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RESUMEN

Determinacibén de la fenilalanina — amconio—liasa en exiractos de

hojas de cuatro variedades de cafeto y en otros tejidos vege:ales.

Dada la importancia de la P.A. L. en el metabelismo feriipropa-
noide y siendo los isoflavonoides un tipo de fitoalexinas derivadas de
éste es |6gico considerar la P.A. L. dentro del estudio de 'os facto-

res de resistencia ( en el caso concreto del café a la roya Hemileia

Vvastatrix Berk. & Br.).Dentro de este estudio es fundamenial la de-
terminacién de los niveles endégenos de esta enzima y de los factores
que pueden inducir a su actividad, constituyéndose esie en ¢l principal

objetivo del trabajo.

En hojas de cafeto variedad Caturra hasta el momento solo ha sido
posible detectar la presencia de la P.A. L. cuando el extiracto se pro-
ducfa por homogenizacién directa de las hojas frescas con solucidén tam-
pdn en presencia de Acido ascérbico (Martinez et al. 1981 ), sin que fue-
ra posible su cuantificacién ; éste hecho dificuita el estudio de su re-
lacién con la resistencia a enfermedades, méxime cuando no era poesi-

ble partir de un material homogéneo como lo es e! polvo de acetona.

En el presente trabajo se establece una técnica de extraccién ba-



sada en el método normal de preparacién de polvo de acetona a par-
tir de material vegetal; pero considerando que la P.A. L. puede exis—
tir en forma inactiva y que por lo tanto para su determinacién es ne-

cesario pasarse previamente a una forma activa; ademés se optimizan

parimetros que permitan incrementar su actividad.

Para la prepar‘acién de polvo de acetona se utiliza una solucidn

de 2-mercaptoetanol al 1% V/V-en acetona.

A partir de extractos je hojas de cafeto variedad Caturra se es-

& - Z =
tandarjzaron los siguientes parametros y condiciones de extraccién

P.A. L. fuerza ibnica de :a solucién tampbn extractora, tiempo de re-

- F
suspensién del polvo de acetona en la solucién tampdén extractora; en-

- . - ,
contrdndose como 6ptimas para la extraccidén: Solucibén tamndn de bo-

ratos 0. 1M pH 8.8 y un tiempo de resuspensibén del polvo de acetona

de 60 minutos (540 r. p.m. )

En lo referente a los factores que afectan la actividad enziméti-

ca se establece:

- La temperatura ejerce un efecto positivo sobre la aclividad de |a
40°C en extractos provenientes de

P.A.L. en el intervalo de 25—

primeros Yy segundos pares de hojas de cafeto, siendo mayer este
efecto para primeros pares ; por lo cual es aconsejable utilizar
venientes de primeros pares de hojas de

los polvos de acetona pro

cafeto.



- La enzima no pierde actividad en un perfodo de 4 horas después

de obtenido el extracto si este se mantiene a 0°C.

Al analizar el efecto de la concentracién del sustrato (L-fenilala-
nina) sobre la actividad de la P.A.L., se encuentra que su con-

centracién éptima es 4 mM y que por encima de esta concentracidn

se presenta inhibicién.

La fraccién protefca que presenta actividad de P.A. L. ‘iene un

peso molecular mayor de 30:J.000 Daltons.

Al comparar los niveles enziméaticos e la fenilalanina amonio-lia-

sa en extractos de primeres pares de hojas de cafetos resisicntes a

la Hemjlejs vastatrix Berk. & Br. (grupo fisiolégico A ) como lo son

el Hibride de Timor y el Catimor A v susceptibles ( grupo fisiolégi-

co E ) asl como el Caturra y el Catimer E ; se encuentra que los ni-

veles mayores los presentan las variedades resistentes obteniéndose

en escala descendente respecto a actividad especifica total al siguien-

te orden : Catimor A (53.434 M. Afmg P) Hibrido de Timor (17.697
‘f{u. Aj"mg PT ), Caturra (10- 516

f'l{ue A. /mg Py Yo

u. A. /mg PT ) v Catimor E (6.772

L a es—,tandarizacién del mé&todo enunciado se efectud después de

s el tratamiento con aceiona el que impide la de-

demostrarse gue noe €
A = e, ol
teccidn de la actividad de la Pe#e . para €sto se prepararon polvos

i (S ~ "y -
s de tubérculos de papa donde ya se habfa

de scatona a partir de 4isce



detectado y cuantificado la P.A.L. Al mismo tiempo se corrobord
el efecto benéfico de la exposicidon del material vegetal a la accién
lumTfnica hasta por perfodos de 32 horas y del aumento de tempera-
tura durante la reaccidn hasta 40°C , estableciéndose que a perio-
dos mayores se sensibiliza la enzima al efecto desnaturalizante de

temperaturas superiores a 40°C,
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cafeto Hemileia vas_ti;‘vb;: Berk. & Br. no ha sido de-
F

pero se encuerira afectando varios pafises de

La roya cel
fectada en Colombia,

América Latina.

