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INTRODUCCION

E1 chirimoyo es un fruto climatérico, procedente
del arbol de igual nombre, de gran importancia econdmica para
el litoral granadino. En 1985 los ingresos totales estimados
por .la venta de dicho fruto ascendieron a dos mil millones
de pesetas. Existen, sin embargo, serias limitaciones que impi-
den la obtencion de una mayor cosecha y la comercializacion
del chirimoyo en areas lejanas a los mercados de produccion.
La fructificacion de las actuales variedades del fruto aclima-
tadas en la costa granadina sbélo tiene lugar en condiciones
microclimaticas bien definidas. Asimismo, el periodo de reco-
leccion que es estacional, apenas dura 5 meses, desde Octubre
a Febrero. Por otra parte, una vez recolectado, el fruto madura
de forma extraordinariamente rapida en condiciones ambientales
e incluso a temperaturas moderadas que oscilan entre 8 y 12°C.

La maduracion del chirimoyo va acompaiiada por un
pardeamiento o ennegrecimiento exterior, mas o menos acentuado
seglin las variedades, especialmente patente cuando los frutos
son almacenados a bajas temperaturas (2-6°C).

La recogida masiva del chirimoyo en periodos muy
cortos de tiempo junto a la imposibilidad actual de aumentar
su almacenamiento y a la pérdida de aspecto externo y calidad
‘del fruto por pardeamiento, condicionan su depreciacion e impi-
den su exportacion. Aunque el mercado nacional es hoy capaz
de absorber practicamente la totalidad de la produccion, po-
drian incrementarse de forma significativa los beneficios si
el precio del fruto pudiera elevarse a través de la venta en
mercados exteriores.

~ E1 pardeamiento de los frutos estd ocasionado por
la aparicion de pigmentos coloreados procedentes de la polime-
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rizacion de compuestos quindnicos, los cuales se forman por
oxidacion de mono y dihidroxi fenil derivados. Estas reacciones
estan catalizadas por una serie de enzimas denominadas genéri-
camente polifenoloxidasas.

Las posibilidades de 1limitar el ennegrecimiento
exterior del chirimoyo, asi como de alargar el proceso de madu-
racion, estan siendo objeto de consideracidon en nuestro Depar-
tamento dentro de un Programa de Investigacion subvencionado
por 1a Caja General de Ahorros y Monte de Piedad de Granada.

En trabajos previos se han determinado las activi-
dades de las polifenoloxidasas de extractos crudos de epicarpio
y mesocarpio de chirimoyo, y en extractos enzimaticos parcial-
mente purificados a través de la obtencidon de polvos acetoni-
cos y precipitados de la proteina activa con sulfato amonico.

Por otra parte, se han establecido el pH Optimo
de actuacion de dichas enzimas, su actividad frente a diversos
sustratos y su estabilidad térmica y frente al pH. Hemos deter-
minado, también en estudios previos, las variaciones de acti-
vidad polifenoloxidasa durante 1la maduracidon del chirimoyo,
tanto en condiciones ambientales como en atmdsferas controla-
das.

Los objetivos del presente trabajo han sido profun-
dizar en el conocimiento de las interacciones enzima-sustrato
y de las cinéticas de reaccion de la polifenoloxidasa de epi-
carpio de chirimoyo, asi como estudiar diversos activadores
e inhibidores del enzima que podrian modular naturalmente sus
acciones fisiologicas. Para ello se ha procedido previamente
a purificar.la polifenoloxidasa a través de obtencién de polvos
-acetodnicos, precipitacion con sulfato amdnico y cromatografia
de adsorcion. _ S

Cualquier intento de establecer una funcidn fisio-
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16gica para un enzima debe tener en cuenta su localizacion
subcelular. Por ello, otro de los objetivos de este trabajo
ha consistido en establecer qué organulos celulares de epicar-
pio de chirimoyo son los portadores del enzima polifenoloxida-
sa.

-14-
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1.1.- Caracteristicas botanicas y descriptivas del fruto del
chirimoyo '

E1l chirimoyo, Annona cherimolia Mill, F. Annona-
ceae, 0. Magnoliales (35), es un arbol originario de la zona
subtropical americana que se ha aclimatado muy bien en una

estrecha franja del litoral granadino-malaguefio que va desde
Vélez-Malaga -a Motril, adentrandose por el interior hasta Vé-
lez-Benaudalla y la comarca de Los Guajares, y muy especialmen-
te en el Valle de Jete, Almufiecar y Salobreiia.

Los frutos del chirimoyo, 1lamados del mismo modo
que el arbol que los origina, son bayas que se forman al sol-
darse periféricamente los carpelos fecundados dando 1lugar a
un agregado de frutos en eterio modificado. Estos frutos de
tamaifio variable, 150 a 600 g, se caracterizan por poseer una
corteza (Epicarpio), de mayor a menor grosor segin la variedad,
cuyo color varia desde el verde oscuro al blanco-amarillento-
verdoso y hasta negruzco, de acuerdo con l1a variedad y estado
de maduracion (22). La piel del epicarpio es reticulada con
manchas o sombfas, correspondientes a los limites de los carpe-
los, que se observan mas o menos definidas y que a su vez pue-
den contener o no resaltes concavos. Estos factores resultan
de suma importancia en el momento de la clasificacion de las
diversas variedades botanicas del chirimoyo.(22).

E1 fruto del chirimoyo contiene semillas en nimero
variable, relacionado con los carpelos en la proporcion 1:10
a 1:6. Estas semillas, mas o menos alargadas y aplastadas, de
color negro en principio yrmarrones después, tienen una longi-
tud que oscila entre 1 y 1.5 cm (22).

En cuanto a la pulpa o mesocarpio del chirimoyo,
ésta es de color blanco o blanco rosado, inmediatamente después
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del corte, con sabor subacido delicado ligeramente azucarado.
Esta pulpa siempre es'tierna, muy aromatica y con un agradabi-
1isimo sabor que se armoniza ademas con un elevado valor ali-
menticio. E1 contenido en glucidos del chirimoyo es del orden
del 18%, los 1ipidos apenas si existen, solamente los de carac-
ter estructural, y en lo que se refiere al contenido proteico,
al igual que la mayoria de los frutos carnosos, no supera el
1%. E1 contenido vitaminico del chirimoyo sin embargo es muy
elevado (21).

E1 chirimoyo por su polinizacidn cruzada ha dado
origen a multitud de variedades lo que unido a la alta frecuen-
cia de mutacidn ha ocasionado 1a aparicidon de numerosas subva-
riedades que poseen caracteristicas externas muy similares
a la variedad originaria; ésto dificulta pues una perfecta
clasificacion varietal. No obstante, en la costa granadina se
pueden reconocer las variedades botanicas impressa, mammilla-

ris o mammillata, tuberculata y umbonata. La variedad comer-

cial "Blanca" o "Fino de Jete" corresponde a la variedad bota-
nica impressa. Las variedades comerciales "Campa", "Campa’Mejo-
rada" y "Mantecosa" se integran en la variedad botanica mammi-
1laris. Llas variedades comerciales "Negrito" y "Cristalino"
estan comprendidas dentro de la variedad botanica tuberculata
y por Gltimo, las variedades comerciales "“Pifia", "Pinchudo"
y ‘"Amargoso" se incluyen en la variedad botanica ummbonata
(22).

En el presente trabajo las polifenoloxidasas de
chirimoyo se aislaron de la variedad impressa.

Los frutos de la variedad impressa, de forma acora-
zonada y a veces algo arrifionada tienen un peso variable, entre
300 y 600 g, .y se caracterizan por poseer una piel de color
verdoso amarillento, o blanquecino al madurar. El1 epicarpio,

-17-



de grosor medio, tiene en su superficie depresiones suaves
a modo de placas concavas que originan figuras cerradas de
especial relieve. En cuanto a su mesocarpio éste es jugoso
y semiacido (22).

La variedad impressa, que ocupa la casi totalidad
de la superficie dedicada en Espafia al cultivo del chirimoyo,
presenta una_ elevada propension a cuajar frutos pequefios y
_deformes, y en la actualidad se encuentra en un gran estado
de degeneracion debido a una retrogradacion ocasionada por
la alta frecuencia de mutacidon. Por otra parte y debido al
grosor medio de su pie]vés también poco resistente al ataque
de la mosca de la fruta (Ceratitis capitata) (130).

Los frutos de la variedad impressa tienen una madu-

racion temprana, iniciandose su recoleccion a finales de Sep-
tiembre para prolongarse hasta Diciembre y aun Febrero, Marzo
y Abril en las zonas mas tardias y durante afios de inviernos
benignos. -

1.2.- E1 proceso respiratorio en los frutos

1.2.1.- Ciclo climatérico

Las frutas al ser recolectadas quedan separadas
de su fuente natural de nutrientes pero sus tejidos todavia
respiran y desarrollan actividades metabdlicas a expensas de
los componentés que contienen.

La intensidad respiratoria de los frutos, medida
como desprendimiento de COzrpor Kg de fruta y hora, disminuye
durante su desarrollo en el arbol y continua también descen-
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diendo después de su recoleccion. Sin embargo, ocurre con algu-
nas especies que después de alcanzarse un minimo, se establece
un aumento mas o menos rapido de su intensidad respiratoria
hasta alcanzar un maximo conocido como "pico climatérico";
a partir del climaterio la intensidad respiratoria disminuye
de nuevo correspondiendo ya esta disminucion al comienzo de
la senectud del fruto.
i Los frutos con un proceso respiratorio semejante
al antes descrito se denominan frutos climatéricos a diferencia
de los no climatéricos que carecen del citado aumento de inten-
sidad respiratoria. Dentro de los primeros se incluyen: manza-
nas, peras, melocotones, albaricoques, ciruelas, platanos,
aguacates y chirimoyos, y dentro de los segundos: pepinos,
uvas, fresas, cerezas, pifias, naranjas y limones (10)."

El término climatérico fué establecido por Kidd
y West (74), y se ha definido posteriormente como un periodo
en-la vida de ciertos frufos, durante el que se inician una
serie de cambios bioquimicos por la produccidon autocatalitica
del etileno, que marca el cambio del desarrollo a la senectud
y que 1leva consigo un aumento de la respiracion conduciendo
también a la maduracién. Durante todo este proceso, que se
da también aun permaneciendo los frutos en el arbol pero a
velocidad mas lenta, se producen ademas una serie de cambios
algunos de los cuales son perceptibles por los sentidos: aroma,
color, textura, dulzura, astringencia y sabor, y otros que -
no lo son tanto: hidrolisis de polisacaridos, sintesis de ARN
y sintesis de proteinas (73).

_ Dos diferentes teorias han intentado interpretar
esta fase climatérica: la primera aboga por que es una etapa
dominada por una intensa actividad catalitica en la cual la
permeabilidad de la membrana aumenta y subsecuentemente los
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sustratos acceden a los enzimas existentes aumentando el meta-
bolismo, y la segunda, que explica el climaterio como una fase
de reorganizacion metabdlica basada en un cambio en el patron
de sintesis de proteinas en la que nuevos enzimas se sintetizan
para catalizar procesos de maduracion (121).

1.2.2.- Control del proceso respiratorio durante el almacena-

miento de 10s frutos climatéricos

Por la importancia econdmica de los frutos clima-
téricos resulta de gran interés aumentar su periodo de comer-
cializacion. Al ser el proceso respiratorio un fendmeno ' acompa-
nante de 1a maduracidon de estos frutos que conducen a su enve-
jecimiento o senectud, controlando dicho proceso respiratorio
se puede conseguir prolongar su conservacion.

Puesto que en la respiracion se consume oxigeno
y se produce COZ’ un método para inhibir el proceso respirato-
rio es modificar adecuadamente la composicion de la atmosfera
de la camara de almacenamiento; de este modo el proceso respi-
ratorio se enlentece parcialmente y la vida del fruto se pro-
longa. Existe un tipo de atmosfera controlada desarrollada
por Wu y col. (18) denominada "hipobarica", "a vacio parcial"
o "a presion subatmosférica”, en la cual se reduce la presion
parcial de oxigeno en la camara de almacenamiento; con esto
la concentracion de oxigeno disminuye y la difusion de etileno

simultaneamente aumenta, el resultado es la prolongacidon de

la vida del fruto. _
E1 proceso respiratorio puede controlarse también

~variando la tempekatura de almacenamiento puesto que en un

intervalo aproximado entre 5 y 30°C la intensidad respiratoria

-20-
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depende de la temperatura.

Finalmente  la maduracion de los frutos puede ser
acelerada o retardada mediante el empleo de distintos compues-
tos quimicos como citoquininas, auxinas, giberelinas, etileno,
ceras y otros.

En nuestro 1laboratorio durante 1los dltimos afos
se han estudiado las condiciones Optimas de almacenamiento
del chirimoyo. En este fruto climatérico 1la maduracidn se
produce de forma  extraordionariamente rapida (3 a 4 dias) en
condiciones normales a 20-25°C de temperatura y 80% de humedad
relativa; esto limita pues sus posibilidades de comercializa-
cion. Sin embargo, Plata Pulido, ensayando métodos que pudieran
alargar la vida comercial del fruto del chirimoyo, ha encontra-
do que el climaterio se podia alcanzar entre los 12-18 dias,
cuando los frutos se almacenaban a temperaturas de 8-12°C (118),
Este retraso, ademads, se favorecia si los frutos estaban en
presencia de 0.01% de sulfito sdodico y/o se mantenian en atmos-
fera controlada con 95% de CO2 0 con vacio parcial entre 250-
400 nm de mercurio. No obstante, la presencia de cantidades
de sulfito iguales o superiores al 1% inhibian totalmente
1a maduracion (118).

1.3.- Pardeamiento enzimatico

Los frutos durante su almacenamiento y maduracion,

asi como durante los procesos de elaboracion de derivados in- .

dustriales, puéden sufrir alteraciones en el color. Estas alte- ]

raciones del color segin sean de naturaleza enzimatica o no
se denominan fendmenos de pardeamiento enzimatico o fendmenos
de pardeamiento no enzimatico.
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E1 fendmeno de pardeamiento enzimatico, manifesta-
ble en vegetales ricos en compuestos fendlicos, asi como en
la formacion de pigmentos melanicos de la piel y pelo de mami-
feros y en el oscurecimiento de la cuticula de insectos, es
un proceso que notiene lugar en los alimentos de origen animal.
Por el contrario, resulta sumamente problematico por el _color
que produce en ciertos frutos y tejidos enfermos, o quemhayan
sufrido tratamientos tales como pelado y triturado para prepa-
racion de jugos, congelacidon, deshidratacion o simplemente
exposicion al aire (24). No obstante, la formacion de estos
pigmentos oscuros a veces no resulta indeseable. En los dati-
les maduros, por ejemplo, se busca siempre un cierto grado
de ennegrecimiento y otro tanto ocurre en la fermentacion del
té, secado de los granos fermentados de cacao o secado del
tabaco (18). '

E1 reconocimiento de la naturaleza enzimatica de
este pardeamiento en ciertos frutos se debe posiblemente a
Lindet quien describio el fendmeno en 1895 (18). Sin embargo
fué Onslow quien demostrd que el pardeamiento enzimatico de
ciertos tejidos vegetales expuestos al aire se debia a la oxi-
dacion de derivados o-dihidroxifendlicos tales como catecol,
acido protocatecuico, acido cafeico o acido clorogénico, los
cuales estaban ampliamente distribuidos en muchos frutos (109).

E1 pardeamiento enzimatico se ha definido como
un proceso catalizado por enzimas, por el cual determinados
compuestos fendlicos se oxidan y posteriormente, de forma es-
pontanea, se polimerizan dando lugar a compuestos coloreados
(24)7. En el prbceso se consideran unas etapas iniciales en-
las que mediante la hidroxilacion de compuestos monofendlicos
se obtienen los correspondientes orto-difenoles, 1los cuales
é su vez, son oxidados, transformdndose en derivados ortoquind-
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nicos generalmente de color rojo o amarillo. Las siguientes
etapas del pardeamiento enzimdtico 1levan consigo la polimeri-
zacion de las ortoquinonas formadas, originandose sustancias
quimicas de naturaleza muy compleja (24).

Las etapas de esta transformacion pueden quedar
esquematizadas de la siguiente forma:

Hidro§ilac16n Oxidacion Reaccion
enzimatica enzimatica no enzimatica

OH OH 0
OH 0
. Polimeros
' ‘ coloreados
R R R

Monofenoles . Ortodifenoles Ortoquinonas
(normalmente  (normalmente (normalmente
incoloros) incoloros) rojas)

La hidroxilacion de los monofenoles y la oxidacidn
de los difenoles son dos acciones enzimaticas distintas y sepa-
rables, sin embargo muchas veces un mismo enzima puede catali-
zar ambas reacciones (109). Los enzimas responsables de estas
actividades reciben el nombre genérico de polifenoloxidasas
(PPO) (87) y juegan un papel vital en los procesos bioquimicos
de maduracion y envejecimiento de los frutos. )

La correlacion entre PPO y el pardeamiento enzima-
tico de los frutos se ha evidenciado en chirimoyos -(130) asi
como en otros muchos frutos (24,132,170). 7

En 1975 Kahn demostrd el paralelismo entre la velo-
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cidad de pardeamiento en cultivos de aguacate y la actividad
PPO (64). Mas tarde, Sharon y Kahn han corroborado este hecho
en el mismo tejido y asimismo han encontrado que el nivel de
actividad polifenoloxidasa “"per se" no determina la cantidad
de etileno producido por el fruto, lo que no quiere decir,
sin embargo, que el enzima no participe regulando la iniciacion
de la produccidon de etileno y consecuentemente también la madu-
racion (141). .

Sciancalepore y Longone han mostrado también que
el pardeamiento oxidativo de homogenados crudos de cinco varie-
dades de aceitunas verdes estd relacionado con su actividad
polifenoloxidasa ( 138). En yams (Dioscorea alata), frutos am-
pliamente distribuidos en la zona oeste africana, también se
ha encontrado esta correlacidn (2).

Meyer y Biehl han evidenciado el dincremento de
actividad polifenoloxidasa durante 1la senescencia de hojas
de espinacas (96). Esta actividad asimismo se ha observado
en las hojas en‘periodo de senescencia de distintas especies
(155).  La actividad polifenoloxidasa, presente aiin después
de caer las hojas, es responsable de la rapida deoxigenacidn
de los macerados acuosos de hojas. La deoxigenacidon dispara
la formacion de polifenoles por un proceso idéntico al qué
es responsable del pardeamiento en los frutos de vegetales
(155),

También en uvas e incluso en el vino se ha demos-
trado que el pardeamiento estd causado primariamente por la
polifenoloxidasa (173). La actividad polifenoloxidasa en la
uva fresca sigue un perfil semejante al de su maduracidn, sin
embargo, durante la produccién del vino el pardeamiento oxida-
tivo tiene lugar a gran velocidad. La causa aqui es 1a entrada
en contacto de enzimas y compuestos fendlicos provocada por
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el daflo causado en los frutos durante la recogida y aplasta-
miento de la uva (13).

1.4.- Polifenoloxidasas

1.4.1.- Distribucion y generalidades

La Comision Internacional para 1la nomenclatura
de enzimas originariamente incluia en la categoria de polife-
noloxidasas dos enzimas: laccasa 0 p-difenol : oxigenooxidore-
ductasa (EC 1.10.3.2.) y catecol oxidasa u o-difenol oxigeno-
oxidoreductasa (EC 1.10.3.1.). Actualmente, sin embargo, estas
se incluyen juntas como monofenol monooxigenasas (EC 1.14.18.1)
No obstante, el enzima catecol oxidasa, también 1lamado fenola-
sa, polifenoloxidasa, tirosinasa, catecolasa o cresolasa, es
bastante distinto del enzima laccasa. En ambos casos los dos
enzimas oxidan una gran cantidad de sustratos fendlicos, pero
la capacidad para oxidar p-difenoles queda sblo limitada a
la laccasa. Nosotros a partir de ahora al hablar de polifenol--
oxidasas nos referiremos siempre al enzima catecol oxidasa
u o-difenol oxigenooxidoreductasa.

La polifenoloxidasa es un enzima que cataliza dos
reacciones:

A) La dinsercion de un hidroxilo en posicion orto
con respecto al grupo OH existente en un monofenol, seguida
normalmente de la oxidacion del difenol obtenido a la corres-
pondiente quinona (acfividad cresolasa)
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OH 0
0, 0

y B) 1la oxidacion con retirada de hidrdgeno de
o-difenoles (actividad catecolasa)

OH
OH /2 0, 0

En ambas reacciones participa el oxigeno molecular
(95).-

Algunos autores hablan de actividad monofenolasa
y actividad dihidroxifenolasa, la primera para hidroxilar y
la segunda para oxidar el difenol (68). Estas dos actividades
existen en una amplia variedad de plantas, pero también muchas
de ellas e incluso distintos tejidos de la misma planta sdlo
poseen la actividad dihidroxifenolasa, no pudiendo por tanto
producirse la oxidacion de monofenoles.

La polifenoloxidasa es un enzima ampliamente dis-
tribuido en el reino vegetal. Se da en Briofitas, Pteridofitas,
Gimnospermas y en practicamente cualquier. orden de Angiosper-
mas. Parece también encontrarse en bacterias, hongos y lique-
nes (95). | 4

En cuanto a la ubicacion de 1la polifenoloxidasa
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en la planta, ésta no parece estar restringida a una parte
especial tal como los frutos, sino que su presencia se ha ob-
servado en una gran variedad de o6rganos y tejidos; como casos
particulares se pueden citar los granos de polen, las células
guardia, el 1atex de las plantas, etc. (7,86,125).

1.4.2.- Purificacion

Las polifenoloxidasas son enzimas relativamente
dificil de purificar, pero, pese a las complicaciones que apa-
recen durante su aislamiento, han sido parcialmente purificadas
en muchos tejidos de distintas plantas (95).

Una de las complicaciones que frecuentemente apare-
cen en su aislamiento son las reacciones de estos enzimas con
taninos los cuales producen cambios en las propiedades del
enzima. Estas, sin embargo, se pueden prevenir realizando el
- proceso de purificacion bajo nitrogeno (17,72), o bien, en
presencia de agentes reductores o absorbentes de fenoles como
po]ietilenglicbl, poliamida o polivinilpirrolidona (5,14,
84,131).

Otra complicacion 1la constituye el hecho de que
muchas polifenoloxidasas estan unidas a membranas. La solubili-
zacidn de estos enzimas, llevada a cabo después de la prepara-
cidon de polvos acetdnicos, o por sonicacidon, o por extraccion
con detergentes u otros agentes, modifica la estructura y pro-
piedades de los mismos. Un fendmeno ampliamente observado es
el descenso o completa pérdida de la actividad cresolasa al
solubilizar algunos enzimas unidos a membranas (46,48,49).

Por Gltimo, un obstdculo adicional para la purifi-
cacion del enzima lo constituyen también la extensa multiplici-
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dad de éstos, y las interconversiones entre formas que conti-
nuamente ocurren durante los pasos de purificacion y durante
el almacenamiento de preparaciones purificadas.

