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ACRONIMOS
POD: Peroxidasa
PFO: Polifenoloxidasa
Vmax: Velocidad méxima
Km: Constante de Michaelis-Menten
S Sustrato
E: Enzima
pmol: micromol
ES: Complejo enzima-sustrato
P: Producto
€ Coeficiente de extincién molar
b: Longitud de la trayectoria de luz
Vi Velocidad inicial
u: Unidad de actividad enzimatica
UV/Vis: Ultra violeta/Visible
Ao: Actividad del extracto crudo
A: Actividad después del tratamiento
M: Molar
mM: Milimolar
cm: Centimetro
mL.: Mililitro
L: Litro
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RESUMEN

Se evaluaron la inhibicién del pardeamiento enzimético en tres variedades de papa (Yana
Imilla, Ccompis y Peruanita) mediante el escaldado con soluciones de acido lactico y
cloruro de calcio con el objetivo de evaluar la cinética de pardeamiento enzimatico, el
efecto de las variables del proceso de escaldado y determinacion de los porcentajes de
inhibicidn enzimatica. La cinética de reaccion de pardeamiento catalizada por la enzima
polifenoloxidasa se realiz6 con extractos enzimaticos obtenidos de las papas y catecol, la
reaccion se verifico espectrofotométricamente a una longitud de onda de 410 nm. En el
escaldado se evaluaron la temperatura, tiempo, concentracion de &cido lactico y cloruro
de calcio sobre la actividad de la polifenoloxidasa, la reaccién se siguid
espectrofotométricamente a 420 nm. Los porcentajes de inhibicion de la enzima se
determinaron a partir de las actividades enzimaticas determinadas. La cinética se ajusto
al modelo de Michaelis-Menten, la velocidad méxima (Vmax) y constante de Michaelis-
Menten (Km) para la papa Yana Imilla, Ccompis, Peruanita fueron 0.0101 mM/min y
6.9499 mM, 0.0077 mM/min y 3.5755 mM y 0.0079 mM/min y 4.7062 mM
respectivamente sugiriendo que existe afinidad de la enzima polifenoloxidasa con el
catecol. Las actividades de la polifenoloxidasa en las variedades de papa, presentaron una
significativa disminucion a los 80 °C de temperatura, 420 segundos y concentracion de
acido lactico al 5% en la mayoria de los tratamientos realizados. Los maximos porcentajes
de inhibicién de la enzima fueron del 99.32, 98.88, 99.69% para las variedades de papa

Yana Imilla, Ccompis y Peruanita respectivamente.

Palabras clave: Acido lactico, cloruro de calcio, escaldado, inhibicion enzimética, papa.
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ABSTRACT

The enzymatic browning inhibition in three potato varieties (“Yana Imilla, Ccompis and
Peruanita”) was evaluated by blanching with lactic acid and calcium chloride solutions in
order to evaluate the kinetics of enzymatic browning, the effect of the blanching process
variables and determination of enzymatic inhibition percentages. The browning reaction
catalyzed kinetics by the enzyme polyphenol oxidase was carried out with enzymatic
extracts obtained from potatoes and catechol, the reaction was verified
spectrophotometrically at a wavelength of 410 nm. In blanching, temperature, time,
concentration of lactic acid and calcium chloride were evaluated on the
polyphenoloxidase activity, the reaction was followed spectrophotometrically at 420 nm.
The enzyme inhibition percentages were determined from the enzyme activities
determined. The kinetics were adjusted to the Michaelis-Menten model, the maximum
velocity (Vmax) and Michaelis-Menten constant (Km) for potato Yana Imilla, Ccompis,
Peruanita were 0.0101 mM/min and 6.9499 mM, 0.0077 mM/min and 3.5755 mM and
0.0079 mM/min and 4.7062 mM respectively suggesting that there is affinity of
polyphenol oxidase enzyme with catechol. The polyphenoloxidase activities in potato
varieties showed a significant decrease at 80 °C temperature, 420 seconds and 5% lactic

acid concentration in most of the treatments.

Keywords: Lactic acid, calcium chloride, blanching, enzyme inhibition, potato.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Los alimentos son productos naturales o procesados, capaces de proporcionar al
organismo que lo ingiere la energia y la estructura quimica que necesita para desarrollar
sin problemas sus procesos biolégicos (Bello, 2000). Es necesaria una ingesta minima de
nutrientes, tanto en cantidad y calidad, para mantener las funciones en las diferentes
etapas de la vida. Siendo un hecho innegable hoy en dia que los habitos alimenticios
adecuados son importantes para mantener una buena salud (Astiasaran y Martinez, 2003).
Todos los alimentos estan compuestos por diferentes elementos en proporciones variables
como agua, hidratos de carbono, proteinas, lipidos, vitaminas minerales, pigmentos,

sabores y agentes bioactivos (Badui, 2012).

La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo que se utiliza en gran medida como
alimento, siendo muy importante para el consumo humano. En la actualidad, es el cuarto
cultivo méas importante del mundo, después del arroz, el trigo y el maiz (Singh y Kaur,
2016). Es fuente de compuestos bioactivos como almidén, fibra dietética, aminoacidos,
minerales, vitaminas y compuestos fendlicos. Ademas, la planta de la papa, se encarga de
sintetizar los compuestos fenolicos como respuesta de proteccion frente a bacterias,
hongos, virus e insectos. Su contenido fendlico y la capacidad antioxidante son inferiores
a los de otras plantas, su elevado consumo puede provocar una mayor ingesta de fenoles

y antioxidantes (Akyol et al., 2016).

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que controlan el mecanismo de
la reaccion, son catalizadores en sistemas biol6gicos (Melo y Cuamatzi, 2019); catalizan
la conversion de uno 0 mas compuestos en uno o varios productos. Para llevar a cabo su

accion catalitica, interaccionan con el sustrato en el denominado sitio activo, que esta
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constituido por unos cuantos aminoacidos de la enzima (Herrera et al., 2014). La
polifenoloxidasa es una enzima, se le conoce como catecoloxidasa, difenoloxidasa,
catecolsa, fenolasa, o-difenolsa, cresolasa, tirosinasa, etc. Contiene cobre en su sitio
activo, que es crucial para la actividad enzimatica presente en algunas bacterias, hongos,

artropodos, en la mayoria de las plantas y mamiferos (Kuddus, 2018).

El pardeamiento enzimatico es el resultado de la oxidacion enzimatica de
compuestos fendlicos a 0-quinonas, compuestos altamente reactivos que se polimerizan
para formar melaninas de coloracion marron. Esta reaccion es catalizada por enzimas del
tipo oxidasas, polifenoloxidasa y peroxidasa (Silveira, 2017). La oxidacion de
compuestos fenolicos por la polifenoloxidasa a 0-quinonas seguido de su polimerizacién
no enzimética o condensacion conduce a la decoloracion indeseable de productos
vegetales. La reaccion de pardeamiento puede ser util, por ejemplo, en el proceso de
fermentacion del té o en la conservacion de proteinas en cultivos forrajeros. En general,
la decoloracion oxidativa observada en varios productos vegetales se considera negativa,
ya que causa un deterioro de la calidad al alterarse la propiedades organolépticas y
nutricionales del producto, también repercute negativamente en su aceptacion por parte

del consumidor, en su vida atil y valor (Jukanti, 2017).

Los métodos empleados para la inhibicibn o minimizacion del proceso del
pardeamiento enzimatico incluyen el tratamiento térmico, los inhibidores de la
polifenoloxidasa, los agentes quelantes, los acidulantes, los compuestos reductores, los
recubrimientos comestibles, el envasado en atmosfera modificada, la atmdsfera
controlada y el almacenamiento en frio (Caballero et al., 2016). El escaldado es el método
comunmente empleado para prevenir el pardeamiento enzimatico, la inactivacion o
inhibicion pueden realizarse exponiendo las hortalizas en agua caliente, soluciones

calientes e hirviendo que contenga sales o &cidos (Severini et al., 2003).
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El objetivo principal del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto
inhibitorio del escaldado con &cido l&ctico y cloruro de calcio de la enzima
polifenoloxidasa (PFO) de tres variedades de papa (Solanum tuberosum) para la

prevencion del pardeamiento enzimatico.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inhibicion del pardeamiento enzimético en tres variedades de papa
(Solanum tuberosum) mediante el escaldo con soluciones de &cido lactico y cloruro de

calcio.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la cinética de reaccion de pardeamiento catalizada por la enzima
polifenoloxidasa de las variedades de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita.

- Evaluar el efecto de la temperatura, tiempo, concentracién de &cido lactico y
concentracion cloruro de calcio sobre la actividad de la enzima polifenoloxidasa
de las variedades de papa Yana Imilla, Ccompis, Peruanita escaldadas.

- Determinar los porcentajes de inhibicion de la enzima polifenoloxidasa en las

muestras de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita escaldadas.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES
2.1.1. A nivel internacional

Arréazola et al. (2016), estudiaron el efecto del tiempo y temperatura de
escaldado sobre la actividad enzimatica de la polifenoloxidasa en dos variedades
de batata blanca y colorada. Las muestras se sometieron a temperaturas de
escaldado de 75, 80 y 85 °C y tiempos de 30, 60, 90, 120, 150 y 180 segundos en
soluciones de &cido citrico al 0.5% y &cido ascorbico al 1%. Concluyeron que la
actividad enzimatica de la enzima polifenoloxidasa se redujo en un 86.8% para la
variedad colorada y 86.17% en la variedad blanca mediante la accién del

escaldado.

Barreiro y Vera (2017), evaluaron el efecto del acido ascorbico en el
pardeamiento enziméatico de la pulpa de pitahaya almacenada a diferentes
temperaturas de congelacion, los factores fueron el porcentaje de acido ascorbico
y la temperatura de almacenamiento. Emplearon un disefio completamente al azar
con tres réplicas por tratamiento. Concluyeron que mediante el analisis
colorimétrico que el acido ascorbico con porcentaje de 1.2% evit6 el pardeamiento

enzimatico de la pulpa de pitahaya y la temperatura no fue significativa.

Uscanga et al. (2019), evaluaron el efecto del acido ascorbico y el
ascorbato de calcio en el color, firmeza, actividad de la polifenoloxidasa y la
calidad visual de la berenjena. Los experimentos lo realizaron mediante un disefio

experimental con 17 tratamientos y tres repeticiones, los cubos de berenjena se
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sumergieron en soluciones de acido ascorbico al 1%, ascorbato de calcio al 1% y
2% en rangos de pH variable. Las soluciones de ascorbato de calcio con pH 4 a5
y 7 a 8 y de &cido ascérbico con pH 7 a 8 controlaron efectivamente el
pardeamiento enzimatico. Los parametros de color a, b y L en el momento del
corte fueron -4.71+1.03, 21.67+3.04 y 88.04+3.29 respectivamente, y a los 6 dias

de almacenamiento fueron -1.28+1.51, 23.79+1.51 y 85.26+1.50 respectivamente.

Vega et al. (2020), evaluaron la inhibicién de la enzima polifenoloxidasa
en una pasta de Persea Americana variedad Hass por medio de la cascara de
cebolla de dos especies de bulbo blanco y rojo sometidas a dos tratamientos
térmicos de 100 y 115 °C. Realizaron diferentes tratamientos utilizando el agente
inhibidor a diferentes concentraciones y tiempos. Midieron las absorbancias de 4
tratamientos 1:0, 1:1, 1:2 y 2:1 respectivamente correspondiente a la enzima y al
agente inhibidor. Como resultados de la evaluacién de la actividad enzimatica,
lograron inhibir cercana al 100% la polifenoloxidasa para una concentracion de
1:2 para la cebolla de bulbo blanco a temperatura de 100 °C en relacién a la enzima

sustrato con la cebolla roja la inhibicién fue variable para cada tratamiento.

Ma et al. (2021), investigaron la influencia del tratamiento con solucién
de NaCl precortada sobre el pardeamiento, la actividad de la polifenoloxidasa y el
contenido de aminoécidos en la papa recién cortada. Los resultados mostraron que
el tratamiento con solucién de NaCl precortada al 5% durante 3 horas mejoro la
calidad visual, redujo el pardeamiento y la deshidratacién de la superficie y
extendio su vida util de 3 a 4 dias a las 5 horas. La actividad de la polifenoloxidasa
en tubérculos y rodajas de papa recortadas tratadas con NaCl fue menor que los
tratados con agua. Los aminodacidos libres en las papas sin tratar, tratadas con

agua y cloruro de sodio fueron 1922.7, 1911.2 y 1913.8 mg/kg respectivamente.
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2.1.2. A nivel nacional

Mamani (2018), determino el efecto de la capacidad antioxidante del ajo
deshidratado sobre el pardeamiento enzimatico de la palta Fuerte y Hass. En el
estudio se determind el efecto de la concentracion de ajo deshidratado (1 y 2%),
temperatura de la solucion (20 y 40 °C) y tiempo de inmersién (1 'y 2 min). Los
resultados mostraron una mayor estabilidad para la palta Fuerte a una
concentracion de ajo al 2%, temperatura de 20 °C y tiempo de inmersion de 2
minutos; y para la palta Hass se obtuvo mejores resultados a una concentracion
del 1%, temperatura de 20 °C y tiempo de inmersién de 1 minuto. Las actividades
enzimaticas de la palta fuerte y la palta Hass disminuyeron a 0.045 U/mL y 0.064

U/mL respectivamente.

Delgado y Hurtado (2019), evaluaron el efecto del &cido citrico y
ascorbico para reducir la actividad de la enzima polifenoloxidasa en pulpa de
nisperos. En la parte experimental realiz6 una caracterizacion fisicoquimica del
nispero, seguidamente determind la actividad enzimética de la polifenoloxidasa
mediante tratamiento con acido citrico al 2% (tratamiento 1), acido ascoérbico al
2% (tratamiento 2) y mezcla de &cido citrico y ascérbico al 2% (tratamiento 3).
En el tratamiento 3 fue el que mitigd en mayor proporcién la actividad de la

polifenoloxidasa encontrando un valor residual de actividad igual a 22 UA/mg.

Horna y Saldafia (2019), optimizaron el tiempo de escaldado a vapor y
grado de madurez sobre la inactivacién de la enzima polifenoloxidasa en el banano
de la variedad Cavendish. En la parte experimental, trabajaron con rodajas de 11
a 13 mm de espesor, para la evaluacién de tres grados de maduracién y tiempos

de escaldado de 3, 3.5, 4 y 4.5 minutos a temperatura constante de 90 a 95 °C. La
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inactivacion de la enzima polifenoloxidasa fue del 92.02% para un tiempo de

escaldado de 4 minutos.

Yildiz (2019), empled soluciones de acido ascorbico y cloruro de calcio
solas y combinadas para la inactivacion de las enzimas de pardeamiento en la
papa. Se observo que la inactivacion de la enzima polifenoloxidasa se consiguio
con la aplicacion combinada de acido ascorbico al 2% y cloruro de calcio al 1%.
Esta combinacién mostrd una actividad de pardeamiento relativamente menor.
Las actividades enzimaticas de la papa sin y con tratamiento fueron de 185+1.1

U/mL y 78+1.7 U/mL respectivamente.

Burga (2021), compar0 la eficiencia del escaldado y acidificacion para la
inactivacion de la polifenoloxidasa en rodajas de yacon. Las variables para el
tratamiento de escaldado fueron la temperatura (65, 75y 85 °C) y tiempo (5, 10y
15 minutos) y para el tratamiento de acidificacion fueron la concentracion de acido
citrico (0.3, 0.5y 0.7%) y tiempo (6, 9 y 12 minutos). Segun los resultados se
logré inhibir la polifenoloxidasa en un 75.85% a una temperatura de 75 °C y

tiempo de 5 minutos.

Ponce (2022), investigo la capacidad antioxidante del ajo para la inhibicion
del pardeamiento enzimatico de la papa picada. Los tratamientos se realizaron con
concentraciones de extracto de ajo fueron del 1, 2y 3% y los tiempos de 4,6y 8
minutos a 40 °C. Se logro controlar el pardeamiento enziméatico empleando una
concentracion de ajo del 2% y tiempo de 6 minutos. La actividad de la enzimatica

de la polifenoloxidasa presentaron valores de 0.97 a 5.01 U/mL.
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2.2.  MARCO TEORICO

2.2.1. Lapapa

La papa es una importante fuente de nutricion humana; ocupa el quinto
lugar entre los principales cultivos alimenticios del mundo, solo superada por las
gramineas como el trigo, el arroz, el maiz y la cebada (Cabrera y Escobal, 2002).
La papa ha estado asociada a las culturas mas remotas de nuestra historia. Los
primeros habitantes del Per( (cazadores, recolectores, némadas) recolectaban
tubérculos de especies silvestres ampliamente distribuidas en nuestro territorio. El
cultivo de la papa en nuestro pais ocupa el segundo lugar respecto a otros cultivos

(Egusquiza, 2000).