Debido a que Colombia es un pafls cafetero y que un gran porcen-

taje de su economla podrfa verse afectado por incursién de la roya ,

la Federacién Naciona! de Cafeteros de Colombia por intermedio de

sS4 laboratorio de investigaciénes sobre la quimica del café y de los
productos naturales (L. 1. Q- C.), adelanta un programa de investiga-
cién efectuando estudios @ nivel bioaulmico sobre las causas de resis—

tencia del cafeto a las enfermedades.

La resistencia © susceptibilidad de una planta a un determinado

ao avirulencia de este, son la expresién de

patbgeno, vy la virulenci
genético ¥y citoplasmético del hospedero

la interaccién del complejo

con el del patégeno.

stancias de defensa con propiedades anti-

Las fitoalexinas son Sus
micrdébiales , las cuales son procfucidas por la planta como respuesta
.. ’ .
jas, ViU s etc.

a la infeccién debida 2 pacterias; virus, hongos et



La produccién de fitoalexinas es inducida no solamente por mi-
croorganismos vivientes, sino también por compuestos de origen mi-
crobiano que se han denominado elicitores, o pueden estimularse por
diferentes tipos de tratamientos tales como exposicidn a luz ultravio-

leta, sales de metales pesados, poliaminas, etileno, inhibidores me-

A 1 - - -
tabblicos , fungicidas vy ribonucleasas.

Las fitoalexinas incluyen varios grupos de sustancias tales co-

mo las isoflavonofidicas las cuales son productos biosihtesis del meta-

bolismo feniipropanoide en €l cual la fenilalanina amonic-liasa juega

e! papel regulador en el paso de la L-fenilalanina a &cido transcin-

mico. Por consiguiente esta enzima puede jugar un pap:| importante

en los mecanismos de resistenciae.

Con el fin de correlacionar los niveles de actividad de |a fenila-

p.A. L.) entre variedades de cafetos resistentes

lanina amonio-liasa (

ntes razas de la roya del cafeto Hemileia

Yy susceptibles a las difere

abajo se propone detectar la enzima vy

Vasiatrix Berk. & Br esté tr

metodolog:’a que permita su cuantificacién, para lue-

eztandarizar la
go ver sj existe alguna relacién entre el contenido de P.A.L. y el gra-

do de resistencia de 13 planta.

2 i utiliza :
A fin de estandarizar |a metodologia S€ tilizard como material

patrén tubérculos de paPe (;‘-::?Q_lé-p,u__fﬂ-ﬂ-)p_@_f:@sum var. Andigenum) en los
ido ampliamente estudiada.

Qligles lg P.ds L ha =
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CAPITU! O |

ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1.1 GENERALIDADES SOBRE EL CAFE

E| cafeto es un arbusto que pertenece a la familia ¢d= las Rubia-

, - -
ceas , al género Coffea; dentro del cuél la diversidad de especies es

considerable. Sin embargo las comercialmente importartes en el mer
cado mundial son en su orden:
- Coffea_arabica

- Coffea cahephora

Coffea arabica

A esta especie pertenecsn las variedades Tipica y Borbbn; sien-
te cuitivadas a partir de las cuales se han ob

co estas las originalmen
tenido las variedades Caturra, Mundo Novo, Catuai y otras. Pertene-

cen al grupo fisioldgico E vy se caracterizan por ser tetraploides (on=

44),

Coffea canephola—

4 ! ) . . dad Rebusta €s la comercialmente impor-
En esta especi€ la \/aPlCJD



4 . "
tante ; las otras son especificas al lugar de su origen. Se caracteri

zan por ser diploides (2n = 22) y algunas de sus variedades pertene-

cen al grupo fisioldgico A.

1.1.1 Variedades objeto de estudio

Caturrat

Variedad de la especie Coffea arabica proveniente del estado

Minas Gerais del Brasil, la cual se introdujo en Colom-.ia en 1952 y

ce difundid en la década del sesenta al setenta; especialmente valio-

sa por el aumento en la densidad de siembra, conllevando ésta a un

aumento en la produccién. Ha sido comprobado que €sts variedad es

azas de Hermileia vasta-

susceptible a la may orfa de las diferentes r

irix Berk, & Br.

