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RESUMEN

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

Palabras clave: Polifenol oxidasas, pardeamiento
enzimatico, frutos y vegetales.

Recibido: 10-junio-2013. Recibido en forma corregida: 7-septiembre-2013.
Aceptado: 29-enero-2014.

Publicado como ARTICULO DE REVISION en Ciencia y Tecnologia 7(1): 23-31
Enero-Junio de 2014

ISSN 1390-4051 impreso; ISSN 13904043 electrénico

© Ciencia y Tecnologia. UTEQ. Quevedo-Ecuador

ABSTRACT

Polyphenol oxidases (PPOs) are ubiquitous enzymes
that catalyze the oxygen-dependent reaction that
transforms o- diphenols to o-quinones. These quinones
are reactive and capable of covalently modifying a wide
variety of nucleophilic species into cells leading to the
formation of brown polymers, known as enzymatic
browning. The phenomenon of browning during
growth, collection, storage and processing of fruits and
vegetables, is a major problem in the food industry and
is recognized as one of the leading causes of commercial
value and quality loss, since it produces important
changes in the appearance and organoleptic properties
of edible fruits and vegetables, and it is often associated
to the release of odors and negative effects on nutritional
value. Although PPOs have been described in various
plant tissues such as roots, sedes, leaves and fruits,
the control of this phenomenon requires biochemical
knowledge of the type of phenolic substrates present in
each plant, the level of reducing compounds, the level of
O, accessibility, of the nature of the various oxidizable
compounds and, finally, o-quinones polymerization
and degradation. This paper present a review of the
biochemical effect, distribution, location and potential
inhitors of PPOs in fruits used for food.

Key words: Polyphenol oxidase, enzymatic browning,
fruits and vegetables.

23



Morante et al., 2014

INTRODUCCION

Para la mayoria de las especies frutales cuyo destino
es el consumo en fresco, la calidad se basa en sus
caracteristicas intrinsecas, organolépticas y aspecto
externo, sobre todo, en la forma, tamafo, color y
ausencia de lesiones. El tamafo final que adquiere el
fruto, la ausencia de magulladuras y de mancha ptrpura,
como desorden fisiologico, son aspectos valorados por
el consumidor y, por tanto, son problemas importantes
a los que se enfrentan los cultivadores en todo el
mundo. Cualquiera de estos dafios, cambian la textura
o el color del tejido, debido a la destruccion de los
compartimentos celulares del fruto, que permiten que
los sustratos de naturaleza fenolica sean accesibles a
la enzima polifenol oxidasa, dando lugar a polimeros
oscuros (Sellés et al., 2007, Martinez et al., 2013). En
general, todos los tipos de daios pueden resultar de
una inapropiada manipulacion o inadecuado embalaje.
En el caso especifico de pardeamiento por impacto,
la incidencia de la severidad dependera de la altura
en que el fruto se deja caer y del tipo de superficie de
impacto (Crisoto et al., 1993, 1996). Cualquier dafio
mecanico puede incrementar la tasa de respiracion y
produccién de etileno lo que conlleva a una aceleracion
en la maduracion, ablandamiento, pérdida de agua y
deterioro general de los frutos (Crisoto et al., 1993).
Ademas, el dafio por impacto causa heridas superficiales
en el fruto lo que facilita la entrada de microorganismos
y el desarrollo de putrefacciones (Crisoto et al., 1996,
Mishra y Gautam, 2013).

Las reacciones de oxidacion que provocan el
pardeamiento de frutos y vegetales son de origen
enzimatico y estan catalizadas principalmente por la
enzima PPO, siendo su actividad particularmente alta
en aquellos frutos y vegetales que contienen niveles
altos de compuestos polifenolicos (Amiot et al., 1992),
que va en detrimento del perfil nutricional del alimento
(Vaughn y Duke, 1984; Mayer y Harel, 1991). Dado el
impacto negativo de las PPOs en la industria alimenticia,
se han realizado un gran numero de publicaciones, sin
embargo, su funcion en muchos vegetales no ha sido
totalmente resuelta (Lee y Whitaker, 1995). Estas
reacciones modifican las caracteristicas organolépticas
y nutricionales del alimento, depreciando su calidad
(McEvily et al., 1992; Friedman, 1996; Matheis y
Whitaker, 1984; Sanchez-Ferrer et al., 1995). La
importancia de la PPO en el sector agroalimentario, ha
atraido la atencion de muchos investigadores desde los
afios sesenta hasta nuestros dias, como se recoge en una
revision amplia sobre PPO (Mayer, 2000).