2.2.1.1. Morfologia

Segun Egusquiza (2000), la papa presenta las siguientes

caracteristicas morfologicas que se describen a continuacion:

) La planta. La papa es de naturaleza herbécea. La planta consta de
un sistema aéreo y un sistema subterraneo.

i) Las flores. La flor es la estructura aérea que cumple funciones de
reproduccion sexual. Mediante las flores se pueden diferenciar y
reconocer las variedades.

iii) Lahoja. Lahojaes laestructura que sirve para captar y transformar
la energia luminica (luz solar) en energia alimenticia (azucares y

almidon).
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iv) Los frutos. EI nimero de semillas por fruto puede variar desde
cero hasta 400. Cada semilla tiene la facultada de originar una
planta.

v)  Los tallos. La papa es un conjunto de tallos aéreos y subterraneos.
El tallo principal se origina del brote del tubérculo semillay el tallo
secundario se origina de una yema subterranea del tallo principal.

vi) La raiz. La raiz es la estructura subterrdnea responsable de la
absorcion de agua. Se origina en los nudos de los tallos
subterréneos.

vii) El estoldn. El estolon es un tallo subterrdneo que se origina en la
yema del tallo subterraneo. El externo del estolon tiene la forma de
gancho.

viii) Tubérculos. El tubérculo de papa es el tallo subterrdneo
especializado para el almacenamiento de los excedentes de energia

(almidon).
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Figura 1

Morfologia de la papa.
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Fuente: Pumisacho y Sherwood (2002).

2.2.1.2. Taxonomia

La papa (Solanum tuberosum) es una dicotiledonea que forma parte
de una familia muy numerosa de especies que se agrupan en categorias
segun su grado de semejanzas (Egusquiza, 2000). Su categoria taxonémica

es (Pumisacho y Sherwood, 2002):

Familia : Solanaceae

Género : Solanum
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Subgénero  : Potatoe
Seccidn : Petota

Serie : Tuberosa

2.2.1.3. Valor nutritivo

Los componentes nutricionales de la papa se muestran en la Tabla

1 (Egusquiza, 2000).

Tabla 1

Valor nutricional de la papa fresca.

Composicion*

Humedad 78.00 g
Proteina 210¢g
Almiddn 18.50 g
Cenizas 1.00¢
Grasas 0.10g
Potasio 560.00 mg
Fosforo 50.00 mg
Calcio 9.00 mg
Sodio 7.00 mg
Hierro 0.80 mg
B1 (Tiamina) 0.10 mg
B2 (Riboflavina) 0.04 mg
B6 (Piridoxina) 0.25mg
Vitamina C 20.00 mg
Niacina 1.50 mg

*Composicion promedio en una porcién de 100 gramos de papa fresca.

Fuente: Egusquiza (2000).

2.2.1.4. Variedades de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita

Variedad Yana Imilla. Se le encuentra desde 3000 m.s.n.m. en
Puno, Cusco; y sierra de Arequipa. Es una planta de porte alta; floracion

numerosa. La flor es de color morada clara, casi celeste. Tubérculos
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redondeados; morado oscuro; ojos semiprofundos; pulpa blanca marfil;

brotes morado oscuros (Egusquiza, 2000).

a) Variedad Ccompis. Se siembra desde 3000 m.s.n.m. en las
regiones de Cusco, Puno, Apurimac y Ayacucho. Es una planta de
porte alto; flores blancas numerosas. Los tubérculos redondos;
rosados claros; ojos semiprofundos, pulpa blanco marfil; brote
color rosado (Egusquiza, 2000).

b) Variedad Peruanita. Se encuentra sembrada sobre los 3300
m.s.n.m. en los departamentos de Huanuco, Pasco, Junin,
Huancavelica y Apurimac. Tiene una planta de porte mediano a
alto, tallos numerosos. Sus tubérculos son redondeados con 0jos
semiprofundos; piel bicolor, areas de color rojizo de borde definido

y areas amarillentas alrededor de los ojos (Egusquiza, 2000).

Figura 2

Variedad de papa.

a) Yana Imilla b) Ccompis

c) Peruanita
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2.2.2. Enzimas

Las enzimas son proteinas con actividad catalitica (catalizadores), lo que
significa que aceleran las reacciones quimicas (Kontogiorgos, 2021). Las
sintetizan las células biologicas y en todos los organismos intervienen en

reacciones quimica relacionadas con el metabolismo (Belitz et al., 2009).

Las enzimas son catalizadores bioldgicos responsables de miles de
reacciones quimicas propias de cualquier organismo vivo, desde que nace hasta
que muere. En general, un catalizador es una sustancia que acelera una reaccion
quimica. Considérese la reaccion entre dos sustancias A y B para dar como

resultado C. Con la enzima se puede resumir como sigue (Badui, 2012):

A+BHEHEE C+ Enzima (1)

Es decir, la enzima participara para acelerar la reaccion, pero permanece
inalterable para seguir actuando hasta que ya no exista A o B, o que se

desnaturalice por efecto del pH o de las altas temperaturas.

Las moléculas deben colisionar para que ocurra una reaccion quimica.
Incluso cuando las moléculas chocan, esto debe ocurrir con éxito para producir
productos, y los reactivos deben superar alguna barrera de energia para colisionar
con éxito. La energia que debe vencer una molécula para sufrir una reaccién
quimica se llama energia de activacion. Si la barrera es demasiado alta, la reaccién
dificilmente se llevara a cabo, lo que significa que se requieren mas colisiones
moleculares. Las enzimas reducen la energia de activacién necesaria, 1o que
facilita la reaccion para se produzca colisiones con éxito, lo que facilita la reaccion

(Kontogiorgos, 2021).

33

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 3

Energia de activacion de las reacciones enzimaticas.
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en la reaccion

en los productos

Progreso de la reaccion

Fuente: Kontogiorgos (2021).

Las enzimas reunen los sustratos en un lugar especial de la superficie
denominado centro activo o centro catalitico para formar un complejo enzima-
sustrato. La formacion de este complejo reduce la energia de activacion (Melo y

Cuamatzi, 2019).

Figura 4

Mecanismo de las reacciones enzimaticas.

Sustrato [S] Productos [P]

N

Sitio activo

v 99

™ Enzima [E]
a m%l;ithr:;(zio el Complejo [ES] Complejo [EP] Productos que salen
P Enzima/sustrato Enzima/Producto de la enzima

sitio activo

Fuente: Kontogiorgos (2021).
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El sustrato especifico puede formar enlaces relativamente débiles y
temporales con la enzima en el sitio activo. La especificidad de la interaccion
sustrato-enzima puede entenderse mejor con la analogia de la llave y el candado.
El sustrato se representa con una llave, mientras que la cerradura es la enzima.
Cuando la llave encaja correctamente en la cerradura, la puerta se abre, es decir,
se produce una reaccién. Cuando la llave no encaja en la cerradura, la puerta no
se abre, es decir, la reaccion no es posible. De hecho, a menudo el sustrato no

encaja exactamente en el sitio activo (Kontogiorgos, 2021).

2.2.3. Pardeamiento enzimatico

El pardeamiento enzimatico es un fendmeno que se produce en muchas
frutas y verduras como las papas, champifiones, manzanas y platanos. Se presenta
cuando el tejido esta magullado, cortado, pelado, enfermo o expuesto a
condiciones anormales, se oscurece rapidamente al exponerse al aire como
resultado de la conversion de compuestos fenolicos en melaninas marrones (Eskin

y Shahidi, 2013).

Figura 5

Pardeamiento enzimético de la pera.

Fuente: Eskin y Shahidi (2013).

35

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

‘ﬂ, UNIVERSIDAD

El proceso de oxidacion de los compuestos fenolicos a melaninas esta
catalizada por enzimas de tipo oxidasas, polifenoloxidada (PPO) y peroxidasa
(POD) (Silveira, 2017). EI pardeamiento es el fendmeno que tiene lugar en los
alimentos durante su procesamiento y almacenamiento. Estas reacciones de
oscurecimiento provocan cambios desfavorables en las propiedades sensoriales,
asi como una disminucion del valor comercial de diversos alimentos (Kuddus,

2018).

2.2.3.1. Sustratos del pardeamiento enzimatico

Los principales sustratos para que pueda tener lugar el inicio de
esta alteracion son todos aquellos compuestos que responden a estructuras
de monofenoles, ortodifenoles y polifenoles (Bello, 2000). Los sustratos
de las polifenoloxidasas pueden ser un gran numero de compuestos

fendlicos diferentes (Velisek, 2014).

Figura 6

Estructuras de la polifenoloxidas de (a) uvas y (b) hongos.

Cobre

Fuente: Kontogiorgos (2021).
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La polifenoloxidasa es una enzima que contiene cobre. En la figura
6 se muestra la estructura de las polifenoloxidasas de (a) las uvas y (b) los
hongos. El zoom de las estructuras muestra el ion cobre necesario para la
actividad. Aunque las estructuras de las proteinas son diferentes ambas
tienen una actividad enzimatica similar. Los compuestos fendlicos
(sustratos de las polifenoloxidasas) contienen un anillo aromético con uno
0 mas grupos hidroxilos (Kontogiorgos, 2021). La enzima
polifenoloxidasa se encuentra practicamente en todos los tejidos vegetales

en concentraciones especialmente altas y los mas importantes se muestran

en la Tabla 2.

Tabla 2

Sustratos importantes de polifenoloxidasa en los alimentos.

Alimento Sustrato
Frutas
Manzana Acido clorogénico, catequina, taninos
Pera Acido clorogénico
Uva Catequina
Durazno Catequina
Olivo 3,4-Dihidroxifeniletanol y sus
Platano derivados
Datil 3,4-Dihidroxifeniletilamina
Mango Acido dactiliférico
Palta Acido galico, galotaninos
Verduras y patatas Acidos fenélicos
Lechuga
Frijoles (verdes) Tirosina
Cebolla 3,4-Dihidroxifenilalanina
Papa Acido protocatequiico
Otros Tirosina, &cido clorogénico, catequinas
Champifiones
Hojas de te Tirosina, &cidos pulvinicos y otros
Granos de café fenoles
Granos de cacao Catequinas
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Acidos clorogénico y cafeico
Catequinas

Fuente: Velisek (2014).

Los sustratos de la polifenoloxidasa son compuestos fenolicos que
contienen un anillo aromatico con uno o mé&s grupos hidroxilo
(Kontogiorgos, 2021). El contenido de los compuestos fenolicos depende
de factores genéticos como especie y variedades, del grado de madurez y
de factores externos relacionados con el ambiente como la luz,

temperatura, nutrientes, uso de pesticidas, etc. (Velisek, 2014).

Figura7

Principales sustratos del pardeamiento enzimatico.
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Fuente: Kontogiorgos (2021).
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2.2.3.1.1. El catecol

El catecol Ilamado también 1,2-dihidroxibenceno es un compuesto
fenolico simple notablemente activo en comparacion con la mayoria de los
orto-metoxifenoles (Rappoport, 2003). Los catecoles se encuentran de
forma natural en las frutas y verduras. Son pequefias moléculas muy
utilizadas para la sintesis en alimentos, productos farmacéuticos o
ingredientes agroquimicos, pero también son aditivos estabilizantes
(Faure, y otros, 2013). El catecol puede ser oxidado por la polifenoloxidasa
(PFO), debido a que el grupo hidroxilo se encuentra en la posicion orto

presentando una alta afinidad con la PFO (Eskin & Shahidi, 2013).

Figura 8

Estructura del catecol.

o]

Fuente: Caballero et al. (2016).

2.2.3.2. Mecanismo general de reaccion

El pardeamiento enzimético implica la accion de la enzima
polifenoloxidasa (PFO) en presencia de oxigeno. Los sustratos que son
principalmente polifenoles estan presentes en los plastos, mientras que las
enzimas se encuentran en el citoplasma. En el procesado de frutas y
verduras, cuando el tejido se lesiona, lo plastidios se rompen y las PFO
entre en interaccion con los sustratos (Kuddus, 2018). La reaccion requiere

de la presencia simultanea de una enzima, sustrato y oxigeno. La PFO es
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una metaloenzima, ya que contiene cobre en su sitio activo, necesaria para

la actividad enzimética (Kontogiorgos, 2021).

La PFO cataliza 2 reacciones (Bello, 2000):

i) La PFO cataliza la reaccion de hidroxilacion de los monofenoles
(sustrato incoloro) en difenoles (compuesto incoloro) en presencia
de oxigeno molecular, utilizando un atomo para formar el difenol
y el otro es reducido a agua. Esta actividad enzimética se le llama
cresolasa.

i) LaPFO oxida a los difenoles para convertirlos a 0-benzoquinonas,
interviniendo el oxigeno del aire como aceptor de hidrégenos y la
actividad enzimética es conocida con el nombre de catecolasa. La

cantidad de sustrato es el que limita la velocidad de reccién.

Luego de las reacciones catalizadas por la PFO, tiene lugar la
polimerizacion no enzimatica de las quinonas, como resultado del cual se
forman pigmentos de alto peso molecular, es decir, compuestos insolubles

y complejados de color oscuro conocidos como melaninas (Kuddus, 2018).
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Figura 9

Formacion de pigmento marrén (melanina) a partir de compuestos

fendlicos.
OH OH 0]
OH 0, 2H,0 0 Polimerizacion Pigmentacion
0, N / no enzimatica marr_qn
PFO PFO (Formacion de
melanina)
R R R
Monofenol Difenol O-quinona

Fuente: Kuddus (2018).

Las quinonas pueden ser hidroxiladas de modo secundario
mediante reaccion con moléculas de agua para dar lugar a

trihidroxibencenos, de acuerdo con la Figura 10.

Figura 10
Hidroxilacién de las quinonas.

0 OH
0 OH

OH

Fuente: Eskin y Shahidi (2013).

La gran capacidad de reaccion de estos compuestos trifenélicos los
lleva a cambios intramoleculares entre quinonas y fenoles para dar lugar a

la formacion de hidroxiquinonas, segun la reaccion (Bello, 2000):
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Figura 11

Formacion de hidroxiquinonas.
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Fuente: Bello (2000).

Las melaninas responden a las estructuras complejas no bien

aclaradas, cuyo esquema general es la siguiente:

Figura 12

Estructura general de las melaninas.

(0]

| OH _n

Fuente: Bello (2000).

2.2.4. Control del pardeamiento enzimatico

El pardeamiento de los alimentos vegetales por las enzimas provoca una
pérdida del 50% de las frutas tropicales. Controlar el pardeamiento enzimatico
tiene muchos beneficios econémicos y de calidad para frutas y verduras. El
pardeamiento enzimatico se puede prevenir con los siguientes métodos (Kuddus,
2018):
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2.2.4.1. Inactivacion por calor

El tratamiento termico es el mas utilizado para estabilizar los
alimentos debido a su capacidad para destruir microorganismos e inactivar
las enzimas. En el escaldado se inactiva las enzimas vegetales, pero
provoca la pérdida de vitaminas, sabor, color, textura, carbohidratos y
otros componentes solubles en agua. La inactivacion de la PFO y otras
enzimas se consigue sometiendo el alimento a altas temperaturas por un
periodo de tiempo adecuado para desnaturalizar la proteinaa 70 a2 90 °C y
el tiempo necesario para la inactivacion depende del alimento (Eskin y

Shahidi, 2013).

2.2.4.2. Inactivacion por congelamiento

La congelacion es una técnica utilizada a menudo para detener las
reacciones de pardeamiento. En efecto, la congelacion provoca una
disminucion del agua disponible para las reacciones enzimaticas. Esta
técnica puede ser Gtil para prevenir el pardeamiento si no es necesario
descongelar el producto, ya que el pardeamiento enzimético se produce
muy rapidamente en el producto tras la descongelacion, lo que puede

alterar la calidad de los alimentos (loannou y Ghoul, 2013).

2.2.4.3. Método de choque térmico

Este método consiste generalmente en el lavado a una temperatura
de 45a 70 °C durante no mas de 5 minutos. Mediante este método se inhibe
la actividad de la PFO, por lo que se ha demostrado que es beneficiosa para

prevenir el oscurecimiento y la conservacion de los alimentos. Mediante
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este tratamiento térmico se limita el aumento de polifenoles junto con la

mejora de las propiedades organolépticas en las verduras (Kuddus, 2018).

2.2.4.4. Procesado a alta presion

Las enzimas se pueden desactivar exponiendo los productos
alimentarios a altas presiones de 3000 a 8000 bares sin que se vean
afectados los nutrientes y el sabor relacionados con los tratamientos
convencionales de procesado térmico. Sin embargo, la integridad de los
productos porosos se ve afectada por su uso en vegetales. El aire limitado
en la matriz del alimento estd expuesto a la expansion y compresion
durante la descompresion y presurizacion, por lo que perturba los tejidos
del alimento y hace que esta operacion sea inapropiada para frutas y

verduras frescas (Kuddus, 2018).

2.2.4.5. Tratamiento quimico

Para limitar el fendmeno de oxidacién de las frutas y verduras, se
utilizan diversos tratamientos quimicos. Se diferencian por su accién en
funcion de los agentes quimicos utilizados las cuales son los agentes
antioxidantes, agentes quelantes, agentes de firmeza y agentes

acidificantes (loannou y Ghoul, 2013):

- Los antioxidantes pueden impedir el inicio del oscurecimiento al
reaccionar con el oxigeno. También reaccionan con los productos
intermedios, rompiendo asi la reaccion en cadena e impidiendo la
formacion de melanina. Su eficiencia depende de factores
ambientales como el pH, la actividad del agua (aw), la temperatura,

la luz y la composicién de la atmoésfera (loannou y Ghoul, 2013).
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El hexilresorcinol, la N-acetilcisteina, el acido eritorbico, el acido
ascorbico, el clorhidrato de cisteina y el glutation son los
principales antioxidantes que se han estudiado para prevenir el
pardeamiento de frutos (Kuddus, 2018).

