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Samenvatting

Het verschijnsel stootblauw bij de aardappel is een interne verkleuring van het knolweefsel die
optreedt na ruwe behandeling tijdens bijvoorbeeld oogst, sortering en transport. Aange-
nomen wordt dat de hierbij toegediende mechanische impacts leiden tot decompartimen-
talisatie van de individuele aardappelcellen waardoor het enzym polyphenocloxydase (PPO) in
contact komt met fenolische substraten en zuurstof, zodat de vorming van het donkere pig-
ment melanine mogelijk wordt.

in dit rapport wordt een overzicht gegeven van de belangrijkste literatuurgegevens (tot en
met oktober 1994) betreffende de (bio)chemische factoren die een rol spelen bij de vorming
van stootblauw bij de aardappel (Solanum tuberosum L.). Aan de orde komen het enzym PPO,
de regulatie van de PPO-activiteit, de potentiéle substraten en hun localisatie. Het doel van dit
literatuuronderzoek was na te gaan welke kennis hierover nog ontbreekt voor een goed
begrip van het mechanisme van stootblauwvorming. Aanbevolen wordt om toekomstig
onderzoek te doen naar de karakteriseing van het stootblauwe pigment, de identificatie van
de substraten, de regulatie van zowel de PPO-activiteit als de beschikbaarheid van vrij tyrosine,
en de precieze subcellulaire localisatie van PPO. Voorts wordt het van belang geacht de moge-
lijke rol van membraan-afbrekende enzymen bij de subcellulaire decompartimentalisatie te
onderzoeken.



1. Inleiding

Wanneer aardappelen blootgesteld worden aan een mechanische druk waarhij de schil onbe-
schadigd blijft (bijvoorbeeld door stoot of val) dan kan er binnen één of enkele dagen in het
aardappelweefsel een donkere plek ontstaan. Deze inwendige beschadiging is alleen waar-
neembaar na verwijdering van de schil of na aansnijden van de knol. De plekken bevinden
zich vlak onder de schil, precies daar waar de stoot is aangekomen, en verschiilen in vorm en
grootte, maar reiken meestal niet verder dan de vaatbundel (Hiller et al., 1985; Burton, 1989;
Belknap and Rickey, 1990; Harris, 1991;). De kleur van de plekken varieert (bruin, blauw, paars,
grijs, zwart}), hetgeen tot uitdrukking komt in de gebruikte benamingen; in het Nederlands
wordt gesproken van stootbfauw, in het Engels heet het black spot, blue spot, blue bruise,
internal grayspot, blueing en stem-end blackening, in het Duits Blaufleckigkeit en
Schwarzfleckigkeit, en in het Frans taches cendrées (Hiller et al., 1985; Van Loon en Van der
Heij, 1989).

De stootblauwgevoeligheid van aardappelen kan sterk uiteenlopen, zowel tussen verschil-
lende rassen, als binnen één ras. Ook tussen knollen afkomstig van dezelfde plant zijn ver-
schillen gevonden {Hiller et al., 1985; De Bruyn, 1929). Binnen de knol blijkt het naveleinde
blauwgevoeliger te zijn dan het apicale einde (Oortwijn Botjes en Verhoeven, 1927; de Bruyn,
1929; Mulder, 1949, 1955; Iritani et al., 1973; Mondy en Mueller, 1977; Corsini et al., 1992).

Vanwege de ernst van dit kwaliteitsprobleem is er veel onderzoek verricht naar praktische
(teelt-, oogst- en bewaartechnische) maatregelen die het ontstaan van stootblauw kunnen
tegengaan. Het is inmiddels overtuigend aangetoond dat de blauwgevoeligheid van aard-
appelen sterk verminderd kan worden met een ruime kaliumgift. Een ruime bemesting met
chloride vermindert de blauwgevoeligheid eveneens. De invloed van stikstofbemesting blijkt
daarentegen marginaal te zijn. Voorts is duidelijk dat naarmate de knollen een lagere tem-
peratuur bezitten en ruwer behandeld worden, de kans op blauwvorming toeneemt. Ook het
vochtgehalte van de knol speelt een rol, naar men aanneemt doordat het de ceiturgor en
daarmee de knolstevigheid beinvioedt. Opmerkelijk is de positieve correlatie tussen blauw-
gevoeligheid en droge-stofgehalte van de knol. Voor een uitgebreide bespreking van teelt- en
bewaarfactoren die de blauwgevoeligheid beinviceden, wordt verwezen naar de overzichten
van Hughes (1974}, Hiller et a/., (1985), Burton (1989) en Storey en Davies (1991) en de daarin
genoemde referenties.

Vooralsnog ontbreekt het inzicht in de wijze waarop de beschreven factoren de blauw-
gevoeligheid beinviceden en is het onduidelijk hoe die factoren met elkaar samenhangen.
Perspectief op een definitieve oplossing van het probleem is er nog niet. Het is zelfs niet
mogelijk om ruim voor de oogst nauwkeurige voorspellingen te doen over de stootblauw-
gevoeligheid van de knollen op het moment van de oogst.

Op het DLO-Instituut voor Agrobiologisch en Bodemvruchtbaarheids Onderzoek (AB-DLO) te
Wageningen is in het najaar van 1993 een onderzoeksproject gestart met de tite! “Onderzoek
naar de fysiologische en biochemische regulatie van de vorming van stootblauw bij aard-
appel®. Het doel van dit onderzoeksproject is te komen tot een gedetailleerd inzicht in het
mechanisme van stootblauwvorming en vervolgens tot een beter begrip van de manier waar-
op diverse factoren de blauwgevoeligheid beinvioeden. Het is de verwachting dat na het



nauwkeurig in kaart brengen van het proces van blauwvorming, één of meer manipuleerbare
factoren aangewezen kunnen worden die bijdragen aan de oplossing van het probleem.

Er is besloten om voor de opheldering van het mechanisme van stootblauwvorming aliereerst
duidelijkheid te verkrijgen over de identiteit en de eigenschappen van het stootblauwe
pigment, de substraten en intermediairen, en van de enzymen die bij de pigmentvorming
betrokken zijn. Hierbi} moet tevens bekeken worden of de activiteit van eventuele endogene
remmers een rol spelen bij de blauwgevoeligheid van de knollen. Verder moet onderzocht
woren hoe deze variabelen gereguleerd worden, en wat de eventuele relatie is met factoren
als kalium- en chloridebemesting, drogestof- en zetmeelgehalte van de knol. Vervolgens komt
de vraag aan de orde op welke wijze de {bio}chemische vorming van het pigment als gevolg
van de stoot geinitieerd wordt. Is er sprake van decompartimentalisatie? Is er sprake van acti-
vering van latente enzym-activiteit? Is er sprake van het aanschakelen van de biosynthese van
substraten of enzymen?

Om antwoord te vinden op bovengenoemde vraagstukken, die voornamelijk (bio)chemische
aspecten van het stootblauwprobleem betreffen, werd begonnen met een inventarisatie van
alle tot op heden {oktober 1994) gepubliceerde relevante gegevens. De resultaten van deze
literatuurstudie zijn bijeengebracht in het navolgende overzicht. Als leidraad voor deze studie
werd de min of meer algemeen geaccepteerde hypothese van blauwvorming gebruikt, die ge-
presenteerd is in hoofdstuk 2. De beschikbare gegevens over de diverse onderdelen ervan wor-
den nader besproken in hoofdstuk 3 tot en met 5. Tenslotte wordt in hoofdstuk 6 nagegaan
welk aanvullend onderzoek gewenst is om op de gestelde vragen een antwoord te kunnen
geven.



2. Mechanisme van stootblauwvorming

De eerste gepubliceerde onderzoeksgegevens over de oorzaken van stootblauwvorming
dateren van het begin van deze eeuw. De Bruyn {1929) en Merkenschlager (1929) deden de
suggestie dat het enzym “tyrosinase”, dat reeds in de vorige eeuw beschreven was, een
sleutelrol zou spelen. Dit enzym is in staat om de vorming van donkere pigmenten (aangeduid
met de verzamelnaam "melanine”} te katalyseren uit het substraat tyrosine. Dat soortgelijke,
niet nader geidentificeerde pigmenten onder invloed van endogeen tyrosinase ook in het
perssap van aardappelen gevormd kunnen worden, was reeds in 1919 uitvoerig beschreven
(Haehn, 1919). Bovendien begint de vorming van stootblauw in de aardappel met een rose
kleurstadium, hetgeen ook het geval is bij melaninevorming uit tyrosine. Experimenten waar-
bij cellen werden gedood maar waarbij de enzymactiviteit onaangetast bleef (Merkenschlager,
1929; zie ook Mulder, 1949, 1955), alsmede vergelijking van stootblauw met het verschijnsel
*zwarte harten” (de Bruyn, 1929) leidden tot de conclusie dat de tyrosinase-reactie pas op-
treedt na necrose van het aardappelweefsel. Aanvankelijk werd door sommigen (bv. de Bruyn,
1929), verondersteld dat deze necrose plaats vindt door het toevallige samengaan van de
mechanische beschadiging met een ziekteverschijnsel (zoals een infectie). Dit idee was echter
onhoudbaar omdat de praktijk leerde dat ook bij volledig gezonde knollen de stoot alleen
voldoende is om het verschijnsel op te roepen (zie bv. Merkenschlager, 1929; Mulder, 1949;
Reeve, 1967). Op grond van deze inzichten werd aangenomen dat de mechanische klap desin-
tegratie van de aardappelcellen tot gevolg heeft waardoor vervolgens het vrijgekomen tyrosi-
nase melanine-vorming katalyseert. Dit model, reeds in de jaren twintig geformuleerd (door
bv. Merkenschlager, 1929), is tot op heden algemeen geaccepteerd en, ondanks de forse hoe-
veelheid onderzoek naar stootblauw, niet wezenlijk veranderd.

mechanische - -
gecompartimentaliseerde -» |gedecompartimentaliseerde

aardappelcellen impuls aardappelcellen

|

stootblauw {bio)chemische reaclie PPOs + Op
{melanine} | < + fenolen

Figuur 1 Schematische weergave van het proces van stootblauwvorming

Fig. 1 geeft het veronderstelde proces van stootblauwvorming schematisch weer. Een mecha-
nische impuls he&ft tot gevolg dat de interne compartimentalisatie van de aardappelcellen
wordt opgeheven, zodat enzym(en) behorend tot de groep van de polyfencloxydases (PPO's,
waaronder "tyrosinase") in contact kan komen met de substraten {moleculair zuurstof en
diverse fenolische verbindingen). PPO is daardoor in staat de oxydatie van de fenolische sub-
straten te katalyseren, waarbij reactieve chinonen gevormd worden die vervolgens via een
polymerisatiereactie spontaan verder reageren tot donkere pigmenten {melanine).