El fenomeno de pardeamiento de frutos y vegetales
durante el crecimiento, recogida, almacenamiento
y procesado, es un problema de primera magnitud
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en la industria alimentaria y se reconoce como una
de las principales causas de pérdidas de calidad y
valor comercial. Este pardeamiento produce cambios
importantes tanto en la apariencia (colores oscuros)
como en las propiedades organolépticas (sabor, textura)
de vegetales comestibles (Mayer, 1987), y ademas
suele ir asociado al desprendimiento de olores y efectos
negativos sobre el valor nutricional (Amiot ef al., 1992;
Chen et al., 2000). Mientras que la lista de especies
en las que se ha descrito la PPO ha ido creciendo de
manera constate, la mayoria de los informes no afnaden
ningun detalle relevante sobre este tema. Por esta
razon, se menciona algunos de los nuevos informes
relacionados con la relevancia de las PPOs en frutos y
vegetales usados como alimento.

En las plantas existe una gran cantidad y diversidad
estructural de compuestos fendlicos pertenecientes a
diversas familias como acidos fenolicos, cumarinas,
lignanos, ligninas y flavonoides (Lee y Whitaker, 1995;
Tomas-Barberan y Espin, 2001). Estos compuestos
desempeiian funciones importantes en las plantas,
siendo las mas relevantes las de proteccion frente a
radiacion ultravioleta y frente a condiciones de estrés
bidtico gracias a las propiedades antimicrobianas de los
propios compuestos fenolicos y mediante el sellado de
heridas por lignificacion (Hermann, 1976; Ke y Salveit,
1988; Macheix et al., 1991).

La composicion de fenoles en los tejidos vegetales
varia considerablemente segun la especie de que se trate,
grado de madurez de los frutos y manejo post-cosecha de
los mismos (Tomas-Barberan y Espin, 2001). Ademas,
para una misma especie el contenido de fenoles es
dependiente de la variedad (Ding et al., 1998b; Ding
et al., 2001). En algunos frutos los niveles de fenoles
aumentan a lo largo del desarrollo, alcanzandose los
niveles mas altos durante la recoleccion (Casado et
al., 2003), mientras que para diferentes variedades el
contenido de fenoles decrece hasta alcanzar el minimo
en el momento del cambio de color del fruto (envero)
y después aumenta progresivamente alcanzando el
maximo en larecoleccion. Sin embargo, las fluctuaciones
en los niveles de fenoles suelen ser pequefios durante la
maduracion independientemente de algunas variedades
(Ding et al., 1998b; Ding et al., 2001).

En la degradacion oxidativa de estos compuestos
fendlicos, participan dos enzimas que son muy
relevantes en términos de calidad de frutos y vegetales,
por la formacion de melaninas que oscurecen los
frutos. Estas enzimas son la polifenol oxidasa (PPO)
y la peroxidasa (POD). A pesar de que las PODs estan
ampliamente distribuidas en el reino vegetal, su papel
en el pardeamiento enzimatico de frutos y vegetales esta



Distribucion, localizacion e inhibidores de las polifenol oxidasas en frutos y vegetales usados como alimento

todavia bajo discusion, debido a que el nivel de H,O,
interno en las plantas limita la actividad peroxidasa. Se
ha propuesto que la PPO puede actuar como promotor
de la POD puesto que en las reacciones de oxidacion de
compuestos fenolicos se genera H,O, (Richard-Forget
y Gauillard, 1997; Subramanian ef al., 1999). El estado
antioxidante de diferentes frutos y vegetales puede
decrecer por la oxidacion directa de estos en presencia
de PPO y POD (Jiménez ef al., 1998; Jiménez y Garcia-
Carmona, 1999). Sin embargo, la principal enzima
responsable del pardeamiento enzimatico es la PPO,
aunque no debe ser excluido un posible efecto sinérgico
entre PPO y POD (Tomas-Barberan y Espin, 2001).

