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INTRODUCCION

En los laboratorios de Quimica Orgénica y Bioquimica de la Facul-
tad de Cicncias de la Universidad de Murcia, bajo la direccién del pro-
fesor D. Antonip Soler Martinez, se viene realizando desde hace bastantes
afios una labor investigadora sobre Quimica y Bioquimica de frutos.
Por otra parte, nuestra intima relacién con la Asociacién Nacional de
Investigacién de la Conserva Vegetal, nos ha hecho vivir cotidianamente
los problemas de tipo tecnolégico que se presentan en la Industria Con-
servera.

Por estas dos razones, surgié espontdneamente la necesidad de inves-
tigar los aspectos cientifico y tecnoldgico de los sistemas enzimaticos res-
ponsables de la oxidacién de los fenoles en los frutos.

M4s por razones tecnolégicas que clentificas, escogimos como mate-
ria] de trabajo albaricoque, melocotén y alcachofa, productos cuya ela-
boracién industrial presenta, a menudo, problemas graves de pardeamien-
to. Al hacer esta eleccién nos ddbamos cuenta de las dificultades impli-
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cadas en el trabajo con frutos que, como el albaricoque, poseen una tem-
porada de maduracién y recoleccién muy corta, lo que obliga a que los
estudios «in vivo» se hayan de realizar a una marcha demasiado forzada.
En cambio, los estudios de propiedades de los enzimas «in vitro» se han
podido efectuar gracias a que los polvos acetdnicos que hemos conseguido
han conservado su actividad casi intacta a través de un aflo o mds tempo.

Nuestro plan dc trabajo, en esquema, ha consistido en profundizar en
el conocimiento de la maturaleza y modo de accién de los enzimas del
complejo fenolasa en los tres frutos citados anteriormente, asi como en el
estudio de las propiedades intimamente relacionadas con los problemas
tecnolégicos planteados, rales como la estabilidad frente al calor, tiem-
po, etc.

Desde un principio, comprobamos que la fenolasa de alcachofa se
comportaba de igual modo que la procedente de otras fuentes ya estudia-
das anteriormente, y también se nos hizo evidente que el sisttma de alba-
ricoque es igual que ¢ de melocotén y ambos distintos al de alcachofa,
por lo cual hemos insistido en toda nuestra investigacién sobre la fenola-
sa de albaricoque vy, con ésta como referencia, hemos observado sus ana-
logias y diferencias con la de melocotén y alcachofa.
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I1
ANTECEDENTES

Terminologia—E] complejo fenolasa se descubrié en 1895 (1, 2), y
desde tal fecha hasta nuestros dias un gran nimero de investugadores ha
intentado profundizar en su naturaleza y papel biolégico; para ello, se han
usado enzimas exiraidos de diferentes tuentes y con capacidad para oxi-
dar distintos sustratos, lo cual ha conducido a una cierta confusién en la
terminologfa utilizada para describir este sistema enzimdtico, En la bi-
bliografia son todavia usuales los términos tirosinasa, polifenoloxidasa,
polifenolasa, fenolasa, catecoloxidasa, catecolasa, cresolasa, dopaoxidasa,
lacasa, etc.,, que hacen referencia a los sustratos sobre los que actiia o al
origen del enzima.

Todos estos nombres se utilizan para designar los enzimas que catali-
zan las siguientes reacciones:

2 odifenol + O, - 2 o-quinona+2H.O 1
2 monofenol + O, —— -+ 2 o-difenol 2)
2 pdifenol + O, -+ 2 pquinona + 2H.O 3

Los términos expuestos anteriormente, corresponden de un modo apro-
ximado a cualquiera de las sigulentes reacciones:

Catecoloxidasa, catecolasa, dopaoxidasa. . . . (1)
Cresolasa . . . . . . . . . . . . . . (2
Lacasa . . . . . . . . . . . . ... (3
Tirosinasa . . . . . . . . . . . . . . (y(®2
Polifenoloxidasa, polifenclasa . . . . . . Dy (3

Fenolasa . . . . . . . . . . . . . . (1)@yE
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Sin embargo este criterié no es totalmente rigido. Por ejemplo, se ha
dado el nombre de lacasa (3) a un enzima que es capaz de producir la
oxidacion de] p-cresol, no produciendo el o-difenol de la ecuacién (2) sino
productos de condensacién del tipo siguiente:

CHy
0

o] CHy

CHy
/ vm

\ CH, CH, CHy CH,y CHy
—
oM OH OH OH OM
En el Report of the Commission on Enzymes de la International Union
of Blochemistry (4), se dan nombres sistemdticos a los enzimas conocidos

y se clasifican a los que actian sobre difenoles y sustanclas relacionadas

como dadores de electrones y con oxigeno como aceptor, en los dos tipos
sigulentes:

(0,

o-difenol: O, oxidoreductasa, que cataliza (1) y (2)
p-difenol: O, oxidoreductasa, que cataliza (3).

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que:

1) Este sistema de nomenclatura todavia no se ha hecho de uso
comun,

2) El complejo fenolasa, segiin su origen, posee distinta afinidad para
sus posibles sustratos, por lo cual aun dentro de las reacciones (1), (2) o
(3), tendriamos que hacer distinciones que dependerfan de Jos sustratos
tranformables o no por cada une de los preparados enziméticos estu-
diados.

Por ello, nosotros, que vamos a tratar las reacciones (1) y (2), decidi-
mos llamar catecolasa y cresolasa a las actividades enzimaticas respec-
tvas.,
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Mecanismo de accion.—Respecto a la actividad catecolasa, en conjun-
t0, no hay grandes discrepancias aunque presenta el problema de que
constituye un enzima que no se ha pedido purificar totalmente y cuyo
mecanismo de accién no se conoce del todo. Estd bien establecido que
contiene cobre (5], que es necesario para su actuacién.

Las discusiones mas apas.onadas se han centrado sobre la naturaleza
y forma de actuacién de Ja actividad cresolasa y aunqueé es un problema
plantéado desde hace unos 30 afios, todavia sigue sin resolver. Actual-
mente existen dos tendencias totalmente opuestas: la hipétesis indirecta,
no enzimatica, defendida por Kertesz y Zito (6) y la indirecta o enzimdtica
hacia la cual se inclinan la mayorfa de los investigadores (7) de este cam-
po y cuyo portavoz mas representativo es Mason.

Seglin Mason, se deben tener en cuenta los siguientes hechos expert-
mentales comprobados:

1°—IL.a relacién actividad cresolasa/actividad catecolasa de un prepa-
rado enzimdtico es facilmente alterable por la accion de diversos factores
y sobre todo por ¢l proceso de purificacién, en el que generalmente se
pierde la actividad cresolasa. Por otra parte, aunque se pueden ohtener
preparados de alta actividad catecolasa (sin apreciable actividad cresola-
sa), los preparados mas puros de cresolasa siempre poseen una importante
actividad catecolasa.

2.°—Durante la accién catecolasa, cobre radioactive en disolucién pue-
de intercamblar con el cobre del enzima, pero el fenémeno ¢s menos os-
tensible en el caso de la actividad cresclasa.

3°—Las dos actividades estin asociadas a los mismos componentes
aislables y caracterizables electroforéticamente y por ultracentrifugacién.

°—Ambas actividades se inhiben de un modo semejante, tanto por
inhibidores de cobre, como por medio de sustratos competirivos.
5°—La actividad cresolasa es estercoespecifica hacla clertos sustratos.
6.°—En la accién catecolasa dos atomos de Cut® se reducen a Cu*!
por cada molécula de o-difenol. Una molécula de mondxide de carbono
se puede unir a dos dtomos de cobre del enzima. .
7.°—Para eliminar la necesidad de un perfodo de induccién, la activi-
dad cresolasa requiere la presencia de o-difenoles, hidroquinona o de
ciertos reductores como acido ascorbico y NADH,. La duracién de dir
cho perfodo es variable con los preparados y su grado de purificacién,
anmentando, en general, al ser mayor la purificacién. )
°—El oxigeno que produce la hidroxilacién del monofencl a difenol
durante la accién cresolasa, procede de la atmdsfera y no del agua del me-
dio de reaccion,

De los dos primeros puntos, Mason deduce que las dos actividades en-
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ziméticas son independientes, aunque pueden darse en la misma molécu-
la de proteina.

De 35, 42y 52, concluye que ambas actividades deben estar intima-
mente asocladas y de los restantés hechos interpreta que cresolasa es una
actividad enzimdética que en €l centro activo posee dos atomos de Cut’,
los cuales pasan a este estado procedente del Cu*? inicial, comg conse-
cuencia de la accidn de difenoles u otros reductores.

Si durante la purificacién del enzima se separan los dos dtomos de co-
bre o solamente se pierde uno, se provoca la pérdida de actividad creso-
lasa (que necesita de dos cobres), pero no necesariamente de la actividad
_ catecolasa, que no debe precisar tal condicién de estructura.

A partir de estas ideas Mason elabora una hipétesis, segin la cual la
actividad cresolasa se manifiesta cuando dos dromoes de cobre ocupan en
la molécula del enzimga una configuracién espacial determinada.

Kertesz y Zito apoyan su teoria de que la actividad cresolasa no es de
caricter enzimdtico en algunos hechos experimentales distintos a los an-
teriores uti'izados por Mason. Suponen que la hidroxilacién del monofe-
nol no es enzimdtica, sino que se debe a una accién directa realizada por
la quinona (u otro producto relaci.onado) procedente de 1a oxidacién en-
zimitica de un difenol por catecolasa. Para explicar la actividad cresola-
sa, medida en presencia de dcido ascorbico u otros reductores, acuden a
otros mecanismos, Sobre todo, estos investigadores insisten en la critica
de los hechos cxpenmentales en los que se basa la teoria de Mason y no
los consideran suficientemente demostrativos de las conclusiones que la
teorfa enzimdtica ha extraido de ellos.

Nosotros, a lo largo de este trabajo, intentaremos relacionar los resul-
tados que obtengamos con estas dos hipdtesis y al final deduciremos
nuestras propias conclusiones.

Papel bioldgico—El posible papel bioldgico del complejo fenolasa y sus
sustratos se ha estudiado hasta ahora en los acpectos de participacién en
los procesos de:

a) Respiracién.

b) Biosintesis.

¢} Pardeos. .

a) Respiracidn—-Los enzimas del complejo fenolasa estin amplia-
mente distr.buidos en el reino vegetal. Lo mismo sucede con sus sustra-
tos ¥ con otros enzimas capaces de reducir los productos de oxidacién de
los fenoles. Esta ha sido razén para pensar que el sistema fenolasa tiene
algin cometido en la respiracién de tejidos vegetales. La discusién se
centra principalmente en si es © no una oxidasa terminal.
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En los trabajos de Mason (8), Bonner (9) y Boswell (10) sc describen
los resultados obtenidos por los investigadores en este campo. Las dos li-
neas principales de trabajo han sido, por una parte la de los defensores
de la intervencién de fenolasa como oxidasa terminal, ya que comprue-
ban notables aumentos en el consumo de oxigeno y en el desprendimien-
to de didéxido de carbono al adicionar sustratos fendlicos, naturales o no,
a «s'lces» o discos de tejidos. Por otro lado, los que rechazan esa hipc')tesis,
se¢ basan en sus propios datos de inhibidores mis o menos especificos de
fenolasa sobre la respiracidn, especialmente la accién del mondxido de
carbono y su reversibilidad por la luz. Los resultados les hacen pensar
- que fenolasa no es una oxidasa terminal. '

Estos dos grupos de experimentos han sido sometidos a una severa
critica (1), de la cual resulta que, hasta el presente, ninguno de ellos es
demostrativo y que en el futuro e} problema se debe abordar bajo otros
puntos de vista.

Aparte de la hipdtesis de actuar como oxidasa terminal, el ya citado
Bonner sefiala la posibilidad de que el papel de la fenolasa en la respira-
cién de plantas se debe considerar en términos de transporte de electrones
en sistemas anaerdbicos, actuando como aceptores de clectrones el citocro-
mo ¢ cn mitocondrias y el citocromo f en cloroplastos,

b) Btosintesis—Las sustancias fendlicas naturales se consideran re-
lacionadas en general con la biosintesis de otras sustancias, entre las que
citaremos:

1 .—Tropolonas.
" 2. —Ilavonoides.

3.—Ligninas. )

Tropolongs.—La hipdtesis que consideramos mas aceptab1e es la de
Critchlow (12). Segun ella, las benzotropolonas se 0r1g1nar1an a partlr del
acido galico, a través de un mecanismo anilogo al de formacién de pur-

purogalina a partir del pirogalol (I13) cuyo esquema se expone a conti-
nuacién :

Flavonoides—Por ensayos de copulacién entre gametos masculinos y
femeninos del alga verde de «Chlamydomonas eugametos», copulacién
que requiere la presencia de cantidades cataliticas de isorhamnetina (14),
se ha deducido un esquema en el cual por condensacidn de dcido cafeico
(procedente probablemente de fenilalanina) y floroglucina, resultaria un
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intermedig (échalcona?) Qque a su vez pasaria a quercetina y ésta a isor-
hamnetina, Este esquema parece adecuado para explicar la sintesis de los

CH 0
OH
RO phanoinse +H,0
-2H~ Zn-2e OH
H
XX XvHI
-2H
-2a

{31
JXxxvin_ @
R <on @

diversos compuestos flavonoides que poseen una estructura G, (C,Cs, v se
€Xpone a continuacién:

Precursores Precursores
fenilalanina mesoinositol
tirosing floroglucinol

dihidroxifenilalanina

dcido dihidroxifenilacético

+

gdeido cafeico —> +
intermedio desconocido

quercetina

isorhamnetina
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Lignima.—Freudemberg (15) supone igual que otros investugadores,
que ¢l comple]o fenolasa actfia en la tansformacidn del aleohol coniferi-
lico a lignina, pero, por otra parte, parece que otras sustancias distintas al
alcohol comferlhco también pueden actuar como precursores de la lignina.

¢) Pardeos—La accién fenolasa pl’.‘lmarld termina en la etapa qul-
nona, pero en la realidad, el proceso continila con reacciones poco CONoOCI-
das de condensacidn, oxidacidn y descarboxilacién dando lugar a sustan-
clas coloreadas y a este proceso lo denominamos reacciones de pardeo.

Existen pardeos funcionales, como son los que dan origen a la cuticula
que rodea algunas semillas, pero, eventualmente, se producen pardeos
cuandp se rompe por algiin medio la estructura celu'ar, con lo que los en-
zimas fendlicos se ponen en contacto total con sus sustratos naturales.
Aparte del aspecto negativo de este pardeo no funcional (ejemp103' los
pardeos produc1dos durante la reccleccién, almacena]e o industria'izacién
de los frutos) existe un aspecto positivo que se investiga actualmente,
pues constituye un sistema de defensa del fruto contra algunos agentes
externos, principalmente la infeccidén por picaduras de insectos. Este sis-
tema de defensa, segiin Cole (16) y Williams (I7), actda por accidn de fe-
nolasa sobre sus sustratos, originando unos productos coloreados, que s¢
ha demostrado inhiben la actividad pectinasa, segregada por el microor-
ganismo infectante y que serfa necesaria para destruir las pectinas y, de
este modo, facilitar, la propagacién de la infeccién.

COoMPLEJO FENOLASA DE ALBARICOQUE, MELOCOTON Y ALCACHOFA

Hemos encontrado pocas referencias de estudios sobre este complejo
en albancoque melocotén y alcachofa ya que, lo general consiste tan
s6lg en citar su existencla.

Unicamente hemos localizado el trabajo «Oxidasas del albarlcoque»
de Tabey y Cruess publicado en 1949 (/8). Estos autores tras unas consi-
deraciones previas, exponen unos métodos de medida colorimétrica para
fenolasa y peroxidasa. Estudian el pH épumo de medida para fenolasa
(pH 7) y peroxidasa (pH 5) y el efecto inhibidor de diversas sustancias a
varias concentraciones y un solo pH de medida: cianuro sédico, azida
sédica, aziicares, etc. También realizan unas pocas experiencias de esta-
bilidad del enzima, as{ como unas pruebas de congelacién de albarico-
ques durante meses en diversos medios de preservacién. Pero desde la fe-
cha de publicacién de dicho trabajo han aparecido nuevos enfoques sobre
este tipo de enzimas y mejores técnicas de medida, por lo cual los resul-
tados que obtuvieron no deben considerarse totalmente definitivos, apar-
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te de que su estudio no es muy profundo y se limita a unas cuantas pro-
piedades. Efectivamente, bastantes resultados obtenidos por mnosotros di-
fieren de los del citado estudip y también creemos haber aportado algu-
nas nuevas propiedades de las que hasta ahora no se tenfa conocimiento y
en general intentamos interpretar nuestros datos a la luz de las teorias
existentes sobre este sistema enzimdtico.
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PARTE EXPERIMENTAL
IT1

PROCEDIMIENTOS DE MEDIDA DE ACTIVIDADES
ENZIMATICAS

En la bibliografia (19), hemos encontrado diferentes técnicas utiliza-
das para las medidas de activadades ascérbico-oxidasas, polifenoloxidasas
y preraxidasas. Con este motivo se han utilizado procedimientos colorimé-
tricos, polarograficos, manométricos, espectrofotométricos, etc.

En el transcurso del presente trabajo hemos ensayado varios de ellos

enumeramos a continuacién aquellos que hemos puesto a punto por
copsiderar]os los m4s adecuados a los problemas que se nos presentaron.

A.—MEDIDA DE ACTIVIDAD ASCORBICO-OXIDASA

a) Procedimienito manométrico—En un matraz de aparate War-
burg se coloca en la rama lateral la disolucién enzimitica y ¢n el matraz
un medio tamponado con la cantidad adecuada de sustrato (4cido ascér-
bico) disuclto en él. En el recinto interior central situamos una disolucién
de hidréxido potisico al 10 9 embebida sobre papel de filtro para ofre-
cer mayor superficie de reaccién con el posible CO; existente, En el tiem-
po O, se hace la mezcla del enzima con el medio de reaccién y se mide
en ¢l manémetro, a diversos intervalos, el oxigeno absorbido, La tempe-
ratura se fija (25° C) por medio del termostato del aparato y la agitacién
se conserva constante (120 movimientos por mintto).
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b)  Procedimiento todométrico.~-En un medio tamponado existe una
cantidad determinada de dcido ascérbico, que sirve de sustrato a la diso-
lucién enzimitica agregada en el tiempo O. Durante un cierto perfodo
de tiernpo se agita (con agitador magnético) el medio de reaccién y se fi-
naliza la actuacién enzimatica afadiendo una cantidad adecuada de Aci-
do metafosférico al 10 %. El dcido ascérbico inicial se conace con ¢l co-
rrespondiente blanco. La valoracién del 4cido ascérbico no oxidado se
tealiza con una disolucién de iodo 0,01 N 6 0,005 N y con indicador de
engrudo de almidén. La diferencia entre el dcido inicial y el final nos da
el dcido oxidado por la accién del oxigeno, gracias al papel catalizador del
enzima, o sea la actividad ascérbico-oxidasa durante el perfodo de tiem-
po considerado.

La justificacién de estas técnicas es sencilla, El enzima ascérbico-oxi-
dasa cata'iza que ¢l oxigeno del aire oxide el dcido ascérbico hasta dcido
dehidroascérbico. La formulacién mds simple para la reaccién es:

CH,OH-CHOH-CH-COH = COH-CO + 40, — CH,OH-CHOH-CH-CO-COCO +

O ‘— O—I
+ H,0

4cido ascérbice acide dehidroascdrbico

En el procedimiento manométrico se mide el oxigeno consumido v en
el todométrico, se valora ¢l 4cido ascérbico presente:

CH,OH-CHOH-CH-COH = COH-CO + I, — CH,0H-CHOH.CH-CO-CO-CO 4+ 2IH

| O |_ 0 _|

Medida tipo experimentacion—La medida tipo lodométrica la esta-
blecimos asi: Se colocan en un vaso de 50 ml, 5 ml de tampén fosfato-
citrico 0,2 M pH 7 y I ml de disolucién de 4cido ascérbico 10-* M. Se
afiade 1 ml d= disolucién de enzima y se deja actuar durante 5 minutos,
al finalizar los cuales se interrumpe la reaccién por la adicién de 5 ml de
dcido metafosférico del 109, y se procede a la valoracién con iodo
0,005 N. El blanco consiste en sustituir la disolucién con el enzima acu-
Vo por otra previamente hervida, a fin de desnaturalizar al enzima, o por
1 ml de agua bides}tilada.

No hemos podido detectar la existencia cierta de una actividad ascér-
bico-oxidasa de alguna consideracién en a‘baricoque, melocotén y alca-
chofa. En los dos primeros casos los ligeros indicios de oxidacién del Aci-
do ascérbico se deben a su autooxidacién en las condiciones de realiza-
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c1én de la medida. La comprobacién la hicimos manométrica y iodomé-
tricamente.

En la alcachofa, los resultados de las mediciones son un poco mas
altos, debido a que trabajamos con homogenados crudos y en ellos coexis-
ten una intensa actividad fenolasa y una cantidad apreciable de sustratos
naturales (fenoles) que, por tal razén, se oxidan, lo cual determina que
parte del dcido ascérbico presente se utilice en reducir los productos de
oxidacién de los fenoles. .

La confirmacién aparece en los datos de la tabla n.* 1. La oxidacién
desaparecté al someter la preparacién enzimdtica a una didlisis contra
agua destilada a 0°C, durante dos horas. Lo mismo sucedia al utilizar
polvos aceténicos como fuente de! enzima, En ambos casos se han elimi-
nado los fenoles endégenos.

Los datos de la tabla 1 corresponden a medlda tipo y los valores volu-
métricos se han convertido a pl de O.. Aunque solamente se indica

un grupo de valores, ¢n realidad representan un hecho confirmado por
una extensa y miltiple experiencia.

TABLA N~ |

ASCORBICO OXIDASA EN ALCACHOFA

QOxidacién de deldo asedrbico

Enzima en 5 minutos. pt1.0,
A 10
B 2
o 2
D 1

Enzima A: Homogenado directo.

Enzima B: Homogenado directe dializado.

Enzima C: Procedente de polvo acetGnico previo.

Enzima D: Inactivada por ebullicion durante diez minutos.