Ain teniendo en cuenta todas estas complicaciones,
como hemos citado anteriormente, un cierto nimero de polifenol-
oxidasas se han conseguido purificar, y muchas de ellas en
alto grado, utilizando diversos métodos de purificacién y solu-
bilizacion del enzima junto con métodos que eliminaban 1las
reacciones de los taninos. Asi Interesse y col. en trigo, y
Golbeck y col. en espinacas han logrado purificar la polifenol-
oxidasa hasta 1750 veces en el primer caso, y 900 en el segun-
do (38,59). Interesse y col. extrajeron el enzima con tampdn
fosfato y a continuacion purificaron por precipitacion con
sulfato amdnico, tratamiento con gel de fosfato calcico, croma-
tografia de intercambio id6nico y pase a través de columna de
enfoque isoeléctrico (59). Golbeck y col., por su parte, des-
puds de liberar el enzima de los cloroplastos por sonicacién,
1o precipitaron con sulfato ambnico, y sucesivamente lo purifi-
caron a través de bases por columnas de Sephacryl S-200, DEAE
Bio-Gel A, wultrafiltracidon con membranas Amicon (PM-30) y
nuevo pase por columna de Sephadex G-150 (38).

En hojas en senescencia del alamo negro Trémoliéres
y Bieth han conseguido, asimismo, casi una completa homogenei-
dad en la purificacion de la polifenoloxidasa utilizando preci-
pitacion con sulfato amonico y filtracion sobre Sephadex G-75
y DEAE-celulosa (155). La liberacidon del enzima la realizaron
con Triton X-100. Sanchez de Medina utilizando también Tritén
X-100 para liberar el enzima ha purificado parcialmente 1la
polifenoloxidasa-de epicarpio de chirimoyo por precipitaciones
sucesivas con sulfato amdnico (130). o

La purificacion conseguida con la polifenoloxidasa
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de Papaver somniferum ha sido de unas 100 veces (57). HSu y
col. después de homogeneizar el tejido mediante un Potter-El-

vehjem en presencia de ascorbato, precipitaron con sulfato
amdnico, ultrafiltraron y fraccionaron por @ltimo por columnas
de carboximetilcelulosa y Sephacry S-200.

- Aunque el grado de purificacion de la polifenoloxi-
dasa alcanzado en todos estos tejidos citados fué alto, también
existen casos como el de la purificacion de la polifenoloxidasa
de banana, en los que utilizando técnicas mis o menos simila-
res a las descritas sdlo se conseguia purificar unas pocas
veces (102). ,

Junto a todos estos procedimientos de purificacion
muchos autores, mas que realizar una purificacion en si, han
estudiado las técnicas mas eficientes para eliminar los com-
puestos fendlicos durante la extraccion del enzima. Smith y
col., por ejemplo, en la purificacién de polifenoloxidasa de
peras han demostrado que los polvos acetdnicos no eliminaban
suficientemente los compuestos fendlicos enddgenos; lo contra-
rio observaron con los siguientes compuestos: PVPP, Amberlita
XAD-4, Bio-Rad AG 1-X8 y Bio-Rad AG 2-X8 (145). La efectividad
de 1la polivinil polipirrolidona también se ha observado en
las purificaciones de la polifenoloxidasa de hojas de té (70).
La PVP asimismo conferia una mayor estabilidad a la PPQ de
extractos crudos de chirimoyo (130). En hojas de té también
se ha ensayado como absorbente de compuestos fendlicos la Po-
liamida, resultando que cuando las homogenizaciones del tejido
se hacian en su presencia la actividad de la polifenoloxidasa
era mayor (150).
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1.4.3.- Caracteristicas y propiedades

1.4.3.1.- Multiplicidad de formas

Las formas multiples de las polifenoloxidasas se
han empezado a observar cuando se han utilizado métodos de
fraccionamiento de proteinas tales como la cromatografia de
intercambio, filtracion, electroforesis en gel y electroenfo-
que. Actualmente un numero amplio de trabajos han mencionado
multiplicidad de formas o "isoenzimas" de la polifenoloxidasa
(36,49,62,63,152,174). Estas miultiples formas pueden constituir
una heterogeneidad verdadera, o bien, simplemente, ser un arte-
facto producido como resultado de la liberacion de las formas
unidas a membranas debido a desnaturalizaciones parciales,
fragmentacidon, proteolisis o reacciones con taninos. Los iso-
enzimas, distintos en su estructuras primarias, como se demues-
tra en muchas plantas, hongos superiores y Neurospora (152),
son ademas en algunos casos interconvertibles (62,63); estas
interconversiones debidas a fendmenos de asociacion-disociacion
que se producen espontaneamente se pueden acelerar por facto-
res tales como la fuerza 1i0nica, concentracion o dilucion,
presencia de ciertos iones, urea, sustratos fendlicos, etc.
(134).

Las propiedades de estos isoenzimas son distintas,
existiendo diferencias en la afinidad y especificidad por los
sustratos fendlicos y el oxigeno (49,66,95,174), sensibilidad
a inhibidores (26,49,174), pH optimo (151,174), inactivacion
por calor (12,26,36), etc.

La existencia de estas miltiples formas y el hecho
de que posean propiedades diferentes;podria tener un cierto
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significado fisioldgico, sin embargo esto ain no ha sido demos-
trado.

1.4.3.2.- Estructura cuaternaria y peso molecular

Las polifenoloxidasas son proteinas oligoméricas
de peso molecular variable. La-existencia de estas formas poli-
méricas es lo que conduce a la multiplicidad de formas antes
descrita (17,62,63).

Estudiar el peso molecular y la estructura cuater-
naria de las polifenoloxidasas es un problema complejo en hon-
gos y bacterias, pero ain lo es mas en plantas superiores pues-
to que la mayoria de las estimaciones, basadas en el empleo
de filtracion por gel o electroforesis en gel de poliacrilami-
da, utilizan preparaciones parcialmente purificadas que en
muchos casos muestran multiplicidad de formas como resultado
del fendmeno de asociacidn-disociacion que tiene Tlugar. No
obstante, se han podido definir los pesos moleculares y estruc-
turas cuaternarias de algunas polifenoloxidasas.

Por 1o que se refiere a la polifenoloxidasa de
champifiones se ha determinado el peso molecular de 1a forma
predominante del enzima, resultando estar entre 116000 y 128000
daltones y siendo el peso molecular minimo observado 26-32000
daltones. Se ha sugerido que este enzima estd compuesto por
cuatro idénticas subunidades, a su vez, cada una de ellas conte
niendo un ion cobre (17,33,72). Este postulado ademds se favo-
recia por la observacion de un equilibrio asociacidon-disocia-
cidon entre varias formas, equilibrio que podia ser dirigido
hacia la izquierda incrementando 1a concentracidn de proteinas
y por la presencia de iones cat (63), o hacia la derecha por
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las altas temperaturas (50°C), altas fuerzas idnicas, pH acido
(4.4) y por la presencia de SDS & EDTA; la urea (8M) causaba
1a completa disociacion del tetramero (72).

Harel y col. en manzana han observado la presencia
de tres formas de la polifenoloxidasa de pesos moleculares
30-40000, 60-70000 y 120-130000 daltones que ademas eran inter-
convertibles (51). En el mismo tejido Zaprometov y col. sdlo
encontraron dos formas--de la polifenoloxidasa, una forma dimé-
rica con aproximadamente 70000 daltones de peso molecular y
otra monomérica con 40000, diferentes no s6lo por sus pesos
moleculares sino también por sus Km (la forma monomérica pre-
sentaba una mas alta afinidad por los monofenoles) (180). Esta
distinta afinidad por los sustratos la habia demostrado ya
en 1974 Stafford para las formas de la polifenoloxidasa de
hojas de sorgo (148); la forma de alto peso molecular (130000
daltones) presentaba actividad hidroxilante y deshidrogenante
y la forma de bajo peso molecular (30000-40000 daltones) pre-
sentaba sdlo actividad hidroxilante. Asimismo, existia una
forma intermediaria que s6lo presentaba la actividad ortofenol-
oxidasa (180). i

Recientemente en tilacoides de cloroplastos de
espinacas Golbeck y col. han encontrado también dos formas
de la po]ifeno]dxidasa que parecian ser el tetramero y el mond-
mero de una subunidad de peso molecular 42500 (38). La forma
de mayor peso molecular era la forma mas frecuente en las pre-
paraciones frescas, mientras que en las preparaciones mas puri-
ficadas la proporcion de la forma de menor peso molecular se
incrementaba a expensas de la primera (38). También en el es-
troma de cloroplastos de espinacas se ha aislado una proteina
con actividad polifenoloxidasa que presentaba dos formas inter-
convertibles de distinto peso molecular (133).
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Finalmente, en otros muchos vegetales se ha logrado
demostrar también 1a naturaleza de agregados de monomeros de
las polifenoloxidasas; . ademas de los ya citados podemos nom-
brar: la cafia de azucar, el trigo, las hojas de té, la remola-
cha azucarera, el opio, el aguacate, los tubérculos de patata
y las bananas (95).

1.4.3.3.- Composicion en aminoacidos

Muchos autores han estudiado la composicion en
aminoacidos de las polifenoloxidasas de bacterias, hongos y
de vegetales como patatas, espinacas y uvas, resultando mostrar
una considerable similitud (8,9,19,75,170). Esta similitud
es particu]armente notable en lo que se refiere al contenido
de aminoacidos basicos y a los contenidos de treonina, serina,
glicina, alanina e isoleucina. Los niveles relativamente bajos
de aminoacidos azufrados también se han observado en las poli-
fenoloxidasas de distintas fuentes (9,75).

Aparte de su ‘demostrado contenido en cobre (24)
sobre 1los constituyentes no aminoacidicos en las estructuras
de las polifenoloxidasas se han 1levado a cabo un escaso numero
de trabajos. Balasingam y Ferdinand han observado que la mitad
del peso molecular de la polifenoloxidasa de tubérculo de pata-
ta correspondia a ARN. E1 ARN no podia ser digerido por ribonu-
cleasas pero su liberacidon por otros métodos provocaba la com-

~ pleta pérdida de la actividad del enzima (9). Yunusov y col.

han afirmado en sus experimentbs que la PPO de algoddn contiene
un polisacarido que incluye arabinosa, xilosa, galactosa y
glucosa (179). Todos estos resultados sin embargo no son dema-
siado fiables y requeririan estudios adicionales.
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1.4.3.4.- Estabilidad frente al pH

E1 pH Optimo de 1a mayoria de las polifenoloxidasas
oscila entre 5.0 y 7.0, no obstante, la literatura revela dis-
tintos pH opimos del enzima incluso para un mismo tejido (48).
Un hecho frecuentemente repetido en las curvas de pH/actividad
de las polifenoloxidasas es la presencia de dos maximos, de
un maximo y un hombro prominente o bien un amplio rango de
pH optimo (46,48,49,115),

Los cambios en la forma de la curva pH/actividad
de 1las polifenoloxidasas dependen del tipo de sustrato que
esté siendo oxidado, y pueden darée' también como resultado
de variaciones en las condiciones de crecimiento o tratamiento
de los organos vegetales a partir de los cuales se aislan los
enzimas. Tales cémbios en el pH optimo para el desarrollo de
actividad a veces van acompafiados de la activacidn o inhibicidn
del enzima. No es improbable que similares cambios tengan lugar
"in vivo", durante el envejecimiento del tejido o por dafios
ocurridos por condiciones de estrés, siguiendo a esto la libe-
racion del enzima unido a membrana hacia 1a fraccidon soluble
de la célula (11). :

En peras de Anjou, Smith y Montgomery han encontra-
do que el pH optimo de la PPO es 5.1 (145), similar resultado
han encontrado Rivas y Whitaker (122), sin embargo Halim y
Montgomery han descrito que el pH optimo de la PPO de prepara-
dos crudos de peras obtenidos en presencia de PVPP es de 7.0
(45). | .

Nilo Rivas ha estudiado el pH optimo de 1a PPO
del cambur manzano encontrando que éste se hallaba entre 6.5
y 6.6; hacia la derecha o hacia la izquierda de esos valores
se producia una caida brusca en la actividad, y entre pHs 3.5
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y 4.0 se observaba una inflexion en dicha actividad (106).

Wong y col. han mostrado valores de maxima activi-
dad a pH 6.5, 6.8, 7 y 7.2 para cuatro isoenzimas de la PPO
aislados de duraznos (174).. Gregory y Bendall han observado
el efecto del pH sobre la actividad de la polifenoloxidasa
de té y han obtenido un pH optimo variable segun el sustrato
utilizado: de 5.7 cuando el sustrato era pirogalol, y de 5.0
cuando se utilizd metil-catecol (41). Alberghina asimismo,
ha encontrado un maximo de actividad a pH 4.3 y un punto de
inflexion entre 5 y 6 en la oxidacion del acido clorogénico
por la PP0 de patatas (4). Otro maximo de actividad a pH 7.0
ha encontrado Palmer en la actividad polifenoloxidasa de bana-
nas frente a dopamina (111), En chirimoyo Sanchez de Medina
ha obtenido el pH optimo de la polifenoloxidasa dentro del
intervalo 6.5-7.0; el enzima ademads resultaba muy estable en
un margen de pH que oscilaba entre 5.0 y 8.0 (130). Por @ltimo
en polifenoToxidasa de tilacoides de cloroplastos de espinacas
también se ha determinado su pH Optimo, encontrdndose en este
caso dentro del intervalo 5-7 (38). '

1.4.3.5.- Latencia

Muchas polifenoloxidasas se encuentran en forma
latente en las plantas. La activacion del enzima se produce
mediante tratamientos con detergentes, acido o alcali, agentes
desnaturalizantes, o con enzimas proteoliticos como la tripsina
0 tripsinaﬂmés'carboxipeptidasa. Un activador fisioldgico po-
dria ser el envejecimiento (124,153). 7

~ Kenter ha activado la polifenoloxidasa de Vicia
faba por cortas eprsiciones del enzima a pHs acidos (3.0-3.5)

-35-



o basicos (11.5), o por incubaciones sucesivas con sulfato
amonico a pH 5.0 (71). La activacion del enzima aqui se achaca-
ba a la liberacion de una proteina inhibidora a la que se asu-
mia el enzima estaba unido.

Mayer y Friend han utilizado detergentes para la
activacion de la polifenoloxidasa unida a membranas de cloro-
plastos de remolacha azucarera (94). E1 uso de detergentes
anidnicos se interpretaba como que actuaban combinandose con
los grupos catidonicos del enzima, resultando de esto la diso-
ciacion del "complejo enzima-inhibidor". También en judias
Yy champifiones se han utilizado detergentes para activar el
enzima, sin embargo, en este caso la activacidn por detergentes
o incluso por exposicidon a &lcali, acido o urea, se ha atribui-
do a un cambio conformacional mas que a un proceso de dicocia-
tidn o agregacion. Este cambio segin el tejido podia ser rever-
sible o irreversible (82,91). Sanchez de Medina en chirimoyo
ha observado también que afiadiendo Triton X-100 a los extrac-
tos libres de células se producia un aumento muy elevado de
la actividad PPO, 1o que sugeria que la polifenoloxidasa de
este fruto debia estar fundamentalmente unida a particulas
subcelulares mas que como una fraccion soluble (130).

Tolbert ha demostrado que la tripsina es asimismo
un buen activador de las formas latentes de las polifenoloxida-
sas de cloroplastos de muchas plantas (153). E1 tratamiento
con autolisados de tripsina liberaba patentemente 1a polifenol-
oxidasa de cloroplastos de espinacas, asi pues la tripsina
cataliticamente activa no era la responsable de esa activacion
(153). A '

Un caso especial de activacidon de forma latente
de la polifenoloxidasa 1o han proporcionado Golbeck y Cammarata
con la polifenoloxidasa dermembranas de tilacoides de cloro--

-36-



plastos de espinacas, estos autores han demostrado que los
acidos grasos producian activacion del enzima (38). Los acidos
grasos, mas efectivos cuanto mayor era su longitud y su grado
de insaturacidon, rompian la estructura tilacoidal permitiendo
Ta rapida y completa activacion de la polifenoloxidasa latente
por incrementar su accesibilidad al medio (38).

Finalmente y ya en 1985 Carlberg y col. han conse-
guido demostrar que el enzima polifenoloxidasa normalmente
estd en plantas como proenzima, el cual se puede volver activo
por concentraciones milimolares de Ca' o Mntto por tripsina
en concentraciones mas bajas de catt (20).

1.4.4.- Reacciones catalizadas por las polifenoloxidasas

~1.4.4.1.- Compuestos fendlicos

Las polifenoloxidasas actuan sobre numerosos sus-
" tratos naturales mono, di o polifendlicos. La actividad catali-
tica es dependiente de la estructura de los sustratos (Ver
apartado 1.4.4.2.). Las sustancias pertenecientes a este amplio
grupo de los compuestos fendlicos tienen en comin el poseer
un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilicos,
estas sustancias ademas tienden a ser solubles en agua puesto
que la mayoria de ellas frecuentemente estan combinadas con
azucares como glucdsidos, y normalmente se localizan en las
vacuolas (177). ' 7
Los compuestos fendlicos estan ampliamente distri-
buidos en el reino vegetal pero sus niveles varian en relacidn
con la especie, variedad, época del afio, localidad, o&rganos
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y enfermedad. En los frutos, por ejemplo, su concentracidn
resulta particularmente alta, siendo ahi determinantes del
color y sabor de estos (153). Neish ha sugerido que son produc-
tos del metabolismo de aminoacidos aromaticos, existiendo di-
versas rutas para su produccion que conducen a una gran varie-
dad de compuestos; estos productos secundarios pues aparente-
mente no juegan un papel vital en el metabolismo (153).

De entre 1los compuestos fendlicos naturales, de
los que se conocen unas mil estructuras, los flavonoides son
el grupo mas grande, pero los fenoles monociclicos, fenilpropa-
noides y quinonas fendlicas también existen en considerable
numero. Distintos grupos importantes de material polimérico
de las plantas (ligninas, melaninas y taninos) se incluyen
asimismo dentro de los compuestos fendlicos (24).

Los fenoles 1libres son compuestos relativamente
raros en las plantas. Catecol, orcinol, foroglucinol y resor-
cinol, por ejemplo, sd6lo se han encontrado en algunas fuentes.
Los acidos fendlicos en cambio son mas frecuentes; en las An-
giospermas estan el acido p-hidroxi-benzoico, acido protacate-
cuico, acido vanillico y &cido siringico; el &cido galico apa-
rece también en muchas plantas de bosque (130, 153).

Los fenilpropanoides son compuestos fendlicos que
tienen un anillo aromatico al que se le une una cadena de tres
carbonos. Derivan biosintéticamente del aminodcido fenilalanina
Yy pueden contener -en los carbonos 3 6 6 uno o mas residuos.
Los fenilpropanoides mas ampliamente distribuidos son los &ci-
dos hidroxicinadmicos y dentro de éstos los &cidos ferulico,
cafeico y p-cumadrico. Todos estos acidos estan normalmente
en las-plantas como ésteres; el acido clorogénico que resulta
de la combinacidn de los acidos cafeico y quinico es el deriva-
do de los acidos cinamicos mas importante encontrado en fru-
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tos (153).

También incluidos en 1los fenilpropanoides estan
las hidroxicumarinas de las cuales la mas extendida es la cuma-
rina, comun en el césped y forrajes donde desprende un suave
olor, y la hidroxicumarina. Los fenilpropanos importantes por
su contribucion al gusto y fragancia de las plantas se incluyen
asmismo en este grupo de compuestos (153).

' Los flavonoides, con estructuras derivadas de la
flavona, estdn generalmente en las plantas unidos a azicares
como glicdsidos. Flavanos, antocianinas, flavonoles, flavonas
y flavonoides menores pertenecen a este grupo. Entre los flava-
nos que no se encuentran normalmente como glicdsidos, los mas
comunes son la (+)catequina y (-)epicatequina (130). Entre
las antocianinas, responsables del color de los pétalos, hojas
y frutas en plantas superiores, la magenta es también la anto-
cianina mas comin. Los flavonoles, distribuidos en las plantas
como copigmentos de antocianinas, al igual que éstas, se en-
Cuentran como glicdsidos de los que -1a rutina es el represen-
tante mas importante. Las flavonas mas conocidas son la apige-
nina y luteolina. Por Gltimo, y debido a su limitada distribu-
cidn, un pequefio nimero de compuestos fendlicos se incluyen
en los llamados flavonoides menores, en este grupo estan las
chalconas y como ejemplo la aureusirina, las flavononas y como
ejemplo 1a naringina y las isoflavonas y como ejemplo la rote-
nona (153).

Finalmente 1las quinonas, pigmentos ampliamente
distribuidos, al igual que ligninas y melaninas también pueden
considerarse como integrantes del ya descrito grupo de los
compuestos fendlicos (24).
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1.4.4.2.- Especificidad de sustrato

La mayokia de los compuestos fendlicos citados
anteriormente son sustratos de las polifenoloxidasas.

Las polifenoloxidasas de hongos y plantas superio-
res son enzimas que pueden actuar sobre un ampliq rango de
mono, di y polifenoles, siendo, sin embargo, sus afinidades
por ellos relativamente bajas.Las Kms de las polifenoloxidasas
por tanto, son elevadas, sus valores estin alrededor de TmM
(47,122,153,174). No obstante, diversos autores han encontrado
mayores afinidades (0.01-0.1mM) por 1los sustratos fendlicos
en polifenoloxidasas de distintas fuentes como tubérculo de
patata (4,115), algodon (179) y banana (110), hallandose ademas
una excepcionalmente alta afinidad (1uM) para el caso de 1la
polifenoloxidasa de Papaver somniferum (7).

La afinidad de las polifenoloxidasas para el oxige-
no también es bastante baja (0.1-0.5mM), varia para las distin-
tas formas del enzima de un mismo tejido y depende del tipo
de sustrato que se oxide (4, 122).

La afinidad de la polifenoloxidasa por el sustrato
depende de la estructura de este sustrato, los meta-difenoles,
por ejemplo, son pobres sustratos de estos enzimas mientras
que los orto-difenoles 1o son buenos. Mayer ha demostrado tam-
bién, en polifenoloxidasa de lechuga, que la actividad del
enzima se incrementa cuando en los sustratos fendlicos aumenta
el poder de retirar electrones de los sustituyentes en posicion
para (93). Estas observaciones se han descrito también en man-
zana (46) y en cerezas (79). En polifenoloxidasa de champifion
Duckworth y col. han observado, corrobbrando lo anterior, que
cuando aumenta la capacidadide Tos sustituyentes en posicidn
para de retirar electrones la Km disminuye y en este orden
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H)SCN)COCH3>CH0>CN)NO2 (33). Las sustituciones en posicion
adyacente a los grupos -OH existentes, por el contrario, nor-
malmente no proVocan este mismo fenomeno (93).

Aunque las polifenoloxidasas oxidan una amplia
gama de sustratos, los enzimas individuales tienden a oxidar
un sustrato particular o un cierto tipo de compuesto fendlico
que en algunos casos ademds, coincide con ser el mas abundante
en ese tejido partfcu]ar. La dopamina, por ejemplo, es el prin-
cipal sustrato fendlico de la polifenoloxidasa de platano (42)
y el acido clorogénico y los flavanos: (+)catequina y (-)epica-
tequing, Tos principales de manzanas (140), peras (15) y aguaca-
tes (67). Los sustratos mas rapidamente oxidados por la PPO
de chirimoyo son la pirocatequina, dioxifenilalanina, dopamina,
(+)catequina, (-)epicatequina y pirogalol (130). E1 quinol
y pirogalol, que no son sustratos de muchas PPO pueden oxidarse
sin embargo, el primero, por la polifenoloxidasa de patata
(1), y el segundo, por la de remolacha azucarera (52). La poli-
fenoloxidasa de hojas de té los oxida a ambos (41). Las anto-
cianinas, flavonoles, flavonolglucdsidos, flavonas, isoflavonas
y C-glucdsidos por dltimo también se oxidan por un cierto nime-
ro de polifenoloxidasas (130).