La prevencion y control del pardeamiento
enzimatico, requiere un conocimiento bioquimico del
tipo de sustratos fenolicos presentes en cada planta, del
nivel de compuestos reductores, el nivel de accesibilidad
del O,, la naturaleza de los diferentes compuestos
oxidables y la polimerizacion y degradacion de las
o-quinonas. Ademas, es necesario conocer el nivel
de PPO y los sustratos disponibles a lo largo de los
diferentes estados de desarrollo de la planta y sobre
todo, es importante distinguir entre el pardeamiento
enzimatico y el no enzimatico (figura 1) (Lee y Whitaker,
1995).
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Figura 1. Reacciones de pardeamiento enzimatico y
no enzimatico (Reaccion de Maillard)

El pardeamiento no enzimatico consiste en la
condensacion de un grupo aldehido o cetona de un
azicar con un grupo amino libre para formar una
base de Schiff, la cual se reorganiza para formar una
cetamina estable (producto de Amadori) y finalmente
se degradan a productos reactivos que contienen grupos
carbonilo. Estos grupos pueden reaccionar con grupos
amino dando lugar a polimeros oscuros. Esta reaccion
que tiene lugar al calentar mezclas de aminoacidos y
carbohidratos (Walker y Mckersie, 1993) se ha descrito
en uva (Cheynier y Ricardo da Silva, 1991) y manzana
(Oleszek et al., 1989; Richard-Forget et al., 1992a).

Entre las diferentes técnicas para controlar
el pardeamiento y mantener la calidad de frutos y
vegetales, una de las mas usadas es la aplicacion de
inhibidores quimicos, los cuales consiguen inactivar
los mecanismos no deseados. La actividad de esta clase
de inhibidores implica una interaccion directa con la
enzima o reaccionan preferiblemente con el producto
que conduce por reaccion no enzimatica a la formacion
de pigmentos oscuros.

Distribucién y localizacion de PPOs

Las polifenol oxidasa (PPOs), son metaloenzimas
ampliamente distribuidas en la escala filogenética,
encontrandose tanto en organismos procariotas como en
eucariotas. Se trata de una enzima detectada en algas,
briofitos, pteridofitos, gimnospermas y angiospermas
(Mayer y Harel, 1979).

La polifenol oxidasa se ha descrito en diversos
tejidos de plantas como raices (Pérez-Gilabert et al.,
2001; Gandia-Herrero et al., 2004), semillas (Paul y
Gowda, 2000), hojas (Robinson y Dry, 1992; Sanchez-
Ferrer et al., 1993; Chazarra ef al., 1996; Mazzafera y
Robinson, 2000; Chazarra et al., 2001; Shi et al., 2002)
y frutos (Fraignier et al., 1995; Murata et al., 1992;
Ding et al., 1998a; Serradell et al., 2000; Casado et al.,
2005, Sellés et al., 2006; 2007).

Estudios clasicos de PPO localizan a la enzima en
la fraccion soluble de las células o fuertemente unida
a membranas subcelulares (Mayer y Harel, 1979).
Sin embargo, esta asignacion de localizacion se debe
en algunos casos al método de extraccion utilizado.
A pesar de los posibles artefactos la mayoria de las
polifenol oxidasas vegetales se encuentran asociadas
a membranas, principalmente a los tilacoides del
cloroplasto (Tolbert, 1973). El tipo de union a la
membrana depende del tejido y del estado de desarrollo
de la planta. Aunque las PPOs se han localizado en los
tilacoides (Golbeck y Cammarata, 1981; Chazarra et
al., 1996), no son proteinas intrinsecas de membrana.
A pesar de que en el tabaco (Hofer, 1964) se libera
simplemente por fuerza ionica débil, para la mayoria
de los tejidos hacen falta tratamientos mas enérgicos
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para su solubilizacion: detergentes como Triton X-100,
(Harel y Mayer, 1971), Triton X-114 (Sanchez-Ferrer
et al., 1989), enzimas proteoliticas (Mayer, 1966), etc.
Algunos tratamientos pueden alterar la estructura y
la conformacién de la enzima provocando el paso de
su forma inactiva o latente a su forma activa (Kenten,
1958), si bien la recuperacion de la enzima nativa latente
es posible mediante el uso de detergentes no idnicos
suaves (Sanchez-Ferrer et al,, 1994). Esta solubilizacion
también tiene lugar en condiciones naturales, como son
la maduracion de las frutas y el envejecimiento de los
tejidos (Harel ef al., 1966; Kidron et al., 1978).

Diversas evidencias apuntan hacia la localizacion
concreta de las PPOs de plantas superiores en las
membranas tilacoidales (Mayer, 1987; Vaughn et al.,
1988; Kowalski et al., 1992), aunque existen trabajos
que describen la existencia de algunas PPOs vegetales
en forma soluble en el lumen de los tilacoides (Sommer
et al., 1994; Murata et al., 1997).