Hibrido de_Timor.

ida por el cruzamiento expontineo

Variedad probabl emente obten

entre las especies @iﬂeﬁgﬁbﬁi

\Variedad de porte

y Coffea canephora , originaria

alto, posee el mismo nlmero

de las islas Timor.

b
- Ccal
de cromosomas que €l Coffea arablced. s

comercial pero s

es decir es tetraploide (2n=

u impertancia radica en

44 ; -

t4) . Esta variedad no €%

Qe posee ios genes de resistencia a las diferentes razas de la ro-
e varios genes

« Berk & Br; ya que hasta la fecha no

va del cafeto Hemileia vastallt



ha mostrado susceptibilidad frente a ninguna de ellas. Pertenece al

grupo fisiolbgico A.

Catimor

En la actualidad en Colombia se adelanta un programa de mejora-

miento, con el fin de obtener plantas resistentes a las diferentes ra-

zas de la roya del cafeto, ya que hasta la fecha se sabe que todas las

variedades que se cultivan en Colombia con fines comercial2s son

susceptibles. Dentro dei marco del programa de fitomejoramiento que

se realiza en CENICAFE, se estan efectuando cruces entre la varie-

dad comercial Caturray el Hibrido de Timor, que posee un comporta-

miento agponémico poco fevorable pero que es una variedad trasferen-

- Pl -
. va mas conveniente., U
te de resistencia, siendo ésta la alternati e e

. i g2) : se continlia con una seleccién a
obtenidos los hibridos,Moreno (19 ’

i i o en cuenta tanto la resistenci
traves de varias generaciones teniend a

i& daptacidon a zonas cafeteras
. . produccion, adap
a la roya como su nivel de p

E| esquema de mejoramiento seguido con
del pafs y calidad del grano-

a se ilustra en la figura No., 1.

el Hibrido de Timor y el Caturr

El h o causante de la enfermedad es.un microorganismo con un
on

ciclo d j de pocas semanas, lo que conlleva a una taza de mutacion
o de vida

alta en comparacidon con una planta peremne como lo es el cafeto; es

hec i - las nuevas variedades miéjoradas’ posean Uha esiructura
esario que _istencia contra la mayor cantidad de

genética tal que asegure it



FIGURA No:l

ESQUEMA DE MEJORAMIENTO POR HIBRIDACION, USANDO EL
HIBRIDO DE TIMOR COMO PROGENITOR RESISTENTE A

LA ROYA
PROGENITOR PROGENITOR
RECURRENTE RESISTENTE
(P1) (P2)
' ~
RCI x Pl == RC2

SELECCION

SELECCION
A

O
Y

TP ——— - em W s 60,000 o

FnRCn )

anu\ /
mjuln

PROPAGAC!ON DE LOS MEJORES
MATERIALES

¥ o
7o POR LA MEZCLA DEJ

OE LOS MEJORES MATERIALES
VARIEDAD COLOMBIA__

e

3 mere.

-,
Fn = Gepgracion
RCn = Recruzamiento



razas de la roya del cafeto por un tiempo lo mas prolongaco posible

Seis grupos fisioldgicos (A,1,2,3,4y E) se han obtenido en la
descendencia de los cruzamientos del Caturra por el Hibrido de Ti

mor conocidos como Catimor en el Brasil y desarrollados en Colom

bia bajo el nombre de variedad Colombia.

1.1.1.1 Pruebas de resistencia: Efectuadas con la ccleccidn

de razas de Hemileia vestratrix Berk, & Br. del centro de ilwestiga

ciones de la roya del cafeio (CIFC) de Portugal.

Los descendientes pertenecientes a i0S grupos 1,2,3 y 4 son ata-

cados por algunas razas ©¢ la coleccidn del CIFC no existentes en
plantacjones de América hasta el momento; los descendientes que per-
son atacados por ninguna de las razas de la ro-

tenecen al grupo A, NO
vastatrix Berk, & Br; existentes en el CIFC
2

va del cafeto Hemileia vas
scendientes dué per
tadas hasta el momento en Aisrics .

mientras que de tenecen al grupo E son susceptibles

a la mayorfa de las razas detec

= LA FENILALANINA AMONIO-L IASA EN ME-.

