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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of physical treatments (heat treatment at 45 ° C: TT), chemical
(citric acid 1.0%: AC 1.0%; ascorbic acid 0.75%: AA 0, 75% and 1.0% sodium tripolyphosphate: 1.0% TPS),
combined (0.2% citric acid and 45 ° C: 0.2% AC + TT) and a control treatment (C), in the inhibition of enzymatic
browning, measured through the enzymatic activity (Aabsorbance/min) of Polyphenol Oxidase (PPO), in avocado
tissue stored at refrigeration temperature (4 °C). The CIELAB color parameters (L*a*b*), AE*, AC* and the
percentage of obscuration were evaluated. In addition, a sensory test was carried out with 50 consumers who
evaluated the preference of the treated avocado samples. In general, the anti-browning treatments reduced the
enzymatic activity of PPO where the sample treated with citric acid at 0.2% and 45 ° C obtained the best results in
reducing the enzymatic activity and the color parameters.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de tratamientos fisicos (tratamiento térmico a 45 °C: TT),
quimicos (&cido citrico al 1,0 %: AC 1,0 %; acido ascorbico al 0,75 %: AA 0,75 %y Tripolifosfato de sodio al 1,0
%: TPS 1,0 %), combinados (&cido citrico al 0,2 % y 45 °C: AC 0,2 % + TT) y un tratamiento control (C), en la
inhibicion del pardeamiento enzimatico, medido a través de la actividad enzimatica (Aabsorbancia/min) de la
Polifenol Oxidasa (PPO), en el tejido de palta almacenada a temperatura de refrigeracién (4°C). Se evaluaron los
parametros de color CIELAB (L*a*b*), AE", AC™y el porcentaje de oscurecimiento. Ademas, se realizd una prueba
sensorial con 50 consumidores quienes evaluaron la preferencia de las muestras de palta tratadas. En general, los
tratamientos anti-pardeantes redujeron la actividad enzimética de la PPO donde la muestra sometida con acido
citrico al 0,2 %y 45 °C obtuvo los mejores resultados en la reduccion de la actividad enzimética y los pardmetros
de color.
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1. INTRODUCCION

Los productos frescos trozados listos para consumir, se
estan volviendo muy populares entre los consumidores
debido a su practicidad; sin embargo, el productor se
enfrenta ante el desafio de mantener la calidad a lo
largo de la vida util del producto final (Gonzales-
Aguilar et al., 2005) puesto que el procesamiento de
frutas y verduras frescas cortadas promueve su
deterioro fisiologico, bioquimico, sensorial vy
microbiano, incluso cuando se realizan procesos
minimos (Bustos et al., 2015).

El principal problema que afecta directamente a las
propiedades del producto es el pardeamiento
enzimatico que se debe principalmente a la actividad
catalitica de la Polifenol Oxidasa (PPO), que
desempefia el papel central en el pardeamiento de
alimentos recién cortados. Se trata de una
metaloenzima oligomérica con un sitio activo que
contiene dos iones de cobre, cada uno coordinado con
tres residuos de histidina (Chang, 2009). La PPO, en
presencia de oxigeno molecular, cataliza la reaccion de
oxidacion de los o-difenoles, presentes en el tejido de
las frutas y verduras, en o-quinonas. Luego estas o-
quinonas se polimerizan reaccionando con fenoles y
otras sustancias para producir pigmentos de color
marrén oscuro (Gacche et al.,, 2006; Yoruk &
Marshall, 2003) que afectan directamente al color del
producto que es el primer atributo sensorial percibido
por el consumidor (Hernandez & Bricefio, 2009).

La palta (Persea americana Mill.) es una fruta
climatérica altamente susceptible al pardeamiento
enzimatico y ha sido objeto de varios estudios donde
se evaluaron diferentes compuestos antioxidantes
sintéticos, temperaturas de almacenamiento y la
aplicacion de atmosferas modificadas para evitar el
pardeamiento (Oms-Oliu et al., 2010; Soliva, Elez,
Sebastian, & Martin, 2001); sin embargo, la PPO de la
palta tiene una alta actividad catalitica y una resistencia
considerable a los tratamientos de inhibicion comunes
en comparacion con las PPO de otras frutas (Toledo &
Aguirre, 2016; Weemaes et al., 1999), por esta razén
su inhibicién es un tema de investigacion debido a la
dificultad de preservar la calidad fresca de la palta
durante periodos prolongados (Gendel, 2012).

