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RESUMEN

Las enzimas polifenoloxidasa (PFO) y
peroxidasa (POD) fueron extraidas de la
pulpa de uva caimarona (Pourouma
cecropiifolia) y caracterizadas parcial-
mente. Para PFO se encontr6 un pH
optimo de 7,0, temperatura 6ptima de 45
°C y Ky de 0,42 mM con L-Dopa como
sustrato. Para POD se hallé un pH 6ptimo
de 6,0, temperatura optima de 37 °Cy
valores de Ky; de 2,0 mM para guayacol y
0,72 mM para H,0,. El perfil electrofo-
rético mostrd cinco iso-PFO vy tres iso-
POD. POD fue mas termorresistente que
PFO. De cuatro inhibidores estudiados el
acido ascorbico fue el inhibidor més
potente, seguido por el bisulfito de sodio,
mientras que el acido citrico y el cloruro
de sodio fueron los menos potentes.

Palabras clave: polifenoloxidasa, peroxidasa,
Pourouma cecropiifolia, pardeamiento, inhi-
bidores, frutas amazénicas, uva caimarona.
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ABSTRACT

Polyphenol oxidase (PPO) and peroxida-
se (POD) were extracted from caimarona
grape (Pourouma cecropiifolia) flesh and
they were partiality characterized. The
optimum pH for PPO was 7.0 and opti-
mum temperature 45 °C. PPO had a Ky
value of 0.42 mM for L-Dopa. POD had
an optimum pH of 6.0 and optimum tem-
perature of 37 °C. POD had K, values of
2.0 mM and 0.72 mM for guaiacol and
H,0,, respectively. Five iso-PPO and
three iso-POD were found. POD presen-
ted higher thermal stability than PPO.
Ascorbic acid was the most effective inhi-
bitor of both enzymes followed by so-
dium bisulfite. Sodium chloride and citric
acid were poor inhibitors.

Key words: Polyphenol oxidase, peroxi-
dase, Pourouma cecropiifolia, browning,
inhibitors, Amazon fruit, uva caimarona.
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INTRODUCCION

Es importante aclarar que aunque Pou-
rouma cecropiifolia es conocida como
uva caimarona en la region amazonica co-
lombiana esta fruta es diferente de la es-
pecie Vitis. Esta fruta, considerada como
promisoria de la region, se distingue no
s6lo por su contenido de sustancias mine-
rales sino también por su color y sabor
(1). Lauva caimarona sé6lo es comerciali-
zada en la region amazonica y sitios ale-
dafios debido a que es altamente perece-
dera: cuando se almacena a 20 y 25 °C
presenta un tiempo de vida atil de 5y 2
dias, respectivamente, y por debajo de 15
°C exhibe lesiones por frio, siendo su
principal factor de dafio el pardeamiento
de su pulpa (2). La uva caimarona es pro-
cesada en diferentes productos como
vino, en almibar y en mermelada, pero su
mercado es limitado.

Diversas investigaciones han relacio-
nado la actividad de la fraccion citoplas-
maética (soluble) de polifenoloxidasa (EC
1.14.18.1, PFO) y peroxidasa (EC
1.11.1.7, POD) con el deterioro del co-
lor, sabor, textura y valor nutricional de
vegetales frescos y procesados, ya que
justamente esta fraccién es la que entra
maés facilmente en contacto con los sustra-
tos propios de las células (3-6). Se sabe
que las enzimas PFO y POD extraidas de
diferentes tejidos vegetales pueden ser
inactivadas por tratamientos térmicos
(7-9) y por ciertos compuestos quimicos
usados en la industria de los alimentos,
como cloruro de sodio, sulfitos, acido as-
corbico, sacarosa, EDTA y acido benzoi-
co (8-13). Es necesario caracterizar la
PFO y la POD solubles extraidas de la
pulpa de uva caimarona para fortalecer la
aplicacién de métodos adecuados, permi-
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tidos en la industria de los alimentos, que
generen productos con buena aceptacion,
para controlar el pardeamiento de la pul-
pa de uva caimarona. Este trabajo se
plante6 con el objeto de estudiar algunas
caracteristicas cinéticas de la fraccion so-
luble de PFO y POD extraidas de la pulpa
de uva caimarona.