- Los agentes quelantes forman complejos con las PFO o reaccionan
con sus sustratos, lo que provoca una disminucion del
pardeamiento enziméatico. Estos compuestos reducen el
pardeamiento enzimatico debido a su capacidad para formar un
complejo con el cobre presente en la estructura de la enzima. El
agente quelante mas utilizado en el procesado de frutas en el &cido
citrico, que no sélo reduce el pH sino que también quela el cobre
presente en el sitio activo de la PFO, inactiva asi la enzima. El &cido
benzoico, cinamico y oxalico también impiden la actividad de la
PFO al formar un complejo con el cobre en el sitio activo de la
enzima debido a su afinidad para formar complejos metalicos con
el ion cobre (Kuddus, 2018).

- Las sales de calcio son las mas conocidas, se utilizan para reforzar
las paredes celulares. Las paredes celulares son més estables a
diferentes tratamientos. Esto evita la destruccion de los
compartimientos celulares y también el contacto de la PFO con los
polifenoles de la vacuola. Los principales agentes de firmeza son
el lactato de calcio, el propionato de calcio, el cloruro de calcio el
ascorbato de calcio y el cloruro de calcio (loannou y Ghoul, 2013).

- Los agentes acidificantes, como el &cido citrico, el cido ascorbico

y el glutation, controlan el pardeamiento reduciendo el pH del
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sistema, ya que el pH éptimo para la accion de la PFO oscila entre

5y 7.5; los valores inferiores impiden la actividad enzimatica.

Los agentes acidificantes disminuyen el pH por debajo de 3.0 valor
en el que la PFO se vuelve inactiva. El acido acético, citrico, malico, los
acidos maldnicos y el acido tartarico son los principales compuestos, estos
se utilizan raramente para la inhibicion del pardeamiento enzimatico en

frutas y hortalizas (Kuddus, 2018).
2.2.5. Compuestos fendlicos en la papa

Los compuestos mas comunes de las papas son el &cido cafeico, sus
derivados (&cido clorogénico y sus isomeros), el flavonol rutina y &cidos

hidroxicinamicos y sus conjugados (Velisek, 2014).

Figura 13

Conversion de la tirosina de las papas en polimeros melaninas.

CH,— (|3H—COOH CH,— CllH—COOH
NH2 NH2
Hidroxilacién enzimgtica
Polifenoloxidasa

HO
OH OH
Tirosina 3,4-dihidroxifenilalanina
(DOPA)
B CH— lCH—COOH_ CH— ICH—COOH
NH2 NH2
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O/ 0
| 0 _1In O

DOPA-quinona

Fuente: Adaptado de Bello (2000).
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El contenido de compuestos fendlicos varia en un amplio rango
dependiendo de varios factores, por ejemplo, la variedad. El acido clorogénico y
sus isdmeros se han encontrado en los tubérculos de papa en un rango de 0.3 a
13.7 g/kg (Velisek, 2014). El pardeamiento enzimético de la papa tiene lugar
debido a la presencia de sustratos fendlicos, sistema enzimatico y presencia de

oxigeno (Bello, 2000).

2.2.6. Cinética de reaccion de pardeamiento enzimatico

La cinética enzimatica se refiere a los aspectos cuantitativos de las
reacciones catalizadas por enzimas y los factores que las regulan (Herrera et al.,
2014). Estos factores son la concentracion de la enzima, sustrato especifico, el pH,

la temperatura, los cofactores, los inhibidores y los activadores (Teijon, 2009).

Figura 14
Efecto de la concentracion del sustrato sobre la velocidad inicial (Vi) de una

reaccion catalizada por una enzima.
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Fuente: Herrera et al. (2014).
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La velocidad inicial v de una reaccion catalizada por una enzima es
directamente proporcional a la concentracion de la enzima. Para una
concentracion dada de la enzima, v dependeré de la concentracion del sustrato [S].
Para la mayoria de las enzimas, v se relaciona con [S] mediante la hipérbola
representada en la figura 14. Asi mismo, cuando las concentraciones de sustrato
[S] son muy bajas, la velocidad inicial (Vi) de la reaccion aumenta linealmente en

funcion de la concentracion del sustrato (Feduchi et al., 2010).

En la figura 14, por encima de una determinada concentracion de sustrato,
la velocidad inicial presenta un menor aumento hasta alcanzar un valor maximo
Ilamado velocidad maxima (Vmax). En este punto se considera que la enzima se
encuentra saturado por el sustrato, donde todas las moléculas de la enzima se

encuentran formando el complejo [ES] (Herrera et al., 2014).

Para explicar las reacciones catalizadas por enzimas, existen varios
modelos, uno de los mas aceptados es el desarrollado por Michaelis y Menten en
1913. El modelo que propusieron es el mas sencillo para explicar la cinética de
muchas reacciones enzimaticas, la cual se representa en la siguiente ecuacién

general (Badui, 2013):

E+S 2 ES = E+P )
k

2 4

Donde E representa la enzima libre, S el sustrato, ES representa el
complejo de la enzima y su sustrato unido por el centro activo de la enzima, P es
el producto y ki, ko, k3 y ks son las constantes de velocidad de los respectivos pasos
de la reaccion (Teijén, 2009). En la ecuacion (2), una enzima E se combina con el

sustrato S para formar un complejo ES con una constante de velocidad ki. El
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complejo ES puede reaccionar de 2 maneras posibles; puede disociarse hasta E y
S con una constante de velocidad k. o puede continuar hasta formar un producto
P con una constante de velocidad k3. Se supone que casi nada del producto revierte
al sustrato inicial; es una condicion que se cumple en el estado inicial de la
reaccién, antes de que la concentracion del producto sea apreciable (Melo y

Cuamatzi, 2019).

En la ecuacion (2), la formacién del complejo ES generalmente es rapida
y su descomposicion en producto y enzima libre es un paso lento (ks ki) y
también la constante ks ks. En los primeros instantes de la reaccion, la velocidad
de formacion de producto (AP/At) se define como la velocidad inicial (v) siendo
proporcional a la concentracion del complejo [ES] (Badui, 2013). En este caso, la
velocidad depende de la concentracion de complejo [ES] y de la constante de

velocidad de la etapa més lenta (Feduchi et al., 2010):
ES—>E+P v=k,[ES] ©)

En la figura 15 se representa el cambio de la concentracion de los distintos
componentes en el transcurso de la reaccion. La concentracion de la enzima total
[E]r en cualquier momento es igual a la concentracion de la enzima libre [E] mas

la que se ha acoplado al sustrato [ES] (Herrera, Del Pilar, Roca, & Viana, 2014):
[E], =[E]+[ES] 4)

Asi mismo, en la figura 15 se observa que, al poco tiempo de iniciarse la
reaccion, la mayor parte de la enzima se encuentra formando el complejo ES en
vez de estar en su forma libre. Asi, el complejo ES alcanza un estado estacionario,

ya que el consumo de ES se hace practicamente igual al de su formacion, y asi se
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mantiene en el transcurso de la reaccion. El valor de [ES] disminuye muy
lentamente a medida que se va consumiendo el sustrato, mientras que [E] aumenta

en sentido opuesto (Herrera et al., 2014).

Figura 15
Representacion de la variacion de las concentraciones de sustrato [S], enzima
total [E]r, enzima libre [E], enzima unida al sustrato [ES] y del producto [P] en

el transcurso de una reaccion enzimatica.

[S] [P]

Concentracion

T~

Tiempo

Fuente: Herrera et al. (2014).

El valor de [ES] es préacticamente constante en el transcurso de la reaccion,
se puede considerar que su cambio en funcion del tiempo es O (Herrera et al.,

2014).

d[ES]
= 5
=0 )

Segln la ecuacién (2), las velocidades de formacién y disociacion del

complejo ES viene dado por las siguientes expresiones (Melo y Cuamatzi, 2019):
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E+S—ES v =k [E][5] (6)
ES—5E+S v, =k,[ES] )

En estado estacionario el cambio de ES en funcion del tiempo es igual a

cero (ecuacion 5) y se cumple la siguiente igual (Herrera et al., 2014):
———=0=V, -V, -V 8

Sustituyendo los valores de las ecuaciones (3), (6) y (7) en la ecuacion (8),

obtenemos la siguiente expresion:
0=k [E][S]-k, [ES]-K [ES] ©

A su vez, la ecuacion (4) se puede sustituir en la ecuacion (9) el valor de

la enzima libre [E], que es: [E] = [E]T - [ES]y reordenando:
Ozkl([E]T'[ES])[S]'kz[ES]'ke:[ES] (10)
K [E], []= k. [ES][S]+K, [ES]+k, [ES] 11)

Luego dividiendo los dos términos de la ecuacion (11) por ki obtenemos

la ecuacion (12) y agrupando las constantes de velocidad tenemos:

e ls=es)is}+ 2L 02
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(€], [s]=[ES][s]+ 3[E5] (13)

1

La relacion entre las tres constantes puede expresarse en términos de una

Unica constante: K 0 constante de Michaelis-Menten.

Asi para algunas enzimas Km es un indice de la afinidad de la enzima por

su sustrato (Teijon, 2009):

k+k3_K 14)
kl

Sustituyendo la ecuacion (14) en la ecuacion (13) y reordenando

obtenemos las siguientes expresiones:

[E] [S]=[ES][S]+ K [ES] (15)
[Es]= LE]l [[SS]] (16)

Al sustituir la ecuacion (16) en la ecuacion (3) se tiene la expresion que se

muestra a continuacion:

_ k[E] [S]
V= K, +[S] (17

En la figura 14, el valor de la Kn corresponde a la concentracion del
sustrato en que la velocidad de la reaccion es igual a la mitad de la velocidad
méaxima (Vmax) (B, en la figura 14). También, puede derivarse que cuando la
concentracion del sustrato es muy alta, la velocidad de la reaccion llega a alcanzar

la Vmax. Asi, si en la ecuacion (17) se considera que el valor de [S] es muy alto; es
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decir, muy superior al valor de la Kn, ésta puede considerarse 0, en cuyo caso Vv
es realmente Vmax. Sustituyendo en (17) tenemos:

_ k[E] [S]

méx _0+—[S]: s[E]; (18)

Finalmente, sustituyendo la ecuacion (18) en la ecuacion (17), tenemos la

denominada ecuacién de Michaelis-Menten:

o Vs [S]

=K, +[5] 19)

Esta es la ecuacion de velocidad para una reaccién de un solo sustrato
catalizada por una enzima. Ademas, establece la relacion cuantitativa entre la
velocidad inicial (v), la velocidad méxima (Vmax) y la concentracion inicial de
sustrato [S], relacionados por la constante de Michaelis-Mente (Km). Por
consiguiente, esta ecuacion fue deducida, partiendo de la hipotesis basica de que
la etapa limitante de la velocidad en las reacciones enzimaticas es la ruptura del
complejo enzima-sustrato [ES], para formar el producto y la enzima libre (Melo y

Cuamatzi, 2019).
2.2.6.1. Linealizacidon de la ecuacion de Michaelis-Menten

Cuando se realiza un estudio de la cinética de una enzima,
dibujando la relacion entre la velocidad inicial frente a distintas
concentraciones de sustrato (Figura 14), para cuantificar las 2 constantes
que identifican a la enzima, Vmax Y Km, con frecuencia resulta que las
concentraciones de sustrato que se requieren para alcanzar la Vmax son
exageradamente altas. En algunos casos, incluso se alcanzan valores de
concentracion de sustrato en los que se supera su propia solubilidad en el
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medio (Herrera et al., 2014). Para resolver este problema se ha descrito
varias formas, siendo las mas utilizada frecuentemente la propuesta por
Lineweaver-Burk que consiste en invertir la ecuacion de Michaelis-

Menten (Teijon, 2009):

(20)

Reordenando la ecuacion (20), se convierte en su forma lineal

llamada ecuacién de Lineweaver-Burk:

=t 21
[] (21)

Figura 16

Representacion gréafica de la ecuacion de Lineweaver-Burk.

Km

: Pendiente = —;
—-———— ‘max

0 1/[S]

Fuente: Melo y Cuamatzi (2019).
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

3.1. ZONADE ESTUDIO

El trabajo de investigacion se realizd en los Laboratorios Generales de la
Universidad Nacional de Juliaca ubicada en el Jr. Manco Inca S/N del distrito de Juliaca,
provincia de San Roméan, regibn Puno en las coordenadas UTM

376500.294E/8287255.0.44N vy altitud de 3831 m.s.n.m.
3.2. TIPODE ESTUDIO

Segln la naturaleza del problema y los objetivos del presente trabajo de
investigacién corresponde a una investigacion experimental, porque se analiza el efecto
producido por la manipulacion de las variables independientes como la temperatura de
escaldado, tiempo de escaldado, concentracion de &cido lactico y cloruro de calcio sobre

la variable dependiente en este caso la inhibicién de la polifenoloxidasa.
3.3. EVALUACION DE LA CINETICA DE PARDEAMIENTO ENZIMATICO
3.3.1. Materiales, equipos y reactivos
a) Materiales

Micropipeta rango 10 - 100 pL (Hirschmann Labopette); matraces
volumétricos de 100, 250 y 500 mL; pipetas graduadas de 5y 10 mL y propipetas;
mortero con pilén de porcelana; gradillas para tubos de ensayo; papel filtro
Whatman N° 42; embudos de vidrio y soporte; luna de reloj y espatula; cuchillo y

tabla de picar; tubos de ensayo; frasco lavador; cronémetro.
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b) Equipos

Espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific GENESYS 150) y balanza

analitica (Ohaus-Explorer EX124).

c) Reactivos

Fosfato de sodio dibasico anhidro Na2HPO4 (J.T.Baker, p.a.), &cido citrico
monohidratado CeHgO7.H20 (Scharlau, p.a), catecol CeHsO> (Nile Chemicals) y

agua destilada.

3.3.2. Materia prima

Las variedades de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita provinieron de
la provincia de Huancané correspondiente a la cosecha del afio 2023, las cuales
fueron adquiridos de los proveedores de papa del Mercado Internacional Virgen
de las Mercedes “Dominical” el distrito de Juliaca, provincia de San Roman,

region Puno.

3.3.3. Procedimiento experimental

La cinética de pardeamiento enzimatico se baso en la metodologia descrita

por Soliva et al. (2001) y Hernandez y Bricefio (2009).

3.3.3.1. Preparacion de soluciones catecol

Se prepararon soluciones de catecol de diferentes de
concentraciones de 0.005, 0.020, 0.035 y 0.050 M para utilizarlas como

sustrato (Anexo 1).
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3.3.3.2. Preparacion de la muestra

a) Selecciony limpieza. Los tubérculos se seleccionaron teniendo en
cuenta su madurez, mismo tamaiio, forma redonda, libres de dafios
y excluyendo los de color verdoso. Luego se les lavo con agua y
secO con papel toalla.

b) Pelado. Los tubérculos se pelaron manualmente empleando un
cuchillo, luego fueron sumergidas en agua manteniéndolos en
refrigeracion.

c) Triturado. Un trozo de papa pelada fue triturado manualmente en
un mortero hasta la obtencion de un puré. El pure de papa se

mantuvo en hielo hasta su utilizacion.

3.3.3.3. Extraccion de la polifenoloxidasa

Se mezclaron una porcion de 5 g de puré de papa con 5 mL de una
solucion de buffer Mcllvaine a pH 6.5. La mezcla homogeneizada se filtrd
con papel filtro Whatman N° 42 en un tubo de ensayo. El liquido resultante
constituyo el extracto enzimético y se conservd en hielo (Miller y Yeung,

2022).

3.3.3.4. Medida de la actividad de la polifenoloxidasa

Se coloc6 3 mL de la solucion de catecol de concentracion
conocida (3.4.2.1) en la cubeta de vidrio del espectrofotometro UV/Vis de
1 cm de ancho, luego se adicion6 75 uL del extracto enzimatico. Se
homogenizo la mezcla e hicieron lecturas por triplicado de la absorbancia
a 410 nm de longitud de onda cada 10 segundos durante un tiempo de 3

minutos (Soliva et al., 2001).
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3.3.3.5. Célculo de la velocidad inicial (v)

La velocidad inicial (v) se calculé utilizando la expresion

matematica descrita por Miller y Yeung (2022):

v=2A (22)
ebAt

Donde AA/At es la pendiente de la porcion lineal de la curva
absorbancia versus tiempo (min™?), ¢ es el coeficiente de extincion molar
(M ecm™) y b longitud de la trayectoria de luz (1 cm). El coeficiente de
extincion molar o absortividad del catecol a una longitud de onda de 410

nm igual a 1623 M cm™ (Mufioz et al., 2006).

La pendiente (AA/At) se determind a partir de la porcion lineal de
la curva de absorbancia en funcion del tiempo (Hernandez y Bricefio,
2009). Para ello, se graficaron los datos lecturados de la medida de

absorbancia frente al tiempo como se muestra en la Figura 17.