Estd claro al comparar A con los otros tres preparados que la activi-
dad fenolasa es la responsable del pequefio valor de A. Ademds, como no
hay diferencias entre B, C y D, ello significa la existencia de¢ una auto-
oxidacién de yalor despreciable.
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B.—MEDIDA DE ACTIVIDAD CATECOLASA

a) Procedimiento manométrico—En esencia, es el mismo que para
la medida de ascérbico-oxidasa, con la variante de la adicién al tampdn
de !a cantidad adecuada de una disolucién del sustrato, catecol.

b) Procedimienio iodométrico—FEstd basado en el método de Mi-
khlin y Bronovitskaya (20) y consiste en tener un medio tamponado con-
teniendo e] sustrato catecol y la cantdad adecuada de 4cido ascérbico
(determinable por un blanco). Tras afiadir la disolucién enziméatica, se
mantiene un corto periodo de tiempo (2-3 minutos) la agitacién magné-
tica y se finaliza la accién enzimdtica por la adicién de una diso'ucién de
dcido metafosférico del 10 %. El 4cido ascérbico no oxidado se valora
con disolucién diluida de 1odo (0,01 N 6 0,005 N). La diferencia entre el
4cido ascorbico inictal y ¢l final nos mide la actividad enzimdrica durante
ese perfodo.

La razén de utilizar estas técnicas se encuentra en que la catecolasa,
determina que el oxigeno del aire oxide en una primera etapa el o-difenol
hasta la gninona correspondiente. En resumen la reaccién total es:

o-dihidroxifeno] + !4 O, ——— o-quinona + H. O

En e] procedimiento manométrico se mide el oxigeno consumido. En
el iodométrico, la funcidn del dcido ascérbico es reducir la o-quinona se-
gin se va formando hasta el o-dihidroxifenol, a costa de pasar a acido de-
hidroascérbico Por tanto, la concentracidén de o-dihidroxifenol permane-
ce pricticamente constante; la desaparicién de dcido ascérbico nos mide
la o-quinona total formada equivalente al o-dihidroxifenol transformado
o lo que es igual a la actividad enzimdrica

Para evitar repeticionss ¢n la exposicién de condiciones vamos a esta-
blecer desde ahora una medida tipo de la actividad catecolasa y en lo su-
cesivo se entenderd que todas las mediciones se han efectuado de acuer-
do con este tipo salvo indicacién contraria.

Medida tipo catecolasa—En un vaso Pirex de 50 ml se colocan 5 mli
de tampdn 4cido citrico-fosfato disédico 0,2 M, pH 7 y se agregan 1 ml de
disolucién de catecol 0, M y 1 ml de disolucién de acido ascérbico
3.107* N. En el tiempo 0 se vierte al medio | - ml de disolucién enzimét-
ca de concentracién adecuada y durante 3 minutos se somete a una mo-
derada agitacién mediante un agitador magnético cuidando que no se
produzca espuma (peligro de desnaturalizacién de proteinas). Al finalizar
dicho periodo se interrumpe la reaccién por la adicién de 5 m] de jcido
metafosférico al 10 9% que proporciona la acidez suficiénte ¢ inactiva el
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enzima. A continuacién de poner 1 ml de engrudo de almidén al 2 por
mil, se procede a la valoracién del acido ascérbico presente mediante una
disolucién de iodo 0,005 N.

La medida del blanco es analoga previa sustitucién del enzima acti-
vo por agua bidestilada o por enzima inactivado por un tratamiento a
100° C durante 10 minutos. La diferencia entre el valor del blanco y el
activo nos da el 4cido ascdrbico transformado que con fines comparativos
siempre lo expresaremos relaciondndolo con #1 de O, absorbides, tenien-
do en cuenta que en condiciones normales de presién v a 25°C, 1 ml de
iodo 0,005 N ¢quivale a 30, 55 1.1 de O: en la oxidacion del cido ascérbico.

c) Factores que intervienen en la medidy de catecolasa—La condi-
cién 1mds apete’cible de una buena medida de actividad enzimdtica es que
¢l resultado numérce sea directamente pr0porc1onal a la cantidad de en-
zima actuante. Para asegurar este aspecto es preciso un control prevm de
cada uno de los factores que intervienen en las mediciones. Son:

I. Autooxidacidn del doido ascérbico—Conviene asegurar el grado
en que son de procedencia enzimitica las oxidaciones del dcido ascérbi-
co. En la tabla n” 2 se muestran los resultados obtenidos trabajando en el
aparato Warburg a 30°C y 120 oscilaciones por minute. Se utilizaron
tampones dcido citrico - fosfato disédico y fostato monosédico - fosfato di-
sodico 0,1 M, con pH variables entre 3 y. 7. En cada matraz se situaron
2,5 ml de tampén y 0,5 ml de acido ascérbico 0,1 M.

Segilin estos datos, que corresponden a una de las varias operaciones
realizadas, coincidentes entre si, hay un incremento en la autooxidacién
con el aumento de pH, con un méximo préxime al pH 6. El oxigeno ab-
sorbido es el que se utiliza en la oxidacién del 4dcido ascérbice.

En todas las medidas manométricas de catecolasa hay largos tiempos
de actuacién y se ha de tener en cuenta este fenémeno de autooxidacion,

por lo cual siempre hemos realizado en tales casos blancos con enzima
hervido.
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TABLA N. 2

AUTOOXIDACION DEIL ACIDO ASCORBICO

ABSORCIONES DE OXIGENO EN 1l

pH tampdn 10 minutos 20 30 40 50 60'
7.9 3 10 18 23 31 40
6,30 4 12 20 28 36 45
5,85 13 29 41 b4 66 77
4,75 2 5 8 11 16 18
3,80 0 3 4 6 9 10
2,95 0 3 3 3 6 6
HO ] 2 4 6 6 9

Aparato Warburg a 30°C y 120 oscilaciones por minuto.

En las medidas iodométricas de actividad catecolasa ¢l tiempo de ac-
tuacién es de tres minutos y la concentracién del ascérbico 3. 10— N, con
una autoox.dacién del orden de 0,5 21 de O., o sea menos de 0,02 ml
de la disolucién de iodo 0,005 N, cantidad que corresponde a la sensibili-
dad del método volumétrico de valoracidén escogido. En este caso, seria
posible desechar el efecto de la autooxidacién, aunque en la prictica no
lo hemos hecho asf sino que lo hemos tenido en cuenta (blancos de activi-
dad catecolasa). Con los resultados obtenidos, hemos podido tener siem-
pre la seguridad de que los procesos que mediamos eran totalmente enzi-
MmAticos.

2. Concentracién de doido ascdrbico.—Descamos conocer si el acido
ascHrbico limitaba la velocidad de reaccidn en las condiciones normales
de actividad catecolasa, problema discutido en algunos trabajos sobre fe-
nolasas (21). Algunos autores han sefialado que ¢l 4cido ascérbico inac-
tiva los complejos fenolasa estudiados por ellos, mientras que otros afir-
man que tales hechos se originan por errores.

En nuestro caso, preparamos, para aclamar este problema, un extracto
enzimitico concentrado y estudiamos en é] ¢l efecto de la concentracién
de| 4dcido ascorbico sobre al actividad del enzima. Las medidas correspon-
den a las «#ipo» con la sola variacién de las cantidades de acido ascérbico.

Los resultados se expresan ¢n la tabla n.° 3 y en la grifica n.° 1.
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TABLA N-° 3

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL ACIbO ASCORBICO SOBRE
LA MEDIDA DE CATECOLASA

acido ascodrbico Catecolasa % ascorbico oxidado
en el medio }11 -0, schre el inicial
281 . 10— M 427 15,1

2,72 . 10— M 42,4 18,5

1,70 . 10— M 41,0 25

142 . 10— M 41,2 29,6

1,14 . 10— M 41,2 35,5

085 . 10— M ' 40,8 47,2

0,57 . 102 M 40,1 69

De tales datos deducimos que dentre de las condiciones utilizadas, la
medida de actividad enzimdtica es independjentc de la cantidad de 4cido
ascorbico presente.

En todas las medidas de catecolasa que figuran en el presente trabajo,
el nivel de dcido ascérbico ha sido superior al minimo que aparece en la
tabla n.° 3, por lo cual este factor no ha sido nunca limitante,

Por otra parte, al utilizar ¢l procedimiento manométrico de medida,
hemos comprobado repetidamente que la presencia del dcido ascérbico no
afecta la velocidad de !a reaccidn, de donde se' deduce la ausencia de po-
sibles efectos activadores o inhibidores del 4dcido ascérbico sobre el en-
zima. )
3. Tiempo—Para determinar el tiempo éptimo de actuacién (valo-
racién iodométrica), realizamos un ¢nsayo de medida de actividad a lo
largo del tiempo. Obtuvimos los resultados expresados en la tabla n® 4 y
en la grifica n.® 2 de los que se deduce que no existe linealidad con la ac-
tividad a lo largo del tiempo, aun en intervalos pequefios.

Con la finalidad de aclarar el problema cinético planteado, repetimos
¢l ensayo con un tiempo miximo de actuacién de 70 minutos, en lugar
de los 4 minutos. Medimos |a actividad en distintos tiempos y los resul-
tados que recogemos en la tabla n.* 5 y en la gréﬁca n.” 3, representan
uno de los varios ensayos efectuados.

Indudablemente las medidas de actividad no responden a una cinéti-
cg de orden cero. Las posibles causas de tal comportamiento serfan: a) al-
guna de las sustancias reacclonantes estid en concentraciones limitantes;
b) el enzima se jnactiva durante su actuacién.
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TABLA N 4

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ACTUACION SOBRE
LA MEDIDA DE CATECOLASA

Tiempo de actuacién Actividad ul . 0,
o o 0
o 15" 16
o 30" 27
o 45" 38
I 45
1 15" 57
1 30" 63
1" 45" 69
2' T4
2 3o" : 81
¥ 90
3 30 96
S 102

Medic de reaccién: el «tipo» multiplicado por 20 el volumen.
Medidas individuales efectuadas sacando muestras de 1 ml a distintos tiem-
pos y itras verter sobre 5 ml de dcido metafosférico del 10 %, se valoran.

TABLA N. 5

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ACTUACION SOBRE LA MEDIDA
DE CATECOLASA

Tiempo de ctuacidn Actividad pl . O,
17 22
2 41
3 49
L 64
5 70
i3 80
7’ 89
8’ 98
9’ 106
10 112
11 117
13 130
15 142
1% 159
25 182
50" 233
60’ 240

0 246
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Respecto a la posibilidad a) nosotros suponemos que, aparte del enzi-
ma, en la reaccién sélo tienen participacién el catecol y el oxigeno. El
acido ascérbico podria limitar la velocidad en la etapa no enzimdrica de
reduccién de la quinona, pero ya hemos demostrado anteriormente que
no ocurre asi en nuestras condiciones de medida. El catecol posee un ni-
vel constante de concentracién a lo largo del tempo, pues su producto de
oxidacién se va reduciendo inmediatamente. En cuanto al oxigeno, de-
mostraremos mis tarde que no es factor limitante en las condiciones de
estos ensayos,

Parece légico pensar que hemos de desechar la posibilidad de que
existan otras sustancias desconocidas que puedan limitar la reaccién, por
lo cual debemos deducir que la disminucién de actividad a lo largo del
tempo s¢ debe a una inactivacién del enzima en el transcurso de su ac-
tuacion,

En la bibliografia (22), existen referencias sobre este tipo de inactiva-
cién asi como dlscrepanaas en torno a la cinética del fenémeno, pues
autores que en principio sefialaron una inactivacién de! enzima de orden
3/2, posteriormente s¢ inclinan por una de primer orden.

En el periodo considerado por nosotros, la grafica de la reaccién pare-
Ce representar una cinética de primer orden. En efecto, en la ecuacién

1 a
K = In los célculos correspondientes efectuados con datos de
t a-x
la experiencia recogida en la tabla n.° 5 y grifica n.” 3 nos dieron los valo-
res expuestos a continuacién:

K =09.10""° sg—*
Ly = 720 segundos
= 250 pl O,

Hemos comparado los valores de una reaccién tedrica de primer or-
den, que responda a las caracteristicas de las constantes anteriores, obte-
nidas a partir de los datos experimentales, y comprobado la coincidencia
existente, que nos lleva 3 pensar en una destruccién del enz.ma seglin una
cinética de primer orden, Los datos se exponen en la tabla n.° 6.

De acuerdo con todo lo expuesto anteriormente, en las medidas de ac-
tividad catecolasa no es prictico utilizar distintos tiempos de actuacién
en medidas comparativas, por lo cual en tales casos siempre hemos esco-
gido un mismo tiempo de reaccidén (2 6 3 minutos), que es lo suficiente-
mente alto para que la medida de actividad quede lejos del error experi-
mental y es lo bastante bajo para que la medida sea cémeda. Por otra
parte, se deduce de nuestra técnica experimental que la inactivacién del
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enzima no se debe a la presencia de los productos de oxidacién enzimiti-
ca del sustrato.

4) Acceso de oxigeno y concentracion del enzima.—Dawson y Scharf
{21) en 1958 sefialaron la mnexactitud de las conclusiones de algunos tra-
bajos sobre tirosinasas publicados por varios autores con anterioridad.
Uno de los errores citados era la insuficiente agitacién del medico de
reaccién.

Al establecer un tiempo constante (3 minutos) de medida de la actvi-
dad catecolasa, hemos demostrado que los factores hasta ahora conside-
rados no nos limitan la actividad cuando deseamos utilizar fines compa-
rativos.

TABLA N.” 6

ORDEN DE LA INACTIVACION DEI, ENZIMA CATECOLASA
EN SU ACTUACION

Tiempo de Actividades
actuacién ul . O, ]
Valor tedrico Valor gréfico

12 minutos 123 123

24 minutos 184 180

36 minutos 215 212

48 minutos 230 231

680 minutos 238 240

Para comprobar hasta qué punto el acceso de oxigeno puede afectar la
velocidad de reaccién, hemos realizade un estudio comparado de dos
condiciones diferentes de actuacién: Sin agitacidn y con agitacién nor-
mal (agirador magnético). Las cantidades empleadas en ¢l medio de reac-
cién fueron las «tipo» excepto en el enzima, cuyo volumen varfamos en
ambos casos desde 0 a 2 mi, completando con agua bidestilada cuando la
cantidad era inferior a los 2 ml, Por tanto, el medio de reaccién siempre
‘tlene una misma concentracién de todas las sustancias, excepto de en-
Zima.
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Los resultados obtenidos se expresan en la tabla n* 7 y en la grifica
n." 4. Y de ellos, comprobamos que se presenta una primera zona lineal
que al aumentar la concentracidn del enzima deja de serlo. Veremos des-
pués que la concentracidn de catecol utilizada en las medidas «tipo» es
varlas veces superior a su K _, por lo cual no limita la veloci-
dad. De ahi, segiin los datos anteriores llegamos a la conclusién definiti-
va de que el oxigeno limita la accién enzimatica de la catecolasa si su ac-
ceso es insuficiente. Kste es ¢l caso de poca o mnguna agltacmn o aun
cuando ]a agitacidn es notable, si la concentracién del enzima es eleva-
da, pues entonces la necesidad de oxfgeno para alcanzar la saturacién es
mayor que el suministrado por tal agitacién, cuya finalidad es aumentar
la canridad de oxigeno que llega hasta el medio.

TABLA N.° 7

INFLUENCIA DEIL ACCESO DE OXIGENO SOBRE LA MEDIDA
DE CATECOLASA

Actividades en pl . 0,

ml de enzima Sin agitacién Con agitacién
0,1 83 10,3
0,2 20,5 20,8
0,4 44,8 41.8
0,6 54 59,5
0.8 64,7 78,5
1,0 69,2 93
1,2 72,2 111
1.4 73,8 138
16 75 144
1,8 77 160

2,0 77 153
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Con disoluciones enzimdrticas procedentes de melocotén y alcachofa
también se han confirmado plenamente los resultados anteriores. En to-
das las medidas que aparecen en este trabajo, s¢ ha operado en la zona
lineal de la grifica 4, o sca cuando el oxigeno no frena todavia la reac-
cién, Para conseguir esto se ha diluido ¢l enzima cuando ha sido necesa-
rip, hasta obtener una actividad adecuada,

5) Concentracion del sustrato—Postériormente expondremos los re-
sultados del estudio de la actuacidén del enzimga sobre catecol y otros sus-
tratos a distintas concentraciones de éstos. Segin los valores de K, encon-
trados para ¢l catecol (2,4 . 10" M), como en la medida tipo de catecola-
sa, nosotros empleamos 1 ml de catecol 10 M en un volumen total de
reaccidon de 8 ml la concentracién de catecol es 1,25 . 107> M, o sea, es 5
veces superior a la K, por lo cual en nuestras medidas estamos por en-
c¢ima de la concentracién critica del sustrato.

6) Temperatura de medida—Fs interesante estudiar la influencia de
la temperatura de actuacién de un enzima sobre la medida de su activi-
dad, por lo cual, respetando la medida tipo de catecolasa realizamos los
oportunos ensayos y blancos, con los resultados que aparecen en la tabla
n.° 8 y en la figura n.° 5 que nos indican la presencia de un méximo defi-
nido para una temperatura de 30° C.

En genera!, todas las medidas de catecolasa que aparecen en el pre-
sente trabajo, las hemos efectuado a una temperatura de 25°C que pro-
porciona una medida suficientemente alta que no ticne problemas de
mantenimiento debido a las condiciones climaticas de esta regién.

TABLA N~* 8
TEMPERATURA OPTIMA DE ACTUACION DE LA ACTIVIDAD
CATECOLASA
Temperatura de medida Actividad enypl . O,

15 C 61,3

20 C 63,7

25°C 66,2

30 C 68,7

35 C 65,3

40°C 63,2

45°C 58,5

50°C 54

55°C 52

60°C 48,5

65°C 44
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= C. MEDIDA DE ACTIVIDAD CRESOLASA

a) Procedimiento manométrico—Urtilizamos un método semejante
al expuesto para ascorbico oxidasa, pero se sustituye el 4dcido ascorbico
por el nuevo sustrato p-cresol.

b) Procedimiento iodométrico—El ensayo es andlogo al resefiado
para ascérbico oxidasa pero adicionando ademds p-cresol como sustrato.

Inicialmente para intentar detectar cresolasa en albaricoque, meloco-
tdn y alcachofa, usamos el método manométrico con resultados negati-
vos, lo cual coincide con lo hallado por Tabey y Cruess {18) en su trabajo
sobre albaricoque. Esto pareceria indicar la ausencia de cresolasa en esos
materiales. Ensayos iodométricos con un tiempo de actuacién de 3 minu-
tos mostraban signos no despreciables de actividad, hecho que fue confir-
mado cuando aumentamos el tiempo de actuacién hasta 10 minutos.

En la bibliografia (23) se cita la posible existencia de periodos de in-
duccién previos a la actuacién del enzima cresolasa y entre los procedi-
mientos para evitarlos se ha utilizado el poner catecol o acido ascérbico
en ¢l medio de reacciém. Comprobamos la veracidad de tal hecho con
nuestros preparados y los tlempos de induccién fueron variables, desde
unos pocos minutos en el caso de albaricoque, hasta méds de 60 minutos
en todos los ensayos con melocotén. [in estas circunstancias, nuestros re-
sultados positivos con el método iodométrico se exphcan porque la pre-
sencia de dcido ascorbico elimina o acorta el perfodo de induccién y su-
cede una u tra cosa segun la concentracién de la vitamina C. La presen-
cia de gelatna, utilizada por algunos autores (23), en nuestro caso no tie-
nen efecto sobre el periodo de induccién ni sobre la magnitud de la ac-
tividad.

Efectuamos estos primeros ensayos de actividad con homogenados
crudos. Las experiencias posteriores para e] estudio del enzima las hemos
realizado, generalmente, con extractos. de polvos acetdénicos y, en tales
condiciones, hemos comprobads que el dcido ascdrbico no siempre ¢s ca-
paz de evitar el periodo de induccién. Estos casos negativos han coincidi-
do con el use de p01v03 acetonicos ((enve]ecldos» y entendemos por tales
los que estdn preparados varios meses o bien aquellos cuya conservacién
ha sido defectuosa {ausencia de vacio). Para fines explicativos es bastante
significativo el ensayo resumido en la tabla n” 9 y n.° 10.

A la vista de estos resultados deducimos:

1.2 La actividad cresolasa del polvo acetdnico se pone de manifiesto
claramente en presencia de catecol. Esta actividad viene expresada por
la diferencia de consumos de oxigeno de B y F, puesto que este dltimo
corresponde a la oxidacién de ia cantidad catalitica de catecol, debida a la
accién de la actividad catecolasa presente.
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2.° En la concentracién usada, el dcido ascérbico por si solo no ha
sido capaz de eliminar el periodo de induccién, lo cual se pone de mani-
fiesto en el ensayo C. Como las medidas se siguieron hasta los 60 minutos,
podemos deducir que en este polve aceténico el perfodo de induccién es
mayor que dicho tiempo. Los resultados del ensayo E estin de acuerdo

con este

supuesto.

3 La presencia de] 4cido ascérbico en cantidades cataliticas no
afecta sensiblemente la cuantia de la accién cresolasa inducida por la pe-
quefia cantidad de catecol afiadida.

Para comprobarlo basta comparar los ensayos Ay B.

TABLA N-° 9

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MEDIDA DE CRESOLASA

Composicion de los matraces Warburg

Tampédn Acido p-eresol  Catecol Agua Enzima Enzima
fostato asceorbico 10-''M 10-'M inactivo
02MpH 7 210 *M
ml m! ml ml ml ml ml
A -2 0,5 0.5 0,01 — Q.5 —
B -2 — 0.5 0,01 0.5 0.5 —_
c -2 0,5 0.3 — 0,01 0,5 -
D -2 — — 0,01 1,0 0,5 —
E -2 — 0,5 — 0,5 0,5 —
Fo- 2 — —- 0,01 0,5 0,5 -_
G -3 — — 0,01 — — 0.5
TABLA N.° 10
Operaciones efectuadas a 30°C y 120 oscilaciones por minuto
MEDIDAS DE ACTIVIDAD CRESOLASA EN ul1. 0,
1y 20 30’ 40’ 50’ 60"
A 13 32 54 76 98 115
B b 26 48 71 94 109
C 0 1 o 0 2 2
D 7 10 16 19 21 22
E 0 0 1 1 o 1
F 3 11 15 19 21 22
G 0 0 1 3 3 5



El complejo fenolasg en algunos frulos 241

Puesto que el dcido ascérbico no siempre evita el periodo de induc-
¢lén en polvos acetdnicos y es éste el material que utilizaremos en adelan-
te para el estudio del enzima, la medida de actividad cresolasa la hare-
mos siempre en presencia de catecol. Para determinar la concentracién
Optima de éste, realizamos una serie de ensayos manométricos variando
su concentracién tal como aparece en las tablas 11 y 12,

De las citadas tablas se deduce que !a cantidad épt:ma de catecol es
la que corresponde a una relacién aproximada de 50 entre las concentra-
clones iniclales de pcresol y catecol. Esto cmresponde a los ensayos C y
C’. En estas condiciones, la actividad cresolasa es la mayor y ¢l consumo
de oxigeno correspondiente a la actividad catecolasa no lega a interferir
seriamente sobre cresolasa. De todas formas, siempre que hemos medido
cresolasa hemos hecho un ensayo en blanco sin cresol, para deduar al
consumo del activo el correspondiente a la actvidad catecolasa proceden-
te de la pequefia cantidad de cateco] presente.