MATERIALES Y METODOS

Frutas de uva caimarona. Las frutas es-
tudiadas en este experimento fueron cose-
chadas en su madurez sensorial (100%
color morado en corteza). Estas se obtu-
vieron de un cultivo tecnificado en Cor-
poica-Macagual, ubicado a 20 km de Flo-
rencia, Caqueta (25 °C, 85% HR), en la
Amazonia colombiana. Se seleccionaron
las frutas sanas, libres de infeccion y se
despulparon manualmente.

Obtencion del extracto enzimatico.
La pulpa fue congelada con aire liquido y
homogenizada con acetona a -20 °C du-
rante 20 s en relacién 1 a 5 (w/v). El pol-
vo de acetona resultante fue filtrado al va-
cio y lavado con acetona fria hasta lograr
un filtrado incoloro. Los polvos de aceto-
na fueron agitados durante 24 h con buf-
fer fosfatos 100 mM, pH 7,0 (relacién
pulpa:extractante, 1:1, w/v). La suspen-
sion resultante fue centrifugada a 12.000
x g durante 10 min. EI sobrenadante fue
usado para determinar las actividades de
PFO y POD solubles. Durante todo el
proceso de extraccion la temperatura no
subid de 4 °C.

Determinacién de proteina. La pro-
teina se cuantificé de acuerdo con el mé-
todo de Bradford (14) modificado por
Zor y Sellinger (15) con albumina sérica
bovina como estandar.
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Actividad enzimatica. Para medir la
actividad de PFO se adicionaron 100 uL
de extracto enzimatico sobre 900 uL de
L-Dopa 7,0 mM en buffer fosfatos 200
mM pH 7,0 y lectura del cambio de ab-
sorbancia respecto al tiempo a 475 nm
(16) a 45 °C. Para evaluar la actividad de
POD se mezclaron 25 uL de extracto en-
zimatico, previamente diluido 1 a 20, con
975 uL de una mezcla de guayacol 40
mM y H,0, 5,0 mM en buffer fosfatos
200 mM pH 6,0 y lectura del cambio de
absorbancia respecto al tiempo a 470 nm
a37 °C (7).

Las unidades de PFO y POD (UPFO,
UPOD) fueron definidas como el incre-
mento en una unidad de absorbancia por
minuto (2). Las actividades especificas se
expresaron como unidades enzimaticas
por mg de proteina (UPFO/mg proteina y
UPOD/mg proteina).

CARACTERIZACION CINETICA

Efecto del pH y de la temperatura. Se
evalud la actividad enzimética a valores
de pH entre 4,0 y 5,5 usando buffer citra-
tos 200 mM y entre 6,0 y 8,0 empleando
buffer fosfatos 200 mM. Para PFO se em-
pled L-Dopa 7,0 mM y medida de la acti-
vidad a 45 °C. Para POD se emple6 una
mezcla de donor de protones/sustrato:
guayacol/H,0,, 40 mM/5,0 mM y medi-
da de la actividad a 37 °C. Para evaluar el
efecto de la temperatura los ensayos se
efectuaron variandola entre 20 a 70 °C.
La estabilidad térmica de ambas enzimas
fue evaluada por incubacién de los ex-
tractos proteicos a temperaturas entre 37
a 98 °C durante 10 min. Al finalizar este
tiempo los extractos fueron enfriados en
un bafio de hielo y se evalu6 la actividad
enzimatica.