Figura 17

Variacion de la absorbancia con el tiempo.
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0.6 4
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Fuente: Hernandez y Bricefio (2009).
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3.3.3.6. Célculo de la velocidad méxima de reaccion enzimatica (Vmax)

y constante de Michaelis-Menten (Km)

La velocidad maxima de reaccién enzimatica (Vmax) y la constante
de Michaelis-Menten (Km) se determing graficando las concentraciones de
sustrato [S] (catecol 0.005, 0.020, 0.035 y 0.050 M) frente a las
velocidades iniciales (v) calculadas aplicando la ecuacion de Lineweaver-

Burk que es la forma lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten:

— Km i+i 2

<|rk

3.4. EVALUACION DEL EFECTO DE LAS VARIABLES DE ESCALDADO

SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA POLIFENOLOXIDASA

3.4.1. Materiales, equipos y reactivos

a) Materiales

Vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 500 mL; matraces volumétricos
de 100, 250 y 500 mL; pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL y propipetas; mortero
con pilén de porcelana; gradillas para tubos de ensayo; probetas de 50, 100 y 250
mL; papel filtro Whatman N° 42; embudos de vidrio y soporte; bolsas con cierre
hermético; luna de reloj y espétula; cuchillo y tabla de picar; tubos de ensayo;

varilla de vidrio; frasco lavador; cronémetro; pinza.

b) Equipos

Espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific GENESYS 150), balanza

analitica (Ohaus-Explorer EX124) y bafio maria (PolyScience WBE20).
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¢) Reactivos

Fosfato de sodio dibasico anhidro NazHPO4 (J.T.Baker, p.a.), &cido citrico
monohidratado Ce¢HgO7.H20 (Scharlau, p.a), cloruro de calcio CaCl, (Merck,
p.a.), catecol CeHsO2 (Nile Chemicals), acido lactico C3HsO3 (J.T.Baker) y agua

destilada.

3.4.2. Procedimiento experimental

3.4.2.1. Acondicionamiento de la muestra de papa

a) Seleccidn. Para la seleccion de papas de las distintas variedades, se
tomd en consideracion el tamafio, que no tengan dafio fisico y
enfermedades.

b) Lavado y secado. Se realizo el lavado de las papas con abundante
agua para la eliminacion de tierra y material adherido, luego se les
secd con papel toalla.

c) Peladoy cortado. Se le pelaron los tubérculos a mano y cortaron
en rodajas redondas de 3 cm de diametro aproximadamente y 0.5

cm de grosor segun la metodologia descrita por Liu et al. (2021).

3.4.2.2. Escaldado

El tratamiento por escaldado se realiz6 en un equipo de bafio maria
digital con regulador de temperatura programable. Se escaldaron 5
muestras de papa a distintas temperaturas, tiempos variables,
concentracion de acido lactico y cloruro de calcio variable. La relacion

muestra de papa/solucién fue de 1 a 4 (p/p).
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3.4.2.2.1. Evaluacion del efecto de la temperatura

Se escaldaron 5 g de rodajas de papa sumergiéndola en 20 mL de
una solucion de &cido lactico al 1.00%, cloruro de calcio al 0.30%, tiempo

de 180 segundos y temperatura variable (Tabla 3).

Tabla 3

Condiciones experimentales para la evaluacion de la temperatura.

Concentracion  Concentracion

Temperatura TIempo o 4cido lactico  de cloruro de

NO

(°C) (5) (%) calcio (%)
1 20 180 1.00 0.30
2 50 180 1.00 0.30
3 60 180 1.00 0.30
4 70 180 1.00 0.30
5 80 180 1.00 0.30

3.4.2.2.2. Evaluacién del efecto del tiempo

Se evaluo utilizando 5 g de rodajas de papa sumergiéndola en 20
mL de una solucion de &cido lactico al 1.00% y cloruro de calcio al 0.30%

a una temperatura de 60 °C y distintos tiempos (Tabla 4).
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Tabla 4

Condiciones experimentales para la evaluacién del tiempo.

NP Tiempo Temperatura :oncentracion de Concentracion de

(s) (°C) cido lactico (%) cloruro de calcio (%0)
1 15 60 1.00 0.30
2 60 60 1.00 0.30
3 180 60 1.00 0.30
4 300 60 1.00 0.30
5 420 60 1.00 0.30

3.4.2.2.3. Evaluacion del efecto de la concentracion de acido lactico

El efecto de la concentracion de &cido lactico se evalué en un
equipo de bafio maria, utilizando 5 g de rodajas de papa, seguidamente se
les sumergié en 20 mL de soluciones de acido lactico de distintas
concentraciones y concentracion de cloruro de calcio al 0.3%, tiempo de

180 segundos y la temperatura de 60 °C como se muestra la Tabla 5.

Tabla s

Condiciones experimentales para la evaluacion de la concentracion de acido lactico.

Concentracion de

- Concentracion de  Temperatura Tiempo .
cloruro de calcio

acido lactico (%) (°C) (s) (%)

1 0.25 60 180 0.30

2 0.50 60 180 0.30

3 1.00 60 180 0.30

4 3.00 60 180 0.30

5 5.00 60 180 0.30
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3.4.2.2.4. Evaluacioén del efecto de la concentracion de cloruro de

calcio

Se evalué empleando 5 g de rodajas de papa, las que se sumergio
en 20 mL de soluciones de cloruro de calcio a distintas concentraciones,
temperatura de 60 °C, tiempo de 180 segundos y concentracion de acido

lactico al 1.00% segun la Tabla 6.

Tabla 6
Condiciones experimentales para la evaluacion de la concentracion de

cloruro de calcio.

. Concentracion Temperatura  Tiempo Copc_entrgcigﬁn

N de clo_ruro de (°C) (s) de acido lactico
calcio (%) (%)
1 0.05 60 180 1.00
2 010 60 180 1.00
3 0.30 60 180 1.00
4 050 60 180 1.00
5 0.70 60 180 1.00
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Figura 18

Diagrama de flujo del tratamiento por escaldado para las variedades de

papa.

PAPA
(Solanum tuberosum)

{ Segiin tamaiio, sin dafo

Seleccion fisico y enfermedades

A 4
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Lavado y secado ~ —> RIGION. WY, ateta
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A2 Temperatura
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\ 4
. Con agua fria
—> b Gy
Enfriado { Embolsado hermético

h 4

Almacenamiento — { Bajo refrigeracion

3.4.2.3. Enfriado

Finalizado el tratamiento de escaldado, las muestras de papa se
enfriaron en agua fria, se escurrieron, secaron Yy embolsaron

herméticamente.

3.4.2.4. Almacenamiento

El almacenamiento se realizd bajo refrigeracion a 4 °C hasta su
utilizacion para la determinacién del porcentaje de inhibicion de la

polifenoloxidasa (PFO).
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3.4.2.5. Obtencion del extracto enzimatico

Se tritur6 con un mortero, 1.2 g de la muestra de papa tratada luego
se adicion6 10 mL de una solucién de buffer Mcllvaine a pH 6.5.
Seguidamente la mezcla homogeneizada se filtr6 empleando papel filtro
Whatman N° 42 en un tubo de ensayo. El extracto enzimatico se mantuvo

en hielo para su conservacion hasta su utilizacion.
3.4.2.6. Medicion de la actividad enzimatica

La medicién de la actividad enzimatica se baso en la metodologia
descrita por Pizzocaro et al. (1993) y Gauillard y Richard-Forget (1997).
Se coloco 1 mL de solucion de catecol 0.175 M en la celda del
espectrofotometro UV/Vis, luego se afiadio 2 mL de solucién buffer
Mcllvaine pH 6.5 y 0.5 mL del extracto enzimatico. Se homogeneizo la
mezcla y realizaron las lecturas por duplicado a 420 nm en intervalos de
10 segundos durante un tiempo de 6 minutos. Las actividades enziméticas
se determinaron a partir de la pendiente de la porcion lineal de la curva de
absorbancia en funcion del tiempo. Una unidad de actividad de la
polifenoloxidasa (U) se definié como la cantidad de enzima que causa un
cambio de la absorbancia de 0.001 por minuto y mililitro de extracto

enzimatico.

AA420 nm

Unidad de actividad dela PFO (U) =
At x0.001

= pmol / min (24)

Donde AAa20 nm/At €5 la pendiente de la porcion lineal de la curva

absorbancia versus tiempo (min™). Una unidad de actividad enzimatica
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(U) es la cantidad de actividad que cataliza la transformacion de un umol

de sustrato por minuto (Garrido, y otros, 2006):
Unidad de actividad enzimatica (U) = umol/min

Por consiguiente, la actividad de la polifenoloxidasa esta dado por

la unidad de actividad de la enzima por mililitro de extracto enzimatico.

Actividad de la PFO (U /mL) = —2— 25)
1mL

3.5. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION

ENZIMATICA DE LA ENZIMA POLIFENOLOXIDASA

Los porcentajes de inhibicion de la enzima polifenoloxidasa (PFO) se calcularon
a partir de los datos de actividad enzimatica utilizando la ecuacién reportada por Arrazola-

Paternina et al. (2016):

% Inhibicion = A)A; A 100 (26)

Donde Ao y A son las actividades de la polifenoloxidasa del extracto sin escaldar

y en cada tratamiento respectivamente.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CINETICADEPARDEAMIENTOENZIMATICO EN LAS VARIEDADES

DE PAPA
4.1.1. Actividad de la polifenoloxidasa (PFO)

La actividad de la polifenoloxidasa se realizd con los extractos crudos de
las 3 variedades de papa (Yana Imilla, Ccompis y Peruanita) empleando como
sustrato soluciones de catecol de distintas concentraciones (0.005, 0.020, 0.035 y
0.050 M). Se midieron los aumentos de absorbancia a 410 nm causadas por la
oxidacion del catecol durante 3 minutos en intervalos de 10 segundos. Los datos
de las mediciones de absorbancia versus tiempo para las variedades de papa se

muestran en el Anexo 2.

Las gréficas de la variacion de la absorbancia con relacion al tiempo para

las variedades de papa se muestras en las siguientes figuras:

Figura 19
Variacion de absorbancia con el tiempo para la variedad de papa Yana Imilla a

distintas concentraciones de catecol.
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Figura 20

Variacion de absorbancia con el tiempo para la variedad de Ccompis a distintas

concentraciones de catecol.
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Figura 21
Variacion de la absorbancia con el tiempo para la variedad de papa Peruanita a

distintas concentraciones de catecol.
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En las Figuras 19 a 21 se visualiza el aumento de la absorbancia durante
un tiempo de 180 segundos para las distintas concentraciones de catecol. Asi
mismo, las absorbancias se incrementaron linealmente durante los primeros 30
segundos para luego mantenerse constante a partir de los 60 segundos para todos
los casos. Durante la reaccion de oxidacion del catecol catalizada por la enzima

polifenoloxidasa presentes en las variedades de papa, se observé que la mezcla de
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reaccion se torna de color verde amarillento, evidenciando la existencia de
polifenoloxidasa y conversion del catecol en una o-quinona (1,2-Benzoquinona).
La reaccion del catecol con el oxigeno del aire catalizada por la polifenoloxidasa,

se representa en la Figura 22 (Kuddus, 2018).

Figura 22

Reaccion del catecol con el oxigeno catalizada por la polifenoloxidasa.

OH O
OH o, 2H,0 O Polimerizacion
no enzimatica . L, .
Pigmentacionmarrén
Polifenoloxidasa - (Formacion de melanina)
(PFO)
Catecol 1,2-Benzoquinona

Fuente: Kuddus (2018).

4.1.2. Velocidad inicial (v), velocidad méaxima de reaccion enzimatica (Vmax)

y constante de Michaelis-Menten (Km)

Las velocidades iniciales (v) se calcularon con la ecuacion (22), las
pendientes se determinaron por regresion lineal (Anexos 3, 4y 5) de la parte lineal
de las curvas de absorbancia versus tiempo (Figuras 19 a 21), la longitud de
trayectoria de luz en la celda de medicion fue de 1 cmy coeficiente de absortividad
del catecol a una longitud de onda de 410 nm fue de 1623 M cm™. Las

velocidades iniciales se reportan en la Tabla 7.
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Tabla 7

Velocidades iniciales (v) a distintas concentraciones de sustrato.

. Velocidad inicial, v (mM/min)
Concentracioén de

catecol, [S] (mM)

Yana Imilla Ccompis Peruanita
5.000 0.0043 0.0045 0.0041
20.000 0.0071 0.0067 0.0063
35.000 0.0088 0.0068 0.0070
50.000 0.0091 0.0073 0.0072

La representacion grafica de la cinética de Michaelis-Menten para las

variedades de papa se muestra en la Figura 23.

Figura 23
Cinética de Michaelis-Menten para las variedades de papa: (a) Yana Imilla, (b)

Ccompis y (c) Peruanita.
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La velocidad maxima de reaccion enzimatica (Vmax) y la constante de
Michaelis-Menten (Km) se calcularon a partir de la concentracion de sustrato [S]

y velocidad inicial (v) de la Tabla 7. Se calcularon los valores de 1/[S] y 1/v que
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se reportaron en la Tabla 8 y los datos se ajustaron a la ecuacion de Lineweaver-

Burk (Ecuacion 23).

Tabla 8

Parametros de la ecuacion de Lineweaver-Burk para las variedades de papa.

1/[S] (mM™)

1/ (min/mM)

Yana Imilla Ccompis Peruanita
0.200 235.2174 222.3288 245.9091
0.050 141.1304 148.8991 159.1176
0.030 113.4965 147.5455 142.3684
0.020 110.4082 136.3866 138.7179

Los graficos de la ecuacion de Lineweaver-Burk para las variedades de

papa se muestran en la Figura 24.

Figura 24

Grafica de la ecuacion de Lineweaver-Burk para las variedades de papa: (a) Yana

Imilla, (b) Ccompis y (c) Peruanita.
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250 1 (C)
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Los pardmetros cinéticos obtenidos a partir de la grafica de Lineweaver-

Burk, segun la Figura 24 se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9
Parametros cinéticos de la enzima polifenoloxidasa del extracto crudo obtenidos

a partir de las variedades de papa.

Variedad de Parametros
papa 1/Vmax Km/Vméx Vméx Km
(min/mM) (min) (mM/min) (mM)
Yana imilla 98.7003 688.1143 0.0101 6.9499
Ccompis 129.1297 464.3477 0.0077 3.5755
Peruanita 127.0622 595.7175 0.0079 4.7062

En la Tabla 9, se observa que la velocidad méxima de reaccidn enzimética
(Vmax) Y la constante de Michaelis-Menten (Km) para la variedad de papa Yana
Imilla fueron Vmax = 0.0101 mM/min y Kmn = 6.9499 mM. Asi mismo, para la papa
Ccompis fueron Vmax =0.0077 mM/min y K = 3.5755 mM. Ademas, para la papa

Peruanita fueron Vmax = 0.0079 mM/miny Km = 4.7062 mM.

La velocidad méxima (Vmax) para la variedad de papa Yana Imilla fue
mayor (0.0101 mmol.Lt.min) respecto a las variedades Ccompis (0.0077
mmol.L2.min?) y Peruanita (0.0079 mmol.L ™ .min?). Segin Goldbeter (2013),
sostiene que Vmax Se alcanca cuando todos los sitios activos de una enzima estan

saturados. Ademas Miller y Yeung (2022), afirma que Vmax indica el nimero de
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moléculas de sustrato convertidas en producto por unidad de tiempo. Por
consiguiente, hubo una mayor conversion de catecol en 1,2-Benzoquinona (Figura
23) catalizada por la polifenoloxidasa de la papa Yana Imilla seguida por la papa

Peruanita y Ccompis.

En relacion a la constante de Michaelis-Mente (Km), la variedad de papa
Yana Imilla present6 un valor mayor (6.9499 mM) en comparacion con la papa
Ccompis (3.5755 mM) y Peruanita (4.7062 mM). Goldbeter (2013) sostiene que
Km representa la concentracion de sustrato en la cual el 50% de los sitios activos
de la enzima estan ocupados con sustrato, en estas condiciones la velocidad
observada es igual a la mitad de Vmax. Miller y Yeung (2022) indica que el valor
de Km mide la afinidad de la enzima con el sustrato, los valores bajos indican que
la enzima se une con fuerza al sustrato, saturando rapidamente el catalizador con

pequefias cantidades de sustrato.

Un Kn grande indica una unién débil y un Km pequefio una unién fuerte
(Miller y Yeung, 2022). En nuestro caso, la PFO de la papa Ccompis tuvo mayor
afinidad y unidn fuerte con el catecol seguido por la papa Peruanita; y en la papa
Yana Imilla tuvo una menor afinidad y union débil con el catecol. Los pardmetros
cinéticos de la enzima PFO del fruto de anona pulpa rosada reportados por Pardo
et al. (2017) tuvieron valores de Kn igual a 3.64 mM.L? y Vma igual a 0.160
mM.L.min. Acevedo et al. (2014) reportaron valores de K para la enzima del
bagazo de cafio igual a 22.8 mg.mL™ lo que indico que tuvo poca afinidad con el
sustrato. Los valores de Vmax para diferentes concentraciones de enzima fueron de
0.08495, 0.1034 y 0.1176 mg.mL™s?. Por otro lado, Mejia et al. (2014)

obtuvieron valores de Ky, igual a 1.16 + 0.07 mM - 5.71 £ 0.14 mM y Vpmax igual
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a30.212 + 1.77 mM.min! - 188.679 + 14.26 mM.min! para la enzima PFO de

lulo de variedad Castilla que dependieron de los estados de maduracion.

42. EFECTO DE LAS VARIABLES DE ESCALDADO SOBRE LA

ACTIVIDAD DE LA ENZIMA POLIFENOLOXIDASA (PFO)

La actividad enzimatica describe la rapidez de una enzima para catalizar la
reaccion que convierte un determinado sustrato en producto (Timberlake, 2013). La
actividad enzimatica de la PFO se determiné espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 420 nm segun las metodologias propuestas por Pizzocaro et al. (1993) y Gauillard
y Richard-Forget (1997). En una celda se colocaron 1 mL de la catecol 0.175 M, 2 mL de
buffer Mcllvaine pH 6.5 y 0.5 mL de extracto enziméatico obtenidas de las muestras de
papa escaldadas. Se midieron la absorbancia durante 6 minutos en intervalos de 10
segundos. Las unidades de actividad de PFO (U) se calcularon utilizando la ecuacion (24),
las pendientes de la porcion lineal de la curva de absorbancia versus tiempo se muestran
en los Anexos 6, 7 y 8. Seguidamente las actividades de la PFO (U/mL) se determinaron

empleando la ecuacion (25).