Dit proces kan onderverdeeld worden in een mechanische en in een (bio)chemische fase,
De mechanische fase, waarin de decompartimentalisatie plaats vindt, is per definitie typisch
voor stootblauw. Hierbij wordt de stevigheid van weefsel en cellen van belang geacht
(Hiller et al., 1985; Burton, 1989; Storey en Davies, 1991).
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De (bio)chemische fase wordt bepaald door de factoren die de PPO-activiteit reguleren en de
beschikbaarheid beinvioeden van verbindingen die deeinemen aan de kleuringsreacties. Veel
auteurs gaan er impliciet vanuit dat de (bio)chemische fase identiek is aan het verkleurings-
proces dat plaats vindt na vermalen, uitpersen, schillen of doorsnijden van de knollen (enzymic
browning; enzymic (dis)coloration; enzymatische Braunung; enzymatische Verfirbung). Naar
deze "bruiningsreacties”, die ook optreden bij vele andere plantaardige produkten, is vooral
ten behoeve van de levensmiddelen-industrie veel onderzoek verricht (voor reviews, zie:
Mathew en Parpia, 1971; Sapers, 1993; Friedman, 1994). Het is echter niet bewezen dat deze
{bio)chemische processen ook werkelijk gelijk zijn aan die welke de stootblauwe kleur van
aardappelen veroorzaken. Het blijft dan ook moeilijk in te schatten in hoeverre conclusies
gebaseerd op experimenten met *blauw" welke niet met stoten is opgewekt, van toepassing
2Zijn op stootblauw. Tot de bepalingsmethoden voor de stootblauwgevoeligheid van aardap-
pelen worden daarom in deze studie uitsluitend die testen gerekend waarbij de knollen
onderworpen worden aan een klap of stoot die de schil intact laat. Alle testen waarbij op
andere wijze verkleuring van het weefsel wordt opgeroepen (bijvoorbeeld door schillen of
malen) worden hier aangemerkt als een test voor de *enzymatische bruining” in bredere zin,
Een kort overzicht van bekende methoden waarop stootblawvgevoehgheld van aardappelen
bepaald worden, is te vinden in de bijlage.

In theorie zijn bovengenoemde fasen nog te verfijnen. Zo zou men bijvoorbeeld aan mem-
braan-afbrekende enzymen (fosfolipasen, galactolipasen) een rol kunnen toedenken in het
proces van decompartimentalisatie. Omdat deze mogelijkheden niet in de literatuur genoemd
worden, komen ze ook in dit literatuuroverzicht niet aan de orde.



3. Polyfenol-oxydase (PPO)

3.1. Argumenten voor de rol van PPO bij

stootblauwvorming

De vele auteurs die schrijven dat PPO betrokken is bij stootblauwvorming verwijzen nooit naar
studies waarin een direct bewijs voor deze stelling geleverd wordt. Soms wordt slechts gerefe-
reerd aan publikaties over tyrosinase en melaninevorming, zoals die van Haehn (1919), Raper
(1927), Mason (1948), en Lerner en Fitzpatrick {1950). Kennelijk leidt de aanname dat stoot-
blauwe pigmenten bestaan uit melanine hier automatisch tot de conclusie dat tyrosinase (PPO)
een rol speelt.

De literatuur biedt we| gegevens die tezamen een aanwijzing vormen dat PPO betrokken is bij
stootblauwvorming (zie ook Mulder, 1949, 1955). Zo staat het vast dat de beschikbaarheid van
moleculaire zuurstof voor de vorming van stootblauw een absolute vereiste is (Oortwijn Botjes
en Verhoeven, 1927; Merkenschlager, 1929; Mulder, 1949, 1955, Dwelle en Stallknecht, 1976),
hetgeen aantoont dat het inderdaad om een oxydatie-proces gaat. Kunstmatige opwekking
van donkere plekken in aardappelschijfjes door middel van verhitting of tolueendamp bleek
niet mogelijk na toepassing van temperaturen waarbij enzymen doorgaans denatureren
(Mulder, 1949, 1955). Dit duidt erop dat voor het oxydatie-proces werkelijk enzym-activiteit
nodig is. Mulder {1949, 1955) liet bovendien zien dat aardappelen met een tekort aan CuZ*
significant minder gevoelig zijn voor stootblauwvorming dan aardappelen met voldoende
Cu+, Voor de katalytische activiteit van PPO treedt Cu2* als cofactor op. PPO wordt beschouwd
als het enzym dat het meest gevoelig is voor veranderingen van koper-concentraties in de cel
(Seliga, 1993). Inderdaad werd voor de knollen lijdend aan kopergebrek een aanzienlijk
verminderde tyrosinase-activiteit vastgesteld (Mulder, 1949, 1955).

Hierbij dient opgemerkt te worden dat uit planten nog enkele andere Cu-afhankelijke enzy-
men hekend zijn die oxydatie-reacties met moleculair zuurstof kunnen katalyseren, zoals
ascorbaat-oxydase, quercetin-2,3-dioxygenase, hexose-oxydase, galactose-oxydase, amine-
oxydase en p-coumarate 3-hydroxylase (zie voor een overzicht: Keevil en Mason, 1978). In
theorie kunnen de resultaten van Mulder (1949, 1959) dus ook uitgelegd worden als een aan-
wijzing voor de betrokkenheid van één of meer van deze enzymen, hoewel ze moeilijk zijn te
plaatsen binnen het proces van stootblauwvorming.

3.2. De reacties die gekatalyseerd worden door PPO

Polyfenol-oxydases zijn "phenol : oxygen oxydo reductases” en katalyseren dus de oxydatie
van fenolische verbindingen waarbij moleculaire zuurstof als waterstof-acceptor optreedt.
Men onderscheidt drie typen katalytische activiteit, verdeeld naar de volgende drie groepen
oxydatie-reacties {Fig. 2).

1. Hydroxylering van monofenolen tot o-difenolen (monofeno! mono-oxygenase activiteit,
ook wel cresolase- of tyrosinase-activiteit genoemd [EC 1.14.18.1])

2. Dehydrogenering van o-difenolen tot o-chinonen (o-difenol oxygen oxydoreductase
activiteit, ook wel catecholase-activiteit genoemd [EC 1.10.3.2])

3. Dehydrogenering van p-difenolen tot p-chinonen (p-difenol oxygen oxydoreductase
activiteit, ook we! laccase-activiteit genoemd [EC 1.10.3.2]).
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Figuur 2 Oxydaties gekatalyseerd door cresolase-activiteit (1), catecholase-activiteit (2) en
laccaseactiviteit (3)

Het enzym vertoont voor de hydroxylering van monofenolen een lange inductie-periode
(*/agperiode") waarin de reactie uiterst traag verloopt. Deze periode verdwijnt echter al na
vorming (of toevoeging) van geringe hoeveelheden produkt (o-dihydroxyfenolen). Ook an-
dere reducerende verbindingen, zoals ascorbinezuur, kunnen de inductie-periode bekorten
(Mayer en Harel, 1979, 1991; Mayer, 1987; Matheis, 1987a).

Individuele PPO-enzymen kunnen katalytische activiteit voor een combinatie van bovenge-
noemde reacties bezitten, hetgeen de nomenclatuur wat complex maakt. Zo worden de
enzymen die zowel cresolase- als catecholase-activiteit bezitten ("catechol-oxydases™) ander-
scheiden van de enzymen die daarbij ook nog laccase-activiteit vertonen ("laccases"). Zowel
catechol-oxydases als laccases bezitten één of meer koper-atomen die tijdens de reactie een
essentiéle rol spelen bij de elektronenoverdracht van zuurstof. Verder vertonen beide typen
PPO's nauwelijks overeenkomsten. In tegenstelling tot catechol-oxydases, die algemeen voor-
komen, worden laccases zelden bij hogere pianten aangetroffen en zijn laccases niet in staat
de oxidatie van tyrosine te katalyseren (Mayer en Harel, 1991). Voor uitgebreide beschrijvin-
gen van PPO's en speculaties over hun functie in planten wordt hier verwezen naar de over-
zichtsartikelen van Mayer en Harel (1979, 1991), Vaughn en Duke (1984), Mayer (1987) en
Vaughn et al. (1988). De overzichten van Matheis (19873, 1987b) behandelen meer specifiek
PPO's en "enzymatic browning® bij aardappelen. Een gedetailleerde discussie over de mecha-
nismen van de PPO-reacties en de rol van koper is te vinden bij Malmstrém en Rydén (1968).

Omdat in aardappelen geen laccases worden aangetroffen, zijn voor de vorming van stoot-
blauw mogelijk slechts de cresolase-activiteit (hydroxylering van monofenclen, reactie 1) en de
catecholase-activiteit {oxidatie van o-difenolen, reactie 2) relevant.

3.3. Bepalingen van PPO-activiteit in aardappelen

Voor de bepaling van cresolase- en catecholase-activiteit zijn diverse methoden bekend. In de
wat oudere studies van PPQO uit aardappelen werd als maat voor de enzymactiviteit meestal de
afname bepaald van moleculaire zuurstof tijdens de incubatie van enzymextract met hetzij
monofenolen, hetzij difenolen. Een nadeel hierbi] is dat de PPO-activiteit niet te onderschei-
den is van eventueel parallel optredende oxidaties. De laatste 20-30 jaar werd PPO-activiteit
voornamelijk bepaald door de initiéle af- of toename van respectievelijk substraat en produkt
spectrofotometrisch te bepalen. Om een voldoende gevoeligheid te verkrijgen werd veelal
gewerkt met modelsubstraten die niet in de aardappel voorkomen, zoals p-cresol, catechol,



butylcatechol en 4-methylcatechol. In enkele gevallen (Patil en Zucker, 1965; Abakhurmaen
Woolhouse, 1966; Balasingam en Ferdinand, 1970; Ruis, 1972) werd de PPO-reactie gekoppeld
met de oxidatie van ascorbinezuur die dan spectrofotometrisch werd gevolgd.