Los compuestos fendlicos también son relevantes en
términos del flavor de los alimentos, ya que pueden

desempefiar un papel en el sabor amargo, dulce,
picante o astringente de algunos productos y también
pueden contribuir al aroma. En la palta las enzimas
fendlicas oxidativas tienen efecto importante en la
degradacidn del acido cafeico, por lo que es de suma
importancia conocer el efecto en las propiedades
sensoriales (Tomé&s-Barberan & Espin, 2001).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el
efecto de diferentes tratamientos para inhibir o retrasar
el pardeamiento y la actividad de la PPO de la palta,
variedad fuerte, cortada y almacenada en refrigeracion
(4 °C).

2. MATERIALES Y METODOS

Tratamiento de las muestras

Los analisis se realizaron en los laboratorios de
Biotecnologia, Investigacién e instrumentacion y
Evaluacion sensorial de alimentos, pertenecientes a la
Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional Agraria La Molina. Las paltas variedad
Fuerte fueron lavadas por inmersion durante dos
minutos en una solucién de hipoclorito de sodio (200
ppm), luego se pelaron, deshuesaron y cortaron en
rodajas (Denoya et al., 2012; Soliva et al., 2001).
Después, fueron sometidas durante cinco minutos a un
bafio de inmersion con diferentes agentes inhibidores
de la actividad de la PPO (Tabla 1). Fueron envasadas
en material de polietileno de alta densidad (10 x 10 cm)
y almacenadas en refrigeracion (4 °C).

Tabla 1. Tratamiento de las muestras de palta
refrigeradas a 4°C

Tratamiento Descripcion

TT" Agua destilada a 45 °C

AC0,2%+TT" Solucién de acido citrico al 0,2 % a 45 °C

ACal1,0% Solucién de &cido citrico al 1,0 %

AA 0,75 % Solucién de acido ascérbico al 0,75 %

TPS 1,0% Solucioén de tripolifosfato de sodio al 1,0
%

C Agua destilada (muestra control)

TT": tratamiento térmico

Medicion del color

Se delimitd un area de 5 x 5 cm del envase que contenia
la palta en rodajas, en donde se midieron las
caracteristicas cromaticas del espacio L*, a* y b*
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(Minolta, CR 400) durante el almacenamiento en
refrigeracion por 15 dias, mediante tres mediciones
sobre el tejido amarillo (Woolf et al., 2013). La
diferencia del color total (AE"), el cambio de los
aspectos cromaticos (ACa) Yy el porcentaje de
oscurecimiento en funcion de L" se determino
mediante las ecuaciones (1), (2) y (3), respectivamente
(Bustos et al., 2015; Lu, Luo, Turner, & Feng, 2007,
Soliva et al. 2001).

AE* = [(AL)? + (Aa")? + (Ab*)2]°S ¢))
AC, = [(Aa")* + (Ab)?]*° (2)

* *
0 . _ |Ldia0 _Ldl’anl
% pardeamlento ==
Lcontrol dian

x100 (3)

Medicion de la actividad enzimatica de la
polifenoloxidasa

Se mezclaron 25 g de puré de palta con 25 ml de
soluciéon buffer Mcllvaine (pH 6,5). La mezcla
homogeneizada fue centrifugada a 12 000 rpm durante
30 minutos a 4 °C. El residuo sélido fue desechado y
el sobrenadante fue filtrado a través de papel Whatman
N° 4. El liguido resultante constituy6é el extracto
enzimatico (EE) (Herndndez & Bricefio, 2009; Soliva
et al., 2001).

La actividad enzimatica se determind a través de la
densidad 6ptica (DO). Se coloc6é 3 ml de solucion de
catecol 0.02 M (sustrato) en una cubeta de vidrio de 1
cm de ancho y se agregaron 70 pl de extracto
enzimatico (EE). Se realizaron lecturas de la
absorbancia a 410 nm cada 10 segundos durante 3
minutos. La actividad enzimatica (ADO/min) fue
calculada mediante una regresion lineal de la parte
inicial de la curva absorbancia vs tiempo de reaccion
(Hern&ndez & Bricefio, 2009).