El principio del pardeamiento enzimético se basa en la oxidacion de compuestos
fendlicos por la enzima PFO (Eskin y Shahidi, 2013). La oxidacion suele ocurrir cuando
se dafa el tejido vegetal, resultando en la ruptura de los plastidios, siendo el
compartimiento celular donde se localiza la PFO haciendo que la enzima entre en contacto
con los compuestos fenolicos liberados por la ruptura de la vacuola, el principal organulo

de almacenamiento de estos compuestos (Caballero et al., 2016).

La PFO contiene 2 atomos de cobre en su sitio activo para la catalisis de la
oxidacion del catecol segun la Figura 25 (Kontogiorgos, 2021). La catalisis de la
oxidacion del catecol como en la Figura 25 (Kontogiorgos, 2021). Para la medicion de la
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actividad enzimaética, la enzima PFO presentes en los extractos obtenidos de las distintas

variedades de papa escaldadas oxidaron el catecol empleado como sustrato.

Figura 25
Reaccidn de oxidacion del catecol catalizada por la enzima PFO.

0
OH 0
) 2
+ E2CU? + 1200 —2 » + E-2CU" + H,0

Catecol O-Benzoquinona

Fuente: Eskin y Shahidi (2013).

OH

4.2.1. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la PFO

La temperatura de escaldado se evalud en el intervalo de 40-80 °C. Se
utilizaron 5 g de papa cortadas en rodajas las que se escaldaron a temperaturas
variables en 20 mL de una solucion compuesta por acido lactico al 1.00% y
cloruro de calcio al 0.30% por un tiempo de 180 segundos. En la Tabla 10 se
presentan las actividades de la PFO a distintas temperaturas de escaldado
calculadas con las ecuaciones (24) y (25) a partir de las pendientes reportadas en

los Anexos 6, 7y 8.

Tabla 10

Actividades de la PFO en las variedades de papa a distintas temperaturas.

Actividad de la PFO (U.mL™?)

Var;?pa:l de Sin Temperatura (°C)
escaldar 40 50 60 70 80
Yanalmilla ~ 7.200 4800  3.700 2500  1.400  0.050
Ccompis 8900  6.400 4300  3.000 2200  0.100
Peruanita 9700  6.000 4900 3100  0.800  0.030
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En la Figura 26 se muestra el gréafico de la actividad enzimética a distintas

condiciones de temperatura de escaldado.

Figura 26
Reduccién de la actividad de la enzima PFO a distintas temperaturas para las

variedades de papa.
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Segun la Figura 26 las actividades de la enzima PFO a distintas
temperaturas de escaldado para las variedades de papa Yana Imilla, Ccompis y
Peruanita. Las actividades de la PFO variaron entre 0.05-4.80, 0.10-6.40, 0.03-
6.00 U.mL? para la variedad de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita
respectivamente. Las actividades de la PFO maximas y minimas tuvieron lugar a
temperaturas de 80 y 40 °C respectivamente. Se destaca que el aumento de la

temperatura disminuyd la actividad de la PFO en las muestras de papa escaldadas.

El proceso de escaldado con agua caliente es uno de los métodos mas
utilizados por su sencillez de establecer y facil operatividad (Tigreros et al., 2021).
Segun Eskin y Shahidi (2013), el proceso de escaldado tiene por finalidad

inactivar las enzimas para la prevencion del pardeamiento enzimatico, teniendo
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lugar la inactivacion a temperaturas entre 70-90 °C. Asi mismo, Azzouzi et al.
(2022) investigaron el uso de extractos naturales e inhibidores quimicos para
prevenir el pardeamiento de la PFO de las moras; reportaron que a temperaturas
superiores a 65 °C se produjo una reduccién de la actividad de la enzima PFO.
Por consiguiente, la temperatura es un factor importante que influye en la
velocidad de pardeamiento enzimatico (Kuddus, 2018) y afecta la actividad de la

PFO (Jukanti, 2017).

4.2.2. Efecto del tiempo sobre la actividad de la PFO

El tiempo de escaldado se evaluo en el intervalo de 15-420 segundos. Se
emplearon 5 g de papa cortadas en rodajas las que fueron escaldadas a una
temperatura de 60 °C con 20 mL de solucion compuesta por &cido lactico al 1.00%
y cloruro de calcio al 0.30% por un tiempo variable. En la Tabla 11 presentan las
actividades de la PFO para los distintos tiempos calculadas con las ecuaciones

(24) y (25) a partir de las pendientes reportadas en los Anexos 6, 7y 8.

Tabla 11

Actividades de la PFO en las variedades de papa a distintos tiempos.

Actividad de la PFO (U.mL™)

Var;;dp? de Sin Tiempo (s)
escaldar 15 60 180 300 420
Yana Imilla 8600  6.800 3.800 2.100 1.300  0.700
Ccompis 8.900  6.300 5.100 3.300 0.600  0.500
Peruanita 9700  8.800 5400 2.900 1.000  0.600

La grafica de los datos de actividad enzimatica de la PFO se presenta en la Figura

27.

77

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 27
Reduccion de la actividad de la enzima PFO a distintos tiempos para las

variedades de papa.
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Segun la Figura 27, las actividades de la enzima PFO a distintos tiempos
de escaldado para las variedades de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita
variaron entre 0.70-6.80, 0.50-6.30, 0.60-8.80 U.mL™ respectivamente. Las
actividades de la PFO méximas y minimas tuvieron lugar para tiempos de
escaldado de 15 y 420 minutos respectivamente. El incremento del tiempo redujo

la actividad de la PFO en las muestras de papa escaldadas.

En investigaciones realizadas por Pizzocaro et al. (1993), evaluaron el
efecto inhibidor del acido ascérbico, acido citrico y cloruro de calcio para la
inactivacion de la PFO de la manzana; el tiempo de inmersion de las manzanas en
las soluciones fue de 5 minutos. Mostacero y Ruiz (2014) determinaron el efecto
de la variacion térmica del escaldado sobre la actividad de la enzima peroxidasa
de la papa; el tratamiento térmico por inmersion a distintas temperaturas por un

tiempo de 1 minuto y 20 segundos.
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4.2.3. Efecto de la concentracién de acido lactico sobre la actividad de la

PFO

La concentracion de &cido lactico se evaluo en el intervalo de 0.25-5.00%.
Se utilizaron 5 g de papa cortadas en rodajas las que fueron escaldadas a una
temperatura de 60 °C en 20 mL de solucion compuesta por acido lactico de
concentracion variable y cloruro de calcio al 0.30% por un tiempo de 180
segundos. En la Tabla 12 se muestran las actividades de la PFO para las distintas
concentraciones de acido lactico determinadas con las ecuaciones (24) y (25) a

partir de las pendientes reportadas en los Anexos 6, 7y 8.

Tabla 12

Actividades de la PFO en las variedades de papa a distintas concentraciones de

acido lactico.
Actividad de la PFO (U.mL™?)
Variedad de Si Concentracion de &cido lactico (%)
papa in

escaldar 925 050 1.00 3.00 5.0
Yana Imilla 5.800 5500 3.900 2500 1.600  0.500
Ccompis 7.300 4.000 2900 2300 1.900 1.100
Peruanita 8.400 6.100 4.100 3.100 1.900  0.900

En la Figura 28 se muestra el grafico de la actividad enzimética a distintas

concentraciones de acido lactico.
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Figura 28

Reduccién de la actividad de la enzima PFO a distintas concentraciones de acido

lactico para las variedades de papa.
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En la Figura 28, se aprecia que las actividades de la enzima PFO a distintas
concentraciones de &cido lactico para las variedades de papa Yana Imilla,
Ccompis y Peruanita variaron entre 0.50-5.50, 1.10-4.00, 0.90-6.10 U.mL™*
respectivamente. Asi mismo, las actividades de la PFO méximas y minimas se
obtuvieron a concentraciones de &cido lactico de 0.25 y 5.0% respectivamente.
Ademas, con el aumento de la concentracion de acido en los experimentos

disminuyd la actividad de la PFO de las muestras de papa escaldadas.

Artés et al. (1998) sefiala que la metodologia mas utilizada para evitar el
pardeamiento enzimatico consiste en la utilizacion de inhibidores quimicos que
interaccionan directamente sobre la enzima o sobre los sustratos. Asi mismo,
Kuddus (2018) sostiene que los agentes acidificantes controlan el pardeamiento
reduciendo el pH del sistema, siendo el pH 6ptimo en el rango de 5.0-7.5 para la

accion de la PFO, los valores inferiores impiden la actividad enzimatica. Los
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agentes acidificantes disminuyen el valor del pH por debajo de 3.0 la PFO se
vuelve inactiva. Delgado y Hurtado (2019) emplearon soluciones de acido citrico
y acido ascorbico al 2% con las cuales consiguieron reducir la actividad de la

enzima PFO en pulpa de nisperos.

4.2.4. Efecto de la concentracion de cloruro de calcio sobre la actividad de

la PFO

La concentracion de cloruro de calcio se evaluo en el intervalo de 0.05-
0.70%. Se utilizando 5 g de papa cortadas en rodajas las que se escaldaron a una
temperatura de 60 °C en 20 mL de solucién compuesta por &cido lactico al 1.00%
y composicion variable de cloruro de calcio por un tiempo de 180 segundos. En
la Tabla 13 se muestran las actividades de la PFO para las distintas
concentraciones de cloruro de calcio calculadas con las ecuaciones (24) y (25) a

partir de las pendientes reportadas en los Anexos 6, 7y 8.

Tabla 13
Actividades de la PFO en las variedades de papa a distintas concentraciones de

cloruro de calcio.

Actividad de la PFO (U.mL™)

Concentracion de cloruro de calcio (%o)

Variedad de ~— gjp,

papa escalda
r 0.05 0.10 0.30 0.50 0.70
Yana Imilla 11.100  7.600 5.500 4600 4.400 3.700
Ccompis 6.800 3.400 2.100 1900 2500 2.600
Peruanita 8.400 4.300 4.000 3.200 2.700 2.500
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Figura 29
Reduccion de la actividad de la enzima PFO a distintas concentraciones de

cloruro de calcio para las variedades de papa.
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En la Figura 29 se muestra el gréfico de la actividad enzimaética a distintas
concentraciones de cloruro de calcio. Las actividades de la enzima PFO a distintas
concentraciones de cloruro de calcio para las variedades de papa Yana Imilla,
Ccompis y Peruanita variaron entre 3.70-7.60, 2.60-3.40, 2.50-4.30 U.mL™
respectivamente. Segun estos resultados se puede destacar que la variacion de las
concentraciones de cloruro de calcio no tuvo un efecto significativo en la actividad
de la PFO de las muestras de papa escaldadas, pero mejoro su firmeza. Segun
Kuddus (2018) sefiala que la sal de cloruro de calcio se emplea en los procesos de
escaldado principalmente para proporcionar firmeza a los vegetales por

fortalecimiento de sus paredes celulares.

Por otra parte, Yildiz (2019) evalu0 los efectos del tratamiento con cloruro
de calcio para el control del pardeamiento enzimético de la papa, en los

tratamientos se consiguié reducir la pardeamiento y mejorar la calidad de los
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colores de las muestras tratadas. En esta linea, Ma et al. (2021) investigaron la
influencia del tratamiento con solucion de NaCl sobre el pardeamiento de papa,
los resultados mostraron que el tratamiento con esta sal mejoro la calidad visual y

redujo el pardeamiento.

4.3. INHIBICION DE LA ENZIMA POLIFENOLOXIDASA (PFO) EN LOS

TRATAMIENTOS POR ESCALDADO

En el escaldado se inactiva las enzimas, la inactivacion de la PFO se consiguio
sometiendo la papa a distintas condiciones de tratamiento. Para la determinacién de los
porcentajes de inhibicion de la enzima PFO, se realizaron empleando la Ecuacion (26) a
partir de los datos de actividad de la PFO del efecto de la temperatura, efecto del tiempo,
efecto de la concentracién de &cido lactico y efecto de la concentracion de cloruro de

calcio reportadas en las tablas 10, 11, 12 y 13.
4.3.1. Inhibicién de la PFO a diferentes temperaturas

En la Tabla 14 se presentan los porcentajes de inhibicion de la enzima PFO

a distintas temperaturas de escaldado para las variedades de papa.

Tabla 14
Porcentajes de inhibicion de la enzima PFO a distintas temperaturas para las

variedades de papa.

% Inhibicion de PFO

N° Tem?oeé?tura Variedad de papa
Yana Imilla Ccompis Peruanita
1 40 33.33 28.09 38.14
2 50 48.61 51.69 49.48
3 60 65.28 66.29 68.04
4 70 80.56 75.28 91.75
5 80 99.32 98.88 99.69
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En la Figura 30 se presentan los porcentajes de inhibicion de la enzima

PFO a distintas temperaturas de escaldado.

Figura 30

Efecto de la temperatura en la inhibicion de la enzima PFO para las variedades

de papa.
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En la Figura 30 se visualiza que los porcentajes de inhibicién de la enzima

PFO para las variedades de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita variaron en el

intervalo de 33.33-99.32%, 28.09-98.88% y 38.14-99.69% respectivamente; los

altos porcentajes de inhibicion se obtuvieron a una temperatura de 80 °C. Estos

resultados aumentaron con el incremento de la temperatura y también indican que

existen diferencias significativas en los tratamientos. Segin Kuddus (2018), una

breve exposicion a estas temperaturas es suficiente para la inactivacion parcial o

total de las enzimas; pero el escaldado puede ser desventajoso debido a la pérdida

de vitaminas, sabor, color, textura, carbohidratos y demés componentes solubles

en agua (Kuddus, 2018).
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Mendoza y Herrera (2012), determinaron la cinética de la enzima
peroxidasa de la papa criolla a temperaturas de 80 y 90 °C. Por otro lado, Arrdzola
et al. (2016) evaluaron el escaldo de 2 variedades de camote blando y coloreado
a distintas temperaturas con soluciones de &cido citrico y acido ascorbico para la
inactivacién de la PFO, sus actividades se redujeron en un 86.80 y 86.17% para el
camote colorado y blando respectivamente a una temperatura de escaldado de 85

°C.

Vega et al. (2020) inhibieron la enzima PFO de la palta utilizando céscara
de cebolla a temperaturas de de tratamiento de 100 y 115 °C. En esa misma linea,
Burga et al. (2022) determinaron la eficiencia de 2 métodos de inactivacion de
PFO en rodajas de yacon; reportando que el escaldado a 75 °C y tiempo de 5
minutos present6 una eficiencia de inhibicion del 75.85% de la enzima PFO. Por
consiguiente, las condiciones de temperatura y los porcentajes de inhibicion de la
enzima PFO fueron similares a los que se obtuvieron en los tratamientos

realizados.

4.3.2. Inhibicién de la PFO a diferentes tiempos

En la Tabla 15 presentan los porcentajes de inhibicion de la enzima PFO a
distintos tiempos de escaldado para las variedades de papa. Segun la Figura 31,
los porcentajes de inhibicion de la enzima PFO para las variedades de papa Yana
Imilla, Ccompis y Peruanita comprendidas en el rango de 20.93-91.86%, 29.21-
94.38% y 9.28-93.81% respectivamente y los altos porcentajes de inhibicién se
obtuvieron a un tiempo de escaldado de 420 segundos. Asi mismo, se destaca que
los resultados aumentaron con el incremento del tiempo de escaldado, existiendo

diferencias significativas en los tratamientos realizados.
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Tabla 15
Porcentajes de inhibicion de la enzima PFO a distintos tiempos para las

variedades de papa.

%0 Inhibicion de PFO

N° Tie(;r)lpo Variedad de papa
Yana Imilla Ccompis Peruanita
1 15 20.93 29.21 9.28
2 60 55.81 42.70 44.33
3 180 75.58 62.92 70.10
4 300 84.88 93.26 89.69
5 420 91.86 94.38 93.81
Figura 31

Efecto del tiempo en la inhibicion de la enzima PFO para las variedades de papa.
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Meza et al. (2007) evaluaron el efecto del jugo de pifia para la inhibicion
del oscurecimiento enzimatico de la manzana; los tratamientos consistieron en la

inmersion de anillos de manzana en soluciones por un tiempo de 3 minutos.
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Igualmente, Mamani (2018) utilizéd ajo deshidratado para la inhibicion del
pardeamiento enzimatico de la palta, los tiempos de inmersion empleados fueron

de 1y 2 minutos.

En esa misma linea, Horna y Saldafia (2019) emplearon distintos tiempos
de escaldado para la inhibicion de la enzima PFO de un 92.02% a los 4 minutos
de tratamiento. Agregando a lo anterior, Burga et al. (2022) realizaron el
tratamiento por escaladado de rodajas de yacdn para la inactivacion de PFO
empleando tiempos de escaldado de 5, 10 y 15 minutos; logrando una inhibicion
del 75.85% de la enzima PFO a los 5 minutos de tratamiento. Finalmente, los
tiempos empleados en estas investigaciones se asemejan a los empleados en
nuestros experimentos. Es importante destacar que si se realiza el escaldado por
un tiempo prolongado, ocasiona una pérdida considerable de nutrientes como los
carbohidratos, proteinas, minerales solubles en agua, vitaminas y azucares

(Tigreros et al., 2021).