Vooral de spectrofotometrische bepaling van cresolase-activiteit voor het endogene substraat
tyrosine is niet eenvoudig omdat zowel tyrosine als het directe produkt dihydroxyfenylalanine
geen absorptie-maximum bezitten boven 300 nm. Bovendien blijkt cresolase-activiteit relatief
instabiel te zijn (Mayer en Harel, 1991; Matheis en Belitz, 19793, 1979b) en vormt de hierboven
reeds genoemde inductie-periode een complicatie. In de vele tientallen {(minstens 70) gepubh-
ceerde studies waarbij op enigerlei wijze activiteitsbepalingen van catechol-oxydases zijn uit-
gevoerd bhij Solanum tuberosum, werd dan ook meestal slechts gekeken naar de oxidatie van
o-difenolen (catecholase-activiteit).

De nauwkeurigheid vereist dat het enzym tijdens activiteitsbepalingen verzadigd is met sub-
straat. Gezien de relatief geringe oplosbaarheid van de substraten in water en de relatief hoge
Km-waarden welke met name voor tyrosine en zuurstof zijn gevonden (zie voor een overzicht
Matheis, 1987a) kan dit een probleem vormen.

De betrouwbaarheid van PPO-bepalingen is voorts afhankelijk van eventueel sanwezige ver-
bindingen die het enzym kunnen remmen of die zelf als substraat kunnen optreden. In de
meeste studies werd de PPO-activiteit bepaald in een ruw aardappelextract, waarin potentiéle
remmers en substraten kunnen voorkomen, in een kleine 30-tal gevallen werd echter een
extract gebruikt dat één of meer zuiveringen had ondergaan, zoals aceton-precipitatie,
ammoniumsulifaatprecipitatie of size-exclusion chromatografie.

De PPO-reactie genereert reactieve o-chinonen die het enzym tijdens de assay kunnen modifi-
ceren en inactiveren. Dit proces kan ook al plaats vinden tijdens de extractie van het enzym.
Behalve dat de PPO-bepaling hierdoor wordt beinvioed, kan het ook leiden tot de kunst-
matige vorming van grote aantallen isovormen van PPO (zie hoofdstuk 3.4). Bescherming van
PPO tegen de eigen produkten en een goede, partiéle voorzuivering van het enzym zijn dus
van groot belang. Een vergelijking van enkele voorzuiveringsmethoden is te vinden bij Hsu et
al. (19288} en Sanchez-Ferrer et af. {1993¢).

Een mogelijke bron van fouten bij de bepaling van PPO-activiteit is de aanwezigheid van
peroxidasen. In combinatie met waterstofperoxide zijn peroxidasen in staat substraten van
PPO te oxideren. Dit probleem kan voorkomen worden door toevoeging van katalase.

3.4. PPO uit Solanum tuberosum L.

Het meeste onderzoek naar PPO uit 5. tuberosum was gewijd aan PPO uit knollen; slechts
enkele studies waren gericht op het enzym uit bladmateriaal (Heinaru et al., 1975; Kowalski
et al,, 1992; Sanchez-Ferrer et af,, 1993).

Op grond van centrifugatie-experimenten neemt men aan dat PPO uit de knol voorkomt als
vrij, opgelost enzym, en als deeltjesgebonden enzym (Alberghina, 1964; Craft, 1966; Weaver
et al., 1970; Ruis, 1972, Pitt, 1975; Matheis, 19872). Over de kwantitatieve verhouding tussen
deze twee vormen lopen de gegevens sterk uiteen. Weaver et al, (1970} bepaalden het percen-
tage cresolase-activiteit dat precipiteert bij 16,000 g tussen 33 en 51 %: voor de catecholase
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activiteit was dit ca. 40 %. Alberghina (1964) vond daarentegen slechts 25 % van de catecholase-
activiteit terug in een microsomaie {>60, 000 g) fractie. Craft (1966) kon 5 % van zowel
cresolase- als catecholase-activiteit bij 12,000 g neerslaan en vervolgens nog eens 5 % bij
90,000 g. Omdat deze laatste fractie eenvoudig in oplossing was te brengen door herhaalde
wasstappen concludeerde hij dat dit enzym zwak gebonden zit aan membranen. Ruis (1972)
stelde vast dat 57 % van de totale catecholase-activiteit sedimenteert bij 100,000 g. Met
behulp van sedimentatie in dichtheidsgradiénten werd zowel door Ruis (1972) als Pitt (1975)
een microsomaal deel onderscheiden van een deel dat terechtkomt in dezelfde fractie als het
enzym katalase, welke in peroxisomen gelocaliseerd is.

De niet-gebonden, vrij oplosbare PPO-activiteit kan in meerdere fracties gescheiden worden
met behulp van size-exclusion chromatografie (Balasingam en Ferdinand, 1970; Matheis en
Belitz, 1975, 19773, 19793, 1979b; Anisimov et al., 1978), polyacrylamide-gel-electroforese
(Nye et al., 1968; Cheung en Henderson, 1972; Pendharkar en Nair, 1974; Matheis en Belitz,
1975, 1977a; Watson en Flurkey, 1986), isoelectric focusing (Matheis en Belitz, 1975; Thomas
et al,, 1978; Thomas en Delincée, 1981), en anionwisselings-chromatografie (Alberghina, 1964;
Patil en Zucker, 1965; Abukharma en Woolhouse, 1966). Met polyacrylamide-gel-electroforese
en isoelectric focusing werden een groot aantal banden (tot 18 stuks) gevonden die alle
catecholase-activiteit vertoonden. Slechts enkele ervan vertoonden ook cresolase-activiteit
(Nye et al., 1968; Pendharkar en Nair, 1974; Matheis en Belitz, 1975, 1977a; Thomas et al.,
1978). Voor het isoélectrisch punt van de isovormen werden waarden gevonden die lagen
tussen pH 4.4 en 5.8 (Matheis en Belitz, 1975; Thomas et a/., 1978; Thomas en Delincée, 1981).

Matheis en Belitz (1979a, 1979b) vonden met size-exclusion chromatografie isovormen met
molecuulgewichten van 36 tot 800 kDa die zowel cresolase- als catecholase-activiteit vertoon-
den. Het véérkomen van de diverse isovormen was afhankelijk van de pH van het extract. Bij
pH 4.5 kwamen vooral laag-moleculaire vormen voor (< 150,000 kDa), bij pH 7.8 vooral hoog-
moleculaire vormen {> 150,000 kDa). De cresolase-activiteit bleek bij pH 7.8 zeer instabiel te
zijn. De auteurs concludeerden dat er minstens twee isovormen zijn van 36 en 55 kDa die
onder invloed van pH en eiwitconcentratie aggregaten kunnen vormen,

In zes publikaties wordt de isolatie van PPO uit knolmateriaal beschreven waarbij homogeen
zuiver enzym werd verkregen (Patil en Zucker, 1965; Abakhurma en Woolhouse, 1966;
Balasingam en Ferdinand, 1970; Batistuti en Lourenco, 1985; Chen et al,, 1992; Pathak en
Ghole, 1994). Balasingam en Ferdinand (1970) isoleerden één isovorm die uiteen kon vallen in
twee kleinere met een molecuulgewicht van ten minste 36 kDa. Chen et al. {1992) vonden vier
isovormen die samengesteld waren uit één monomeer van 148 kDa. Door middel van bio-
affiniteitschromatografie met p-aminofenyl azijnzuur als ligand verkregen Pathak en Ghole
(1994) uit een ruw knolextract in één isolatiestap homogeen zuiver PPO. Het gezuiverde pre-
paraat bestond uit één eiwit met een molecuulgewicht van 60 kDa.

Boniwell en Butt {(1986) beschrijven een wat moeilijk te classificeren enzym uit aardappelknol-
len dat hydroxylase-activiteit vertoont voor 4-hydroxyfenylpropaan carboxylzuren, waaronder
tyrosine en coumaarzuur. Het enzym was afhankelijk van de elektrondonors NADH, NADPH,
FAD of FMN, en vertoonde in het geheel geen difenoloxydase-activiteit voor dihydroxyfeny-
lalanine en chlorogeenzuur. De auteurs veronderstelden dat het hier om PPQ-activiteit ging.
De resultaten van de bepaling van het pH-optimum van PPO lopen uiteen. In de meeste
studies werd een optimum gevonden dat overeenkomt met de fysiologische pH van de aard-
appel (pH 5.6-6.4, Matheis, 1987b).



Recentelijk is tDNA coderend voor PPO uit bladmateriaal van 5. tuberosum gecloneerd en ge-
karakteriseerd (Hunt et al., 1993). Hiervoor werd ¢cDNA uit tomaat gebruikt dat geisoleerd was
met behulp van polyclonaal antilichaam opgewekt tegen PPO uit de klierharen van bladeren
van de wilde aardappelsoort Sofanum berthaultii. Deze klierharen vormen een geschikte
isolatiebron omdat 70 % van het aanwezige eiwit bestaat uit PPO. Het enzym werd geisoleerd
als monomeer {molecuulgewicht 59 kDa; isoelektrisch punt pH 5,5). Opmerkelijk is dat het
enzym slechts catecholase-activiteit bezat {voor 0.a. chlorogeenzuur en koffiezuur, nauwelijks
voor dihydroxyfenylalanine) en in het geheel geen cresolase-activiteit vertoonde (Kowalski

et al.,, 1992).

3.5. Remmers van PPO-activiteit

De verbindingen die PPO-activiteit remmen kunnen onderverdeeld worden in een groep die
interactie aangaat met Cu2+, een groep die affiniteit vertoont voor de bindingsplaats van de
fenolische substraten, en een groep die elders op het eiwit bindt, Mayer en Harel (1979) geven
van deze remmers een ruime opsomming. Een aantal remmers zijn ook werkzaam gebleken bij
PPO uit aardappelknollen (zie bv.: Abukharma en Woolhouse, 1966; Atberghina, 1964;
Balasingam en Ferdinand, 1970; Anisimov et al., 1978; Chen et al., 19913, 1991b; Sanchez-
Ferrer et al,,1993b). Slechts in enkele gevallen gaat het om verbindingen die van nature in de
aardappel voorkomen en dus relevant kunnen zijn voor het proces van stootblauwvorming.

