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Resumen
POLIFENOL OXIDASA. Propiedades Moleculares y Funcién Bioldgica

Las polifenol oxidasas (PPOs) son enzimas que catalizan la reaccion
dependiente de oxigeno, transforma o-difenoles en o-quinonas. Estas
quinonas son reactivas y capaces de modificar covalentemente un amplio
numero de especies nucledfilas, del interior de las células, que conduce a
la formacion de polimeros marrones, conocido como pardeamiento
enzimatico. El fendmeno de pardeamiento durante el crecimiento,
recogida, almacenamiento y procesado de frutos y vegetales, es un
problema de primera magnitud en la industria agroalimentaria y se
reconoce como una de las principales causas de pérdidas de calidad y
valor comercial. Produce cambios importantes tanto en la apariencia
como en las propiedades organolépticas de frutos y vegetales
comestibles, ademas suele ir asociado al desprendimiento de olores y
efectos negativos sobre el valor nutricional. Aunque las PPOs se han
descrito en diversos tejidos de plantas como raices, semillas, hojas y
frutos, el control de este fenémeno requiere un conocimiento bioquimico
del tipo de sustratos fendlicos presentes en cada planta, el nivel de
compuestos reductores, el nivel de accesibilidad del 02, de la naturaleza
de los diferentes compuestos oxidables y de la polimerizacion y
degradacion de las o-quinonas. En este trabajo se presenta una revision
del efecto bioquimico, distribucidn, localizacion y posibles inhibidores de
las PPOs en frutos y vegetales usados como alimento.
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Prélogo

La polifenol oxidasa (PPO),
conocida como catecol  oxidasa,
fenolasa, o o-difenol oxigeno oxireductasa
(E.C. 1.14.18.1), cataliza la oxidacion
difenoles en presencia de oxigeno
molecular. Son enzimas ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, siendo
detectadas en algas, bridfitos, pteriddfitos,
gimnospermas y  angiospermas.  La
localizacion de la enzima en las células de
plantas depende de la especie, del tejido
y del estado de madurez. Aungque se ha
descrito un gran niUmero de publicaciones
sobre esta enzima por el papel que juega
en la resistencia a infecciones
microbiolégicas o virales en las plantas,
por su participacion indirecta en la

biosintesis de auxinas, en la regulaciéon del



crecimiento y en el fendmeno de
pardeamiento enzimdtico en numerosos
frutos 'y alimentos procesados, el
conocimiento de su funcidon biologica
sigue siendo hasta la fecha un enigma sin
resolver. En este tfrabajo se hace una
revision de las propiedades moleculares
de las PPOs, su estructura, mecanismo
catalitico y los genes que las codifican,
poniendo especial atencién en las
funciones biolégicas de la enzima vy el

papel que desempenan en las plantas.

Dr. Nicolds Cruz Rosero
Profesor Investigador
Doctor en Ingenieria Genética Vegetal






Infroduccidn

Las polifenol oxidasas (PPOs), son
enzimas ampliamente distribuidas en la
escala filogenética, encontrédndose en
organismos procariotas y en eucariotas. Se
frata de una enzma ampliamente
distribuida en el reino vegetal, siendo
detectada en algas, bridfitos, pteridofitos,
gimnospermas y angiospermas (Tran et al.,
2012; Mayer y Harel, 1979). Las PPOs se
han descrito en diversos tejidos de plantas
como raices (Pérez-Gilalbert et al., 2001;
Gandia-Herrero et al., 2004), semillas (Paul
y Gowda, 2000), hojas (Robinson y Dry,
1992; Sanchez-Ferrer et al., 1993; Chazarra
et al., 1996, Mazzafera y Robinson, 2000;
Chazarra et al., 2001a; Shi et al., 2002) y
frutos (Murata et al., 1992; Ding et al.,
1998b; Fraignier et al., 1995; Serradell et al.,



2000; Casado et al., 2005a, Sellés et al.,
2006; 2007).

Estudios clasicos de PPO localizan a
la enzima en la fraccion soluble de las
células o fuertemente unida a
membranas subcelulares (Mayer y Harel,
1979). A pesar de los posibles artefactos la
mayoria de las PPOs vegetales se
encuentran asociadas a membranas,
principalmente a las membranas
tilacoidales del cloroplasto (Tolbert, 1973).
El tipo de unidn a la membrana depende
del tejido y del estado de desarrollo de la
planta. Aunque las PPOs se han
localizado en las membranas filacoidales
(Golbeck y Cammarata, 1981; Chazarra
et al., 1996), no son proteinas intrinsecas
de membrana. A pesar de que en el
tabaco (Hofer, 1964) se libera

simplemente por fuerza idnica débil, para



la mayoria de los tejidos hacen falta
tratamientos mds enérgicos para  su
solubilizacion: detergentes como Tritdbn X-
100, (Harel y Mayer, 1971), Triton X-114
(Sdnchez-Ferrer et al., 1989), enzimas
proteoliticas (Mayer, 1966) etc. Algunos
fratamientos pueden alterar la estructura
y la conformacion de la enzima
provocando el paso de su forma inactiva
o latente a su forma activa (Kenten, 1958),
si bien la recuperacion de la enzima
nativa latente es posible mediante el uso
de detergentes no idnicos suaves
(Sdnchez-Ferrer et al,, 1994). Esta
solubilizacion también fiene lugar en
condiciones naturales, como son la
maduracion de los  frutos y el
envejecimiento de los tejidos (Harel et al.,
1966; Kidron et al., 1978).