Evaluacion sensorial

Se efectu0 la prueba de preferencia ampliada (ranking)
con 50 consumidores quienes ordenaron las muestras
segun su preferencia. Se asigné al primer, segundo,
tercer y cuarto orden de preferencia el puntaje de 1, 2,
3y 4, respectivamente (Moskowits et al., 2012).
Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza (p<0,05) mediante
un DBCA con tres repeticiones. Los datos generados
en la evaluacién sensorial se evaluaron con el

estadistico de Friedman y la prueba de comparacion de
Wilcoxon. Todos los analisis estadisticos se llevaron a
cabo con el software R version 3.5.3.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del color

Parametros de color CIE L*, a*y b*

La Figura 1 (A-C) muestra la luminosidad (L*), el
enrojecimiento (a*) y el color amarillento (b*) de las
muestras de palta en diferentes tiempos de
almacenamiento refrigerado (4 °C).

En la muestra no tratada (C), el almacenamiento en
refrigeracion provocé una reduccion significativa (p <
0,05) de la luminosidad (L*) y el color amarillento (b*)
durante las dos semanas (figura 1Ay 1C) evidenciando
la accidn de la Polifenol Oxidasa (PPO) en la pérdida
de luminosidad y del verdor que esta asociado a la
degradacion de clorofilas que se produce durante el
pardeamiento de la palta (Watada et al., 1990).

La muestra con adicién de acido citrico al 0,2 % y
escaldada a 45 °C (AC 0,2 % + TT) mostré una menor
disminucion significativa (p < 0,05) de L* y b* (Figura
1 A-B) que la muestra tratada solamente con éacido
citrico al 1,0 % (AC al 1,0 %) evidenciando que existio
un efecto combinado en la reduccidn del pardeamiento
enzimatico; sin embargo, se observd entre ambas
muestras una tendencia similar respecto a la tasa de
cambios de a* durante los 15 dias (Figura 1C).

Los seis tratamientos tienen tendencia creciente en
cuando al valor del croméatico a* que esta asociado
sensorialmente al color verde (-a) y rojo (+a). Las
muestras C y TT disminuyen rapidamente el verdor
(@*). El valor de a* tiene a aumentar durante el
almacenamiento; es decir disminuye la intensidad del
color verde, siendo mas pronunciado este efecto en los
tratamientos que no llevan aditivos; esto debido a la
produccion de melaninas o melanoidinas, responsables
de la coloracion oscura marrén-rojiza caracteristica del
pardeamiento enzimatico (Gacche et al., 2006).
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Figura 1. Luminosidad-L* (A), disminucion del
verdor-a* (B) y amarillez-b* (C) de muestras de palta
refrigeradas a 4 °C. Los simbolos en la Figura 1 (A-C)
indican, ®: TT, A: AC0,2% + TT, m: ACal 1,0 %, +:
AA 0,75 %, XI: TPS1,0% y *: C.

Variacion del color total (AE*), aspectos cromaticos
(AC,;, *) y porcentaje de oscurecimiento

La Figura 2 (A-C) muestra los resultados del cambio
de color total, cambio de los aspectos cromaticos y del
porcentaje de oscurecimiento de los seis tratamientos,
medidos los dias de almacenamiento 3, 9y 15 respecto
al dia 0.

*
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Figura 2. Cambio de color-AE* (A), aspectos
cromaticos-AC* (B) y oscurecimiento-% (C) de
muestras de palta refrigeradas a 4 °C. Los simbolos en
la Figura 2 (A-C) indican, ®: TT, A: AC0,2% + TT,
m: AC1,0%, +: AA0,75%, X: TPS1,0%y *: C.
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En todos los casos se observa que la muestra C obtuvo
los valores mas altos de AE*, AC* y el porcentaje de
oscurecimiento a comparaciéon de las muestras
sometidas a los tratamientos fisicos, quimicos o
combinados, evidenciando un efecto en el
pardeamiento enzimatico. La muestra AC 0,2 % + TT
tuvo el menor cambio total del color (AE*) seguido del
tratamiento AC 1,0 % tanto en el dia 9 como en el dia
15. Con relacién al cambio de los aspectos cromaticos
(Figura 1 B), de menor a mayor se obtuvo a las
muestras AC 0,2% + TT, TPS 1,0 %, AA 0,75 %, TT,
AC 1,0 %, y C. Ademas, el menor porcentaje de
oscurecimiento de la muestra AC 0,2 % + TT (Figura
2C) esta relacionado con los resultados obtenidos de la
luminosidad-L* (Figura 1 A).