4.3.3. Inhibicién de la PFO a diferentes concentraciones de acido lactico

En la Tabla 16 se muestran los porcentajes de inhibicion de la enzima PFO

a distintas concentraciones de &cido lactico para las variedades de papa.
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Tabla 16
Porcentajes de inhibicion de la enzima PFO a distintas concentraciones de &cido

lactico para las variedades de papa.

., %0 Inhibicion de PFO
Concentracidn

N° de acido lactico Variedad de papa
(%) Yana Imilla Ccompis Peruanita
1 0.25 5.17 45.21 27.38
2 0.50 32.76 60.27 51.19
3 1.00 56.90 68.49 63.10
4 3.00 72.41 73.97 77.38
5 5.00 91.38 84.93 89.29

En la Figura 32 se presentan los porcentajes de inhibicion de la enzima
PFO para las variedades de papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita en el intervalo
de 5.17-91.38%, 45.21-84.93% y 27.38-89.29% respectivamente y los altos
porcentajes de inhibicion de la enzima se alcanzaron a una concentracion de acido
lactico al 5%. Estos resultados se incrementaron con el aumento de la

concentracion de acido lactico, mostrando diferencias en los tratamientos.
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Figura 32
Efecto de la concentracion de acido lactico en la inhibicion de la enzima PFO

para las variedades de papa.
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En la investigacion realizada por Barreiro y Vera (2017) reportaron que el
acido ascaérbico al 1.2% evito el pardeamiento enzimatico de la pulpa de pitahaya.
Asi mismo, Uscanga-Sosa et al. (2019) emplearon soluciones de &cido ascérbico
al 1% y ascorbato de calcio al 1y 2%, los cuales controlaron efectivamente el
pardeamiento de la berenjena. Igualmente, Burga et al. (2022) utilizaron
soluciones de acido citrico al 0.3, 0.5 y 0.7% consiguiendo inhibir la enzima PFO
en un 75.85% en rodajas de yacon. Por consiguiente, segun nuestros resultados
obtendos; el acido lactico resultd ser eficaz para la inhibicion de la PFO de las

variedades de papa.

4.3.4. Inhibicion de la PFO a diferentes concentraciones de cloruro de calcio

En la Tabla 17 se muestran los porcentajes de inhibicion de la enzima PFO
a distintas concentraciones de cloruro de calcio para las variedades de papa. Asi

mismo, en la Figura 33 se reportan los porcentajes de inhibicion de la enzima PFO
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para las variedades de papa. Para la variedad Yana Imilla los porcentajes de
inhibicion estuvieron en el rango de 31.53-66.67% Yy se obtuvieron altos

porcentajes de inhibicién a una concentracion de cloruro de calcio del 0.70%.

Tabla 17
Porcentajes de inhibicién de la enzima PFO a distintas concentraciones de

cloruro de calcio para las variedades de papa.

Concentracién % Inhibicion de PFO
o de cloruro de )
N calcio Variedad de papa
(%) Yana Imilla Ccompis Peruanita
1 0.05 31.53 50.00 48.81
2 0.10 50.45 69.12 52.38
3 0.30 58.56 72.06 61.90
4 0.50 60.36 63.24 67.86
5 0.70 66.67 61.76 70.24
Figura 33

Efecto de la concentracion de cloruro de calcio en la inhibicion de la enzima PFO

para las variedades de papa.
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Ademads, para la variedad Ccompis los porcentajes de inhibicion
estuvieron en el rango de 50.00-72.06% Y los altos porcentajes de inhibicion se
lograron a una concentracion de cloruro de calcio de 0.30%. Para la variedad de
papa Peruanita los porcentajes de inhibicién estuvieron en el rango de 48.81-
70.24% y los altos porcentajes de inhibicidn se consiguieron a una concentracion
de &cido l4ctico del 0.70%. Segun los resultados existen diferencias significativas

en los tratamientos realizados.

Artés et al., (1998) sefiala que la aplicacion exclusiva de los tratamientos
fisicos generalmente no alarga adecuadamente la vida de las frutas y verduras
procesadas. La combinacién de tratamientos fisicos y quimicos frecuentemente
suele ser necesaria para mantener la calidad y evitar el pardeamiento enzimatico
y brindar la firmeza de los productos procesado. Por otro lado, la sal cloruro de
calcio empleada en nuestros experimentos tuvo un efecto inhibidor de la enzima
PFO y proporciono firmeza en las muestras tratadas de papa. En definitiva, las
sales de calcio se utilizan principalmente para el fortalecimiento de las paredes
celulares (Kuddus, 2018). Esto evita la destruccion de los compartimientos
celulares y también el contacto de polifenoloxidasa con los polifenoles de la
vacuola, brindando de esta manera firmeza a la fruta o verdura (loannou y Ghoul,

2013).
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V. CONCLUSIONES

- La enzima polifenoloxidasa de las variedades de papa cumple con la cinética de
Michaelis-Menten, ya que presentaron relaciones hiperbolicas con el incremento de
la concentracion de catecol utilizada como sustrato. Ademas, los parametros
cinéticos como la velocidad maxima de reaccion enzimatica (Vmax) y la constante
de Michaelis-Menten (Km) para las variedades de papa Yana Imilla, Ccopis,
Peruanita fueron 0.0101 mM/miny 6.9499 mM, 0.0077 mM/min y 3.5755 mM; y
0.0079 mM/miny 4.7062 mM respectivamente. Los resultados de Kn indican que

la enzima tiene afinidad con el sustrato.

- Las actividades de la enzima polifenoloxidasa en las muestras de papa escaldadas
disminuyeron con el incremento de la temperatura, tiempo, concentracion de &cido
lactico y cloruro de calcio. A una temperatura de 80 °C se obtuvieron actividades
de 0.05, 0.10 y 0.03 U.mL? para la papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita
respectivamente. Para un tiempo de 420 segundos las actividades fueron 0.70, 0.50
y 0.60 U.mL"* para la papa Yana Imilla, Ccompis y Peruanita respectivamente. A
una concentracion de acido lactico del 5% las actividades fueron de 0.50, 1.10 y
0.90 U.mL*. Para una concentracion de cloruro de calcio del 0.70% las actividades
obtenidas fueron de 3.70 y 2.50 U.mL™ para la papa Yana Imilla y Peruanita, la
actividad de la papa Ccompis fue 1.90 U.mL™ a una concentracion de cloruro de

calcio del 0.30%.

- Los porcentajes de inhibicion de la enzima polifenoloxidasa se incrementaron con
aumento de la temperatura, el tiempo y la concentracion de acido lactico; los
maximos niveles de inhibicion fueron a una temperatura de 80 °C para la papa
peruanita (99.69%), tiempo de escaldo de 420 segundos para la papa Ccompis
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(94.81%) y una solucion del acido lactico del 5% para la papa Yana Imilla (91.38%)
para la Yana Imilla. Por otro lado, el aumento de la concentracion de la solucion de
cloruro de calcio no incremento los niveles de inhibicion de la enzima, la méxima
inhibicion se llevd a cabo a una concentracion del 0.30% para la papa Ccompis

(72.06%).
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios sobre la evaluacion del efecto del pH en procesos de escaldado de

tubérculos para la inhibicion de la enzima polifenoloxidasa.

- Evaluar la cinética de reaccion de pardeamiento catalizada por la enzima peroxidasa

de la papa empleando distintos sustratos.

- Evaluar el tratamiento por escaldado de otras variedades de papa para la inhibicion

de la enzima polifenoloxidasa y peroxidasa.
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ANEXO 1. Preparacion de soluciones

Solucion de catecol 0.005 M. Disolver 0.0562 g de catecol (CsHsO2) en 100 mL de agua

destilada.

Solucion de catecol 0.020 M. Disolver 0.2247 g de catecol (CsHsO2) en 100 mL de agua

destilada.

Solucion de catecol 0.035 M. Disolver 0.3933 g de catecol (CsHsO2) en 100 mL de agua

destilada.

Solucidn de catecol 0.050 M. Disolver 0.5618 g de catecol (CsHsO2) en 100 mL de agua

destilada.

Solucion de catecol 0.175 M. Disolver 9.8313 g de catecol (CsHsO2) en 500 mL de agua

destilada.

Buffer Mcllvaine pH 6.5. Disolver 3.0465 g de &cido citrico (CeHgO7.H20) y 10.0820 g

de fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO4) en 500 mL de agua destilada.
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ANEXO 2. Datos de medida de absorbancia en funcion tiempo para las variedades de

papa

Tabla 18

Medidas de absorbancia para la variedad de la papa Yana Imilla.

Absorbancia

Tiempo (s) Concentraciones de catecol (M)

0.005 0.020 0.035 0.050

0 0.391 0.430 0.496 0.534
10 0.476 0.582 0.685 0.729
20 0.529 0.660 0.782 0.827
30 0.535 0.709 0.835 0.872
40 0.535 0.740 0.857 0.886
50 0.534 0.759 0.863 0.884
60 0.533 0.770 0.861 0.877
70 0.534 0.776 0.856 0.868
80 0.536 0.778 0.849 0.859
90 0.539 0.776 0.840 0.852
100 0.543 0.772 0.833 0.842
110 0.549 0.767 0.827 0.834
120 0.551 0.762 0.821 0.829
130 0.554 0.757 0.816 0.820
140 0.556 0.752 0.811 0.813
150 0.559 0.748 0.802 0.806
160 0.561 0.743 0.795 0.799
170 0.562 0.739 0.790 0.792
180 0.564 0.734 0.783 0.786
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Tabla 19

Medidas de absorbancia para la variedad de la papa Ccompis.

Absorbancia

Tiempo (s) Concentraciones de catecol (M)

0.005 0.020 0.035 0.050
0 0.426 0.505 0.554 0.560
10 0.523 0.655 0.738 0.766
20 0.572 0.722 0.838 0.874
30 0.591 0.766 0.887 0.920
40 0.596 0.794 0.912 0.940
50 0.594 0.811 0.912 0.937
60 0.593 0.819 0.908 0.931
70 0.593 0.822 0.899 0.923
80 0.595 0.822 0.891 0.915
90 0.600 0.819 0.882 0.911
100 0.603 0.813 0.875 0.910
110 0.605 0.806 0.867 0.909
120 0.609 0.801 0.857 0.912
130 0.614 0.794 0.851 0.912
140 0.616 0.786 0.842 0.908
150 0.616 0.779 0.832 0.906
160 0.617 0.773 0.826 0.908
170 0.617 0.768 0.817 0.906
180 0.617 0.761 0.810 0.905
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Tabla 20

Medidas de absorbancia para la variedad de la papa Peruanita.

Absorbancia

Tiempo (S) Concentraciones de catecol (M)

0.005 0.020 0.035 0.050

0 0.306 0.398 0.409 0.512
10 0.392 0.523 0.585 0.700
20 0.438 0.601 0.688 0.803
30 0.462 0.657 0.753 0.866
40 0.476 0.696 0.791 0.894
50 0.483 0.719 0.813 0.904
60 0.486 0.734 0.823 0.904
70 0.489 0.741 0.827 0.897
80 0.491 0.747 0.827 0.889
90 0.495 0.749 0.821 0.879
100 0.497 0.748 0.817 0.871
110 0.500 0.747 0.813 0.863
120 0.503 0.746 0.811 0.858
130 0.506 0.746 0.806 0.851
140 0.509 0.750 0.806 0.844
150 0.512 0.755 0.807 0.838
160 0.515 0.759 0.803 0.830
170 0.516 0.758 0.798 0.822
180 0.517 0.760 0.793 0.816
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ANEXO 3. Curvas de absorbancia vs tiempo y pendientes para la determinacion de la

cinética enzimatica en la variedad de papa Yana Imilla

Figura 34
Curvas de absorbancia vs tiempo a distintas concentraciones de catecol para la variedad

de papa Yana Imilla.
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Tabla 21

Pendientes de la porcion lineal de la curva de absorbancia vs tiempo para la variedad

de papa Yana Imilla.

Concentracién de catecol (M)

Pendiente
0.005 0.020 0.035 0.050
AA/At (mint) 0.0069 0.0115 0.0143 0.0147
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ANEXO 4. Curvas de absorbancia vs tiempo y pendientes para la determinacion de la

cinética enzimatica en la variedad de papa Ccompis

Figura 35
Curvas de absorbancia vs tiempo a distintas concentraciones de catecol para la variedad

de papa Ccompis.
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Tabla 22

Pendientes de la porcion lineal de la curva de absorbancia vs tiempo para la variedad

de papa Ccompis.

Concentracion de catecol (M)

Pendiente
0.005 0.020 0.035 0.050
AA/At (mint) 0.0073 0.0109 0.0110 0.0119
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ANEXO 5. Curvas de absorbancia vs tiempo y pendientes para la determinacion de la

cinética enzimaética en la variedad de papa Peruanita

Figura 36
Curvas de absorbancia vs tiempo a distintas concentraciones de catecol para la variedad

de papa Peruanita.
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Tabla 23

Pendientes de la porcion lineal de la curva de absorbancia vs tiempo para la variedad

de papa Peruanita.

Concentracion de catecol (M)

Pendiente
0.005 0.020 0.035 0.050
AA/At (mint) 0.0066 0.0102 0.0114 0.0117
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ANEXO 6. Datos para la determinacién de la actividad enzimatica en la variedad de papa

Yana Imilla

Tabla 24

Absorbancias en funcién del tiempo para la papa Yana Imilla a distintas temperaturas.

Absorbancia

Tiempo Temperatura (°C)
(s) Sin escaldar 20 50 50 0 30
0 0.413 0.349 0.272 0.253 0.243 0.166
10 0.507 0.432 0.331 0.297 0.279 0.171
20 0.577 0.499 0.374 0.331 0.311 0.173
30 0.630 0.554 0.413 0.361 0.337 0.174
40 0.665 0.598 0.445 0.388 0.363 0.176
50 0.686 0.636 0.475 0.411 0.387 0.176
60 0.701 0.665 0.502 0.431 0.409 0.177
70 0.712 0.688 0.526 0.450 0.430 0.177
80 0.719 0.708 0.549 0.468 0.450 0.177
90 0.723 0.723 0.569 0.484 0.468 0.178
100 0.725 0.735 0.587 0.499 0.485 0.179
110 0.725 0.744 0.604 0.513 0.501 0.179
120 0.723 0.750 0.619 0.526 0.517 0.180
130 0.721 0.754 0.634 0.539 0.532 0.180
140 0.718 0.758 0.647 0.550 0.545 0.181
150 0.715 0.760 0.657 0.561 0.559 0.182
160 0.711 0.760 0.667 0.571 0.571 0.182
170 0.707 0.760 0.676 0.581 0.583 0.182
180 0.703 0.758 0.684 0.590 0.594 0.183
190 0.700 0.756 0.691 0.598 0.604 0.183
200 0.696 0.755 0.698 0.606 0.614 0.184
210 0.692 0.752 0.704 0.613 0.624 0.184
220 0.689 0.749 0.709 0.620 0.633 0.185
230 0.685 0.745 0.714 0.626 0.641 0.186
240 0.681 0.742 0.718 0.632 0.649 0.187
250 0.678 0.739 0.721 0.637 0.657 0.186
260 0.675 0.735 0.724 0.642 0.664 0.186
270 0.672 0.731 0.727 0.647 0.670 0.186
280 0.669 0.728 0.730 0.652 0.676 0.186
290 0.666 0.724 0.732 0.655 0.682 0.187
300 0.663 0.721 0.733 0.659 0.687 0.187
310 0.660 0.717 0.734 0.662 0.693 0.187
320 0.657 0.714 0.735 0.665 0.697 0.188
330 0.655 0.710 0.735 0.668 0.702 0.188
340 0.652 0.707 0.735 0.671 0.707 0.188
350 0.649 0.704 0.735 0.673 0.711 0.188
360 0.647 0.701 0.735 0.675 0.715 0.189
111

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 37

Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Yana Imilla a distintas temperaturas.
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Tabla 25

Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Yana Imilla a distintas

temperaturas.
Pendiente AA42o nm/At (min™)
] Temperatura (°C)
Sin escaldar 0 50 60 70 80
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0.0072

0.0048

0.0037

0.0025

0.0014

0.00005

Tabla 26

Absorbancias en funcién del tiempo para la papa Yana Imilla a distintos tiempos de

escaldado.
Tiempo Abs_orbancia
(s) Sin escaldar Tiempo de escaldado (s)
15 60 180 300 420
0 0.461 0.366 0.273 0.247 0.189 0.241
10 0.585 0.485 0.343 0.292 0.219 0.258
20 0.667 0.572 0.397 0.331 0.243 0.271
30 0.721 0.634 0.449 0.365 0.265 0.280
40 0.751 0.679 0.495 0.398 0.284 0.289
50 0.768 0.715 0.535 0.427 0.304 0.298
60 0.778 0.739 0.570 0.454 0.323 0.307
70 0.782 0.756 0.602 0.480 0.342 0.316
80 0.781 0.767 0.631 0.504 0.360 0.325
90 0.779 0.775 0.657 0.527 0.378 0.335
100 0.775 0.779 0.679 0.547 0.397 0.343
110 0.770 0.781 0.699 0.566 0.413 0.352
120 0.765 0.782 0.717 0.582 0.430 0.360
130 0.760 0.780 0.733 0.599 0.446 0.367
140 0.756 0.777 0.746 0.614 0.462 0.375
150 0.751 0.774 0.758 0.629 0.477 0.383
160 0.747 0.770 0.768 0.642 0.491 0.389
170 0.742 0.766 0.777 0.654 0.506 0.396
180 0.738 0.762 0.785 0.664 0.519 0.403
190 0.735 0.758 0.792 0.675 0.532 0.410
200 0.731 0.754 0.798 0.684 0.544 0.418
210 0.727 0.749 0.802 0.693 0.556 0.425
220 0.723 0.745 0.806 0.701 0.567 0.431
230 0.720 0.740 0.809 0.709 0.578 0.437
240 0.716 0.736 0.811 0.716 0.588 0.443
250 0.713 0.732 0.813 0.722 0.598 0.448
260 0.710 0.728 0.814 0.728 0.607 0.454
270 0.707 0.724 0.814 0.734 0.616 0.460
280 0.704 0.720 0.813 0.739 0.624 0.465
290 0.701 0.716 0.812 0.743 0.632 0.470
300 0.698 0.712 0.811 0.747 0.640 0.475
310 0.694 0.708 0.810 0.751 0.647 0.479
320 0.691 0.704 0.808 0.755 0.654 0.483
330 0.688 0.700 0.806 0.758 0.660 0.487
340 0.685 0.697 0.804 0.761 0.665 0.491
350 0.682 0.693 0.802 0.763 0.671 0.496
360 0.680 0.690 0.799 0.765 0.675 0.500
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Figura 38

Curvas de absorbancia vs tiempo del escaldado de la papa Yana Imilla a distintos

tiempos de escaldado.
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Tabla 27

Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Yana Imilla a distintos

tiempos de escaldado

Pendiente AAszo /At (min?)
Tiempo de escaldado (s)
15 60 180 300 420

Sin escaldar
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0.0086 0.0068 0.0038 0.0021 0.0013 0.0007

Tabla 28
Absorbancias en funcién del tiempo para la papa Yana Imilla a distintas concentraciones

de &cido lactico.