Zo is voor kaneelzuur en voor de kaneelzuurderivaten ferulinezuur en p-coumaarzuur aange-
toond dat ze PPO-activiteit vit aardappelen remmen, waarbij de inhibitieconstanten van deze
verbindingen afhankelijk bleken te zijn van zowel pH als substraat (Macrae en Duggleby, 1968;
Batistuti en Lourenco, 1985; Sanchez-Ferrer et al., 1993b). Ook benzoézuur, in uiterst lage con-
centratie in de aardappel aangetroffen (Malmberg en Theander, 1984), bezit een remmende
werking op PPO-activiteit {Balasingam en Ferdinand, 1970; Anisimov et a/., 1978).

Ascorbinezuur, dat in aardappelen in relatief grote hoeveelheden voorkomt {zie bv.: Mondy
en Leja, 1986; Mondy et af., 1987; Munshi en Mondy, 1989; Mondy en Munshi, 1993a, 1993b),
wordt algemeen beschouwd als belangrijkste endogene remmer van de enzymatische
bruiningsreactie. Strikt genomen kan deze verbinding echter geen PPO-remmer genoemd
worden, omdat het slechts de gevormde o-chinonen tot difenolen reduceert (Mayer en Hare!,
1979; Sanchez-Ferrer et al., 1993b); de verkleuring wordt hiermee slechts vitgesteld totdat alle
ascorbinezuur geoxideerd is. Ascorbinezuur kan bovendien de inductie-periode van de
cresolase-activiteit verkorten, hetgeen als activering van PPO kan worden beschouwd.

Binnen de knol bevat de cortex minder ascorbinezuur dan de kern, waarbij het relatief blauw-
gevoelige naveleinde hogere concentraties bevat dan het apicale einde (Munshi en Mondy,
1989). Het gehalte neemt af naarmate de bewaartijd langer is (Plaza et a/., 1985; Mondy et al.,
1987; Mondy en Munshi, 1993b). Kneuzing van de knollen heeft binnen een dag een grote
daling van het ascorbinezuurgehalte tot gevolg (Mondy en Leja, 1986), waarbij de bewaar-
temperatuur geen rol speelt (Mondy et al., 1987). Mondy en Munshi (1993b) konden geen
correlatie waarnemen tussen ascorbinezuurgehalte en stootblauwgevoeligheid.

Ook het aminozuur L-cysteine kan de enzymatische verkleuring van aardappelmateriaal rem-
men zonder invioed op PPO zelf uit te oefenen. Men neemt aan dat hierbij de SH-groep van
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cysteine reageert met de gevormde o-chinonen waarbij kleurloze verbindingen ontstaan
(Sanchez-Ferrer et al., 1993b; Friedman, 1994).

Nilova et al. (1973) isoleerden uit aardappelen een "apo-enzym van tyrosinase®, dat bestaat
uit PPO-eiwit zonder CuZ*, Dit eiwit vertoonde een remmende werking op cresolase-activiteit.

3.6. Activering van latente PPO-activiteit

Een veelvuldig beschreven fenomeen van PPO's uit bovengrondse delen van de plant is dat het
enzym in ruwe of gedeeltelijk gezuiverde extracten geactiveerd kan worden door uiteenlopen-
de behandelingen of toevoegingen. Voorbeelden hiervan zijn de activering van PPO in chloro-
plasten door middel van licht (spinazie-chloroplasten, Tolbert, 1973), activering van PPO door
middel van het verwijderen van laag-moleculaire verbindingen (spinazieloof, Sate, 1976), met
detergentia (tuinbonen, Robinson en Dry, 1992; spinazie, Sdnchez-Ferrer et al., 1989a; druiven,
Sanchez-Ferrer et al. 1989b; aardappelloof, Sdnchez-Ferrer et al,, 1993a), d.m.v. proteolyse
(suikerbietenloof, Mayer, 1966; spinazieblad, Sato 1976; tuinbonenblad, King en Flurkey, 1987;
spinazie, Sanchez-Ferrer et al., 1989a; druiven, Sanchez-Ferrer et al., 1989b), met gedenatureerd
trypsine (spinazie, Tolbert, 1973) en met linoleenzuur (spinazie thylakoiden, Golbeck en
Cammarata, 1981). Sdderhall et a/. (1985) isoleerden "profenofoxydase* uit celcultures van
Daucus carota L.. Dit proenzym kon specifiek geactiveerd worden met Ca2* en Mn2+ in concen-
traties boven 1 mM. Bij toevoeging van trypsine volstonden lagere concentraties. De inactieve
vorm was volledig oplosbaar in water, terwijl het actieve enzym overging in aggregaten.

Dit fenomeen zou verklaard kunnen worden met de veronderstelling dat PPO in thylakoid-
membranen verankerd is en daarbij in een inactieve vorm verkeert. Activering zou dan plaats
kunnen vinden door verwijdering van het "anker" o.i.v. proteases, of door desintegratie van
het membraan dat het PPO omgeeft, o.i.v. detergenswerking van bv. linoleenzuur. De moge-
lijkheid van een latente, inactieve vorm van PPO's die bij desintegratie van de membranen
geactiveerd wordt, zou uiteraard van groot belang kunnen zijn bij het ontstaan van stoot-
blauw. Magere pogingen om dit fenomeen ook aan te tonen in ondergrondse delen van
spinazie (Sato, 1982) en van aardappelen (Sanchez-Ferrer et al., 1993b) leverden niets op. Dat
de latente PPO-activiteit in deze gevallen reeds volledig geactiveerd was als gevolg van de
extractie kan niet uitgesloten worden.

3.7. Localisatie van PPO

PPO is niet homogeen over de knol verdeeld. Mulder {1949) stelde vast dat de kern aanzienlijk
minder PPO-activiteit bevat dan de cortex. Reeve et a/. (1969) vonden in de relatief blauw-
gevoelige cortex van het naveleinde bijna twee maal zoveel PPO-activiteit als in de cortex van
het apicale einde, terwijl de kern van de knol de minste PPO-activiteit vertoonde. In een ver-
volgstudie (Weaver et af,, 1970) werd bevestigd dat het naveleinde significant meer PPO-
activiteit vertoonde voor de substraten p-cresol, tyrosine en catechol dan het apicale einde.
Opmerkelijk is dat tussen beide knol-einden geen verschil in PPO-activiteit waargenomen werd
voor het substaat chlorogeenzuur.

Samen met de in hoofdstuk 3.4 genoemde centrifugatie-experimenten van Ruis (1972) en Pitt
(1975) vormt de studie van Czaninski en Catesson (1974} het enige gepubliceerde onderzoek
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dat uitgevoerd is naar de subcellulaire localisatie van PPO in aardappelknollen. in deze
laatstgenoemde studie werden aardappelcoupes geincubeerd met L-dihydroxyfenylalanine
(L-DOPA) waarna met behulp van elektronenmicroscopie de positie van het gevormde mela-
nine werd bepaald binnen de afzonderlijke celorganellen. Buiten de amyloplasten werd geen
PPO-activiteit waargenomen. Net als alle andere plastiden zijn amyloplasten omgeven door
twee membranen. De nauwe ruimte tussen deze membranen wordt de plastide-enveloppe
genoemd. Dit complete systeem van dubbelmembranen omsluit het stroma, waarin zetmeel
aanwezig is {omgeven door een enkele membraan) en een lammellair membraan systeem, dat
in het geval van chloroplasten met de term thylakofden wordt aangeduid. De ruimte binnen
dit lamellair membraansysteem is het zogenoemde lumen. Czaninski en Catesson (1974} stel-
den vast dat binnen de amyloplasten reactie-produkt van L-DOPA werd gevormd in de ruim-
ten die door hen met de termen “thylakoids" en "vesicles* werden aangeduid.

De resultaten van Czaninski en Catesson (1974) komen overeen met het grote aantal waar-
nemingen bij tal van piantesoorten dat PPO exclusief voorkomt in plastiden van uiteenlopend
type, zoals leucoplasten, chromoplasten, etioplasten, chloroplasten en amyloplasten. Voor
overzichten van deze subcellulaire localisatie-studies wordt verwezen naar Vaughn en Duke
{1984), Mayer (1987) en Sherman et al. (1991).

Lax et al. {1984) concludeerden dat het DNA coderend voor PPO in Nicotiana-soorten zich in
de celkern en niet in de plastiden bevindt. Uit de moleculair-biologische studies van Hunt et al.
{1993) bleek dat processing plaats vindt van precursor-PPO, waarbij een keten van ca. 8 kDa
wordt afgesplitst. De auteurs vermoedden dat deze korte eiwitketen fungeert als transit-
peptide bij het transport van PPO naar de plastide. Deze hypothese werd recentelijk onder-
steund door het werk van Sommer et al. (1994), die opname en transport van [3%S]methionine-
gelabeled precursor-PPO (verkregen door in vitro-transcriptie en -translatie van een gen uit
tomaat) in getsoleerde chloroplasten (van erwt, tomaat en mais) bestudeerden. PPO bleek in
twee stappen naar het thylakoidlumen getransporteerd te worden. Het 67 KD precursor-PPO
werd eerst naar het stroma overgebracht via een ATP-athankelijke stap, waarbij het eiwit met
behulp van een peptidase verkleind werd tot 62 kDa. Vervolgens kon dit PPO-intermediair via
een lichtafhankelijke stap naar de binnenzijde van de thylakoiden getransporteerd worden
waarbij via processing van de 62 kDa-keten het uiteindelijke PPO van 59 kDa ontstond. Dit
eindprodukt was niet gebonden aan de thylakoiden maar volledig opgelost in het lumen.

De verhouding die aanwezig is in de plant tussen de intermediaire vorm en de uiteindelijke
vorm van PPO bieek afhankelijk van plantesoort, bladleeftijd, groeicondities en lichtregime.