Actividad enzimética de la Polifenol Oxidasa (PPO)
La actividad enzimética de la PPO (Figura 3), de las
seis muestras de palta, expresada en Aabsorbancia/min
aumenta en funcién del tiempo de almacenamiento en
refrigeracion a 4 °C. Esto puede deberse a que durante
el almacenamiento la PPO sigue transformandose de
su estado latente a activo incrementado su
concentracion 'y produciendo el pardeamiento
enzimatico (Palou et al., 1999).

La muestra Control (C), fue la que obtuvo mayor
actividad enzimatica a diferencia de las muestras que
fueron sometidas a diferentes tratamientos de
antipardeamiento enzimatico con aditivos o mediante
tratamiento térmico. La muestra AC 0,2 % + TT tuvo
menor actividad enzimatica en el dia 0, seguida de la
muestra AA 0,75 %, AC 1,0 %, TPS 1,0 %. Esta
tendencia es similar durante el tiempo de
almacenamiento, a diferencia al dia 15 en donde la
curva de la muestra AA 0,75 % tiene a ser horizontal
al igual que las curvas de las muestras AC 0,2 % + TT
y AC 1,0 %. Se observa el principal efecto del acido
citrico que actia como acidulante del medio y
secuestra los iones metélicos (Cu++) y del &cido

ascorbico que reduce las o-quinonas a difenoles
incoloros de baja reactividad (Yoruk & Marshall,
2003).

La muestra AC 0,2 % + TT tuvo mayor influencia en
la reduccion de la actividad enzimética, a diferencia de
las muestras sometidas a los tratamientos TT y AC 1,0
%, evidenciando el efecto combinado de un
tratamiento fisico y uno quimico en el anti-
pardeamiento enzimatico que pueden ser aplicados
para alargar la vida Util de los productos minimamente
procesados.
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Figura 3. Actividad de la Polifenol Oxidasa en los seis
tratamientos evaluados en las muestras de palta
almacenada a 4 °C. Los simbolos en la Figura 3
indican, @: TT, A: AC0,2% + TT, m: AC 1,0 %, +:
AA 0,75 %, X: TPS1,0% y *: C.

Prueba de preferencia ampliada

La prueba de preferencia ampliada se llevo a cabo con
las muestras AC 0,2 % + TT, AA 0,75 %, TPS 1,0 %
y AC 1,0 %. La prueba de Friedman evidencié que las
muestras difieren significativamente (p<0,05) en
cuanto a la preferencia, por lo que se efectud la prueba
de Wilcoxon (Tabla 2) donde se observo que no existio
diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos
ACO0,2% + TTy AA 0,75 %, ni entre los tratamientos
TPS1,0% y AC 1,0 %.

Tabla 2. Nivel de significancia de la prueba de comparacion multiple.

AA 1,0 % TPS 1,0% AC02%+TT
TPS 1,0 % p-valor = 0,005 - -
ACO02%+TT n.s p-valor = 0,0005 -
AC10% p-valor = 0,001 n.s. p-valor = 0,0009

n.s: no existe diferencia significativa
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El orden de la preferencia, medida como la suma de las
calificaciones de los consumidores, ordenados
decrecientemente, fueron las muestras sometidas a los
tratamientos AC 0,2 % + TTy AA 0,75 %, AC 1,0 %
y TPS 1,0 %; siendo el tratamiento AC 0,2 % + TT el
maés preferido por los consumidores.

4. CONCLUSIONES

La luminosidad (L*) de la palta disminuye durante el
tiempo de almacenamiento en refrigeracion a 4 °C; el
valor cromatico a* aumenta y b* disminuye, producto
del pardeamiento enzimatico. La aplicacion de los
tratamientos anti-pardeantes reduce el porcentaje de
oscurecimiento y el cambio de color total de las
muestras de palta cortadas en trozos y almacenas en
refrigeracion durante 2 semanas. Debido a Ia
inactivacion parcial de la Polifenol Oxidasa (PPO),
causante del pardeamiento enzimatico. Siendo
ordenados de mayor a menor, en cuando a efectividad,
de la siguiente manera: tratamiento térmico a 45 °C +
acido citrico al 0,2 % (AC 0,2 % + TT), é&cido
ascoérbico al 0,75 % (AA 0,75 %), tripolifosfato de
sodio al 1,0 % (TPS 1,0 %), &cido citrico al 1,0 % (AA
1,0 %), tratamiento térmico a 45 °C (TT) y la muestra
control (C), respectivamente. La prueba sensorial con
los consumidores evidenci6 que la muestra AC 0,2 %
+ TT fue la méas preferida por los consumidores en
cuanto a sabor.
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