Determinacion de K,,. Para determi-
nar el valor de Ky, para PFO se ensayaron
concentraciones de L-Dopa comprendi-
das entre 0,1 y 10,0 mM a pH y tempera-
tura 6ptimos. Para POD se evalu6 el va-
lor de Ky a pH y temperatura 6ptimos
para el donor de protones (guayacol) y el
sustrato (H,0,); se ensayaron concentra-
ciones de guayacol entre 0,25 y 40 mM a
5,0 mM de H,0,, y concentraciones de
H,0, entre 0,025 y 20,0 mM a 40 mM de
guayacol.

Perfil electroforético. Se desarrolla-
ron electroforesis en condiciones nativas
con geles de poliacrilamida (10%) en un
equipo Biorad miniprotean two cell unit,
200V por 45 min. Para la deteccién de las
iso-PFO el gel fue sumergido en buffer
fosfatos 200 mM pH 7,0 con L-Dopa 7
mM e incubacién a 45 °C durante 20 min,
las bandas aparecieron tefiidas de negro.
Para la deteccion de las iso-POD, los ge-
les fueron sumergidos en buffer fosfatos
200 mM pH 6,0 con guayacol 40 mM y
H,0, 5,0 mM durante 20 min a 37 °C, las
bandas aparecieron tefiidas de color rosa-
do intenso. El tefido de las bandas fue de-
tenido por lavado con agua fria.

Inhibidores. Se evalu6 el efecto del
cloruro de sodio, acido citrico, acido as-
cérbico y bisulfito de sodio, en tres dosis,
sobre la actividad enzimatica. Se proce-
di6 igual que en la evaluacion de la activi-
dad enzimética, excepto la presencia del
aditivo: se adicionaron 100 L del aditivo
de concentraciones iniciales 1,0, 10,0 y
100,0 mM para proporcionar en la mez-
cla de reaccién concentraciones de 0,1,
1,0 y 10,0 mM, por lo que se incorpora-
ron 100 uL. menos de buffer.
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Analisis de datos. A partir de las medi-
das de actividad de PFO y POD se calcula-
ron los valores promedio y las desviacio-
nes estaindar (n=3). Se efectuaron los
ANOVA y se evaluaron las diferencias en-
tre tratamientos por la prueba de Tukey.

RESULTADOS Y ANALISIS
Caracterizacion cinética

Debido a que los valores de pH 6ptimo, T
optima y Ky dependen del tipo de sustrato
empleado, las comparaciones con otros re-
portes efectuadas en este texto seran con
L-Dopa para PFO y con guayacol/H,0,
para POD. La Figura 1a muestra que la ac-
tividad de PFO y POD es méxima a valo-
res de pH de 7,0 y 6,0, respectivamente.
Estos valores coinciden con los encontra-
dos en un trabajo previo para PFO y POD
extraidas del conjunto pulpa mas corteza
de uva caimarona (2) y similares a los en-
contrados para tres iSoPOD de arveja (Pi-
sum sativum): 5,0, 6,0y 5,0 (7) y de repo-
llo (Brassica oleracea): 6,4 (10). El valor
de 8,0 para PFO de dog rose (Rosa duma-
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lis) (11) difiere del encontrado en este tra-
bajo para uva caimarona.

En la Figura 1b se representa el efecto
de la temperatura sobre la actividad de
PFO y POD. La temperatura que genera la
maxima actividad de PFO es 45 °C y de
POD es 37 °C; a partir de 60 °C la activi-
dad de POD no fue detectable mientras
que la de PFO represent6é un 20% de la
maxima actividad. El valor de temperatura
Optima para PFO es igual al reportado para
PFO de frutos de dog rose (11). Los valo-
res encontrados en nuestro estudio son di-
ferentes a los reportados para PFO y POD
de uva caimarona (corteza més pulpa), en
el que la actividad de ambas enzimas es
Optima entre 30 a 40 °C (detectable para
POD incluso a 80 °C) (2) y para POD ex-
traida de repollo, 45 °C (10).