1.4.4.3.~ Mecanismo de accion

Durante bastante tiempo muchos autores han manteni-
do la idea de que solamente la reaccidon hidroxilante catalizada
por las polifenoloxidasas y no la deshidrogenante era una reac-
cion enzimatica. Esto lo han pkopuesto Onslow-y Robinson, y
Keilin y Mann y ha sido rigurosamente defendido por Kertesz
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y Zito (72,95), Sin embargo hay claras evidencias contra estas
teorias y un gran nimero de argumentos lo atestiguan.

La hidroxilacion de monofenoles y 1la oxidacidn
de difenoles son dos acciones enzimaticas distintas y separa-
bles (24) y parece ser que un mismo enzima puede a menudo cata-
lizar ambas reacciones. La existencia.de diferentes proporcio-
nes actividad hidroxilante/actividad oxidante en diversos enzi-
mas se ha atribuido a la existencia de isoenzimas y al hecho
de que la presencia de cu?t y cu** de estos varia de unos a
otros.

Las polifenoloxidasas son metaloenzimas que contie-
nen un 0.2% de cobre (24) que puede encontrarse en forma de
idn cuproso o cuprico, y aunque la implicacion del cobre en
las reacciones de la polifenoloxidasa no se discute y esta
bien establecida, el estado en que normalmente se encuentra
éste en el enzima ain no ha sido satisfactoriamente descrito.
En cuanto al nimero de iones cobre necesarios para que el enzi-
ma sea activo los trabajos realizados también son contradicto-
rios; unos autores han demostrado que subunidades del enzima
con peso molecular de 33000 daltones y sdlo un ién cuproso
eran capaces de oxidar los sustratos fendlicos (44) y otros
autores, en cambio, han observado que se requieren dos iones
de cobre para que tal oxidacién se produzca (27,81). Cheftel
ha propuesto una hipdtesis en 1a que el metaloenzima poseeria
dos atomos de cobre en estado de idn clprico (24). Estos iones
aceptarian un par de electrones procedentes del difenol gque
pasaria a la forma ortoquinona con 1o que el enzima se encon-
traria en estado reducido, y posteriormente el oxigeno molecu-
lar aceptaria los e]ectrbnes aportados por la polifenoloxidasa
la cual recuperaria su estado primitivo oxidado originandose
simultaneamente una molecula de agua. La hidroxilacion de un
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monofenol se supondria catalizada por la polifenoloxidasa que
en presencia de oxigeno y protones pasaria de la forma reducida
a la oxidada con formacion concomitante de agua. Esta hipotesis
explicaria la fase "lag" inicial en la reaccion de hidroxila-
cion de monofenoles y el hecho de que los difenoles la acorten
o hasta la anulen. En el esquema 1 queda representado el meca-
nismo de accion de las polifenoloxidasas segin Cheftel (24).

OH 0
0
1
7% " + +
2Cu - PPO + 2H
OH OH
++
- PPO
OH 2Cu : OH
H,0 +

Esquema 1.- Mecahismo,de accion de la PPO segin
Cheftel (24).
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En 1985 estudios recientisimos basados en técnicas
de dicroismo celular (CD) y de resonancia de espin electronico
(EPR) han aclarado bastante mas el papel del cobre en el meca-
nismo de accion de las polifenoloxidasas (172). Segin Wilcox
y col. el enzima contiene un centro activo en el que se situan
dos atomos de cobre, denominado complejo binuclear, implicado
en la catalisis de hidroxilacién de monofenoles a o-difenoles
(actividad cresolasa) y en la oxidacion de estos o-difenoles
a o-quinonas (actividad catecolasa). Estos autores han prepara-
do este complejo binuclear en varias formas, y el estudio sis-
tematico de estos derivados es lo que ha aportado nuevos datos
en la geometria y estructura electrdonica del centro activo
de las polifenoloxidasas. Una forma es la oxigenada que contie-
ne dos iones cobre (II) unidos por un grupo enddgeno que los
acopla y unidos también por una molécula exdgena de oxigeno
como perdxido. Otra forma es la oxidada que contiene asimismo
dos iones cobre (II) unidos por un puente enddgeno que los
acopla pero sin el grupo exdgeno. Y por @ltimo, otra forma
es la reducida que contiene dos iones de cobre en un estado
de oxidacién de valencia mezclada Cu (I) y Cu (II). Con estas
formas del enzima junto con los efectos sobre ellas de los
sustratos e inhibidores se ha sugerido el siguiente modelo
estructural para el mecanismo de la ortohidroxilacion de mono-
fenoles y oxidacion de los difenoles resultantes (172).

En la reaccion de hidroxilacion el enzima en forma
reducida originariamente pasaria a forma oxigenada por el oxi-
geno molecular; inmediatamente el sustrato fendlico se coordi-
naria en una posiciénfaxia] con uno de los iones de cobre del
enzima y a continuacion, el reajuste electronico conduciria
a la formacion de una estfuctura bipiramidal trigonal interme-
diaria, que introduciria un fendmeno de polarizacion en el
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puente -0-0- y activaria la reaccion. Todo ello conduciria
a la ortohidroxilacidon por ese puente perdxido, pérdida conco-
mitante de agua y coordinacion del correspondiente difenol.
Subsiguientemente la oxidacidon del difenol a quinona produciria
un complejo binuclear reducido el cual liberaria la quinona
(Figura 1) (172).

Para la reaccion de oxidacion de sustratos difeno-
licos a o-quinonas los estudios cinéticos parecen indicar que
los requerimientos geométricos y electrdnicos serian menores
que en la oxidacion de monofenoles. E1 difenol coordinaria
tanto con la forma reducida, como con la oxidada y con la oxi-
genada del complejo binuclear y seria oxidado (Figura 2)

Esta teoria como se discutira mas tarde también
explica el distinto tipo de reaccion que dan mono y difenoles
(172).

Una cuestion discutida en cuanto a la reaccion
de hidroxilacidn, es si el intermediario o-difenol que se forma
durante esa reaccion se libera del enzima o si la reaccion
produce directamente o-quinona. Algunos autores afirman que
el difenol no aparece en forma libre; otros sin embargo opinan
lo contrario (32,72). Esta cuestion se relaciona con el proble-
ma aun sin resolver de si existen sitios separados de union
al enzima para mono y difenoles (32,44,80).

Los @ltimos trabajos parecen evidenciar mas la
existencia de un Unico sitio. Recientemente Detmer y Massey
con técnicas de espectrofotometria ultra-rapida, han estudiado
el mecanismo de accion de las fenol hidroxilasas que contenian
flavinas aromaticas como coenzimas (29). Las técnicas demostra-
ronique el mecanismo de estos enzimas era del tipo ping-pong
Bi-Uni-Uni-Bi también 1lamado de sustitucién concertada (Esque-
ma 2). Este mecanismo seria el siguiente: la fenol hidroxilasa

-45-



H20 T ,0 ?”2
N —Q\Cu/. —_ '\Cu/o_c\Cu/n

o Forma
2 \"/ oxigenada
&,

"~~co W &—— "¢ v e | "~
N/l x\N ( N/n\g/n\n H::'\zu' o0

Forma
reducida

0 o

Figura 1.- Mecanismo estructural propuesto para
la hidroxilacidon oxidativa de sustratos monofendlicos a o-qui-

nonas por polifenoloxidasas (172).
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Figura 2.- Ciclo catalitico para la oxidacion de
sustratos difénolicos a o-quinonas mediado por polifenoloxidasa
en presencia de oxigeno (172).
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oxidada se uniria primero al sustrato fendlico y después al
NADPH. La presencia del sustrato facilita la reduccion del
enzima por el NADPH To que hace deducir que, cuando el sustrato
se une, ocurre un cambio conformacional del enzima; se formaria
asi un compuesto ternario Enzima-sustrato-NADPH y, a continua-
cidn, los electrones se transferirian a la flavina, disociando-
se el piridin-nucledtido oxidado. Puesto que la relacidn de
producto formado a NADPH es menor de uno, el mecanismo de reac-
cidn a partir de aqui deberia bifurcarse en dos rutas producti-
va y no productiva. En la ruta no productiva el sustrato se
disociaria del complejo enzima reducido-sustrato,y ese enzima
reducido reaccionaria entonces con el oxigeno dando lugar al
enzima oxidado y a agua oxigenada. En la ruta productiva el
complejo enzima reducido-sustrato reaccionaria irreversiblemen-
te con el oxigeno y se formarian tres intermediarios, que bajo
ciertas condiciones no son evidenciables. Finalmente la libera-
cion del producto y del enzima oxidado completaria el ciclo
que se detalla en el esquema 3 (29).

Estos autores han estudiado 1a naturaleza de estos
intermediarios y han 1legado a la conclusion de que el interme-
diario I, cuya velocidad de formacion es directamente depen-
diente de la concentracion de oxigeno, podria ser un flavin
C(4a)-hidroperdxido. Cuando el oxigeno se transfiere al sustra-
to ese intermediario I pasa a II cuya estructura ain se desco-
noce, y por ultimo el intermediario II pasaria a III que se
corresponderia con un flavin C(4a)-hidroxido; después el enzima
oxidado se liberaria. La naturaleza del intermediario II seria

_ importante conocerla para saber si el enzima aumenta la reacti-
- vidad quimica del oxigeno a nivel del intermediario I, de forma
‘que el oxigeno se pueda insertar en el anillo aromatico del

compuesto fendlico; de otro modo el intermediario I no seria
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puesto por Detmer y Massey (29) para la hidroxilacidon de monofe
noles por fenol hidroxilasas.
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- Esquema 3.- Mecanismorexpandido propuesto por Det-
mer y Massey (29) para la hidroxilacion de monofenoles por fe-
nol hidroxilasas. '
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Figura 3.- Mecanismo propuesto para la oxidacion
de dopamina a dopaminocromo catalizada por la polifenoloxidasa i
de champifion (61).
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lo suficientemente electrofilico como para transferirlo (29).

La conversion del intermediario 1 a II y del II
a III se ha demostrado que estda catalizada por acidos (30),
mientras que la conversion del intermediario III al enzima
oxidado lo es por bases. Esto sugiere que la uUltima reaccion
depende de la liberacidon del proton N (5) de la flavina.

Otros autores finalmente han estudiado también
los intermediarios de la reaccidon de la polifenoloxidasa pero
en su actividad deshidrogenante (61). Jimenez y col. han obser-
vado los pasos que tienen lugar en la oxidacion de la dopamina
en tejidos de champiiion. E1 mecanismo de accidn del enzima
se caracteriza por.vérias reacciones quimicas acopladas siendo
los pasos de transformacién los siguientes:

. . . + . .
dopamina —> o-dopaminaquinona-H —> o-dopaminoquinona —

—> leucodopaminocromo — dopaminocromo

En la figura 3 se detalla mas ampliamente este
mecanismo propuesto (61).

1.4.4.4.- Activadores e inhibidores

Hay dos tipos principales de inhibidores de las
polifenoloxidasas: los que interaccionan con el cobre del enzi-
ma y los compuestos gque afectan al sitio de union del sustrato
fendlico. Con algunos inhibidores del primer tipo es posible
encontrar inhibicidn competitiva con el oxigeno e inhibicidn
no competitiva con el sustrato fendlico; lo inverso ocurre
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con los inhibidores del segundo tipo.

Inhibidores del primer tipo pueden ser el 2,3-
nafta]endio]; la cianida, dietilditiocarbamato, salicilaldoxi-
na, tiourea y feniltiourea (39,57,101,136). Otros compuestos
que acomplejan iones metalicos, aunque menos especificos del
cobre, también inhiben el enzima en algunos casos: asi estan
la azida sddica, EDTA, la 8-OH-quinoleina y la o-fenantrolina
(25,]01,174)1 Otros inhibidores descritos han sido 3,4-dicloro-
fenilserina, borato, CNK, 50, y CINa (167).

El C02 ~también se muestra. como inhibidor de las
polifenoloxidasas. Chaves y Tomas han estudiado el efecto del
CO2 sobre la polifenoloxidasa de manzanas "Red Delicious" ob-
servando que la actividad del enzima disminuia con el aumento
de concentracidon de co, (23). Con un 30% de 0, 1a inhibicion
del enzima, que era de tipo competitivo y reversible, 1legaba
a ser del 70% a 20°C.

Muchos autores han demostrado la inhibicidn por
haluros en polifenoloxidasas de distintas fuentes (11,37,
123,174). Esta inhibicion es dependiente del pH y puede ser
causada por la formacidn de un complejo entre el haluro y el
cobre del enzima (12). :

La PVP es una sustancia que absorbe fenoles y que
se utiliza para proteger los enzimas de las plantas de la inac-
tivacion por compuestos fendlicos o por sus productos de oxida-
cion (84). Esta sustancia es también un inhibidor de las poli-
fenoloxidasas (39). E1 modo en que la PVP actua, sin embargo,
no esta claro. Algunos autores han sugerido que la PVP inhibe
el enzima por unirse con el complejo enzima-sustrato, probable-
mente por la mitad sustrato del complejo, y otros, en cambio,
opinan que esta inhibicidon puede incluso ocurrir en ausencia
“de sustrato (48,95). No obstante, lo que si se conoce con cer-
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teza es que la N-vinil-2-pirrolidona, mondmero de la PVP, que
también inhibe la polifenoloxidasa, contiene estructuras simi-
lares a las uniones peptidicas y que la inhibicidn por este
camino podria relacionarse con la que producen en las polife-
noloxidasas distintos polipéptidos aislados de fuentes natura-
les que suelen reaccionar con el cobre (95).

En cuanto a la inhibicidn de las polifenoloxidasas
por compuestos -SH y otros agentes reductores, distintos traba-
jos documentan este punto (41,58,120). Aparte del efecto de
sustancias tales como el bisulfito, tiosulfato, GSH y cisteina
(4,57,120), hay datos de la inhibicidn por concentraciones
re]ativamente»bajas de tiocompuestos como el mercaptobenzotia-
zol sddico y el mercaptoetanol (57,112). En estos casos también
se asume que los compuestos reaccionan con el cobre del enzima,
sin embargo, hay que tener en cuenta que los agentes reductores
pueden afectar la reaccion de la polifenoloxidasa por distintos
caminos.- :

Recientemente Golan-Goldhirsh y Whitaker han hecho
un estudio comparativo de distintos agentes reductores sobre
la actividad polifenoloxidasa de champiion (37). E1 ditiotrei-
tol, bisulfito sbédico, glutation y acido ascorbico, en este
orden, producian una fase "lag" inicial en la reaccidon del
enzima que era mayor a mayores concentraciones. Asimismo estos
compuestos, una vez transcurrida la fase "lag", hacian dismi-
nuir la velocidad de reaccidn, también proporcionalmente a
las concentraciones. Para conocer si el efecto de estas sustan-
cias se debia a que actuaban sobre los productos de la reaccion
o sobre el propio enzima, los autores incubaron &sta con ditio-
treitol, bisulfito sddico, glutation y acido ascérbico separa-
damente en ausencia de sustrato; de este modo los cuatro com-
puestos causaron también pérdida de actividad (37).
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Como inhibidores de los sustratos fendlicos pueden
servir compuestos que son lentamente oxidados como el 4-nitro-
catecol (172), p-nitrofenol (123) y 4-clorofenol (123), o com-
puestos que son parecidos estructuralmente al sustrato pero
que no son oxidables como el acido benzoico, acido OH-benzoico
y otros acidos carboxilicos (117,122).

Pifferi y col. han estudiado el efecto de los aci-
dos carboxilicos sobre la oxidacion del 4-metil-catecol por
una o-difenoloxidasa extraida de cerezas (117). Los acidos
benzoico, con inhibicidon no competitiva, cinamico con competi-
tiva, y m- y p-cumdrico con parcialmente competitiva eran po-
tentes inhibidores mientras que sus correspondientes ésteres
no lo eran tanto. Los acidos feriilico, sinapico, quinico, tri-
-0OH-benzoico y otros acidos mono o dicarboxilicos como el acé-
tico, oxalico, maldnico, succinico, crotdnico, mucdnico y ma-
leico, sin embargo, daban lugar a una inhibicion menor. Estos
autores han demostrado también que los derivados fendlicos
con sustituyentes dadores de electrones producen una menor
inhibicidn que los que poseen grupos atrayentes de electrones,
los cuales incluso producen una mayor inhibicidén que el propio
acido benzoico. Los sustituyentes en orto con respecto a los
meta o para también hacen disminuir el grado de inhibicion,
En cambio , sustituyentes en meta y para a la vez, hacen dis-
minuir el efecto inhibitorio (117), Todo ello indica que el
anillo bencénico juega un papel importante en el mecanismo
de inhibicidn. Por otra parte, los dobles enlaces conjugados
entre si y con el grupo carboxilico, contrariamente a lo que
ocurre con Ssus correspondientes cadenas alifaticas o con com-
puestos heterociclicos, también incrementan la fuerza jnhibito-
ria (117).

Las conclusiones sacadas por Pifferi y col. en
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o-difenoloxidasa de cereza (117) han sido igualmente mostradas
por Sabater-Garcia en o-difenoloxidasa de albaricoque (146).

En cloroplastos de hojas de espinacas Sato también
ha ensayado el efecto de distintos acidos carboxilicos sobre
la actividad fenolasa. En este caso, el &acido oxdlico inhibia
el enzima siendo poco significativa la inhibicidén producida
por los acidos malénico, succinico, fumarico, malico, glicoli-
co, glioxilico, piriGvico y glicérico (135).

Kahn ha estudiado el efecto inhibitorio de 1los
acidos p-cumarico, protocatecuico y transcinadmico sobre 1la
reaccion de pardeamiento del 4-metil-catecol por la polifenol-
oxidasa de aguacate (65). Como en casos anteriores, los tres
compuestos inhibian la reaccion en mayor proporcidon al aumentar
la cantidad de inhibidor. Los acidosp-cumarico y protocatecuico
también se han mostrado como inhibidores, el primero de la
reaccion de la polifenoloxidasa de manzana y el segundo en
la reaccion de la polifenoloxidasa de haba (123,140).

Las catequinas también se han manifestado como
inhibidores de 1las polifenoloxidasas. Esto se ha observado
en vastagos verdes de té donde se ha comprobado que el galato
de epicatequina y el galato de epigalocatequina inhiben 1la
actividad de estos enzimas (126).

Los polifenoles condensados inhiben Tas polifenol-
oxidasas por la capacidad que poseen para acomplejarse con
los polipéptidos y las proteinas. Tales compuestos se unen
a los polipéptidos por puentes de hidrogeno formados entre
los OH fendlicos y los grupos carbonilos de las uniones pepti-
dicas (43). Los puentes de hidrdgeno son débiles, pero puesto
que el numero total de ellos entre polifenol y cadena peptidica
es alto, la fuerza de unidon se hace apreciable dando lugar
a complejos relativamente estables.
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Algunos autores han ensayado también el forogluci-
nol, orcinol y resorcinol como posibles inhibidores de la reac-
cion de las polifenoloxidasas (65,77,95,120). En la reaccion
de oxidacion del acido clorogénico por la polifenoloxidasa
de aguacates Lula, el resorcinol se mostraba como un inhibidor
competitivo ( 77L con el foroglucinol ocurria igual pero con.
la polifenoloxidasa de melocotones y patata (120). Sin embargo,
en otros casos estos mismos compuestos se comportan como acti-
vadores. Kahn en polifenoloxidasa de aguacates Lerman y Fuerte
ha observado que tanto orcinol como foroglucinol y resorcinol
actuan como activadores de la reaccion a pesar de que sus efec-
tos son distintos (65). Orcinol y resorcinol incrementaban
las absorbancias de la reaccidn, proporcionalmente a sus con-
centraciones, hasta alcanzar una determinada concentracion
a partir de la cual dichas absorbancias no continuaban aumen-
tando; el foroglucinol incrementaba también esas absorbancias
pero solo a concentracién alrededor de 3.3mM, su efecto sinér-
gico desaparecia completamente a concentracion 13.2mM, y a
concentracion 26.4mM este compuesto incluso reducia la oxida-
cion (65). El1 efecto sinérgico de estos tres compuestos se
ha atribuido por muchos autores a una reaccion no enzimatica
de esos fenoles con los productos de reaccion de las polifenol-
oxidasas (65).

Distintos investigadores han encontrado otros acti-
vadores de las polifenoloxidasas, activadores que en algunas
ocasiones podian haberse considerado como inhibidores, asi
ha ocurrido con el acido ferilico y galico en 1a polifenoloxi-
dasa de hojas senescentes del alamo negro (155), o con el as-

corbato que acortaba la fase "lag" de la actividad monofenolasa --

de muchas polifenoloxidasas (25). Finalmente como activadores
también se pueden citar todos aquellos agentes quimicos o com-
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puestos que 1inducen la actividad de la polifenoloxidasa en
su estado latente, estos activadores por estar descritos en
el apartado 1.4.3.5. no los trataremos aqui.

Kahn ha estudiado el efecto del agua oxigenada
sobre la polifenoloxidasa de aguacate (69). Se conoce que va-
rios radicales oxigeno se forman en los tejidos de las_.plantas
bajo condiciones aerobicas y que estos radicales inestables
se transforman fé&cilmente en i% 02; la concentracion de H202
se incrementa durante la maduracion al igual que la actividad
polifenoloxidasa. Kahn ha observado que el agua oxigenada a
concentraciones entre 3.6mM y 364mM acorta la fase "lag" de
actividad de la polifenoloxidasa frente a tiramina. A concen-
tracion 8mM la fase "lag" desaparece. En cuanto a la cinética
de formacion de dopacromo, una vez superada la fase "lag",
bajas concentraciones de H202 incrementan la velocidad de reac-
cion mientras que altas no la modifican. Sin embargo, 1a forma-
cion de dopacromo en presencia de elevadas concentraciones
de H202 s6lo dura un cierto tiempo . Parecia que el H202 tenia
un efecto de blanqueamiento eventual sobre la melanina y el
dopacromo que habian sido formados anteriormente en la reac--
cion (69). '

Utilizando DOPA como sustrato, bajas concentracio-
nes de H202 (2-13.2mM) incrementaban la velocidad de conver-
sion de DOPA a dopacromo, sin embargo, concentraciones interme-
dias y altas (66-1000mM) hacian disminuir esa velocidad de
reaccion y la cantidad final de producto formado. Las melaninas
eran también atacadas por el H202 (69).

Kahn por ultimo en estos experimentos con obJeto
de comprobar el efecto del agua oxigenada sobre el enzima en

- si, 1incubd éste en ausencia de sustrato con distintas concen-

traciones de H,0, resultando que 1a polifenoloxidasa se inacti-
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vaba ya a concentraciones comprendidas entre 1.7mM y 17mM,
esta inactivacion también era mas rapida en el caso de la reac-
cion de la tirosina que en el de la oxidacion de DOPA (69).

1.4.5.- Localizacion intracelular

i

Excluyendo unos pocos casos de hongos donde se
ha demostrado excretarse al wmedio (78), la polifenoloxidasa
es un enzima intracelular. S6lo podria considerarse "extracelu-
lar" cuando se localiza en la fraccion de la pared celular
de las p]anfas_(28,11]).