3.8. Correlatie van PPO-activiteit met
stootblauwgevoeligheid

De resultaten van de schaarse studies naar een mogelijke correlatie tussen PPO-activiteit en
stootblauwgevoeligheid zijn niet eenduidig. Vertregt (1968) vond geen samenhang tussen
mate van blauwgevoeligheid en PPO-activiteit. Weaver et al. (1970) namen een positieve
correlatie waar tussen blauwgevoeligheid en PPO-activiteit voor catechol. Wanneer p-cresol,
tyrosine of chlorogeenzuur als substraat werd gebruikt, kon echter geen correlatie worden
vastgesteld. Kennelijk was de substraatspecificiteit van het door hen bepaalde enzym niet
constant. Zij geven hiervoor geen verklaring. Clark et al. (1957) vergeleken twee rassen en
concludeerden dat het blauwgevoelige ras meer PPO-activiteit vertoonde. De resultaten van
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Figuur 3 Blauwgevoeligheid uitgezet tegen relatieve PPO-activiteit in de knol van verschillende

aardappelrassen geteeld op drie grondsoorten. Voor de blauwindex geldt:
1 = zeer geringe blauwgevoeligheid; 9 = zeer ernstige blauwgeveeligheid.
& = Bintje;0d = irmgard; ¢ = Maritta {Amberger en Schaller, 1975).

Amberger en Schaller (1975) laten echter zien dat rassen met relatief geringe PPO-activiteit
blauwgevoeliger kunnen zijn dan rassen die een ruime PPO-activiteit bezitten (Fig. 3), en dat
de PPO-activiteit in hoge mate afhankelijk is van het ras. De stootblauwgevoeligheid neemt
toe naarmate aardappelen langer bewaard worden, terwijl volgens Cheung en Henderson
{1972) de PPO-activiteit afneemt gedurende de bewaring. Ook dit suggereert dat de PPO-
activiteit niet bepalend is voor de mate van blauwgevoeligheid. :

Meer publikaties zijn verschenen over een mogelijke correlatie tussen PPO-activiteit en de
neiging tot "bruinverkleuring® in ruimere zin (bijvoorbeeld in aardappelpulp, op snijvlakken
van aardappelen of na schillen). Ook hier zijn de conclusies niet eensluidend (zie voor een
overzicht Matheis, 1977b).

Dat er geen duidelijke correlatie tussen blauwgevoeligheid en PPO-activiteit gevonden is, kan
uitgelegd worden als een aanwijzing dat PPQ geen limiterende factor is voor blauwvorming.

Het is bekend dat stress, zoals een virus-infectie en bestraling, invioed kan hebben op de
PPO-activiteit (Ogawa en Uritani, 1970; Cheung en Henderson, 1972; Pendharkar en Nair, 1974;
Mclauchlin, 1983). Onduidelijk is of dit cok voor een mechanische impact geldt. De resultaten
van Belknap et al. (1990) wijzen erop dat kneuzing van het weefsel zoals dit bij stootblauw-
vorming plaats vindt geen effect heeft op de PPO-activiteit in de knol. Cheung en Henderson
(1972) namen bij gekneusde knollen daarentegen wel een significante verhoging van de PPO-

activiteit waar.
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4. Potentiéle substraten voor
stootblauwvorming
4.1. Fenolische verbindingen

De substraatspecificiteit van PPO uit aardappelknollen is uitvoerig bestudeerd door Baruah en
Swain {1959), die 40 potentiéle substraten testten, waaronder flavonoiden en coumarines.

De verhouding tussen specifieke PPO-activiteiten voor een kleiner aantal substraten is bekeken
door Alberghina (1964), Abukharma en Woolhouse (1966), Patil en Zucker (1965), Pendharkar
en Nair (1974), en Matheis en Belitz (1975, 1977b). Een overzicht van K -waarden bepaald
voor chlorogeenzuur, L-dihydroxyfenylalanine en L-tyrosine wordt gegeven door Matheis
(1987a). Uit deze studies blijkt dat PPO uit aardappelknolien in staat is een groot aantal
monofenolen en o-dihydroxyfenolen te oxideren, waartoe behalve fenylpropanen ook
flavonoid-aglyconen en coumarines behoren. Ortho-gesubstitueerde monofenolen (feruline-
zuur; vanillinezuur; o-cresol; guaiacol) en m-dihydroxyfenolen (1,3-dihydroxybenzeen;
1,3,5-trihydroxybenzeen) worden daarentegen niet geaccepteerd door het enzym (Baruah en
Swain,1959; Macrae en Duggleby, 1968).

0
uo-@in:cu—g—on o@trzca—c -0OH C’Q‘ I ’5_ (i::‘-c— o

COUMaarzuur L ing
s koffieziur chiorogeanzuur tyros

Figuur 4 Mogelijke substraten voor stootblauwvorming

Wanneer uit het grote aantal PPO-substraten uitsluitend die verbindingen worden geselec-
teerd waarvan de aanwezigheid in de aardappelknol is aangetoond, blijft slechts een kleine
groep over die relevant is voor stootblauwvorming. Deze groep bestaat uit het aminozuur
tyrosine en de fenylpropaan-verbindingen p-coumaarzuur, koffiezuur en chlorogeenzuur?
(Fig. 4). Hierbij dient opgemerkt te worden dat de beschikbare gegevens over p-coumaarzuur
tegenstrijdig zijn; alleen Patil en Zucker (1965) vonden (geringe) katalytische activiteit van

PPO voor p-coumaarzuur, terwijl Baruah en Swain (1959} in het geheel geen activiteit voor dit
substraat waarnamen. Bovendien is p-coumaarzuur door anderen als remmer van PPO aange-
merkt (zie hoofdstuk 3.5). De in aardappelen aangetroffen coumarines (scopoline, scopoletine,
aesculine; Harborne, 1960a, 1960b, 1962; Baruah en Swain, 1959; Matheis en Belitz, 1977b) zijn
niet relevant omdat ze door PPO niet als substraat geaccepteerd worden (Baruah en Swain,
1959; Matheis en Belitz, 1977b). In de knollen zijn geen significante hoeveelheden flavonoi-
den gedetecteerd, op enkele anthocyanen na; ook deze kunnen hier buiten beschouwing ge-
laten worden, omdat ze uitsluitend in de schil voorkomen (Harborne, 1960a, 1960b, 1962).
Tabel 1 geeft een overzicht van tyrosine-, p-coumaarzuur-, koffiezuur- en chlorogeenzuur-

! Naast chlorogeenzuur (3-caffeoylquinic acid) 2ijn in de aardappel ook nog geringe hoeveelheden van
de chiorogeenzuur-isomeren 4-caffeoylquinic acid (crypto-chlorogeenzuur) en 5-caffeoylquinic acid
{neo-chlorogeenzuur), en verwaarloosbare hoeveelheden “isochlorogeenzuren® (3,4-dicaffeoylquinic
acid; 3,5-dicaffeoylquinic acid; 4,5-dicaffeoylquinic acid) aangetroffen (Brand! en Herrmann, 1984). Het is
niet bekend of deze verbindingen door PPQ als substraat geaccepteerd worden. Desondanks worden ze
hier toch als PPO-substraat beschouwd en zonder onderscheid onder de noemer "chlorogeenzuur®
besproken.
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gehaltes in aardappelknollen zoals vermeld in de literatuur. Uitgaande van deze gegevens kan
berekend worden dat de gehaltes p-coumaarzuur en koffiezuur in de orde liggen van ca. 5-90
umol per kg versgewicht. Dat is verwaarloosbaar ten opzichte van de in tabel 1 vermelde hoe-
veelheden tyrosine en chlorogeenzuur, die beide liggen in de orde van ca. 100-1200 umol per
kg versgewicht {(met uitschieters tot ca. 5000 umol per kg versgewicht; Malmberg en Theander,
1984; Mulder, 1949; Vertregt, 1968).

Het is mogelijk dat de stootbeschadiging de biosynthese van bovengenoemde verbindingen
activeert zodat de concentraties drastisch gewijzigd worden. Figuur 5 geeft de biosynthese van
de relevante verbindingen schematisch weer. Zoals in de meeste planten wordt de aanmaak
van fenylpropaanverbindingen in Sofanum tuberosum gestimuleerd door weefselverwonding
en aanval van pathogenen (Hahlbrock en Scheel, 1989). Over eventuele activering van deze
route in het specifieke geval van stoten is niet veel bekend. Reeve (1967) vond met zijn histo-
logische studies aanwijzingen dat chlorogeenzuur accumuleerde op de plekken waar stoot-
blauwvorming was waar te nemen.

Tabel 1 Gepubliceerde gehaltes van tyrosine, p-coumaarzuur, koffiezuur en chlorogeenzuur in de
aardappelknol. DW: drooggewicht; FW: vers gewicht.

Verbinding Gehalte in de knol Referentie
L-yrosine 1083 - 2431 umol perisap Matheis en Belitz, 1977%
500 - 3600 ug perg DW Mulder, 1949
152 - 303 pug perg DW Dean et al., 1992
79 - 750uqg pergDW Dean et al,, 1993
61 - 374ugpergDW Dean et al., 1994
848 pg per g DW Baumgartner et af., 1983
02 - 1,8mmolperlsap Vertregt, 1968
10 - 180 pgpergFW Mapson et al., 1962
08 - 44pmol pergDwWd Corsini et al., 1993
30 - 260pgpergFwW Mondy en Munshi, 1993b
92 - 168ugpergPW Sweeney, 1969
p-Coumaarzuur *traces" P Sosulski et al,, 1982

0,05-0,43 prmol per g bW 9

Malmberg en Theander, 1984

Koffiezuur

*traces* 9

29-93 umol per | sap
1-3 ppm

12-82 ug per g DW

Sosulski et al., 1982
Matheis en Belitz, 1977b
Brand| en Herrmann, 1984
Dean et al,, 1993

Chlorogeenzuur

246 - 602 umol per | sap

90 - 190 pg perg Fw

490 - 1690 ug per g DW

30 - 100 ppm

B0 - 180 ugpergFwW
60 ug per g FW

4,7 - 20pmol perg DW
312 - 1036 ug per gDW
0,14 - 1,32 umol perg FW

Matheis en Belitz, 1977b

Dao en Friedman, 1992
Wynne Griffiths et al., 1992
Brand! en Herrmann, 1984
Mapson et al,, 1963
Baumgartner, 1983
Malmberg en Theander, 1984
Dean et al., 1993

Amberger en Schaller, 1975

3) bepaald in het knolweefsel van schil tot 10 mm diepte

b} alleen in veresterde vorm aanwezig, bepaald in gehydrolyseerd extract van geschilde aardappel

¢ alleen in veresterde vorm aanwezig, bepaald in gehydrolyseerd extract
d) bepaald in geschilde aardappel
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Figuur S Schematische weergave van de biosynthese van fenylpropaanverbindingen.
CM = chorismaatmutase (EC 5.4.99.3);
PAL = L-fenylalanine ammonialyase {EC 4.3.1.5);
TAL = L-tyrosine ammonialyase.