Tras la evaluaciéon de la estabilidad
térmica de PFO y POD (Figura 2) se en-
contr6 que POD es mas termorresistente
que PFO. La actividad de PFO desciende
al 60% al calentar el extracto a 60 °C du-
rante 10 min, mientras que para lograr
este mismo efecto sobre POD el extracto
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Figura 1. Efecto del pH y de la temperatura sobre la actividad de polifenoloxidasa (*) y peroxidadasa (o).
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Figura 2. Inactivacion térmica de polifenoloxidasa
(*) y peroxidasa (o) extraidas de Pourouma cecro-
piifolia. Los resultados son el promedio de tres de-
terminaciones = SD.

se debe calentar a temperaturas superio-
res a 70 °C. Por encima de 80 °C la acti-
vidad de estas dos enzimas cae por debajo
del 5%, lo cual hace pensar que trata-
mientos térmicos a 80 °C o mayores du-
rante 10 min sean adecuados para contro-
lar el pardeamiento de la pulpa. Sin
embargo, se debe tener cuidado con posi-
bles fendmenos de reactivacién, no estu-
diados aqui, que pueden presentar estas
enzimas luego del calentamiento como
aparece reportado en POD extraida de ar-

veja (7) y en PFO de frutos de dog-rose
(11). Aunque la POD y la PFO estan rela-
cionadas con el pardeamiento de vegeta-
les, la mayor termorresistencia y mayor
actividad de la POD (Tabla 1) puede indi-
car que esta enzima tiene un papel mas
importante que la PFO en el pardeamien-
to de la pulpa de uva caimarona.

Los valores de actividad enzimatica en
funcién de la concentracion fueron anali-
zados de acuerdo con el modelo de Line-
weaber-Burk y se calcularon los valores
aparentes de Ky; y Vyy (Tabla 1). Para
PFO se encontré un valor de Ky, de 0,42
mM, valor que indica mayor afinidad por
L-Dopa al reportado para PFO extraida
de uva caimarona (Ky = 2,70 mM) (2) y
a los encontrados para PFO de pera
(Pyrus bretschneideri) (Ky = 8,9 mM)
(8) y de dog rose (Ky = 0,606 mM) (11).
Al evaluar el efecto de la concentracion
de guayacol sobre la actividad de POD se
encontrd un valor Ky de 1,97 mM. Esta
enzima presenta mayor afinidad por este
tipo de donor de protones que POD ex-
traidas del fruto entero sin semilla de uva
caimarona (Ky = 10,0 mM) (2) y de ar-
veja verde (Ky = 10,2, 10,2y 10,8 mM,
para tres isoenzimas) (7). Al evaluar el
efecto de la concentracion del H,O, sobre

Tabla 1. Valores de Ky y Vméax de polifenoloxidasa y peroxidasa extraidas de Pourou-

ma cecropiifolia

PPO L-DOPA POD guayacol/ H20:
Linealizacion mg prot/U = 0,150/L- mg prot/U = 0,0103/guayacol + 0,00514
de acuerdo con DOPA + 0,359 mg prot/U = 0,00355/H20: + 0,00492
Lineweaber-Burk
r 0,9198%* 0,9631%*/0,9956%**
Km (mM) 0,42 2,0/0,72
Vumix (U/mg prot) 2,79 195/203

** Altamente significativo.

61



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 33, No. 1 DE 2004

—

0

Figura 3. Perfil electroforético en condiciones nativas de
polifenoloxidasa y peroxidasa extraidas de Pourouma ce-
cropiifolia. Poliacrilamida al 10%, 200 V por 45 min.
Deteccion de iso-PFO con L-Dopa 7 mM a 45 °C/20 min.
Deteccion de iso-POD con guayacol 40 mM y H,0, 5,0

mM a 37 °C/20 min.

la actividad de POD se encontré que a
partir de 10 mM la actividad se inhibe. El
efecto inhibidor de H,O, ha sido descrito
en otros trabajos y puede estar relaciona-
do con el efecto oxidante de este com-
puesto sobre algunos aminoacidos del si-
tio activo (2, 7). El valor de K, para H,0,
de 0,72 mM muestra menor afinidad que
la POD extraida de uva caimarona (pulpa
mas corteza) (Ky = 0,17 mM) (2) pero
mayor afinidad que para las isoPOD ex-
traidas de arveja verde (Ky = 2,6, 7,2y
4,3 mM) (7).

