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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA TTROSINASA CON EDTA,
QUITOSANO Y PAPAINA

J. Cjuno H."y J. Arroyo C.2

RESUMEN

Con el objetivo de controlar el pardeamiento enzimatico de las frutas, se ha desarrollado una secuencia
de experimentos de inhibicion enzimatica basado en el sistema enzima-sustrato-inhibidor (tirosinasa-
pirocatecol-inhibidor). La actividad enzimética de la tirosinasa se ha visto sustancialmente afectada por los
inhibidores de quelatacion (EDTA), polimérico (quitosano) y enzimatico (papaina). La efectividad inhibitoria
de la papaina se ha atribuido a su accién hidrolitica sobre los sitios activos 176G y 182E de la tirosinasa.
Una aproximacion para la constante de Michaelis (Km a 25°C) ha dado el valor de 2,0.
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INHIBITION OF ENZYME ACTIVITY OF TYROSINASE WITH EDTA, CHITOSAN AND
PAPAIN

ABSTRACT

With the objective of the browning controlling enzymatic in fruits, a sequence of experiments of enzymatic
inhibition has been developed based on the system enzyme-sustrato-inhibitor (tyrosinase-pyrocatechol-
inhibitor).

The enzymatic activity of the tyrosinase has been substantially affected by the chelating inhibitors (EDTA),
polymeric (chitosane) and enzymatic (papain). The inhibitory effectiveness of the papain has been attributed
to its hydrolitic action on the active places 176G and 182E of the tyrosinase. An approach for the constant
of Michaelis (Km at 25°C) has given the value of 2,0.

Keywords: Activity, tyrosinase, pyrocatechol, EDTA, chitosane, papain.

INTRODUCCION

En la madurez y envejecimiento de las
especies vegetales, uno de los procesos
naturales mas importantes es el pardea-
miento causado por la enzima polifeniloxi-
dasa (PPO) M.

La posibilidad de controlar el pardeamiento
de los vegetales tendra importancia en el
control de la maduracién, almacenamiento,
transporte y en la calidad final de los produc-
tos naturales exportables con un apreciable
valor agregado.

El sistema basado en la tirosinasa resulté
ser util y practico para los estudios del
pardeamiento y madurez debido a las
PPOs 2,

La enzima tirosinasa o catecolasa presente
en especies vegetales y en particular en
especies nativas peruanas, corresponde ala
clasificacién de oxidoreductasas y tiene como
cofactor al cobre (l). La oxidacién de sustra-
tos difendlicos a quinonas es catalizada por
la difenoloxidasa (una PPO); las quinonas
son conocidas también como pigmentos de
maduracién y pardeamiento 234,
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La reaccion de la oxidacion enzimatica del
difenol (pirocatecol) a la quinona queda re-
presentada segun la ecuacion siguiente:

HO o

\
OH {0)
0,
2 _ > 2 + 2H,0
Difenol oxidasa
(Catecolasa)

Oxidacién enzimatica del difenol a quinona

La enzima tirosinasa, aun cuando tiene
especificidad sobre la tirosina, es también
una fenoloxidasa por lo que se la agrupa
con las PPO vy se relaciona con la ecua-
cion 1. Segun la clasificacion internacional
de las enzimas, se encuentran dentro del
numero 1, clase de las oxidoreductasas y
de acuerdo al tipo de reaccion catalizada
son los que transfieren electrones, iones
o atomos de hidrégeno. Debido a que la
tirosinasa presenta el cofactor Cu?', se las
puede relacionar también con las enzimas
del tipo citocromo oxidasas.

El modelo utilizado para la deteccion y la
actividad enzimatica de la tirosinasa basado
en la ecuacion 1 esta generalizado por ser un
procedimiento sencillo y util para estudios y
experimentos del pardeamiento enzimatico.
El modelo permite estudios con inhibidores,
lo que ha posibilitado plantear los esquemas
experimentales para este trabajo.