Belknap et al. (1990), Belknap en Rickey (1990), en Rickey en Belknap (1991} bestudeerden de
relatie tussen blauwvorming en activiteit van enzymen in de biosynthese van fenylpropanen.
Zij volgden tijdens de ontwikkeling van stootblauw de activiteiten van chorismaat mutase
(CM, Figuur 5), tyrosine ammonium-lyase (TAL, Fig. 5) en 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate
7-phosphate synthase {enzym in de biosynthese-route van shikimaat). Deze bleken nagenoeg
constant te blijven. Wel werd na stoten een verhoogde gen-expressie van fenylalanine
ammonia lyase (PAL, Figuur 5) waargenomen en reacties die algemeen zijn bij stress, zoals een
toename van ubiquitine en HSP70, en een afname van het transcriptie-niveau voor patatine. In
een recente karakteriseringsstudie van genotypen met uiteenlopende blauwgevoeligheid
werd geconcludeerd dat chorismaatmutase-activiteit (CM, Figuur 5) niet gecorreleerd is met
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blauwgevoeligheid (Sabba en Dean, 1994). Dit sluit echter niet uit dat blauwgevoeligheid
samenhangt met een verhoogde biosynthese van fenylpropaanverbindingen; de in de knol
aanwezige hoeveelheden CM, TAL en 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate-synthase
zijn hiervoor immers niet noodzakelijk limiterend.

Tenslotte moet hier nog de theoretische mogelijkheid genoemd worden dat de stootbeschadi-
ging de biosynthese initiéert van verbindingen die in onbeschadigde knollen niet voorkomen
en die ook als substraat kunnen dienen voor stootblauwvorming. De literatuurgegevens
bieden hiervoor echter geen enkele aanwijzing.

4.2 Localisatie van de fenolische substraten

In tegenstelling tot tyrosine, dat meer gelijkmatig over de knol verdeeld is, vertoont chloro-
geenzuur een negatieve concentratiegradiént vanaf de schil naar de kern (Reeve et al., 1969;
Brandl en Herrmann, 1984; Jonasson en Olsson, 1994); de schil bevat zelfs 50 % van het totaal
van koffiezuurverbindingen (chlorogeenzuur + koffiezuur; Brandl en Herrmann, 1984). De
tyrosine- en chlorogeenzuurgehaltes van het naveleinde zijn hoger dan die van het apicale
einde (Mulder, 1949; Reeve et al., 1969; Sweeney, 1969; Corsini et al., 1992).

Over de subcellulaire compartimentalisatie van de fenolische PPO-substraten bestaat geen
duidelijkheid. Wel is aangetoond dat tenminste een deel van de biosynthese van deze verbin-
dingen plaats vindt in plastiden (Jensen, 1986; zie voor een overzicht van de shikimaat-route:
Bently,1990). Algemeen wordt verondersteld dat de meeste fenolische verbindingen opge-
slagen worden in de vacuole (Vaughn en Duke, 1984), maar of dat voor aardappelen ook het
geval is, is niet bekend.

Het aminozuur tyresine is een bouwsteen voor eiwit, hetgeen betekent dat tyrosine in alle
compartimenten voorkomt waar eiwitsynthese plaatsvindt. Dit zijn niet alieen het cytosol en
de mitochondriale matrix, maar cok het stroma binnen plastiden.

4.3. Correlatie van substraatconcentratie en

stootblauwgevoeligheid

De in hoofdstuk 4.1 besproken gegevens duiden erop dat chlorogeenzuur en tyrosine de
belangrijkste fenolische substraten zijn voor blauwvorming. Er zijn dan ook verscheidene
studies uitgevoerd waarin getracht werd een correlatie vast te stellen tussen de gehaltes van
tyrosine en chlorogeenzuur enerzijds en de stootblauwgevoeligheid van de kno! anderzijds.
Tabel 2 geeft hiervan een overzicht. Over het algemeen wijzen de resultaten erop dat het
chlorogeenzuurgehalte geen invloed heeft op de blauwgevoeligheid van de knol. Voor het
tyrosinegehalte werd daarentegen in de meeste gevallen wel een positieve correlatie met de
blauwgevoeligheid vastgesteld. Figuur 6 toont het verband tussen blauwindex en tyrosine-
gehalte welke door Corsini et al. (1992) werd bepaald. Uit enkele van de in tabel 2 genoemde
studies (Dean et a/., 1993; Corsini et al.,, 1992; Mondy en Munshi, 1993b) en uit andere studies
is gebleken dat een verhoogd tyrosinegehalte tevens samenvalt met een verhoogde gevoelig-
heid voor de zogenoemde enzymatische bruining {Mapson et al., 1963; Sweeney, 1969;
Umaerus en Olssen, 1974; Stark et al., 1985; Sabba en Dean, 1994). Alleen Matheis en Belitz
(1977¢) vonden geen correlatie tussen tyrosinegehalte en enzymatische bruining.
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Tabel 2 Correlatie tussen chlorogeenzuurgehalte en stootblauwgevoeligheid, en tyrosinegehalte
en stootblauwgevoeligheid, zoals vermeld in aangegeven literatuur. In alle gevallen werd
de blauwgevoeligheid bepaald door beoordeling van blauwkleuring van knollen die
gekneusd waren met een mechanische klap, toegebracht met een vallend gewicht {[1], [2],
(31, [51}, in een schudtrommel {[6]}), door 5 minuten schudden in een glazen fles {[4]), of op
niet nader aangeduide wijze ([7]). Positieve correlatie is aangegeven met +, negatieve
correlatie met -, en geen correlatie met O.

Fenolische verbinding Correlatie Referenties
Chlorogeenzuur + [1]
) [2). 131
Tyrosine + (4], [6], [5], [6]
o {11, {4), 7]

{1] Baumgartner et al,, 1983;
[2] Dean et al.,, 1993;

[3] Amberger en Schaller, 1975;
[4] Mulder, 1949;

[5] Corsini et al., 1992;

[6] Mondy en Munshi, 1993b;
[7] Vertregt, N., 1968,

Het tyrosinegehalte in de knol vertoont een sterke toename tijdens de groei en neemt licht
toe gedurende de bewaring {(Corsini et a/,, 1992; Mondy en Munshi, 1993b). Mapson et al.
(1963) concludeerden dat vooral genetische en klimatologische factoren het tyrosinegehalte
bepalen.

Hierboven is steeds gesproken over tyrosine als zogenoemd "vrij® molecuul, terwijl het
tyrosine dat in eiwit is ingebouwd buiten beschouwing werd gelaten. Er lijkt echter ook een
relatie te bestaan tussen blauwgevoeligheid en het gehalte eiwitgebonden tyrosine. Mulder
(1949) deed de waarneming dat het gehalte “vrij* tyrosine significant afnam bij een verhoog-
de kaliumgift, maar dat desondanks het gehalte eiwitgebonden N niet afnam. Stark et al.
{1985) en Corsinini et al. (1992) vergeleken klonen met uiteenlopende blauwgevoeligheid en
vonden dat de klonen met geringe blauwgevoeligheid een relatief hoog eiwitgehalte en
relatief laag "vrij" tyrosinegehalte vertoonden. Deze resultaten suggereren dat een verhoog-
de eiwitsynthese een afname van de hoeveelheid "vrij" tyrosine tot gevolg heeft, en dat
alleen "vrij® tyrosine deelneemt aan de vorming van stootblauw, zodat een voldoende ver-
hoging van de eiwitsynthese per saldo tot een vermindering van de blauwgevoeligheid leidt.
Het werk van Dean et al. {1992) lijkt deze hypothese ten dele te ondersteunen. Zij stelden vast
dat een blauwgevoelige variéteit slechts 10 % van het totaal gesynthetiseerde tyrosine in eiwit
had ingebouwd, terwijl dit voor een resistente variéteit 30 % was; tevens bleek echter de bio-
synthese van tyrosine bij de blauwgevoelige variéteit 55 % hoger te zijn. Overigens is aange-
toond dat PPO uit champignons wel in staat is de oxidatie van tyrosine in eiwit te katalyseren
(Yasunobu et af., 1959; Ito et al., 1984).
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Figuur 6 Relatie tussen blauwindex van 12 aardappelklonen en gehalte ‘vrij' tyrosing in de knollen,
Voor de blauwindex geldt: 0 = zeer geringe blauwgevoeligheid, 5 = zeer ernstige blauw-
gevoeligheid; blauwindex = 0,85 + 0,41 (umol/g tyrosine); r = 0,90, p = 0,001.

Uit: Corsini et al,, 1992.

Sabba en Dean (1994) bepaaiden met synthetische substraten protease-activiteit in diverse
genotypen en vonden een positieve correfatie tussen blauwgevoeligheid en protease-activiteit.
Omdat daarbij geen correlatie tussen blauwgevoeligheid en chorismaatmutase-activiteit

(zie hoofdstuk 4.1, Fig. 5) werd waargenomen, suggereren de auteurs dat het gehalte vrij
tyrosine niet zozeer door de tyrosine-biosynthese wordt gereguleerd, als wel door de activiteit
van proteases.

4.4. Zuurstof

Bij de door PPO gekatalyseerde oxidatie van het fenolisch substraat treedt moleculaire zuurstof
(O,) op als waterstof-acceptor. Zonder O, kan de reactie niet verlopen en ontwikkelt zich geen
stootblauw, zoals veelvuldig is aangetoond is (zie 0.a. Mulder, 1955; Dwelle en Stallknecht,
1976). PPO vertoont een relatief lage affiniteit voor O, (Maier en Harel, 1979; Matheis, 1987a),
zodat voor een maximale reactie-snelheid relatief hoge O,-concentraties nodig zijn.