La polifenoloxidasa en hongos parece ser soluble,
lo mismo que ocurre con algunas bacterias estudiadas. Sin em-
bargo, en plantas, el enzima ha sido localizado tanto en 1la
fraccidon soluble como en la particulada (70,92,153). Estas
diferentes localizaciones del enzima dependen mucho del tipo de
homogenizacidn utilizado para la liberacion de la polifenoloxi-
dasa, puesto que existen muchos tejidos ricos en compuestos
fendlicos los cuales pueden causar a veces la unidn a membra-
nas de enzimas que inicialmente son solubles. Craft por ejemplo
ha observado que en tubérculo de patata la polifenoloxidasa,
originariamente soluble, durante la disrupcion y fraccionamien-
to se une a membranas (95).

Sanderson por su parte también ha comprobado que
la polifenoloxidasa de hojas de té permanece soluble siempre
que el aislamiento se 1leva a cabo en presencia de poliamida
que es un absorbente de fenoles enddgenos (131). Muchos autores
pues, debido a esto, han 1legado a concluir que 1a mayoria de
las localizaciones particuladas mostradas en algunos trabajos
son sblo artefactos. De cualquier modo, y a pesar de los posi-
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bles artefactos, existe una gran evidencia de muchas polifenol-
oxidasas unidas a membramas.

Puede ocurrir también como otros investigadores
han demostrado, que los enzimas, normalmente en forma particu-
lada, puedan pasar bajo cierta condiciones a la forma soluble.
Esto se ha visto por ejemplo en cultivos de manzana después
de una exposicion a condiciones de estrés tales como deficien-
cia de nutrientes o de sustancias de crecimiento. La solubili-
zacion de PPQO también se da bajo condiciones naturales como
la maduracidon o el envejecimiento (11,50).

En cuanto a la localizacidon particulada, un gran
numero de plantas y de tejidos de plantas han sido estudiados
dando como resultado que las polifenoloxidasas estan localiza-
das en una gran variedad de organulos celulares como mitocon-
drias, cloroplastos, peroxisomas. microsomas, microcuerpos,
etc. (55,56,70,107,127,137,150,154).

Ruis ha localizado 1a polifenoloxidasa de tubérculo
de patata empleando centrifugacion diferencial y centrifugacion
en gradiente de sacarosa (127). El autor después de fraccionar
y medir los distintos enzimas marcadores observaba que la PPO
aparecia asociada con la fraccion peroxisomal del precipitado
de 3200xg, y a la vez con los microsomas del precipitado de
100000xg (127).

En hojas de té Takeo ha demostrado que la polife-
noloxidasa estaba asociada con particulas tan pequeiias como
mitocondrias y no con cloroplastos (150). E1 tejido homogenei-
zado con tampdn, isoascorbato y poliamida, se filtraba y segui-
damente se sometia a centrifugacion diferencial. E1. 50% de
la actividad PPO permanecia en el precipitado de 15000xg y
el 25% en el sobrenadante; sin embargo, cuando se incluia polia
mida en el medio de homogenizacidon un 63% de la actividad per-
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manecia en el precipitado de 1400xg y un 4% en el sobrenadante.
Asi pues, la mayor proporcidn de actividad enzimatica se detec-
taba en la fraccion de las pequefias particulas. Los polifenoles
presentes en los extractos coagulaban con el enzima cuando
no existia poliamida en el medio. Comparando ademds la relacion
actividad/concentracion de clorofila, esta proporcidn resultaba
mayor en la fraccion de 15000xg que en la de 1400xg, lo que
indicaba que el enzima estaria en particulas mas pequefias que
los cloroplastos, los cuales a 1400xg ya deberian haber sedi-
mentado. Si la mayor cantidad de enzima hubiese estado en los
cloroplastos habria habido, como mucho, digual proporcion en
las dos fracciones suponiendo que gran parte de estos organulos
estubiesen rotos (150).

Estos resultados, sin embargo, estdn en contradic-
cidon con los obtenidos por Kato y col. para el mismo tejido
(70). Los autores han investigado la localizacion de la polife-
noloxidasa en hojas de té utilizando Polyclar AT como absorben-
te de polifenoles. El material se homogeneizaba en un medio

" que contenia Polyclar AT, sacarosa, tampdn, EDTA e isoascorba-

to, después de filtrar se centrifugaba diferencialmente y a
continuacion en gradiente de sacarosa; finaimente se fracciona-
ba y se median marcadores enzimaticos y PPO. Se obtenian dos
fracciones de 1la polifenoloxidasa: una fraccion pesada que
se correspondia con los marcadores de peroxisomas y no de mito-
condrias y cloroplastos, y una fraccion ligera que parecia
ser una porcidn fragmentada de la primera (70).

Sharon y Kahn han intentado localizar también 1la
polifenoloxidasa de frutos de aguacate (142). Utilizando un
medio oOptimo de homogenizacién, centrifugacion diferencial
y centrifugacion en gradiente de sacarosa, la polifenoloxidasa
resultd encontrarse en los peroxisomas (142).
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Por Gltimo, con medios citoquimicos se ha consegui-
do localizar también 1la polifenoloxidasa de espinacas (54).
Henry y col. después de homogeneizar el tejido, centrifugar
diferencialmente y centrifugar en gradiente discontinuo de
sacarosa, obtenian una serie de fracciones a cada una de las
cuales se les hacia un andlisis ultraestructural para la loca-
lizacion de 1la polifenoloxidasa. El1 enzima estaba presente
en las fracciones que contenian las lamelas de los grana de
los cloroplastos (54).

-No obstante, pese a los resultados anteriores,
Vaughn y Duke recientemente han sugerido que la localizacion
de la polifenoloxidasa sdlo es plastidial, y que el resto de
las Tlocalizaciones atribuidas sdlo son artefactos debidos a
que errdneamente se puede identificar la POD como PPO, debidos
también a la solubilizacion del enzima durante el aislamiento
del organulo, o debidos por G1timo a la presencia de plastidios
en otras fracciones de organulos (165).

Tres lineas de experimentos han aprobado la hipdte-
sis de Vaughn y‘ Duke: estudios de fraccionamiento, estudios
histoquimicos y estudios sobre la modificacion quimica de los
plastidios.

Los estudios de fraccionamiento celular (centrifu-
gacion diferencial o en gradiente) mostraban que los precipita-
dos enriquecidos en clorofila u otros marcadores plastidicos
estaban también enriquecidos en PPO (6,54,55,114). Asi, los
casos donde la polifenoloxidasa se decia estar asociada con
otra fraccidon organular no tendrian ningin valor significativo
puesto que ocurria que, o bien no se habian tomado precauciones
para excluir el papel de la exidacion peroxidativa de los feno-
les, o bien es que el tejido'uti1izado estaba ya senescente.
Ademas si sdlo se usaba la clorofila como marcador plastidico,
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podia darse Que leucoplastos y plastidios epidérmicos que con-
tenian polifenoloxidasa pero poca o ninguna clorofila podian
erroneamente ser clasificados como otros organulos, resultando
pues una falsa localizacion (108,166).

Los estudios histoquimicos también han proporciona-
do una clara evidencia de la poiifeno]oxidasa como enzima plas-
tidico. Gracias a e110§ este enzima ha sido encontrado en una
gran variedad de plastidios: plastidios de raices, amiloplastos
de tubérculo de patata, plastidios de hipocotilo, plastidios
epidérmicos, plastidios de cultivos de zanahoria, plastidios
apicales, etioplastos, cromoplastos y por altimo cloroplastos
de una gran diversidad de especies (36,53,91,95,103,108,113,
163,164,166). En ninguno de estos estudios citoquimicos donde
se tomaron los controles apropiados la polifenoloxidasa demos-
tro estar asociada con otro organulo.

Por Gltimo, modificando los plastidios, y no afec-
tando en absoluto al resto de los organulos, se ha comprobado
también que la actividad polifenoloxidasa desaparece. La tento-
xina es un tetrapéptido ciclico que actua especificamente sobre
los cloroplastos produciendo en ellos clorosis (163,164}, pues
bien la actividad polifenoloxidasa esta completamente ausente
en todos aquellos plastidios de plantas crecidas en solucidn
de tentoxina, en este caso si la polifenoloxidasa hubiese esta-
do localizada en sitio diferente del plastidio esa pérdida
total de actividad no se deberia haber presentado (163,164).

1.4.6.- Papel fisiologico

Mientras que en hongos y bacterias la funcidn de
las polifenoloxidasas no ha sido bien establecida, en 1as plan-
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tas se les han atribuido diversas funciones. Basado en la capa-
cidad de 1las polifenoloxidasa para convertir monofenoles en
o-difenoles "in vitro", muchos autores han sugerido que estos
enzimas podian tener un papel en la sintesis "in vivo" de dife-
noles (95). Existen distintos argumentos en contra de esta
funcion biosintética. En algunos tejidos se ha observado que
la completa pérdida de actividad polifenoloxidasa no afectaba
en absoluto al metabolismo de los compuestos fendlicos (163,
164). Por otra parte, tampoco se conoce ain si los o-difenoles
en la reaccion de hidroxilacion de monofenoles se liberan como
tales. Por ltimo si se acepta que la polifenoloxidasa estd
exclusivamente localizada en cloroplastos, seria imposible
también que la polifenoloxidasa estuviera implicada en el meta-
bolismo de los compuestos fendlicos debido a la distinta com-
partimentacion de éstos y el enzima, que impediria entraran
en contacto (165).

Un segundo papel atribuido a las polifenoloxida=-
sas es su implicacion en la cadena metabdlica respiratoria
actuando de forma similar a las citocromo oxidasas (95).

También se ha pensado que las polifenoloxidasas
podian afectar la regulacion del crecimiento de la planta.
Gordon y Paleg han demostrado que las quinonas son capaces
de interactuar con el triptdofano para formar finalmente acido
indolacético, por el contrario otros autores lo que han obser-
vado es que estas polifenoloxidasas podian catalizar la des-
truccidn de auxinas (39). En ambos casos, sin embargo, el hecho
de que estos enzimas pudieran estar envueltos en determinar
“las concentraciones de auxinas es algo todavia dudoso (143)..

En--las reacciones que proporcionan a las semillas
Sus cubiertasimpérmeab]es al agua parecen también estar compro-
metidas las polifenoloxidasas. Existen asi gran numero de semi-

-63-



1las con cubiertas permeables al agua que a la vez son carentes
de polifenoloxidasas; en semillas con polifenoloxidasas par-
cialmente inhibidas ocurre una pérdida de permeabilidad (88,89,
90).

Después de que los tejidos se dafian estos se oscu-
recen, Este pardeamiento como ya hemos visto se debe a la ac-
cion catalitica de las polifenoloxidasas y se da como conse-
cuencia de que los sustratos se hacen mas accesibles al enzima,
y como consecuencia, también, de que el enzima latente se acti-
va. La cuestidn que se plantea es el tipo de beneficio: que
esta reaccion de oscurecimiento puede conferir al tejido. Posi-
blemente puede promover la curacion de las heridas o simplemen-
te reducir la infeccion o velocidad de infeccion. Sin embargo,
es dificil entender como un mecanismo tan complicado como el
de las polifenoloxidasas pueda estar actuando para producir
1o que parece ser s6lo una ayuda limitada (95).

Muchos autores han asignado a las polifencloxidasas
el papel de dar resistencia a las plantas frente a las enferme-
dades. En efecto, la actividad polifenoloxidasa realmente in-
crementa después de una infeccidon por virus, bacterias u hon-
gos. Kosuge ha demostrado que las quinonas son toxicas para
gran cantidad de enzimas extracelulares producidos por organis-
mos patdgenos (95). Asi pues, la planta, tras la infeccion,
reaccionaria produciendo tales quinonas (128). No obstante
se sabe que a menudo la polifenoloxidasa es inactivada por
sus propios productos. Ademdas los organismos patdgenos pueden
producir por si mismos enzimas que destoxifican los compuestos
produtidos por el hospedador para protegerse (95,128).

Debido a la localizacion plastidica de la polife-
noloxidasa en gran nimero de ocasiones si no en todas, se ha
propuesto que estos enzimas podian estar envueltdsfen é]guna
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ruta de la fotosintesis (165). Mayer y Harel han hipotetizado
que la polifenoloxidasa podria proveer un tampon de oxigeno
del modo siguiente:

difenol + 0, Z:j diquinona + H50

En esta reaccion el ascorbato &»e] NADPH se utili-
zarian para regenerar el difenol a la vez de pafa evitar la
acumulacidn de quinonas. ‘

La implicacidn de las polifenoloxidasas en el PSII
no esta muy clara. Ninguna proteina con cobre estda envuelta
en la escision del H20. Ademas muchas células sin actividad
polifenoloxidasa exhiben actividad en el PSII. Lieberei y Biehl
tampoco han encontrado 1la polifenoloxidasa asociada a PSI,
por tanto se puede resumir que el papel de la polifenoloxidasa
en la fotosintesis tiene lugar en procesos distintos de los
que ocurren en los pigmentos de los centros de reaccion (83,
165).
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2.- MATERIAL Y METODOS




2.1.- MATERIAL |

2.1.1.- Material bioldgico

Como material bioldgico se utilizaron chirimoyos
(Annona cherimolia Mill) de la variedad impressa, denominada
comercialmente "Fino de Jete" o "Blanca", de tamafio uniforme
Yy cuyo peso estaba comprendido entre 200 y 500 g.

Los frutos se adquirieron en establecimientos
del ramo de la alimentacion, y su grado de madurez se estable-
cid por el color y 1a medida de la textura(116).

2.1.2.- Productos

Los reactivos ensayados como sustratos inhibidores
o activadores del enzima polifenoloxidasa procedieron de las
firmas: ANALAR y BDH (Inglaterra), FLUKA (Suiza), DOESDER
(Espafia) y SIGMA (USA). E1 Sephadex G-200 se suministrd por
Pharmacia Fine Chemicals {Suecia). El - anhidrido carbénico
N2S se sirvio por OXIMESA (S.A.) (Espafia). Y el resto de los
productos, en tanto no se indique lo contrario, procedieron
siempre de PANREAC y PROBUS (Espaiia) y MERCK (Alemania).

2.1.3.- Aparatos e instrumentacion

Las pesadas se realizaron en una balanza Sartorius
(Alemania) (p. max. 160 g; error + 1 mg) y en una balanza
Mettler H 20 T (Suiza) (p. max. 160 g; error + 0.01 mg).

-67-



La produccion de hielo seco (anhidrido carbdnico
en estado sdlido) se hizo con un formador de pastillas conven-
cionalacoplado a una botella de anhidrido carbonico comprimido.

Para la agitacion de tubos se emplearon vibradores
Heidolph y agitadores magnéticos P/Selecta (Alemania).

Las medidas de pH se llevaron a cabo en un pHmetro
Radiometer PHM 84 (pH + 0.001) (Dinamarca).

Las,hOmogenizaciones se realizaron en una disgrega-
dora tipo Sorvall-Omnimixer (USA), con vasos de acero inoxida-
ble de 400 ml1 de capacidad maxima.

Las centrifugaciones se efectuaron en una centrifu-
ga Beckman J-21 (Suiza), con un rotor tipo JA-14.

Las dialisis se hicieron con tubos especiales
tipo Wisking Dialysis Tubing 8/32 y 20/32 (Inglaterra).

Las lecturas colorimétricas para la determinacion
de proteinas se realizaron en un fotocolorimetro Bausch y
Lomb, modelo Spectronic 20 (Bélgica), con tubos de vidrio
de 1 cm de didmetro suministrados por la misma firma. Las
medidas espectrofotométricas se efectuaron en un espectrofotd-
metro Pye Unicam (Inglaterra) con registrador grafico incorpo-
rado y compartimento de cubetas termostatizado. Las cubetas
utilizadas eran de cuarzo para las medidas en la region del
U.V. y de poliestireno desechable para las medidas en la region
del visible.

Los tiempos de reaccidon en las determinaciones
enzimaticas se midieron con un crondmetro "Smiths" de "English
Clock Systems" (Inglaterra).

Para manipu]aciohes de reactivos que requerian
medir pequefios volimenes se wutilizaron micropipetas "Gold
Brand" (Alemania) de enrasado automatico por estrangulamiento.

Para el fraécionamiento con Sephadex G-200 se
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empledb una columna de vidrio QUICKFIT (Inglaterra) (3.8 x
100 cm) equipada en uno de sus extremos con un émbolo provisto
de una placa de teflon. Cada extremo de la columna llevaba
acoplado, a su vez, un tubo de tefldon que canalizaba la entrada
y salida del eluyente. La salida del eluyente se reguld median-
te una bomba peristaltica DESAGA (Alemania), y la recogida
de las distintas fracciones mediante un colector LKB, Ultrorac
(Suecia).

2.2.- METODOS

2.2.1.- Purificacion de la polifenoloxidasa de epicarpio de

chirimoyo

2.2.1.1.- Obtencidn de polvos acetdnicos

E1 epicarpio de chirimoyo, lavado y finamente tro-
ceado, se introdujo en el recipiente del disgregador, mantenido
en bafio de hielo, junto con un volumen diez veces superior
a su peso de acetona enfriada a -20°C por adiciones sucesivas
de hielo seco. '

E1 material se triturd durante 5 minutos a veloci-
dad alta (posic. 8), y el homogenado resultante se filtrd,
con la ayuda de vacio, por un embudo Biichner provisto de una
0 dos capas de papel de filtro. E1 residuo se 1avo con un volu-
men de acetona fria (-20°C) igual al empleado en la tritura-
cion. Por ultimo se realizd un nuevo lavado, esta vez con
éter etilico también a -20°C y también en un volumen diez veces

-69-



superior al peso inicial de epicarpio.
‘Los polvos acetdnicos asi preparados se guardaron
en ambiente anhidro a 4°C.

2.2.1.2.- Redisolucidon de polvos acetdnicos

Los polvos acetdnicos se dispusieron en el reci-
piente del disgregador, mantenido en bafio de hielo, junto con
diez veces su peso en tampdon fosfato sdédico 0.1M pH 6.5 al
0.1% en cisteina y al 0.1% en acido ascorbico. La mezcla se
triturd durante 5 minutos a velocidad media (posic. 6) y a
continuacion se centrifugd a 10000xg 15 minutos y a 4°C. Se
anotd el volumen del sobrenadante y del mismo se reservaron
unos ml para la determinacidn de la actividad PPO y de protei-
nas.

2.2.1.3.- Precipitacion con sulfato amdnico

- La técnica seguida fué la propuesta por Green y
Hughes (40).

E1 extracto procedente de la redisolucion de los
polvos acetdnicos se dispuso en un recipiente mantenido en
camara fria (2-4°C) y en constante agitacion. Sobre &1 se adi-
ciond lentamente sulfato ambnico, previamente pulverizado,
en cantidad suficiente para conseguir el 40% de saturacion
(226 g/1). -Aiadida la totalidad de la sal, la disolucidén se
continué agitando 5 minutos mas y posteriormente se la dejd
reposar durante media hora. Transcurrido este tiempo se centri-
fugd a 12000xg, 20 minutos y a 4°C.
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Se anotd el volumen del sobrenadante que resultd
y se apartd una alicuota para las determinaciones de actividad
enzimatica y de proteinas; con el resto del volumen se prosi-
guid la precipitacion. Para ello, se volvid a agregar sulfato
amonico, esta vez hasta alcanzar un 75% de saturacion (212 g/1),
se agitd de nuevo 5 minutos, se dejo repoéar media hora y se
centrifugd otra vez a 12000xg durante 20 minutos y a 4°C. El
precipitado resultante que contenia la mayor parte de la acti-
vidad polifencloxidasa, se resuspendido en 9-15 ml de tampon
fosfato sédico 0.05M ph 6.5. Con esta fraccion, tras separar
la correspondiente alicuota para la determinacion de actividad
polifenoloxidasa y de proteinas, se continud la purificacion.

2.2.1.4.- Dialisis

Con objeto de eliminar los restos de sulfato amoni-
co, cistefna y acido ascorbico, el extracto obtenido y 1las
distintas alicuotas separadas en cada paso de purificacion
se sometieron a dialisis. Para ello se introdujeron cada una
de las muestras en tubos de didlisis Wisking 8/32 o 20/32,
previamente humedecidos, y se sumergieron en un vaso de preci-
pitado que contenia tres litros de tampon fosfato sodico 25mM
pH 6.5. E1 proceso durd 24 horas y se desarrollo a 4°C.

2.2.1.5.- Cromatografia sobre Sephadex G-200

2.2.1.5.1.- Preparacion del gel
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E1 Sephadex se suministra en forma de polvo seco,
Yy antes de empaquetarlo en la columna se debe hinchar en la
solucion usada como eluyente, en nuestro caso tampdn fosfato
sodico 0.05M pH 6.5. Para ello, a la cantidad adecuada de polvo
seco (1 g de Sephadex G-200 suministra un volumen de lecho
de 30-40 ml) se le agregd un exceso de. tampdn y se mantuvo
a temperatura ambiente durante tres dias. Este proceso de hin-
chamiento se podia acelerar calentando 5 horas en bafio maria.

Durante 1la preparacion podian quedar atrapadas
burbujas de aire en la matriz del gel, dando esto lugar a empa-
quetamiento y flujos desiguales. E1 problema se solucionaba
conectando al matraz que albergaba el gel a una bomba de vacio
el tiempo necesario para la desgasificacion total.

2.2.1.5.2.- Preparacion de la columna

Se empled una columna de vidrio QUICKFIT (3.8x
x100 cm) equipada en el terminal superior con un tapdn de goma
y en el inferior con un émbolo provisto de una placa porosa.
Los dos terminales llevaban conectados sendos tubos de tefldn
que canalizaban, respectivamente, la entrada y salida del elu-
yente.

Fijado el émbolo inferior de 1a columna, se dispuso
ésta en posicion vertical y su salida se conectd con una bomba
peristaltica que requlé el flujo de salida. Se adiciond enton-
ces por el extremo superior un pequefio volumen de tampdn, pre-
viamente desgasificado, procurando no déjar atrapada burbuja
alguna de aire. A continuacion se comenzd a afiadir la suspen-
sion de Sephadex G-200, hasta que la capac%dad total de 1la
columna quedd casi completada. E1 gel se dejo reposar durante
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un par de dias, al cabo de los cuales se observdo el nivel al-
canzado, si éste habia descendido se completaba nuevamente
con la suspension y se volvia a esperar; la operacidon se repi-
tid cuantas veces fué necesario hasta alcanzar el volumen de
lecho requerido.

Estab]écido ya el nivel, la columna se conectd
por su extremo superior a un reservorio de tampon fosfato sodi-
co 0.05M pH 6.5 desgasificado; y seguidamente se procedid a
su estabilizacidon. La estabilizacidon se realizd haciendo pasar
1000 m1 del tampon anterior a un flujo de 0.4 m1/min. Al final
la columna quedd perfectamente preparada para recibir la mues-
tra. '

2.2.1.5.3.- Aplicacion y elucion de la muestra

Antes de inyectar la muestra se destapd la columna
y se dejo salir el 1liquido situado sobre la superficie del
Sephadex, entonces, y con sumo cuidado de no remover el lecho,
se colocd la muestra. Cuando ésta hubo penetrado casi totalmen-
te en el interior del gel, se ahadieron unos ml del tampdn
del reservorio, se adaptd nuevamente éste y comenzd la elucion.
E1 flujo utilizado en la elucidon fué el mismo mantenido durante
todo el proceso de estabilizacion.

