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RESUMEN

El objetivo de la investigacién fue determinar la influencia del uso
de precipitantes fendlicos e inhibidores en la actividad de la enzima
polifenoloxida (PFO), asi como el determinar uée parte del fruto,
piel o pulpa, presenta una mayor actividad esta enzima. Se trab-
joo sobre extractos crudos, tanto de pulpa como de piel del lulo,
en cuya extraccion se incluyé el uso de los precipitantes fenélicos
TRITON y polivinilpirrilidona (PVPP), con el fin de establecer si éstos
permiten obtener una un extracto con mayor actividad enzimdtica.
Asi mismo, se evalué el uso de los antioxidantes, dcido citrico y
metabisulfito de sodio en dos concentraciones (500 y 1000 ppm).
Como resultado se obtuvo que la mejor condicién para la extraccion
de la enzima polifenoloxidasa es la utilizacién del tritén al 3 %,
obteniendo mayor presencia de dicha enzima en la pil,; en el que
el metabisulfito de sodio (1000 ppm) logra inhibir su actividad en
un 56,08%.

Palabras clave: absorbancia, enzima, inhibicién, lulo, polifeno-
loxidasa.
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The aim of the investigation was to determine the influence of the
use of phenolic inhibitors and precipitants in the activity of the po-
lybhenoloxidase enzyme (PPO), as well as to determine which part
of the fruit, pulp or skin, has a higher polyphenoloxidase enzyme
activity. It was worked on the raw extracts of both the pulp and
the skin of the lulo, in which, the extraction was included the use
of phenolic precipitants TRITON and Polyvinylpyrrilidone (PVPP),
in order to establish if they allow to obtain an extract with higher
enzymatic activity. It was also evaluated the use of antioxidants,
citric acid and sodium metabisulfite at two concentrations (500
and 1000 ppm). As a result, it was obtained that the best condition
for the extraction of the polyphenoloxidase enzyme is the use of
the triton at 3%, obtaining greater presence of this enzyme in the
skin, in which the sodium metabisulfite (1000 ppm) achieves to
inhibit its activity in a 56.08%.

ABSTRACT

Keywords: absorbance, inhibition enzyme, lulo, polyphenoloxidase

INTRODUCCION

La alteracion del color de los produc-
tos hortofruticolas estd fundamentalmente
relacionada con el pardeamiento enzimatico
(Sapers, 1993; Nicolas et al., 1994). El par-
deamiento enzimatico de frutas se debe bien
a procesos fisiologicos que tiene lugar durante
la maduracion, bien a procesos asociados a la
recoleccion, o bien a tratamientos tecnologi-
cos de post-recoleccion (Burns, 1995). Para
que el fenomeno de pardeamiento enzima-
tico tenga lugar se requiere de la presencia
de cuatro diferentes compuestos: el oxigeno
molecular, substratos apropiados, la polifenol
oxidasa y la presencia de cobre en el centro
activo de la enzima.

Estos factores determinan la velocidad
de pardeamiento, que puede tener lugar muy
rapidamente, incluso en 30 min (Laurila et al.,
1998). Esta velocidad dependera de factores
tales como la concentracion y actividad de la
enzima, la cantidad y naturaleza de los com-

puestos fenolicos, pH, temperatura, actividad
del agua y de la cantidad de oxigeno dispo-
nible en el entorno del tejido vegetal (Mayer,
1987; Vamos-Vigyazo, 1981). Otros factores
intrinsecos que influyen en la intensidad del
pardeamiento son: la especie, la variedad y
el estado fisiologico de los frutos (Amiot et
al., 1992).

El pardeamiento enzimatico estd aso-
ciado a las posibles vias bioquimicas de
pardeamiento que comprenden la degrada-
cion de o-quinonas que dependen del pH, el
fenol implicado, la concentracion relativa de
reactivos y la cantidad de oxigeno disponible
(Richard-Forget et al., 1992) con la accion de
las polifenol oxidasas (PFO).

La principal catalizadora de la alteracion
del color en los alimentos, la polifenol oxidasa,
(PFO) es una enzima ampliamente distribuida
en la escala filogenética, encontrandose tanto
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en organismos procariotas como eucariotas.
Recibe distintos nombres segun el material
biologico del que proceda. Asi, se denomina ti-
rosinasa en animales y procariotas, y polifenol
oxidasa en vegetales (Valero-Ruiz, 1993). La
polifenoloxidasa se localiza siempre en orga-
nulos celulares, concretamente en cloroplastos
y mitocondrias. Se puede hallar de dos formas
distintas, bien unida a membranas, como a la
membrana tilacoidal de los cloroplastos, o
bien en forma soluble. Es de destacar el hecho
de que la proporcion de fraccion soluble de
PFO aumenta durante la maduracion del fruto
(Nicolas et al., 1994).

