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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue el aislamiento y 1a caracterizacion parcial de la enzi-
ma polifenoloxidasa de manzana (Malus domestica Var. Anna), cosechada en la region
semidesértica de la Costa de Hemmosillo, Sonora, México. Se estudio el efecto que
tienen el pH, temperatura, especificidad hacia sustratos y separacion bajo condiciones
de cromatografia hidrofobica. La enzima se aislo a partir de manzanas maduras trata-
das con acetona fria. Del polvo residual obtenido se extrajo 1a enzima con regulador
de fosfatos, y el extracto se utilizo para realizar la caracterizacion, encontrandose que
¢l pH y temperatura optimos eran 5.36 y 350C, respectivamente. La especificidad
hacia sustratos mostro ser decreciente desde 4-metil catecol, acido clorogénico, catecol
y acido cafeico hasta 3.4-dihidroxifenilalanina (DOPA). La enzima resulto ser mas
termoestable que la generalidad de las oxidasas en el intervalo de temperatura de 350C
a 600C, El comportamiento del extracto a través de cromatografia hidrofobica produ-
jo un solo pico con actividad polifenolasica, lograndose una purificacion de aproxima-
damente 300 veces. El contenido de compuestos con grupo fenolico fue de 1.16 g/
100 g de fruta fresca. Las caracteristicas polifenolasicas encontradas se asemejan a las
de manzanas de regiones templadas, aunque éstas presentan una mayor termoestabili-
dad, lo que explica hasta cierto grado la gran influencia que la temperatura ejerce sobre
el fendomeno del oscurecimiento enzimitico en las condiciones tan calidas en las que
crece y se desarrolla la fruta en esta region. Aunado a ello, el alto contenido de com-
puestos con el grupo fendlico provoca mayor velocidad de la expresion del deterioro
de la fruta por oscurecimiento enzimético.,
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INTRODUCCION

Entre los frutales adaptados a climas céilidos que se cultivan en el
Estado de Sonora (principalmente en la region de 1a Costa de Hermosillo),
se encuentra la manzana Malus domestica Var. Anna. Esta esun hibrido
que se obtuvo en Israel en 1967 (1-3), de manzana “‘Red Delicious™ con
manzana ‘“‘Hashab”, siendo esta ultima una variedad local que produce
frutas de muy mala calidad, pero con muy baja necesidad de horas frio.
Las caracteristicas principales de 1a manzana objeto de estudio, son: buen
sabor y aroma, balance azicar:acidez regular, color que va de verde claro a
rojo, peso promedio de 200 g, textura poco firme, forma conica alargada y
alta velocidad de oscurecimiento. Ademaés, tiene buen rendimiento horti-
cola y es muy adaptable a condiciones semidesérticas (2, 4).

Un factor negativo de esta variedad es que presenta una vida de alma-
cenamiento limitada (4), ya que por las caracteristicas mencionadas, se
magulla ficilmente durante su manejo, desencadenindose reacciones de
oscurecimiento enzimatico (5). A ello se ainael hecho de que la cosecha
se lleva a cabo a una temperatura ambiental de aproximadamente 400C,
lo que favorece la aceleracion de los cambios en cuestion. El oscureci-
miento enzimatico en las manzanas es causado principalmente por la enzi-
ma polifenoloxidasa. La etapa fundamental de este fendmeno es la
oxidacion de compuestos fendlicos (sustratos) a o-quinonas, en presencia
de oxigeno. Las o-quinonas posteriormente se condensan y polimerizan
a melaninas (6) que son pigmentos oscuros y pueden interaccionar con
proteinas formando complejos coloridos y estables llamados melanopro-
teinas (7). El tipo de interaccion entre quinonas y proteinas es la forma-
cion de enlaces covalentes con los grupos amino, tiol y metileno de los
aminodcidos (8).