Estudios realizados por Sommer et al.
(1994) con cloroplastos aislados,
demuestran que el proceso de
franslocacion por transporte al cloroplasto
de los polipéptidos de PPO de tomate (67
kDa) resultantes de la traduccion en el
citosol se lleva a cabo en dos pasos. Un
primer paso implica la translocaciéon por
fransporte hacia el estroma,
produciéndose la eliminaciéon del péptido
de fransito N-terminal y proporcionando
un intermediario de 62 kDa vy
posteriormente un segundo paso de
translocacion por transporte a  los
filacoides por un proceso dependiente de
ATP, que genera una proteina madura de
59 kDa. En este fransito el péptido senal se
elimina por una peptidasa cloroplastidica
(Koussevitzky et al., 1998). Asi mismo,
Koussevitzky et al. (2004) han demostrado

que el preftratamiento  con  metil

4



jasmonato (MeJA) de plantas de tomate
incrementa considerablemente la
eficiencia de la franslocacion por
fransporte  de la polifenol oxidasa
precursora  (pPPO) del pldstido al
tlacoide. Estos autores muestran un
incremento en el nivel de la polifenol
oxidasa madura (mPPO) en la fraccion
del tilacoide después de las 8-16 h de
tratamiento. Ademds este aumento en el
nivel de mPPO parece ser especifico al
fratamiento con MelJA para plantas de
tomate, debido a que ofros tratamientos
qgue incrementan la expresidon de genes
de PPO como danos mecdnicos o
exposicion de las plantas a efileno
durante 48 h (Thipyapong vy Steffens,
1997), no muestran ningun efecto en la
translocacion por fransporte del pPPO
hacia el ftilacoide. Esta eficiencia

observada en el transporte de pPPO para
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las plantas de tomate, se ha descrito para
ofras plantas de la misma familia como el
tabaco, mientras que el tratamiento con
MelJA de plantas leguminosas como el
guisante, no afectd al tfransporte de los
dos precursores de PPO (Koussevitzky et
al., 2004). La franslocacion de PPO estd
fuertemente inhibida por la presencia de
pequenas concentfraciones de Cu?*, lo
que sugiere que la proteina ha de
fransportarse en su forma desplegada y
ademds, indica que el dominio de unidn a
cobre tiene una fuerte avidez por este
metal (Sommer et al., 1994). A pesar de
esta fuerte unidn del sitio activo por el
cobre, los procesos de homogenizacion vy
extraccion de tejidos para realizar 1os
estudios de actividod de PPO en
vegetales pueden provocar la pérdida de
este metal de su lugar correspondiente en

la enzima, provocando la pérdida de

6



actividad que a veces se puede
recuperar mediante incubacién con sales
de cobre (Mari et al., 1998; Casado et al.,
20050a). Nielsen et al. (1996) descubrieron
gue no hay péptido de frdnsito N-terminal
en tirosinasas de hongos, lo cual es
coherente con la ausencia de
compartimentos plastidicos en estos
organismos. Asi pues, las firosinasas de
hongos se encuentran localizadas en el
citosol (Wickers et al., 1995).

Aunqgue en varias investigaciones se
ha descrito el posible papel de las
polifenol  oxidasas en plantas, la
bibliografia sugiere su participacion en la
defensa de las plantas frente a patdégenos
y herbivoros. Aun asi, las funciones
bioldgicas de esta enzima siguen siendo
hasta la fecha un enigma sin resolver. En

este frabajo se hace una revision amplia



de las propiedades moleculares de las
PPOs, de su estructura y mecanismo
catalitico, poniendo especial cuidado en

su posible funcion bildgica.

Propiedades moleculares de PPOs

En las plantas existe una gran
cantidad vy diversidad estructural de
compuestos fendlicos pertenecientes a
diversas familias como dcidos fendlicos,
cumarinas, lignanos, ligninas y flavonoides
(Lee y Whitaker, 1995; Tomds-Barberdn vy
Espin, 2001). Estos compuestos
desempenan funciones importantes en las
plantas, siendo las mds relevantes las de
proteccion frente a radiacién ultravioleta
y frente a condiciones de estrés bidtico
gracias a las propiedades antimicrobianas
de los propios compuestos fendlicos vy

mediante el sellado de heridas por



lignificacion (Hermann, 1976; Ke y Salveit,
1988; Macheix et al., 1991).