1.2 FUNCION D
S DE RESISTENCIA A ENFERMEDADES

CANISMO

ibilidad de una planta a un determinado

La resistencia © suscept

’
Patdgeno y la virulencia © avirulencia de é€ste son la expresidn de la
i ’ foam 3 .
interaccibn del complelo genetico ¥ citoplasmatico del hospadero con



el del patbgeno; teniendo en cuenta la accidén del medio ambiente so-
bre ! el hospedero, el patbgeno y sobre la interaccidn entre ellos
La reaccidn de una planta esté indicada por el tipo de infeccidn; que

da la medida de la virulencia del patdgeno y determina la resistencia

del hospedero (Browing et al 1981 ).

Las fitoalexinas son sustancias de defensa con propiedades anti-

microbiales las cuales son producidas por la planta como respuesta a

la infeccibn debida a bacterias , virus, hongos, etc. (Grisstach et al.

1978) . La produccidon de fitoalexinas es inducida no solan:ente por

- - =
microorganismos vivientes sino también por compuestos d2 origen mi-

crobiano que se han denominado elicitores (Billet et al 1980, Nishi-

zawa et al. 1979) , o pueden estimularse por diferentes tipos de tra-
- 4 -

tamientos tales como exposic:c’)n al frfo, luz ultravioleta, sales de me-

eotileno, inhibidores metabblicos, fungici-

tales pesados, poliaminas,

das y ribonucleasas.

En café se han efectuado ensayos con elicitores obtenidos a par-
[
tir de aguas de lavado de uredosporas de la roya del cafeto Hemileig
agua e

& Br autoclavadas (Beretta et al . 1976) , las cua-

Yastatrix Berk,

les en ensayos in.vivo

producen una alta resistencia contra una pos-

terior infeccidbn fangica.

Las fitoalexinas incluyen vatios grupos de sustanelas tales como
as fitoalexinas
' *d f—erquitcrpenos, poliacetilenos, dihidrofenantre-
0 son: isofiavonoides,;==~
og) , el tipo de fitoalexinas producidas
hos, etc., ( Gr isebach et al. 19787
] e



por una planta esta relacionado con el género de las mismas; las de
tipo isoflavonoidico son productos de biosfhntesis del metabolismo fe-
nilpropanoide (Smith et al.1981) , (Figura No. 2) en el cual la fenila—
lanina amonio-liasa (P.A.L) juega el papel regulador en el paso de

i H H P ’ L
la 1—fenilalanina a acido trans—cindmico. Ademas las actividades de

y ) . .
las enzimas son incrementadas por accion de elicitores sobre los te-

jidos de las plantas.

- -’
Ensayos efectuados sobre la germinacion de uredosporas de He-

mileia vastatrix Berk, & .3r. (roya del cafeto) en presencia de deri-

vados del 4cido cin&mico han mostrado que estas sustancias actlan

como inhibidoras germinativos (Stahman et al. 1976).

1.3 FENILALANINA AMONIO-L IASA

1.3.1 Generalidades
e

P.A,L.) enzima involucrada en el

La fenilalanina amonio-liasa (

ntas especificamente ubicada en la

metabolismo secundario de las pla

noide (Harborne &t al.
(Figura No. 2) , cataliza la cesamina-

r 1975, RhOdes et al. 1978, S\Nain
Via fenilpropa

et al , 1970, Yoshida, 1969) .

nilalanina a sus productos de reaccidn a-

cidn no oxidativa de la 1-fe

: al. 1972) , seglr -
moniaco (Hanson &t ala 1 P glun la reac

cido trans~-cinamico y @

cion,
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cOOM

=L~
CHy=CH-C OOH s cF H

N,

’+NH

Looh P
|=fenilalanina 4cido t-cinamico

- a l .
También se han encontrado que en:muchas plantas esta enzima:ca-

. - P - » - .
taliza la desaminacién de la l-tirosina a 4cido para-cumarico y amonia-

co; aunque para este proceso existe la enzima tirosina amcnio-liasa
? ~

C_Hz‘.CH -COOH |

,///\“NH‘ TAL /\“# NH
T

o+

fcido p~-cumérico
|-tirosina

~0



La fenilalanina amonio-liasa ha sido estudiada en numerosas es-

pecies de plantas (Hollander et al. 1981) , dentro de las cuales se ci-

tan las siguientes: Espinaca (Nishizawa et al 1979) , frijol (Dixon et

al .1980, Dudley et al . 1979, Rabe et al. 1970) , garbanzos (Ahmed

et al , 1970), guisantes (Ahmed et al. 1970), mafz (Marsh et al. 1968 ),

mostaza (Ac ton et al. 1980), papa (Havir et al. 1968, Lamb et al, 1979),

Smith et al. 1981, Zucker et al. 1965, 1968) , Tabaco (O'Neal et al

1970) etc. A partir de estos estudios se han obtenido las siguientes

caracter{sticas ( Bell. 1981; Camm et al. 1977, Hanson et. al 1972) :