El Estado de Sonora tiene un drea de 1,568 hectireas plantada con
esta variedad de manzana, de las cuales, 441 se encuentran en la region de
la Costa de Hermosillo, por lo que se considera entre los lugares de mayor
extension en el mundo con este frutal (9).

Se han hecho caracterizaciones de polifenoloxidasa en varias frutas,
incluyendo manzana (10-20), pero no de la variedad Anna. Ademas,enla
literatura revisada no se encontraron estudios de composicion quimica
general, a pesar de las diferencias que presenta con otras variedades de
zonas templadas. Esta informacion es necesaria para evitar la actividad de
la enzima al procesar la manzana, ya que los métodos para su inactivacion
se basan principalmente en aplicacion de calor y cambios de pH.

En base a lo expuesto, los objetivos de este trabajo fueron los siguien-
tes:

a) Caracterizar la enzima polifenoloxidasa de Ia manzana (Malus do-
mestica Var. Anna). Esto incluy6 la determinaciéon de su pH y sustrato
optimos de actividad, actividad especifica, comportamiento térmico, y st
purificacion parcial a partir de un extracto enzimitico.
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b) Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos y azicares re-
ductores en la fruta.

¢) Determinar la composicion quimica general de la manzana.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizé6 manzana (Malus domestica Var. Anna), cosechada en la
regién de la Costa de Hermosillo, Sonora, México, durante los periodos de
junio a agosto de 1985y 1986.

Disefio experimental — Para la preparacion del extracto enzimitico
crudo se hizo necesario elaborar un disefio de muestreo de 1a manzana, ya
que la actividad de la polifenoloxidasa varia de una fruta a otra, ain en un
mismo arbol. Ellote experimental estaba compuesto de 7,200 arboles, de
los cuales se muestrearon 85 (21). Luego la posicion de los mismos se de-
termind al azar, mediante una tabla de nimeros aleatorios (22).

Se muestrearon 10 manzanas de la parte oriente de cada arbol, tratan-
do de disminuir la variacion climitica al maximo. El criterio a seguir para
llevar a cabo el muestreo se basé en el color, escogiéndose manzana cosr
400/0 de rojo, que es el criterio utilizado para cosecharla. En estaetapa
de madurez, la fruta presenta un contenido aproximado de solidos solu-
bles de 12 OBrix (23).

Las manzanas muestreadas de todos-los arboles se mezclaron y de
éstas se tomaron nueve submuestras que se analizaron por triplicado, para
posteriormente medir las actividades especificas de polifenoloxidasa.

Preparacién del polvo con actividad de polifenoloxidasa — Antes de
llevar a cabo la preparacion, a las muestras de manzana se les determiné la
concentraciéon de solidos solubles (OBrix) en una pequefia porcion de la
fruta, escogiéndose manzanas que tuvieran 12 OBrix. Para extraer la enzi-
ma se utilizo el método descrito por Flurkey y Jen (24), modificado por
Sciancalepore y Longone (25). Segiin éste, se homogeneizan muestras de
100 g de manzana con acetona fria (-200C) durante un minuto, en la
proporcion de 2:1 (acetona:manzana), agregando 2.5 g de polietilén glicol
con el fin de atrapar los compuestos fenolicos que se encuentran en forma
natural en la fruta. El homogeneizado se filtra a través de papel filtro
Ederol nimero 2, con ayuda de vacio; los s6lidos se resuspenden en aceto-
na y se vuelve a repetir la operacion, obteniéndose un polvo blanco que se
deja secar por 12 horas a temperatura ambiente (250C) a fin de eleminar
la acetona residual,

Extraccion de enzima — El polvo se almacend en un desecador a -50C
hasta el momento de utilizarlo para la extraccion de 1a enzima. Para obte-
ner el extracto enzimatico se suspendieron 2 g del polvo en 100 ml de un
regulador de fosfatos de 0.05 M apH de 7, conteniendo KCl 1 M. La sus-
pension se agitd por 30 minutos a 40C y luego se centrifugd a 21,000 g
por 45 minutos a 40C en una centrifuga refrigerada IEC. El sobrenadante
se utiliz6 como extracto enzimatico.