La composicidon de fenoles en los tejidos
vegetales varia considerablemente segun
lo especie de que se trate, grado de
madurez de los frutos y manejo post-
cosecha de los mismos (Tomds-Barberan y
Espin, 2001). Ademds, para una misma
especie el contenido de fenoles es
dependiente de la variedad (Ding et al.,
1998b; Ding et al., 2001). En algunos frutos
los niveles de fenoles aumentan a lo largo
del desarrollo, alcanzdndose los niveles
mds altos durante la recolecciéon (Casado
et al., 2003), mientras que para diferentes
variedades el contenido de fenoles
decrece hasta alcanzar el minimo en el
momento del cambio de color del fruto
(envero) y después aumenta

progresivamente alcanzando el mdximo



en la recoleccidon. Sin embargo, las
fluctuaciones en los niveles de fenoles
suelen ser pequenos durante la
maduracion  independientemente  de
algunas variedades (Ding et al., 1998b;
Ding et al., 2001)

En la degradacion oxidativa de estos
compuestos fendlicos, participan dos
enzimas que son muy relevantes en
términos de calidad de frutos y vegetales,
por la formacidbn de melaninas que
oscurecen los frutos. Estas enzimas son la
polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidasa
(POD). A pesar de que las PODs estdn
ampliomente distribuidas en el reino
vegetal, su papel en el pardeamiento
enzimdtico de frutos y vegetales esta
todavia bajo discusion, debido a que el
nivel de H2 O2 interno en las plantas limita

la actividad peroxidasa.
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Se ha propuesto que la PPO puede actuar
como promotor de la POD puesto que en
las  reacciones de  oxidacion de
compuestos fendlicos se genera H2 O2
(Richard-Forget y  Gauillard, 1997,
Subramanian et al., 1999). El estado
antioxidante de diferentes frutos vy
vegetales puede decrecer por la
oxidacion directa de estos en presencia
de PPO y POD (Jiménez et al., 1998;
Jiménez y GarciaCarmona, 1999). Sin
embargo, la principal enzima responsable
del pardeamiento enzimdtico es la PPO,
aungue no debe ser excluido un posible
efecto sinérgico entre PPO y POD (Tomds-

Barberdn y Espin, 2001).

La prevencion y control del pardeamiento
enzimdtico, requiere un conocimiento
bioquimico del tipo de sustratos fendlicos

presentes en cada planta, del nivel de
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compuestos reductores, el nivel de
accesibilidad del O2 , la naturaleza de los
diferentes compuestos oxidables y la
polimerizacion y degradacion de las o-
quinonas. Ademds, es necesario conocer
el nivel de PPO vy los sustratos disponibles a
lo largo de los diferentes estados de
desarrollo de la planta y sobre todo, es
importante distinguir entre el
pardeamiento  enzimdtico y el no
enzimdtico (figura 1) (Lee y Whitaker,
1995).

El pardeamiento no enzimdtico consiste
en la condensacion de un grupo aldehido
o ceftona de un azicar con un grupo
amino libre para formar una base de
Schiff, la cual se reorganiza para formar
una cetamina estable (producto de
Amadori) y finalmente se degradan a

productos reactivos que contienen grupos
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carbonilo. Estos grupos pueden
reaccionar con grupos amino dando
lugar a polimeros oscuros. Esta reaccion
que fiene lugar al calentar mezclas de
aminodcidos y carbohidratos (Walker vy
Mckersie, 1993) se ha descrito en uva
(Cheynier y Ricardo da Silva, 1991) vy
manzana (Oleszek et al., 1989; Richard-

Forget et al., 1992q).

Entre las diferentes técnicas para controlar
el pardeamiento y mantener la calidad
de frutos y vegetales, una de las mads
usadas es la aplicacidon de inhibidores
quimicos, los cuales consiguen inactivar
los mecanismos no deseados. La
actividad de esta clase de inhibidores
implica una interaccion directa con la
enzima o reaccionan preferiblemente con

el producto que conduce por reaccion
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no enzimdtica a la formacidon de

pigmentos oscuros

Las PPOs vegetales se describen
generalmente como metaloenzimas que
contienen dos aGtomos de cobre en el sitio
activo (Mayer y Harel, 1979). El estado de
oxidacion del cobre en el cenfro activo
de la polifenol oxidasa ha sido motivo de
controversia desde el firme
establecimiento de este metal como

cofactor de la enzima.

La eliminacidn del péptido de
trdnsito N-terminal, responsable del paso
del cloroplasto al tilacoide, reduciria la
masa molecular de las PPOs entre 5 y 10
kDa gquedando una profeina madura de
unos 60 kDa (Robinson y Dry, 1992; Dry y
Robinson, 1994; Cary et al., 1992; Newman
et al., 1993; Thygesen et al., 1995; Shahar
et al., 1992; Hunt et al., 1993; Anderson y

14



Morris, 2003). El sitio de corte por una
proteasa especifica para eliminar el
transito  N-terminal se ha identificado
como alanina-alanina o alanina-serina en
todas las PPO de plantas examinadas
hasta ahora (Lee y Whitaker, 1995). El
andlisis de la secuencia madura indica
que la proteina comprende un dominio
largo de aproximadamente 40 kDa con
dos regiones de cobre altamente
conservadas, las cuales son requeridas
para la actividad de la enzima (Newman
et al., 1993; Hunt ef al., 1993; Van Gelder
et al., 1997), y un dominio C-terminal de
aproximadamente 16 kDa que no fiene
una funcidn asignada  claramente,
aungue podria tener un papel en la
activacién de la enzma (Rafjhen vy
Robinson, 1992) (figura 1).
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Secuencia
sefializadora de
transporte al
estroma cloroplasto Proteina madura

Anclaje a
membrana
tilacoidal

Secuencia
sefalizadora de
transporte al lumen
tilacoide

Figura 1. Esquema de los dominios funcionales
de las PPOs en plantas. Por Jaime Morante

Carriel

De los siete pardlogos de PPO
descrifos en tomate, dos de ellos
mostraron en la secuencia polipeptidica
deducida una extension del extremo C-
terminal de cardcter hidrofébico que se
supone que puede  servir  para
interaccionar con la membrana tilacoidal

(Newman et al. 1993).