Factores que condicionan el proceso de
pardeamiento

Existe gran heterogeneidad en los resul-
tados de las publicaciones referentes a para-
metros que afectan a la actividad enzimatica
de la polifenol oxidasa (pH 6ptimo, latencia,
especificidad por el substrato, etc.) entre
especies y dentro de la misma especie, entre
variedades y diferentes estados de desarrollo
(la actividad enzimatica es mas elevada en
frutos jovenes que en los maduros), aunque
la causa de estas diferencias pueda deberse
exclusivamente a los diferentes resultados de
la extraccion y purificacion de la polifenol
oxidasa, cuya metodologia no ha sido muy ho-
mogénea hasta la fecha (Robards et al., 1999).

MATERIALES Y METODOS

La reaccion general sugiere que la
enzima cataliza la formacion de quinonas
altamente reactivas que reaccionan con gru-
pos amino o sulfhidrico de proteinas. Estas
reacciones generan cambios en las carac-
teristicas fisicas, quimicas y nutricionales
del alimento. 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 conocido como “par-
deamiento enziméatico” que va en detrimento
del perfil nutricional del alimento (Vaughn,
K..1984). Dado el impacto negativo de ésta
reaccion para la industria alimenticia, los
PFO son ampliamente estudiados, sin em-
bargo su funcion en muchos vegetales no
ha sido totalmente resuelta. En las llamadas
“frutas exdticas”, los trabajos de este tipo
son bastante exiguos y, en muchos casos, se
desconocen los procesos implicados en la
variacion de parametros relacionados con
el valor nutricional, debido a los cambios
que tienen lugar en la post-cosecha y en el
procesamiento. Por ello, el objetivo de esta
investigacion fue establecer las condiciones
de extraccion e inhibicion de la enzima PFO
en lulo, ademas de conocer si su actividad es
mayoritaria en pulpa o en piel.

Con el fin de lograr una adecuada ex-
traccion de la enzima polifenoloxidasa, a
partir de fruta congelada, utilizando 100gr de
corteza y pulpa del lulo (picada), se adiciond
en una bolsa con 100ml de fosfato buffer a
un pH de 6.0, bajo refrigeracion a 4°C, se
procedié a homogenizar (equipo homogeni-
zador Blender) durante 2 minutos, luego se
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filtr6 utilizando cuatro capas de gasa, dicho
filtrado se agregd a seis tubos de ensayo, los
cuales se centrifugaron por un tiempo de 30
minutos, después de centrifugadas las mues-
tras se mantuvieron 4°C siendo esta la primera
condicion. Como segunda condicion, se rea-
liz6 el procedimiento anterior adicionando
Triton al 1 y 3%. En la tercera condicion se



adiciono PVPPal 1 y 3%. Teniendo en cuenta
que solo la condicion 1 se trabajé con los dos
tipos de muestra.

La medida de la actividad enzimatica se
realizd por monitoreo espectrofotométrico,
empleando una longitud de onda de 410nm
con cubetas de 1cm de recorrido dOptico. Para
determinar la actividad enzimatica se empled
como sustrato el pirocatecol a una concentra-
cion de S0mM, atemperado a 30°C, inicial-
mente se dispuso en un tubo de vidrio 2.2ml
de dicho sustrato para realizar la calibracion
en blanco del equipo.

A partir del extracto enzimatico obteni-
do, se tomo una muestra de 0.4ml, el cual se
adicion6 a un tubo que contenia 1ml de buffer
y 0.8ml de sustrato pirocatecol (30°C), inme-
diatamente se deja reaccionar por un lapso

RESULTADOS Y DISCUSION
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de tiempo de 1 minuto. Seguido de esto, la
mezcla reaccionada se virtid en una cubeta de
cuarzo para luego tomar lectura.

La determinacion del efecto inhibidor
de la enzima polifenoloxidasa se realizd me-
diate el uso de acido citrico y metabisulfito de
sodio a concentraciones de 1000-500 ppm, en
un tubo de ensayo se adicionaron 0.4 ml del
extracto enzimatico teniendo en cuenta que
éste a su vez contenia 1ml de buffer y 0.8 ml
del sustrato; posteriormente, se procedi6 a
agregar el inhibidor manteniendo una tem-
peratura de 30°C durante 2 hora, realizando
la lectura de la absorbancia a 410nm por
intervalos de 5 minutos. Una unidad de PFO
se definié como la variacion de la absorban-
cia en 0,001, en el tramo lineal de la curva
(O'beirne et al., 2009).

En la tabla 1, se representan los resul-
tados promedios de la actividad enzimatica
en la cual se emplearon precipitantes. Se
observa, que al usar triton al 3% y la polivi-
nilpirrilidona (PVPP) al 1% en la extraccion,
se obtiene actividades significativamente
mayores.

