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Resumen—Esta investigacion busca estimar la inhibicion de la
enzima polifenol oxidasa en una pasta de Persea Americana
variedad Hass por medio de la cdscara de cebolla (Allium cepa)
de dos especies bulbo blanco y rojo sometidas a dos tratamientos
térmicos de 100°C y 115 °C, con el fin de inhibir la polifenol
oxidasa la cual convierte los fenoles en quinonas, causando el
pardeamiento enzimdtico; para ello se realizaron diferentes
tratamientos, utilizando la aplicacion de un agente inhibidor a
concentraciones y tiempos diferentes buscando aplicaciones
ideales a tiempos determinados, se midieron las absorbancias de
cuatro tratamientos, 1:0, 1.1, 1.2 y 2.1 respectivamente
correspondientes a la enzima y al agente inhibidor, como
resultados de la evaluacién la actividad enzimética, se logré
inhibicion completa para una concentracion 1:2 para la cebolla
de bulbo blanco a temperatura de 100 °C en relaciéon enzima
sustrato, con la cebolla roja la inhibicion fue variable para cada
tratamiento.

Palabras claves--Aguacate, Pardeamiento enzimatico-Polifenol
Oxidasa Peroxidasa, Quercetina
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Abstract—This research is to rate the inhibition of Polyphenol
Oxidase enzyme in a paste made of avocado (Persea Americana
Mill) variety Hass through an onion peel (Allium Cepa) from two
sorts of bulbs, white one and red one; exposed to two thermic
treatments over 100°C and 115°C aiming to inhibit the effect of
Polyphenol Oxidase which convert Phenols into Quinones
causing the enzymatic browning. So that it implied to perform
diversity of treatments, employing an inhibitor agent on different
concentrations and periods of time in order to determine the
ideal applications on determined times which required
measuring the absorbance in four treatments, 1:0, 1.1, 1.2 and
2.1 respectively corresponding to the enzyme and the inhibitor
agent, as a result of the enzymatic activity test a complete
inhibition was reached for a concentration of 1:2 for the white
bulb onion case in temperature of 100°C related to enzyme
substratum; in red bulb onion case the inhibition varied for each
treatment.

Keywords—Polyphenol ~ Oxidase, Enzymatic, = Browning,
Quercetin Avocado Peroxidase.
I.  INTRODUCCION
L aguacate (Persea americana) es una fruta

correspondiente a la familia de las lauraceas, cuyo origen

tuvo lugar en el centro y este de México, y partes altas de
Guatemala [1], [2]. La evidencia mas antigua del consumo de
aguacate, fueron encontrados en una cueva en Coxcotlan
region de Tehuacan, puebla [3]. En Colombia se han
estudiado las variedades nativas desde hace méas de 40 afios
permitiendo evaluar su comportamiento y produccion [4],
encontrdndose 10 especies de gran importancia econémica. El
aguacate es una fruta de gran contenido nutricional [5] [6],
utilizada hoy en dia como un alimento saludable en todo el
mundo. Ademaés, tiene actividad antimicrobiana contra
Mycobacterium tuberculosis [7], se cultiva principalmente
para el consumo local, con gran potencial exportador, como
frutas frescas y procesadas. La problematica en la
industrializacién del aguacate es el deterioro que se manifiesta
en un rapido obscurecimiento. Por sus caracteristicas
fisicoquimicas, es una materia prima dificil de procesar y
almacenar [8], esto se debe a la presencia de diversas enzimas



