0617

Los resultados se expresaron como mg de proteina/g de muestra.
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ANEXO 4. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE AZzZUCARES
REDUCTORES SOLUBLES (METODO DE NELSON-SOMOGY!).

La determinacién de azucares reductores se llevo a cabo por el método de
Nelson-Somogyi (1944).

Este método es colorimétrico, mide los azucares reductores utilizando el
reactivo cobre/arsenomolibdato. El cobre es inicialmente reducido a la forma cuprosa
por calentamiento con la solucién de azicar y el Cu® ademas reduce el
arsenomolibdato a molibdeno (azul). La intensidad del color azul es relacionado con
la concentracion del azucar y, por comparacion con un estandar producido
simultaneamente con la solucion problema, la concentracién de los azucares

reductores en la solucion problema es determinada.

En un tubo de ensaye se coloco 1 mL de muestra mas 1 mL de reactivo |. Se
incubd 20 min en bafo de agua hirviendo, se enfrio, se adiciond 1 mL de reactivo |l
se agitd vigorosamente en un vortex “Super-Mix” modelo 1290 (Lab-line, EUA), se
adiciond 17 mlL de agua destilada, se agité y se midio la absorbancia a 520 nm en un

espectrofotdmetro Beckman DU-600 ( Beckman, Fullerton, EUA).

Los datos obtenidos se correlacionaron en una curva patrén de glucosa de

concentracién de 0-600 ug /mL en agua y lectura a 520 nm.
Reactivo |
Disolucién A
En 700 mL de agua destilada se disolvio 25 g de carbonato de sodio anhidro

(NaCQO;3), 25 g de tartrato de sodio y potasio (KNaCsH40s 4H20), 20 g de bicarbonato
de sodio (NaHCO3) y 200 g de sulfato de sodio (Na;S04) y se aford a un litro.
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Disolucién B

En 200 mL de agua destilada se adicionaron 4 gotas de &cido sulfurico
concentrado (H.SO4) y se disolvieron 30 g de sulfato de cobre pentahidratado
(CuS045H,0).

El reactivo |, se preparé mezclando 1 mL de la disolucidén B y 25 mL de la
disolucién A.

Reactivo I

Disolucién A

En 450 mL de agua destilada se disolvieron 21 mL de &cido sulfurico
concentrado (H,SO4) y 25 g de molibdato de amonio ((NH4)sM07024.4H,0)

Disolucion B

Se disolvieron 3 g de arsenato de sodio (Na;Has04.7H20) en 25 mL de agua

destilada.

El reactivo Il, se prepar6 mezclando lentamente y con agitacion las

disoluciones Ay B, se afordé a 500 mL y se calenté a 55°C por 30 min.

Efecto de una atmosfera rica en CO; en la acumulacion de etanol v actividad de la polifenoloxidasa 128
mediante la formacion de pigmentos



Anexos Rosa Maria Galicia

Valores de la concentracién de azucares reductores solubles y absorbencia (curva de

calibracion).
Con. glucosa Absorbancia
ng/mL 520 nm
0 0

60 0.1174
120 0.2620
180 0.3583
240 0.4475
300 0.5301
360 0.6724
420 0.8481
480 0.9223
540 1.0518

\
Curva de calibracion
- y = 0.0019x
P C o 2
o | R°=0.9948
o 09+
@ |
S 06
(3]
L0
o 0.3 -
22} i
Q i
< 0 , ; :
0 100 200 300 400 500 600 }
Concentracion glucosa (ug/mL)

Curva de calibracién de la variacién de la absorbancia con respecto a la
concentracion de azucares reductores solubles (glucosa).
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Y

0.0019 X

Ab

0.0019 C (ug/mL)

C (ng/mL) = Ab/0.0019

Los resultados se expresaron como mg de glucosa/g de muestra.
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ANEXO 7. PARAMETROS DE COLOR PARA EL iNDICE DE OSCURECIMIENTO
EN PAPAS ENTERAS ALMACENADAS EN EL TRATAMIENTO EN

ESTUDIO.

Valores de los parametros de color para las rebanadas de papas almacenadas en

aire y en CO; (30%) balance aire a 7°C

Tratamiento  Tiempo alm L a b I c 10
h

Pulpa:

Aire 0 70.13 -0.83 23.44 -88.02 23.45 34.83
24 71.99 0.34 23.09 89.15 23.09 34.88
72 69.09 -0.12 26.89 89.73 26.89 46.51
120 721 0.2 25.91 89.55 25.91 40.69

Cascara:

Aire 0 65.25 5.05 28.72 79.91 2917 61.04
24 62.41 429 29.02 81.58 29.34 61.04
72 63.16 557 3317 80.43 33.64 72.67
120 61.51 5.18 32.42 80.92 32.85 75.57

Pulpa:

Aire 0 70.13 -0.83 23.44 -88.02 23.45 34.83

Aire-CO2 24 72.66 -0.26 24.28 89.38 2428 34.88
72 69 0.38 25.09 89.12 25.09 40.69
120 72.92 -0.59 23.86 -88.58 23.86 34.88

Cascara:

Aire 0 65.25 5.05 28.72 79.91 29.17 61.04

Aire-CO; 24 66.12 41 30.37 823 30.64 61.04
72 63.25 3.02 27.43 83.75 27 .59 58.13
120 64.87 53 31.83 80.58 3228 66.85
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ANEXO 8.

MEDIAS DE LAS VARIABLES RESPUESTA EN EL SISTEMA

MODELO DEL EXTRACTO CRUDO DE PAPA ALMACENADO EN

EL TRATAMIENTO EN ESTUDIO.

Medias de actividad enzimatica, concentracidn de proteina y azucares reductores

solubles en el extracto crudo de acuerdo al pH, confundiendo el efecto del

tratamiento.

Tratamiento Act. enzimatica Conc. proteina

Conc. az.red.sol.

u.a/ min mL mg prot/gM mgglu/ gM
pH 6.5 10684 .4 15.98 1.22
pH 45 4491.0 13.28 0.92
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ANEXO 9. ANALISIS DE VARIANZA PARA LAS VARIABLES RESPUESTA EN
SISTEMA MODELO DEL EXTRACTO CRUDO DE PAPA
ALMACENADO EN EL TRATAMIENTO EN ESTUDIO.

Analisis de varianza para las variables respuesta en el sistema modelo del extracto

crudo sometido a la atmdsfera control y atmodsfera en estudio, apH 6.5y 4.5.

Pr>F
Variables respuesta
Fuente de Actividad Proteina Azucares reductores
Variacién enzimatica solubles
Tratamiento 0.0001 n.s. n.s.
Tiempo 0.0001 ' 0.0001 0.0001
pH 0.0001 0.0001 0.0001
Trat*Tiem*pH 0.0001 n.s. 0.0001
Efecto de una atmosfera rica en CO; en la acumulacion de etanol y actividad de la polifenoloxidasa 135

mediante la formacion de pigmentos