Mulder (1955) concludeerde dat de hoeveelheid O, in de knol beperkend is voor de snelheid
waarmee de blauwe plekken zich ontwikkelen. Deze conclusie werd ondersteund door de be-
vindingen van Duncan (1973); de tijd benodigd voor maximale blauwkleuring was 2 uur met
100 % O, onder een druk van 1,4 kg/cm?2, 8-12 uur met fucht onder dezelfde druk, en 3 dagen
met lucht onder een druk van 1 atmosfeer. Dwelle en Stallknecht (1976) vonden dat de incu-
batie-temperatuur van de knollen na stoten eveneens een grote invioed heeft op de snelheid
van blauwvorming; bij 40 °C ontwikkelden de knollen maximale blauwkleuring binnen 6 uur,
Zij stelden echter tevens vast dat bij deze incubatie-temperatuur de toepassing van lucht of O,
onder druk geen significant effect meer heeft op de verkleuringssnelheid.

Deze gegevens wijzen erop dat de beschikbaarheid van zuurstof slechts bepalend is voor de
snelheid van blauwverkleuring en geen invioed heeft op de mate van blauw worden.

Moleculair zuurstof is een klein en relatief apolair molecuul dat daarom gemakkelijk mem-
branen kan passeren. Binnen de aardappel en binnen de individuele cellen van de aardappel
zijn geen anaérobe ruimtes bekend. Het is daarom te betwijfelen of O, strikt gecompartimen-
taliseerd is.
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5. De chemische structuur van het
stootblauwe pigment en van de
intermediairen in de blauwsynthese

De chemische structuur van het donkere pigment dat uiteindelijk bij stootblauw ontstaat, is
nooit opgehelderd. Algemeen wordt aangenomen dat het “blauw" melanine is. Alleen Van
Middelem et al. {1953) geven voor deze aanname enige experimentele onderbouwing; 2ij
namen absorptiespectra op van stootblauwe pigmenten in natronloog en vonden dat die
overeenkwamen met de spectra van melanine dat kunstmatig bereid was uit aardappelsap en
tyrosine.

De term “melanine® bezit geen chemische betekenis, maar is slechts de verzamelnaam voor
zwarte pigmenten van biologische corsprong {ueAog = zwart), hoewel sommige melanines
bruin zijn, of geel. Veelal worden melanines omschreven als pigmenten met een hoog mole-
cuulgewicht die ontstaan door enzymatische oxidatie van fenolen. Een welomschreven, alge-
meen gehanteerde definitie bestaat echter niet. Voor gedetailleerde overzichten gewijd aan
melanines wordt hier verwezen naar Nicofaus {1968) en Swan {1974).

Melanines worden doorgaans onderverdeeld in drie groepen. De eumnelanines bevatten stik-
stof en worden gevormd uit tyrosine en daaraan nauw verwante verbindingen als dihydroxy-
fenylalanine, tyramine en dopamine. Ze zijn meestal zwart. De feomelanines 2ijn daarentegen
roodbruin en bevatten stikstof en zwavel; ze worden gevormd uit een combinatie van tyrosine
en cysteine. Eumelanines en feomelanines komen voorai voor in dierlijke organismen als
pigmenten in bijvoorbeeld haar, veren, sproeten, en melanoma. Als derde groep worden de
allomelanines onderscheiden, die meestal zwart zijn en voornamelijk in het plantenrijk wor-
den aangetroffen. Ze bevatten geen stikstof en worden gevormd uit de oxidatie van difenolen
zoals catechol. Tyrosine is dus geen bouwsteen voor allomelanines.

Het meeste onderzoek dat tot op heden uitgevoerd is naar melanine heeft betrekking op
eumelanine uit dierlijk weefsel. Swan (1974) beschrijft deze groep als polymeren van onregel-
matige structuur die vaak geconjugeerd zijn met een eiwitmolecuul. Ze zijn onoplosbaar in
nagenceg alle oplosmiddelen; sommige eumelanines lossen alleen op in loog. Ze bezitten
geen duidelijk omschreven fysische karakteristieken en zijn zeer moeilijk te zuiveren. De grote,
complexe verbindingen zijn niet onder milde chemische condities in kleinere eenheden af te
breken, hetgeen de structuuropheldering extra bemoeilijkt. in het melanine-onderzoek is het
lonender gebleken te zoeken naar de identiteit van de substraten en intermediairen van de
biosynthese, dan naar de chemische structuur van het melanine ze!f.

Zoals in hoofdstuk 2 is aangegeven, leidt de eerste stap van de stootblauw(bio)synthese
(gekatalyseerd door PPO) tot de vorming van o-chinonen. Hoewel de daarop volgende reacties
in het proces van blauwvorming niet opgehelderd zijn, bestaat er wel een ruime kennis over
de reacties die deze o-chinonen kunnen aangaan {een uitgebreide bespreking van de chemie
van o-chinonen in biologische systemen is te vinden in het overzichtsartikel van Peter, 1989;
zie ook: Matheis en Whitaker, 1984).
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Figuur 7 Conjugatie van een nucleofie! {Nu) met een o-chinon, via nucleofiele additie

o-Chinonen kunnen gemakkelijk een nucleofiele additie ondergaan zoals aangegeven in
figuur 7. Hierbij ontstaat dan het gesubstitueerde difenol dat bij aanwezigheid van voldoende
hoeveelheden oxidator (bijvoorbeeld de door PPO gevormde o-chinonen zelf) opnieuw geoxi-
deerd kan worden tot het gesubstitueerde o-chinon. Deze kan dan een tweede nucleofiele
additie ondergaan. Op deze wijze kunnen grote netwerken gevormd worden, In biologische
systemen verlopen deze reacties vaak spontaan, zonder tussenkomst van enige enzymactivi-
teit. Theoretisch kunnen een groot aantal functionele groepen als nucleofiel optreden, zoals
thiolen, thioethers, primaire en secundaire amines, en hydroxylgroepen. Deze groepen zijn
vooral aanwezig op aminozuren en eiwitten; nucleinezuren bevatten aromatische amines,
terwijl {poly)sachariden slechts hydroxylgroepen in kunnen brengen.

In de praktijk blijkt dat in het waterige milieu van de cel de SH-groepen van cysteine vaak de
meest reactieve nucleofielen zijn. Ock de amino-groepen van lysine en histidine worden soms
aangemerkt als belangrijke nucleofielen. Nucleofiele additie van de hydroxylgroep van serine,
hydroxyproline en threonine op chinonen zijn niet bekend (Peter, 1989). De reacties van de o-
chinonen van koffiezuur en chlorogeenzuur met aminozuren en eiwitten zijn uitgebreid
bestudeerd door Pierpoint (1965, 1966, 1969a, 1969b). Aangetoond is dat bij de bruinver-
kleuring van tabak chlorogeenzuur gekoppeld wordt met eiwit; hierbij werd geconcludeerd
dat binding plaats vindt op lysine-eenheden binnen het eiwit (Anderson et al.,, 1970; Laird et
al., 1979; Eagles et al., 1980). Hetzelfde is waargenomen in zaden van zonnebloemen {Davies
et al.,, 1978). Pierpoint et al. (1977) incubeerden potato virus X met chlorogeenzuur en PPO uit
tabak, waarbij het virus-eiwit gemodificeerd werd door conjugatie met chlorogeenzuur, ver-
moedelijk via lysine-eenheden. Davies en Laird (1976) vonden dat de fractie “chemisch vrij"
lysine afneemt tijdens de bruinverkleuring van fijngemalen aardappelen. Wel namen ze een
significante afname van tyrosine, chlorogeenzuur en een afname van cysteine waar in hydroly-
saat van het aanwezige eiwit.

De bovengenoemde gegevens wijzen op de mogelijkheid dat stootblauw ontstaat via cova-
lente binding van peptides en enkele aminozuren met de o-chinonen van fenolen als tyrosine,
koffiezuur en chlorogeenzuur. Het produkt is dan een heterogene groep van complexe poly-
meerverbindingen.
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6. Slotsom

De vele publikaties die zijn verschenen over stootblauw bij aardappelen tonen het bestaan van
een redelijk algemeen aanvaarde hypothese over de wijze waarop stootblauw tot stand komt.
Uit het hierboven gegeven literatuuroverzicht blijkt dat over afzonderlijke (bio)chemische
elementen uit dit model, zoals bijvoorbeeld PPO, de biosynthese van de vermoedelijke sub-
straten en reacties van chinonen in biologische systemen, een ruime hoeveelheid informatie
bestaat. in het navolgende zal worden nagegaan in hoeverre de literatuurgegevens antwoord
geven op de in de inleiding aan de orde gestelde vragen, zodat de balans opgemaakt kan
worden over nog uit te voeren onderzoek.

Er zijn geen studies bekend naar identiteit en chemische structuur van het stootblauwe pig-
ment. Men neemt aan dat het om melanine gaat. De eerste stap in de vorming van melanine
wordt gekatalyseerd door het enzym polyfenoloxydase (PPO). Afgezien van zuurstof zijn de
belangrijkste in de aardappelknol aanwezige substraten voor PPO tyrosine, chlorogeenzuur en
koffiezuur (hoofdstuk 4.1). De in hoofdstuk 5 gepresenteerde gegevens maken duidelijk dat in
geval van oxidatie van de endogene PPO-substraten het stootblauwe melanine zeer wel een
mengsel kan zijn van polymeerverbindingen, opgebouwd uit peptideketens, enkele amino-
zuren en fenolische verbindingen. Om hierover uitsluitsel te verkrijgen is het van belang het
blauw te isoleren en te karakteriseren; dit immers kan leiden tot zowel identificatie van de
substraten ais tot een beter inzicht in het uiteindelijke verloop van het chemische proces van
blauwvorming.

Het staat vast dat de vorming van stootblauw via één of meer oxidatie-reacties verloopt met
moleculaire zuurstof als essentieel substraat. Zoals aangegeven in hoofdstuk 3.1 is het enzym
dat hierbij optreedt waarschijnlijk PPO, welke in ruime mate in aardappelen voorkomt. in
theorie zijn voor de vorming van melanine geen andere enzymen dan PPO nodig, omdat de
produkten van de door PPO gekatalyseerde reactie spontaan verder kunnen reageren tot
donkere verbindingen (hoofdstuk 5). De literatuur noemt dan ook PPO als enige enzym dat
direct betrokken is bij de vorming van de blauwe pigmenten.