Absorbancia

Tlegnpo . Concentracion de &cido lactico (%)
() Sinescaldar —55 0.50 100 300 500
0 0.597 0.516 0.334 0.299 0.260 0.163
10 0.708 0.646 0.419 0.360 0.309 0.172
20 0.756 0.724 0.492 0.409 0.349 0.180
30 0.773 0.769 0.548 0.446 0.381 0.188
40 0.777 0.793 0.598 0.479 0.409 0.195
50 0.773 0.804 0.641 0.507 0.435 0.202
60 0.768 0.808 0.677 0.534 0.460 0.209
70 0.761 0.808 0.707 0.559 0.484 0.216
80 0.754 0.805 0.731 0.581 0.506 0.222
90 0.748 0.800 0.750 0.601 0.525 0.228
100 0.742 0.795 0.768 0.619 0.543 0.237
110 0.737 0.789 0.781 0.635 0.559 0.243
120 0.731 0.784 0.792 0.650 0.576 0.248
130 0.726 0.779 0.801 0.664 0.592 0.253
140 0.721 0.773 0.807 0.676 0.606 0.258
150 0.716 0.768 0.813 0.687 0.619 0.263
160 0.711 0.762 0.817 0.697 0.632 0.269
170 0.706 0.758 0.820 0.705 0.643 0.274
180 0.704 0.753 0.822 0.713 0.653 0.280
190 0.699 0.749 0.823 0.720 0.662 0.284
200 0.694 0.744 0.823 0.725 0.671 0.288
210 0.690 0.739 0.822 0.730 0.679 0.291
220 0.686 0.735 0.820 0.735 0.686 0.295
230 0.682 0.730 0.818 0.740 0.693 0.299
240 0.678 0.726 0.816 0.743 0.698 0.304
250 0.674 0.722 0.813 0.747 0.704 0.307
260 0.671 0.718 0.810 0.749 0.709 0.311
270 0.667 0.714 0.806 0.751 0.715 0.315
280 0.663 0.710 0.802 0.753 0.720 0.317
290 0.660 0.706 0.799 0.754 0.724 0.320
300 0.657 0.702 0.796 0.755 0.728 0.323
310 0.654 0.698 0.792 0.755 0.731 0.326
320 0.651 0.695 0.788 0.755 0.734 0.328
330 0.648 0.691 0.783 0.755 0.737 0.331
340 0.644 0.687 0.779 0.755 0.739 0.334
350 0.641 0.684 0.774 0.754 0.742 0.336
360 0.638 0.680 0.770 0.753 0.744 0.339
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Figura 39
Curvas de absorbancia vs tiempo del escaldado de la papa Yana Imilla a distintas

concentraciones de acido lactico.
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Tabla 29

Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Yana Imilla a distintas

concentraciones de acido lactico.

Pendiente AAzonm/At (min™)
Concentracion de acido lactico (%)
0.25 0.50 1.00 3.00 5.00

0.0058 0.0055 0.0039 0.0025 0.0016 0.0005

Sin escaldar
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Tabla 30
Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Yana Imilla a distintas concentraciones

de cloruro de calcio.

Absorbancia

Tlez:)]po . Concentracion de cloruro de calcio (%)

Sin escaldar =4 55 0.10 030 050  0.70
0 0.512 0.330 0.305 0.341 0.339 0.332
10 0.664 0.451 0.397 0.453 0.433 0.427
20 0.734 0.544 0.470 0.543 0.511 0.504
30 0.760 0.617 0.532 0.611 0.575 0.568
40 0.769 0.673 0.587 0.664 0.629 0.622
50 0.769 0.715 0.630 0.701 0.674 0.666
60 0.764 0.745 0.665 0.731 0.711 0.701
70 0.758 0.768 0.694 0.751 0.741 0.729
80 0.752 0.783 0.715 0.767 0.765 0.752
90 0.745 0.793 0.734 0.778 0.786 0.768
100 0.739 0.799 0.747 0.785 0.799 0.782
110 0.733 0.801 0.757 0.788 0.810 0.792
120 0.728 0.802 0.764 0.789 0.818 0.800
130 0.723 0.800 0.768 0.790 0.825 0.805
140 0.718 0.797 0.771 0.788 0.829 0.809
150 0.713 0.793 0.772 0.786 0.833 0.810
160 0.709 0.789 0.772 0.782 0.834 0.809
170 0.704 0.785 0.771 0.779 0.834 0.807
180 0.700 0.780 0.769 0.776 0.832 0.805
190 0.695 0.775 0.766 0.770 0.830 0.802
200 0.691 0.771 0.762 0.765 0.827 0.799
210 0.687 0.766 0.758 0.760 0.824 0.795
220 0.683 0.761 0.754 0.755 0.821 0.791
230 0.679 0.756 0.749 0.750 0.818 0.786
240 0.676 0.752 0.745 0.746 0.814 0.782
250 0.673 0.747 0.740 0.741 0.810 0.777
260 0.669 0.742 0.735 0.736 0.806 0.772
270 0.666 0.738 0.729 0.731 0.801 0.767
280 0.663 0.733 0.724 0.727 0.796 0.762
290 0.659 0.729 0.719 0.723 0.792 0.756
300 0.656 0.724 0.715 0.717 0.787 0.751
310 0.653 0.720 0.710 0.713 0.783 0.746
320 0.649 0.715 0.705 0.708 0.780 0.741
330 0.646 0.711 0.701 0.704 0.774 0.736
340 0.644 0.707 0.696 0.700 0.770 0.731
350 0.641 0.704 0.691 0.697 0.765 0.726
360 0.638 0.700 0.687 0.692 0.761 0.721
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Figura 40
Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Yana Imilla a distintas concentraciones

de cloruro de calcio.
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Tabla 31

Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Yana Imilla a distintas

concentraciones de cloruro de calcio.

Pendiente AAzonm/At (min™)
Concentracion de cloruro de calcio (%0)
0.05 0.10 0.30 0.50 0.70
0.0111 0.0076 0.0055 0.0046 0.0044 0.0037

Sin escaldar
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ANEXO 7. Datos para la determinacién de la actividad enzimatica en la variedad de papa
Ccompis
Tabla 32

Absorbancias en funcién del tiempo para la papa Ccompis a distintas temperaturas.

Absorbancia

Tleg;po . Temperatura (°C)
Sin escaldar 20 50 60 70 80
0 0.423 0.312 0.229 0.216 0.244 0.151
10 0.552 0.424 0.292 0.274 0.300 0.155
20 0.636 0.509 0.348 0.326 0.343 0.157
30 0.691 0.576 0.392 0.370 0.380 0.159
40 0.725 0.629 0.432 0.412 0.414 0.161
50 0.746 0.672 0.470 0.451 0.446 0.163
60 0.758 0.704 0.506 0.485 0.475 0.165
70 0.764 0.729 0.538 0.517 0.502 0.167
80 0.766 0.748 0.568 0.546 0.527 0.168
90 0.766 0.762 0.594 0.571 0.549 0.170
100 0.763 0.772 0.618 0.595 0.570 0.172
110 0.760 0.779 0.638 0.616 0.589 0.173
120 0.756 0.784 0.657 0.636 0.607 0.175
130 0.752 0.787 0.674 0.653 0.623 0.177
140 0.748 0.789 0.689 0.667 0.638 0.178
150 0.745 0.789 0.702 0.680 0.651 0.180
160 0.741 0.789 0.714 0.692 0.664 0.181
170 0.738 0.788 0.725 0.702 0.675 0.182
180 0.735 0.785 0.733 0.712 0.685 0.184
190 0.732 0.782 0.741 0.720 0.694 0.185
200 0.730 0.780 0.748 0.729 0.703 0.186
210 0.727 0.777 0.754 0.736 0.711 0.187
220 0.723 0.774 0.759 0.743 0.718 0.188
230 0.721 0.771 0.764 0.748 0.725 0.189
240 0.718 0.768 0.768 0.753 0.731 0.189
250 0.715 0.765 0.771 0.757 0.737 0.190
260 0.712 0.761 0.774 0.760 0.742 0.191
270 0.710 0.758 0.777 0.762 0.747 0.192
280 0.708 0.755 0.779 0.765 0.751 0.193
290 0.705 0.752 0.780 0.767 0.755 0.193
300 0.703 0.749 0.781 0.769 0.758 0.194
310 0.700 0.746 0.782 0.770 0.761 0.195
320 0.698 0.743 0.782 0.771 0.764 0.196
330 0.696 0.740 0.782 0.772 0.767 0.197
340 0.693 0.737 0.782 0.772 0.769 0.198
350 0.691 0.734 0.781 0.772 0.771 0.198
360 0.689 0.732 0.780 0.772 0.772 0.199
119

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 41

Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintas temperaturas.

0.900 0.900
0.800 ©0000000000 0.800 0000000000
0.700 1 ) ooooooooooooooo°oo°o 0.700 - o°°° °°°°°°°°Ooooo°°,
g 0.600 1 & 0,600 4
§0500 4/ y= oF.{(zozss(angJz3 ((i)i4423 £ 0500 4 y = 0.0064x + 0.3546
5 ® =0. ° —
£0.400 1 S 0.400 - R? = 0.9586
o)
<0.300 1 < 0300 #
0.200 - 0.200 A
0.100 A 0.100
0.000 — 0.000 -
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
Tiempo (s) Tiempo (s)
a) Sin escaldar b) Temperatura: 40 °C
0.900 0.900
0.800 - 000000000 '
0.700 A 000000000000 0800 1 50000000000000¢
: 50°° 0.700 1 00009°°
§ 0.600 - o° 20600 -
g 0.500 & 0.500 A
o - Fe
§ 0.400 S = 0.0043x + 02493 g 0400 1 y = 0.0030x + 0.2749
0.300 H R2 = 0.9869 < 0.300 A R2=10.9610
0.200 3 0.200 ¢
0.100 - 0.100
0.000 — 0.000 —_—
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
Tiempo (s) Tiempo ()
¢) Temperatura: 50 °C d) Temperatura: 60 °C
0.900
8388 : .ooooooOO°°°°°°°< 0.2%0
< 0.600 - 0.200 1
2 =
§ 0500 1 _ S (150 4wee*****"
S 0.400 A y= 0-8022x +0.3205 8 y = 0.0001x + 0.1579
£ 0.300 {o R? = 0.9466 2 0.100 | R2 = 0.9643
0.200 ¥ <
0.100 0.050
0.000 —_——
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 0.000 — T T T T — T — 71—
) 0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
Tiempo (s) Tiem
po (s)
e) Temperatura: 70 °C f) Temperatura: 80 °C
Tabla 33

Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintas

temperaturas.
Pendiente AAszo /At (min?)
. Temperatura (°C)
Sin escaldar 20 50 50 70 80
0.0089 0.0064 0.0043 0.0030 0.0022 0.0001
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Tabla 34

Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Ccompis a distintos tiempos de

escaldado
Ti Absorbancia
|62:)1p0 . Tiempo de escaldado (S)
Sin escaldar 15 60 180 300 220
0 0.423 0.224 0.241 0.242 0.197 0.207
10 0.552 0.309 0.333 0.296 0.205 0.218
20 0.636 0.379 0.407 0.341 0.214 0.225
30 0.691 0.441 0.470 0.380 0.222 0.233
40 0.725 0.495 0.523 0.415 0.228 0.241
50 0.746 0.541 0.569 0.452 0.234 0.247
60 0.758 0.581 0.606 0.483 0.241 0.255
70 0.764 0.614 0.636 0.513 0.248 0.262
80 0.766 0.642 0.661 0.540 0.255 0.268
90 0.766 0.665 0.682 0.565 0.262 0.275
100 0.763 0.684 0.698 0.587 0.267 0.281
110 0.760 0.700 0.712 0.607 0.276 0.287
120 0.756 0.713 0.723 0.624 0.283 0.292
130 0.752 0.724 0.731 0.640 0.287 0.297
140 0.748 0.732 0.738 0.656 0.291 0.303
150 0.745 0.739 0.743 0.669 0.295 0.308
160 0.741 0.743 0.746 0.680 0.300 0.313
170 0.738 0.747 0.749 0.691 0.305 0.318
180 0.735 0.748 0.751 0.700 0.309 0.323
190 0.732 0.749 0.752 0.708 0.313 0.328
200 0.730 0.749 0.752 0.716 0.316 0.332
210 0.727 0.749 0.751 0.723 0.321 0.337
220 0.723 0.749 0.750 0.730 0.324 0.341
230 0.721 0.747 0.748 0.735 0.328 0.345
240 0.718 0.745 0.746 0.740 0.331 0.349
250 0.715 0.743 0.743 0.744 0.335 0.353
260 0.712 0.741 0.741 0.748 0.338 0.357
270 0.710 0.737 0.739 0.751 0.341 0.36
280 0.708 0.734 0.736 0.754 0.344 0.363
290 0.705 0.731 0.733 0.755 0.346 0.366
300 0.703 0.728 0.730 0.757 0.349 0.369
310 0.700 0.725 0.726 0.759 0.352 0.371
320 0.698 0.722 0.723 0.760 0.355 0.374
330 0.696 0.719 0.720 0.761 0.357 0.377
340 0.693 0.716 0.717 0.761 0.360 0.380
350 0.691 0.713 0.714 0.761 0.363 0.382
360 0.689 0.710 0.711 0.762 0.365 0.384
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Figura 42

Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintos tiempos de escaldado.
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Tabla 35

Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintos

tiempos de escaldado.

Pendiente AAszo nm/At (min?)
Tiempo de escaldado (s)
180

0.0033

Sin escaldar

15 60

0.0051

300
0.0006

420

0.0089 0.0063 0.0005
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Tabla 36
Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Ccompis a distintas concentraciones

de &cido lactico.

Absorbancia

Tlez:)]po . Concentracion de &cido lactico (%)

Sin escaldar ——4 55 0.50 1.00 3.00 5.00
0 0.310 0.233 0.233 0.199 0.221 0.211
10 0.409 0.281 0.276 0.236 0.259 0.232
20 0.480 0.326 0.315 0.277 0.293 0.250
30 0.531 0.368 0.350 0.309 0.325 0.268
40 0.568 0.404 0.382 0.345 0.354 0.284
50 0.596 0.434 0.411 0.375 0.381 0.301
60 0.614 0.462 0.438 0.403 0.406 0.318
70 0.626 0.489 0.463 0.431 0.429 0.334
80 0.633 0.514 0.486 0.458 0.450 0.350
90 0.637 0.534 0.507 0.481 0.470 0.365
100 0.639 0.551 0.526 0.502 0.489 0.380
110 0.640 0.565 0.543 0.521 0.506 0.395
120 0.639 0.580 0.558 0.539 0.523 0.408
130 0.637 0.593 0.572 0.556 0.538 0.422
140 0.635 0.605 0.585 0.571 0.553 0.434
150 0.632 0.616 0.596 0.586 0.566 0.447
160 0.629 0.626 0.606 0.599 0.578 0.459
170 0.626 0.636 0.615 0.611 0.590 0.471
180 0.623 0.644 0.623 0.621 0.600 0.482
190 0.621 0.651 0.630 0.631 0.610 0.492
200 0.619 0.658 0.636 0.639 0.619 0.502
210 0.617 0.663 0.641 0.647 0.627 0.512
220 0.615 0.667 0.646 0.654 0.634 0.521
230 0.613 0.671 0.651 0.660 0.641 0.530
240 0.610 0.673 0.655 0.666 0.647 0.538
250 0.608 0.675 0.659 0.671 0.653 0.546
260 0.606 0.677 0.661 0.675 0.658 0.554
270 0.604 0.678 0.664 0.679 0.663 0.561
280 0.602 0.679 0.666 0.682 0.667 0.568
290 0.600 0.680 0.668 0.685 0.671 0.575
300 0.598 0.680 0.669 0.688 0.675 0.581
310 0.595 0.680 0.669 0.690 0.678 0.587
320 0.593 0.680 0.670 0.692 0.681 0.593
330 0.592 0.680 0.670 0.694 0.683 0.598
340 0.590 0.679 0.670 0.695 0.686 0.604
350 0.588 0.678 0.670 0.696 0.688 0.609
360 0.586 0.677 0.670 0.697 0.690 0.613
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Figura 43
Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintas concentraciones de

acido lactico.
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Tabla 37
Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintas

concentraciones de acido lactico.