En los estudios realizados por Chunchua
Shi, Ya Dai y colaboradores?, la purifica-
cion y propiedades espectroscopicas de la
PPO de la Nicotiana tabacum, les posibilitd
determinar espectros de absorcion del cate-
col (como sustrato) transformado a quinona
luego de la accion enzimatica. Los espec-
tros presentan picos de absorcidon maxima
comprendidos entre 400 y 425 nm y para las
enzimas aisladas del tabaco y champifiones
alrededor de 235 y 350 nm ambos siguiendo
un patrén de absorcion similares.

En el documento de la FAO (2000)!", desa-
rrollado por M. R. Marshall, J. Kim y Cheng-|
Wei, se han sistematizado diversos tipos de

inhibidores y en la misma direccion, Y. Jiang
y J. Fu mostraron sus investigaciones con el
uso de glutation y acido citrico. De hecho es-
tos trabajos, tienen en comun, la busqueda
de alternativas del control de pardeamientoa
través de la inhibicion enzimatica mas no por
la sustraccion de oxigeno disuelto, necesario
para desencadenar el proceso del pardea-
miento en los vegetales.

Los patrones cinéticos de la actividad en-
zimatica de las PPO de las especies vege-
tales, estudiadas en un proyecto previol”,
han abierto las posibilidades de controlar el
pardeamiento de tales especies. La inhibi-
cion puede efectuarse por el uso de agentes
reductores, quelatantes, acidulantes, inhibi-
dores enzimaticos, tratamientos con otras
enzimas o por el uso de agentes complejos
como las ciclodextrinas o quitina. También es
posible inhibir por procedimientos térmicos
o de altas presiones. De todos estos, el uso
de quelatantes como el EDTA, la quitina
(que posee propiedades antimicrobianas y
biodegradables) asi como la papaina han
cobrado especial interés en el control del
pardeamiento enzimatico de los vegetales.

Existe una gran cantidad de investigaciones
realizadas sobre el control del pardeamiento
enzimatico de los vegetales; sin embargo,
no se han profundizado aun en el uso de
productos naturales como la quitina o la
papaina, posibles de ser obtenidos a partir
de recursos marinos o de productos propios
como la papaya.

En este trabajo se estudia la inhibicion
enzimatica basado en el sistema enzima-
sustrato-inhibidor (tirosinasa-pirocatecol-
inhibidor), utilizando tres tipos de inhibidores:
por quelatacion sobre el cobre (11) con EDTA,
complejo como el quitosano y de desnatu-
ralizacion de la tirosinasa con la papaina.
Se plantea que este ultimo —una proteasa-
posee una alta capacidad inhibitoria sobre
la tirosinasa.

En la Figura N.° 1, se muestra la estructura
secundaria de una PPO (lacasa) y el cofactor
con el ligando metalico Cu (I1)"8,
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Figura N.° 1. Estructura terciaria PDB (Protein
Data Bank), de la cadena Ay el cofactor con el
ligando Cu (Il).

CINETICA Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

La tirosinasa se comporta segun el modelo
de Michaelis-Menten, de acuerdo con las
ecuaciones quimicas siguientes:

Ky 153
E+Se&C—HEHP
ky
dff) kK SOE@)+k_ ,CEt)--+-(1)
% =~k SOE@)+k_C(t)+k,C(t)-- )
%:le(t)E(t)_k71c(t)—k2C(t) ...... (3)
PO _ (e
dt - kzc(t) (4)

E, =EO)+C(1)----(5)
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Cuyas soluciones conducen a:

dc(r) _
d
(5) en(3):

C'()=kS@) [E,~ C(0)] -k ,C(t) - k,C(2)
C'(t) =k E,S@t) [k, S(t) +k_, + k] C(t)----- 7

en el estado estacionario se cumple que:
C’(t) =0, luego:

