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CARACTERIZACION PRELIMINAR DEL ENZIMA POLIFENOL OXIDASA EN FRUTAS
TROPICALES: IMPLICACIONESEN SU PROCESO DE INDUSTRIALIZACION

RESUMEN

En este trabgjo se hace una caracterizacion preliminar del enzima Polifenol
Oxidasa (PPO), responsable del deterioro nutricional de Physalis peruviana L
(uchuva) y Solanum hirtum X Solanum quitoense (lulo), frutas de ato potencial
en mercados internacionales. Para ello, se evallan la cinética de reaccion de un
extracto enzimético concentrado y la capacidad inhibitoria de compuestos
obtenidos a partir de fuentes naturales. Las diferencias entre los PPO del extracto
enzimdtico de lulo y uchuva, con valores de velocidad de reaccion de 1,32x10°
4+1,15x10°1y 9,83x107 +1,49x10 respectivamente, podrian estar relacionadas
con una mayor cantidad del enzimaen lulo. Por otra parte se hace un andlisis del
porcentaje de inhibicién y una medicién de absorbancia a punto final, para
determinar no solo la capacidad inhibitoria sino también tener una aproximacion
aladuracién de su efecto en el tiempo.

PALABRAS CLAVES: Solanum hirtum X Solanum quitoense, Physalis
peruviana L, polifenoloxidasa.

ABSTRACT

In this work a preliminary characterization of Polyphenol Oxidase enzyme
(PPO) was done, this enzyme is responsible of nutritional deterioration of
Physalis peruviana (uchuva) y Solanum hirtum X Solanum quitoense (lulo),
fruits with highly potential international market. In order to do it, the kinetic
reaction of an enzymatic concentrate extract from fruits and the inhibitory
activity of some compounds from natural sources were evaluated. The
differences between PPO extracts from lulo and uchuva, with values of reaction
velocity of 1,32x10°%+1,15x10*1 y 9,83x10™* +1,49x10° respectively, could be
related with high enzyme concentration in lulo. On the other hand, an analysis
of inhibition percentage and maxim absorbance was performed, in order to
determine not only the inhibitory capacity of compounds, but also their duration
along the time.

KEYWORDS:. Solanum hirtum X Solanum quitoense, Physalis peruviana L,
Polyphenol Oxidase.
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conocido como “pardeamiento enzimético” que va en

El polifenol oxidasa (PPO) es un metaloenzima que se
encuentra ampliamente distribuido en plantas y hongos
[1]. El PPO contiene dos aomos de cobre en d sitio
activo que catalizan dos tipos de reacciones usando O,
como agente oxidante: (&) la o-hidroxilacion de
monofenoles para producir o-difenoles (actividad
monofenol monoxigenasa E.C. 1.14.181); y (b) la
posterior oxidacién de o-difenoles a o-quinonas
(actividad catecolasa E.C. 1.10.3.1) [1].

La reaccion general sugiere que e enzima catadiza la
formacién de quinonas atamente reactivas que reaccionan
con grupos amino o sulfhidrilo de proteinas. Estas
reacciones generan cambios en las caracteristicas fisicas,
guimicas y nutricionales del aimento. Las quinonas
también pueden conducir a la polimerizacion y a reacciones
de condensacion entre proteinas y polifenoles, produciendo
como consecuencia pigmentos de color café, proceso
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detrimento del perfil nutricional del alimento [2-4]. Dado
el impacto negativo de ésta reaccion para la industria
alimenticia, los PPO son ampliamente estudiados, sin
embargo su funcién en muchos vegetales no ha sido
totalmente resuelta [5].

En las llamadas “frutas exéticas’, 1os trabajos de este tipo
son bastante exiguos y, en muchos casos, se desconocen
los procesos implicados en la variacion de parametros
relacionados con € valor nutricional, debido a los
cambios que tienen lugar en la pos-cosecha y en el
procesamiento. Actualmente frutas como e lulo
(Solanum hirtum X Solanum quitoense) y la uchuva
(Physalis peruviana L) son productos de amplia vision
commercial, en el caso de la uchuva, Colombia ocupa €l
primer lugar en la produccién mundial [6].

Por lo tanto, en e presente trabgo se hace una
caracterizacion cinética preliminar del PPO de uchuvay
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lulo y se evallan diferentes compuestos como potenciales
inhibidores aplicables a los procesos industriales que
permitan obtener unas condiciones Optimas de
transformacion.