Como en el método iodométrico es forzosa la presencia del 4cido as-
cdrbico en una concentracién alta, interesaba conocer su posible oxida-
cién no enzimdtica en presencia de p-cresol. Hicimos las comprobactones
y ensayos oportunos y resulté que dicha autooxidacién no viene afectada
por la presencia del p-cresol. Por tanto, al hacer la correccién con el

«blanco», se hace implicitamente la deduccién correspondlente a ]a auto-
0x1dac10n

TABLA N=& il
CONCENTRACION DE CATECOL: EN LA MEDIDA DE CRESOLASA

Composicidn de los matraces Warburg

Tampdn Catero!l Cresol Agua Enzima
fosfato 01 M 0,1 M
02MpH?7
ml ml ml ml ml
A 2 0,001 0,5 — 0,5
A’ 2 0,001 — 0,5 0,5
B 2 0,005 0,5 — 0,5
B’ 2 0,005 - 0,5 0,5
c 2 0,01 0,3 — 0,5
c 2 0,01 — 0.5 05
D 2 0,03 0.5 — 0,5
r 2 0,05 - 0.5 0,5
B 2 0,1 0.5 — 05
T 2 0,1 — 0.5 0,5
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TABLA N.* 12

MEDIDAS DE ACTIVIDAD CRESQOLASA nwl O,

10’ 20 3 40’ 50° 6O

A 2 3 11 16 22 39
AT 0 0 2 3 3 5
Diferencia 2 3 9 13 19 34
B 7 17 28 37 47 56
B’ 1 4 5 7 8 9
Diferencia 6 13 23 30 39 47
C 13 20 47 a7 65 74
C 0 3 6 10 13 15
Diferencia 13 27 41 17 52 58
D 22 48 66 T4 88 a7
D’ 4 20 30 44 56 59
Diferencia 18 28 36 30 33 38
B 32 57 70 77 87 97
B 14 36 49 65 23 o1
Diferencia 18 21 21 12 4 6

De un modo semejante a lo que hicimos con catecolasa podemos de-
nominar medida tipo iodométrico de cresolasa la expuesta a continuacidn.

Medida tipo de cresolasa. En un vaso de 50 ml se colocan 5 ml de
tampén fosfato-citrico 0,2 M pH 5; 1 ml de disolucién de dcido ascorbi-
co 2,15.107* M; 1 ml de disolucién de p-cresol 0,1 M y 0,05 ml de diso-
lucién de catecol 0,1 M. En el tiempo 0 se afiade 1 ml de disolucién del
enzima y la actuacién se prolonga durante 10 minutos, al final- de los
cuales se interrumpe ¢l proceso por la adicién de 5 ml de icido metafos-
forico al 10 9, tras lo cual se valora ¢l acido ascérbico residual con iodo
0,0 05 N.

Para conocer la actividad cresolasa, al valor asi obtenido se le resta el
correspondiente a un ensayo semejante al anterior, pero sustituyendo el
p-cresol por agua bidestilada.

Realizamos ensayos para conocer el probable efecto de la concentra-
cién del oxigeno sobre la velocidad de reaccion. Los resultados de las me-
didas tipo se exponen en la tabla n.” 13, de la que es facil deducir que la
agitacién y, por tanto, el acceso de oxigeno es un factor limitante de la
medida de actividad. Por ello, en tales medidas hemos utilizado siempre
el concurso del agitador magnético.
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Debido a las caracteristicas de funcionamiento del aparato Warburg,
en el método manométrico de medicidn de cresolasa la agitacién es siem-
pre menor que en el iodométrico. En el Warburg, normalmente, hemos
trabajado a 120 oscilaciones por minuto, mientras que corrientemente el
agitador magunético utilizado en el proceso iodométrico manticne una agi-
tacidn mias eficaz.

TABLA N~ 13

INFLUENCTA DEL ACCESO DE OXIGENC SOBRE LA ACTIVIDAD
CRESOLASA

Actividades en pl . O,

P_l 02 %
Cresolasa sin agitacion 18,6
Blanco (sin cresol) con agitacién 5
Diferencia 13,6 61 %
Cresolasa con agitacion 27
Blanco (gin cresol) sin agitacién 5
Diferencia 22 100 %

Por ello, con una agitacién fija de 120 oscilaciones por minuto esta-
blecimos manométricamente que en las condiciones normales de realiza-
- c16n de las medidas hay suficiente linealidad entre actividad y concentra-
cién del enzima. Los resultados de tales pruebas se recogen en las tablas
ne 14 y 15 y en la grifica 6, y de ellas dedujimos los limites de concen-
tracién de nuestros preparados de crésolasa.

Aparte del estudio sobre albaricoque, con estos procedimientos hemos
medido también actividades cresolasa en melocotén, a pesar del hecho ya
seflalado de que con este Gltimo fruto existen periodos previos de induc-
ci6n, eliminables por catecol, de mas de 60 minutos, notablemente supe-
riores a los que se presentan e¢n albaricoque, cuyo range mds gencral es
de 1040 minutos.

Estudio critico de la medida y de la accion cresolasa—Respecto al
mecanismo de la accién cresolasa existen en la bibliograffa gran diversi-
dad de opiniones, de entre las cuales destacan dos teorfas bien definidas,
que se han expuesto ya en los Antecedentes.

La escucla de Columbia sostiene, junto con la casi totalidad de inves-
tigadores que se han ocupado de este asunto, que la reaccidén consiste en
una hidroxilacién del sustrato, catalizada por un enzima cresolasa, cuya
actividad catalftica parece estar localizada en la misma molécula del en-
zima catécolasa, aunque no necesariamente en los centros activos de esta
dltima actividad.



244 José Antonio Lozanao Teruel

Kerstez y Zito creen que la accidén primaria también es una hidroxi-
lacién de sustrato monofendlico, pero sin poseer naturaleza enzimitica,
sino que se debe a la accidén de una quinona (procedente de un o-difenol)
o de ciertos reductores (dcido ascorbico, NADH, etc.) sobre el monofenol.

TABLA N* 14
MEDIDA DE CRESOLASA

Composicidn de los matraces

Tampdén p-cresol Catecol Agua Enzima
02 M, pH7 01 M 0,1 M

ml ml _ml ml ml

A 2 0,5 a0 0,475 0,025

A’ 2 — 0,01 0,975 0,025

B © 2 0,5 0,01 0,45 0,05

B’ 2 — 0,01 0.95 0,05

C 2 0,5 0,01 0,40 0,10

C’ 2 — 0,01 0,90 0,10

D 2 0.5 0,01 0,20 0,30

iy 2 —_ 0,01 0,70 0,30

B 2 0.5 0,01 — 0,50

E 2 — 0,01 0,50 0,50

TABLA N." 15
ABSORCION DE OXIGENO pnl O,

10 20 30 40 507 60
A 0 1 3 4 6 8
AT ) 0 0 0 1 1
Diferencia” 0 1 3 4 5 7
B 3 3 7 10 11 13
B’ 0 1 2 2 3 4
Diferencia 3 4 5 8 8 9
C 5 9 13 16 19 22
c 1 2 4 5 6 8
Diferencia 4 7 g 11 13 14
D 8 16 29 37 45 50
D’ 2 3 5 6 8 9
Diferencia G 13 24 31 37 41
E 13 29 48 G0 70 80
B’ 3 6 8 11 13 15
Diferencia 10 23 40 49 57 65
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Cada una de estas dos hipédtesis exponc datos experimentales en su
apoyo, pero ninguna de las dos resuelve todos los problemas que presenta
el estudip de cresolasa. La verdadera actividad cresolasa es probable que
no responda a ninguno de los dos supuestos extremos citados anterior-
mente,

- Nosotros, a continuacién, vamos a intentar hacer ung revisién de los
métodos de medidas, con la advertencia, de que suponemos en todos los
casos la presencia de una concentracién muy pequeila de catecol para
eliminar el periodo de induccién y de que no tomaremos en considera-
citn el efecto de este catecol sobre la actividad catecolisa del enzima,
pues ello se restard siempre del total al hacer el oportuno nsayo en blanco.

Segiin la hipétesis enzimdtica, en presencia de una cantidad cataliti-
ca de catecol y ausencia de acido ascérbico {manoméiricamente) ocurri-
ria asi: ~

cresolasa

pcresol + O, ——————5 o-difenol (1)

. catecolasa .
o-difenol + O; ————-» quinona (2)

El oxigeno que se mide en este método es la suma del consumido por
la accién cresolasa y por la actuacién de catecolasa, cuyo sustrato es pro-
porcionado por la reaccién (1).

Todavia dentro de la teorfa enzimitica, la actividad en presencia de
cateco] y de concentracién adecuada de 4cido ascérbico, transcurrird se-
gin el esquema préximo:

cresolasa
pcresol + O,

- o-difenol (1)

. catecolasa A
o-difenol + O, —————— quinona (2)

quinona -+ dcido ascérbico —————— gdifenol + acdo de-
hidro-ascérbico (3).

Manométricamente, cuentan las reacciones catalizadas por cresolasa
y por catecolasa, con la caracteristica, debida a la presencia de 4cido as-
cdrbico de que para esta 1'tima actividad se sirve como sustrato en cada
instante del o-difenol producido por la cresolasa de un modo acamulati-
vo, pues la quinona originada en (2) se reduce inmediatamente para dar
el sustrato inicial de catecolasa. Iodométricamente, medimos el acido as-
cérbico total empleado ¢n la reduccién de !a quinona procedente de (2Z)
por una accién catecolasa cuye suministro de sustrato procede de dos
fuentes: actividad cresolasa y reduccién de la quinona.
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8i admitimos las afirmaciones de Kerstez y Zito, manométricamente
y en ausencia de dado ascoérbico, hemos de expresar las reacciones asi:

p-cresol + oqumnona + H,O ——— o- difenol + catecol (1)

catecolasa

o-difenol + O, ——— quinona (2)

El oxigeno es una medida del o-difencl producido en la primera reac-
cidn, no enzimética.
En presencia de dcido ascérbico:

pcresol + o-quinona + H.Q —— o- difeno]l + catecol (1)
catecolasa

o-difenol + O, ——» quinona (2}

quinona + acido ascérbico———— o-difenol + dc. dehidroascérbico (3).

Manoméuicamente, ¢l ox1geno couesponde a la accién catecolasa,
cuyo o-difeno] le es proporcionado en las reacciones (1) y (3). Iodométri-
camente, el dcido ascdrbico se relaciona con la qumona total formada por
fa catecolasa cuyo sustrato procede de las dos reacciones vistas anterior-
mente,

En conclusién, en ninglin caso es posible controlar por sf sola la act-
vidad cresolasa, enzimitica o no, pues, 1.°) el o-difenol producido por cre-
solasa actia como sustrato de catecolasa; 2.°) hasta el momento presente
se han conseguido Preparacionf:s muy purificadas de catecolasa sin activi-
dad cresolasa, pero nunca se¢ ha obtenido creso’asa sin que posea una gran
accién catecolasa. Por todo ello, todavia no hay métodos adecuades para
medida de cresolasa y los ya existentes se basan en un control indirecto
en ¢l que forzosamente interviene catecolasa. Por tanto, lo cierto es que
podemos tener la seguridad de que los resultados de los procedimientos
manomeétricos y lodométricos no corresponden a una accién individual
cresolasa enzimatica. Por el contrario, puede discutirse en ellos el grado de
participacién de la actividad catecolasa procedente de la «accién cresola-
san, enzimdtica 0 no. De todos modos, como la catecolasa, por si sola, no
tiene actividad cresolasa aun sin conocer con exactitud la verdadera situa-
cién, seguiremos llamando actividad cresolasa a la causa que produce la
hidroxilacién del p-cresol hasta el o-difenol correspondiente.

En cuanto a la justificacién de los procedimientos de medida que he-
mos utilizado, hay que tener preesnte que el gran nimero de determina-
ciones para el estudio de propiedades, aconseja segulr el método iodomé-
trico por ser mucho mas rap1d0 que el manométrico.
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Si la reaccién de oxidacién de los o-difenoles se detuviera en la ctapa
quinona, se podria dejar actuar el enzimg en ausencia de! icido ascérbi-
co y afiadir éste al final de la reaccién para reducir la quinona formada.
En realidad, la quinona sufre transformaciones posteriores v ¢l dcido as-
cérbico ya no actia sobre esos productos resultantes, por lo cual debe
estar presente desde el comienzo de la reaccidén. El inconveniente de este
procedimiento estribaria en que al reducir'la quinona conforme se va for-
mando, ¢l o-difenol correspondiente se ird acumulando en el medio de
reaccion, con lo cual la actividad catecolasa aumentaria. Para tener una
1dea adecuada de la magnitud relativa de ests dos reacciones, en las con-
diciones en que efectuamos nuestras medidas, realizamos un ensayo ma-
nomcétrico de actividades cresolasa en presencia y ausencia de dcido as-
cérbico, ambas en presencia de cantidad catalitica de catecol. Cada una:
de las determinaciones se acompafia con su correspondiente blanco, en
ausencia de p-cresol. Los resultados son los de la tabla n.° 16.

A los 10 minutos, duracién del método iodométrico, el exceso de ac-
tividad debido a la presencia de ascérbico es 20-25 9, sobre la del medio
en que no hay 4cido ascérbico. Estos nos indica que en presencia de aci-
do ascérbico estamos midiendo una actividad catecolasa extra, pero ya
sefialamos -antes la tmposibilidad de medir una actividad cresolasa pura.
Por otra parte, este exceso de actividad catécolasa es una consecuencia -de
la accién cresolasa previa, por lo cual, tanto sin ascérbico como con ascér-
bico, la medida total suma una accién cresolasa directa y otra indirecta
a través de catécolasa, Por ello, el método tipo usado por nosotros es uti-
lizable en las medidas comparativas.



El complejo fenolase en algunocs frutos 249

TABLA N-° 16
RELACION ENTRE ACIDO ASCORBICO Y CRESOLASA

Composicion de los matraces

Tampoén p<cresol ascorbico catecol agua enzima

fosfato 02 M 01 M J10—2N 01 M ml
ml ml mi ml ml
A 2 04 0,4 0,02 — 04
Al 2 — 0.4 0,02 04 04
B 2 0,4 — 0,02 0,4 0,4
B 2 — — 0,02 0.8 0,4
Absorciones de oxigeno %,.1 02

5 10’ 20 3¢ 40’ 50 60’
A 19 42 82 121 159 196 236
A 5 9 17 27 36 44 51
*Dif, 14 33 65 94 123 152 185
B 15 35 68 102 142 183 219
B’ 4 9 15 24 31 38 46
*Dif. 11 26 53 78 111 145 173

* La diferencia es 1o que llamamos actividad cresolasa.

En cuanto al efecto de la temperatura sobre la medida de la actividad
cresolasa determinada segin el método tipo obtuvimos los resultados de
la tabla n.° 17 y de la gréfica n° 7.

A la vista de la forma un tanto irregular de la grifica repenmos varias
veces ¢l ensayo y siempre obseérvamos la presencia de un minimo alrede-
dor de los 30°C. Hemos de tenmer presente los siguientes factores:
1.°) Presencia de actividad catecolasa; 2.°) Tiempo prolongado de medi-
da; 3.°) Facilidad de inactivacién de cresolasa en relacién con catecolasa.

Consideramos imposible de establecer la explicacién exacta de este
comportamiento con los conocimientos actuales sobre estos enzimas. Lo
nico que podemos hacer es emitir una hipdtesis que explique lo mejor
posible ¢l fendmeno y que esté de acuerdo con lo concebido hasta ahora.
Podemos suponer (y despues volveremos sobre este tema) que Ja accién
cresolasa es de tipo enzimdtico y depende de algun modo del estado de
clertos Atomos de cobre en la proteina. En la primera zona de tempera-
turas bajas, al ir aumentando éstas, coinciden dos fendémenos: por una
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parte, la inactivacién de la accién cresolasa, que en otros ensayos hemos
comprobado es muy sensible a la temperatura; por otra parte, en este
rango va aumentando con la temperatura la actividad catecolasa por la
cual el resultado final es una minima variacién de la actividad medida.

LI

TABLA N." 17

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA MEDIDA
DE ACTIVIDAD CRESOLASA

Temperatura Actividad cresolasa -

de medida ul O, o
15¢ 51 96 %
200 32 98 %
250 53 100 %
30e 46 87 %
350 44 83 %
400 50 ‘ 95 %
450 30 95 %
500 47 89 %
b5e 39 73 %
60° 30 57 %

65° 23 ' 43 %
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En el siguiente tramo descendente, la inactuvacién de cresolasa supo-
ne més que el aumento en la actividad catecolasa. A partir de los 30°C,
la energia suministrada es suficiente para que el cobre que tomaba parte
de cresolasa, pueda actuar en la actividad catecolasa, por lo cual, en total,
observamos un aumento en esta actividad, hasta el instante en que la in-
activacién, por calentamiento, predomina sobre el efecto favorable, Asi,
serfa 16gica la grifica estudiada, que es la suma de varlas actuaciones
complejas.

D. MeDIDA DE ACTIVIDAD PEROXIDASA

En esencia, salvo unas modificaciones que lo hacen mds sencillo y ¢é-
modo, hemos utilizado el método fotocolorimétrico del guayacol (24) que
mide la oxidacién de este fenol. Con este procedimiento, medimoes a
470 mp la densidad éptica que nos sefialara la concentracién de tetragua-
yacol formado en la oxidacién enzimdtica del guayacol en presencia de
peréxido de hidrégeno. Como criterio, en vez de comprobar el dempo
preciso para un cambio de 0,05 unidades de densidad dptica, hemos es-
cogido ¢l del cambio en un minuto de la densidad éptica de la disolucién,
comenzando a contar el tiempo en ¢l instante que empicza la reaccidn.

El papel del peréxido de hidrégeno es el de aceptor de los ¢lectrones
procedentes del sustrato reducido. Si llamamos al dador de electrones en
la forma reducida AH (guayacol en este caso) y al enzima E, de acuerdo
con Chance (24), podemos escribir aqui que

K

E + H.0. ;:"‘"”‘i'_—> Complejo I )
K2
K, .
Complejo I + AH —em> Complejo II + A (2)
K‘i
Complejo I + AH —E + A + 2 H.0 (3)
¢ = Concentracién de enz.ma,
a, = Concentracién inicial de dador.
x, = Concentracién inicial de sustrato.

De las ecuaciones (1) y (3) se establece que:

dx e

dt 1 1

.a k .x



E| complejo fenolasa en algunos frutos 253

Si en el ensayo las condiciones las escogemos de tal modo que k, .2, »

dx . .
k,.x,, entonces —i = Ki.x%.¢c. Si en la medida. ocurre que

Ki. %, » ki.a,, el resultado es que

—':T:—~— = ki.a,.c. E! procedimien-
to experimental es el mismo para ambas modificaciones y sélo varia la
concentramén utilizady de perdxido de hidrégeno.

Hemos. realizado la puesta a punto del método con extractos enzimé-
ticos procedentes de alcachofa y comprobamos -posteriormente la validez
de! procedimiento para trabajos con albaricoque y melocoton.

En definitiva, el proceso tipo de medida de perox1daxa que hemos se- -
guido es el siguiente:

Se ponen en un tubo de colorimetro Probus-Arrosu 5 ml de tampén
fosfato monosédico-fosfato disédico 0,1 M, pH 7; 2 m! de disolucién de
guayacol (20 mM)} y 1 ml de disolucién enzimdtica, Se ecualiza previa-
mente €] aparato y en el tiempo O se afiade 40 pl de diso’'ucién de peré-
xido de hidrégeno (10 mM) y se miden las transmisiones dpticas a 460 my
cada 15 segundos. La actividad peroxidasa es la diferencia entre las den-
sidades dpticas (multiplicada por 10) en el intervalo de 1 minuto, siempre
que en €l el incremento de la densidad Gptica frente al tiempo sea lineal.

De nuestras numerosas experiencias, comprobamos que para que exis-
ta ta] linealidad es preciso que las diferencias (x 10) de las demsidades
épticas durante el minuto de actuacién del enzima estén entre los valores
de 0,2 y 0.9, unidades.

.Como confirmacién y para demostrar al mismo tiempo' que en estas
condiciones la medida de actividad peroxidasa es proporcional a la can-
tidad de enzima presente, vamos g4 exponer unos datos escogidos entre
los muchos ensayos que efectuamos. En todos los casos completamos el vo-
lumen del enzima hasta ! ml con agua bidestilada.



254 Lo José tAntondd “Liozuho . Teruel

I -7 " TABLA N’ 18
— ‘MEDTDA (-!C')LORIMETRICA DE PEROXIDASA | _
Cantzdad de enzzma y denszdadES 6ptzcas [ 1 }
01 k- 0_2 ml 02 ml. 04 ml 0,5,m1 05 ml. 0,7 ml
S0 7-0.1,6. D22 . 036 . 04l - Q5L -0.60 K ,0.65
157 0,21 0,34 0,51 0,62 0,81 . 092 - 097
g 025 041 088 08 105 K19 . 128
= 457 ' 031 058 08 CYrol o n28 147 155
g B0O” 036 - 064 . 097 © 119 -7 'lde - 174 181
o T 041 L0760 - 114 139 L7684 . S 200 -
© 80" - L 046 . 084 1,19 ., L48  CLgé | 213 . 219..
g-105* ... 05l . .:092 131, 164 . 193 . 222 - .233 -
5 1207 054 o io0 0 1427 7 L7R 2,08, 233 244
D150 0,607 U L14 T 168 194 | 2220 2440 0 251
LABOYE T 071 2125 179 . 218 0233 2556 - 280
TBUI0T 'cf.-o,zo-‘ 042 - 0611 078 .. 098 -.--1,‘14 c L6
.Actv/ml (200 w0210 . 203 185 - .19 190 - 166

Por tanto de los datos expuestos en la tabla 18 y graﬁcas 8 y 9 tene—
mos la segundad de que en nuestras condiciones medlmOS una acuv1&ad
pr0porc10nal a la canudad de enzlma

"<_‘

e ket
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v
EXTRACCION DEL SISTEMA ENZIMATICO

A —MEepioa DE PrROTEINAS

En los estudios de extraccién y purificacién interesa conocer no sola-
mente la actividad absoluta, sino la especifica, que nosotros mediremos
como actividad (enp 1 de Oy) por unidad de peso de protemas

El procedimiento que seguimos para determinar proteinas es el colori-
métrico de Folin-Cicalteau (25).