Varios trabajos en los que se utilizan frutos como
fuente de PPO (Casado et al., 2005; Ding et al., 1998a;
Gandia-Herrero et al., 2005a y b; Sellés et al. 2000),
han descrito la presencia de actividad PPO en fracciones
particuladas y solubles del mismo tejido, mostrando
propiedades cinéticas diferentes, que comprometen
la localizacion exclusiva de la proteina en los plastos.
Técnicas de inmunodeteccion con oro coloidal han
permitido demostrar la localizacion de PPO en aquellos
tejidos con escasa o nula presencia de cloroplastos
en células del parénquima denominadas idioblastos,
que ademas acumulan cantidades elevadas de fenoles
(Thipyapong y Steffens, 1997).

Las PPOs vegetales son proteinas codificadas
por el nucleo en forma de precursor (Lax et al., 1984;
Kowalski et al., 1990). El analisis de las secuencias
de aminoacidos a partir de cDNA de PPO de tomate
(Newman et al., 1993; Hunt et al., 1993), haba (Cary
et al., 1992) y espinaca (Hind et al., 1995) muestran
que la enzima PPO presenta un doble péptido sefial de
transporte al estroma y tilacoides (Keegstra y Froehlich,
1999, Keegstra y Cline, 1999).

Estudios realizados por Sommer et al. (1994)
con cloroplastos aislados, demuestran que el proceso
de translocacion por transporte al cloroplasto de los
polipéptidos de PPO de tomate (67 kDa) resultantes de
la traduccion en el citosol se lleva a cabo en dos pasos.
Un primer paso implica la translocacion por transporte
hacia el estroma, produciéndose la eliminacion del
péptido de transito N-terminal y proporcionando un
intermediario de 62 kDa y posteriormente un segundo
paso de translocacion por transporte a los tilacoides
por un proceso dependiente de ATP, que genera una
proteina madura de 59 kDa. En este transito el péptido
sefial se elimina por una peptidasa cloroplastidica
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(Koussevitzky ef al., 1998). Asi mismo, Koussevitzky et
al. (2004) demostraron que el pretratamiento con metil
jasmonato (MeJA) de plantas de tomate incrementa
considerablemente la eficiencia de la translocacion por
transporte de la polifenol oxidasa precursora (pPPO)
del plastido al tilacoide. Estos autores muestran un
incremento en el nivel de la polifenol oxidasa madura
(mPPO) en la fraccion del tilacoide después de las
8-16 h del tratamiento. Ademas este aumento en el
nivel de mPPO parece ser especifico del tratamiento
con MeJA para las plantas de tomate, debido a que
otros tratamientos que incrementan la expresion de
genes de PPO como dafios mecanicos o exposicion
de las plantas a etileno durante 48 horas (Thipyapong
y Steffens, 1997), no muestran ningin efecto en la
translocacion por transporte del pPPO hacia el tilacoide.
Esta eficiencia observada en el transporte de pPPO para
las plantas de tomate, se ha descrito para otras plantas
de la misma familia como el tabaco, mientras que el
tratamiento con MeJA de plantas leguminosas como el
guisante, no afectd al transporte de los dos precursores
de PPO (Koussevitzky et al., 2004). La translocacion
de PPO esta fuertemente inhibida por la presencia de
pequefias concentraciones de Cu?*, lo que sugiere que
la proteina ha de transportarse en su forma desplegada
y ademas, indica que el dominio de union a cobre tiene
una fuerte avidez por este metal (Sommer ef al., 1994).
A pesar de esta union del sitio activo por el cobre, los
procesos de homogenizacion y extraccion de tejidos para
realizar los estudios de actividad de PPO en vegetales
pueden provocar la pérdida de este metal de su lugar
correspondiente en la enzima, induciendo la pérdida
de actividad que a veces se puede recuperar mediante
incubacion con sales de cobre (Mari et al., 1998;
Casado et al., 2005). Nielsen ef al. (1996) descubrieron
que no hay péptido de transito N-terminal en tirosinasas
de hongos, lo cual es coherente con la ausencia de
compartimentos plastidicos en estos organismos. Asi
pues, las tirosinasas de hongos se encuentran localizadas
en el citosol (Wickers et al., 1995).