que influyen en el proceso de conservacion y vida util del
producto, una de ellas es la enzima polifenol oxidasa (PFO)
causante del pardeamiento enzimaético, la polifenol oxidasa
(PFO) es una metaloenzima que se encuentra ampliamente
distribuido en plantas y hongos, en su estructura contiene dos
atomos de cobre en el sitio activo que catalizan dos tipos de
reacciones usando O, como agente oxidante: (a) la o-
hidroxilacion de monofenoles para producir o-difenoles
(actividad monofenol monoxigenasa E.C. 1.14.18.1); y (b) la
posterior oxidacion de o-difenoles a o-quinonas.[9], [10],
Confinadas generalmente en los plastidios de células vegetales
siendo liberadas posteriormente en el citoplasma ocasionando
dafio a nivel celular y tisular [11], Lo que con lleva a cambios
en las propiedades organolépticas y pérdidas en los valores
nutricionales [12], haciéndola susceptible a diversas variables
como el oxigeno, el pH y la temperatura, que intervienen en
su velocidad de reaccién y a su vez, se ve influenciada por el
efecto de otras enzimas presentes en la pulpa, lo que dificulta
su conservacion, y asi mismo ocasiona una afectacién en su
vida atil. Algunos trabajos de PPO planteados por [13], [14],
[15], [16], han descrito la presencia de actividad PPO en
fracciones particuladas y solubles del mismo tejido [17]. Es
por ello que en la industria de alimentos, la evidencian de las
diferencias en las propiedades cinéticas que afectan la
actividad de la PFO que puede ser evitada usando tratamientos
térmicos [18], lo que conllevaria afectar algunas de sus
caracteristicas. La PFO a medida que aumenta la temperatura
incrementa su actividad enzimatica [19], limitando la
aplicacion de diversos métodos de conservacion y creando la
necesidad de investigar métodos que permitan la inhibicion de
la enzima sin afectar sus propiedades. Esta investigacion
pretende estimar la inhibicion de la enzima polifenol oxidasa
en una pasta de aguacate (Persea Americana) variedad Hass
por medio de la cascara de cebolla (Allium cepa) de dos
especies bulbo blanco y de bulbo rojo, que gracias a su
composicién rica en flavonoides como la quercetina, actla
con un alto poder antioxidante natural [20], [21], [22], [23]
que interrumpe la interaccion que existe en el sustrato
enzimatico, evitando la reaccion oxidativa de la enzima [24],
Para ello serd sometida a tratamientos térmicos de 100 y 115
°C para evaluar la actividad enzimética, teniendo en cuenta la
concentracion ideal y el control durante su almacenamiento en
factores como el color, pH y temperatura, con la finalidad de
emprender en términos de investigacion nuevas alternativas en
métodos de conservacion natural.

1. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 la evaluacion de un agente inhibidor a base de
cascara de cebolla (Allium cepa) de bulbo rojo (3.64 Kg) y de
bulbo blanco (2.75 Kg) a temperaturas de 115°C y 100°C en
una salsa de aguacate (Persea americana) de la variedad Hass
como materia prima. Para ello se utilizaron seis tratamientos
del agente inhibidor como se expresan en la Tabla 1.

A. Elaboracion del agente inhibidor

El agente inhibidor se elabor6 a partir de los residuos de
cascaras de cebolla seleccionando las de menor contenido de
humedad, sometiéndose a un proceso de lavado en solucién de
hipoclorito de sodio al 99% y posterior secado de las mismas,
para ser llevadas a un proceso de molienda y obtener una
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pasta fina, la cual se sometid finalmente a calentamiento a una
temperatura de 100°C a un tiempo determinado.

TABLA |
TRATAMIENTOS APLICADOS [1]

Materiales TO T1 T2 T3 T4 T5
Aguacate 100% 99% 99% 99% 97% 99.95%
Céscara de 0 1% 1% 0 0 0
cebolla
blanca
Céscara de 0 0 0 1% 3% 0
cebolla roja
Acido 0 0 0 0 0 0.02%
Ascorbico
Acido 0.01%
Citrico
Benzoato 0.02%
Total 100% 100% 100% 100%  100% 100%

B. Interaccion agente inhibidor polifenol oxidasa

La extraccion de la enzima Polifenol oxidasa presente en la
salsa de aguacate, se trabajo siguiendo la metodologia descrito
por [25] con modificaciones [26], Para ello se utiliz6 la
solucién Tris HCI 100 mM (pH 7.1), con 1 % de polivinil
pirrolidona (PVP). Para la evaluacion de la actividad
enzimatica se empled el Catecol 20 mM como sustrato,
disuelto en una solucion de Tris HCI, midiendo el cambio de
absorbancia a 400 nM en 0,2 ml de sobrenadante del extracto
enzimaético al adicionarse 3 ml de Catecol a temperaturas entre
22°y 29°C.