B.—MATERIAL DE PARTIDA

Nuestra intencién es hacer un estudio de las propiedades de los enzi-
mas catecolasa, cresolasa y peroxidasa en materiales con temporadas cor-
tas de produccién, sobre todo en el caso de albaricoque, por lo cual nues-
tro propésito inicial fue la obtencién de polvos aceténicos que conservaran
la actividad durante un gran periodo de tiempo (-1 afic) mantenidos en
las condiciones adecuadas: temperatura baja (—20°C) y ausencia de aire.
Efectivamente ocurrié asi, lo que ha hecho posible en cualquier instante
tener una fuente de enzima adecuada.

También podria surgir el problema de un cambio de propiedades por
el hecho de someter los materiales estudiados a tal operacién, Comproba-
mos que, aparte de lo ya tratado sobre el periodo de induccién en creso-
lasa de albaricoque, las demds propiedades no sufren cambios sensibles, lo
cual nos permite una seguridad total para usar los polvos aceténicos.
Como resultado de nuestros ensayos escogimos el procedimiento siguien-
te para a'baricoque y melocotén:

Se parten los frutos en trozos pequenos y se someten a congelacién.
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Una parte de tejido se tritura en un Turmix adecuado con acetona, evitan-
do la presencia de piezas de cobre en el aparato (aparicién de actividades
anormalmente altas), a gran velciodad (16.000 r.p.m.), durante 4 minutos
al cabo de los cuales se filtra répidamente por Buchner y o residuo se so-
mete suceslvamente a Ja misma operamon durante 3 veces mds, para lo
cual se utilizan volimenes de acetona iguales al de la primera operacién. El
polvo blanco resnltante se extiende sobre papel de filtro, se deja secar a la
temperatura ambiente y s¢ guarda a presién reducida y —20°C. Se hace
necesarip el uso de 4 operaciones de extracci6én, con tiempos relativamen-
te prolongados, pues en caso contrario quedan suficientes residuos de sus-
tratos naturales en el polvo acetdénico, lo cual motiva pardeamientos pos-
teriores durante el proceso de secado.

Este procedimiento no va bien para alcachofa porque:

1) El tejido es mas dificil de triturar,

2°) En alcachofa las cantidades de ¢nzima y sustrato son mucho ma-
yores que en albaricoque y melocotén,

Por ello, en este caso, previamente a las extracciones con acetona, so-
metimos los trozos de tejido congelados y mezclados con nieve carbénica
a una trituracién en seco, mediante un triturador de sélidos, con lo que
el material ya esta suficientemente desmenuzado para extraerlo con
acetona.

Cuando hemos trabajado con homogenados crudos, los preparamos
por trituracién en un mortero en presencia de arena y con el tampén apro-
piado en cada caso, sometiendo el producto a la a_decuada centrifugacién
posterior.

C.—CONDICIONES DE EXTRACCION

Aunque las actividades catecolasa, cresolasa y peroxidasa se conside-
ran solubles en agua, hemos estudiado el efecto de varios tampones ex-
tractores. Como base de trabajo hemos tomado la actividad catecolasa, a
la .que. dedicaremos mds atencién por los problemas cientfficos y técnicos
que plantea. Ademds, hemos comprobado que creso'asa se cornporta de
un modo anélogo,

En cuanto a la naturaleza del tampén extractor, hicimos ensayos pre-
vios en los que mantuvimos el resto de factores y varfamos el tipo de ex-
tractor: agua bidestilada, dcido citricofosfato disédico, fosfato monosé-
dico - fosfato disddico, dcido acético - acetato sédico, Acido - clorhidrico-
veronal.

A partir de los datos obtenidos, hemos escogido como mds adecuados
el fosfato-fosfato y el fosfatocitrico, dentro de los rangos de pH de cada
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uno'de ellos, Presentan la ventaja de que extraen mas actividad: y estabi-
lizap mejor el enzima. Las extracciones son del mismo- tlpo para esos.dos
tampones en la zona comin de pH i

Hemos estudiado también el tiempo de contacto entre extractor |y
polvo aceténico, realizacién o no de la operacién en un- aparato Waring:
Blendor; presencia de lisozima (enzima destructora de las paredes celula-
res), relacién solido-liquido, etc. y as{ llegamos a la conclusién de que:

1.7} La adicién.de lisozima no proporciona mejores resultados. . .

2.°). El, proceso mds conveniente consiste en tratar 'una parte de pol-
Vo acetonico con 100 "partes de tampén fosfate durante 4 minutos en el
homogeneizador al final de cuyo periodo se somete el liquido a centrifu-
gacién durante 10 minutos a 6.000 g. con lo cual se obtlene una-disolucion
clara y apta para ser utilizada.

Todas las operaciones se realizan'a 0°C y el enzima € guarda a esia
temperatura si se utiliza. pronto, o congelado a -—20°C 8i se desea conser-
var algunos dias, .

Operando segin las indicaciones anteriores y utlhzando medldas tipo
de actividad- catecolasa a pH. 7, obtuvimos los. resultados resumidos en
las tablas niims, 19, 20 y 21, correspondicntes a los distintos tampones y
fuerzas iénicas utilizadas. Hemos escogido en este ensayo el pH 7 de me-
dida por ser el més usado en la bibliografia al tratar enzimas de este tipo.

En la gréﬁca 10 se repre‘sentan estos resultados y en ella observamos
que las mejores extracciones son las realizadas con los tampones fosfato-
citrico. 0,1 M, pH 5. Para corroborarlo hicimos 4 extracciones, en- condi-
ciones andlogas con tampones de pH 5, pero con distintas fuerzas iénicas,
ta] como aparece en la tabla n.” 22 y en la grdfica n.* 10.

De estos datos, se establece claramente que:

1) Con medldas de actividad a pH 7, el tampén fosfato-citrico
0,1 M, pH 5 es el mds ntil.

2% A pH altos, la' fuerza ibhica no afecta la extracc:on

Hemos de hacer notar que las propmdades del énzima varfan con el
pH de extraccién, por lo cual si'las medidas de actividad las hubiésemos
realizado a pH mais ba]o por ejemplo 5, los resultados no serfan iguales.
Por el contrario, en estas condiciones hernos obtenido mejores resultadps
al subir el pH, pero sobre esta cuestidén trataremos mds adelanté.
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TABLA N2 19
CONDICIONES DE EXTRACCION DE CATECOLASA

Tampones 0,2 M.—Fosfato - fosfato y fosfato-citrico

Tampén. .. . pH" . . [Actividad . .. Protefnas . Actividad especifica -
extractor Extracto p 1 O,/min . mg/ml  u10,/minmg p:roteinas
H,0 70 . 535 ‘ 0002 . 58
30 . 31 . 1,51 _ 0,066 23 -
40 38 5,35 . 0078 68..
45 47 878 0,088 . 100",
50 5,1 978 o002 107
55 5,6 9,78 0,095 103
6,0 6,1 7,55 0,106 71
7,00 7,0 6,05 0,116 52
6,0 5,95 7,25 0,008 73
7,0 7,0 5,55 0,106 54
80 75 6,05 0,122 41

.t

T

TABLA N* 20 -

Tampones (0,1 M.—Fosfato-fosfato y fosfato-citrico

Tampén pH Actividad Proteinas Actividad especifica

extractor Extracto i 1 Oyfmin mg/ml ¢ 10,/min mg proteinss
pH 40 4,15 5,90 0,075 79
pH 50 5,0 12,20 0,087 140
pH 6,0 6,05 8,15 0,123 66
pH 70 7,0 8,51 0,145 45
pH 7,0 71 6,11 0,133 46

pH 8,0 75 5,90 0,160 37
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TABLA N. 21
CONDICIONES DE EXTRACCION DE CATECOLASA

Tampones 0,01 M.—Fosfato - fosfato y fosfato - citrico

Tampén pH Actividad Proteinas  Actividad espseffica;
extractor Extracto # 1 Oy/min mg/ml  pl 0, min g proteinas
pH 4,0 4,1 2,80 0,090 31
pH 5,0 4,9 4,55 0,093 49
PH 6,0 5,9 8,65 0,120 72
PH 7,0 6,8 6,10 0,126 48
pH 7.0 7,0 7,12 0,145 49
pH 8.0 7.45 5,80 0,124 41
TABLA N.» 22

Tampones fosfato - citrico pH 5

Tampébn pH Actividad Proteinas Actividad espectfica
extractor Extracto p 1 Oy/min mg/ml  p 1 O,/minmg proteinas
02 M 515 - 9,156 0,077 118

01 M 5,15 16,9 0,070 : 156

005 M 5,10 8,05 0,067 120

0,01 M 5,05 3,56 0,057 62
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En un punto tratado anteriormente hemos expresado la similitud de
cresolasa y catecolasa en cuanto a su extraccién. La mayor diferencia que
nosotros hemos encontrado es la de que la mampulacuin con cresolasa €s
mds delicada y la inactivacién se puede produc1r con mas fac1hdad

En ¢l ensayo que exponemos a continuacién operamos con tampones
extractores fosfato-citrico y fosfato-fosfato a distintos pH en lag mismas
condiciones sefialadas antes para catecolasa. La medida de cresolasa la hi-
€imos en el aparato Warburg a 30°C y 120 osci! aoones/mmuto con can-
tidades andlogas a las sefialadas en el procedxmxento relatado anteriormen-
te. A cada preparado enzimitico le restamos su blanco correspondlente
sin pcresol, con los resultados plasmados en la tabla n.° 23 y en la gréfica

12 , : .

De lo anterior se deduce que: S . -

1.°) Igual que en catecolasa, el pH oano de extraccién. es el 5, con
medidas de actividad pH 7. :

2°) La extraccién a pH bajos inactiva el enzima muy considera-
blemente,

En otras medidas realizadas aparte se comprobé la analogia con cate-
colasa respecto al-hecho de que hay, mayor extraccién a.pH altos sila
medida se efectda a pH 5.

Respecto al fruto melocotén es vahdo todo lo escrito antenormente
para albariceque, segiin se desprende de todos los resultados .que hemos
obtenido al comparar el comportamiento de la fenolasa de los dos frutos.

TABLA N~° 23
CONDICIONES DE EXTRACCION DE CRESOLASA

Tampén extractor 90,1 M

Actividades en B 1 O, absorbidos

pPH 10 200 30 40 507 60" mg prot./ml
Extractor T Tt .
35 0 0 o o o 0 0,072
39 0 0 1,2 . 4 B 0,078
4,9 1 6 15 24 30 35 0,086
5,5 1 13 26 39 53 61 0,098
6,9 3 10 18 27 7 42 0,145
7.4 2 11 18 27 38 41 0,160
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En el caso de la alcachofa, ya adelantamos que las propiedades de fe-
nolasa son independientes del pH del extractor, por lo cual los mejores

resultadog se obtienen extrayende con tampones de pH altos, por ejemplo
el fosfatofosfare 0,1 M de pH 8.

PURIFICACION DE FENOLASA

Para estudiar las propiedades del sistema fenolasa o de cualquier otro
enzima ¢s de desear obtenerlo de la forma mds pura posible, para evitar
la interferencia de otras sustancias que puedan desfigurar los resultados del
comportamiento del enzima en estudio.

En primer lugar, la purificacién de un enzima es un problema gene-
ralmente dificil, y por otra parte, estamos tratando con un complejo enzi-
mético de los que han resistide en mayor grado los intentos de su puri-
ficacién. :

Desde los primeros ensayos renunciamos a la purificacién de cresolasa,
puesto que se trata de un enzima muy sensible a cualquier tipo de mani-
pulacién y centramos nuestro interés en la actividad catecolasa, pero des-
graciadamente los resultados han sido bastante deficientes y sélo hemos
conseguido purificaciones de unas 5 veces respecto al material de partida.
Para control nos basamos en la actividad especifica que medimos como
p1 de O, absorbides en un minuto/mg de proteina, con medidas de
actividad realizadas siempre a pH 7.

Si partimos de un polvo aceténico de albaricoque y extrzemos en las
condiciones éptimas, podémos pasar desde una actividad especifica de 40
hasta 120 en la disolucién enzimitica final y se extrae el 809, de la acti-
vidad total inicial. Si extraemos primero ¢l polvo aceténico con agua y el
residuo lo tratamos con el tampdn, podemos elevar la actividad especiﬁca
hasta 140,

Cuando intentamos precipitar el enzima mediante la adicién de sul-
fato aménico, comprobamos que una concentracién del 60 9% de satura-
cién de sulfato amdnico no produce ningiin precipitado a las 24 horas de
adicionar la sal y conservar la disolucién por debajo de 0° C, Por ello, en
nuevas experiencias, utilizamos un 85 9, de saturacién y en vista de los
resultados negativos hemos utilizado hasta 90 % de saturacién y tras 24
horas de permanecer a —10°C, centrifugamos y obtuvimos un precipita-
do y un sobrenadante. Dializamos ambos con agua bidestilada a 0°C du-
rante 18 horas y al medir actividades y proteinas en Jas dos discluciones
obtenidas resultd que en el sobrenadante dializado existia una mayor ac-
tividad especifica, que pasé desde 130 al principio hasta 180 en el citado
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sobrenadante. En esta disolucién permanece hasta un 80 9 de la actividad
catecolasa existente antes de la adicidn del su'fato aménico.

En otros ensayos, afiadimos diversas concentraciones de acetona a
—20°C a un mismo tipo de preparado enzimdtico y tras filtrar a vaclo con
lana de vidrio recoger y secar el precipitado, lo eluimos y medimos sus
actividades especificas con los resultados expresados en la tabla n.° 24.

Por tanto, utilizando la concentracion del 64 9% en volumen de aceto-
na para precipitar ¢l enzima se consignen purificaciones de hasta el 200 %

Otro de los puntos que tratamos fue el de la adsorcién y posterior de-
adsorcidén del enzima sobre un soporte adecnado. Con este fin utilizamos
como adsorbentes papel de filtro, polvo de celulosa, dietilaminoetilcelulosa,
aminoetilcelulosa, ecteolacelulosa, fosfato de celulosa, carboximeti'celulosa,
citrato de celulosa y gel de fosfato cilcico.

Resultaron muy buenas adsorciones (1009, de la actividad inicial) con
papel de filtro (Whatman n.* 1) y dietilaminoetilcelulosa. En menor gra-
do, también encontrames adecuado ¢l gel de fosfato cdlcico formado en
la propia disolucién enzimditica por la adicién de aniones fosfato y de
cationes cdlcicos. En todas las demds sustancias las adsorciones fueron pe-
quefias.

En el papel filtro dejado en contacto vatias horas cn forma de papilla
con la disolucién enzimdtica comprobamos que:

1) La cantidad de papel limita la adsorcién. Con un gramo de pa-
pel, para lograr la adsorcién mds idénea la actividad total del enzima ini-
cial no debe superar los 350;& I de oxigeno en las condiciones de medida,
como se indica en la tabla n.° 25.

2.7y A pH 2'tos, mayores que 7, son me]0res las adsorciones que en
inferiores a pH 5.

3°) La actividad catecolasa del liquido enzimatico tras la adsorcién
en buenas condiciones,. oscila en su cuantfa, pero si fijamos un valor, por
ejemplo el 30 9, de la actividad incial, lo normal al comprobar la activi-
dad catecolasa de la suspensién de una adsorcién sobre el papel, es encon-
trar valores superiores al 100 %, de tal modo que sumadas las actividades
catecolasa adsorbida y no adsorbida, pueden llegar hasta 150-170 % de
la inicial. Este hecho lo interpretamos suponiendo que en la disolucién
enzimdtica original existe una sustancia que reprime la accidén cateco'asa
y en la adsorcién se separa del enzima, Otro fendmeno de este tipo lo es-
tudiaremos cuando se vean los efectos de la 8-oxiquinoleina sobre el en-
zZimna. :
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TABLA N-° 24

-PRECIPITACION DE CATECOLASA EN ACETONA-AGUA

% acetona - . Actividad - Protefpnas Actividad

' p 1 O,/min, ; mg/ml - : espeéiﬁpa

0 13 . 0206 - RN B

.20 - 0,9 "0,024' 3T
28 : 2,2 - 0,040 . 55
38 : 4,2 0,060 . : .70
47 _ 7.3 0,100 75
64 10,2 0,128 ED

80 8,5 0,154 - .
83 9,1 : 0,136 . - 66
TABLA N 25

ADSORCION DE CATECOLASA

Actlvidad total ,Papel usado en % de la actividad no
del enzima ] la adsorcién adsorbida respecto a
’ ' inieial
300 ) 04 g 53 %
210 ) 04 g 47 %
170 ' 04z o 30 %

140 048 - : S 18 B

También conseguimos buenos resultados con columnas de adsorcién
rellenas de papilla de papel, peto, desgraciadamente, ni con el procedi-
miento anterior ni con éste logramos. nunca deadsorber el enzima wutili-
Zando ensayos tipicos tales como series de tampones en los que variamos
la fuerza i6nica y el pH o ambas cosas. Tampoco hubo éxito con disolu-
ciones de sulfato aménico. En vista. de talgs circunstancias ensayamos un
procedimiento drdstico con cloruro sédico-a.pH alto, pero los resultados
no fueron satisfactorios, pues aunque la desorcién ‘es mayor- no es fhell
evitar la desnaturahzamon del enzima provocada por el cloruro sédico.

‘Respecto. a la dietilaminoetilcelulosa, las adsorciones eran ficiles de
lograr con rendimientos del 85 9, bien dejando en. contacto con la diso-
lucién enzimitica en polvo del derivado celuldsico o bien pasando el en-
zima por una columna del adsorbente. De todos los ensayos que efectua-
mos se deduce:
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1.°) La capacidad de adsorcién del DEAEC es mucho mayor que la
del papel a igualdad de peso. Ello es légico pensando que la adsorcién es
un fenémeno de superficie.

2°) A pH alios la adsorcién sobre DEAEC es notablemente superior
que a pH bajos.

El problema, como en el caso del papel, consistfa en la elucién del ¢n-
zima adsorbido. Obtuvimos resultados muy pobres con diso'uciones de
sulfato aménico como eluyentes. Con diversos rangos de tampones no ob-
tuvimos tampoco éxito, ni siquiera adiciondndoles clorure sédice,

Con gel de fosfato célcico conseguimos adsorber un 70-80 % de la
actividad catecolasa inicial con relativa facilidad, pero en ninguna de las
numerosas condiciones que probamOS fueron buenos los intentos de elu-
cién,

PR




268 José Antonio Lozano Teruel

\'/
PROPIEDADES GENERALES DEL SISTEMA ENZIMATICO

A.—ACTIVIDADES ENZIMATICAS FRENTE A pH

Al estudiar el comportamiento del enzima catecolasa procedente de
homogenados crudos de albaricoque, frente al pH de medida ¢n las con-
diciones tipo, excepto en lo referente al tampén de medida, observamos
resultados diferentes dependientes del pH de extraccién.

Estos comportamientos distintos estdn ya bastante diferenciados para
extracciones realizadas a pH 5 y 7, por lo que usamos estos dos tampones
para exponer ¢l fenémeno que se expresa en los datos de la tabla n.* 26
y en la grifica n.* 13.

Queremos scfialar que en la bibliografia no hemos encontrado prece-
dentes de esta anomalia, que. consideramos de bastante interés, por lo
cual antes de seguir adelante intentamos aclarar si era espemﬁca solamen-
te de albaricoque.

Repetimos los ensayos con un homogenado crudo de melocotén y ob-
servamos un comportamiento andlogoe (Tabla n” 27 y grafica n.° 14), mien-
tras en alcachofa no se produce el fendmeno (Tabla n.* 28 y grafica n.* 15).

Puesto que los estudios los realizamos con polvos acetdnicos, ensaya-
mos en éstos y comprobamos que se comportan exactamente igual que
sus correspondlentes homogenados. Debido 2 esa co1nc1denc1a ahorramos
el repeur tablas y graﬁcas. de resultados.

En vista de tales circunstancias hemos operado para €] tratamiento de
esta cuestién con disoluciones enzimiticas procedentes de polvos acetdni-
cos de albaricogue.
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TABLA N 26

VARIACION DE LAS PROPIEDADES DE CATECOLASA *
CON LA EXTRACCION

Actividad en p1de O,

pH de enzima extraide a pH 5 enzima extraido a pH 7
medida Actividad %o Actividad %

7 30 100 17 28

6 27 80 28 47

5 25 83 45 75

4 20 66 60 100

3 10 33 60 100

2 5 11 20 ' . 33

* Procedente de albaricoque.
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TABLA N 27

VARIACION DE LAS PROPIEDADES DE CATECOLASA *
CON LA EXTRACCION

Actividad en y 1 de O,

pH de Enzima extraido a pH 5 Enzima extraido a pH 7

medida Actividad % Actividad %
3,3 20 ‘45 g1 68
4.3 35 78 120 100
5,2 .45 100 114 : a5
6,1 44 a7 60 . b0
7,0 38 84 50 . 43

7.5 32 70 43 3T

* Procedente de mejocotdn.
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TABLA N- 28
ALCACHOFA

VARIACIONES DE LAS PROFIEDADES DE CATECCLASA
CON LA EXTRACCION

Actividad en p 1 de O,

273

pH de Enzima extraido a pH 5 Enzima extraido a pH 7
medida Actividad % Actividad %

3 1,5 2 1,5 2

4 35 55 61 72

5 54 86 75 89

6 62 99 79 94

7 63 100 . 84 100

8 62 99 77 92
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Entre las causas posibles de dos gréﬁcas tan dispares, podriamos ‘con-
siderar las siguientes:

. 1% Actuaciones no enzimdticas en algunas de las condiciones de
medida.

2) - Existencla de dos enzimas de propiedades dlferentes

3°) Formacién de complejos entre el enzima y los fenoles naturales
del fruto, con modificacién de las pr0p1edades del enzima.

4, ) Asociacién del enzima a ciertas part1cu]as con lo cual tendria-
mos: unas caracteristicas distintas de las del enzima libre.

5.°) Varlacién de la estructura de la molécula del enzima ocasionada
por el pH de extraccién. -

Hemos efectuado diversos ensayos encaminados a aclarar las posibili-
dades anteriores y a continuacién iremos comentando algunos de ellos.

Aunque existen algunas desviaciones en el pH optlmo de actuacién
condicionadas al pH de extraccién, las diferencias mds notables en las
propiedades estin agudizadas en las distintas formas de las curvas cons-
truidas para cada tampén extractor, con las que expresamos actividad ca-
tecolasa frente al pH del medio de reaccién. La evo'ucién con el uempo
de las propiedades de las diversas disoluciones enzimdticas serd tenida en
cuenta como otro factor diferencial.

En las extracciones con tampén fosfato-citrico 0,1 M, pH 5 6 0,01 M,
aun cuando el pH de mixima actividad estd situado en €l pH 5 de acon-
diclonamiento, la zona dé la derecha de la curva no tiene la pendiente
que le corresponderia a una forma de curva de campana; al contrario,
ofrece un aplanamiento general, que con el tiemp (a veces ya desde el
pnnmp o.ocurre asi) puede llegar a produc1r un segundo maximo en la

reglon de pH 7.