Las distintas fracciones que se eluyeron de 1la
columna fueron recogidas utilizando un colector de fracciones
automatico (LKB, Ultrorac) acoplado a un detector de absorcidn
U.V. a 280 nm y a un registrador que marcaba Tas absorbancias
y los cambios de fraccion. E1 sistema empleado para la colec-
cion de fracciones fué el de volumen fijo por contaje del nume-
ro de gotas; asi, en estas condiciones, se recogieron siempre
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sesenta fracciones de 10 m1 cada una de ellas.

A la totalidad de las fracciones recogidas de este
modo se les midid su actividad polifenoloxidasa y su D.0. a
280 nm. Los tubos que resultaron de mayor actividad y menor
contenido proteico se reunieron en un nuevo extracto; éste
fué el enzima parcialmente. purificado con el que se realizaron
todas las determinaciones enzimaticas siguientes, destinadas

a probar posibles factores influyentes en la reaccidon de la..

polifenoloxidasa.

La preparacion de la columna, asi como la aplica-
cion y elucion de la muestra se realizaron siempre en camara
refrigerada (0-4°C).

2.2.2.- Determinacion del contenido proteico en los extractos

con actividad polifenoloxidasa

2.2.2.1.- Método de Lowry

La determinacidn cuantitativa del contenido protei-
co de los extractos con actividad polifenoloxidasa se 1levd
a cabo por el método de Lowry y col. basado en la combinacidn
de las reacciones de Biuret y Folin, la primera caracteristica
del enlace peptidicov y la segunda caracteristica del grupo
fendlico de los restos de tirosina y triptéfano (85).

2.2.2.2.- Absorcion en el U.V. a 280 nm

Se empled este procedimiento con criterio cuantita-
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tivo relativo determinando 1la absorcion, a 280 nm, de cada
una de las fracciones eluidas de la columna frente a un blanco
constituido por el tampén de elucidn.

2.2.3.- Determinacién espectrofotométrica de la actividad poli-
fenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo

2.2.3.1.- Método general

2.2.3.1.1.- Fundamento

Para la determinacion de la actividad enzimatica
se utilizd el método descrito por Kahn basado en el aumento
de coloracion debido a la oxidacion de determinados compuestos
fendlicos, catalizada por 1la polifenoloxidasa, y posterior
polimerizacién de los sustratos oxidados (64).

2.2.3.1.2.- Técnica

Las medidas espectrofotométricas se 1levaron a
cabo en un espectrofotémetro Pye Unicam U.V./VIS a temperatura
controlada (25-28°C), y a longitud de onda de acuerdo al tipo
de sustrato utilizado y por consiguiente al producto de reac-
cion formado:
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Sustrato Longitud de onda

DOPA 480 nm
catecol 410 nm
p-cresol 410 nm
tirosina 480 nm
tiramina 465 nm

Las medidas se realizaron con cubetas se poliesti-
reno desechables de 1 cm de grosor y con 4.5 ml de capacidad,
en las que se adicionaban los distintos reactivos que componian
ta reaccion. E1 orden y la cantidad en que se agregaban cada
uno de estos reactivos se detalla a continuacidn:

Blanco Problema

Tampon fosfato sddico 50mM pH 6.5 2 ml 1.995 ml
Solucidon 30mM de catecol 1 ml 1.000 ml
Extracto enzimatico purificado -- 0.005 ml
Volumen final en 1a cubeta 3mi 3.000 ml

La reaccidon se iniciaba con la adicion del enzima;
a partir de ese momento, durante 3 0 4 minutos y con intervalos
de 15-30 segundos se anotaban los valores de D.O0. ‘

E1 tipo y concentracidn de sustrato, asi como la
cantidad de enzima ensayada se modificd siempre en funcion
de la reaccion a medir,
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2.2.3.1.3.- Calculos

La actividad enzimdtica se expresé en unidades
de -actividad especifica {(aD.0./min/mg prot.).

Actividad especifica = AD.0./min x Fd
PxdxyV

siendo:

AD.0./min = incremento de la D.O. por minuto.
Fd = factor de dilucién del extracto.

P = mg de proteina por ml de extracto
d = diametro de la cubeta (1 cm).
V = volumen de muestra del extracto enzimatico.

La actividad enzimatica se expresd en unidades
de AD.0./min/mg de proteina y no en pmoles/min/mg de proteina
puesto que existia mas de un producto de reaccion Yy sus coefi-
cientes de extincion molar eran desconocidos. La oxidacion
de Tos compuestos fendlicos y su polimerizacion estan mal defi-
nidas siendo esta Gltima variable en funcidn del tiempo.

2.2.3.2.- Determinacion de la influencia de la cantidad de

enzima y del tipo de sustrato utilizado

Como sustratos, todos en concentracién 5mM, se
probaron cinco distintos: dos de ellos difendlicos, catecol
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y DOPA, y tres monofendlicos, tirosina, p-cresol y tiramina.
Cada uno de estos sustratos, a su vez, se ensayd frente a con-
centraciones variables de proteinas que oscilaron entre 0.13
y 4.30pg/ml para los sustratos difendlicos, y entre 3.33 y
33.33ug/m1 para los monofendlicos.

Las determinaciones de actividad enzimitica frente
a los diversos sustratos se realizaron siempre siguiendo el
apartado 2.2.3.1. aunque hubieron de introducirse algunas va-
riantes como los tiempos de medida de las reacciones que pasa-
ron a ser de 12 minutos, en las reacciones con sustratos dife-
ndlicos, o hasta 600 minutos con sustratos monofendlicos,o
como los intervalos de medida de reaccién que, para el caso

de reacciones de larga duracion, se ampliaron a dos minutos
y medio.

2.2.3.3.- Determinacidon de la influencia de la cisteina, acido

ascorbico y mercaptoetanol sobre la actividad polifenoloxidasa
de epicarpio de chirimoyo

Para determinar la influencia de la cisteina, acido
ascorbico y mercaptoetanol en el desarrollo de la reaccidn
se efectuaron medidas espectrofotométricas de la polifenoloxi-
dasa frente a un sustrato difendlico, catecol, y otro monofend-
lico, tiramina, ambos en concentracién 5mM, incluyendo en 1la
cubeta de reaccion cada una de estas sustancias.

Las concentraciones de cisteina y mercapteoetanol
en cubeta fueron 1uM, 2uM, SuM, TOuM y 20uM para el sustrato
monofendlico y O0.ImM, 0.2mM, 0.5mM y 1mM para el difendlico
-respectivamente. En el caso del mercaptoetanol la concentracion
ImM frente al sustrato difendlico se sustituyd por la concen-
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tracion 0.3mM. Con el acido ascorbico las concentraciones osci-
laron tanto frente al sustrato monofendlico como frente al
difendlico entre 0.1mM y ImM. Cada una de estas concentraciones
se conseguian adicionando en la cubeta de reaccidn, previo
a la adicion del enzima, vollimenes adecuados de las soluciones
madre 6mM y 0.6mM de cada uno de los compuestos a ensayar pre-
paradas en tampdon fosfato sodico 50mM pH 6.5. La reaccion se
inicid con la adicidn del enzima (lug/ml u 11.66ug/m1 de pro-
teina segun sustrato). Se tomaron lecturas de D.0. cada 30
segundos, durante 7 minutos para el caso del catecol, y cada
dos minutos y medio, durante 20-30 minutos, para la tiramina,

El resto del protocolo se 1levdo a cabo segun el
apartado 2.2.3.1.

2.2.3.4.- Determinacion de los efectos de la preincubacion

del enzima purificado con cisteina, acido ascorbico o mercap-

toetanol sobre la actividad polifenoloxidasa de epicarpio de

chirimoyo

Se ha estudiado el posible efecto de la incubacion
del enzima con distintas concentraciones de cisteina, acido
ascorbico y mercaptoetanol. Para ello se prepararon inicialmen-
te y en tampdon fosfato sodico 50mM pH 6.5, tres soluciones
madre de cisteina, &cido ascorbico y mercaptoetanol de concen-
tracion 2mM.

Para las mezclas de incubacidon, volumenes variables
de cada una de esas disoluciones, completados hasta 2 ml con
el citado tampon fosfato, se mezclaron con otros 2 ml de extrac
to enzimitico purificado de manera que las concentraciones
finales de cisteina, acido ascorbico y mercaptoetanol ensayadas

-79-



resultaron 1mM, 0.5mM y 0.2mM. De este modo preparadas las
mezclas de incubacidn, éstas, junto con un tubo control que
solo contenia tampon fosfato y enzima, se incubaron a 4°C,
en oscuridad durante uno, dos y siete dias. Transcurrido cada
intervalo de tiempo, de cada uno de esos tubos se tomaron mues-
tras parciales que inmediatamente se sometieron a una didlisis
de 15 horas en camara fria, con tampdn fosfato sddico 25mM
pH 6.5.

Por Gltimo, se midieron las actividades enzimaticas
frente a catecol y tiramina, 5mM, siguiendo el protocolo usual,
pero teniendo en cuenta ahora que el volumen de extracto enzi-
matico a afladir en la cubeta de reaccidn debia ser el doble
del normalmente utilizado (el enzima se hallaba diluido a la
mitad). '

2.2.3.5.- Determinacion de la influencia del perdxido de hidré-
geno sobre la actividad polifenoloxidasa de epicarpio de chiri-
moyo

Para determinar el posible efecto del H202 sobre
la actividad enzimatica de la polifenoloxidasa de epicarpio
de chirimoyo se ensayaron distintas concentraciones de HZO?
0.5mM, 1mM, 3mM, 8mM, 12mM, 20mM, 40mM, 80mM, 160mM y 320mM,
frente a tres diferentes sustratos, catecol, DOPA y tiramina,
todos en concentracion 5mM. Estas concentraciones de H202 se
conseguian adicionando a la cubeta de reaccidn, previo a la
adicion del enzima, vollimenes adecuados de H202 al 30% o al
0.3%. S - : ,

En 1o referente al tiempo de medida de Ta reaccion,
duracidon de los intervalos, etc, se procedid siempre como en
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el apartado 2.2.3.1.

2.2.3.6.- Determinacién del efecto de la preincubacidon del

enzima con perdoxido de hidrogeno sobre la actividad polifenol-

oxidasa de epicarpio de chirimoyo

Se ha estudiado el efecto de la preincubacion de
la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo con HZOZ sobre
su actividad enzimatica. La incubacidn se 1levd a cabo a dis-
tintas concentraciones de H202 y durante distintos periodos
de tiempo.

Las concentraciones de H202 fueron: 4.375mM, 35.2mM
176mM y 352mM. Cada una de ellas se conseguia mezclando 2.5
ml del extracto enzimatico purificado con 2.5 ml de una dilu-
cion adecuada de H202 preparada con tampon fosfato sodico 50mM
pH 6.5 a partir de un H202 al 30%; para la concentracion 4.375
mM se utilizé la dilucidon 1/12.5, para 35.2mM la 1/25, para
176mM l1a 1/125 y para 352mM 1a 1/1000. Junto a esto se prepard
también un tubo control mezclando 2.5 ml del tampdn utilizado
en las diversas diluciones y 2.5 ml del extracto enzimatico.

Con objeto de determinar también la influencia
del tiempo de incubacion sobre la actividad enzimatica, los
tubos mezcla se incubaron a su vez, en oscuridad a 4°C, durante
10, 30, 60 y 120 minutos, contando como tiempo 0 el momento
de la adicion del enzima. Al final de cada periodo de tiempo
de cada uno de los tubos se extrajeron alicuotas de 1 ml, que
inmediatamente se sometieron a dialisis. Estas se realizaron
en camara fria con tampdon fosfato sodico 25mM pH 6.5 durante
quince horas.

Las actividades polifenoloxidasa de las distintas
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fracciones conseguidas se midieron frente a tiramina 5mM y
frente a catecol 5mM de modo similar a como se hizo en 1las
preincubaciones con cisteina, acido ascdrbico y mercaptoetanol
(Apartado 2.2.3.4.).

2.2.3.7.- Determinacidon de la influencia de distintos acidos
organicos sobre la actividad polifenoloxidasa de epicarpio

de chirimoyo

Han sido probados en concentracion 1mM en cubeta
los siguientes acidos organicos: acético, maldnico, succinico,
fumarico, maleico, glutarico y glucurdnico.

Las determinaciones enzimaticas de cada uno de
estos acidos frente a tiramina 5mM y catecol 5mM se realizaron
siguiendo el protocolo habitual pero adicionando previamente
al enzima 0.5 ml de las distintas soluciones 6mM preparadas
de cada acido.

2.2.3.8.- Determinacidon de la influencia de algunos azicares

sobre la actividad polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo

Utilizando como sustratos tiramina 5mM y catecol
5mM, se probaron como azicares a concentracion 1mM y 0.1mM:
D(+)glucosa, D(-)fructosa y sacarosa.

Las concentraciones de los aziicares se conseguian
adicionando a la cubeta de reaccidn, antes de afiadir el enzima,
1 ml y 0.1 ml respectivamente de una solucion 3mM de cada
azucar. En cuanto al resto, se siguid el mismo procedimiento
que en casos anteriores.
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2.2.3.9.- Determinacidon de la influencia de catequinas sobre

1a actividad polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo

Se ha estudiado la influencia de la presencia de
(+)-catequina y (-)-epicatequina en el sistema de reaccidn
de la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo.

Las concentraciones de catequinas ensayadas frente
a catecol 5mM y tiramina 5mM fueron: 0.5uM, 1uM, 10pM, 50uM
y 1OQpM. Estas concentraciones se conseguian adicionando a
la cubeta de reaccidn, antes del enzima, 0.01 ml, 0.05 ml,
0.1 ml, 0.5 ml y 1 ml respectivamente de las soluciones inicia-
les de catequinas 0.3mM.

En lo referente al protocolo seguido se procedid
de la forma habitual.

En el caso de que alguna de las concentraciones
de catequina resultase activadora de la reaccidon, ésta hubo
de ensayarse sola sin enzima ni sustrato para comprobar si
existia autooxidacidon, sola con el enzima para determinar si
era sustrato de la polifenoloxidasa y sola con el sustrato
para conocer si se daba reaccidon quimica entre ambos.

2.2.3.10.- Determinacion de la influencia de distintos compues-

tos fendlicos sobre la actividad polifenoloxidasa de epicarpio

de chirimoyo

Los distintos compuestos fendlicos ensayados en
concentraciones 1mM y 0.1mM fueron: acido clorogénico, acido
p-cumarico, acido cafeico, acido benzoico, &cido 3-OH-benzoico,
acido tri-QH-benzoico, acido vanillico, &cido isovanillico,
acido fertlico, acido protocatecuico, acido salicilico, acido
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siringico, acido ftalico, acido quinico, acido shikimico, acido
cinamico, fenol, foroglucinol, pirogalol, resorcinol y orcinol.

En cuanto al método seguido éste fué el mismo que
el utilizado en el apartado 2.2.3.8.

Al igual que en el caso de las catequinas cuando
alguno de los compuestos fendlicos resultd activador de la
reaccion enzimatica, dicho compuesto con objeto de ver su ac-
tuacion real hubo asimismo de ensayarse solo sin el enzima
ni el sustrato, solo con el enzima y solo con el sustrato,
pero siempre manteniendo las condiciones utilizadas en 1las
medidas con la cubeta completa.

2.2.3.11.- Medida del efecto de la presencia de pequefias canti-

dades de difenoles en la reaccidon de la polifenoloxidasa de

epicarpio de chirimoyo con monofenoles

Se ha estudiado la influencia de la presencia de
pequefias cantidades de difenoles sobre la actividad de la poli-
fenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo frente a monofenoles.
Como monofenoles y en concentracion 5mM se probd la tiramina
y como difenoles y en concentraciones 0.5uM, ]FM’ 10uM, 50uM
\ 1OQpM, m-catecol, catecol, DOPA y dopamina.

En 1o que respecta a la preparacidn de las cubetas
asi como el protocolo a seguir nos remitimos al apartado
2.2.3.9.

-84-



2.2.4.- Llocalizacion intracelular de la polifenoloxidasa de
epicarpio de chirimoyo ’

2.2.4.1.- Obtencidon del homogenado

E1 epicarpio de chirimoyo, lavado y troceado en

- porciones de un milimetro cuadrado de superficie, se introdujo

en el vaso del disgregador, previamente enfriado, junto con
dos volimenes del medio de homogenizacidn que contenfa: tampdn
HEPES-KOH 0.1M pH 7.2, CIK 1mM, C12Mn TmM, C]zMg TmM, EDTA
1mM, cisteina al-0.1%, BSA al 0.1%, Ficoll 400 al 0.1% y saca-
rosa al 25% (peso/peso). E1 material se triturd durante 5 se-
gundos (5 x 1 sg) a velocidad alta (posic. 10) y se filtrod

‘a continuacidn por ocho capas de gasa.

2.2.4.2.- Centrifugacion en gradiente discontinuo de sacarosa

E1 homogenado obtenido como se ha descrito ante-
riormente en cantidad de 8 ml se depositd sobre un gradiente
de sacarosa previamente preparado en tampdn HEPES-KOH 0.1M
pH 7.2 que tenia la siguiente composicign: 3 ml de sacarosa
al 60%, 1 ml de sacarosa de cada una de las siguientes concen-
traciones: 58%, 56%, 54%, 52%, 50%, 48%, 46% y 44%, 4 ml de
sacarosa al 42%, 1 ml de sacarosa de cada una de las siguientes
concentraciones: 40%, 38%, 36%, 34%, 32%, 30%, 28%, 26% y 2
ml de sacarosa al 24%. Dispuestos los tubos con el gradiente
y con la muestra se centrifugaron, primeramente a 1000xg duran-
te 5 minutos a 4°C, y después, y sin parar la centrifuga a
5000xg durante 10 minutos mas. Transcurrido este tiempo el
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rotor se dejo desacelerar sin freno y alcanzadas las 1600xg
éste se conectd.

E1 fraccionamiento se realizd con la ayuda de una
bomba peristaltica que bombeaba liquido desde el fondo del
tubo a un flujo de 2 ml/min. En estas condiciones se recogieron
16 fracciones de aproximadamente 1.8 ml, a cada una de las
cuales se les midido actividad polifenoloxidasa, catalasa, cito-
cromo oxidasa y contenido en clorofila.

2.2.4.3.- Determinacion de actividades enzimaticas y clorofila

2.2.4.3.1.- Determinacidon de citocromo oxidasa como marcador

mitocondrial

La actividad citocromo oxidasa se ensayd espectro-
fotométricamente por el método de Sottocasa y col., siguiendo
la velocidad de oxidacion del citocromo ¢ reducido (147). Para
ello en la cubeta de reaccion se pipetearon: 0.4 ml de citocro-
mo ¢ 90uM reducido con NaBH4, 0.4 m1 de tampdn fosfato potasi-
co 0.1M pH 7.2 y 0.2 ml de muestra. Afadida la muestra se se-
guia el curso de la reaccion a 550 nm y a 25°C.

La actividad citocromo oxidasa se expresdo como
AD.0./min/ml de extracto.

2.2.4.3.2.- Determinacion de catalasa como marcador peroxisomal

La actividad cataldsica se 1llevd a cabo por el
método de Aebi siguiendo la velocidad de descomposicion del
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H202 a 1o largo del tiempo (3). Para esto en cubetas de cuarzo
de 3 ml de capacidad se pipetearon 2.8 ml de H202 30mM en tam-
pon fosfato sdédico 50mM pH 6.5 y 0.2 ml de muestra. Afiadida
la muestra se anotaron valores de D.0. siguiéndose el curso
de la reaccion a 25°C y -a 240 nm de longitud de onda.

La actividad catalasica finalmente se expresd como
AD.0./min/ml de extracto. |

2.2.4.3.3.- Determinacidn de clorofila como marcador de cloro-

plastos

La cantidad de clorofila presente en las distintas
fracciones se determind por el método de Arnmon (6). Cinco ml
de acetona al 80% se afiadieron a 0.5 ml de cada una de las
fracciones, la mezcla se agitd brevemente, se filtrd y a conti-
nuacion al filtrado obtenido se le midid su densidad Optica
a 652 nm.

E1 contenido en clorofila se expresd en J de clo-
rofila/ml de extracto

Mg de clorofila/ml de extracto = 27.8 x A652 x V x Fd
siendo:
Rego = Densidad optica a 652 nm.

V = volumen de muestra mas acetona al 80%.
Fd = factor de dilucion.
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2.2.4.3.4.- Determinacion de la actividad polifenoloxidasa

La determinacidn de la actividad polifenoloxidasa
de todas 1las fracciones se realizd siguiendo el apartado
2.2.3.1., expresandose en este caso la actividad como
AD.0./min/ml de extracto.
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3.- RESULTADOS



3.1.- Purificacién parcial de la polifenoloxidasa de epicarpio

de chirimoyo

Se han efectuado ocho purificaciones parciales
de la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo, segin el
apartado 2.2.1., que han proporcionado la cantidad de extracto
enzimatico necesario para 1levar a cabo las distintas determi-
naciones de actividad del enzima en presencia de diversos acti-
vadores e inhibidores. E1 grado de purificacidon conseguido
al final de cada una de estas purificaciones ha sido por térmi-
no medio de unas diez veces, y en cuanto al rendimiento, éste
ha oscilado entre el 30 y el 50%. La tabla 1 muestra los valo-
res correspondientes a una de las purificaciones realizadas.

Aunque 1a obtencidn de polvos acetdnicos de epicar-
pio de chirimoyo en si representa ya un paso de purificacién,
nosotros no 1o hemos considerado como tal y la actividad poli-
fenoloxidasa en los polvos acetdnicos redisueltos es la que
hemos tomado como equivalente a grado de purificacion 1.

Como se observa en la tabla 1 en cada etapa de
purificacion, paralelamente a una disminucion del rendimiento,
se consigue un aumento de la pureza del enzima. E1 mayor grado
de purificacion tiene 1lugar con el pase por Sephadex G-200
del precipitado obtenido con sulfato amdnico al 40-75% en cuya
obtencidn se observa un pequefio descenso del rendimiento.

En la figura 4 se muestra el perfil de la curva
de concentracion de proteinas y de actividad polifenoloxidasa
obtenidas después del pase por Sephadex G-200 en la purifica-
cion correspondiente a la tabla 1.
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Tabla 1.- Purificacion parcial de la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo

mg mg * » »* Grado de
Volumen prot./ml prot. totales U/ml U totales U/mg prot. purificacion Rendimiento

Redisolucion de
polvos acetdnicos 192 m¥  2.480 476.2 492 94464 198 1.00 ~100%

Sobrenadante de la

precipitacion con 206 m1 1.493 308.5 336 69216 225 1.14 73%
50, (NH,), al 40%

Precipitado cbn

504(NH4)2 40-752 8 ml 13.600 110.2 5160 41796 379 1.9 447
Reunion de fracciones
activas de la filtracion 80 ml 0.252 20.2 474 37920 1880 9.50 40%

por Sephadex G-200

»*
U = unidades de actividad enzimatica definidas como incremento de densidad
optica igual a 0.1 medido a 410 nm frente a catecol como sustrato.
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Figura 4.- Cromatografia sobre Sephadex G-200 del precipitado de PPO de epicar-
pio de chirimoyo obtenido con sulfato amonico 40-75%.