Tabla 1
Actividad de la enzima polifenoloxidasa
en pulpa de lulo

Unidad de actividad
enzimdtica (Ul)

551,67 + 27,22ab0d

Método de extraccion

1.Triton 3%

2.Triton 1% 456,00 = 6,081
3. PVP 3% 356,00 = 11,0008
4. PVP 1% 520 + 27,22

5. Buffer 123,5 + 15,4500
p- valor 0.000

n=5, X+ D.T, p- valor <0.05 existen diferencias significativas
a,b, letras iguales entre columnas existen diferencias minimas
significativas.

Segun el andlisis ANOVA existen dife-
rencias estadisticamente significativas entre
los métodos de extraccion empleados, cuya
concentracion difiere de acuerdo al tipo de
precipitante a utilizar, en donde se presenta
que el uso de los precipitantes es efectivo en
la evaluacion de la actividad de la enzima
PFO. Al emplear precipitante se obtiene ma-
yor extraccion de la polifenoloxidasa en el
extracto de lulo.

Segun el andlisis de diferencias minimas
significativas, existen diferencias entre todas
las condiciones de extraccion a emplear PVPP
al 1% y triton al 3%, en cuyos casos se obtuvo
la mayor extraccion de la polifenoloxidasa.

De acuerdo con la evaluacion de la ac-
tividad de la enzima PFO en piel y en pulpa
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...........................................................................

(tabla 2), se tiene que la piel es el material que
presenta una mayor actividad de esta enzima.

Tabla 2
Diferencias de la polifenoloxidasa en los extractos de lulo.

Material vegetal

Unidad de actividad enzimética (Ul)

Pulpa de lulo 123,5 + 15,45%P
Piel de lulo 1333,83 + 583,330
p- valor 0.000

n=2, X+ D.T, p- valor < 0.05 existen diferencias significativas,
a, b. letras iguales entre columnas existen diferencias minimas
significativas.

Segun el analisis ANOVA, para los re-
sultados de inhibicion en la piel del lulo (tabla
3), existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los precipitantes empleados,
cuyas concentraciones difieren entre ellas.

Tabla 3

Determinacion de porcentajes de inhibicion respecto a las
concentraciones precipitantes en piel.

..........................................................................

acido citrico a 500ppm, no produjo efectos
de inhibicion, por lo cual determinamos no
es apta la utilizacion de dicho precipitante en
la piel de lulo.

Segun el andlisis de diferencias minimas
significativas, solo existe discrepancia al em-
plear metabisulfito a 1000ppm, siendo éste el
mas efectivo para el control de la actividad
de la enzima PFO en lulo.

Para el caso de la inhibicion de los
antioxidantes en la actividad de la PFO en
pulpa (tabla 4), la mayor inhibicion se obtiene
a 500ppm de acido citrico y metabisulfito,
siendo el acido citrico el mas apto para efec-
tos de inhibicion de la polifenoloxidasa en la
pulpa de lulo.

Tabla 4
Determinacion de porcentajes de inhibicion respecto a las
concentraciones precipitantes en pulpa.

Precipitantes % inhibicion Precipitantes % inhibicion
1000ppm a.c 6.60 + 9.422bc0 1000ppm a.c 45.41 + 7.11apod
500ppm a.c 0 = Qelon 500ppm a.c 59.60 + 29.47¢f0n
1000ppm m.b 56.08 + 20.26°k 1000ppm m.b 0 + Qiikl

500ppm m.b 6.45 + 8.192bed 500ppm m.b 9.67 + 23.68mnio
Testigo 0 + Qefon Testigo 0 = Qiikl

p- valor 0.000 p- valor 0.000

n=5, X+ D.T, p- valor < 0.05 existen diferencias significativas,
a, b, ¢, letras diferentes entre columnas existen diferencias

minimas significativas.

Para el caso de metabisulfito y acido
citrico, la mayor inhibicidon se obtiene a
1000ppm, siendo el metabisulfito el mas apto
para efectos de inhibicion de la polifenoloxi-
dasa en la piel de lulo. El uso de precipitante
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p- valor < 0.05 existen diferencias significativas
a,b,c,d,e,f,g.h,m,n,fi,o, letras diferentes entre columnas existen
diferencias minimas DMS significativas.

Segun el analisis ANOVA existe diferen-
cias estadisticamente significativas entre los
precipitantes empleados cuyas concentracio-
nes difieren entre ellas al emplear acido citrico
a 1000ppm y a 500ppm.



CONCLUSIONES
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La condicion de triton al 3% es el que
presenta la mayor eficiencia de la enzima po-
lifenoloxidasa en el lulo. El mayor contenido
de la enzima polifenoloxidasa se encuentra en
piel del lulo, siendo esta la responsable del os-
curecimiento de los productos hortofruticolas.
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