En las extracciones efectuadas a pH 7, con tampones fosfato-citrico o
fosfatofostato, 0,1 6 0,01 M, el pH de mdxima actividad se encuentra
algo mds bajo que en las extracciones a pH 5. Ademds, la zona de la dere-
cha de la curva pose¢c una pendiente muy pronunclada Por otra parte a
igualdad de concentraciones y procedimientos de extraccién, el valor ab-
soluto de la actividad méxima es mucho mayor en las disoluciones enzi-
mdticas obtenidas a pH 7 que en las conseguidas a pH 5. Para comprobar

estos puntos basta observa.r la grafica n” 13 que ya expusimos anterior-
mente, - -

En varias ocasiones en que extrajimos la actividad enzimdtica con
agua bidestilada, las disoluciones presentaron un comportam1ento varia-
ble, de tal modo que al medir la actividad catecolasa de una misma pre-
paracién frente a pH distintos de acondicionamiento de medidas, en dos
dias diferentes, inmediatamente tras la extraccién obtuvimos un resulta-
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do y al repetir la misma operacién al dia siguiente el comportamento ha-
bia variado. Esto es un indicio de dos formas de un mismo enzima, que
por las condiciones de! medio y otras circunstancias pueden convertirse
una en la otra.

También hemos comprobado que al realizar extracciones a distintos
pH, para cada disolucién y su residuo no exwraido, eran muy similares los
resultados obtenidos al efectuar las medidas de actividad frente al pH de
actuacién. Con esto queremos sefialar que son del mismo tipo la disolu-
ciones extraidas a pH 5 y la suspensién, también a pH 5, del resto no ex-
traido. Igual ocurre con Ia disoluctén extraida a pH 7 y su parte no ex-
traida. Ofrecen algunas variaciones y son diferentes entre si las dlsolucm-
nes de pH 5 y las de pH 7. Ello parece ipdicar, por una parte, que la hi-
potesls de dos enzimas distintos no tienen un fundamento claro en que
apoyarse sobre todo st se hace un estudio cuantitativo de las partes extrai-
das y no extraidas del enzima en los dos pH considerados. .

Comprobamos con resultados positivos en todas las ocasiones oportu-
nas que las actuaciones de cada uno de los casos presentados, eran de na-
turaleza enzimdtica. Para ello, estudiamos blancos con el enzima inact-
vado por calor y activos sin sustratos o sin 4cido ascérbico, o con ambos,
pero en presencia de un inhibidor (dietilditiccarbamato sédico 10— M)
de la accién cateco'asa!

Para conseguir disoluciones enzimdticas lo mds libres posibles de
cualquier particula asoctada, realizamos una extraccién a pH Syotraa
pH 7 con la utilizacién de Potter y arena de mar Javada y pulverlzada
prev1amente para obténer un maximo romp ‘miento celular. Las tritura-
cmnes se efectuaron a 0°C, durante 60 minutos; después las suspensiones
se cenmfugaron a 11000 g. durante 25 minutos, obteniendo unas disolu-
clones enziméaticas completamente claras .y unos residuos totalmente ho-
mogéneos. Las medidas de actividad realizadas a varios pH se expresan
en la tabla n.° 29,

Siempre habfamos comprobado, ya a simple vista, una mayor viscosi-
dad en las disoluciones enzimaticas a pH 7 que en las condiciones de
pH 5. Para demostrar que la presencia de las pectinas no inﬂuye en las
medidas de actividad, achmonamos pectmasa a las dos preparaciones, enzi-
miticas referidas en el parrafo anterior y tras 18 horas de actuacién volva-
mos a medir las actividades frente al pH, con los resultados expuestos en
la tabla n.” 30.
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TABLA N.° 29

MEDIDAS DE ACTIVIDAD CATECOLASA EN pl 0,/MINUTO

Tanipones de medida

pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7
Activ. % Activ. % Aectiv. 94 Activ. o  Activ. 9
Extracto
apH S5 4,6 49 9.2 98 6,7 7l g4 100 76 81
Extracto
apH 7 15,8 a7 27,5 100 25,5 93 186 &8 11 40

TABLA N.»° 30

MEDIDAS DE ACTIVIDAD CATECOLASA EN pl O,/MINUTO
Tamponeg de medida

Activ. %  Activ. % Activ. o, Activ. ¢ Activ. 9

Extracto

a2 pH 5 2,5 25 53 53 73 . 73 39 100 99 100
Extracto
a pH 7 11,6 47 24,6 100 21,6 88 20,4 83 168 @69

De los datos de las dos tablas anteriores puedeén deducirse varias con-
secuencias:

1°)  Recién efectuadas las extracciones, sus actuaicones son anilogas
a las de los tlpos considerados con anterioridad. Por esta razdn es impro-
bable la presencia de particulas cuya asociacién con el enzima a uno u otro
pH, modifiquen sus propiedades.

2) No es de extrafiar la existencia de dos méximos en el extracto re-
ciente de pH 3, pues jra sefialamog previamente la tendencia de un segun-
do méximo en la zona derecha de la curva. En las discluciones obtenidas
apH 5 su presencx,a puede ser inmediata o requerir un clerto tiempo,

3°) La adicidn de pectinasa no altera las propiedades generales de las
disoluciones. Ello corrobora la primera deduccién. Las pequefias diferen-
cias existentes entre ‘¢l segundo grupo de medidas, tras 18 horas de efec-
tuar las primeras, se deben achacar, como se comprobard después, a la
tendencia de] enzima a desplazar su miximo hacia los pH altos.con el
transcurso del tiempo.
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Nos referimos ahora a otro grupo de cnsayos destinados a aclarar las
caracteristicas del fenémeno- que venimos ‘tratando. Con tal fin, en una
etapa prev1a preparamos un extracto fendlico natural procedente de bo-
tes de conserva de albaricoque en agua, de la misma temporada Para ello,
trituramos una parte del fruto, durante cinco minutos, con tres partes
de alcohol del 80 9%, centrifugamos la suspensién (10 minutos a 6.000
r.p.m.) y el sobrenadante fue concentrado "por desnlacmn a presién redu-
cida hasta un volumen minimo.

Estudlamos a distintos pH las siguientes disoluciones enzimaticas:

A.—Extraida normalmente a pH 5.—Para medir su actividad s¢ cluye
hasta un volumen doble con tampon fosfato citrico pH 5.

B.-—Parte'de la disolucién extraida normalmente a pH 5, se- Pasa a
pH 7 con una disolucién de fosfato disédico, de tal modo que la relacién
entre el volumen inicial y el final sea 1 : 2,

C.——Extraidag normalmente- ‘aJpH 7—Se eluye después con tampén
pH 7 en proporcién 1 : 1.

D.—Parte de la & solucmn extraida normalmente a pI—I 7, se pasd
a pH 5 con diso’ucién de dcido citrico, de tal modo que ta relacién de vo-
1urnen inicial ‘a final ¢s 1 : 2.

- E.—Extraida normalmente a pH 7, con la adicién de 1 °/s de dcido
ascérbico para reducir las posibles trazas de fenoles naturales oxidados
que pueden- existir en- la-disolucién obtenida del polvo acetdnico.

F.—FExtraida normalmente a pH 5, se le adiciond la cantidad corres-
pondiente de extracto de fenoles de- albaricoque;” para reprodumr las con-
diciones de xtraccmn directa del tejido. Elucién posterior con tampén
pH 5 en re'acién 1 :

G.—Extraida noxmalmente a pH 7, s2 le adiciond la canudad corres-
ondiente de extracto fenohco Elucmn osterior con tampdn pH 7 en re-
P p

lacmnl I.. :

De todas las preparamones enz:mdticas anteriores h1c1rnos mcdldas de
actividad catccolasa, 4-las O horas y a las 72 horas de su conservacién a
0°C. Los resultados soh los de la tab'a n.® 31. En la grafica n.° 16 estdn
expresados en esta forma los resultados. En cada representacmn hemos
expuesto las actividades de una de las disoluciones enzimdticas, medidas
a distintos pH, con 105 Val{)res obtenidos 1 hora y 72 horas tras su prepa—
racién. .

‘Tras observar la tabla y las graficas anteriores es posible deducir que:

1.%) . Tantg, las. extracciones efectuadas a. pH 5, como las realizadas a
pH 7, tienden con €l tiempo a presentar su méaximo de acnwdad en la re-

gién de pH 7.
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En otros ensayos, con una disolucién enzimdtica extraida a pH 7,
comprobamos que después de 15 dias de permanecer a 0°C conservaba
actividad enzimdtica y al medirla frente a los distintos tampones de acon-
dicionam:ento, obtuvimos ‘un solo méximo:definido de pH 7; 15 dias an-
tes su comportamiento era ¢! normal de los extractos de pH 7.

La tendencia indicada la observamos ya a las 72 horas en las grificas
A y C de las gréficas 16.

2. El ensayo E lo efectuamos con Ia ﬁnahdad de que el acido ascor-
bico redu]ese durante la extraccién cualquier fenol natural presente en el
polve aceténico. Comparando con C, se comprobaria en tal caso si el en-
zima se asocia a tales fenoles oxidados y si €sta es la causa de variacién
de prOPiedades Con intencién semejante proyectamos F y G. Con los da-
tos suministrados por E, F y G, comparados con Jos ya conocidos, pode-
Mos asegurar con suficiente certeza que la variacién de propiedades antes
citada no tiene como causa una asoc:acién de ta] indole.

3°) La presencia de los fenoles naturales del fruto no altera sustan-
-cialmente el comportamiente de las disoluciones enzimditicas. Ello es

tanto mas claro si se tiene en cuenta el pH de los preparados enzimaticos
correspondientes tras adicionarles !a suspensién fendlica.

4.") La accién del 4cido ascérbico proteje de la inactivacién del en-
zima con el tiempo.

57 Si el enzima extraide a pH 5, lo acondicionamos posteriormente
a pH 7, su comportamiento tras la operacién no ¢s el del enzima extraido

a pH 7, sino que conserva las propledades del enzima extraido a pH 5.

6.°) Si el enzima extraldo a pH 7 se acondiciona posteriormente a
pH 5, su actuacién no co-rresponde al dpo representado por tal pH, sino
que es intermedia entre los dos modelos considerados.

7.°) El enzima extraido a pH 7 y pasado a continuacién a pH §, se
inactiva algo en el cambio, pero sobre todo a lo largo del tiempo. En efec-
to, su actividad inicial es del orden de la del ensayo A, pero a las 72 horas
ha disminuido muchisimo mis que la del citado ensayo A.

Por todo cllo, y tras tomar en consideracién algunos factores que ve-
remos mds tards (similitud en las inhibiciones de las dos clases de extrac-
tos ¢ 1déntica accidn sobre ampl as gamas de sustratos), hemos considera-
do desechadas las tres primeras h1potesm explicatvas del fenémeno a que
nos estamos refirienda, clasificamos como poco, probable la 4.* y creemos
que lo més adecuado es e! 5.° supuesto, .o sea la modificacién de la estrue-
tura de la molécula del enzuna ocasionada por el pH del medio de ex-
traccion,

Todg indica hac1a un r)‘rado de irreversibilidad de tal modificacidén en
uno de los sentidos, ¢ sea que por diversos tratamientos (accién del tiem-



TABLA N~ 3]

CAMBIC DE PROPIEDADES DE CATECOLASA CON LA EXTRACCION
Actividades en , 1.0,/minuto

Tampones de medida

pH 3 pH 4 pH § pH 6 pH 7

Enzima Medida Actividad %  Actividad % Actividad % Actividad %  Actividad 9,
A 1 hora 12,5 737 112 100 154 89 14,1 82 135 79
72 horas 7.0 65 10,8 100 8,0 74 8,5 79 8,6 80

B 1 hora 183 96 18,0 100 16,7 99 16,0 G5 13,3 79
72 horas 83 a0 9.2 100 84 91 7.1 77 69 75

C 1 hora 162 66 24,5 100 22,5 92 9.9 40 7.0 29
72 horas 11,9 63 19,0 100 15,5 82 88 46 68 38

D 1 hora 14,0 84 16,7 100 12,6 75 11,0 66 68 40
72 horas 1,8 58 2.8 100 1,5 54 1,3 47 0,7 25

E 1 hora 16,3 51 27,0 100 24,7 92 8,6 32 6,3 23
72 horas 10,4 39 28,7 100 20,3 76 11,5 43 10,2 38

*F 1 hora 12,6 74 16,4 95 17,2 100 17,1 99 17,1 99
72 horas 6,3 56 96 85 9,6 85 10,5 94 11,2 100

(G 1 hora 16,6 82 20,0 99 20,2 100 14,1 70 12,5 62
72 horas 56 73 7.9 100 36 47 36 47 3,6 47

* Bl pH de F era 4.3.
** Kl pH de G era 58.
Los % se refieren a la actividad méxima.
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po; del pH) es posible a.terar el tipo representado por ‘la exiraccién a
pH 7, hacia el tipo representado por la extraccién a pH 5, pero €l proce-
so inverso no parece ser que tenga lugar. :

Variacién de propiedades de cresolasa con lg extraccion.—FEn primer
lugar hemos de sefialar que hemos comprobado que la actividad cresolasa
presenta también una variacién de propiedades al cambiar el pH del
tampén extractor. Se hicieron unos ensayos para estudiar dicha actividad
en las condiciones utilizadas antes con la catecolasa, empleando para ello
las siguientes disoluciones enzimdéticas.

A.—Fxtraida pormalmente a pH 5-—Antes de medir actividad se
eluye en proporcién 1:1 con tampén fosfatocitrico pH 5.

B.—Parte de la disolucién extraida normalmente a pH 5 se pasa a
pH 7 con una disolucién de fosfato disédico, de tal modo que la relacién
entre el volumen inicial y final sea 1 : 2.

C.—Extraida normalmente a pH 7.—Se eluye con tampén pH 7 en
relacién 1@ 1.

D.—Parte de la disolucién extraida normalmente a pH 7, se pasa a
pH 5 con la adicién de disolucién de 4cido citrico, de tal manera que la
relacién entre ¢l volumen inicial y ¢l final sea 1 : 2.

Mediante ¢l método tipo de medida comprobamos las actividades cre-
solasa de cada una de las disoluciones enzimdaticas tras su preparacién v
72 horas después de conservar a 0° C. De los resultados obtenidos siempre
restamos los valores de los blancos, efectuados con agua bidestilada en lu-
gar de crescl. Para los 10 minutos de actuacidn los valores estin expues-
tos en la tabla n.° 32 y en la grafica n.* 17.

No hay que olvidar, como comentamos a su debido tiempo, que al me-
dir actividad cresolasa medimos simultineamente una actividad cateco-
lasa, por lo cual las variaciones que hemos comprobado anteriormente en
catecolasa influirdn en la medida de cresolasa.

A la vista de todo ello podemos deducir:

1) En la medida de actividad cresolasa, procedente de extracciones
a distintos pH rea'izadas en medios tamponados diferentes, se presentan
las mismas variaciones que ocurren con la catecolasa.

2.°) De acuerdo con lo conocido previamente, la actividad cresolasa
es mds sensible a pH bajos ya cambios de

3 En la extraccién a pH 7 dicha actividad es casi nula en medios
tamponados 2 pH altos.

4.y Existen condiciones de medida en las que la acc.dn <resolasa es
minima o nula (véase grificas anteriores), por e¢jemplo, la actividad me-
dida a pH 7 en el extracto realizado a pH 7 (C) o en las actividades en
todo ¢l rango de pH con el enzima extraido a pH 7 y acondicionado a
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pH 5.(D). En tales condiciones, sabemos por el estudio de la actividad ca;
tecolasd que aun tan sdlo ‘con 3 minutos de actuacién-.en lugar de los 10
minntos necesitados en la cresolasa, sj existe suficiente sustrato catecolasa,
Mmuestra unas actividades varias veces superiores a las obtenidas en estos
ensayos de cresolasa Por tanto, en tales condiciones, no falta la actividad
catecolasa sino su sustrato y, por tanto, no ha actuado la’ actividad creso-
lasa, que es la que lo debia producr Creemos que ello es bastante demos-
trativo de que la actividad cresolasa estd afectada, también, por el pH de
extraccién Yy que la alteracién que experimenta es cualitativamente seme-
Jante a la que tiene Jugar en caso de actividad catecolasa, cuya actua-
Cién es enzimdtica. Si, como parece loglco pensamos que las variaciones
de comportamlento por el pH de extraccidén se deben a cambios en la
molécu'a del enzima (en su 4rea activa o en otra regién), el razonamiento
seria aphcablc a las dos actividades, puesto que las dos acuvidades se
afectan del mismo modo, y si consideramos que la accién catecolasa n-
dudablemente es enzimaitica, la cresolasa también ha de tener una natu-
raleza enzimdtica
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TABLA N.* 32
VARIACION DE PROPIEDADES CON EL pH DE EXTRACCION
Medidas de actividad cresolasa en p,L .0,
- TIPO DE ENZIMA
Tampén de medida A B C
. 1 hora 8,3 10 10,1 0,6
actividad 59 y5,50 17, 52 - 3,7 —_
pH 3 :
o, . 1 hora 42 95 32 50
72 horas 36 - 85 .19 —_
o 1 hora 19,5 10,7 22 1,2
Actividad 72 horas 4,8 6,1 ' 19,6 —
PH 4 —
<, 1 hora 190 100 69 100
72 horas 100 100 100 _—
L 1 hora 135 95 32 0.6
Actividad 79y 1 2.5 27 16.2 -
pH 5 .
A 1 hora 69 92 100 50
72 horas 52 43 83 —
Activi 1 hora 16 2,5 115 0,3
ctividad 75 poras 3,2 2,7 S 11 -
pH 6 i
% 1 hora - 82 02 36 67
72 horas 67 43 56 —_
tiv] 1 hora 17 9,5 0,9 0.8
Actividad g9 opag 3.3 0,9 ‘09 —
pPH 7
% 1 hora 87 92 3 67
72 horas 69 15 4.5 —_

Los % se refieren i actividddes maximas.
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B.—ESTABILIDAD DE FENOLASA FRENTE A pH, TIEMPO Y TEMPERATURA

a) CATECOLASA DE ALBARICOQUE
i

\.—Estabilidad de catecolase frente a temperatura, pH y tiempo—El
estudio de la influencia de estos factores sobre la estabilidad del enzima
catecolasa presenta aigin interés tedrico, puesto que nos permite conocer
algunas de sus propiedades, pero sobre todo posee un enorme interés prac-
tico. La experiencia en I industria conservera de albaricoque, melocotén
y alcachofa nos ha demostrado que muchos de los inconvenientes que se
presentan durante la elaboracién, sobre todo en el uso del producto por
el consumidor, se deben a pardeos originados por una actividad fenolosa
que no fue inlnblda totalmente.

Para tratar este problema estudiamos extractos, procedentes de polvos
acetbénicos de albaricoque extraidos con tampén 0,1 M, pH 5. En la diso-
lucién enzimdtica, separamos cuatro partes al 1cuotas que acondicionamos
del modo siguiente:

1> Hasta pH 3, por la adicién de disolucion de dcido citrico.

2> Hasta pH 4, por la adicién de disolucién de dcido citrico.

32 pH 3, el propio original.

4° pH 6, por la adicién de disolucién de fosfato disédico.

De cada una de estas 4 disoluciones enzimdticas tomamos 4 muestras,
que conservamos en -termostatos diferentes, a temperaturas de 0°C,
20° C, 40°C y 60° C respectivamente, de tal modo que en cada temperatu-
ra existfa enzimas de los distintos pH de conservacién,

A tempos diferentes de 0 horas, 2 horas, 17 horas, 24 horas, desde el
comienzo del perfodo de conservacién, efectuamos medidas tipo de la
actividad catecolasa de las 16 muestras diferentes.

Los resultados los expresamos resumidos en la tabla n.* 33 y con el fin
de aclarar su interpretacién, estan en forma grafica en la ﬁgura n.° 18, y de
tales resultados es inmediato deducir las consecnencias siguientes:

1. La estabilidad a pH 5 6 6 es bastante mayor que a 4 6 3. Por de-
bajo del pH 5, para una misma temperatura, la inactividad del enzima
es mayor si el pH es menor. Este hecho es interesante en la industria
conservera para conseguir con el menor tiempo posible y la minima tem-
peratura, la inactivacién enzimdtica que asegure la inexistencia posterior
de pardeos en la fruta de] bote. No hemos extendido més el rango de pH
estudiados, pues intercsan los normales de actuacién del enzima en el fru-
to en fresco, o en conserva.

2.° La estabilidad térmica del enzima es considerable y aunque las
temperaturas altas producen una inmediata cafida de la actividad cateco-
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lasa, el resto no inactivado se conserva bien a lo largo del dempo. Este he-
cho explicaria la existencia de pardeos en conservas en las cuales la inac-
tivacidn del enzima no ha sido total, por lo que resta un pequefio residuo
sin inactivar,

2 —Inactivacion de catecolasa a temperaturgs altas—Hemos observa-
do que a temperaturas altas hay una gran inactivacién del enzima en un
COr'tg penodo de uempo En el proceso de elaboracién industrial de los
frutos, e] enzima debe inactivarse durante Iz esterilizacién, la cual requie-
re tiempos minimos para evitar reblandecimentos. Por ello hicimos un
grupo de ensayos de Inactivacién con tratamientos térmicos de cinco mi-
nutos a distintas temperaturas sobre enzimas acondicionados a diferentes
pH.

Se realizé una extraccidén de enzima procedente de polvo aceténico y
se dividié en 4 partes alicuotas, poniéndole a una de ellas disclucién de
dcido citrico hasta pH 4. A otra se le afiade diso'ucién de fosfato sédico
hasta pH 6 y la tercera se deja a su pH 5.

Sometimos muestras de cada una de estas 3 discluciones enzimdticas
a un tratamiento térmico de 5 minutos a 0°C, 60°C, 70°C, 8(°C, 90°C
y 100°C. Al final de este periodo efectuamos las mediciones de catecolasa
y Se establecid como comparatwo el ensayo que permanecia a 0°C, para
asi conocer el grado de inactivacién ocasionado por la temperatura.