3.2.- Influencia de distintos factores sobre la actividad poli-
fenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo

3.2.1.- Influencia de la cantidad de enzima y del tipo de sus-
trato utilizado

Las polifenoloxidasas tienen capacidad para hidro-
xilar monofenoles y oxidar difenoles. Estas dos actividades
enzimaticas, que presentan ademds distintas cinéticas de reac-
cidn, pueden ser desempefiadas por un mismo enzima, existiendo,
sin embargo, casos en. los que sdlo una de las dos funciona
(24,69,95).

Con objeto‘de comprobar la actividad hidroxilante
y deshidrogenante asi como las cinéticas de ambas actividades
de la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo, el enzima
se ha- ensayado frente a cinco diferentes sustratos, dos de
ellos difendlicos y tres monofendlicos, siguiendo el protocolo
detallado en el apartado 2.2.3.2.

Como se observa en las graficas 5 a 9, las reaccio-
nes de la polifenoloxidasa frente a monofenoles son bien dis-
tintas de las reacciones frente a difenoles. En las primeras
aparece una fase de retardo inicial que no estd presente en
las reacciones con los difenoles, esta fase de retardo se acor-
ta al aumentar la concentracion de proteina en el medio. Por
otra parte, las reacciones con los sustratos monofendlicos
también tienen una mayor duracion que las correspondientes
a los difendlicos. Finalmente, hay que sefialar que las veloci-
dades de reaccidn que presentan las reacciones de hidroxilacion
son inferiores a las de oxidacion, incluso utilizandose concen-
traciones de proteina diez veces superiores.
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Figura 5.- Influencia de la cantidad de PPO de
epicarpio de chirimoyo sobre su actividad frente a catecol.
La concentracion de sustrato utilizada fue 5mM.
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Figura 6.- Influencia de la cantidad de PPO de
epicarpio de chirimoyo sobre su actividad frente a dihidroxi-
fenilalalina. La concentracion de sustrato utilizada fué 5mM.
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-97-



0.008 ¢
2< -
[ =
- E 0.006
0~ P
T .
TS 0.004
- 0
v
< 0.002
0.8 ¢ - -
:E: ) _ 20 40 60 80 100
o 0.7¢© pg prot.
o 0.6t
. 6ng
S 0.5}
40}19
0.4 ¢
: 20ug
0.3} ¥
10ug
0.2t ()u
0.1}
A : . \ —— N
30 60 90 120 180 240

TIEMPO (min)

Figura 9.- Influencia de la cantidad de PPO de
epicarpio de chirimoyo sobre su actividad frente a p-cresol.
La concentracion de sustrato utilizada fue 5SmM.
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3.2.2.- Influencia de la cisteina, acido ascdrbico y mercap-

toetanol sobre la actividad polifenoloxidasa

Diversos autores han dincluido en los medios para
purificacion de polifenoloxidasas acido ascérbico, cisteina
y mercaptoetanol como agentes protectores del enzima (130,142).
Para determinar la influencia que estos compuestos podian ejer-
cer sobre la reaccidon de la polifenoloxidasa de epicarpio de
chirimoyo, se han realizado medidas espectrofotométricas de
Ta actividad polifenoloxidasa frente a catecol y tiramina, se-
gin el apartado 2.2.3.3., incluyendo en la cubeta de reaccion
acido ascorbico, cisteina o mercaptoetanol.

Por 1o que se refiere a la reaccion del enzima
frente al sustrato difendlico, la presencia de cisteina o acido
ascorbico a concentraciones 0.1 & 0.2mM hacia dismindﬁr, pro-
porcionalmente a sus concentraciones, las cantidades de produc-
to final formado mientras que lascorrespondientes velocidades
de reaccion permanecian inalteradas (figuras 10 y 11). Cuando
las concentraciones de cisteina o acido ascérbico eran superio-
res a 0.2mM, junto a la disminucion en la cantidad de producto
formado se producia también el descenso en las velocidades de
reaccion (figuras 10 y 11). E1 mercaptoetanol en el sistema
de reaccién presentaba igual comportamiento que la cisteina
o el acido ascorbico, la Unica diferencia estribaba en que a
bajas concentraciones las velocidades de reaccidn de la polife-
noloxidasa, con mercaptoetanol en el medio, se veian ligeramen-
te incrementadas (figura 12). 7

En cuanto a la actividad de la polifenoloxidasa
frente a tiramina, la cisteina y el mercaptoetanol no modifican
la velocidad de la reaccidn pero disminuyen la cantidad de pro-
ducto formado e incrementan la fase de retardo proporcionalmen-
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Figura 10.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de cistef-
na (0.1 - 1.0 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio de
chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 11.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
ascorbico (0.1 - 1.0 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando

catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 12.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de mercap-
toetanol (0.1 - 0.5 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 13.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccidn de diferentes concentraciones de cistei-
na (1 - 20 pM) sobre la actividad PPO de epicarpio de chiri-
moyo. La actividad enzimatica se determind utilizando tira-
mina 5 mM como sustrato.
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Figura 14.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccidn de diferentes concentraciones de mercap-
toetanol (1 - 20 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio

de chirimoyo. La actividad enzimatica se determing utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.

-104-




CONTROL
0.1 mM

E

| =

v 0.2 mM

O

s

S

e 0.3 mM
0.5 mM
1.0 mM

TIEMPO (min)

Figura 15.- Influencia de 1Ja presencia en el
sistema de reaccidn de diferentes concentraciones de acido
ascorbico (0.1 - 1.0 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimitica se determind utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.
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te a sus concentraciones (figuras 13 y 14). Cuando el acido
ascorbico esta presente a concentraciones entre 0.1 y 0.2mM
las velocidades de reaccidn se ven incrementadas (figura 15),
sin embargo, cuando estas concentraciones son superiores di-
chas velocidades disminuyen sensiblemente y de forma proporcio-
nal a la concentracion de acido ascorbico utilizada. E1 acido
ascorbico también a concentraciones entre 0.1 y 0.2mM acorta
la fase de retardo de la hidroxilacidn de la tiramina.

3.2.3.- Efecto de 1la preincubacion del enzima con cisteina,

acido ascorbico o mercaptoetanol sobre la actividad polifenol-
oxidasa

Como hemos citado anteriormente, cisteina, ascorbi-
co y mercaptoetanol se han utilizado en numerosas ocasiones
como agentes protectores de las polifenoloxidasas, sin embargo,
existen trabajos que han demostrado los efectos inhibidores
de estos tres compuestos por inactivar el enzima (24,37,95).

Con la finalidad de estudiar los efectos protecto-
res o inactivadores de cisteina, acido ascdrbico y mercaptoeta-
nol sobre la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo, se
incubd el enzima durante uno, dos y siete dias con diferentes
concentraciones de cada una de estas sustancias siguiendo el
apartado 2.2.3.4. Al final de cada periodo de tiempo y después
de dializar los extractos enzimaticos que contenian cisteina,
ascorbico y mercaptoetanol, se determinaron las actividades
enzimaticas correspondientes observandose que sélo al cabo de
siete dias los extractos enzimaticos comenzaban a perder acti-
vidad.

En la tabla 2 se muestran los porcentajes de acti-
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Tabla 2.- Porcentajes de actividad residual de
la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo después de siete
dias de incubacidn con cistefna, acido ascérbico Yy mercaptoeta-

nol
% de actividad PPOQ
Sustrato utilizado
catecol tiramina
Extracto control 12% 7%
Extracto incubado
con cistefna << 0. 5mM ‘ 62% 43%
0.2mM 48% 37%
Extracto incubado
con acido ascérbico<:0'5mM 8% 0%
0.2mM 5% 0%
Extracto incubado
con mercaptoetanol << 0. 5mM 34% 18%
0.2mM 29% 9%
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vidad residual polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo al
cabo de siete dias de incubacidon con los citados compuestos.
Mercaptoetanol y cisteina ejercian un alto efecto protector
sobre la estabilidad del enzima. Por el contrario, la incuba-
cion del enzima con acido ascorbico no did lugar a ningun efec-
to estabilizador; el acido ascOorbico se comportaba mas bien
como un inactivador. En cualquier caso, la pérdida de actividad
monofenolasa fué siempre significativamente superior a la pér-
dida de actividad ortodifenoioxidasa.

3.2.4.- Influencia de la presencia de perdxido de hidrogeno
sobre la actividad polifenoloxidasa

En los tejidos continuamente se esta formando agua
oxigenada como consecuencia de los radicales oxigeno que se
producen. Sin embargo, este agua oxigenada ha de mantenerse
a bajas concentraciones en la célula porque a altas concentra-
ciones resulta toxica (69).

Se conoce también que los niveles intracelulares
de agua oxigenada aumentan durante la maduracidon de los frutos,
al igual que la actividad polifenoloxidasa (130). Con objeto
de establecer el efecto que el agua oxigenada podria ejercer
sobre la actividad polifenoloxidasa, se han determinado las
actividades enzimaticas, segin lo descrito en el apartado
2.2.3.5., frente a catecol, DOPA y tiramina, incluyendo en
el sistema de reaccion diversas concentraciones de aquel com-
puesto. _

En la oxidacidn del catecol catalizada por la poli-
fenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo, el agua oxigenada hace
disminuir la velocidad de reaccion de forma directamente pro-
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Figura 16.- Influencia de la presencia de agua
oxigenada en el sistema de reaccidén de la PPO de epicarpio

de chirimoyo. Las concentraciones de agua oxigenada oscilaron
entre 0.5 mM y 12 mM. Como sustrato se utilizd catecol 5 mM.
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Figura 17.- Influencia de la presencia de agua
oxigenada en el sistema de reaccidon de la PP0 de epicarpio

de chirimoyo. Las concentraciones de agua oxigenada oscilaron
entre 1 mM y 320 mM. Como sustrato se utilizo catecol 5 mM.
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Figura 18.- Influencia de la presencia de agua
oxigenada en el sistema de reaccion de la PPO de epicarpio
de chirimoyo. Las concentraciones de agua oxigenada oscilaron
entre 0.5 mM y 12 mM. Como sustrato se utilizo dihidroxife-
nilalanina 5 mM.
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Figura 19.- Influencia de la presencia de agua
oxigenada en el sistema de reaccion de la PPO de epicarpio
de chirimoyo. Las concentraciones de agua oxigenada oscilaron
entre 1 mM y 320 mM. Como sustrato se utilizd dihidroxife-

nilalanina 5 mM.
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Figura 20.- Influencia de la presencia de agua
oxigenada en el sistema de reaccion de la PPO de epicarpio
de chirimoyo. Las concentraciones de agua oxigenada oscilaron
entre 0.5 mM 'y 320 mM. Como sustrato se utilizdé tiramina
5 mM.
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porcional a su concentracion (figuras 16 y 17). La cantidad
final de producto formado es muy pequefia cuando la concentra-
cidn de agua oxigenada también lo es (0.5mM). Entre concentra-
ciones de 0.5mM y 40mM de este compuesto la cantidad final
de producto oxidado va aumentando progresivamente, sin embargo,
a concentraciones superiores los niveles de sustrato oxidado
comienzan de nuevo a disminuir de forma progresiva.

Por 1o que se refiere a la oxidacion de DOPA cata-
Tizada por la polifenoloxidasa (figuras 18 y 19), las velocida-
des de reaccidon se afectaron de igual modo a como lo hacian
en la oxidacion del catecol. A concentraciones inferiores a
80mM de agua oxigenada las cantidades de producto final formado
fueron siempre mas elevadas que en la reaccidn control, hecho
que en ningun caso ocurrid en la oxidacidon del catecol catali-
zada por la polifenoloxidasa.

La figura 20 muestra la actividad polifenoloxidasa
de epicarpio de chirimoyo frente a tiramina en presencia de
agua oxigenada. Los efectos causados por la presencia de agua
oxigenada en la reaccion fueron similares a los anteriormente
sefialados en los que se utilizaba DOPA como sustrato.

3.2.5.- Efecto de la preincubacidon del enzima con perdxido

de hidrdgeno sobre la actividad polifenoloxidasa

Para determinar la influencia del agua oxigenada
sobre la estabilidad de la polifenoloxidasa, mas que sobre
su propia actividad catalitica, se incubd el enzima con dis-
" tintas concentraciones de agua oxigenada durante 10, 30, 60
y 120 minutos segin el apartado 2.2.3.6. Al cabo de estos pe-
riodos de tiempo y después de dializar los extractos enzimati-

-114-



CONTROL
100% -
c
S 90%
154
©
R 4.375 wM
c 9
o 70%
Q)
© 0%
€ 35.2 wM
2 501 >3
-2
©
o 40%
[~
£ 30% |
©
>
5 208
wor | 176 mM
352 mM
0% —e
10 30 60 120

TIEMPO (min)

Figura 21.- Influencia de la preincubacion con
agua oxigenada de la PP0O de epicarpio de chirimoyo sobre
su actividad frente a catecol. Las concentraciones de agua
oxigenada oscilaron entre 4.375 mM y 352 mM. La concentra-
cidn de sustrato fué en todos los casos 5 mM..
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Figura 22.- Influencia de 1la preincubacion con
agua oxigenada de la PPO de epicarpio de chirimoyo sobre
su actividad frente a tiramina. Las concentraciones de agua
oxigenada oscilaron entre 4.375 mM y 352 mM. La concentra-
cion de sustrato fué en todos los casos 5 mM.
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cos, se determinaron las actividades enzimaticas frente a cate-
col y tiramina. , '

En la figura 21 se muestra el porcentaje de activi-
dad polifenoloxidasa frente a catecol que permanecia después
de los diferentes tiempos de dincubacion. Se observa que al
aumentar la concentracidon de agua oxigenada la inactivacion
del enzima se hace mayor, llegando incluso a perder su total
actividad a una concentracion 352mM. En cuanto al tiempo de
incubacibn, practicamente a los 10 minutos el enzima pierde
la mayor parte de la actividad; a los 60 minutos la pérdida
de actividad es la total.

La figura 22 muestra los resultados correspondien-
tes a las actividades enzimaticas, frente a tiramina, de la
polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo incubada con agua
oxigenada. La pérdida de actividad monofenolasa producida por
el agua oxigenada era mucho mayor que la pérdida de actividad
ortodifenoloxidasa para una misma concentracion de agua oxige-
nada.

3.2.6.- Influencia de distintos acidos organicos sobre la acti-

vidad polifenoloxidasa

Resulta bien conocido que en la mayor parte de
Tos frutos las concentraciones de acidos organicos disminuyen
durante el transcurso de su maduracion (156). Con objeto de
establecer si existe alguna relacidon entre este hecho y el
incremento de actividad de la polifenoloxidasa durante la madu-
racion del chirimoyo (130), se ha determinado la influencia
de Ta presencia de diversos acidos organicos (acético, oxalico,
malonico, maleico, fumarico, succinico, glutarico y glucurdni-
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co) sobre 1la actividad polifenoloxidasa. Todos los acidos se
han ensayado a concentracion ImM siguiendo el apartado 2.2.3.7.

Ninguno de los citados acidos organicos modificaba
la velocidad de reaccion ni la cantidad final de producto for-
mado, ensayada la actividad polifenoloxidasa de epicarpio de
chirimoyo frente a tiramina y catecol.

3.2.7.- Influencia de algunos aziicares sobre la actividad poli-

fenoloxidasa

Los azucares aumentan su concentracion durante
Ta maduracidn de los frutos (171) siguiendo por tanto un pa-
tron semejante al de la polifenoloxidasa (130).

Para determinar si la presencia de azucares influia
en la actividad de la polifenoloxidasa se han ensayado tres
azicares simples, habituales en los frutos, sacarosa, D(+)glu-
cosa y D(-)fructosa, cada uno de ellos en concentraciones 0.1
y 1mM. E1 protocolo seguido se ha descrito en el apartado
2.2.3.8.

Los azucares sacarosa, D(+)glucosa y D(-)fructosa
no modificaban la actividad de la polifenoloxidasa de epicarpio
de chirimoyo frente a catecol o tiramina a ninguna de las con-
centraciones ensayadas.

3.2.8.- Influencia de catequinas sobre la actividad polifenol-

oxidasa

Las -catequinas son .derivados fendlicos que se en-
cuentran en gran cantidad en los frutos maduros interfiriendo
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Figura 23.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de (+)cate-
quina (0.1 - 1 ,mn) sobre la actividad PPO de epicarpio de
chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 24.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de (-)epi-
catequina (0.1 - 1 uM ) sobre la actividad PPO de epicarpio

de chirimoyo. La actividad enzimatica se determing utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.
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con los sustratos habituales de las polifenoloxidasas (95,157).
Debido a esto se han determinado los posibles efectos que po-
dian ejercer las catequinas sobre la actividad polifenoloxidasa
de epicarpio de chirimoyo. .

Se han ensayado segiin el apartado 2.2.3.9. (+)cate-
quina y (-)epicatequina ambas en concentracion 0.5, 1y SuM.
A concentraciones superiores las catequinas son oxidadas direc-
tamente por el enzima.

(+)catequina y (-)epicatequina no ejercen efecto
alguno sobre la actividad polifenoloxidasa frente a catecol.
Frente a tiramina las dos catequinas, aunque no modifican la
velocidad de reaccidn, acortan levemente las fases de retardo
proporcionalmente a sus concentraciones (figuras 23 y 24).

3.2.9.- Influencia de distintos compuestos fendlicos sobre

la actividad polifenoloxidasa

Debido a 1la similitud de estructuras de muchos
compuestos fendlicos, que no son sustratos de la polifenoloxi-
dasa de chirimoyo, y a la interferencia que estos podrian ejer-
cer sobre dicha reaccion (2,95), se han estudiado los efectos
de algunos de estos compuestos fendlicos sobre la actividad
de la polifenoloxidasa de epicarpio de chirimoyo frente a cate-
col y frente a tiramina.

Se han ensayado a concentraciones 0.1 y ImM si-
guiendo el protocolo descrito en el apartado 2.2.3.10. los
siguieﬁtes compuestds fendlicos: fenol, foroglucinol,. pikoga-
101, resorcinol, orcinol, acido benzoico, acido 3-OH-benzoico,
acido tri-OH-benzoico, acido ‘clorogénico, &cido p-cumarico,
acido cafeico, acido vanillico, acido isovanillico, acido feri-
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1ico, acido protocatecuico, acido salicilico, acido siringico,
acido ftalico, acido cinamico, acido quinico y acido skimico.

Los acidos quinico, skimico y ftalico asi como
fenol y resorcinol no modificaban apenas la actividad de la
polifenoloxidasa .ni frente a catecol ni frente a tiramina,
solamente el resorcinol a concentracion 1mM hacia disminuir
la cantidad final de producto formado en la oxidacion de cate-
col (figura 25).

Foroglucinol, acido benzoico, acido 3-0H-benzoico,
acido isovanillico, acido cinamico, acido p-cumarico y acido
salicilico (figuras 26 a 39) inhibian las reacciones de hidro-
xilacion y deshidrbgenacién catalizadas por la PPO proporcio-
nalmente a sus concentraciones. En la oxidacion del catecol
hacian disminuir la velocidad de reaccion y en la hidroxilacion
de la tiramina, ademas de hacer disminuir la velocidad de reac-
cidn, incrementaban la duracion de las fases de retardo. Esta
inhibicidn era mucho menos patente con los acidos 3-OH-benzoico
y salicilico los cuales a concentracidon 0.1mM ejercian un efec-
to casi inapreciable (figuras 30,31,38 y 39).

E1 &cido feralico (figuras 40 y 41) hacia aumentar
la velocidad de las reacciones de oxidacion de catecol y tira-
mina catalizadas por la polifenoloxidasa.

Los acidos protocatecuico y siringico se comporta-
ban como activadores de la reaccidon de hidroxilacidon de tirami-
na catalizada por la polifenoloxidasa, reduciendo asimismo
la fase de retardo; en cambio, frente a catecol, el acido si-
ringico inhibia la reaccidon de oxidacidon mientras que el acido
protocatecuico no mostraba efecto alguno (figuras 42 a 44).

Orcinol y acido cafeico activaban la reaccion de
la oxidacion del catecol por la polifenoloxidasa de epicarpio
de chirimoyo (figuras 45 y 46).

-122-



Por Ultimo, el acido tri-OH-benzoico (acido galico)
y el pirogalol, compuestos de estructura semejante ejercian
un efecto especial sobre la actividad PP0O. Ambos compuestos
hacian disminuir la velocidad de Ta reaccion de oxidacion del
catecol por la .polifenoloxidasa, pero producian una mayor inhi-
bicidon de la actividad enzimatica a concentraciones bajas de
inhibidor (0.1mM) (figuras 47 y 49). En la reaccidn de hidroxi-
lacion de la tiramina ambos compuestos hacian aumentar la velo-
cidad de reaccion del enzima y acortaban su fase de retardo
(figuras 48 y 50).

En las reacciones de oxidacion de catecol y tirami-
na catalizadas por la PP0 de chirimoyo, cuando estaban presen-
tes en el sistema de reaccion acido tri-OH-benzoico o pirogalol
en distintas concentraciones, se comprobd a través de los es-
pectros de absorcidn en el visible y U.V. que los productos
originados, utilizando concentraciones iguales a 0.1mM de estos
compuestos, eran distintos de los que aparecian cuando se uti-
lizaban concentraciones superiores (ImM).