___ESWk  _ ES®H g
C([)_le(t)+k7]+k k. +k, LRI ®

1

P 2tk
" k

. _dP@) dS(t)
Veo = v——dt % =k,C(¢) --- (10)

®)y(©)en(10):
_KES®

k +S(t)
(11) es la ecuacion de Michaelis-Menten. Si
la concentracion del sustrato es alta, K <<
S (t), entonces:

v=KkE,

Esta velocidad no puede ser superada, por

lo que se denomina:

V.. =kE, .. (12)

maz

Introduciendo (12) y (10) en (11), se tiene:

dS() _ vuSO)
§'0= dt k, + S(t) a3
De (13)se tiene :
S'Olk, +S®]= ., ()
ds(t)
Sl BO_ g
S(1) dt
integrando (14):
S(t) S(t)
Jie, LT asq = - .mxjdt
5(0) S( ) 5(0)
1,80 __ [S(m S(t)] - 15)
t S@) k, t km
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La ecuacion (15) se comporta linealmente y
se puede graficar

lln& frente a [M]
t S t
con lo que se encuentra K yV,__ .

Asumiendo este modelo, se han desarrollado
trabajos experimentales®”# conducentes a
la identificacion y evaluacion de la CINETI-
CA y actividad enzimatica de los sistemas
tirosinasa-difenol-inhibidor.

EXPERIMENTAL

Se han desarrollado las siguientes etapas:

a) Obtencién del espectro visible de la
quinona producida por accion de la tiro-
sinasa.

b) Estudio cinético del sistema tirosinasa-
pirocatecol.

¢) Estudio cinético de los sistemas tirosina-
sa-pirocatecol-inhibidores.

Las condiciones de trabajo han sido las
siguientes:

Solucién de enzima tirosinasa (SIGMA:
5370 units/mg): 3,11 micromolar bufferado
apH 7,00.

Tirosinasa:|
Caodigo PDB 1wx2
(1cadena A y 2 cadenas B)
cadena A = 32089,9 g/mol
cadena B = 14204,0 g/mol

Peso molecular total = 60498 g/mol.

Aislamiento de la papaina de latex de
papaya

Método 715 descrito en C.A. Rojahn (1942):
precipitacion de la papaina con sulfato amo-
nico, disolucién y reprecipitacion con etanol
del 96% y secado al vacio.

Datos PDB para la tirosinasa:

Pfan

o Prooe4

PDB MTVRKNQAT LTADEKRRFYAAV LELKRSGRYDEFVRTHNEFIMSDTDSGERTGHRSPSFL
PDB 2 10 20 30 40 50 60

Pfam

|

DSSP

PDB PWHRRFLLDFEQALQSYDSSVT LPYWDWSADRTVRASLWAPDF LGGTGRSTDGRVMDGPF
PDE 61 70 80 S0 100 110 120

Pfam

H

DSSP

PDB AASTGNWPINVRVDSRTYLRRSLGGSVAELPTRAEVESY LATSAYDLPPYNSASEGFRNH
PDB 121 130 140 150 160 170 180

Pfan
DSSP
PDB LECWRCVNLHNRVHVWVGGQMATGYSPNDPVFWLHHAYVDKLWAEWQRRHPDSAYVPTGC

|

PDB 181 190 200 210 220 230 240
pfan SRR

DSsP —‘»—‘\—‘ \_‘h’_"\_’_
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PDB 241 250 260 270 274

Figura N.° 2. Estructura secundaria de la cadena
A de la tirosinasa, con los centros activos en los
residuos 176G y 182E. Posee 281 residuos con
40% de a-hélices y 4% de hojas beta.
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[
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Figura N.° 3. Estructura secundaria de la cade-
na B con 134 residuos, 8% de a-hélices y 24%
de hojas beta.

Soluciones de pirocatecol, EDTA y quito-
sano: 0,100 molar. Solucion de papaina
0,01% (p/v).

Tabla N.° 1. Plan experimental en la inhibicion
comparativa de la actividad enzimatica de la tiro-
sinasa con EDTA, quitosano y papaina.