Actividad especifica de la enzima — Esta evaluacion se llevé a cabo
espectrofotométricamente, usando un espectrofotometro UV-VIS de
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doble haz, Perkin-Elmer Modelo Lambda 3. El método empleado fue el
descnto por Sciancalepore y Longone (25). La reaccidon enzimaitica se
preparé mezclando 1.9 ml de solucion reguladora de citrato 0.1 M a pH
de prueba o a pH 6ptimo, 1.0 ml de una solucion 0.02 M de sustrato en el
mlsmo regulador, y 0.1 ml de extracto enzimaitico. La temperatura de
reaccion fue de 300C y se ley la absorbencia contra tiempo a la longitud
de onda correspondiente al sustrato utilizado (26). La reaccion se llevo a
cabo por tres minutos, graficindose absorbencia contra tiempo, y la acti-
vidad enzimatica se midié6 como la velocidad inicial (Vo) de la reaccion
dada por la pendiente de 1a porcion recta inicial de la curva.

Con miras a determinar la actividad especifica-de la enzima, se analizé
la concentracion de proteina en el extracto enzimatico por el método de
Bradford (27), utilizando como estindar albimina de plasma bovino,
Una unidad de actividad enzimatica especifica se define como el cambio
en absorbencia por minuto (Vo) por mg de proteina.

Determinacion del sustrato éptimo de la enzimg — Para este proposito
se utilizaron como sustratos los cinco compuestos fendlicos mas comunes
en la manzana: icido clorogénico, catecol, 4-metilcatecol, acido caféico y
dl-3,4~dihidroxifenilalanina (DOPA).

Se usaron soluciones de sustrato en concentracion de 0.02 M en regu-
lador de citratos, 0.1 a un pH de 5.0. En seguida se midio6 la actividad
enzimatica de los extractos para cada sustrato segin se menciond en la
parte correspondiente a este método. Se considerd como sustrato optimo

“aquél sobre el cual la enzima acusé mayor actividad, y sobre éste se hicie-
ron las mediciones de actividad especifica.

Determinacion del pH optimo de la enzima — Con este objetivo se
aplico el método descrito por Satjawatcharaphong et al. (20). Se probo
la solucion reguladora de citrato de sodio 0.1 M avalores de pH desde 0.5
hasta 7.0, con variacion de un decimal.

El pH optimo de la enzima fue aquel valor en el que se present6 la
mayor actividad enzimatica en la mezcla de reaccion con el‘sustrato opti-
mo,y fue en el que se efectuaron las mediciones de actividad especifica.

Determinacién de la temperatura optima de actividad de la enzima —
Se midi6 actividad enzimatica a temperaturas de 15 a 600C con una varia-
cion de 50C, utilizando el sustrato y pH 6ptimo de actividad. Los resul-
tados se graficaron como temperatura contra actividad especifica y de
ahi se obtuvo la temperatura 6ptima.

Comportamiento térmico de la enzima — Para conocer el comporta-
miento térmico de la enzima se sigui6 basicamente el método notificado
por Whitaker y Bernhard (28). Se aplicaron tratamientos térmicos a
extractos enzimaticos desde 15 a 900C con una variacién de 50C, duran-
te 10 minutos. Posteriormente se midio la actividad a 300C, utillzando el
sustrato y pH optimos.

Para obtener la energia de activacion se utilizé 1a ecuacion de Arthe-
nius.