Junto a los efectos de los citados compuestos fend-
licos sobre la actividad de la polifenoloxidasa se han deter-
minado también las constantes de inhibicién o activacion de
los mismos. En la tabla 3 se muestran algunas de las constantes
encontradas.
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Figura 25.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de resor-
cinol (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 26.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de foro-
glucinol (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 27.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de foro-
glucinol (0.1 mM y 1mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
tiramina 5mM como sustrato.
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Figura 28.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
benzoico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 29.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
benzoico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 30.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentrciones de 3-0H-

- benzoico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio

de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 31.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccidon de diferentes concentraciones de 3-0H-
benzoico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo.rLa actividad enzimatica se determind utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 32.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
isovanillico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epi-
carpio de chirimoyo. La actividad enzimdtica se determind

utilizando catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 33.- Influencia de la presencia en el
en el sistema de reaccion de diferentes concentraciones
de acido isovanillico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad
PPO de epicarpio de chirimoyo. La actividad enzimatica se
determind utilizando tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 34.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccidn de diferentes concentraciones de acido
cinamico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 35.- Influencia de la presencia en el

sistema de reaccidén de diferentes concentraciones de acido
~cinamico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 36.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccidon de diferentes concentraciones de acido
p-cumérico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicar-
pio de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utili-
zando catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 37.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
p-cumarico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicar-
pio de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utili-
zando tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 38.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccién de diferentes concentraciones de’ acido
salicilico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicar-
pio de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utili-
zando catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 39.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
salicilico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicar-
pio de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utili-
zando tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 40.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
fertlico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determiné utilizando
catecol 5 mM como sustrato. '
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Figura 41.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
ferdlico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determino utilizando
tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 42.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
protocatecuico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de

epicarpio de chirimoyo. La actividad enzimatica se determiné
utilizando tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 43.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
siringico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio

de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando
catecol-5 mM como sustrato.
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Figura 44.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
siringico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PP0 de epicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determing utilizando

tiramina 5 mM como sustrato.
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Influencia de la presencia en el

sistema de reaccion de diferentes concentraciones de orcinol
(0.1 mM y 1 mM) sobre al actividad PPO de epicarpio de chiri-
moyo. La actividad enzimatica se determind utilizando catecol

5 mM como sustrato.
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Figura 46.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
cafeico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de épicarpio
de chirimoyo. La actividad enzimatica se determifo utilizando
catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 47.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccidon de diferentes concentraciones de acido
tri-OH-benzoico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de
epicarpio de chirimoyo. La actividad enzimadtica se determind

utilizando catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 48.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de acido
tri-OH-benzoico (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de
epicarpio de chirimoyo. La actividad enzimatica se determind
utilizando tiramina 5 mM como sustrato.
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Figura 49.- Influencia de la presencia en el
sistema de reaccion de diferentes concentraciones de piroga-
101 (0.1 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio de
chirimoyd. La actividad enzimatica se determind utilizando

catecol 5 mM como sustrato.
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Figura 50.- Influencia de 1la presencia en el
sistema de reaccidn de diferentes concentraciones de piroga-
Tol (0.7 mM y 1 mM) sobre la actividad PPO de epicarpio de
chirimoyo. La actividad enzimatica se determind utilizando

tiramina 5 mM como sustrato.
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Tabla 3.- Constantes de inhibicion y activacion
y velocidades maximas de distintos compuestos fendlicos ensaya-
dos en la reaccién de la polifenoloxidasa de epicarpio de chi-

rimoyo frente a catecol y tiramina

SUSTRATO CATECOL

km (M) (x107°) — (Ao.oé/min)

Activador o inhibidor omM  O.lmM  ImM. onM  0.1mM  1mM

Acido ferulico 6.66 6.66 6.66 37.0 83.3 166.6
Acido cafeico 20.00 20.00 20.00 100.0 166.6 333.3
Orcinol 16.70 16.70 16.70 90.9 111.1 153.8

SUSTRATO TIRAMINA

3) = (AD.O./min)

Km (M) (x10~ Vmax ;

Activador o inhibidor  OmM 0.1mM TmM OmM  0.1mM TmM

Acido benzoico 4.3 4.5 7.1 0.6 0.6 0.6
Acido siringico 4.8 4.3 2.8 1.3 1.3 1.3

Acido protocatecuico 2.6 2.6 2.6 0.4 0.4 0.7

-150-




‘(465 nm)

0.5¢

CONTROL

.47
. 0.3
o
=

0.2t

0.1}

5 10 15 20 25 30 35 40 45
TIEMPO (min)

Figura 52.- Influencia de la presencia en el siste-
ma de reaccion de diferentes concentraciones de dopamina (0.1-
EpM) sobre la actividad>PPO de epicarpio de chirimoyo. La acti-
vidad enzimadtica se determind utilizando tiramina 5mM como

sustrato.
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Figura 51.- Influencia de la presencia en el siste-
ma de reaccion de diferentes concentraciones -de catecol (1-
lguM) sobre la actividad PP0 de epicarpio de chirimoyo. La ac-
tividad enzimatica se determind utilizando tiramina 5mM como

sustrato.
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3.2.10.- Efecto de 1a presencia de pequefias cantidades de dife-
noles en la actividad de la polifenoloxidasa frente a monofeno-
les '

Como se ha descrito en el apartado 3.2.1. las reac-
ciones de la polifenoloxidasa frente a monofenoles presentan
siempre una fase de retardo, hecho que no ocurria en las reac-
ciones frente a difenoles. Teniendo en cuenta estos anteceden-
tes, el objetivo de este apartado ha sido determinar la in-
fluencia que pequefias cantidades de difenoles podian ejercer
en la reaccidon de la polifenoloxidasa frente a monofenoles

La actividad monofenoloxidasa se ha ensayado frente
a tiramina en presencia de los difenoles: catecol y 4-metilca-
tecol en concentraciones 1, 5 y 10uM, y DOPA y dopamina en
concentraciones 0.1, 0.5 y TuM.

En las figuras 51 y 52 se muestran los resultados
obtenidos para la actividad de la polifenoloxidasa frente a
tiramina utilizando como difenoles catecol y dopamina.

Los resultados obtenidos empleando DOPA y 4-metil-
‘catecol fueron similares. En cualquier caso, los difenoles
reducian las fases de retardo sin modificar las correspondien-
tes velocidades de reaccion.

3.3.- Localizacidon intracelular de la polifenoloxidasa de epi-

carpio de chirimoyo

Con objeto de completar el estudio sobre la polife-
noloxidasa de epicarpio de chirimoyo se ha estudiado su locali-
zacion _preferencial dentro de la célula.

Inicialmente se realizaron una serie de experimen-
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tos previos, utilizando diversas técnicas (16,31,56,60,97,98,
99,119,149,154), encaminados a conseguir Optimos métodos de
homogenizacion y fYaccionamiento. Como métodos de homogeniza-
cidon de entre cuatro probados en los que se utilizaron respec-
tivamente equipos Potter, Polytron, Waring Blender y Omni-Mixer,
resultd mas eficaz el empleo del Omni-Mixer utilizado en 1las
condiciones descritas en el apartado 2.2.4.1. de métodos. El
resto de los métodos resultaron o demasiado suaves como para
romper el tejido del epicarpio de chirimoyo o tan drasticos
que destruian los organulos celulares, especialmente plastidios
y mitocondrias.

En cuanto al método de fraccionamiento, junto al
empleo de gradientes de sacarosa de distinta concentracion
se ensayaron también gradientes de Percoll. Estos altimos no
resultaron atiles en el fraccionamiento, puesto que al poseer
nuestros extractos una baja actividad enzimatica, cuando 1las
diferentes fracciones obtenidas se lavaban para eliminar el
Percoll disminuia aun mas en ellas la actividad 1legando en
ocasiones hasta hacerse inaparente.

En la figura 53 se muestran los resultados obteni-
dos en uno de los fraccionamientos celulares realizados. La
polifenoloxidasa sigue siempre un perfil de actividad paralelo
al contenido en clorofila; los dos maximos de actividad polife~
noloxidasa se relacionan con las dos bandas de cloroplastos
correspondientes a cloroplastos rotos y a cloroplastos enteros.
Se podria pues hablar de una localizacion preferencial cloro-
plastidica de la PPQ. . ‘

Con respecto a la actividad citocromo oxidasa,
alin sin conseguirse una perfecta separacion de mitocondrias
y cloroplastos enteros, se puede observar en la figura 53 que
dicha actividad se situa en una zona con inapreciable activi-
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dad PPO.

En cuanto a la catalasa hay que sefalar que su
perfil de actividad aparece solapado al de la PPO correspon-
diente a la banda de plastidios rotos, de los cuales fué impo--
sible separar los peroxisomas.

Se puede por tanto resumir que la PP0O de epicarpio
de chirimoyo parece estar localizada en los cloroplastos con
los que la curva de actividad PPO muestra un perfil paralelo.
El enzima podria estar localiiado también a nivel de los pero-
xisomas y es bastante improbable su localizacion a nivel mito-
condrial.
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Las polifenoloxidasas son enzimas ampliamente dis-
tribuidas en el reino vegetal que catalizan la hidroxilacidn
de monofenoles y la oxidacion de o-difenoles hasta o-quinonas,
siendo las responsables de la aparicidon de los fendmenos de
pardeamiento en los frutos climatéricos durante las fases de
maduracion y senectud. Asimismo, las polifenoloxidasas estan
implicadas en las reacciones de pardeamiento que ocurren en
frutos y hortalizas como consecuencia de dafios mecénicos o
almacemamiento después de su recoleccidon (24).

Estudios previos realizados en nuestro Departamento
han demostrado la presencia de polifencloxidasas tanto en epi-
carpio como en mesocarpio de chirimoyo (130) estando la activi-
dad de estas enzimas correlacionada con el grado de maduracion
del fruto (118). Extractos crudos y parcialmente purificados
de PPO de chirimoyo catalizaban la conversion de varios difeno-
les tales como pirocatequina (catecol), dopamina, L-DOPA, 4-
-metilpirocatequina, (+)catequina y (-)epicatequina pero eran
incapaces de oxidar otros sustratos fendlicos como los acidos
p-cumarico, cafeico, ferilico, clorogénico, trihidroxibenzoico
(acido galico), y resorcinol al menos después de 15 minutos
de iniciadas las reacciones por adicidon del enzima. Dichos
extractos aparentemente no presentaban actividad monofenol-
hidroxilasa (130).

En el presente trabajo hemos determinado las acti-
vidades monofenolhidroxilasa y o-difenol oxidasa de extractos
enzimaticos de PPO de epicarpio de chirimoyo parcialmente puri-
ficados. E1 método utilizado en este caso para la purificacion
parcial de la PP0 ha consistido en la trituracion del tejido
en tampén fosfato de elevada concentracion, obtencion de polvos
acetodnicos, precipitacion con sulfato amdnico de 1los polvos
acetonicos redisueltos y pase a través de una columna de croma-
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tografia de adsorcion conteniendo Sephadex G-200. La utilizaciodn
de un tampdn de elevada concentracion permite mantener el medio
al pH optimo de estabilidad de 1a PPO, aiin cuando la ruptura ce-
lular libera de las vacuolas celulares una gran cantidad de &ci-
dos orgéanicos y de compuestos fendlicos.

La asociacion de las PPO a las membranas en muchos
tejidos vegetales, a menudo, complica su aislamiento ya que la
solubilizacion, alcanzada usualmente después de la extraccion
con detergentes o preparacion de polvos acetdonicos, conduce a
modificaciones de la estructura del enzima y de sus propiedades.
Asi, un fendmeno ampliamente observado es el descenso o pérdida
completa de la actividad monofenolhidroxilasa después de la so-
lubilizacion de la enzima ligada a una membrana (48,49). En
nuestro caso, sin embargo, la actividad monofenolhidroxilasa fué
detectable, hecho que no ocurrid cuando se utilizaron extractos
crudos de PPO o parcialmente purificados por precipitacion con
sulfato amonico obtenidos por trituracion de epicarpio o meso-
_carpio de chirimoyo en presencia de Triton X-100 (130).

La obtencidon de polvos acetdnicos a partir de ex-
tractos crudos ha supuesto un primer paso en la purificacion de
la PPO de epicarpio de chirimoyo, ya que la actividad especifi-
ca del enzima en aquellos resultd ser del orden de 5-7 veces ma-
yor que en los extractos crudos. La purificacion parcial del en-
zima se ha continuado realizando una precipitacion con sulfato
amonico. En la fraccion del precipitado comprendido entre 40-75%
de saturacion de sulfato amdnico se encuentra la mayor parte de
la actividad PPO, aproximadamente 45% de la actividad inicial,
referida a la de los pblvos acetonicos redisueltos. E1 factor de
purificacion con respecto a la actividad PPO de estos Ultimos es
aproximadamente de 2.

La precipitacion con sulfato amonico de una gran
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parte de 1las proteinas inactivas ha permitido separar la PPO
de una peroxidasa presente en el epicarpio del fruto. Esta @lti-
ma enzima precipita con 90% de saturacidn de sulfato amdnico.
Las peroxidasas catalizan, en presencia de niveles muy pequehos
de perdoxido de hidrogeno, la formacidon de quinonas a partir
de compuestos fendlicos, interfiriendo en la determinacion de
actividad PPO por via espectrofotométrica (165).

E1 pase a través de Sephadex G-200 de las fracciones
activas de PPO redisueltas, dializadas y obtenidas por precipi-
tacidon con sulfato ambénico hace aumentar el grado de purifica-
cion del enzima del orden de 10 veces con respecto a la activi-
dad de la PPO de los polvos acetdnicos sin apenas sufrir pérdi-
da en el rendimiento. Esta es la razon por la que la PPO de
epicarpio de chirimoyo parcialmente purificada de esta forma,
ha sido utilizada rutinariamente para determinar las cinéticas
de reaccion del enzima frente a diversos sustratos, activadores
e inhibidores. Ademas, mediante la cromatografia por filtracion
de gel se obtiene el enzima con peso molecular homogéneo.

Investigaciones en curso realizadas en nuestro De-
partamento han establecido que 1a PPO de epicarpio de chirimoyo
es una enzima de peso molecular aproximado de 160000, constitui-
da por cuatro subunidades de peso molecular aproximado de 40000
y que presenta multiplicidad isoenzimatica (129).

Los procedimientos habitualmente utilizados para
la purificacion de las PPO incluyen eliminacidn de las proteinas
inactivas por precipitacion con sulfato amdnico, sulfato de
protamina o acetato calcico y fraccionamiento por cromatografia
de intercambio idnico a través de DEAE-celulosa o hidroxiapatito,
y filtracion por gel; también se han utilizado técnicas de elec-
troenfoque y cromatografia de afinidad que han tenido tan sdlo
un éxito limitado a causa de cambios de afinidad de los ligandos
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fendlicos por el enzima y a la oxidacion de éstos durante las
operaciones de preparacion de la columna (95,165).

La determinacion de la actividad PPO de epicarpio
de chirimoyo se ha llevado a cabo monitorizando espectrofotomé-
tricamente entre 410 y 480 nm la proporcidn de formacidn inicial
de quinonas y sus polimeros a partir de diversos compuestos
fendlicos. Este ensayo unicamente permite medir actividades
relativas ya que sdlo es lineal durante un periodo de tiempo
corto debido a que las sustancias fendlicas oxidadas participan
en numerosas reacciones secundarias entre ellas mismas y con
las proteinas, incluida la PPO a la que terminan por inactivar,

Se ha descrito que pueden ocurrir diferentes reac-
ciones de cardcter no enzimatico entre ortoquinonas y grupos
amino y tiolicos presentes en las proteinas. En estudios 1leva-
dos a cabo con compuestos fenOlicos marcados y tirosinasa de
champifion, Wood e Ingraham han obtenido evidencias de que la
inactivacion de la PPO es el resultado de la reaccion de un
grupo nucleofilico y de una ortoquinona en la vecindad del cen-
tro activo del enzima (175).

Para comprender las implicaciones fisioldogicas de
un enzima es necesario poder distinguir en el ensayo utilizado
la actividad de la enzima medida de la del resto de las enzimas
presentes en el medio. Desgraciadamente, en numerosos estudios
relacionados con las PP0 no se han separado las actividades
de dichas enzimas de las causadas por las peroxidasas (165).

Otro método utilizado usualmente para la determina-
cion de actividad PP0 es la medida de la captacion de 0, median-
te polarografia en presencia de un sustrato fendlico (38). Aun-
que este ensayo es lineal, generalmente, durante un periodo
mas largo que en el método -espectrofotométrico, sin- embargo,
es aun corto debido a la inactivacion de la PPQ por los compues-
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tos quindnicos formados. Por otra parte, este ensayo no es espe-
cifico para extractos crudos y la proporcidn de oxigeno consumi-
do a sustrato oxidado cambia con el tiempo de reaccidn y depen-
de, en una gran medida, del tipo de tampdon utilizado y de 1la
concentracion de sustrato (95). Un problema comin a todos los
ensayos de PPQ es la baja afinidad del enzima por el 02 (38,95)
por lo que para determinar Vmax verdaderas se necesita utilizar
soluciones de sustrato bien aireadas.

La PPO de epicarpio de chirimoyo presenta dos acti-
vidades cataliticas distintas, es capaz de hidroxilar monofeno-
les tales como tirosina, tiramina y p-cresol hasta sus corres-
pondientes difenoles y, asimismo, oxida o-dihidroxifenoles como
catecol y DOPA hasta o-quinona y dopacromo. La actividad monofe-
nolhidroxilasa es sensiblemente inferior a la actividad ortodi-
fenoloxidasa, por 1o que la primera reaccion es la limitante
en el proceso de oxidacion de monofenoles por la PPO de epicar-
pio de chirimoyo.

La hidroxilacion de los tres monofenoles ensayados
por la PP0 de epicarpio de chirimoyo se caracterizd por tres
fases consecutivas: a) una fase de retardo de:la oxidacion o
periodo "lag", b) una fase de hidroxilacidon relativamente cons-
tante y c) una fase de cese de la reaccidon. E1 periodo de retar-
do se puede demostrar utilizando pequefias cantidades de enzima.
La longitud de dicho periodo es inversamente proporcional a
la concentracion de enzima para cualquiera de los sustratos
ensayados. La actividad en la fase de hidroxilacion constante
es directamente proporcional a la concentracion de proteina
utilizada en 1a reaccidn, al menos hasta 100ug de proteina.
Esto se debe probablemente a una mayor concentracion de reducto-
res endogenos presentes a mayor concentracidon de proteina.

La fase de retardo fué menor para la hidroxilacidn
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de la tiramina que para las de p-cresol y tirosina. Por el con-
trario, las velocidades de reaccion fueron significativamente
mas elevadas para tiramina y p-cresol que para tirosina.

En la oxidacion de difenoles catalizada por la PPO
de epicarpio de chirimoyo se evidencié una fase de oxidacion
constante y una fase de inactivacion del enzima pero no fué
demostrable fase de retardo alguna. Este hecho es conocido que
ocurre con PPO de muy diferentes origenes (68,95,165).

La fase de retardo en la hidroxilacidon de los mono-
fenoles puede ser acortada por la adicidon de agentes reductores
que actdan como cosustratos (68). Nuestros datos muestran que
varios ortodifenoles tales como catecol, 4-metil-catecol, DOPA
dopamina, (+)catequina y (-)epicatequina, que son sustratos
de la PPO de chirimoyo, cuando se adicionan en pequefias concen-
traciones a los monofenoles provocan que la fase de retardo
de la hidroxilacion se acorte sin modificacion en la velocidad
de reaccion de la fase de hidroxilacion constante. Otros ortodi-
fenoles que no son oxidados por la PPO de epicarpio de chirimo-
yo, tales como acido cafeico, acido clorogénico y acido protoca-
tecuico, también hacen acortar la fase de retardo en la oxida-
cion de la tiramina.

EL acido ascorbico, a concentraciones de 0.1-0.2mM
acorta la fase de retardo en la hidroxilacion de la tiramina
por PP0O de epicarpio de chirimoyo aumentando la velocidad de
la reaccion.

Tedricamente la hidroxilacion de un monofenol por
la PPO requiere la presencia de una cierta cantidad de un agen-
te reductor. Los o-difenoles generados durante la hidroxilacidn
aparentemente son los causantes de que la reaccidn de hidroxila-
cion sea autocatalitica.- Asi, la- velocidad de -hidroxilacidn
de la tiramina en ausencia de un agente reductor es practicamen-
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te similar a 1a alcanzada con 1a adicidon de un dador electronico
de tipo difendlico. La efectividad del ascorbato como cofactor
en la hidroxilacion de la tiramina por la PP0 de epicarpio de
chirimoyo es muy probable que se deba en parte a su capacidad
de actuar como un agente reductor pero también a su capacidad
de reducir el dopaminocromo hasta dopamina de forma no enzimati-
ca, incrementando asi el "pool" de compuesto difendlico en la
reaccion mezcla. La reduccion de los compuestos quindnitos se
ve corroborada por el hecho de que a concentraciones superiores
a 0.3mM el acido ascorbico inhibe l1a formacidon de color en la
oxidacion no sdlo de la tiramina sino también delcatecol.

Neumann y col. (104) han mostrado que el periodo
de retardo de la tirosinasa de patata era eliminado por la pre-
sencia de acido ascorbico 3uM mientras que se mantenia en presen
cia de ascorbico 3mM, sin embargo, Kahn y Pomerantz (68) han
establecido que DOPA y ascorbato se comportan de forma similar
acortando la fase de retardo en 1a hidroxilacion de monofenoles
por la PPO de aguacate a concentraciones de 0.2mM. Esta dltima
enzima tendria, por consiguiente, un comportamiento similar
al encontrado por nosotros para la PP0 de epicarpio de chirimoyo.

Vaughan y Butt (159) han demostrado con la PPO de
hojas de espinaca que el periodo de retardo de la hidroxilacion
del acido p-cumarico puede ser acortado con NADH, dimetiltetra-
hidropterina, acido protocatecuico, catecol, 4-metil-catecol
y DOPA. Asimismo, el periodo de retardo en la hidroxilacion
de p-cresol y acido p-cumarico por PP0 de champiidn puede ser
eliminado por la presencia de los correspondientes dihidroxife-
noles, 4-metil-catecol y acido cafeico, respectivamente (68).

La presencia de compuestos tidlicos de caracter
reductor (cisteina y mercaptoetanol) en la cubeta de reaccidn
hacian aumentar la fase de retardo en la hidroxilacion de 1la
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tiramina por la PPO de epicarpio de chirimoyo sin modificar
la velocidad de reaccion en la fase de hidroxilacidon constante.
Cisteina y mercaptoetanol no parecen ser cosustratos adecuados
en la hidroxilacién de monofenoles por la PPO de chirimoyo.
El aumento de la fase de retardo debe atribuirse a la reduccion
de los compuestos fendlicos formados en la reaccion oxidativa
de los o-difenoles por 1o que se impide la formacidon de compues-
tos coloreados. Esta interpretacion resulta 1dgica si se tiene
en cuenta que cisteina y mercaptoetanol, en concentraciones
0.1-1mM, inhiben directamente 1la formacidn de ortoquinona a
partir de catecol por la PPO de epicarpio de chirimoyo. La reac-
cion directa entre compuestos quindnicos y tidlicos podria ser
también causante, en parte, del aumento de la fase de retardo
en la hidroxilacion de monofenoles e inhibicidn de la formacion
de color en la oxidacion de los difenoles.

Goldhirsh y Whitaker (37) han descrito que las qui-
nonas y los compuestos tidlicos reaccionan dando lugar a com-
puestos de adicion no coloreados. Estos autores han mostrado,
asimismo, que acido ascérbico, bisulfito sddico, glutation redu-
cido y ditiotreitol aumentan el periodo de retraso en la oxida-
cion de catecol por la PPO de champifion. La efectividad de estos
agentes reductores para inhibir el comienzo de 1la aparicion
de color a 390nm fué en este orden: ditiotreitol, bisulfito
sddico, glutation y ascorbato.

En el caso de la PP0 de epicarpio de chirimoyo la
mayor efectividad para inhibir la aparicidon de compuestos colo-
reados en la oxidacion del catecol se obtuvo con mercaptoetanol,
seguido de cisteina y acido ascorbico.

La monofenolasa de epicarpio de chirimoyo es proba-
blemente inactivada en una gran proporcidn por los productos
formados en la reaccion. Esta hipotesis estda soportada por el
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hecho de que el ascorbato, incluso a elevadas concentraciones,
no puede eliminar la inhibicion del enzima, probablemente por
que este compuesto reacciona s6lo con las quinonas libres y
no tiene efecto sobre el complejo proteina-quinona formado du-
rante el transcurso de la reaccion (175). Asi la PPO en presen-
cia de un sustrato y de exceso de un agente reductor puede cata-
lizar la oxidacion de compuestos fendlicos sin formacidon de
color hasta que es completa e irreversiblemente inactivada.

Los efectos del acido ascorbico y de otros agentes
reductores sobre las PPO son actualmente muy controvertidos.
Dichos efectos estdan siendo estudiados porque tales compuestos
se utilizan en el procesado de alimentos y por sus posibles
efectos en la limitacion del pardeamiento enzimdtico de 1los

frutos (37,68,175).