Pendiente AAzonm/At (min™)
Concentracion de acido lactico (%)
0.25 0.50 1.00 3.00 5.00

Sin escaldar
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0.0073 0.0040 0.0029 0.0023 0.0019 0.0011

Tabla 38
Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Ccompis a distintas concentraciones

de cloruro de calcio.

Absorbancia

Tlegnpo . Concentracion de cloruro de calcio (%)

) Sinescaldar —575z 0.10 030 030 070
0 0.312 0.208 0.165 0.174 0.198 0.206
10 0.420 0.249 0.197 0.211 0.243 0.251
20 0.502 0.287 0.228 0.243 0.286 0.291
30 0.566 0.322 0.256 0.274 0.324 0.330
40 0.619 0.358 0.284 0.305 0.359 0.366
50 0.658 0.390 0.311 0.336 0.392 0.397
60 0.688 0.420 0.337 0.364 0.424 0.426
70 0.710 0.449 0.361 0.389 0.454 0.454
80 0.723 0.475 0.385 0.413 0.482 0.482
90 0.733 0.499 0.407 0.436 0.508 0.507

100 0.740 0.522 0.428 0.458 0.531 0.532
110 0.746 0.542 0.448 0.480 0.553 0.554
120 0.748 0.560 0.467 0.500 0.572 0.574
130 0.747 0.578 0.486 0.518 0.590 0.591
140 0.746 0.595 0.503 0.536 0.606 0.608
150 0.744 0.609 0.519 0.552 0.620 0.623
160 0.741 0.623 0.533 0.567 0.634 0.637
170 0.738 0.635 0.546 0.581 0.647 0.650
180 0.735 0.647 0.559 0.594 0.658 0.661
190 0.731 0.657 0.571 0.605 0.668 0.671
200 0.728 0.666 0.581 0.616 0.676 0.680
210 0.724 0.675 0.591 0.625 0.685 0.688
220 0.720 0.683 0.600 0.635 0.693 0.696
230 0.718 0.690 0.609 0.643 0.700 0.703
240 0.715 0.697 0.618 0.651 0.707 0.710
250 0.711 0.704 0.626 0.658 0.713 0.716
260 0.707 0.709 0.633 0.664 0.719 0.721
270 0.703 0.714 0.640 0.671 0.723 0.726
280 0.699 0.719 0.646 0.677 0.727 0.730
290 0.696 0.723 0.652 0.682 0.731 0.734
300 0.693 0.726 0.658 0.687 0.734 0.738
310 0.689 0.729 0.663 0.692 0.737 0.741
320 0.686 0.732 0.669 0.696 0.739 0.743
330 0.683 0.735 0.674 0.700 0.741 0.745
340 0.680 0.738 0.678 0.704 0.743 0.746
350 0.677 0.740 0.682 0.707 0.744 0.748
360 0.675 0.742 0.686 0.711 0.745 0.749
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Figura 44
Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintas concentraciones de

cloruro de calcio.
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Tabla 39
Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Ccompis a distintas

concentraciones de cloruro de calcio.

Pendiente AAz0nm/At (min™)
Concentracion de cloruro de calcio (%)
0.05 0.10 0.30 0.50 0.70

0.0068 0.0034 0.0021 0.0019 0.0025 0.0026
ANEXO 8. Datos para la determinacion de la actividad enzimatica en la variedad de papa

Sin escaldar

Peruanita

Tabla 40

Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Peruanita a distintas temperaturas.

Absorbancia

Tlegnpo . Temperatura (°C)
(s) Sin escaldar 20 50 50 0 20
0 0.416 0.326 0.285 0.263 0.186 0.133
10 0.561 0.410 0.380 0.331 0.202 0.133
20 0.653 0.481 0.458 0.388 0.214 0.133
30 0.708 0.538 0.522 0.437 0.226 0.135
40 0.739 0.588 0.577 0.482 0.238 0.135
50 0.757 0.627 0.623 0.523 0.249 0.136
60 0.764 0.662 0.660 0.559 0.259 0.136
70 0.766 0.690 0.691 0.590 0.268 0.136
80 0.765 0.713 0.715 0.616 0.277 0.137
90 0.761 0.732 0.735 0.639 0.285 0.137
100 0.756 0.747 0.749 0.659 0.293 0.137
110 0.751 0.759 0.761 0.676 0.300 0.138
120 0.747 0.769 0.770 0.692 0.307 0.138
130 0.742 0.776 0.777 0.704 0.313 0.138
140 0.738 0.782 0.781 0.715 0.319 0.139
150 0.734 0.786 0.784 0.725 0.324 0.139
160 0.731 0.789 0.785 0.733 0.329 0.140
170 0.727 0.790 0.786 0.739 0.335 0.140
180 0.724 0.791 0.786 0.744 0.340 0.140
190 0.720 0.790 0.784 0.748 0.343 0.140
200 0.717 0.789 0.783 0.752 0.347 0.140
210 0.713 0.788 0.780 0.755 0.350 0.141
220 0.710 0.786 0.778 0.757 0.354 0.141
230 0.707 0.783 0.774 0.758 0.357 0.141
240 0.704 0.780 0.771 0.759 0.360 0.141
250 0.701 0.777 0.768 0.759 0.363 0.142
260 0.698 0.773 0.764 0.758 0.365 0.142
270 0.694 0.770 0.760 0.758 0.368 0.142
280 0.691 0.766 0.756 0.756 0.370 0.142
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290 0.688 0.762 0.752 0.755 0.372 0.143
300 0.685 0.759 0.748 0.753 0.374 0.143
310 0.682 0.755 0.744 0.751 0.376 0.143
320 0.680 0.751 0.740 0.749 0.377 0.143
330 0.677 0.747 0.735 0.747 0.379 0.144
340 0.675 0.744 0.731 0.744 0.381 0.144
350 0.672 0.739 0.727 0.742 0.382 0.144
360 0.670 0.735 0.723 0.739 0.383 0.144
Figura 45

Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Peruanita a distintas temperaturas.
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Tabla 41

Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Peruanita a distintas

temperaturas.
Pendiente AAz0nm/At (min™)
. Temperatura (°C)
Sin escaldar 20 50 60 70 30
0.0097 0.0060 0.0049 0.0031 0.0008 0.00003
Tabla 42
Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Peruanita a distintos tiempos de
escaldado.
Tiempo Absorbancia
(S)p S Id Tiempo de escaldado (s)
I escaldar 15 60 180 300 420
0 0.416 0.460 0.351 0.270 0.232 0.205
10 0.561 0.586 0.451 0.320 0.259 0.218
20 0.653 0.670 0.532 0.363 0.282 0.229
30 0.708 0.726 0.595 0.404 0.303 0.241
40 0.739 0.762 0.645 0.441 0.322 0.252
50 0.757 0.783 0.684 0.476 0.341 0.262
60 0.764 0.795 0.713 0.508 0.358 0.272
70 0.766 0.801 0.734 0.537 0.374 0.281
80 0.765 0.804 0.749 0.564 0.389 0.290
90 0.761 0.803 0.764 0.589 0.404 0.299
100 0.756 0.801 0.768 0.611 0.418 0.307
110 0.751 0.796 0.772 0.633 0.431 0.315
120 0.747 0.792 0.774 0.651 0.443 0.321
130 0.742 0.788 0.775 0.668 0.456 0.329
140 0.738 0.783 0.774 0.683 0.467 0.335
150 0.734 0.779 0.772 0.697 0.480 0.341
160 0.731 0.774 0.770 0.709 0.490 0.347
170 0.727 0.770 0.767 0.721 0.500 0.353
180 0.724 0.766 0.763 0.732 0.510 0.359
190 0.720 0.762 0.759 0.741 0.518 0.364
200 0.717 0.758 0.756 0.749 0.526 0.369
210 0.713 0.754 0.752 0.757 0.535 0.374
220 0.710 0.750 0.747 0.763 0.543 0.379
230 0.707 0.746 0.743 0.770 0.550 0.384
240 0.704 0.743 0.739 0.776 0.557 0.388
250 0.701 0.739 0.736 0.780 0.563 0.392
260 0.698 0.736 0.733 0.784 0.570 0.394
270 0.694 0.733 0.730 0.787 0.576 0.397
280 0.691 0.730 0.726 0.790 0.582 0.400
290 0.688 0.727 0.723 0.793 0.587 0.404
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300 0.685 0.724 0.719 0.796 0.593 0.407
310 0.682 0.720 0.716 0.798 0.598 0.409
320 0.680 0.717 0.712 0.799 0.603 0.412
330 0.677 0.715 0.710 0.801 0.607 0.415
340 0.675 0.712 0.706 0.802 0.611 0.417
350 0.672 0.708 0.703 0.803 0.615 0.419
360 0.670 0.705 0.701 0.803 0.619 0.421
Figura 46

Curvas de absorbancia vs tiempo del escaldado de la papa Peruanita a distintos tiempos.
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Tabla 43

Pendientes de la curva de absorbancia vs para la papa Peruanita a distintos tiempos de

escaldado.
Pendiente AAsnm/At (min™?)
Sin escaldar Tiempo de escaldado (s)
15 60 180 300 420
0.0097 0.0088 0.0054 0.0029 0.0010 0.0006
Tabla 44

Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Peruanita a distintas concentraciones

de &cido lactico.

Absorbancia

Tleg;po . Concentracion de &cido lactico (%o)

Sin escaldar 0.25 0.50 1.00 3.00 5.00
0 0.327 0.289 0.255 0.281 0.202 0.215
10 0.434 0.380 0.323 0.353 0.237 0.241
20 0.516 0.451 0.379 0.413 0.268 0.269
30 0.579 0.509 0.426 0.464 0.295 0.289
40 0.628 0.558 0.467 0.510 0.322 0.312
50 0.666 0.600 0.503 0.550 0.345 0.332
60 0.696 0.633 0.536 0.585 0.367 0.351
70 0.717 0.662 0.565 0.615 0.387 0.369
80 0.735 0.685 0.590 0.641 0.406 0.386
90 0.747 0.705 0.613 0.663 0.425 0.401
100 0.756 0.721 0.633 0.682 0.442 0.416
110 0.762 0.734 0.650 0.699 0.458 0.430
120 0.766 0.744 0.666 0.714 0.473 0.444
130 0.768 0.753 0.679 0.726 0.486 0.455
140 0.769 0.760 0.692 0.738 0.500 0.466
150 0.769 0.766 0.702 0.748 0.511 0.476
160 0.767 0.770 0.712 0.756 0.522 0.485
170 0.765 0.772 0.720 0.763 0.532 0.493
180 0.762 0.773 0.728 0.770 0.541 0.501
190 0.759 0.774 0.734 0.775 0.550 0.508
200 0.756 0.774 0.740 0.779 0.558 0.514
210 0.752 0.773 0.745 0.783 0.566 0.519
220 0.748 0.772 0.749 0.786 0.573 0.525
230 0.744 0.771 0.753 0.788 0.579 0.529
240 0.740 0.769 0.756 0.789 0.586 0.533
250 0.736 0.767 0.758 0.790 0.591 0.538
260 0.731 0.764 0.760 0.791 0.597 0.541
270 0.727 0.762 0.761 0.791 0.602 0.545
280 0.723 0.759 0.762 0.790 0.606 0.548
290 0.719 0.756 0.763 0.790 0.609 0.551
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300 0.715 0.752 0.763 0.788 0.613 0.554
310 0.711 0.749 0.763 0.787 0.616 0.557
320 0.707 0.745 0.763 0.785 0.619 0.559
330 0.703 0.742 0.762 0.783 0.622 0.561
340 0.699 0.738 0.761 0.781 0.625 0.562
350 0.695 0.735 0.760 0.779 0.628 0.564
360 0.692 0.731 0.759 0.777 0.630 0.565
Figura 47

Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Peruanita a distintas concentraciones de

acido lactico.
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Tabla 45
Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Peruanita a distintas

concentraciones de acido lactico.

Pendiente AAz0nm/At (min™)
Concentracion de &cido lactico (%)

Sin escaldar 0.25 0.50 1.00 3.00 5.00
0.0084 0.0061 0.0041 0.0031 0.0019 0.0009
Tabla 46

Absorbancias en funcion del tiempo para la papa Peruanita a distintas concentraciones

de cloruro de calcio.

Absorbancia

Tle(rsr)lpo Sin escaldar Concentracion de cloruro de calcio (%)

0.05 0.10 0.30 0.50 0.70
0 0.327 0.292 0.289 0.307 0.256 0.259
10 0.434 0.378 0.361 0.374 0.321 0.322
20 0.516 0.446 0.423 0.432 0.373 0.374
30 0.579 0.502 0.477 0.481 0.418 0.418
40 0.628 0.548 0.523 0.521 0.459 0.456
50 0.666 0.587 0.563 0.556 0.497 0.490
60 0.696 0.622 0.597 0.587 0.530 0.521
70 0.717 0.653 0.627 0.615 0.560 0.549
80 0.735 0.677 0.653 0.639 0.585 0.573
90 0.747 0.697 0.676 0.661 0.608 0.594
100 0.756 0.714 0.695 0.680 0.628 0.613
110 0.762 0.729 0.712 0.696 0.646 0.630
120 0.766 0.740 0.727 0.710 0.663 0.645
130 0.768 0.751 0.740 0.723 0.677 0.658
140 0.769 0.761 0.750 0.734 0.690 0.670
150 0.769 0.769 0.759 0.745 0.701 0.681
160 0.767 0.775 0.767 0.753 0.712 0.690
170 0.765 0.780 0.773 0.761 0.721 0.699
180 0.762 0.784 0.778 0.768 0.728 0.707
190 0.759 0.787 0.782 0.773 0.735 0.713
200 0.756 0.789 0.785 0.778 0.741 0.719
210 0.752 0.789 0.788 0.782 0.746 0.724
220 0.748 0.789 0.789 0.785 0.750 0.728
230 0.744 0.789 0.790 0.788 0.754 0.732
240 0.740 0.788 0.791 0.791 0.757 0.736
250 0.736 0.787 0.790 0.793 0.759 0.739
260 0.731 0.785 0.790 0.795 0.761 0.741
270 0.727 0.783 0.789 0.796 0.762 0.742
280 0.723 0.781 0.788 0.796 0.763 0.744
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290 0.719 0.778 0.786 0.796 0.764 0.745
300 0.715 0.775 0.785 0.796 0.764 0.745
310 0.711 0.772 0.782 0.795 0.764 0.745
320 0.707 0.769 0.780 0.794 0.764 0.745
330 0.703 0.766 0.777 0.793 0.764 0.745
340 0.699 0.763 0.774 0.792 0.763 0.744
350 0.695 0.760 0.771 0.790 0.762 0.743
360 0.692 0.756 0.768 0.788 0.761 0.742
Figura 48

Curvas de absorbancia vs tiempo para la papa Peruanita a distintas concentraciones de

cloruro de calcio.
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Tabla 47
Pendientes de la curva de absorbancia vs tiempo para la papa Peruanita a distintas

concentraciones de cloruro de calcio.

Pendiente AAsnm/At (min™?)
Concentracion de cloruro de calcio (%)
0.05 0.10 0.30 0.50 0.70

0.0084 0.0043 0.0040 0.0032 0.0027 0.0025

Sin escaldar

ANEXO 9. Panel de imagenes

a) Efecto de la temperatura

b) Efecto del tiempo

3.00% 5.00%

c) Efecto del &cido lactico
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d) Efecto del cloruro de calcio

Imagen 1. Muestras escaldadas de la variedad de papa Yana Imilla.

a) Efecto de la temperatura

b) Efecto del tiempo

-

5.00%

c) Efecto del &cido lactico

d) Efecto del cloruro de calcio

Imagen 2. Muestras escaldadas de la variedad de papa Ccompis.
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a) Efecto de la temperatura

b) Efecto del tiempo

c) Efecto del &cido lactico

d) Efecto del cloruro de calcio

Imagen 3. Muestras escaldadas de la variedad de papa Peruanita.
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Imagen 4. Muestras de papa sin escaldar.

Imagen 6. Cortado en rodajas de la papa.
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Imagen 8. Equipo de bafio maria para el escaldado.

Imagen 9. Inmersidn de las muestras de papa.
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Imagen 11. Enfriado de las muestras en agua.
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Imagen 14. Trituracién de las muestras escaldadas.
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Imagen 15. Adicion del buffer Mcllvaine pH 6.5.

Imagen 16. Filtracion del extracto enzimatico.
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Imagen 19. Adicion de la solucion de catecol en las celdas del espectrofotémetro.
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Imagen 20. Lecturas de absorbancia en el espectrofotometro.
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