Haruta ef al. (1999) compararon las
secuencias de aminodcidos de PPO de
diferentes vegetales (pera, melocotdn,

nispero, manzana, judia, patata, haba vy
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tomate), mediante el alineamiento de 204
aminodcidos que comprenden el centro
activo de la enzima con los dos atomos
de Cu. Estos autores muestran una gran
similitud en la secuencia de aminodcidos
para especies de la misma familia
(manzana, pera, nispero y melocoton),
con valores comprendidos entre 82.8 vy
97.5%, mientras que el grado de similitud
es menor, enfre un 55.1 y 68.6% entre
especies de diferente familia. Esta gran
similifud, observada para las diferentes
Rosdceas se ha descrito en plantas
Solandceas como el tomate (Newman et
al., 1993), patata (Hunt et al., 1993) y
tabaco (Goldman et al., 1998). Asimismo,
se ha mosfrado la anfigenicidad comun
de PPO de diferentes familias como
guisantes, lechuga, espinaca y tabaco
(Lanker et al., 1988) usando anticuerpos

especificos de PPO de haba. Por el
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contrario, Haruta et al. (1999) utilizaron un
antficuerpo  especifico de PPO de
manzana que reacciond con PPOs de la
misma familia como nispero y pera, pero
no mostré antigenicidad con especies de

diferente familia como el caqui.

La determinacion del peso
molecular vy la estructura cuaternaria de la
enzima PPO en plantas superiores ha
resultado problemdtica debido a la
existencia de mlultiples bandas
electroforéticas que se interpretaron
como fendbmenos de  asociacion-
disociacion ¢ transformacion de unas
formas enzimdaticas en ofras durante la
maduracion (Harel et al., 1973), pero que
en realidad se debian a artefactos
durante los procesos de extraccion
(Mayer y Harel, 1979). Por ello, el rango de

pesos moleculares encontrados para las
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PPOs de diferentes tejidos vegetales era
bastante amplio, oscilando entre 10000-
130000 Dalton.

El control de la oxidacion de fenoles vy la
proteolisis durante la exfraccién rinde un
polipéptido de 60 kDa, descrito por
primera vez para haba (Robinson y Dry,
1992) y posteriormente para nispero en
forma activa (Ding et al., 1998b) y latente
(Sellés et al. 2006). Aungue la proteina es
monomérica, algunos autores presentan
evidencias de estructuras conformadas
por la unidn de varias subunidades
formando multimeros. En champindn, la
PPO forma asociaciones de diferentes
tamanos (diméricas hasta octameéricas)
con pesos moleculares de hasta 128 kDa
(Lee y Whitaker, 1995). En lechuga
(Chazarra et al., 2001a) y judia (Kanade et

19



al., 2006) se han descrito formas

tetraméricas.

Estructura y mecanismo catalitico

La Unica estructura de PPO
determinada hasta la fecha es la de
tubérculo de batata a partir de cristales
por difracciéon de Rayos X (Klabunde et
al., 1998). Esto ha supuesto un gran
avance en la comprension de la
estructura y mecanismo de las polifenol
oxidasas. La proteina purificada
empleada para la  determinacion
esfructural carecia de la extension  C-
terminal, por tanto no existe ninguna
estructura resuelta de la proteina madura
completa. Como se muestra en la figura 2,
la PPO de batata es un mondmero de 39
kDa, que presenta forma elipsoidal, con
dimensiones 55x45x45 A,

20



Figura 2. Representacion estructural de PPO
de batata (lIpomoea batata) segun Klabunde
et al. (1998).

En la figura 3, cada uno de los
atomos de cobre del cenfro catalitico
(CuA y CuB) se encuentra complejado
mediante tres residuos de histidina. CuA se
encuentra coordinado a los residuos de
histidina 88, 109 y 118, mientras que CuB se
encuentra unido a los residuos de histidina

en las posiciones 240, 244 y 274.
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Figura 3. Estereografia de un detalle del

centro activo de PPO de batata.

Para comprender el mecanismo de
reaccion complejo de esta enzima hay
que tener en cuenta la estructura de su
cenfro activo (figuras 2 y 3) con dos
1998),

actividades

dtomos de cobre (Klabunde et al.,
de

cataliticas y la posterior evolucidon quimica

la existencia dos

de los compuestos formados.

Las PPOs vegetales suelen presentar
doble

(monofenol monooxigenasa) y difenolasa

una actividad, monofenolasa

(catecol oxidasa):
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Monofenol monooxigenasa / EC 1.14.18.1:

L-tirosina + L-dopa + O2 = L-dopa + dopaquinona + H20

La actividad monofenol
monooxigenasa o cresolasa consiste en la
hidroxilacion en la posicion orto de
monofenoles y oxidacion del o-difenol

intfermedio hasta la o-quinona.