Purificacién parcial del extracto enzimdtico — Esta medicion se llevo
a cabo aplicando cromatografia hidrofobica (29). Asi, se empaco una co-
lumna de vidrio BIO-RAD de 0.7 x 20 cm con la resina hidrofobica
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Phenyl-Sepharose CL-4B (Pharmacia Fine Chemicals), previamente
deaereada por accion de vacio antes de ponerla en la columna. Una vez
preparada, se equilibré con una solucion reguladora (SR) de fosfatos 0.05
M, con KC1 1 M y sulfato de amonio 1 M aun pH de 6.8. Elextracto en-
zimatico se aplico en la parte superior de 1a columna; las proteinas fueron
elnidas usando la solucion reguladora en concentraciones decrecientes
(SR, 0.8 SR, 0.6 SR, 0.4 SR, 0.2 SRy 0.1 SR). Eliltimo tratamiento se
efectud eluyendo con una solucion al 500/0 de etilén—glicol en agua; la
cantidad de cada eluyente fue de 20 ml y se colectaron fracciones de 2.0
ml. La concentracion de proteina se calculé utilizando el método espec-
trofotométrico, que consiste en medir absorbencia a 280 nm (30). Se sabe
que puede haber interferencia con acidos nucléicos que tienen su longitud
de onda maxima a 260 nm, pero es un método muy utilizado en este tipo
de separaciones cromatograficas porque tiene la ventaja de no destruir la
muestra, cuya cantidad en estos casos es critica. La actividad enzimatica
fue determinada por el método descrito anteriormente.

Andlisis de Compuestos con Grupo Fendlico

La determinacion de compuestos con grupo fenoélico se llevo a cabo
de acuerdo con la técnica descrita por Weurman y Swain (31), utilizando
el reactivo de fenol de Folin-Ciocalteau (32). EI procedimiento para
extraer las sustancias fenoélicas de la fruta fue el informado por Joslyn y
Goldstein (33), y se utilizan dos series de extracciones: una con metanol
absoluto, y la otra con metanol al 500/0. En este caso, se realizé una
serie de dos extracciones mis con agua destilada. Luego se analiz6 cada
serie de extracciones y, finalmente, se sumaron para obtener los fenoles
totales.

Andlisis de Aziicares Reductores
Esta determinacion se realizé de acuerdo al método de Somogyi (34).
Andlisis Proximal

La determinacion de los contenidos de humedad, proteina, grasa, fibra
Yy cenizas se llevo a cabo por los métodos publicados por 1a AOAC (35).
El contenido de carbohidratos se calculé por diferencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad que acusé la polifenoloxidasa de 1a manzana Malus do-
mestica Var. Anna sobre los diferentes sustratos sometidos a prueba se
Presenta en la Figura 1, en donde se observa que la afinidad enzimatica es
mis alta para 4-metil catecol, seguida por icido clorogénico, catecol,
acido caféico y 34 DOPA. En base a estos resultados, se escogio el 4-
metil catecol para llevar a cabo todos los ensay os enzimaticos.

. Los datos obtenidos concuerdan con los informados por. Vamos-
Vigyazé y Gajzagd (19), con relacion al 4-metil catecol como el mejor
Sustrato para la enzima polifenoloxidasa de la manzana de la variedad
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“Jonathan’. El mismo comportamiento se observd para la cdscara de
manzana de la variedad “Cox Orange Pippin”, tanto de una preparacion
cruda, como el de una preparaciéon purificada. Asimismo, se informa que
en una preparacion de polifenoloxidasa de ciscara de manzana de la varie-
dad ‘“‘Red Delicious” también se presenta la misma afinidad especifica
para 4-metil catecol (36).

0.80
© 4-METIL CATECOL.
070 - + ACI0O CLOROGENICO
) O caTecoL.
O ACIDO CAFEICO .
® 3,4~D0PA .
0.60
< 050
brt
z
W 0.40-
@
(23
o
» 030
®
<
0.20
010 4 WW | .
"
0.00 . —
o I 2 3

TIEMPO ( minutos ).