De PPO-activiteit kan gereguleerd worden door endogene remmers als kaneelzuur en kaneel-
zuurderivaten. Het is onduidelijk welke rol deze remmers feitelijk spelen bij stootblauw. Dit
geldt ook voor ascorbinezuur. Enerzijds wordt de lag-fase van de cresolase-activiteit van PPO
door ascorbinezuur bekort, anderzijds is ascorbinezuur reductor voor de gevormde chinonen,
waardoor ascorbinezuur het verkleuringsproces kan vertragen. PPO kan in bovengrondse
plantedelen véarkomen in een latente vorm die op uiteenlopende wijze, zoals door proteases,
geactiveerd kan worden (hoofdstuk 3.5). Het is niet goed onderzocht of een dergelijke
regulatie van PPO-activiteit in het proces van stootblauwvorming een rol speelt. Hiervoor is
meer kennis over PPO uit de aardappelknol nodig.

Het voor blauwvorming benodigde enzym (PPO) en de vermoedelijke substraten zijn aanwezig
in zowel gestoten als ongestoten weefsel. Cruciaal is de vraag op welke wijze het
(bio)chemisch proces van blauwsynthese gestart wordt, of anders gesteld: wat weerhoudt een
ongestoten knol ervan om stootblauw te vormen? Algemeen gaat men er van uit dat substraat
en enzym subcellulair gecompartimentaliseerd zijn en dat de stoot tot decompartimentalisatie
leidt. Vele studies wijzen erop dat PPO gelocaliseerd is in het lumen van plastiden. Voor
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chloroplasten is aangetoond dat precursor PPO naar het lumen van plastiden wordt overge-
bracht en tijdens het transport over de membranen omgezet wordt tot actief, rijp PPO (hoofd-
stuk 3.6). Omdat potentieel substraat voor PPO waarschijnlijk in het stroma voorkomt, vormt
in ongestoten knollen vermoedelijk de lammellaire membraan binnen de plastiden de fysieke
barriére voor blauwvorming. De studies naar localisatie en transport van PPO hebben voor-
namelijk betrekking op chloroplasten. De gegevens over de subcellulaire localisatie van PPO in
aardappelknollen zijn echter schaars en niet eensluidend (hoofdstuk 3.6). Het is dan ook van
belang hier nader naar te kijken.

De literatuur biedt geen informatie over de relatie tussen blauwgevoeligeheid van knollen en
de activiteit van enzymen die de afbraak van membranen versnellen. Omdat het proces van
decompartimentalisatie in belangrijke mate van deze enzymen afhankelijk kan zijn, verdient
het aanbeveling hier onderzoek naar te verrichten.

Als reactie op de mechanische impact zouden de concentraties van de potentiéle stootblauw-
substraten een helangrijke verandering kunnen ondergaan. De expressie van enzymen uit de
biosynthese van fenylpropaanverbindingen lijkt echter niet verhoogd te worden {zie hoofd-
stuk 4.1), hetgeen suggereert dat voor de synthese van stootblauw geput wordt uit de sub-
straatpool die reeds voor de stoot aanwezig was. Omdat het niet zeker is of de onderzochte
enzymen limiterend zijn voor de substraatbiosynthese is het zinvol om het verloop te onder-
zoeken van de substraatconcentraties zelf, na stoten en bij afwezigheid van zuurstof, Het-
zelfde zou gedaan moeten worden voor de activiteit van PPO, zodat duidelijkheid verkregen
wordt over activering of eventuele de novo synthese van dit enzym na toedienen van de stoot.

Zoals in hoofdstuk 4.3 is aangegeven, bestaan er belangrijke aanwijzingen dat de beschikbaar-
heid van het aminozuur tyrosine in vrije, ongebonden vorm een limiterende factor kan zijn
voor de vorming van stootblauw. De regulatie van de verhouding eiwitgebonden tyrosine en
vrij tyrosine zou daarom van belang kunnen zijn voor de blauwgevoeligheid van aardappelen.
Omdat dit wellicht een direct aanknopingspunt kan bieden voor een oplossing van het stoot-
blauwprobleem is het gewenst ook hier verder onderzoek naar te doen.,

Veelal wordt verondersteld dat kalium- en drogestofgehalte van de knol van belang zijn voor
de mechanische verwerking van de stoot. Het is echter niet uvitgesloten dat beide factoren
indirect via het celmetabolisme de beschikbaarheid van de bij stootblauw betrokken enzymen
en substraten beinvioeden. Voor een beter inzicht in de rol van kalium- en drogestofgehalte is
een nauwkeuriger beschrijving van het mechanisme van stootblauwvorming nodig. Ophelde-
ring van de hier besproken onduidelijkheden over de (bio)chemische factoren die bij stoot-
blauw een rol spelen, is hiervoor een eerste vereiste.
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Bijlage 1:
Methoden voor de bepaling van de
stootblauwgevoeligheid van
aardappelen

De methoden voor de bepaling van stootblauwgevoeligheid van aardappelen bestaan uit een
procedure voor het toedienen van de beschadiging van de knollen en een procedure voor de
beoordeling van de ontstane blauwverkleuring. In de literatuur worden voor beide onder-
delen van de blauwgevoeligheidsbepaling uiteeniopende methoden met vaak daartoe spe-
ciaal ontwikkelde apparatuur genoemd.

Voor het toebrengen van de mechanische impact kunnen de knollen op een min of meer
gestandaardiseerde wijze geschud worden. Oortwijn Botjes en Verhoeven (1927) gebruikten
een methode waarbij de knollen vanuit een poterbak werden opgegooid en opgevangen.
Mulder (1949) schudde knollen 5 minuten in een glazen fles. Ophuis et af. (1958) leidden de
knollen door een valkoker. Anderen gebruikten roterende trommels (Aeppli et al., 1981;
Mondy en Munshi, 1993b). Op het IBVL te Wageningen (Meijers en Kleijburg, 1973} is een
schudapparaat ontwikkeld waarbij het verblijf van de knollen op een sorteermachine wordt
nagebootst, en waarin grotere aantallen {30-60 stuks) tegelijk behandeld kunnen worden.
Belangrijke nadelen van deze schudmethoden zijn dat de grootte van de toegediende impuls
afhankelijk is van de massa van de knol en dat de stoten op willekeurige plaatsen van de knol
aankomen. Voor een betrouwbare bepaling moeten dan ook relatief grote aantalien knollen
gebruikt worden (zie de evaluatie van Meijers en Kleijburg, 1973). De methoden waarhij de
stoot wordt toegebracht aan een stil liggende knol bezitten deze nadelen niet. De Bruyn
(192%) en Maas (1964} ontwierpen simpele instrumentjes waarmee een gewichtje in een val-
buis op de knol losgelaten kan worden. Met de zogenaamde pendules, waarbij een hamertje
van een instelbare hoogte wordt losgelaten en tegen een gefixeerde knol slingert, kan aan de
hand van de terugslag van het hamertje de toegediende energie nauwkeurig worden vast-
gesteld {Gall et al., 1967; Hughes et a/., 1975; Skrobacki et a/., 1989; Gall en Zachow, 1992).
Ook is er apparatuur ontwikkeld waarmee individuele knollen gecontroleerd aangeslagen
kunnen worden met een hamerkop dat door een motor wordt aangedreven (Skrobacki et al,,
1989; Love et al., 1994).

De toegepaste tijdsperiode tussen het toedienen van de beschadiging en het moment waarop
de ontstane verkleuring beoordeeld wordt, varieert van een etmaal tot ongeveer een week.
De incubatietemperatuur gedurende deze periode ligt meestal tussen 12 en 20 °C.

De mate van blauwverkleuring wordt visueel becordeeld na schillen van de knollen, hetzij
door te kijken naar het percentage van het oppervlak van de geschilde knol dat verkleurd is
(zie bijvoorbeeld Meijers en Kleijburg, 1973}, hetzij door te kijken naar de opperviakte-grootte
en kleur-intensiteit van de blauwe plekken (zie bijvoorbeeld Baumgartner et al., 1983). De
individuele knollen kunnen op deze wijze in klassen ingedeeld worden, aan de hand waarvan
middels een arbitrair gedefinieerde rekenformule voor de totale partij een zogenaamde
blauw-index berekend kan worden (zie voor voorbeelden: Meijers en Kleijburg, 1973; Aeppli
et al,, 1981; Baumgartner et al., 1983). Wanneer de beschadiging nauwkeurig is toegediend op
een vastgelegde positie van het knol-opperviak, wordt als maat voor de blauwgevoeligheid
ook wel de diepte van de verkleuring genomen (zie bijvoorbeeld Gall en Zachow, 1992).

In Nederland wordt bij de kwaliteitsbeoordeling van consumptie-aardappelen ten behoeve
van de handel voor de vaststelling van de stootblauwgevoeligheid een uniforme test gehan-
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teerd die gebaseerd is op de schudmethode die ontwikkeld is op het IBVL {beschreven door
Meijers en Kleijburg, 1973). Met deze test wordt de blauwgevoeligheid uitgedrukt in een
blauwindex die als volgt wordt bepaald. Per maximaal 50 ton aardappelen wordt in tweevoud
een monster van 50 knollen (maat 50/60 mm) onder standaardcondities geschud in een schud-
apparaat. Na een bewaarperiode van minimaal 48 uur bij ten minste 12 °C wordt één van de
twee monsters geschild, visueel beoordeeld op blauw en onderverdeeld in 4 klassen: klasse
Geen blauw (0 % verkleurd opperviak), klasse Licht blauw (L; 0-2 % verkleurd opperviak),
kiasse Matig blauw (M; 2-10 % verkleurd opperviak) en klasse Zwaar blauw (Z; >10 %
verkleurd opperviak). Vervolgens wordt het aantal knollen behorende tot L, M en Z berekend
als percentage van het totale monster (%L, %M en %Z respectievelijk). De blauwindex volgt
dan uit de formule: blauwindex = {%L + 2x %M +3X %Z2)/6. Het tweede monster wordt
uitsluitend beoordeeld in geval van onenigheid over de kwaliteitsindeling (van Loon et a/,,
1993; Meijers en Kleijburg, 1973).
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