Catecol oxidasa / EC 1.10.3.1:

2 catecol + O2 =2 (1,2-benzoquinona) + 2 H20

La actividad catecol oxidasa o
catecolasa consiste en la oxidacion de
dos moléculas de un o-difenol a dos
moléculas de o-quinona, y una reduccion
de oxigeno molecular, formdndose dos

moléculas de agua.

A pesar de que Kablunde et al.
(1998) han propuesto un mecanismo algo
diferente para la PPO de batata basado

en datos de tipo bioguimico,
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espectroscopico y estructural para esta
enzima, nosotros mantenemos el modelo
de Lee y Whitaker (1995) debido a que es
un modelo general, capaz de explicar
ambas acftividades, catecolasa vy
cresolasa de la PPO de muchos vegetales
y frutos. Este modelo es capaz de explicar

la existencia de las tres formas enzimdaticas

("met”, OXi y  “desoxi”) y las

particularidades de cada una de las dos

actividades de la enzima (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo propuesto para la
oxidacion enzimdtica de o-difenoles (A) vy
monofenoles (B), mediante |la participacion
de la enzima PPO. Adaptado de Lee vy
Whitaker (1995).

Las tfres formas enzimaticas
participan en el ciclo catecolasa (A): la
forma “desoxi” une oxigeno, mientras que
las formas “met” y “oxi” unen sendas
moléculas de o-difenol. En este ciclo un o-
difenol reduce al Cu (ll) de la forma “met”
al Cu (I), en este paso estdn implicados
dos electrones. A confinuacion la forma
“desoxi” reacciona con oxigeno
molecular, formdndose la forma “oxi".
Cada uno de los dos dtomos de Cu (ll) de
la forma “oxi” se unen a un dtomo de

oxigeno de los grupos hidroxilo del o-
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difenol dando lugar al complejo Oo-
difenol-PPO. En el Ultimo paso, el o-difenol
es oxidado a o-benzoquinona y la enzima
es reducida a la forma “met”. Para
completar el ciclo, otra molécula de o-
difenol se une a la forma “met” y se
produce la oxidacion del o-difenol a o-
quinona vy la correspondiente reduccion
de la forma “met” a la forma “desoxi”
PPO.

En el ciclo cresolasa (B) sdélo
participan las formas “desoxi” y “oxi”,
debido a esto, para infroducir toda la
enzma en el ciclo cresolasa son
necesarias cantidades cataliticas de
difenol que lleva la forma “met” hasta
“desoxi” (Lerch y Eftlinger, 1972). En este
ciclo, la forma “oxi" reacciona con un
sustrato monofendlico para formar un

complejo ternario, que se reorganiza
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dando lugar a un infermedio de reaccion.
Este intermedio es de naturaleza muy
reactiva y conduce a la hidroxilacion del
sustrato, formdndose o-difenol unido a la

enzima.

La salida del producto implica la
transferencia de 1 e a cada Cu?%,
pasando estos a Cu'* y formdndose o-
quinona, agua vy la forma “desoxi”. La
regeneracion de la forma “oxi” tiene lugar
por la entrada de una nueva molécula de
O2. Esta secuencia de reacciones
coincide con la primera mitad del ciclo
de la actividad catecolasa, acentuando
el infimo acoplamiento de las actividades
cresolasa y catecolasa. El nivel de o-
difenol requerido como catalizador se
alcanza mediante reacciones quimicas
lentas de reciclamiento de o-difenol a

partir de formas quindnicas (figura 5)
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(Cabanes et al., 1987). Por este motivo, la
actividad cresolasa presenta periodos de

retardo en la acumulacién de producto.

M D
E'M . E' \‘ E'D
Q
ED E EM
Y ;7
D M
2Q — D + DC

Figura 5. Mecanismo general que explica la
ruta enfre monofenoles y halocromos que
incluye una etapa de reciclamiento del o-
difenol a partir de las formas quindnicas
(Cabanes y col., 1987). E = met-tirosinasa, B =
oxi-tirosinasa, M = monofenol, D = o-difenol, Q

= o-quinona y DC= halocromo.
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Como se ha comentado
anteriormente, la oxidacién de dos
moléculas de o-difenol en presencia de la
actividad catecolasa conlleva a la
obtenciébn de dos moléculas de o-
quinona. Estas moléculas de color
amarillento son muy reactivas e inestables
y pueden reaccionar con nucledfilos
como grupos fiol y amino de proteinas
mediante un mecanismo no enzimdtico
(Garcia-Carmona et al., 1982; Valero et
al., 1988).

Ademds, las o-benzoquinonas
pueden reaccionar covalentemente con
otros compuestos fendlicos mediante una
reaccion de adicidn para  formar
compuestos  poliméricos de  colores
infensos que varian entre amarillo, rojo,
azul, verde o negro (Wong y Staton, 1989)

y que son responsables del aspecto final
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de un tejido vegetal afectado de

pardeamiento enzimdtico (figura 6).