C. Evaluacion de la actividad enzimatica

Se evalu6 la actividad enzimatica de la Polifenol en respuesta
de la adicién del sobrenadante del agente inhibidor a
concentraciones de (1:1), (1:2) y (2:1) en relacion enzima:
sustrato. Los tiempos de la lectura que se tuvieron en cuenta
fueron de 0, 1, 3, 5, 7 y 10 minutos respectivamente tiempo en
el cual se analiz6 la reaccién de la enzima PFO en cada
tratamiento.

1l. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El agente inhibidor se realiz6 con residuos de cascara de
cebolla (Allium cepa) de bulbo rojo y de bulbo blanco, para
ello se realizaron pruebas de medicion de absorbancia a
muestras con diferentes concentraciones, realizadas por
triplicado, lo que permitieron medir la existencia o no del
efecto inhibidor. Las concentraciones tomadas para su anélisis
fueron de 1:0, 1.1, 1.2 y 2.1 respectivamente correspondiente
a la enzima y a agente inhibidor, toméndose lectura en seis
momentos a (t0: tiempo 0, t1: al minuto, t3: tres minutos, t5:
cinco minutos, t7: siete minutos y t10: diez minutos),
calculandose el promedio de absorbancias de las tres replicas.
Para el primer tratamiento se considerd la muestra sin agente
inhibidor (concentracion 1:0), la lectura inicial o0 momento
cero como patron o blanco de referente para observar el
cambio de absorbancia. El dato registrado con la
concentracion 1:0 y con cada uno de los cuatro tratamientos
estuvo entre 2.875 a 2.876, indicando una variacion minima
en los valores, de igual forma, los datos obtenidos al minuto
t1, t3, t5, t7 y t10, se percibieron constantes, reiterandose la
uniformidad de estos y variacion minima entre la lectura
inicial (t0) y la final (t10) de 0.846 a 0.848 (Fig. 1).
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Fig. 1. Lectura en seis momentos (minutos) de la absorbancia registrada para
los cuatro tratamientos Evaluados en ausencia de agente inhibidor. *
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Fig. 2. Lectura de la absorbancia para los cuatro tratamientos evaluados a una
concentracién con el agente inhibidor de 1:1.

La lectura negativa indica que el dato al minuto diez (t10) fue
menor al dato registrado al momento cero (t0). Al evaluar las
muestras a una concentracion 1:1 se evidencio mayor
uniformidad en las lecturas graficadas a partir del uso de
cascara de cebolla bulbo blanco a 115°C (T1) y céscara de
cebolla bulbo rojo a 100°C (T4) (Fig. 2).

TO: tratamiento (T). Las muestras evaluadas a una
concentracion de (1:2), la mayor uniformidad en los datos se
registrd a partir del uso de cascara de cebolla bulbo blanco a
115°C (T1), seguido de cascara de cebolla bulbo rojo a 115°C
(T3) y 100°C (T4). (Fig. 3).

El tratamiento 1 de concentracion 1:2, evidencié durante
los seis momentos una lectura de 3.00+£0.00 de absorbancia,
indicando una inhibicidn total o cercana al 100% de la PFO
presente en la salsa de aguacate (Persea americana) variedad
Hass. En relacion con las muestras evaluadas a una
concentracion de (2:1), la mayor uniformidad en los datos se
registro a partir del uso de céscara de cebolla bulbo blanco a
115°C (T1) y céascara de cebolla bulbo rojo a 115°C (T3).
(Fig. 4).