En la tabla n° 34 se reflejan los resultados obtenidos, plasmados en
forma grifica en la figura n.* 19. De su estudio queda comprobado que:

1. De acuerdo con los datos ya existentes la mayor parte de la acti-
vidad catecolasa se destruye con relativa facilidad, pero para lograr la
inactivacién total se prec1sa una temperatura muy alta,

2.° Con pH menores se consigue mayor inactivacién a temperaturas
mas bajas.
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TABLA N 33
ESTABILIDAD DE CATECOLASA DE ALBARICOQUE FRENTE
A TIEMPO, pH Y TEMPERATURAS
Actividades en pl . O,/minuto
Conservacién Conserva;:ic’m Conserv.aci(-ﬁn Conservacion
aoC a200C a 40°C a 60°C

Activ, o Activ. %o Activ. o Activ. %
@ 0 horas 5,6 100 5,6 100 5,6 100 5,6 100
é 2 horas 4,6 82 2,0 36 L2 21 1,3 23
£ 17 horas 2,8 50 1,0 18 0,7 12 0,7 12
S 24 horas 'z,p 36 0,4 7 0,4 7 0 0
= 0 horas 15,8 100 15,8 100 15,8 100 15,8 100
E‘ 2 horas 41 8 8,1 51 51 32 ‘ 1,5 9
E 17 horas 71 45 ‘33 21 20 13 1.0 6
g 24 horas 6,1 38 2,1 13 0,7 4 0 0
>  °Q horas 20,9 100 20,9 100 20,9 -100 209 100
E‘ - "2 horas 19,7 M 17,8 85 11,2 53 4,1 20
g 17 horas 17,0 81 10,4 50 7,1 34 17 8
S 24 horas 14,7 70 8,5 31 5,1 24 0 0
; 0 horas " 179 100 179 100 17.9 100 17,9 100
= 2 horas 16,3 91 15,3 85 8,1 45 2,2 12
g 17 horas 13,4 75 8,1 45 6.3 35 1,7 9
E 24 horas 12,0 67 6,2 34 44 24 0 0

Los % se refieren a la actividad méxima como 100,
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TABLA N.°- 34

INACTIVACION DE CATECOLASA DE ALBARICOQUE
POR CALENTAMIENTO

Enzima 7 Enzima Enzima
Temperatura apH 4 apH S5 apHa
w0, 10,1 40,5 26,8
g C
% Inactivaciéon — — —_
pl O, 5,5 ‘ 32 22,3
60°C
% Inactivacion 43 o, 21 9 18 9
ul O, 4 - 14 131
70 C
% Inactivacion 61 o 65 of 51 9f
pl O, 2,4 9,15 55
80 C
% Inactivacion 79 °f 739 73 9
pl O 1,5 1,8 1,8
900 C .
% Inactivacién 82 9 95 o 93 9
pl O, ¢ 0 0
100 C

% Inactivacién 100 ¢4 - 100 9 100 ¢,
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b.—CRESOLASA DE ALBARICOQUE

|.—Estabilidad de cresolasa frente a temperatura, pH y tiempo. He-
mos comprobado en ensayos anteriores que la actividad cresolasa es mu-
cho menor estable que la catecolasa, Los ensayos siguientes son paralelos
a los efectuados con catecolsa y confirman definitivamente esa afirmacién
y nos hacen pensar que la inactivacién del enzima cresolasa no constituird
un problema serio en la elaboracién normal de alabricoque y melocotén
en las fabricas de conserva.

En la tabla n.° 35 y en su grafica n.* 20, se expresan los resultados de
los ensayos de estabilidad con el tiempo en relacién con el pH y la tem-
peratura.

Los resultados obtemdos los comparamos con los correspondientes a
catecolasa (tabla n.° 33 y grafica n.’ 18) y deducimos de ellos que:

12 Todos los datos obtenidos coinciden cualitativamente al sefialar
la igualdad de comportamiento de cateco'asa y cresolasa.

2.° Por debajo de pH 5 de acondicionamiento, para una misma tem-
peratura, la inactivacion de] enzima es mayor a pH menores.

3.° Tal como expusimos anteriormente, aun cuando el comportamien-
to general es idéntico, la cresolasa es mucho mids sensible que la catecola-
sa a los efectos de pH bajos de acondicionamiento y al sornetimiento del
preparado enzimdtico a altas temperaturas.

2.—Inactwacién de cresolase a temperaturas altas—Anteriormente
hemos indicado que. la inactivacién de cresolasa no deberia constituir nin-
gin probléema serio en la industrializacién conservera de albaricoque- y
melocotén, pero a pesar de ello y para Lomprobar tal afirmacién, se hizo

un ensayo de inactivacién con enzima acondicionado a distintos pH y
sometida a temperaturas altas durante cinco minutos, tal como se hizo
con catecolosa. Los resuitados son los de la tabla n° 36 y la grifica n.° 21
y, en resumen, es posible destacar de ellos que el comportamiento corres-
ponde a lo que se esperaba tenlendo en cuenta los ensayos anteriores, y
asf, por ejemplo, con cinco minutos de permanencia a.70° C se ha conse-
guido una inactivacién total de cresolasa.
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TABLA N 35
ESTABiLIDAD DE CRESOLASA DE ALBARICOQUE FRENTE
A TIEMPO, pH Y TEMPERATURA
Actividades enp1 . G,
Conservacion Conservacién  Conservacién  Conservacién
aoC a 200 C a 40°C a 60°C

Activ. % Activ. %o Activ. o Activ. o,
; 0 haras 1,5 100 1,5 100 15 100 15 100
o 2 horas 1 66 0 0 0 0 0 0
_E 17 horas 0 0 0 0 0 G 0 1]
E} 24 horas o a 0 o 0 0 0 0
«  Ohoras 107 100 107 100 107 100 107 100
% 2 horas 9,2 86 31 29 2,1 19 0 0
g 17 horas 3,1 29 0,8 7 0.2 2 0 0
g 24 horas 1,5 14 0,2 2 0 0 0 0
w 0 horas 18,6 100 18,6 100 18,6 100 18,6 100
%‘ 2 horas 18,3 98 15,3 82 9,2 49 15 8
£ 17horas 165 89 5,3 28 46 25 0 0
;,E; 24 horas ) 13,5 72 2.4 13 2,1 11 0 0
o 0 horas 10,7 100 10,7 100 10,7 100 10,7 100
E: 2 horas 9.8 91 5,1 48 4,0 37 0 0
£ 17 horas 6,1 57 21 19 14 13 0 0
E 24 horas 43 40 0,6 6 0,5 5 )] 1]

Los % se refieren a la actividad mdxima.
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C.—CATECOLASA DE ALCACHOFA

L—~Estabilidad de catecolasa frente g temperatura, pH y tizmpo—Ha
quedado sciialado en esta Memoria que €l comportamiento del complejo
fenolasa de albaricoque y melocotén es diferente al de alcachofa. Por esta
razén, repetimos con disoluciones enzimdticas procedentes de alcachofa,
la serie de ensayos que, con fenolasa de albaricoque, se habian realizado
y han quedado expuestos. Las condiciones experimentales fueron rtotal-
mente idénticas en ambos ensayos y los resultados obtenidos se exponen
en la tabla n.* 37 y en la grafica n.° 22. A la vista de estos datos debemos
hacer resaltar que:

1.* El sistema catecolasa de alcachofa es mds sensible que el proce-
dente de albaricoque a los efectos de pH bajos (3 6 4) y de temperaturas
altas (60° C).

2. Otra diferencia con el complejo fenolasa de albaricoque es el he-
cho de que el enzima procedente de alcachofa mantenido en condiciones
de pH 5 6 6 y a temperaturas moderadas (entre 20°C y 40° C) presenta
un incremento no permanente de actividad catecolasa con el tiempo, cuyas
causas no vamos a discutir en este trabajo donde sélo nos limitaremos
a presentar este hecho que queda reflejado .mds claramente en la tabla

738,

2.—Inactivacion de catecolasa de alcachofa por calentamiento.

Se repitieron series de experiencias andlogas a las efectuadas con el
complejo fendlico procedente de albaricoque y los resultados que obtuvi-
mos se sumarizan en la tabla n.® 39 y grifica n.* 23 en las que se expre-
san la inactivacién producida por tratamientos térmicos de 5 minutos de
duracién sobre diversas disoluciones enzimdticas acondicionadas a distin-
tos pH.

De los datos de 1a tabla n.* 39, se puede establecer que

I.*  Se confirma la mayor labi lidad térmica de catecolasa de alcacho-
fa en relacién con catecolasa de albaricoque. '

2> Para lograr la inactivacién total con 5 minutos de tratamiento
térmico, se necesitan las siguientes temperaturas: 50°C para enzima a
pHl 3; 60°Csiel pH es 4; 80°C a pH 5 y 90°C con pH 6.

En cuanto a cresolasa no es necesario insistir mds ya que no plantea
problemas tecnolégicos por ser un enzima ficilmente inactivado por la
temperatura.
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TABLA N 36

INACTIVACION DE CRESOLASA DE ALBARICOQUE
POR CALENTAMIENTO

Aclividades en n 0,

Enzima Enzima Enzima

Temperaturg a pH 4 apH b apH 6
pl O, 0 12,2 9,2
¢ C
% Inactivacén — 0 0
ul O, 0 8,7 37
600 C .
% Inactivacién — 59 41
ul O, 0 0 0
700 C . -
% Inactivacion —_ 100 100
ut 0, 0 0 0
800 C
% Inactivacion — 100 100
pl O, 0 0 0
90 C
% Inactivacién — 100 100
pl O, (] 0 0
100¢C
% Inactivacion — 100 100
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TABLA N.° 37

ESTABILIDAD DE CATECOLASA DE ALCACHOFA FRENTE
A TIEMPO, pH Y TEMPERATURA

Actividades en pl O,/minuto

Conservacién Conservacién Conservacién  Conservacién
a0 C a 200 C a 400 C abrcC

Activ, % Activ. % Activ, % Activ, %

; 0 horas 4,5 100 4,5 100 4.5 100 4,5 100
S 2 horas 2,5 56 0 0 0 0 0 0
E 17 horas 0 0 0 0 0 0 0 0
£ 21 horas 0 o 0 o o o o 0
- 0 horag 93. 100 9,3 100 93 100 93 100
E‘ 2 horas 9,2 98 41 44 0,7 7 0 0
& 17 horas 3,3 35 0,5 5 0 0 0 0
E 24 horas 18 2 0 0 0 0 0 0
v  p horas 11,9 100 11,9 100 11,9 100 11,9 100
% 2 horag 11,4 96 8,0 67 1,7 14 0 0
g 17 horas 7.0 59 1,0 8 0,7 8 1] 0
g 24 horas 6,1 51 260 220 2.3 21 0 0
© 0 horas 225 100 225 100 225 100 225 100
E‘ 2 horas 22 98 20 89 13,5 60 0 100
E 17 horas 18,5 82 65 29 18,5 82 0 0
5 24 horas 156 70 27,0 120 180 80 0 0

Los % se refieren a la actividad maxima como 100,
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TABLA N.»* 38

INCREMENTO DE ACTIVIDAD CATECOLASA DE ALCACHOFA CON
TEMPERATURAS MODERADAS DE CONSERVACIOCN Y pH 5 6 6
DE ACONDICIONAMIENTOQ

Tipo de enzima

pH 5-20°C pH 5.-40¢C pH 6.-20°C pH 6.-40°C

Actividad 11,9 11,9 22,6 22,5
0 horas

% 100 100 100 100

Actividad 8,0 1,7 20,0 135
2 horas .

Do 67 14 89 60

Actividad 1.0 0,7 6.5 18.5
17 horas

% 8 6 29 82

Actividad 28,0 23 27,0 18,0
24 horas

T 220 19 120 80

Actividad 25,0 23 25,0 2,4
41 horas

% 210 19 110 - 11

Actividad 20,0 1,0 14,0 0
70 horas

%o 170 8 62 0

Las actividades se dan enp 1 de O,/minuto.
Los % se refieren a la actividad inicial.
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TABLA N 39

INACTIVACION TERMICA DE ACTIVIDAD CATECOLASA DE ABCACHOFA
CON CINCO MINUTOS DE TRATAMIENTO

Enzima condicionado a

Tratamiento pH 3 pH 4 pH 3 . pH 6

térmico Actividad 9f Actividad o, Actividad of, Actividad ¢
o C 3.6 100 11,6 100 - 19 100 22 100

500 C 0 0 0,5 4 7.2 38 18 82
60°C 0 0 0 4] 1,2 G 12,3 65
T C 0 0 0 0 0,5 3 1,2 8
80" C 0 0 V] 0 0 0 0.3 1
0= C 0 0 0 0 0 0 0 0
100° C 0 0 0 0 0] 0 0 0

La actividad estd medida en nd de 0,/minuto.
Los % se refieren a la actividad mdxima.
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Vi
SUSTRATOS DEL COMPLE]JO FENOLASA

El estudio de la actuacién del sistema fenolasa sobre diversos sustra-
tos persigue dos fines:

1° Cualquier informacién sobre la posible relacién entre la estruc
tura de una sustancia y su capacidad para actuar como sustrato nos pue-
de ayudar a conocer el mecanismo de accién del enzima.

2.° Es interesante comprobar en que medida los fenoles naturales
del fruto pueden actuar como sustratos del enzima. De este modo ten-
drfamos un mayor conocimiento del papel biolégico del enzima en los
frutos,

En primer lugar, reunimos la mayor cantidad posible de sustancias
con funcién fenol puras y probamos su capacidad para actuar como sus-
tratos. Los ensayos se hicieron con disoluciones enzimiticas extraidas
apH 5 ya pH 7 de polvo aceténico de albaricoque. Comprobamos que
no existian diferencias entre éstas. Por otra parte, hay que advertir que
se adiciond al medio de reaccién una cantidad catalitica de catecol para
poder controlar y medir la posible existencia de actividades cresolasa.
Segiin las indicaciones de Lavollay (26) repetimos los ensayos en medios
alcohdlicos del 5 94, para aumentar la solubilidad de algunas de las sus-
tancias probadas. No existieron diferencias cualitarivas debidas a la pre-
sencia de alcohol.

Como consecuencia de estos ensayos exponemos en las tablas n.? 40 y
n.° 41 una clasificacién de los fenoles seglin sean o no capaces de actuar
COmMQ SUStratos.
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En la tabla n." 40 se han clasificado como positivos fisetina, miriceti-
na, dcide gélico ¢ hidroquinona, a pesar de que las actividades que se ob-
tuvieron con ellos tenian un va'or bajo. En el caso de las dos primeras
sustanclas se observé que, aunque su solubilidad es muy pequeda, la ac-
tividad aumenta a] incrementar la cantidad adicionada de estos flavo-
noides al medio de reaccidn, aun cuando éste estuviese saturado de an-
temano. Esto nos hace sospechar que la actividad observada se deba a
impurezas o contaminaciones de esas sustancias con otras gue pueden
ser sustratos del enzima. Con la hidroquinona y el édcido gélico no exis-
tia ese problema de solubilidad, pero aun con concentraciones de ellos
del orden de 10 M en el medio, los valores de la actividad fenolasa al
actuar sobre estos fenoles son muy bajos.

A la vista de las tablas n.” 40 y n.* 41, podemos indicar que el sistema
fenolasa puede actuar como cresolasa sobre el p-cresol, pero no sobre el
m-cresol, o-creso] ni p-nitrofenol, luego parece ser que, para su actuacidn,
el grupo fenol debe llevar en posicién para un sustituyente de 1.° clase.
La hidroquinona no es buen sustrato a pesar de ser un feno! con un sus-
tituyente de 1.* en para pero resulta que cste sustituyente es otro grupo
—OH y ya comprobaremos al estudiar inhibidores que este hecho puede
provocar otros fenémenos.

Con un triturador adecuado, tratamos tejidos de fruto con mezcla
alcohol-agua (80 % de alcohol), tras centrifugar el extracto ]iquido lo
concentramos a presidn reducida y comprobamos manomeétricamente
que era capaz de scr sustrato del sistema fenolasa

Desde el punto de vista comparativo, nos interesa saber 'a eficacia de
1a accidn catecolasa sobre cada uno de los sustratos clasificados mds arri-
ba como pos:tives para tal enzima.

La cinérica de enzimas dispone para este efecto de los términos
K. y V.. que aparecen en la expresion de Lineweaver-Burk para la
ecuacién de iMchaelis:

en la cual:

v = velocidad actual! de la reaccidn en condiciones establecidas.

V_ = velocidad méxima de la reaccién cuando el enzima se encuen-
tra saturado de sustrato.

[s] = concentracién del sustrato.

K, = constante de Michaelis.

Un tratamiento mas profundo sobre el significado de esta ecuacion se
encontrard en un buen libro de Enzimologia.
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Sin embargo, aqui hemos de sefialar que V_ y K, son constantes
para un enzima en unas mismas condiciones de ensayo vy, por ello, la

! _frente a

representacién de es una recta, cuyo coeficiente an-

En medidas de act-

. . 1
guiar es y la ordenada en el origen es v

vidad podemos variar 1a concentracién de sustrato, con lo que tendremos

disuntas velocidades de reaccidn (actividades enzimadticas) y representan-
1

obtendremos una

Y
recta con la cual calcularemos analiticamente K,y V.. En las tablas
n.° 42 y 43 y en la grifica n.* 24 se expresan los resultados de los ensayos
efectuados a tal fin con diversos sustratos utilizando un mismo preparado
enzimdtico y midiendo las actividades segin el procedimiento tipo, ex-
cepto en lo referente a la concentracién del sustrato que varia en cada
medida, de acuerdo con lo sefialado en cada tabla.

De los datos expuestos en las piginas anteriores y tras los cdlculos co-
rrespondientes obtenemos los valores expresados en la tabla n® 44

Intentaremos dar un significado mecanistico a los resultados. La ac-
ci6n del enzima la expresamos por las 1eacciones:

da las correspondientes parejas de valores

1 2
I E+SE ES E + P en que:
E = enzima
S = sustrato
ES = complejo enzima-sustrato
P = producto de la reaccién.

Por otra parte, en la grifica n.® 25, representamos una curva tipica de
actividad enzimadtica fremte a concentracidon de sustrato. Segin ella, la
velocidad miximg de actuacién de un enzima ocurre cuando se encuen-
tra saturado de sustrato, en cuyo instante la concentracién del complejo
ES es mdxima y V_ nos mide la mixima formacién de producto a par-
tir del complejo antes citado, o bien la formacién de complejo a partir
del enzima y del sustrato, segin que sea la etapa 2 6 la 1 la que Ii-
mite la reaccién global,
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TABLA N. 42

CINETICA DE [LA ACCION CATECOLASA SOBRE DIVERSO0S SUSTRATOS

_ Sustrato: (—) epicatequina Sustrato: hidrato {4} catequina

A B C D A B C b
0,6.10—8 46 1.500 2,2.10—2 0,6.10—3 40 1.500 2,5.10—2
0,5.10—2 40 2.000 2,5.10—*2 0,5.10—2 31 2.000 3,2.10—=
03.10— 31 3.000 3.2.10—2 03.10—2 23 3.000 4,4.10—2
0,25.10— 27 4.000 3,7.10—2 0,25.10-8 18 4.000 5,4.10—2
0,2.10—2 .22 5.000 4.4.10—= 0,2.10—2 16 5.000 6,3.10—3
0.16.10— 19 6.000 5,3.10—2 0,18.10~ 13 6.000 7.6.10~2

Sustrato: catecol Sustrato: dcido cafeico

A B C D A B C D
2 10— 35 500 2,8.10-2 0,8.10—2 44 1.500 2,3.10~2
1.10-2 22 1000  45.10—* 03.10-* . 29 3.000  34.10-2
0.6.10—3 16 1.500 6,1.10—=2 0,2.10—3 21 5.000 4,7.10—2
0.5.10-3 13 2.000 7,4.10—2 0,16.10—2 19 6.000 5.3.10—2
0,4.10~3 11 2.500 9,1.10—*

Sustrato: 3,4 dihidroxitolueno Sustrato: dcido clorogénico

A B (o D A B C D
1.10-3 92 1.000 1,1.10—= 0,6.10—2 52 1.500 1,5.10—2
0,5.10—3 62 2.000 1,6.10~2 0,5.10—=2 39 2.000 2,6.10—2
0,3.10—2 43 3.000 2,3.10-2 0,3.10— 28 3.000 2,6.10—2
0,25.10—3 33 4.000 3,0.10—= 0,25.10—2 20 4.000 49.10—9
0,2.10—2 28 5.000 3,5.10-2 0,2.10— 17 5.000 5,9.10—2
0,16.10— 24 6.000 4,2.10—2 0,16.10— 14 6.000 6,9.10—=
A = Concentracién molar de sustratos en el medio: [s].
B = Actividad catecolasa en g1 O, : V.
C =1/ [s].
D = 1/ V.
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TABLA N. 43

CINETICA DE LA ACCION CATECOLASA SOBRE DIVERSOS SUSTRATOS

Susirato: dcido isoclorogénico Suslrato: acido pirogalico
A B C D A B C D
1.10-8 57 1.000 1,7.10— 1.10—= 16 1.000 6,2.10—2
0.5.10—3 35 2.000 2.9.10—2 0,5.10—2 11 2.000 . 93102
03.10—3 30 3.000 - 3,3.10—* 0:3.10-- 9 3.000 11.10—
0.25.10— 27 4,000 3,1.10—2 0,25.10— 5 4.000 12,6.10—2
0,2.10—2 24 5.000 4,1.10—2 0,20.10—2 ki 5.000 15.10—2
D 0,16.10+ 20 6.000 49.10—* 0,16.10—2 g 6.600 17.10~2
Sustrato: dcido protocatéguico Sustrato: miricetina y fisetina.
A B C D
10.10—2 9 100 11.10—=2 Su solubilidad es pequena ¥ atin en
2.10—3 8 500 13.10--2 disoluciones saturadas la actividad es
1.10-3 6 1.000 16.10—1 tan pequefia gque no se pueden reali-
0,5.10—3 5 2.000 22.10—2 zar medidag con un minime de segu-
0,310 4 3.000 22.10—2 ridad.
Sustrato: A4cide gdlico Sustrato: hidroquinona
I.a actlvidad es muy pequeiia Sucede igual gque con dcido galico
n 4 I’-l 0,) aun a concentraciones de lo que nos indica, que no son sustra-
sustrato muy altas («» 102 M), por lo tos aceptables .de catecclasa de alba-
que no se pueden realizar medidas. ricogue.
. !
A = Concentracién molar de sustratos en el medio: [s] '
B = Actividad catecolasa enp 1 0, : V.
C = 1/ [S]
D = 1/ V.
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TABLA N.° 44

CONSTANTES DE MICHAELIS Y VELOCIDADES MAXIMAS DE DISTINTOS
SUSTRATOS DE CATECOLASA DE ALBARICCQUE

Sustrate - Km (M) Vm (pl.Og) Vm/ 2 Km
Acido isoclorogénico 0,36.10—? 60 85.108
Acido cafeico 15 10— 80 80.10°
3-4 dihidroxitolueno 1,4, 10— 200 70.108
(—) Epicatequina 0,85.10— 10 65.10%
Acido clorogénico 1,2, 10— 140 60.10*
Hidrato de (+) catequina 0,74.10— 80 55.108
Acido pirogdlico 0,55.10-1 25 20.10°
Catecol 24. 10— 80 15.102
Acide protocatéquico — 10 —

Si en la tabla n.° 44 consideramos el valor V para catecol (80), com-
parado con el 4-metilcatecol (200), 4cido protocatéquico (10} y 4cido ca-
feico (80), deducimos que con un sustituyente de 1.* en posicion 4 ha
aumentado la velocidad mixima (V ), mientras que un sustituyente de
2.* como ¢l COOH la ha disminuido. Segtin la reaccién I si la etapa 2 li-
mita la velocidad, se comprende qué un sustituyente de 1.* al ceder
electrones al nicleo, sea por su efecto mesémero o por el inductivo, en-
riqueza electrénicamente a los grupos OH facilitando su oxidacién (ce-
sién de electrones). Con un sustituyente de 2." (NO,) sucede lo contra-
rio. Si la etapa limitante de la velocidad es la 1, los resultados anteriores
significan que al formar un complejo con el enzima, el sustrato actia ce-
diendo electrones, con lo cual un sustituyente de I.* facilitaria la forma-
<ién de dicho complejo y uno de 2.* la dificultarfa.
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El efecto de tres grupos —OH en posicién vecinal, disminuye la V|
{catecol-pirogalol) (Acido protocatéquico-icido galico} y los datos expues-
t0s no permiten deducir si la causa es dilcultad estérica para formar el
complejo (1. etapa de la reaccién) o es la dificultad para romperse éste
(2 etapa de la reaccién).