FIGURA 1

Actividad de la enzima polifenoloxidasa de manzana Malus domestica Var. Anna,
sobre diferentes sustratos

En lo referente al pH optimo de actividad de la enzima, en la Figura
2 se expone la curva tipica de campana que produce la polifenoloxidasa,
donde el pH' optimo fue 5.36. Este valor de pH se utilizé para llevar a
cabo todos los ensayos enzimaticos con el fin de optimizar la caracteri-
zacion.

Entre los trabajos informados en la literatura de determinacién de pH
optimo de polifenoloxidasa de manzana con valores cercanos al encontra-
do en la variedad Anna, estin los de Shannon y Pratt, quienes encontra-
ron en las variedades “Rome Beauty”, “Winesap” y “Cortland”’, un pH
optimo de actividad de 5.2 (14). Walker notificoé para la variedad
“Sturmer Pippin”, un pH 6ptimo de actividad de 5.0 (11).

Los resultados de actividad especifica de 1as nueve muestras analiza-
das segin el disefio experimental se agrupan en tres niveles de actividad,
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FIGURA 2

pH oéptimo de la enzima polifenoloxidasa, utilizando como sustrato 4-metil catecol

como se muestra en la Tabla 1. Esta presenta un primer grupo de alta
actividad, con actividad especifica media de 96.2 unidades; un segundo
grupo de mediana actividad, con 61.4 unidades, y un tercer grupo de baja
actividad, con 46.8 unidades. Si no se utiliza esta agrupacion se obtiene
una dispersion de datos muy grande. Ello no es raro tratandose de activi-
dades enzimaticas, ya que éstas varian hasta en frutas de un mismo arbol.

Se escogi6 una muestra del nivel de alta actividad para purificarla
parcialmente por el método de cromatografia hidrofobica, obteniendose
los resultados que ilustra la Figura 3. Segin se observa, 1a proteina eluida
con 0.2 SR tiene actividad de polifenoloxidasa, y comparando la activi-
dad especifica de la fraccion mas pura con el extracto crudo original, se
calcula un incremento en actividad de 307 veces al purificarla. Compor-
tamientos semejantes se han descrito para purificaciones de polifenoloxi-
dasa tanto de durazno ‘“Red Haven’ en estado maduro (37), como en la
uva “‘Ravat” (38).

En este experimento, la proteina se midié por el método espectrofo-
tométrico, que consiste en medir absorbencia a 280 nm (30), y se encon-
tro que existe una diferencia apreciable con el método de Bradford. Por
este motivo, en la Figura 3 las unidades de actividad especifica son mas
bajas que las descritas en la Tabla 1.
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TABLA 1
CLASIFICACION DE ACTIVIDADES DE POLIFENOLOXIDASA DE
MANZANA (Malus domestica Var. Anna)
Tipo de actividad Numero de Unidades de
submuestras actividad especifica®
Alta 3 96.2 4.4
Mediana 2 614% 15
Baja 4 46.8* 2.6

Una unidad de efectividad especifica equivale al cambio en absorbencia por minu.
to, por mg de proteina en la reaccién enzimatica.

Se observé que los polvos (precipitados con acetona) obtenidos de ca-

da muestra, conservaron su actividad de un aiio a otro, almacenados en un
desecador, con atmésfera baja de O, y -50C.

En la Figura 4 se presenta la variacion de actividad enzimadtica respec-

to a la temperatura, siendo 350C la temperatura optima de actividad.

a 280 nm.
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Purificacion parcial del extracto enzimatico, utilizando la resina hidrofofica Phenyl

sepharose CL-4B.
SR: Soluclon reguladora de fosfatos 0.05 M, con KCl 1 M y sulfato de amonio 1 M
EG 509/0: Etilén glicol al 500/0 -
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FIGURA 4

Temperatura optima de actividad de la enzima polifenoloxidasa de manzana, Malus
domestica Var. Anna. La temperatura optima fue de 350C

Satjawatcharaphong et al., informan para polifenoloxidasa de manzana
“Red Delicious’’, una temperatura 6ptima de actividad de 300C (20).