Pirocatecol Quitosano Papaina Tirosinasa  Agua

Tubo () M) @) (L) (1)
1 - - - 10 9890
2 100 - - 10 9790
3 - 100 - 10 9790
4 - - - 10 9790
5 - - 100 10 9790
6 - - - 10 9790
7 - - - - 9900
8 - - - 10 9990
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Cada prueba con saturacion de oxigeno de
9,70 mgO2/L) y tubo cerrado.

Tubo 1 (con el tubo 7 de blanco) hasta tiem-
po infinito para la obtencién del espectro VIS
de la quinona.

Tubos 2 - 6 para las determinaciones cinéti-
cas y actividades comparativas a 25°C.

A 0.84
0.74
0.6
0.54
0.44
0.34
0.2+

0.1+

0.0 T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
A (nm)

Figura N.° 4. Espectro visible de la quinona (Amax
= 467 nm) producida por accion de la tirosinasa
sobre el pirocatecol a tiempo infinito.
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Figura N.° 5. Curva de calibracién de la quinona
a 467 nm, para la determinacion de las concen-
traciones de quinona y pirocatecol en la cinética
y actividad enzimatica de la tirosinasa.
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Figura N.° 6. Comportamiento cinético de la
tirosinasa frente al pirocatecol a 25°C.
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Figura N.° 7. Patron de disminucién de la con-
centracion del pirocatecol debido a la accion de
la tirosinasa.
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Figura N.° 8. Inhibicién de la actividad enzimatica
de la tirosinasa (a) con EDTA (b), quitosano (c)
y papaina (d).

DISCUSION DE RESULTADOS

Se ha definido un modelo experimental como
el propuesto en la Tabla N.° 1, a partir del cual
se han obtenido: el espectro visible de la qui-
nona (Figura N.°4) producida por la accién de
la tirosinasa sobre el pirocatecol; una curva de
calibracién (Figura N.°5) para la cuantificacion
de la quinona en los ensayos cinéticos (Figuras
N.°6 y 7); asi como los de la inhibicién de la
actividad enzimatica con adicion de EDTA,
quitosano y papaina (Figura N.° 8).

El espectro visible presenta un maximo a
467 nm a pH bufferado de 7,00 la misma que
difiere en relacion al reportado por Chuchua
Shi et al.® Quienes registran el valor para el
maximo alrededor de 410 nm a pH de 6,5.
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El comportamiento cinético Michaelino (Fi-
guras N.° 6, 7 y 8) tiene semejanza con los
obtenidos por J. Casado V. quién utilizo
4-metil catecol y ter-butilcatecol en vez del
pirocatecol utilizado en este trabajo.

Los estudios de inhibicién de la tirosinasa
muestran que los tres compuestos elegidos
inhiben sustancialmente la actividad enzi-
matica de la tirosinasa frente al pirocatecol.
Resalta la papaina como uno de los inhibi-
dores mas eficaces en este trabajo, seguido
por el EDTAy el quitosano.

La efectividad inhibitoria de la papaina es
concordante con los estudios mostrados
por M. R. Marshall J. Kim y Cheng-l Wei;
mientras que para el quitosano aun cuando
la referencias indican una efectividad alta
en la inhibicién del pardeamiento debido a
la formacion de peliculas poliméricas sobre
las superficies de los vegetales, en solucion
no presenta tal eficacia.

CONCLUSIONES

La actividad enzimatica de la tirosinasa se ha
visto sustancialmente afectada por los tres
inhibidores seleccionados, siendo el mas
eficaz la papaina seguido por el EDTAy en
menor medida por el quitosano. La efectivi-
dad inhibitoria de la papaina se atribuye a
su accion hidrolitica sobre los sitios activos
176G y 182E de la tirosinasa.

Una aproximacion para la constante de
Michaelis (Km a 25°C) ha dado el valor de
2,0.
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