En ¢l caso de (+) catequina, (—) catequina, acido clorogénico y dci-
do isoclorogénico, las estructuras no son sencillas y no es ficil interpre-
tar correctamente los resultados.

mYm

En la ecuacién I si hacemos v = Z=™. resulta que K, = s, de for-

m
ma que K representa la concentracién de sustrato necesaria para que
la velocidad sea la mitad de la maxima, dindonos una idea de la concen-
tracidn necesarla de sustrato para que el enzima se sature. A igualdad
de V¢! «endimienion de un enzima serd inversamente proporcional
a su K_. Por otra parte, a igualdad de K, serd directamente proporcio-
nal a V_.

Por ello, hemos escogido el cociente V/2 K, como medida relaciona-
da con lo que llamaremos eficacia del enzima para un determinado
sustrato.

En la tabla n." 44, de los 6 mayores valores de cficacia, 5 corresponden
a sustancias fend'icas existentes en el fruto (comunicacién personal de
Miguel Pdrraga Luna, de nuestro Laboratorio). Del 6.°, 4 metil catecol,
no s¢ tienen actualmente referencias de su posible existencia en el fruto.
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Vil

0
INHIBICION DEL SISTEMA FENOLASA

Los inhibidores que hemos usado en estos ensayos los podemos cla-
sificar en dos grupos, segin la finalidad que se pretende.
En el primer grupo incluimos:
A. Dietilditio-carbamato sédico {C.Hs), NCSSNa, que es un inhibi-
dor especifico de los enzimas cuya actuacién depende del cobre,
B. Hidroxiquinoleina HOC,H,N : CHCH : CH, complejante del
|

cabre pero no tan especifico comlo el anterior,

C.  Azida sédica N.Na, complejante de metales. Posee poca especi-
ficidad.

D. p-cloromercuribenzoato sédico Cl Hg Cs H, COONa, especifico de
grupos tioles,

Trataremos de interpretar los resultados de inhibicién de estas sustan-
cias con objeto de ayudar 2 la solucién del problema que plantea la natu-
raleza de accién del enzima.

En el segundo grupe de inhibidores incluimos diversas sustancias mds
o menos relacionadas con los aspectos pricticos de elaboracién y conserva-
cién de los frutos que venimos tratando.

INHIBIDORES DEL PRIMER GRUPOD.—Hemos considerado de interés estu-
diar la inhibicién, tanto de extractos enzimdticos obtenidos con tampén
de pH 5, como los preparados a pH 7. Otro tipo de variacién considerada
fue la adicién del inhibidor en el instante de la medida de actividad
o con un perfoo previo de incubacién.

Efectuamos las medidas de los activos y de las correspondientes inhi-
biciones, a distintos pH, para establecer asi la relacién entre ¢l grado de
inhibicién y la acidez del medio de reaccién.
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En todas las experiencias la concentracién del inhibidor en ¢l medio
de reaccién o de incubacién fue 10—° M.

Por necesidades practicas de lcs ensayes hubimos que introducir al-
gunas variaciones en los métodos tipos de valoracién de actividad cateco-
lasa y cresolasa. Por ello, indicamos seguidamente las condiciones de
medida.

Medida de catecolasa sin incubacién—3 ml de tampén de acondicio-
namiento; 1,5 m] de agua bidestilada; 1 ml de disolucién de 4cido as-
cérbico (0,02 M); I ml de disolucion de catecol (0,1 M); 0,5 ml de diso-
lucién de inhibidor (2.10* M) y | ml de disolucién enzimdtica. Se in-
terrumpe la actuacién a los tres minutos con la adicién de 4cido meta-
fosférico y se valora el 4cido aschrbico restante con disolucidn de iodo
0,005 N. 0

Medida de catecolasqa con incubacion.—5 ml de tampén de acondi-
cionamiento; 0,6 ml de agua bidestilada; 1 m] de dcido ascérbico (0,02 M;
I ml de catecol (0,1 M); 0,4 ml de diso'ucién de inhibidor (2.107* M) y
2 ml de mezcla incubada de enzima, A los tres minutos de actuacidn se
afiade el dcido metafosforico y se valora el dcido ascérbico. Como en el
caso anterior, se ha de hacer un blanco para restar el valor del activo y
conocer asi la verdadera actividad.

La mezcla incubada consiste en 1 parte de enzima, 0,1 parte de diso-
lucién de inhibidor (2.10~* M), y 0,9 partes de aua bidestilada y se deja-
ba incubar 18 horas a 0°C.

Medida de cresolasa—Se sigue el mismo método que en el caso de la
medida de actividad catecolasa, con cresol en presencia de una cantdad
catalitica de catecol (0,005 ml 0,1 M). E! tiempo de actuacién es de
diez minutos, E] blanco se determina susntuyendo el p-cresol por agua
bidestilada.

Los resultados de las medidas efectuadas se expresan en las tablas
n.° 45 yn." 46 y en la grafica n." 26.

A.—Dietilditiocarbamato.—En el caso del dieti!ditiocarbamato sédico
(fig. 26 A) observamos que si no se preincuba, al medir la actividad fren-
te a pH alto, la inhibicién no es total. Como sf lo es con premcubaclon
previa, estudiamos €l periodo de incubacién preciso para conseguir tal
efecto.

Comprobamos que quince segundos de incubacién resultan ser sufi-
cientes para que la inhibicién sea total, es decir, es preciso que antes de
la adicidn del catecol el enzima esté en contacto del dietilditiocarbamato
Sin embargo, al adicionar e] enzima a un medio de reaccién a pH 7 que
contenga la mezcla de catecol y dietilditiocarbamato sédico, existe una
pequefia actividad.
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Los resu'tados se podrian interpretar como una competencia simple en-
tre el sustrato y el inhibidor por ocupar el centro activo del enzima, y en
este caso se conseguirfa una inhibicién total al cabo de un corto perfodo
de nempo de reaccién, al final del cual el dienlditiocarbamato sédico
habria ocupado todos los centros activos. La actividad residual medida co-
rresponderia al periodo de tiempo en que el inhibidor no ha ocupado to-
dos los centros activos y una pequefia cantidad de sustrato se estd trans-

formando aun.

INHIBICION DEL, EXTRACTO DE pH 5

TABLA N»° 45 A

Actividad catecolasa en i 10/ miﬁuto

SIN INCUBACION CON INCUBACION
Tampdn Iuhi- Acti- “{,inhi- Tampdn Inhi- Acti- ¢f, inhi-
do bidor vidact cion de bider  vidad cion
medidn medida
— 21,2 94 % -_ 21,2
pH 3 A 1.2 —2 % pH 3 A 0,5 98 %
B 21,6 89 % B 25,7 —21 %
C 2,3 C 3,5 83 %
— 271
pH 4 A 0.2 99 %
B 23,8 5 %
C 29 90 %
— 21,2 — 21,2
pH 5 A 1.5 93 % pH 5 A 0 100 %
B 21,2 0 % B 25,9 —22 %
C 4.4 79 % C 19,8 12 %
— 21,2
pH 6 A 2,5 88 %
B 21,5 0 %
C 13,4 a8 %
— 22,5 — 22,5
pH 7 A 6,1 73 % pH 7 A 0,3 99 %
B 21,5 4 % B 22,4 0 %
C 18,7 17 % C 19,8 12 %
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TABLA N-* 45 B

INHIBICION DEL EXTRACTO DE pH 5
Actividad catecolasa en y 1 0,/ minuto

SIN INCUBACION CON INCUBACION
Tumpon Inhi- Acti- "/, inhi- Tampdn Inhi- Aeti- ¢/ inhi-
de bidor vidad bision de bidor vidail bicién
medida medida
— 14,0 — 14
pH 3 A 1,2 91 % pH 3 ‘A 31 78 %
B 13,7 2 % B 23 —64 %
C 1,5 90 % C 2,1 85 %
— 17,7 — 7.7
pH 5 A 0 100 % pH 5 A " 06 96 %
B 16,2 3 % B 21,8 —22 %
C 0, 100 % C 3,7 79 %
— 23,5 — 23,5
pH 7 A 0,9 96 % pH 7 A 0,5 98 %
B 17,7 24 % B 18,3 12 %
C 18,6 20 % C 22,6 4 %
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TABLA N.° 46 A

INHIBICION DEL EXTRACTO DE pH 7

Actividad catecolasa en ul 0,/ minuto

SIN INCUBACION

'CON INCUBACION

Tampdn Inhi- Acti- o4, inhi- Tampon Inhi- Aeti- “t, inhi-
e bidor  vidad bicidn ne bidor  wvidad bieién
medids medida
— 19,5 — 18,5
pH 3 A 0,8 96 % pH 3 A 1,1 96 %
B 19,5 0 % B 25,7 —32 %
C 2,3 88 % C 6.0 M %
— 18,5 — 19,6
pH 4 A 0.8 96 % pH 4 A 1,1 95 %
B 21,86 —11 % B 24,8 —27 %
C 3,2 83 % C 8,6 56 %
— 18 — 18,0
pH 5 A 0,9 95 % pH 5 A 0,61 97 %
B 18,4 2% : B 21 —16 %
C 4,9 73 % C 7.2 60 %
— 9,7 70 % — 9,7
PH 6 A 3,0 2 % pH 6 A 0,61 94 %
B 9,6 36 % B 11,5 —18 %
C 6,2 C 6.4 34 T
— 7.8 70 % — 7.8
pH 7 A 2,3 0% pH 7 A 0,0 100 %
B 7.8 35 % B 91 —16 %
C 6,1 C 6,3 19 %
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TABLA N.* 46 B
INHIBICION DEL EXTRACTO DE pH 7

Actividad catecclasa en uw 1 O,/ minuto

SIN INCUBACION CON INCUBACION
Tampébn Inhi- Arti- v/, inhi- Tampédn Inhi- Acti- °fo.inhi-
de bidor vidad hieion i) bidor vidad bieidn
_medida medida
— 58 o 58
pH 3 A 0 100 % pH 3 A 0 100 %
B 62 —5 % B 90 —55 %
C 0 100 % C 3 9% %
— 8,7 : — 87
pH 5 A 0 100 % pH 5 A 0,7 99 %
B 83 5 % B 120 -—37 %
C 12 87 % C 19 78 %
— 6 —_ 6
pH 7 A 0 100 % pH 7 A 0,3 95 %
B 4 35 % B 8.6 —40 %
C 4 35 % C 43 30 %
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Nuestros dates experimentales nos sefialan que no ocurre asi, pues
hasta los diez minutos de comenzada la reaccién de catecolasa, en presen-
cia de catecol y de dietilditiocarbamato sédico, sigue existiendo una pe-
quefia actividad residual.

Deseamos hacer notar que siempre que, ¢n presencia del DDC, he-
mos encontrado esa pequefia actividad residua!, simultdneamente va
apareciendo en €] medio un color amarillento que es similar al que se
produce por la accién del DDC con una pequefa concentracién de iones
Cu** libres. En el caso de inhibicién total, ese color no se presenta.

En este trabajo nos limitamos a sefialar ¢l fenémeno, pensando en-
trar en su estudio a fondo en una nueva fase posterior.

B.—8-Hidroxiquinoleina—1Iista sustancia (véase fig. 26 B), no te-
ne un marcado efecto inhibidor. Al contrario, en las medidas a pH bajo,
de enzimg incubado, muestra un clare efecto activador.

Dado que la 8-hidroquinoleina es capaz de complejar numerosos me-
tales y habida cuenta de que cuando no hay incubacién no se observa
efecto activador, sospechamos la preséncia en la disolucidn enzimatica de
alguna sustania, posiblemente un metal, constituyente o no de !a molé-
cula de] enzima, y que a pH bajo de medida tuviese un efecto inhibidor
sobre catecolasa, y que la incubacién con 8-hidroxiquinoleina diera lugar
a la eliminacién del metal y, de ahi, su efecto aparentemente activante.

Para comprobar esta hipétesis, preparamos una disolucién enzimati-
ca procedente de polvo aceténico de albaricoque extraido a pH 5, roma-
mos tres partes alicuotas y las tratamos de modo que:

Al es la disolucion enzimdtica a 0°C; Bl es el resultado de dializar
contra agua destilada a 0°C durante 4 horas; C/ resulta de dializar 2
horas a 0°C contra 8-hidroxiquinoleina 10— M y a continuacién contra
‘agua destilada ¢l mismo tiempo y a la misma temperatura. Llamaremos
A2, B2 y C2 a las fracciones Al, Bl y CI guardadas 12 horas a 0°C
para servir de testigos de las A3, B3 y €3 que son como las 41, Bl y CI
pero incubadas posteriormente 12 horas con 8hidroxiquinolefna 10— M.,

Tras las oportunas correcciones de volimenes s¢ midieron las activi-
dades de estas 9 fracciones a distintos pH, con los resultados expuestos
en la tabla n.® 48,

Como conclusién de este resultado deducimos que:

1. Los efectos de la didlisis contra agua o contra disolucién de 8-hi-
droxiqunoleina son sustancialmente los mismos y andlogos al efecto de
incubar al enzima primit_ivo con 8-hidroxiquino'eina.

2.° La incubacién que nos hace pasar de la etapa 2 a la 3 tiene efec-
to sobre A, pero no sobre B o C, o sea que parece existir un metal, ficil-
mente separable, cuyo efecto inhibidor se expresa a pH bajo, y que se
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elimina con 8hidroxiquinoleina (por incubacién o didlisis) o por simple
dialisis contra agua. E] ién metalico en cuestién no puede caracterizarse
directamente sobre e! liquido dializader, por encontrarse en concentra-
ciones minimas. Esperamos llegar a su identificacién en nuevos trabajos
sobre este tema,

C.—Azida sédica—Los resultados de inhibicién con azida respon-
den a una accién producida por el N;H presente. En efecto, en la tabla
n.° 49 expresamos los resultados de un ensayo de inhibicién realizado a
pH 5 con distintas concentraciones de azida, ¢ lo que es lo mismo, con
distintas concentraciones de N;H, pues conocemos el pK (Ke = 1,8.10-5)
y deducimos que a pH 5 hay 36 % de N.H respecto a la concentracién
total de azida.

Sabemos que:

[N} [HA}
N.H (—_—"""‘ N,— + H+ y K =
[N H]

y conocemos K, H* (por el pH de! medio) y la suma [N,7] + [N,H]
que es la concentracién de azida en el medio. Por tanto, en el ensayo de
inhibicién representado en la grifica 26 C, es posible establecer ung re-
lacién entre el tanto por ciento de inhibicién y ¢l N;H presente a cada
pH, y esta relacién coincide exactamente con la que ya conociamos ex-
perimentalmente antes (tabla n.° 43) a partir de las medidas hechas a pH
5, 0 sea, que en las medidas de inhibicién por N,Na realizadas a distin-
tos pH, la inhibicién depende tan sélo del IN;H presente y es indepen-
diente, respecto al comportamiento del enzima, del pH de medida.
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TABLA N.»° 47
INHIBICION POR p-CLOROMERCURIBENZOATO SODICO

Actividades en p 1. O,

pPH medida ‘
3 4 5 6 7 8
CATECOLASA A B A B A B A B A B A B
Ezxtracto ¢ pH 5
Normal 138 09 445 094 41 09, 45 0o, 405 0% 45 0%

Sin incubacién* 3,4 759, 187 589, 34 179, 40 11/ 40,5 0% 42 8%
Con incubaci6n 30 859, 168 629 29 297 36 209 405 0% 42 8%

Extracto a pH 7

Normal 199 0% 79 09 B4 09 535 09% 49 0% 442 0%
Sin incubacién* 55 739, 46 419, 76 109, &3 09, 50 0% 45 0%
Con incubacién 4,6 779, 33,5 579, 61 279, 53 09 42 4% 36817T%

CRESOLASA

Extracto a pH 5 _

Normal 140 09 17,7 09 235 09
Sin incubacién* 4,92 659 12,8 279 18,9 19¢,
Con incubacién 6,1 569 14 219 21,4 109,
Extracto a pH 7

Normal 58 09 BT 09 6 09
Sin incubacién* 24 589 64 259 6 09
Con incubacién 36 379 75 149, 6 09

A = Actividad enp 1. 0,
B = Tanto por ciento de inhibicién.
Sin incubacién*=E] inhibidor se aflade en el momento de realizar la medida.
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TABLA N.° 48

EFECTO DE LA DIALISIS CONTRA AGUA O DE LA ACCION DE LA
& OXIQUINOLEINA SOBRE LA ACTIVIDAD CATECOLASA MEDIDA

a pH BAJOS
Actividades en ].l'l o, pH de medida
Enzima 3 4 5 6 7
Al 24 41 44 45" 45
B1 36 46 44 43 43
C1 38 45 45 46 486
A2 20 32 36 37 40
B 2 30 35 35 ar 38
Ccz2 31 37 37 37 37
A3 33 35 34 33 36
B3 30 35 . 34 35 35
Cc3 30 36 35 a6 36
TABLA N.* 49

INHIBICION DE CATECOLASA POR AZIDA SODICA

Medidas de actividad efectuadas a pH 5.—=Slempre N, H =serd el 36 % de la azida

Azda en el N,H en el % de inhi-
medio medio bicion
4.10~¢ M 1,4.10—% M g
8.10— M 2,8.10— M 20
410 M 1,410 M 52
8.10— M 2,810 M 64
4,10 M 1410— M 80
810 M 28107 M 90
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D.—p-cloromercuribenzoato sédico—En la tabla n* 47 y en la gri-
fica 26 D se han expresado los resultados obtenidos en los ensayos de in-
hibicién efectuados con esta sustancia. Aparte de las pequefias discrepan-
clas observadas con €] enzima preincubado extraido a pH 7, en genetal,
la inhibicién a pH bajo es mucho mayor que a pH alto, por lo cual sos-
pechamos que tal efecto inhibidor no es debido a una accién sobre los
grupos tiol del enzima, sino, y después volveremos sobre ello, al efecto
del grupo carboxilo libre.

Para confirmarlo basta observar en la tabla 50 que con 4cido benzoico
la inhibicién responde a las mismas variaciones frente al pH que en el
caso del pcloromercuribenzoato sddico y asf, a pH 4 es del orden del
909 y a pH 7 es bastante menor.

Como resumen de los ensayos cfectuados con este primer grupo de
inhibidores, hemos de hacer notar que, en lineas generales, la inhibicién
responde a unas mismas caracteristicas en catecolasa y en cresolasa; en
enzima extraido a pH 5 y en el extraido a pH 7.

TABLA N-° 50

VARIACION DE LA INHIBICION PROVOCADA POR EL ACIDO BENZOICO
AL VARIJAR EL pH DE ACTUACION

Actividad catecolasa en Fl 0,

Medida a pH 4 Medida ¢ pH 7
Actividad Inhibicién  Actividad Inhibicién
Extracto de pH 5 16,8 22 —
Extracto con 4ac. benzoico 1,5 9% 12,2 46%
Extracto de pH 7 . bh48 49
d con 4cido benzoico 1,5 7% 32 35%

En todas las condiciones las concentraciones de 4cido benzoico en los medios
de reaccidén fueron las mismas.

GRUPO SEGUNDO DE INHIBIDORES

Como pensamos en su interés prictico, la inhibicién de las sustancias
de este grupo se relaciona tan sélo con catecolasa, pues anteriormente
hemos sefialado que la inhibicién o desnaturalizacién de cresolasa no
ofrece graves problemas en la Industria Conservera,:
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Azicares.—Estudiamos glucosa, sacarosa y fructosa en concentracio-
nes en e] medio de reaccién que variaron desde un 5 9 hasta un 30 %.
En las medidas de catecolasz los resultados indican que no existe inhibi-
cién a concentraciones bajas y tan sGlo existe un ligero efecto de hasta
un 15 % de inhibicién en concentraciones muy altas de azicares, los
cuales provocan una gran viscosidad y dificultan el acceso de oxigeno.

{ones—Knsayamos, con concentraciones variables, las siguientes sus-
tancias: cloruro sédico, cloruro potdsico, fluoruro sédico, nitrato potdsi-
co, fosfato magnésico, acetato sédico. No tuvieron efecto inhibidor el
fosfato magnésico ni el nitrato potdsico, pero si las otras cuatro sustan-
cias, cuya actuacién resumimos en la tabla n.° 51, aunque para que se
hagan patentes los efectos inhibidores del acetato sdédico las concentra-
ciones necesarias son demasiado altas. Debido a 13 similitnd de resuita-
dos con cloruro sodico y clorure potamco y puesto que el nitrato pota51-
co no es inhibidor, deducimos que los iones Nat y K+ no afectan al enzi-
ma y que el efecto inhibidor es debido al 16n halégeno, siendo bastante
mis acentuada la accién del i6n fluor que la del cloro.

TABLA N.° 51

INHIBICION DE CATECOLASA POR ALGUNOS IONES

CLORURO SODICO CIL.ORURO POTASICO
Concentracion Imhibicién Concentracidn Inhibicion
10— M ’ 2% 10— M 10 %
510—4 M 25 % 5.10— M 19 %
10— M 30 % 10— M 29 %
5.10— M 72 % 51— M 68 %
10— M 80 % 101 M 80 %
510t M 93 % 5.10— M 90 %
1M 100 % 1.M 100 %
FLUQRURO SODICO ACETATO SODICO
Concentracidn Inhibicién Concentracion Inkibicién
1.10— M 2 % 6.10—1 M 1%
2.10— M 4 % 12. M 19 %
1.10— M 33 % 24 M 40 %
2102 M b3 %
4104 M 7 %
1.1 M 91 %
21— M 95 %
4.10—2 M 97 %
1.10— M 98 %
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Agentes conservantes—Se ensayaron los efectos de las siguientes
sustancias: d4cido benzoico, dcido salicilico, dcido sérbico, nisina, lacta-
to de tilosina, p-hidroxibenzoato de etilo, p-hidroxibenzoato de propilo,
y bromoacetato de etilo.