2. CONTENIDO
2.1 Metodologia
2.1.1 Elaboracién de extracto enzimatico:

La extraccion de la fraccion enriquecida en PPO se llevo
a cabo a 4°C. Tanto para lulo como para uchuva, se
partio de 120 g de fruta fresca, se porciono répidamente y
se maceré en buffer fosfato 0.2M (pH: 6.5) durante 15
segundos. Luego todo el contenido se filtro y al jugo se
le adiciond una solucion de triton a 1,5% en buffer
fosfato pH 6.5 y se agitd durante 30 minutos.
Seguidamente, € jugo se centrifugd a 4000g durante 60
minutos (Centrifuga refrigerada Eppendorf 5810R). Al
sobrenadante se le adiciond acetona para precipitar €
enzima y se centrifugé durante 15 minutos a 4000g.
Finamente, € precipitado se reconstituyé en buffer
fosfato 0.2 M y se amacend a-20°C hasta su uso.

2.1.2 Actividad enzimética del extracto de PPO de
luloy uchuva:

La medida de la actividad enzimatica se realiz6 por
monitoreo espectrofotométrico de la formacion de o-
quinonas a 30°C (Espectrofotdmetro CaryBio50). Para
determinar la actividad enzimatica se emplearon como
sustratos la tirosinay el acido galico a una concentracion
de 10 uM. Lamezcladereaccion fue de 980 uL, (Buffer
fosfato 0.2M, acido gdlico o tirosina 10uM, agua) y 20uL
de extracto enzimdtico. Se realizaron mediciones cada 2
minutos durante 12 horas, haciendo un barrido en €l
intervalo 280-600 nm. Cada ensayo se reaizd por
triplicado y como control de esta reaccion se tomé 1.0
mL de la mezcla de reaccion, sin adicionar extracto
enzimdtico [7].

2.1.3 Actividad inhibitoria de compuestos de fuentes
naturales:

Se evaluaron como potenciaes inhibidores de PPO los
siguientes compuestos. Timol, hesperidina, acido ténicoy
los siguientes aditivos para alimentos, permitidos por la
Unién Europea y referenciados con e cédigo E: écido
lactico (E270), é&cido ascorbico (E300), &cido citrico
(E330) y acido tartarico (E334). Se redizd la misma
metodologia descrita en € numera 2.1.2, pero en lugar
de agua se adiciond e potencia inhibidor en una
concentracion de 2mM. Cada reaccidon se reaiz6 por
triplicado y como control de esta reaccion se tomé 1.0
mL de la mezcla de reaccion, sin adicionar extracto
enzimético.
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Todos los datos fueron analizados mediante el paquete
estadistico GradPad prismaversion 4 para Windows.

2.2 Resultados

Luego de evauar los dos sustratos: tirosina y &acido
gdlico, se determind, segin e comportamiento cinético
de ambos enzimas, que el &cido gdlico es el sustrato
Optimo para este modelo (datos no mostrados). En las
figuras 1y 2 se presentan las cinéticas para la actividad
PPO de |ulo y uchuva con los respectivos inhibidores.
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Figura 1. Cinética de reaccion del extracto enzimético de lulo
con los respectivos inhibidores.
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Figura 2. Cinética de reaccién del extracto enzimatico de
uchuva con los respectivos inhibidores

Para obtener los porcentgjes de inhibicién de los
compuestos propuestos, se obtuvieron las respectivas
pendientes (m) de las gréficas 1 y 2. La pendiente
representa la velocidad de reaccion y por lo tanto se vera
afectada si ocurre unainhibicién del enzima. Con esefin

o Hesperidina
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serealizd unaregresion linear para obtener las pendientes

expresadas en latabla 1.

PPO Uchuva PPO Lulo
Compuestos
mz+ SD m+ SD
E270 1,21x10%+1,37x10° 2,45x10™ +1,58x10°®
E330 1,67x10°+2,84x10° 1,32x10+1,19x10°®
E334 4,93x10°+2,74 x 10° 1,70x10 “*+1, 79 x10°®
E300 4,62x10° + 4,48x10° 4,65x10°+1,03x10°®
A. Ténico ND 2,44x10*+2,14x10°
Hesperidina | 1,03x10* +1,072x10° 7,22x10°+1,05 x 10°
Sin Inhib 9,83x10™ +1,49x10° 1,32x10°%+1,15x10°

Tabla 1. Pendiente (m) + SD (desviacion estandar).

El porcentgje de inhibicion (% Inh) de PPO de Iulo y
uchuva (ver tabla 2) se determiné mediante la siguiente
ecuacion:

%Inh = (1—@}100
mb

Donde, mx corresponde a la pendiente de la recta trazada
para cada compuesto a evaluar y mb corresponde a la
pendiente de la recta trazada para cada compuesto en €l
experimento enzimat+sustrato sin inhibidor.