La energia de activacion (Ea) de la reaccion catalizada por polifenolo-
xidasa —elaborada de acuerdo al método grifico de Arrhenius— se detalla
en la Figura §. Como\puede apreciarse, en el intervalo de 288 a 333 K
(15 a 600C) la enzima es bastante termoestable, y hasta el intervalo de
333 a 353 K (60 a 800C) se presenta una pendiente de inactivaciéon por
desnaturalizacion proteinica (en la Figura 5 no es posible graficar los pun-
tos correspondientes a 75 y 800C porque es escala no logaritmica). Cuan-
do se calcula la pendiente de una linea que pase por los puntos correspon-
dientes a las temperaturas de 288 a 308 K (15 a 350C) se puede obtener
la Ea para la conversion de sustrato a producto; este valor es de 1,562.71
kcal/mol (6,543.4 J/mol), con una pendiente de ~342.2 kcal.

Un comportamiento semejante al encontrado en este trabajo, con re-
lacion a la termoestabilidad de la preparacion de polifenoloxidasa, lo
informan Walker y Hulme para manzana de la variedad ‘‘Sturmer Pippin”’.
Dichos investigadores observaron la inactivaciéon arriba de los 600C y,
ademis, encontraron dos bandas de actividad hacia 4-metil catecol por
electroforesis en gel de almidon (13).
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FIGURA 5

Comportamiento térmico de la enzima polifenoloxidasa de manzana, Malus domestica
Var. Anna. La Energia de activacion (Ea) de la reaccion enzimatica, segin la ecuacién
de Arthenius [k = A exp (-Ea/RT)] fue de 1,567.7 kcal/mol (6,543.4 J/mol). K es
actividad enzimatica

La Ea obtenida para la conversion de sustrato a producto en este tra-
bajo es baja, comparandola con la mencionada por Whitaker y Bermhard
para reacciones enzimaticas en general, (de 6,000 a 12,000 kcal/mol) (28).
El que se presente una Ea tan baja se debe a que la actividad de la enzima
varia muy poco de los 20 a los 350C, en comparacion con la mayoria de
las enzimas en las que normalmente hay un incremento considerable.

El valor de energia de activacion de este orden podria interpretarse
como un cambio conformacional de la enzima, o cambios en el grado y
tipo de agregacion de las subunidades, que le otorgan menor termolabili-
dad, o bien al efecto de la temperatura sobre 1a activacion de alguna forma
latente en la fenolasa (39). v

En cuanto ala temperatura de inactivacion total, ésta fue de 800C por
10 minutos en el extracto enzimatico. Esto no significa que la enzimaen
la manzana se inactive bajo estas condiciones, ya que puede ser mds esta-
ble a la temperatura en el tejido original, donde es protegida por la presen-
cia de otros materiales coloidales (proteinas, carbohidratos, pectinas, etc.),
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que se pierden al extraer la enzima de la fruta. No obstante, el dato es
fundamental para establecer su inactivacion témica.

El contenido de compuestos con el grupo fendlico de la manzana
(Malus domestica Var. Anna) fue 1.16 = 0.{)2 g/100 g de fruta fresca,
valor que es superior a los encontrados para otras variedades de manzana,
ya que los datos que se informan estin comprendidos en un rango de 0.1
a 1.0 g/100 g (40). La concentracion de fenoles influye directamente en
el grado de oscurecimiento de la fruta, en virtud de que mientras mayor
sea la concentracion de sustratos que exista, mayor sera la actividad que
presente. En este caso, el rapido deterioro de la fruta puede atribuirse al
alto contenido de fenoles, y no a la actividad de la enzima.

En el caso de azicares reductores, los resultados acusaron un porcen-
taje de peso en fresco de 7.3 £ 1.26, lo que muestra que esta variedad de
manzana se encuentra dentro del rango considerado normal, (6.3 —
10.670/0) (40). Por lo tanto, el oscurecimiento no enzimatico no influye
en el rapido deterioro de la fruta.