Las tres primeras, resultaron tener una fuerte accién inhlubidora sobre
la actividad catecolasa, mientras que las otras no la alteraban, lo cual nos
hizo pensar que el efecto inhibidor no se puede confundir con el efecto
annfermento, sino que las sustancias que actian como inhibidores lo ha-
cen por alguna propiedad estructural. Como esos inhibidores tienen un
grupo carboxilo libre conjurado con un sistema resonante bastante in-
tenso, intentamos conocer si el efecto inhibidor era propio de esta estruc-
tura, ta] como se expone a continuacion:

Inhibicion y estructura—Acudimos a un buen nimero de sustancias
con estructuras carboxilo conjugadas con sistemas resonantes u otras es-
tructuras relacicnadas con ésta. Realizamos las medida d= catecolaa en
presencia de una concentracién de mh1b1d0r de 6,25.10* M y los resul-
tados finales se resumen en el cuadro n° 52 en el que escribimos la fér-
mula estructural, el nombre y el nimero que indica el porcentaje que ha
inhibido de actividad catecolasa. De los hechos expuestos en este cuadro
se deduce que:

1. En principio, el carboxilo conjugado con un sistema resonante
intenso, tiene capacidad inhibidora. Asi, el dcido cindmico es el mejor
inhibidor, mientras el Acido fenilacético no inhibe en absoluto.

2. La inhibicién ¢s especifica del —COOH libre; por esterificacién
desaparece la accién inhibidora.

3° El sistemna resonante ha de estar constituido por lo menos por
dos dobles enlaces (dcido sérbica); con un solo doble enlace (dcido croté-
nico) no es suficiente.

4° La accién inhibidora parece estar sometida a impsdimento esté-
rico notable, pues cuando el —COOH estd mis alejado del nicleo ben-
cénico inhibe mejor (4cido cindmico y dcido benzoico). Ademds, los gru-
pos en orto distintos del ~OH, hacen desaparecer ¢l efecto inhibidor
(ortonitrobenzoico y 4cido ortotoluico, a pesar del poco volumen del gru-
po —CH,). Los grupos en meta distintos del —OH disminuyen (dcido
m-nitrobenzoico, dcide m-aminobenzoico) o anulan (3,5 dinitro benzoico,
acido 3,5 dinitro salicilico y 4cido sulfosalicilico) la accién inhibidora, En
camblo los sustituyentes en pare no disminuyen e, incluso, aumentan la
inhibicién.

5. Respecto del grupo —OH, consideremos las siguientes observa-
ciones:
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a) Los tres dcidos hidroxibenzoicos tlenen aproximadamente la mis-
ma capacidad inhibidora.

b) El 4cido gélico es un inhibidor moderado y un mal sustrato.

¢} El pirogalol es peor sustrato que el catecol. '

d) El 4cido cindmico es el mds potente inhibidor mientras que el
_ 3,4 dihidroxicindmico (dcido cafeico) es de los mejores sustratos.

€} La capacidad para actuar como sustrato parece responder clara-
mente a que los sustituyentes sean de 1.* o 2.* clase y en menor cuantia
a las dificultades estéricas, mientras que la capacidad para inhibir parece
independiente de la naturaleza del susttuyente (excepto para el —OH) y
estd muy relacionada con su volumen y proximidad.

De todo ello parece légico pensar que el centro donde acude el
~COOH inhibidor es distinto del centro activo de la accién catecolasa;
ambos tienen distinta configuracién estérica, pero deben estar situados lo
suficientemente préximos para que una vez colocado el inhibidor en el
centro de inhibicién, dificulte el acceso de sustrato al centro activo, pero
si el inhibidor tiene grupos —OH oxidables (caso del 4cido cafeico) pue-
de orientar dichos grupos al centro activo mientras ¢l carboxilo estd en el
centro de inhibicién, por lo que, en conjunto se favorece la formacién
del complejo enzima-sustrato y por tanto la accidn catecolasa.

En la tabla n.° 53 exponemos inhibiciones frente a concentraciones
de benzoato sédico, dcido salicilico v dcido sérbico. Pues estos datos, asf
como los que ya conocemos sobre accién de iones, sobre todo cloruro,
tienen interés prictico por su ap'icabilidad en el proceso de industrializa-
cién de los frutos tratados en este complejo.
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TABLA N.° 53

ACCION INHIBIDORA DE ALGUNOS ANTIFERMENTOS
SOBRE CATECOLASA

BENZOATO SODICO ACIDO SORBICO
Concentracion Imhibicidn Concentracion Inhibicion
4.10— M 6 % 4,10~ M 0%
1.10—2 M 20 % 1.10— M 8 %
2102 M 34 % 2102 M 18 %

4. 10— M 50 % : 6,25.10— M 45 %

1.10—2 M 70 %

ACIDO SALICILICO

Concentracion Inhibicidn
1.16— M 0 %
210+ M 0 %
4104 M 4 %
1.10—3% M 8 %
2102 M 17 %
410 M 35 %

1.10—2 M 66 %
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VIII
RESPIRACION Y PAPEL BIOQUIMICO DE FENOLASA

En los estudios que hemos realizado sobre respiracién, hemos encon-
trado grandes dificultades, que posiblemente han ocasionado que en las
dos campafias investigadas, los resultados obtenidos no hayan correspon-
dido a las esperanzas que teniamos previamente al respecto. En efecto, la
temporada de maduracién de albaricoque es muy corta y ¢! trabajo en
aparato Warburg sobre respiracién requiere una cierta lentitud, por lo
cual al obtener resultades interesantes en algunas experiencias no se
puede insistir sobre el tema, peus el material biolégico de partida ya no
presenta las mismas caracteristicas que posefa unos dias antes.

Nuestros ensayos los hemos efectuado con «s'icesn de albaricoque en
un medio tampén de volumen adecuado, midiendo el consumo de oxige-
no y el desprendimiento de diéxido de carbono en cada caso.,

Intentamos abordar los problemas de la variacién del cociente respi-
ratorio a lo largo de la maduracién, la influencia de! lavado de los «sli-
ces», la respiracién de algunos azﬁcares'y dcidos orgdnicos, la inhibicion
del proceso respiratorio por dietilditiocarbamato sédico, y sobre todo el
posible papel desempefiado por los fenoles y la fenolasa en la respiracion.

Debido a las dificultades enunciadas al principio, los resultados en
general no han sido lo suficientemente concluyentes para obtencr interpre-
taciones claras sobre esos fenémenos, s

En la bibliografia se encuentran datos sobre tirosinasa de patata y
otros enzimas de este tipo, de los que se deducen que la adicién a los
«slicesy de extractos fendlicos naturales procedentes del propio material
biolégico incrementan tanto el consumo de oxigeno como la produccién
de diéxido de carbono, y este estimulo continiia durante largos perfodos
de tiempo. Nosotros hemos trabajado con este tipo de experiencias y en-
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contramos que con «slices» de albaricoque muy verdes y con un extracto
fendlico procedente de una extraccién a'cohdlica (en volumen 80 9% de
alcohol y 20 9%, de agua) de albaricoques verdes y en efecto, encontramos
€se tipo de estimulo, tal como se refl¢ja en la tabla n.® 54 y en la grifica
n.® 27,

Un examen riguroso del proceso nos indica que resnltados como los
anteriores no se pueden interpertar directamente como una demostracién
de que los feno'es naturales incrementa la respiracion. En primer lugar,
si tomamos los datos correspondientes al periodo d¢ tiempo situado entre
los 60 minutos y los 180 minutos, observamos que realmente no hay in-
cremento en el oxigeno y sélo existe el del didxido de carbono. El consu-
mo iniicalmente alto de oxlgeno durante los primeros 60 minutos se
puede achacar 3 la accién del sistema fenolasa de albaricoque al actuar
sobre sus propios sustratos naturales que afiadimos en la preparacién fe-
nélica. Respecto al diéxido de carbono, hemos de sefialar que los extrac-
tos fendlicos naturales con los cuales se trabaja habitualmente, semejan-
tes a nuestro propio extracto, llevan también una gran cantidad de los
4cidos naturales del te-jido, por lo cual la gran produccic’m de CO, podria
explicars= en términos de incremento del proceso metabélico de wransfor-
macién de esos dcidos.

Nuestras medidas de la inhibicién respiratoria provocada por la in-
cubacién de los «slicesy con dietilditiocarbamato sddico 1073 M y otros
ensayos efectuados, nos indican que existe alguna ctapa en la que inter-
viene el cobre, pero ello no es demostrativo de que tal etapa sea precisa-
mente la de 1z actuacidén de fenolasa sobre sus sustratos,

Por otra parte, seguimos la ténica de otros trabajos publicados recien-
temente, citados en los Antecedentes, y comprobamos que efectivamen-
te, la adicién de catecol, p-cresol, 4cido clorogénico, 4cido cafeico, hidra-
to de (+) catequina a los «slices» provocan un aumento inmediato gran-
disimo (a veces llega hasta 300 9,) del consumo de oxigeno y un incre-
mento mds moderado en ¢l diéxido de carbono producido. Pero tam
CO Creemos que, en este caso, sea estrictamente correcto el deducir que
hay incremento en la respracién, pues estas sustancias son sustratos de la
fenolasa del fruto, lo cual explicaria el gran consumo de oxigeno. Por
otra parte, en otros ensayos hemos comprobado que durante la accién
fenolasa se produce CO; en una proporcién aproximada del 24 al 259
respecto al oxigeno consumide, por lo cual podriamos sefialar esta accién
fenolasa como causa de los resultados obtenidos.
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TABLA N.»° 54

INFLUENCIA DE LA ADICION DE FENOLES NATURALES SOBRE LA
RESFIRACION DE «SLICES» DE ALBARICOQUES VERDES

Valores enyl . 0, 0 CO,

Tiempo de medida «Slices» normales «Slices» con fenoles

. 0, Co, 0, Co,
bie) 7 6 17 27
20 13 12 28 34
ao ) 18 ] 16 35 40
40’ 26 20 R 48 49
50" . 32 25 ) 59 57
60’ 36 28 69 65
80’ 50 36 83 83
100" 64 45 98 im
120 76 53 112 119
140° 89 63 128 142
180r 103 73 143 161

180 117 84 157 T 13

Medidas realizadas en aparato Warbur, a 27°C vy 120 oscilaciones/minuto.
Los blances con fenoles solos, son inapreciables.
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Lo que si parece cierto es que el producto de oxidacién del catecol
inhibe 1a respiracidn, lo cual sc¢ comprueba cuando lo adicionamos en pe-
quefia cantidad al medio de la respiracién, pues, en otro caso (concen-
tracién alra), el efecto de catecolasa enmascaria la inhibicién de respi-
racion. Esta inhibicién se comprueba en experiencias como la represen-
tada en la tabla n.° 55 y en la grifica n.° 28 donde la adicién de 4cido
ascorbico hace desaparccer ese efecto inhibidor, que es claro comparan-
do los valores entre los 120° y los 180°, ya que al pnnolplo actiia €] siste-
ma catecolasa sobre el catecol anadldo.

El papel biolégico del sistema fenolasa ha sido muy estudiado, desde
que se descubrié la existencia de este enzima. Desgraciadamente, aunque
el problema sz ha abordado durante estos 30 afos desde diferentes dn-
gulos, s6lo se han obtenido resultados muy parciales que, interpretados
a la ligera, a veces han conducido a teorfas en extremo opuestas. En ge-
neral, se discute sobre si la accién fenolasa correspende a una oxidasa
terminal en una via respn‘atona pero faltan los argumentos claros que
tengan su base en experiencias definitivas y que ocasionan el que se
tome partldo por alguna de las teorias existentes. En realidad, el proble-
mga conglste en encontrar las técnicas premsas para poder abordar la
cuestién adecuadamente. Por otra parte, es muy posibie que el organis-
mo cuente con diversos caminos respiratorios que se puedan utilizar de-
pendiendo de las condiciones a que se encuentre sometido, de tal forma
que cuando de una manera u otra se introducen en el sistema sustancias
o agentes exOgenos, a fin de cstudiar el citado sistema, éste se puede mofi-
ficar y la informacién que nos proporciona no corresponderia a su actua-
cién normal.

Con estas expcr1enc1as y consideraciones no creemos agotado el tema,
ya que, por | contrario, se abren nuevas perspectwas que permitirin tra-
tarlo con mavor profundidad.
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TABLA N.° 55
INHIBICION DE LA RESPIRACION, POR EL PRODUCTO DE LA
OXIDACION ENZIMATICA DEL CATECQOL, EN «SLICES»
DE ALBARICOQUE»
Valores en P-]
Tiempo de
medida
. 0, Co, 0, Cco, 0, co,

10 7 6 17 5 19 11

20 16 14 32 14 35 18

30 25 20 44 20 50 24

40 34 26 56 29 64 31

50° 40 30 65 34 78 37

60 48 37 73 40 94 44

80' 65 48 89 51 120 59

100° 78 57. 100 60 150 73
120 94 3 68 T 11— 69 — 185 86 7
14¢° 112 81 123 r 77 } 216 I 99 |
160" 128+ 92 3 134 %6 g5 18 g 7T gpp B
180’ 136 98 137 | 87 I 262 l 121 |

A = gSlicesy normales.

B
C =

correspondientes a la autooxidacién del ascérbico.

eSlicesp con la adicién de 1,5 pM de catecol.
B con 30 yM de &cido ascérbico. A los valores se les ha deducido los

Medidas realizadas en aparato Warburg a 27°C y 120 oscilaciones por minute.
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1X

INACTIVACION POR CALOR DEL COMPLEJO FENOLASA
EN FRUTOS

Al estudiar las propiedades del sistema fenolasa de albaricoque,
comprobamos €] comportamiento de catecolasa frente al calor, para lo
cual medimes su inactivacién en relacién con diversas temperaturas y
otros factores.

Desde el punto de vista prictico, interesa conocer si ¢l comportamien-
to del enzima en mitades de fruto (proceso industrial ordinario) respon-
de a las mismas caracteristicas que el enzima en disolucién al someterlo
a tratamiento térmico en orden a su inactivacién.

Para enfocar este problema tecnoldgico realizamos una serie de ensa-
yos con frutos procedentes de una gran partida homogénea, de las que se
obtienen normalmente en las” fibricas de conservas tras el proceso de
clasificacién,

En distintos recipientes con agua mantuvimos temperaturas de 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90 y 100° C respectivamente y pusimos grupos de 6 mi-
tades de frutos durante dos y cinco minutos en ese medio. Tras esta
operacién y el enfriamiento ripido postenor de cada uno de estos gru-
pos de frutos tomamos muestras de cinco gramos, de modo que 1ncluye-
sen todos los frutos y todas las zonas de una manera representativa, y, a
continuacién, extrajimos del modo usual la catecolasa residual y medi-
mos su actividad normalmente.

Los resultados, comparados con la actividad de una muestra 1gual
pero sin tratamiento térmico, se expresan ¢n la tabla n’® 36 y en la gri-
fica n.” 29.
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TABLA N”° 56

INACTIVACION TERMICA DE CATECOLASA EN FRUTOS ENTEROS

Temperatura Dos minutos Cince minutos
% actividad inicial % actividad inicial
60 99 B0
650 56 40
700 29 25
75° 25 3
80¢ 18 2
850 ' : 6 0
800 — —
100 — —_
TABLA N. 57
l, . 3 61 10, .
- Temperatura of, actividad o actividad of, actividad o, -actividad
650 97 80 . 50 53
700 80 43 38 20
75 - 63 18 10 3

80e 50 " 10 1 g
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Queda comprobado que en c¢inco minutos de tratamiento hacen fal-
ta temperaturas muy altas para tener la seguridad de una inhibicién to-
tal Y, como en el proceso de esterilizacién usual en fibricas.no slempre se
conmguen estas a'tas ternperaturas en el centro del bote, realizamos una
nuevy serie de ensayos con temperaturas de 65, 70, 75 y 80" C, variando
los tiempos de tratamiento de ¢ a 10 minutos, con los resultados que se
observan en la tabla n.° 57 y en la grafica n.°* 29.

De la serte de ensayos precedentes deducimos:

1.* Existe una gran similitud entre el compmtam:ento del enzima
en el fruto y en disolucién. :

2. Nuestra experiéncia con elaborados reahzados en fibricas nos
indican que algunos de ellos se pardean tras cierio tlempo de perma.necer
abierto el bote, debide a una actnudad catﬂcolasa remdual cuya cuantia
hemos meédido en repetidas ocasiones 'y ha resultado ser muy baja, de tal
modo que actividades residuales como las que quedan en el tratamiento a
75°C durante 10 minutos (grifica 30) son suficientes para producir par-
deos posteriores. Por ello, y.a la vista de los datos anteriormente expues-
tos, en el proceso de esteri'izacién, para tener un minimo de seguridad
se debe mantener uan temperaturg, de 80° C en el punto mds frio del bote
al menos durante 8 minutos y si se quicre reducir este tiempo para evitar
problemas de blandeo, hacen falta temperaturas superlores alos 80°C en
el centro del bote, .
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CONCLUSIONES

Primera—¥n las medidas de actividades catecolasa y creso asa se
pueden usar métodos volumétricos, teniendo en cuenta cada uno de los
tactores que hemos estudiado.

Segunda—La critica de los procedlrmentos usuales en la determina-
c¢6n de cresolasa, nos demuestra que ninguno de ellos da una medida real
de tal actividad. El método utilizado por nosotros tiene valor con fines
comparativos.

Tercera—Como ya se sabia, el enzima catecolasa se. mactlva durante
su actuacién ¥ nOosoLros hemos concluido que tal inactivacién no se debe
a los productos de oxidacién enzimdtica del catecol La Cltada inactiva-
cén responde a ung cinética de prnner orden.

Cuaria—L] perlodo de induccién de la actividad cateco'asa se evita
en todos los casos por la adicién de trazas de catecol, pero no siempre por
la presenc1a de 4cido ascorbico, por lo que sus respectivas formas de ac-
tuacién deben diferir en algo.

Quinta. —Aunque generalmente es considerado el smtema oxidasa so-
luble en agua, en nuestros ensayos de extraccién deducimos que a’ 'go de
é] estd en forma parncu]ada _

Sexta.—El comportamiento de catecolasa y cresolasa de albaricoque y
melocotén frente al pH de medida depende del pH del tampén extractor
y el fendmeno tiene las mismas caracteristicas en ambos frutos, mientras
que ¢l comportamlento de fenolasa de alcachofa es 1ndepend1ente del pH
d extraccién. De los ensayos realizados, 'sé deduce que dicha diferencia
de propledades debe tener su orlgen en alguna modificacién estructural
de la proteina. Existen dos formas bien definidas del enzima, de las cua-
les, una tiende a convertirse irreversiblemente en Ia otra.

Séptima—El enzima catecolasa es bastante estable térmicamente en
un rango amplio de pH. Asf a 40°C, pH 5, al cabo de 24 horas conserva
el 24 9 de la actividad inicial. En cambio, la actividad cresolasa mues-
tra una gran labilidad en la totalidad de sus comportamientos.
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Octava—La inactivacién térmica del complejo fenolasa de albarico-
que en disolucién o en medios frutos, es del mismo tlpo y demuestra, que
para téner un minimo de seguridad. en ta] inactivacién, es necesario man-
tener una temperatura de 80°C durante 10 minutos o de 85°C durante
5 minutos.

E! complejo fenolasa de alcachofa es mds 14bil frente a temperaruras
altas y pH bajos.

Novena—De los ensayos efectuados con ¢l complejo fenolasa de al-
baricoque sobre diversas sustancias fendlicas, deducimos que no se trata
de una trosinasa pues no hidroxila la tirosina. La accién cresolasa del
complejo precisa sustratos con requerimientos estéricos y electrénicos de-
terminacos.

La capacidad para actuar como sustrato de catecolasa, se favorece por
la existencia de grupos de 1.* clase en posicién no contigua a los dos
—OH vy se dificulta por los grupos de 2.* clase. Con sustituyentes de es-
tructura compleja. (fenoles naturales) los efectos son mas dificiles de in-
terpretar.

Los valores de lo que llamamos eficacia, V/ 2Km son mucho mayores
para los sustratos naturales que para los no naturales. Hacemos excepcién
de] 4-metilcatecol, que no tenemos referencia de su existencla en frutos,
pero cuya eficacia es muy grande.

Décima—En general los fenémenos de inhibicién de catecolasa son
semejantes para cresolasa. En medidas a pH altos, el dietlditiocarbama-
to sédice sélo inhibe totalmente cuando se preincuba el enzima con el
inhibidor. La inhibicién por azida a distintos valores de pH demuestra
que el inhibidor es ¢l N,H. La 8-hidroxiquinoleina no actiia como inhi-
bidor, pero elimina alguna sustancia (probablemente un metal) inhibido-
ra a pH bajos, de forma que ¢l efecto resultante es una activacién en
medidas a pH bajos. :

La accién inhibidora del para-cloromercuribenzoato sédico a pH ba-
jos se debe al efecto del grupo 4dcide conjugado con el sistema resonante
del nicleo,

Undécima.—L.os aniones fluoruro y cloruro muestran gran efecto in-
hibidor, mds el primero qeu el segundo.

Lo estructura carboxilo libre conjugado con un sistema resonante de
m4s de dos dobles enlaces ha mostrado una gran actividad inhibidora,
con un centro de accidn que parece ser distinto al centro activo de cate-
colasa, pero bastante préximo a ¢, de tal modo que una vez formado ¢l
complejo enzima-inhibidor, le resulte muy dificil al sustrato llegar hasta
el centro activo catecolasa. Esta inhibicién se dificulta claramente por
efectos estéricos.
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Duodécima—Los estimulos en el consumo de oxigeno y en la produc—
cién de diéxido de carbono ocasionados por la adicién de sustancias fe-
nélicas, naturales o no, a «slices» de tejidos no se puede asegurar que sean
respiratorios. -Los productos de oxidacién de fenoles, tales como los obte-
nidos por la accidén de catecolasa sobre catecol, inhiben el proceso respi-
ratorio normal.

Décimotercera—De todos los datos obtenidos, especialmente los re-
ferentes a estabilidad, inhibicién, comportamiento frente al pH y pro-
piedades generales de cresolasa, llegamos a 12 conclusién de que esta ac-
tividad es de tipo enzimdtico, corroborando las afirmaciones de la escue-
la de Columbia y en contra de la hipdtesis de Kertesz y Ziro.
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