Q

HO

0, Actividad

cresolasa

)

HO

Py
O, O
pd )
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HO

(@)
2 Actividad
catecolasa

/)

Figura 6. Reacciones de
evoluciobn de las o-quinonas
producidas por firosinasa o
polifenol oxidasa. R = cadena
lateral, Nu = grupo nucleofilico
extra o intframolecular: -OH, -SH 6
—NHo.



Inhibibores de PPOs

Entre los diversos tipos de inhibidores
de PPOs se destacan cuatro grupos:
sulfitos, agentes antioxidantes o)
reductores, acidulantes y compuestos
quelantes. Los sulfifos son los compuestos
mas efectivos en prevenir el

pardeamiento enzimdatico (Sapers, 1993).

Aunque el mecanismo de
actuaciéon de los sulfitos para prevenir el
pardeamiento no estd claro, pueden
provocar una inhibicion directa de la
enzima, como se ha observado en la
inhibicion de PPO de fresa por
metabisulfito de sodio (Wesche-Ebeling vy
Montgomery, 1983), pueden interaccionar
con los infermedios evitando que estos
participen en la formacion de pigmentos
(Sayavedra-Soto y Montgomery, 1986) o

pueden actuar como agentes reductores
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convirtiendo a las quinonas en difenoles
(Valero et al., 1988). A pesar de su
efectividad en la prevenciéon de la
calidad de frutos y vegetales, estos
compuestos estdn sujetos a restricciones
debido a que provocan efectos adversos
en la salud en personas sensibles. Enfre los
antioxidantes, se han empleado
compuestos fendlicos sintéficos como
butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol
(BHA), ampliomente empleados en
alimentacion para proteger el sabor vy
color de los alimentos y algunos
compuestos fendlicos naturales como
tocoferol, derivados del dcido cindmico vy
flavonoides como la quercetina y el
kaemferol (Ashie et al., 1996).

Una de las mejores alternativas al
uso de los sulfitos es el dcido ascoérbico

(Wang et al., 2013), este compuesto es
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alfamente efectivo en la inhibicion del
pardeamiento por su habilidad de reducir
las quinonas producidas por la PPO a los
fenoles antes de que la reaccidon de
formacion de pigmentos tenga lugar. Sin
embargo, el dcido ascoérbico es muy
reactivo y se oxida rdpidamente a dcido
dehidroascorbico  (DHAA),  pudiendo
reaccionar con ofros compuestos que
conllevan a cambios en la calidad de los
frutos. A veces se utiliza en combinacion
con acidulantes, siendo el mas ufilizado el
dcido citrico debido a su presencia

natural en tejidos.

Ofros inhibidores son los compuestos
sulfhidrilos cComo mercaptoetanol,
ditiotreitol y tiourea por su habilidad como
agentes reductores, sin embargo, las

concentraciones necesarias para prevenir
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el deterioro del fruto no son permitidas en

alimentacion.

La cisteina se ha mostrado como un
inhibidor fuerte de PPO en banana vy
manzana, siendo incluso mas efectivo que
el metabisulfito (Ashie et al., 1996; Richard-
Forget et al., 1992b; Valero et al., 1988), sin
embargo, la concentfracion necesaria
para alcanzar altos niveles de inhibicidn
tiene efectos negativos en el sabor de los

frutos.

Ademds se han empleado agentes
quelantes como dcidos policarboxilicos,
polifosfatos y dcido  efilen-diamino-
tetraacético (EDTA) para inactivar a la
PPO.

A pesar de que muchos de estos
compuestos son bastante efectivos en el

control del pardeamiento enzimdatico, a
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menudo su uso en alimentacion esta
limitado por producir efectos adversos en
la salud, debido a un coste efectivo o
porgue su accion es solo temporal como
el acido ascorbico. Por este motivo, cada
vez se recurre mds a la utlilizacion de
productos naturales como las
ciclodexirinas, que tienen la capacidad
de incluir una amplia variedad de
moléculas orgdnicas e  inorgdnicas,
incluyendo a los polifenoles (Cai et al.,
1990; Bru et al., 1995), denftro de su
cavidad hidrofébica, aunque el coste es

elevado.

Se han utilizado productos de la
reaccion de Maillard, sintetizados a partir
de azicares (pentosa, hexosa, o
disacdrido) y compuestos fiol como
inhibidores del pardeamiento enzimdatico

en frutos (manzana) y vegetales
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(champindn y berenjena) crudos vy

procesados (Billaud et al., 2005).

Funcién biolégica

La funcidn de la polifenol oxidasa
en numerosos vegetales es todavia un
enigma sin solucionar (Lee y Whitaker,
1995). A pesar de que las funciones
bioldgicas no se conocen todavia en
detalle, la bibliografia sugiere como
funcidon mas aceptada la participacion
de estas enzimas en la defensa de las
plantas frente a patdégenos y herbivoros.
Estos datos se basan en los siguientes
hechos (Dongfeng et al., 2004):. (1) la
costra de la melanina acumulada debido
a la formacion de o-quinonas puede
prevenir la infeccién por el patdégeno. Es
decir, una lesion, corte o infeccion en un

tejido vegetal produce la mezcla de la
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enzma con sus substratos fendlicos,
dando lugar a la formacidn de o-
quinonas. Estas pueden unirse a proteinas
inactivdndolas o pueden polimerizar
dando lugar a melaninas, que oscurecen
o pardean la zona afectada haciéndola
poco accesible para patdégenos e
invasiones bidticas; (2) la unidon de las o-
quinonas y proteinas pueden reducir el
valor nufritivo de los aminodcidos
nucleofilicos e inducir una defensa
anfinutritiva; (3) las o-quinonas pueden
reprimir la propagaciéon bacteriana y (4)
un incremento en la cantidad de PPO se
ha observado como una interaccion

incompatible huésped-patdégeno.