Inhidibores de PPOs

Entre los diversos tipos de inhibidores de PPOs se
destacan cuatro grupos: sulfitos, agentes antioxidantes
o reductores, acidulantes y compuestos quelantes. Los
sulfitos son los compuestos mas efectivos en prevenir
el pardeamiento enzimatico (Sapers, 1993). Aunque el
mecanismo de actuacion de los sulfitos para prevenir
el pardeamiento no esta claro, pueden provocar una
inhibicién directa de la enzima, como se ha observado
en la inhibicion de PPO de fresa por metabisulfito
de sodio (Wesche-Ebeling y Montgomery, 1983),
pueden interaccionar con los intermedios evitando
que estos participen en la formacion de pigmentos
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(Sayavedra-Soto y Montgomery, 1986) o pueden
actuar como agentes reductores convirtiendo a las
quinonas en difenoles (Valero et al., 1988). A pesar
de su efectividad en la prevencion de la calidad de
frutos y vegetales, estos compuestos estan sujetos a
restricciones debido a que provocan efectos adversos en
la salud en personas sensibles. Entre los antioxidantes,
se han empleado compuestos fenolicos sintéticos como
butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA),
ampliamente empleados en alimentacion para proteger
el sabor y color de los alimentos y algunos compuestos
fendlicos naturales como tocoferol, derivados del
acido cinamico y flavonoides como la quercetina y el
kaemferol (Ashie ef al., 1996).

Una de las mejores alternativas al uso de los sulfitos
es el acido ascorbico (Wang et al., 2013), este compuesto
es altamente efectivo en la inhibicion del pardeamiento
por su habilidad de reducir las quinonas producidas
por la PPO a los fenoles antes de que la reaccion de
formacion de pigmentos tenga lugar. Sin embargo, el
acido ascorbico es muy reactivo y se oxida rapidamente
a acido dehidroascorbico (DHAA), pudiendo reaccionar
con otros compuestos que conllevan a cambios en la
calidad de los frutos. A veces se utiliza en combinacion
con acidulantes, siendo el mas utilizado el acido citrico
debido asupresencianatural en tejidos. Otros inhibidores
son los compuestos sulfhidrilos como mercaptoetanol,
ditiotreitol y tiourea por su habilidad como agentes
reductores, sin embargo, las concentraciones necesarias
para prevenir el deterioro del fruto no son permitidas
en alimentacion. La cisteina se ha mostrado como un
inhibidor fuerte de PPO en banana y manzana, siendo
incluso mas efectivo que el metabisulfito (Ashie et al.,
1996; Richard-Forget ef al., 1992b; Valero et al., 1988),
sin embargo, la concentracion necesaria para alcanzar
altos niveles de inhibicion tiene efectos negativos en el
sabor de los frutos. Ademas se han empleado agentes
quelantes como acidos policarboxilicos, polifosfatos y
acido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) para inactivar
a la PPO. A pesar de que muchos de estos compuestos
son bastante efectivos en el control del pardeamiento
enzimatico, a menudo su uso en alimentacion esta
limitado por producir efectos adversos en lasalud, debido
a un coste efectivo o porque su accion es so6lo temporal
como el acido ascorbico. Por este motivo, cada vez se
recurre mas a la utilizacion de productos naturales como
las ciclodextrinas, que tienen la capacidad de incluir una
amplia variedad de moléculas organicas e inorganicas,
incluyendo a los polifenoles (Cai ef al., 1990; Bru et al.,
1995), dentro de su cavidad hidrofébica, aunque el coste
es elevado. Recientemente, se han utilizado productos
de la reaccion de Maillard, sintetizados a partir de
azucares (pentosa, hexosa, o disacarido) y compuestos
tiol como inhibidores del pardeamiento enzimatico en

frutos (manzana) y vegetales (champifion y berenjena)
crudos y procesados (Billaud et al., 2005).

CONCLUSIONES

La presencia de PPO se ha podido determinar y
caracterizar empleando hojas y frutos de numerosas
especies vegetales como fuente enzimatica, segun esta
caracterizacion, los niveles de PPO varian dependiendo
de la especie, cultivar, estadio de maduracion y estadio
fenologico. En tejidos vegetales intactos las PPOs y
sus sustratos fenolicos permanecen en compartimentos
separados (cloroplastos y vacuolas), por lo que no
tiene lugar ninguna reaccion. La desorganizacion de la
integridad de las células sucede como consecuencia de
dafios mecanicos o de forma natural durante procesos
de senescencia, provocando una ruptura celular y una
puesta en contacto de PPO y fenoles dando lugar a
reacciones de pardeamiento enzimatico observadas en
frutos maduros, tejidos dafiados, procesados y en tejidos
afectados por fisiopatias. El conocimiento de las PPOs
en frutos y vegetales, es un paso fundamental en la
investigacion, puesto que permitira mejorar la calidad y
apriencia de los frutos y vegetales frescos y procesados,
reduciendo las pérdidas econdmicas que supone su
efecto en la industria agroalimentaria.
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