Se ha descrito que la incubacion de la PPO de cham-
pifion con acido ascorbico o con ditiotreitol o glutation, en
ausencia de sustrato, causa la pérdida total de la actividad
enzimatica en un tiempo de 3-4 horas, sugiriéndose que al menos
parte de la inactivacion puede deberse a la reduccidn de una
o mas puentes disulfuro necesarios para mantener su actividad
(68). Otros autores, sin embargo, sugieren que el dcido ascorbi-
co no tiene ningin efecto sobre la actividad de la PPO (158).

Cisteina y mercaptoetanol,

epicarpio de chirimoyo.

enzima en presencia de acido ascorbico conduce a su inactivacion.

La actividad monofenolasa residual del enzima incu-
bado en presencia de cisteina durante 7 dias fué del 40%, frente
a tan sdlo 7% de actividad residual en el control.
parte, la actividad ortodifenol oxidasa residual de la PPQ fué
del 62%, en presencia de cisteina, frente a 12% en el control.

Por el contrario,
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Estos resultados parecen indicar que para que ambas actividades
se mantengan, la PP0 de epicarpio de chirimoyo necesita mantener
uno o mas de sus grupos tidlicos en forma reducida y que tales
grupos deben ser constituyentes esenciales de los centros acti-
vos del enzima.

Trabajos previos realizados en nuestro Departamento
han mostrado una elevada correlacion entre potencial de pardea-
miento y actividad especifica y total de la PP0O de epicarpio
de chirimoyo (118). Sin embargo, los cambios en el potencial
de pardeamiento de este fruto durante el almacenamiento en di-
versas condiciones atmosféricas y a bajas temperaturas no sdlo
se correlacionan con la actividad PPO sino también con la ac
tividad especifica de catalasa (118).

Bajo condiciones aerdbicas los tejidos vivos forman
radicales libres de oxigeno, los cuales son inestables y facil-
mente convertidos hasta perdoxido de hidrogeno (HZOZ) (69). E1
HZOZ es continuamente producido por enzimas tales como ascorbi-
co oxidasa, glucosa oxidasa, uricasa, p-hidroxiacido oxidasa,
flavoprotein oxidasas, por autooxidacion del acido ascérbico
y metales de transicion, por dismutacion del anidn superdxido
(0;), espontaneamente o por accidon de la superdxido dismutasa,
o por interaccion del anion superdxido con ascorbato, compuestos
tidlicos y compuestos fendlicos (69). Elevadas concentraciones

de H202 son toxicas para las células por lo que éstas han desa-

rrollado mecanismos para protegerse contra su potencial toxici-

dad. Asi el l1202 puede ser descompuesto enzimaticamente por
la accion de la catalasa, peroxidasa o glutation peroxidasa,
por interaccidn con iones metalicos (Fe*™, Cu* ), o por interac-
cion con el i0n superdxido (168).

La catalasa es un enzima que descompone el HZO

2
y que al parecer tiene dos misiones en las plantas: disponer
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del exceso de H,0, producido durante el metabolismo oxidativo

272
y utilizar el 11202 en la oxidacion de alcoholes, compuestos
fendlicos y otros dadores electronicos (69). Asi el H.0. es

272
un factor adicional que puede contribuir al pardeamiento de

los tejidos vegetales.

El lizoz, a concentraciones relativamente bajas,
se ha establecido que acorta el periodo de retardo en la hidro-
xilacion de monofenoles por la tirosinasa de champifidn, tirosi-
nasa de Neurospora, PPO de espinaca y PPO de aguacate (69,161).

El H202 no acorta la fase de retardo en la hidroxi-
lacion de la tiramina por PP0O de epicarpio de chirimoyo, sin
embargo, a bajas concentraciones (0.5-3mM) provoca una mayor
formacion de dopaminocromo. A concentraciones mas elevadas (40-
-320mM) se produce un efecto de blanqueamiento de las melaninas
previamente formadas durante el transcurso de la reaccidn. De
forma similar, concentraciones relativamente bajas de H202 (0.5~
-40mM) provocan una mayor formacion de dopacromo a partir de
DOPA por PPO de chirimoyo, produciéndose un efecto de blanquea-
miento del dopacromo y melaninas formadas a mayores concentra-
ciones. Sin embargo, la formacion de o-quinona y sus compuestos
poliméricos en presencia de H202 a partir de catecol, cuales-
quiera que sea su concentracion, esta inhibida. E1l HZOZ a bajas
concentraciones inhibiria la polimerizacion de o-quinona (inco-
lora) hasta melaninas. Este efecto no seria aparente en la oxi-
dacion de DOPA y tiramina porque tanto el dopacromo como el
dopaminocromo son compuestos coloreados.

Los mecanismos por los cuales el HZO2 acorta el
periodo de retardo en la hidroxilacion de monofenoles por tiro-
sinasa o por los cuales aumenta la cantidad de producto oxidado
a partir de monofenoles o dihidroxifenoles por PP0 no son bien

conocidos. Se ha sugerido que el H202 a bajas concentraciones
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podria reducir las o-quinonas hasta o-dihidroxifenoles (159),
0 bien podria dar lugar a la formacidon de oxitirosinasa. Esta
forma enzimatica de la PPO ha sido postulada recientemente como
una forma activa intermedia en 1a hidroxilacion de monofenoles
(172).

E1 descenso de los niveles de dopacromo, dopamino-
cromo y o-quinona en la oxidacion de DOPA, tiramina y catecol
por PP0 de chirimoyo, en presencia de elevadas concentraciones
de H202, puede ser explicado por el hecho conocido de que las
melaninas son atacadas por el HZOZ en exceso dando lugar a una
solucidn, inicialmente de color pardo-claro y posteriormente
amarillo-palido, con componentes de estructura desconocida (69).

Los datos obtenidos en este trabajo revelan que
la PPO de epicarpio de chirimoyo se inactiva por el H202 tanto
a elevadas (350mM) como a relativamente bajas concentraciones
(4mM). La actividad monofenolasa se pierde mas rapidamente que
la actividad ortodifenoloxidasa. Asi, a los 10 minutos de incu-
bacidon de la PPO en presencia de 4mM H202 se pierde el 50%
de la actividad monofenol hidroxilasa y tan sdlo el 15% de la
actividad o-difenol oxidasa.

La inactivacidon de un enzima por el H202 se atribuye
habitualmente a modificacion de los aminodcidos aromaticos pre-
sentes en el centro activo (139,144). En el caso de la propil-
-4-hidroxilasa, la inactivacion por 11202, se ha atribuido a
la disociacion de la forma activa del enzima en dos dimeros
(105).

En nuestro caso esta Gltima hipotesis no seria des-
cartable si se tiene en cuenta que la extraccién de 1a PPO con
empleo de detergentes, que provoca su disociacion, da lugar
a la pérdida sensible de actividad monofenol hidroxilasa (130).
No obstante, la pérdida de actividad por H202 podria deberse
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a la oxidacidon de los radicales -SH que anteriormente considera-
mos como esenciales para el mantenimiento de la actividad de
la PPO de epicarpio de chirimoyo.

En definitiva, las bajas concentraciones (0.1-0.2mM)
de 14202 en las células vegetales (169), reguladas por varias
reacciones enzimaticas y no enzimaticas, podrian tener un efecto
importante sobre la oxidacidn de compuestos fendlicos catalizada |
por PP0O en el epicarpio de chirimoyo y por tanto contribuir
indirectamente a su potencial de pardeamiento durante la madura-
cidon del fruto.

Las PPO de varias fuentes son inhibidas por un nume-
ro considerable de sustancias (65,117,146). Los acidos carboxi-
licos han sido los inhibidores estudiados mas ampliamente, si
bien, se han investigado otras sustancias tales como azucares,
quelantes de iones metalicos y compuestos fendlicos.

En ééte trabajo se han determinado los efectos de
algunos acidos organicos alifaticos y aromaticos, de varios
azucares y de diversos compuestos fendlicos, que no actuan como
sustratos, sobre la actividad de la PPO de epicarpio de chirimo-
yo con objeto de postular requerimientos estructurales para
los inhibidores.

Habitualmente se han investigado 1los efectos de
diversos inhibidores sobre 1la oxidacion de dihidroxifenoles
por PPO (65,117,146). En nuestro caso, sin embargo, se han con-
siderado los efectos de las diversas sustancias estudiadas tanto
sobre la oxidacidon de o-dihidroxifenoles como sobre la hidroxi-
lacion de monofenoles por PP0 de chirimoyo.

Los acidos alifaticos mono o dicarboxilicos y los
aziicares glucosa, fructosa y ‘sacarosa, a concentracion 1mM,
no ejercen ningin efecto inhibidor sobre la PP0 de epicarpio
de chirimoyo. Pifferi y col. (117) han encontrado que los acidos
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acético, maleico, fumarico, succinico y sobre todo oxalico y
malonico inhiben ligeramente la PPO de la cereza, estando su
efectividad directamente relacionada con el pk]e inversamente
con la longitud de la cadena carbonada. Probablemente el efecto
inhibidor observado por Pifferi se debe a la elevada concentra-
cidn a que fueron ensayadas dichas sustancias (5mM). Otra posi-
bilidad es que el pH del medio era 4.2 mientras que en nuestro
caso era de 6.5 y se ha descrito que las formas no ionizadas
son las responsables de la inhibicion (144).

Los acidos ciclohexanocarboxilicos (skimico, quinico
y ftalico) no inhibieron las actividades monofenol hidroxilasa
u o-difenol oxidasa de 1a PPO de chirimoyo, sin embargo, el
acido benzoico y algunos de sus derivados (acido salicilico,
acido isovanillico, acido cindmico y acido p-cumarico) se com-
portaron como potentes inhibidores de ambas actividades.

Por consiguiente, parece que el inico requerimiento
estructural para que una sustancia se comporte como inhibidora
de la PPO es la asociacion de un grupo carboxilo a un niicleo
bencénico. Los mayores efectos inhibidores del &cido cinamico
y p-cumarico (p-hidroxi cinamico) probablemente se deben a la
presencia de un doble enlace conjugado con el carboxilo y con
el niicleo bencénico.

La sustitucion de uno o mas hidrdgenos por hidroxi-
los u otros grupos funcionales en el nicleo bencénico parece
jugar un papel importante sobre las propiedades inhibitorias
de los acidos aromaticos para la PPO de epicarpio de chirimoyo.
La menor fuerza inhibitoria de los acidos 3-OH-benzoico y sali-
cilico con respecto al acido benzoico y la pérdida de efecto
inhibidor en el &cido vanillico, parece indicar que en estos
compuestos se produce una interferencia estérica en la interac-
cion entre el niicleo bencénico y el enzima por efecto de los
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sustituyentes hidroxilo o metoxilo. Por el contrario, cuando
en el anillo bencénico tiene lugar la sustitucidon de dos hidro-
genos por dos hidroxilos en posiciones para y meta, con respecto
al grupo carboxilo, 1los nuevos compuestos se comportan como
potentes activadores de la reaccion de hidroxilacion de monofe-
noles y de la oxidacion de difenoles. E1 efecto activador se
mantiene si el hidroxilo en posicion meta es sustituido por
un grupo metoxilo. En cualquier caso, la presencia de un doble
enlace conjugado en la cadena alifatica que contiene el grupo
carboxilo hace aumentar el poder activador del acido ortodifend-
lico. Asi, el acido ferulico es un potente activador de 1las
dos actividades separables de la PP0, el cafeico de la oxidacion
de o-difenoles y el protocatecuico de la reaccidon de hidroxila-
cién de monofenoles.

E1 orcinol y los acidos ferulico, cafeico y proto-
catecuico se comportan como activadores no competitivos, los
tres primeros en la reaccidon de oxjdacion del catecol y el dlti-
mo en la hidroxilacion de la tiramina. Por el contrario, el
acido benzoico se comporta como inhibidor competitivo en la
reaccion de hidroxilacion de la tiramina.

Pifferi y col. han sefialado que diversos compuestos
fendlicos actuan como activadores o inhibidores de la polife-
noloxidasa de cereza por mecanismos tanto de tipo competiti-
vo como no competitivo, sugiriendo que los centros de catali-
sis e inhibicidon estan separados, pero cercanos, en la molécula
del enzima (117). v

Los dihidroxifenoles y trihidroxifenoles presentan
comportamientos diferentes frente a las actividades honofeno]hi-
droxilasa y ortodifenoloxidasa de PP0 de chirimoyo. Mientras
que el resorcinol no afecta a ninguna de las dos actividades
a concentraciones entre 0.1 y 1mM, el foroglucinol inhibe am-
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bas actividades de la PPQ. E1 orcinol es activador de la oxida-
cion del catecol.
E1 pirogalol y acido gdlico presentan un comporta-

miento especial tanto en la reaccion de la hidroxilacion de

la tiramina como en la oxidacion del catecol. En la reaccidn
de hidroxilacion de la tiramina el pirogalol actua como dador
de electrones tanto a concentracion 0.1mM como a 1mM mientras
que el Aacido galico tiene un comportamiento similar al acido
ascorbico actuando como dador electrdonico y a la vez como agente
reductor del dopaminocromo, 1o que explicaria que la cantidad
de producto formado sea menor a concentracion lmM de activador
que a 0.1mM. En la reaccion de oxidacion del catecol ambos com-
puestos inhiben la velocidad de la reaccidn inversamente a su
concentracion, a concentracion 0.1mM, ademas, entre 3 y 11 minu-
tos después de comenzar la oxidacion del compuesto difendlico
aparece un punto de inflexion en la curva de actividad aumentan-
do la velocidad significativamente. Los espectros de absorcion
realizados en la reaccion de la PPO de chirimoyo frente a tira-
mina y catecol incluyendo pirogalol o acido galico en distintas
concentraciones indican que por encima de una determinada con-
centracidon (0.1mM) los compuestos que se originan son distintos
de los que se forman cuando las concentraciones utilizadas de
estos compuestos son superiores (ImM); en el primer caso predo-
minaria la formacidon de un compuesto de adicidon entre quinona
y sustrato y en el segundo, exclusivamente la quinona; la expli-
cacion de este hecho podria estar en la estequiometria de la
reaccion. _

E1 estudio de 1la accion de diversos activadores
en inhibidores sobre la actividad PPO de epicarpio de chirimoyo
se ha completado con la determinacion de la localizacion a nivel
subcelular de dicho enzima.
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Sanchez de Medina (130) ha sugerido que gran parte
de la PP0 de chirimoyo debia estar ligada a las membranas de
organulos celulares ya que la adicion de Triton X-100 al medio
de extraccion de estas enzimas conducia a un aumento significa-
tivo de su actividad especifica.

El empleo de un medio protector para la PPQ de chi-
rimoyo y‘ la utilizacidén de una técnica por la que se obtiene
una gran parte de los organulos celulares intactos, tal y como
se ha descrito en el apartado 2.2.4 de la seccidon de Material
y Métodos, ha permitido concluir que esta enzima esta fundamen-
talmente localizada en los cloroplastos aunque no puede descar-
tarse su presencia en 1os peroxisomas.

Estudios de fraccionamiento celular, histoquimicos
y de modificaciones quimicas y genéticas de los plastidios su-
gieren que la PP0 es una enzima que estd presente Unicamente
en estos organulos (6,54,112,162,165). No obsténte, la PPO apa-
rentemente existe también 1ibre en el citoplasma de tejidos
en degeneracion o durante el periodo de senectud tales como
los frutos en maduracion (165). Sharon y Kahn (142) han estable-
cido que en aguacate la mayor parte de la PP0 estd asociada
a peroxisomas, sin embargo, esto podria deberse a la solubiliza-
cidn del enzima durante el aislamiento de los -organulos, frag-
mentacion de los plastidios rotos en otras fracciones de orga--
nulos o a la actividad peroxidasa, identificada como actividad
PPO. .

Si la PPO de epicarpio de chirimoyc esta presente
en los cloroplastos cabria preguntarse cual es su mision fisio-
16gica. Se podria asumir por el hecho de que las PPO hidroxilan
los monofenoles "in vitro", que estas enzimas estan implicadas
en la sintesis "in vivo" de o-difenoles. Sin embargo, si la
PPO estd localizada exclusivamente en los plastidios de los
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tejidos sanos, no seria posible este papel fisioldogico ya que
la mayor parte de los compuestos fendlicos de las plantas supe-
riores se localizan en las vacuolas celulares. Actualmente hay
evidencias de que las PPO no son activas como fenol oxidasas
ya que su actividad esta limitada por un efecto de latencia
0 ausencia de sustratos (38,133). La unica funcidn clara que pue-
de tener la PPO en el metabolismo de los compuestos fendlicos
es en aquellos casos en donde el contenido de plastidios y va-
cuolas se mezclan, esto es, durante los procesos de senectud
de los frutos y durante los procesos de dafio mecanico o por
efectos climatoldogicos. La produccién de quinonas por interac-
cidn de las PPO y compuestos fendlicos representaria una pro-
teccion para los tejidos del ataque de microorganismos (95,165).

Por otra parte, la PP0 en el chirimoyo podria estar
implicada en el proceso fotosintético. Vaughn y Duke han suge-
rido recientemente que las PPO podrian intervenir en la regula-
cion de la fotofosforilacidn pseudociclica (produccion de ATP
con 02 como aceptor electronico terminal) a través del control
de la reaccion de Mehler. La PPO, por tanto, tendria una accion
detoxificante similar a la superdxido dismutasa durante el
proceso fotosintético (165).
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5.- CONCLUSIONES




12,- La purificacion parcial de la PP0O de epicarpio de chirimoyo

obtenida a travées de la formacion de polvos acetodnicos,
precipitacidon con sulfato amdnico entre 40-75% de satura-
cion de los polvos acetonicos redisueltos, y pase de este
Ultimo precipitado, redisuelto y dializado, a través de
Sephadex G-200, permite la desmotracidon de dos actividades
separables en el enzima: una de hidroxilacion de compuestos
monofendlicos hasta ortodifenoles y otra de oxidacion de
ortodifenoles hasta los compuestos quindnicos correspon-
dientes.

La PPO de chirimoyo hidroxila tiramina, tirosina y p-cresol
a una velocidad muy inferior a la oxidacion de DOPA y cate-
col por 1o que la actividad de hidroxilacion es la limitan-
te en el proceso de oxidacion de monofenoles.

En la reaccidon de hidroxilacion de monofenoles por la PPO
de epicarpio de chirimoyo se distinguen tres fases: una
etapa de retardo, una fase de hidroxilacion constante y
otra de cese de la reaccidon. La duracion de la fase de
retardo, que es menor en la oxidacion de la tiramina que
en la de p-cresol y tirosina, es inversamente proporcio-
nal a la concentracion de enzima.

En la reaccion de oxidacion de o-difenoles se distinguen
las fases de oxidacion constante y de cese de la reaccion.

Las velocidades de reaccion tanto de hidroxilacidn como
de oxidacidon constante son directamente proporcionales
a la concentracion de enzima entre 0-109ug de ésta en las
condiciones ensayadas.
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& - Pequefias cantidades de o-dihidroxifenoles, sustratos habi-
tuales del enzima, tales como catecol, DOPA, dopamina,
4-metil-catecol, (+)catequina y (-)epicatequina, de otros
difenoles no oxidables por la PP0O de chirimoyo, tales como
acido protocatecuico y acido siringico, asi como concentra-
ciones entre 0.1 y 0.2mM de ascorbato, acortan sensiblemen-
te é] periodo de retardo en la hidroxilacion de monofeno-
les, actuando todos ellos como dadores electrdnicos. El
ascorbato ademads reduce simultaneamente las quinonas forma-
das contribuyendo al aumento de concentracidn de o-difenoil
en la reaccion de hidroxilacidon de monofenoles.

Los compuestos tidlicos, cisteina y mercaptoetanol, alargan
la fase de retardo de los monofenoles por reduccidon de
los compuestos quindnicos formados.

Ascorbato, cisteina y mercaptoetanol inhiben la formacion
de o-quinona y melaninas a partir de o-difenoles por PPO
de epicarpio de chirimoyo.

2 .- La incubacion del enzima parcialmente purificado en presen-
-cia de cisteina o mercaptoetanol ejerce un gran efecto
estabilizador de las dos actividades separables de la PPO,
mientras que la incubacidn en presencia de ascorbico condu-
ce a su inactivacion. Se sugiere, por tanto, que el enzima
necesita para su actividad monofenolhidroxilasa y para
su actividad o-difenoloxidasa mantener en los centros acti-
_vos uno o mas grupos -SH en su forma reducida.
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62.- La presencia de Hzozen pequefias concentraciones en el sis-
tema de reaccidon de la PPO de epicarpio de chirimoyo hace
aumentar las cantidades de producto final tanto en la hi-
droxilacion de tiramina como en la oxidacidn de DOPA pero
disminuye la cantidad final de o-quinona producida a par-
tir de cateciol. A concentraciones entre 40-320mM el
HZOZ se comporta como un agente "blanqueante" destruyendo
las melaninas formadas por reaccidn con ellas. Por otra
parte, concentraciones entre 4-350mM de H2 02 inactivan
la PPO de epicarpio de chirimoyo; la actividad monofenolo-
xidasa se pierde antes que la actividad o-difenoloxidasa.

El H202 de los tejidos del epicarpio del chirimoyo puede
contribuir a los fenomenos de pardeamiento del fruto por
requlacion tanto de la actividad del enzima como por la
cantidad de compuestos quindnicos formados a partir de
mono y dihidroxifenoles.

7%.- Los é&cidos organicos de caracter alifatico, los acidos
ciclohexanocarboxilicos (skimico, quinico y° ftalico) y
los aziicares no tienen ningiin efecto activador o inhibidor
sobre la PPO de epicarpio de chirimoyo. Sin embargo, el
acido benzoico y su derivado el isovanillico, asi como
el acido cinamico y el p-cumarico son potentes inhibidores
de las dos actividades del enzima.

La presencia de un niicleo bencénico y un grupo carboxilo
son los determinantes estructurales del inhibidor, el cual
-aumenta su potencia si posee un doble enlace conjugado
entre el anillo bencénico y el grupo carboxilo.
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La sustitucion de uno o mas hidrdogenos del nucleo bencénico
por otros grupos funcionales da lugar a una menor fuerza
inhibidora probablemente por interferencia estérica con
el centro activo del enzima.

La presenéia de dos OH en posiciones para y meta con res-
pecto al grupo carboxilo es el caracter estructural deter-
minante de los activadores del enzima quienes aumentan
su potencia por la presencia de un doble enlace conjugado
entre el niucleo bencénico y el grupo carboxilo.

E1 orcinol y los acidos ferdlico, cafeico y protocatecuico
se comportan como activadores no competitivos de la PPO
de epicarpio de chirimoyo los tres primeros en la oxidacion
del catecol y el Gltimo en la hidroxilacion de 1a tiramina.
E1 acido siringico actua como activador competitivo en
la reaccion de hidroxilacion de la tiramina. E1 acido ben-
zoico es un inhibidor competitivo de la reaccidon de hidro-
xilacion de la tiramina.

La PPO de epicarpio de chirimoyo estd localizada preferen-
cialmente a nivel subcelular en los cloroplastos, aunque
no se excluye la posibilidad de que parte de ella pudiese
estar ligada a los peroxisomas. Todo ello sugiere que la
PPO podria tener un papel en la fotosintesis o en los pro-
cesos de senectud durante la maduracion del fruto dando
lugar a la formacidn de compuestos quindnicos los cuales
protegen a los tejidos del ataque de otros organismos.
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