Thipyapong et al. (2004) mostraron
que la expresidon de un RNA antisentido de
PPO en tomate incrementaba

dramdticamente la susceptibilidad a
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Pseudomonas syringae expresando el gen
avirulencia avrPto. Estos autores mostraron
como hipodtesis que al pH fisioldgico, las
quinonas nucleofilicas son mds propensas
a sufrir desproporciones reversas con
fenoles para formar dos radicales
semiquinona equivalentes (Guyot ef al.,
1995; Guyot et al, 1996). Estas
semiquinonas pueden interactuar con O3
para generar Oz. Algunos autores han
descrito que la PPO participa en la
generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) como productos
secundarios de la oxidacidn de
compuestos fendlicos en extractos de
plantas (Richard-Foret y Gauillard, 1997;
Subramanian et al., 1999). Estos autores
muestran que la oxidacion de PPO de
pera en presencia de catequina
(Subramanian et al., 1999) o la oxidacién

de PPO de té negro en presencia de
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epicatequina (Richard-Foret y Gauillard,
1997) generan cantfidades micromolares
de H20,. El papel del HoO2 es importante
en los alrededores del tejido afectado por
el patdbgeno ya que proporciona una
toxicidad anti-microbiana, sirve como
sustrato para el entrecruzamiento
oxidativo de las paredes celulares, como
inductor de genes protectores y como
desencadenante de la muerte celular
que da lugar a lesiones restringidas
delimitadas por tejidos sanos (Grant vy
Laoke, 2000; Garcia-Olmedo et al., 2001).

Por otra parte, la sobreexpresion de
PPO en plantas transgénicas de tomate,
produjo una mayor velocidad de la
oxidacion de los sustratos fendlicos,
ademds de mostrar una mayor resistencia
frente a Pseudomonas syringae (Li vy

Steffens, 2002) respecto de las plantas
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control; las lineas transgénicas mostraban
sinfomas menos severos, con lesiones 15
veces inferiores, y una fuerte inhibicion
(alrededor de 100 veces) del crecimiento
bacteriono en las hojas infectadas.
Aunque el mecanismo que provoca una
mejora en la resistencia frente a
determinados microorganismos no estd
todavia claro, los efectos bioldgicos de la
PPO se basan en la naturaleza reactiva
de las o-quinonas producidas. Oftro
ejemplo es la sobreexpresion y los altos
niveles de PPO en hojas transgénicas de
dlamo, los cuales incrementan la
resistencia frente a la oruga del dlamo
(Malacosoma disstrica) (Wang y
Constabel, 2004), insecto que merma el
crecimiento y causa mortalidad del
dlamo. Ademds recientemente, se ha
mostrado la induccién de PPO en clavel

(Dianthus caryophyllus) a las 12 y 24 horas
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de la infeccion por Fusarium oxysporum,
indicando que la PPO puede desempenar
un papel en la defensa de la planta, en
fendmenos metabdlicos probablemente
relacionados con la lignificacion y sintesis
de compuestos fendlicos (Ardila e
Higuera, 2005).

Se han descrito familias multigénicas
de PPO que codifican diferentes
polipéptidos en fomate (Newman et al.,
1993), patata (Thygesen et al., 1995),
banana (Gooding et al., 2001) y dlamo
(Wang y Constabel, 2004), aunque no
todas las PPOs pertenecen a familias
multigénicas, pues en uva se ha hallado
un gen Unico para PPO (Dry y Robinson,
1994). La expresion de pardlogos de PPO
estd sometida a una estricta regulacion
espacio-temporal y por situaciones de

estrés en un gran nimero de especies
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(Thipyapong et al., 1997; Thipyapong vy
Steffens, 1997; Wang y Constabel, 2004;
Gooding et al., 2001; Thygesen et al., 1995;
Boss et al., 1995; Kim et al., 2001), pero
también se ha observado la expresion
simultdnea de dos o mds genes en el
mismo tejido para el mismo estado de
desarrollo (Kim ef al., 2001; Thipyapong et
al.,, 1997). Aunque las secuencias que
codifican las PPOs de tomate estdn
altamente conservadas, las regiones 5’ y
3' no fraducidas de algunas PPOs son
altamente divergentes, lo cual sugiere la
existencia de diferentes mecanismos de
regulacion o la existencia de funciones
bioldgicas muy diferentes (Newman et al.,
1993).