Los resultados de composiciéon proximal de la manzana se dan a cono-
cer en la Tabla 2. Segin se observa, los datos encontrados son similares a
la composicion informada para otras variedades de manzana (40).

TABLA 2

COMPOSICION PROXIMAL DE LA MANZANA (Malus domestica Var. Anna)?

Componente X *DE
(g/100 g)
Agua 84.11 £ 1.11
Proteina 0.32 £ 0.02
Grasa 0.19 £ 0.04
Fibra 0.79 £ 0.06
Cenizas 0.35 £ 0.07
Carbohidratos? 14.24 % 0.97

2 Los resultados son producto del andlisis de 5 muestras por triplicado.
b Los carbohidratos se calcularon por diferencia.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La caracterizacion parcial de la enzima polifenoloxidasa de manzana,
Malus domestica Var. Anna, muestra un comportamiento semejante al de
otras variedades de manzana; sin embargo, presenta mayor termoestabili-
dad respecto a oxidasas en general.

La termoestabilidad observada puede explicar la gran estabilidad de
la enzima y su tremenda influencia en el fenémeno del oscurecimiento,
ain a temperaturas tan extremas como a las que crece y desarrolla la fruta
en la region, donde soporta temperaturas hasta de 450C o mas. Ademis,
la concentracion alta de compuestos con grupo fenélico contribuye a la
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riapida aparicion de los productos coloridos ante el minimo traumatismo
externo. Lo dicho, aunado a las caracteristicas estructurales de esta man-
zana (blandura, células grandes, forma, tamaiio, etc.) provoca el alto grado
de oscurecimiento en contraste con otras variedades de clima mis tem-
plado.

Ello presenta un gran reto al tratar de inactivar a la enzima por otros
medios, como son utilizar pH bajo, exclusion de oxigeno o conservadores.
Por lo tanto, es recomendable combinarlos con aplicacion de temperatu-
ra, a fines de obtener resultados eficaces.

La informacion anterior puede servir de base para el desarrollo tecno-
logico del aprovechamiento industrial de esta manzana y, en nuestro
criterio, constituye un aporte a la literatura cientifica, muy escasa en
cuanto a este frutal de reciente introduccion en las zonas aridas de México.

SUMMARY

ISOLATION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF POLYPHENOLOXIDASE
FROM APPLE (Malus domestica Anna var.)

This study pursued the isolation and partial characterization of the enzyme
polyphenoloxidase from apple (Malus domestica Anna variety), grown in the Hermo-
sillo Coast (State of Sonora, Mexico). The effects of pH and temperature as well as
its specificity towards substrates, and its behavior under conditions of hydrophobic
chromatography, were studied. The enzyme was isolated from a residual powder
obtained from ripe apples homogenized with cold acetone. The extract thus prepared
was used to characterize the enzyme, and it showed an optimum pH of 5.36 and an
optimum temperature of 350C. The substrate specificity proved to decrease from
4-methyl catechol, chlorogenic acid, catechol, and caffeic acid, to 3,4-dihydroxiphenyl
alanine (DOPA). The enzyme resulted to be more themmostable (temperature range:
359C to 609C) than the rest of oxidases of plant origin. When the extract was eluted
under conditions of hydrophobic chromatography separation, it appeared as a single
peak resulting in a 300 fold purification. The phenolase activity characteristics found
in the present study were similar to those observed in other apples from temperate
climates; however, this particular polyphenoloxidase is more themmostable under
natural conditions. This explains why apples of the Anna variety, at the high harvesting
temperature, show a very fast formation of brown spots even when there is a minor

. damage. The content of compounds with phenolic group was high (1.16 g/100 g fresh
weight). Further increase of the velocity of fruit enzymatic browning was due to this
reason.
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