De acuerdo con las lecturas de tiempos t10 menos el
registro t0, la cascara de cebolla de bulbo blanco a 115°C (T1)
indicé un mayor efecto de inhibicién en cualquiera de las tres
concentraciones; seguido se puede plantear el uso de céascara
de cebolla bulbo rojo a 100°C (T4) en una concentracion de
1:2 o céascara de cebolla bulbo rojo a 115°C (T3) en una
concentracion de 1:1y 2:1.
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Fig. 3. Lectura de la absorbancia para los cuatro tratamientos evaluados a una
concentracion con el agente inhibidor de 1:2.
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Fig. 4. Lectura de la absorbancia para los cuatro tratamientos evaluados a
una concentracion con el agente inhibidor de 2:1.

La PPO mostr6 mayor sensibilidad a los cambios de
temperatura, resultado similar reportaron [27] en su estudio de
la estabilidad térmica de la PPO en la batata colorada. Por otra
parte, estudios realizados por [28], encontraron que la PPO
presente en manzana disminuye un 40% con un tratamiento a
50°C durante 20 min y en la pera a 70°C por 30 min. Lo que
difiere con la presente investigacién. A temperaturas
superiores a 50 °C se muestra la poca estabilidad de la enzima
(Polifenol Oxidasa), al igual que por largos periodos de
almacenamiento y la manipulacién en condiciones en las
cuales la enzima pierde su actividad [29] [30]. La variacion en
la lectura de absorbancia a partir del uso de cascara de cebolla
bulbo blanca a 100°C (T2), fue mayor en todos los casos,
estimandose el menor efecto inhibitorio (Tabla II).

La evaluacion de los tratamientos realizados a diferentes
concentraciones identificé que el tratamiento T1 obtuvo
mayor efecto de inhibicion en todas las concentraciones y una
inhibicion total a concentracién 1:2, por lo que se evidencia
que el tratamiento de cebolla blanca sometida a temperatura
de 115°C es el tratamiento con mayor efecto de inhibicion. La
variacién de la temperatura es un factor que afecta segin la
especie ya que, la naturaleza proteica de las enzimas su
estructura terciaria se ve comprometida cuando se alcanzan
elevadas temperaturas, lo que conduce a la pérdida de
actividad catalitica [31], para la cebolla blanca su mayor
efecto inhibitorio se da al someterse a una temperatura alta.
Sin embargo, en la especie de cebolla roja se observa un
efecto contrario, a pesar de ello la cebolla roja a 100°C a



concentracion 1:2 obtuvo una mejor inhibicidn con respecto a
la cebolla blanca a la misma temperatura la cual la hace
competitivo para estos tratamientos es decir que los
tratamientos segin el comportamiento enzimatico que
obtendran mejor inhibicién seran los compuestos por cebolla
blanca a 115°C y cebolla roja a 100°C.

TABLA II.
RELACION DE LAS CONCENTRACIONES VS LA ABSORBANCIA POR CADA

TRATAMIENTO. [2]

Concentracion
[11:0 [T1:1 [11:2 [12:1
T1 | -0,848 | -0.098 0.000 -0.161
T2 | -0,846 | -0,317 -0,389 -0,629
T3 | -0,846 | -0,224 -0,318 -0,206
T4 | -0,847 | -0,431 0,021 0,407
V. CONCLUSIONES

Se analizé la accion del agente inhibidor sobre la enzima
Polifenol oxidasa extraida de aguacate (Persea americana)
variedad Hass con lo cual se pudo inferir que la cascara de la
cebolla (Allium cepa) de bulbo rojo y de bulbo blanco posee
capacidad inhibidora sobre la enzima Polifenol oxidasa, donde
la especie de cebolla blanca a temperatura 115°C obtuvo
mayor inhibicion con respecto a los demés tratamientos. De
acuerdo con las lecturas de las absorbancias se logré
determinar que la inhibicidn total de la enzima se logr6 a una
concentracion 1:2, con el tratamiento de cebolla roja sometida
a temperatura de 100°C, se obtuvo una inhibicién casi total de
la enzima. Sin embargo, por las caracteristicas de lectura no
fueron constantes para obtener porcentajes exactos de
inhibicion de cada tratamiento, afirmandose que la cebolla es
un agente inhibidor y se evidencia que el aumento de la
temperatura aplicado a la cascara de cebolla influye de forma
positiva para la inhibicion de la enzima polifenol oxidasa.
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