Determinados tejidos pueden
experimentar aumentos localizados de

PPO como consecuencia de ataques de
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insectos y herbivoria, que provocan
aumentos en los niveles de hormonas
como el mefil-jasmonato y hormonas
pepftidicas como la sistemina que actiuan
sobre los mecanismos de regulacion de la
expresion de PPO aumentando su
concentracion en los fejidos afectados
(Constabel et al., 2002; Czapski vy
Saniewski, 1988). También se ha
demostrado que en tomate, la expresion
de la isoenzma F de PPO es la mads
inducida cuanfitativamente como
respuesta a danos fisicos y mecdnicos
(Thipyapong vy Steffens, 1997). En oftras
especies vegetales como manzana (Boss
et al., 1995) y patata (Thipyapong et al.,
1995) se ha mostrado que la PPO puede
ser inducida significativamente como
respuesta a danos mecdnicos. Boss et al.
(1995) mostraron la acumulacién de

MRNA en frutos de manzana después de
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producir danos en el tejido y Stewart ef al.
(2001) han demostrado que la PPO es
inducida en hojas y frutos de pina después
del dano. Sin embargo, no se observa
incrementos significativos de PPO en piel o
frutos de pldtano después de las 72 horas
de danar el fruto. Este resultado sugiere
que la respuesta de defensa, demostrada
por un incremento de PPO en oftras
especies (Boss et al., 1995; Stewart et al.,
2001) no estad presente en frutos de
pladtano (Gooding et al., 2001). Ademads se
ha demostrado que algunas especies
vegetales presentan una intensa
actividad PPO en tricomas, con una
funcion de defensa frente a insectos,
(Kowalski et al., 1990; Kowalski et al., 1992).

La participacion de las PPOs en la
biosintesis de productos de bajo peso

molecular se ha probado en dos rutas
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diferentes de la biosintesis de pigmentos
de plantas. Se ha encontrado en la flor de
seda (Portulaca grandiflora) y remolacha
roja (Beta vulgaris) (Steiner et al., 1999)
una tirosinasa implicada en la biosintesis
de betalainas, que son pigmentos
naturales nitrogenados, solubles en agua y
se acumulan en flores y frutos (Steglich vy
Strack, 1990). Una PPO especifica de
chalcona (flavonoide minoritario)
participa en la biosintesis de aurona
(pigmentos de color oro) y su
participacion se ha demostrado en flores
de diente de dragdn (Antirhinum majus)
(Strack y Schliemann, 2001).

Existen ofras muchas hipdtesis
alrededor del posible papel fisiologico de
las PPOs en plantas. Algunas funciones
son; participacion en la sintesis de

componentes de la pared celular vy
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ligninas, papel en el ciclo de los
fenilpropanoides (Vaughn y Duke, 1984),
reaccion de Mehler (reduccion del O2 a
Oz enlos cloroplastos), participacion en el
transporte de electrones y regulacion del
oxigeno (Vaughn et al., 1988) vy
reguladora de la sintesis de hormonas

vegetales como el dcido indolacético.

Conclusiones

La presencia de PPO se ha podido
determinar y caracterizar empleando
hojas y frutos de numerosas especies
vegetales como fuente enzimdtica, segun
esta caracterizacion, los niveles de PPO
variaon dependiendo de la especie,

cultivar, estadio de maduracion y estadio
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fenologico. En tejidos vegetales intactos
las PPOs y sus sustratos fendlicos
permanecen en compartimentos
separados (cloroplastos y vacuolas), por lo

que no tiene lugar ninguna reaccion.

La desorganizacion de la integridad
de las células sucede Como
consecuencia de danos mecdnicos o de
forma natural durante procesos de
senescencia, provocando una ruptura
celular y una puesta en contacto de PPO
y fenoles dando lugar a reacciones de
pardeamiento enzimdatico observadas en
frutos maduros, tejidos danados,
procesados y en tejidos afectados por
fisiopatias. El conocimiento de las PPOs en
frutos 'y vegetales, es un paso
fundamental en la investigacion, puesto
que permitird mejorar la calidad vy

apriencia de los frutos y vegetales frescos
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y procesados, reduciendo las pérdidas
econdmicas que supone su efecto en la

industria agroalimentaria.

La funcidn de la enzima en la
mayoria de los casos aun no se conoce
de forma inequivoca o definitiva. Aunque
la biologia molecular se ha utilizado cada
vez mas para estudiarla, este enfoque no
ha facilitado una clara respuesta, en
especial en lo que respecta a los
mecanismos relacionados con su funcion.
Las razones de la latencia de la enzima y
de como esta se convierte in vivo en la
forma activa, todavia no estdn claras,
tampoco sabemos lo que regula la
conversion de la forma latente a la forma

activa.

La interaccion entre la enzima y sus

sustratos 'y de cdmo interactian en
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determinadas circunstancias es todavia
un misterio que requiere mayor estudio. El
papel de las PPOs en plantas
relacionados con fendmenos de
resistencia contra diferentes patdégenos vy
herbivoros requiere mas investigaciones
detalladas, utilizando técnicas de biologia
molecular, bioquimica cldsica vy fisiologia

del desarrollo.

A pesar de la importancia de la PPO
en las reacciones de pardeamiento vy
procesamiento de alimentos, se ha
registrado un progreso limitado en este
sentido, y tal vez sea necesario un nuevo

enfoque.
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