Perfil electroforético. Una vez corri-
das las electroforesis aparecieron 5 ban-
das con actividad de PFO con movilida-
des electroforéticas de 0,38, 0,46, 0,51,
0,57y 0,72y tres bandas con actividad de
POD con movilidades electroforéticas de
0,40, 0,45y 0,63 (Figura 3). La existen-
cia de diverso nimero de iso-PFO e
iso-POD ha sido reportada en otros teji-
dos. Asi por ejemplo, para PFO se han
encontrado entre 1 a 6 isoenzimas (3,
10-12, 17, 18), y para POD entre 1 a 11
(3, 4,7, 10, 19, 20).
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Inhibidores. En la Tabla 2 se mues-
tra el efecto del acido ascorbico, acido
citrico, bisulfito de sodio y cloruro de
sodio, en tres dosis cada uno, sobre la
actividad de POD y PFO. Al emplear
acido ascorbico se encontré que la PFO
fue inactivada totalmente incluso a la
concentracion mas baja ensayada,
mientras que la POD sufrié menos inac-
tivacion; una soluciéon 0,1 mM de este
acido inhibi6 en un 64 % la actividad de
POD. Este 4cido fue el inhibidor mas
fuerte de los evaluados para ambas en-
zimas. La accion de este compuesto so-
bre el pardeamiento enzimatico se debe

a que reduce las quinonas, formadas por
la enzima, al difenol original antes de que
éstas sufran reacciones secundarias para
generar compuestos pardos (21). Para
PFO y POD solubles extraidas de repollo
el acido ascorbico se reporta como el in-
hibidor mas potente dentro de los estudia-
dos (10). Préstamo y Manzano (19) han
determinado que el acido ascérbico en
concentraciones entre 2 a 170 uM inhibe
completamente la POD de papa (Solanum
tuberosum L.), zanahoria (Daucus carota
L.), tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.), kiwi [Actinidia deliciosa (A.
Chev.) C. F. Liang and A. R. Ferguson],
coliflor [Bassica oleracea (Botrytis
group)], arveja (Phaseolus vulgaris L.) y
rabano (Armoracia rusticana Gaertn,
Mey Scherb.).

Una concentracion de 0,1 mM de aci-
do citrico se mostr6 con un efecto acti-
vante de POD, mientras que a esta misma
concentracion la actividad de PFO no se
vio afectada respecto al testigo. El efecto
activante observado para POD no fue sig-
nificativamente diferente del control. Al
incrementar la concentracién del acido
citrico, la pérdida de actividad aumentd.
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Tabla 2. Efecto de cuatro inhibidores en la actividad de PFO y POD

Tratamiento(mM)

Actividad remanente (%)

PPO

POD

Control

100,0 + 6,4 a (a)

100,0 + 9,9 a (a)

Acido ascorbico

0,1 0,0 + 0,0 e (b) 338+ 1,5¢ (@
1,0 0,0 + 0,0 e (a) 0,0 + 0,0 f (a)
10,0 0,0 + 0,0 € (a) 0,0 + 0,0 f (a)

Acido citrico

0,1 98,6 + 5,6 a (a) 107,3 + 6,2 a (a)
1,0 89,5 + 0,9 b (a) 89,3 + 2,6 b (a)
10,0 70,8 + 4,3c¢c(a) 73,6 + 3,6 c(a)

Bisulfito de sodio

0,1 734 + 4,6 ¢ (a) 70,8 + 0,9 ¢ (a)
1,0 7.9 £ 1,6d (b) 65,3 + 12,0 cd (a)
10,0 0,0 + 0,0 e (b) 52,6 + 8,0d (a)

Cloruro de sodio

0,1 92,4 + 5,6a () 99,0 + 14,6 a (a)
1,0 94,9 + 2,72 (a) 74,0 + 3,6 ¢ (b)
10,0 742 £ L4c(a 70,0 + 2,6 ¢ (a)

Los resultados son el promedio de tres determinaciones + SD. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias significativas. Letras diferentes en paréntesis en la misma fila indican diferencias significativas

(prueba de Tukey).