Compuestos PPO Lulo® PPO Uchuva®
% Inh SD % Inh SD
E270 81,9 0,57 88,1 5,23
E330 90,3 0,21 98,9 0,85
E334 87,4 0,71 95 0
E300 96,7 0,28 95,0 0,07
A. Ténico 82 1,63 N.D ND
Hesperidina 45,3 12 89,6 4,6

Taba 2. Porcentaje de inhibicion de los compuestos sobre €l
PPO de a. lulo y b. uchuva, SD desviacion estandar, ND no
determinado.

Con €l fin de analizar comparativamente los compuestos
inhibidores de los respectivos extractos enzimaticos
aislados de Iulo y uchuva, se graficd para cada inhibidor,
el valor de Amax (Absorbancia maxima) luego de 500
minutos, para obtener asi un pardmetro de punto final.
Tal y como se puede observar en lagréfica 3.
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Gréfico 3. Absorbancia maxima para un punto final

3. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

De los dos sustratos evaluados, €l méas adecuado fue €l
acido galico, adiferenciade latirosing, lacua esun buen
sustrato para otro tipo de PPO (como es e caso de
tirosinasa en mamiferos). Esto puede deberse a las
diferencias entre los enzimas de cada organismo, de ali,
laimportancia de estudiar cada caso particular.

Se pudo observar que €l proceso de extraccion de la
fraccion enzimatica fue adecuado ya que la actividad del
enzima fue corroborado espectrofotometricamente en el
ensayo con € sustrato. El comportamiento de los
enzimas PPO, tanto en lulo como de uchuva, difieren
notablemente; en este punto se analizan las velocidades
de reaccion correspondientes a las cinéticas de los
experimentos para lulo y uchuva con écido gélico como
sustrato, en donde para cada uno es de 9,83x10
*+1,49x10° y 1,32x10°+1,15x10° respectivamente (ver
tabla 1). Con un valor P<0.0001 (x+x), podemos concluir
que las diferencias entre las velocidades de reaccion son
extremadamente significativas. Es probable, segin esta
evidencia, que haya una mayor concentracion de PPO en
lulo. Esto podria estar relacionado con e rapido
pardeamiento enzimatico para lulo al momento de ser
procesado; sin embargo, esto debe confirmarse mediante
estudios cuantitativos.

En lagréfica 3 se puede apreciar |a absorbancia maxima
del producto de reaccion entre los respectivos extractos
enzimaticos, e sustrato y los inhibidores, en un tiempo
finito tomado como punto final. Este grafico es de
particular interés puesto que es un indicativo de la
actividad inhibitoria de los compuestos en el tiempo, por
lo tanto no solo sera relevante que € efecto inhibitorio
sobre e enzima sea alto, sino que perdure. Resulta muy
interesante ver como el E300, un potente inhibidor de
PPO seglin los resultados obtenidos, con altos porcentajes
de inhibicion sobre e enzima de lulo y uchuva (96% y
95%, respectivamente), presente una diferencia
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estadisticamente significativa del valor de Amax en el
punto final (P<0,001 (x+)), lo cua podria indicar, que
aungue es un muy buen inhibidor para ambas fuentes de
PPO, puede resultar que no conserve su efecto en el
tiempo para inhibir e PPO de uchuva. Otra correlacién
importante es la de la Hesperidina, que aungue no es €
mejor inhibidor, evidencia una diferencia altamente
significativa, tanto en los porcentajes de inhibicion como
en la Amax de punto final, P<0,001 (=), paralos PPO de
lulo y uchuva. Sin embargo no existe diferencia
significativa de los inhibidores E334, ni E270 sobre los
enzimas de lulo y uchuva (P > 0.05) en el andlisis de
Amax de punto final (test de comparacién multiple
Newman-Keuls ANOVA de una via), lo cual para este
caso en particular sugiere que tienen la misma capacidad
parainhibir los enzimas de ambas fuentes.

Es importante resaltar la necesidad de caracterizar los
PPO de cada fruta individualmente. Como se pudo ver
en los resultados, tanto de cinética como de inhibicion de
ambas fuentes de extracto enzimético, se presentan
diferencias estadisticamente significativas y por lo tanto
no se puede asumir que un inhibidor de PPO en una
matriz alimenticia va afuncionar de igual manera en otra.
Esto est4 de acuerdo con los reportes recientes, donde se
ha logrado en una pequefia fraccion de las frutas
comestibles (manzana, pera, durazno, banano y aguacate)
conocer e comportamiento del PPO y plantear
estrategias para su inhibicion [8-11].

Dentro de las recomendaciones consideramos que es
necesario realizar estudios més detallados sobre éstos
enzimas, por medio de la determinacién de parametros
cinéticos que aporten mayor informacion. De igual
manera es importante avanzar en estudios de purificacion
y determinacion de la estructura del enzima, asi como la
funcionalidad de ésta con otros sustratos e inhibidores.
Sera importante también determinar la calidad nutricional
del aimento luego de procesado a mediano y largo
plazo.
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