Debido a que las enzimas en estudio re-
quieren de la presencia de metales para su
actividad (son metaloenzimas: PFO con-
tiene cobre y POD contiene hierro), el ién
citrato puede actuar como secuestrante
formando complejos estables con estos
cationes, disminuyendo asi la actividad
de estas enzimas.

Al emplear bisulfito de sodio la inhibi-
cion fue significativamente mayor para
PFO que para POD, lograndose una inac-
tivacion total de PFO a una concentracién
10,0 mM de bisulfito, mientras que a esta
misma concentracién la inhibicién para
POD fue del 47%. También se observa,

para ambas enzimas, que al incrementar
la concentracién se aumentd la inhibi-
cion. Este tipo de compuestos controla el
pardeamiento enzimatico debido a reac-
ciones de adicién de éstos sobre las qui-
nonas, generando productos incoloros es-
tables, por reacciones de reduccion de las
quinonas a los fenoles iniciales (22), o
por enlace al sitio activo de la enzima (23,
24). Si bien algunos autores indican que
el bisulfito de sodio es un inhibidor poten-
te de PFO (8, 23, 24) y que la inhibicién
de esta enzima por efecto del 4cido ascor-
bico no es del todo clara (25), para PFO
extraida de pifia se reporta que el acido
ascorbico es mejor inhibidor que el bisul-

63



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 33, No. 1 DE 2004

fito, ambos a la misma concentracion
(12). Adicionalmente, el efecto inhibito-
rio de los sulfitos es dependiente del tiem-
po de incubacion (24).

Al incrementar la concentracién del
cloruro de sodio el poder inhibidor tendid
a incrementarse. El efecto sobre las enzi-
mas en estudio fue inferior al mostrado
por el 4cido ascérbico y por el bisulfito de
sodio, y similar al del 4cido citrico. El
cloruro de sodio se reporta, dentro de 13
inhibidores estudiados, como un inhibi-
dor pobre de la actividad de PFO y POD
extraidas de repollo (10). Sin embargo,
este mismo compuesto aparece Como pro-
motor de la actividad enziméatica de PFO
extraida de pera (8) y de frutos de
dog-rose (11). El efecto inhibidor de esta
sal puede surgir como resultado de la
unién de los iones cloruro a formas proto-
nadas de la enzima, a enzima libre o al
complejo enzima-sustrato, generando un
cambio conformacional (26).

CONCLUSIONES

Se efectud una caracterizacién cinética
parcial de PFO-soluble y POD-soluble
extraidas de la pulpa de la uva caimarona.
Se encontrd que estas enzimas, ademas de
estar relacionadas con el pardeamiento de
la pulpa, pueden ser inactivadas en gran
medida por tratamientos de escaldado a
80 °C o temperaturas superiores durante
10 min y por incorporacion de acido as-
corbico y bisulfito de sodio. Los inhibido-
res estudiados tienen mayor efecto sobre
la actividad de PFO que sobre POD. Si se
considera el pardeamiento enzimatico
como principal causa del cambio de color
en la pulpa de la uva caimarona es de es-
perar que tratamientos de este tipo sean
efectivos en el control del mismo. Debido
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a que la pulpa es un sistema méas complejo
que el extracto crudo aqui estudiado es
importante evaluar el efecto del escalda-
doy de la incorporacion de inhibidores de
pardeamiento sobre la evolucidn de la ac-
tividad de estas enzimas y de las caracte-
risticas sensoriales de la pulpa durante su
almacenamiento congelado.
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