La fenilalanina amonio-liasa es una globulina localizada en glio-
Xisomas, peroxisomas ¥y cloroplastos; siendo su actividad dependien-

te del genotipo, edad vy desarrollo de 6rganos y tejidos. Es una pro-

T Tt i upos carbonilo;
teina en cuyo sitio activo sé€ encuentran grup a lo; ya que la

eversiblemente en presencia de compuestos re-

enzima es inhibida irr
grupo tal como lo es el borohidruro de sodio (Havir

ductores de este
por los ibnes cianuro (Camm et al.

et al , 1968, O'Neal et al - 1970) vy

O'Neal et al « 1970), Por otra parte en el si-

1977, Havir et al. 1968,

nvolucrados grupos sulfihidriloya que compues

tio activo deben estar i
(Koukol et al. 1961, O'WNeal et al, 1270)

tos tales como la iodoacetamlda

- - e - !,/ ko = ‘.. \
vy el a4cido par-a..clor'o mer‘cumfen:lsulfomco (Koukol et al. 1961}, que

grupos syffinidrilo se comportan como

actiian directamente sobre los
P.A L. . Se han encontrado ademés

inhibidores enzimaticos de la

namico product
p. A, L., (Camm et al, 1977, Koukol et

: o de la reaccidon enzimatica se com~
que e! 4cido trans—cl

& o . la
Porta como retromhlbldor de la

1C



al. 1961 ); por otra parte una acumulacidén del &cido trans-~cindmico o
= 1 -
del 4cido Para-cumérico puede conllevar al desplazamiento de la re

" . ) _ .
accidn enzimatica hacia la produccién de sus respectivos sustratos ;

ya que la reaccidén enzimética es una reaccidén de equilibric quimico

(Hanson et al. 1972, Nari et al. 1974).

La fenilalanina amonio—liasa es estable y determinable espec-

trofotométricamente, no requiere de cofactor y posee un peso molecu

lar promedio de 330.000 Daltons; siendo en algunas especies una en-

zima tetramérica la cual posee€ cuatro subunidades de idéntico peso

molecular; mientras que ©N otras posee dos subunidades beta y dos

subunidades alfa siendo las beta de mayor peso molecular (Nari et al.

1974); la enzima es activa €n ol rango de pH de 8.0-10. 6; encontran-

dose un pH 6ptimo para ey actividad de 8.8 (Camm et al. 1577).

1. 3.2 Extraccién Enzimétif

La extraccidén enzimética de 1a P.A. L. se ha venido efectuando
de plantas mediante diversos métodos (Loomis

en numerosas especies

polvos de acetona el méas utilizado para es-

et al. 1966), siendo el de
te efecto. (Bruges €t al. 1967, Havir et al. 1968 Koukol et al. 19671 ,
1068 OINeal et al. 1970, Rahe et al

Lamb et al. 1976, Marsh et al.

1970, Said et al. 1966).

Este método se basa e asegurar durantey después del proce-

so de ext cibébn | a menor pépdida posible de la activi-
> extrac

nando ademas pigmentos ¥ sustancias colo -

dad & hz1matica eliml
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readas las cuales pueden interferir durante la medida espectrofoto-

L -
metrica.

Este método consta en la homogenizacidn del material vegetal con

acetona previamente enfriada a -20 °C ; seguida de filtracibén al vacfo

v lavado exhaustivo utilizando el mismo solvente; manteniendo el polve

obtenido en temperaturas inferiores a 4°C, Para la extraccidn enzimi-

tica final se suspende el polvo en solucidn tampdn de boratocs o fosfa-—

tos en el intervalo de pH de actividad enzimatica; ajustand: este poste-

riormente al pH 6ptimo enziméatico para la realizacidn de la reaccidn

- - rd - .
y la posterior medida del 4cido transcinamico producto de !a reaccibn.

1. 3.3 Medida de |a ~ctividad enzimatica

] Y el e
Dentro de los métodos de deteccidn y determinacion de la activi-
los mas frecuentemente utiliza-

dad de la |=fenilalanina amonio-liasa;

» . $
2ial s de marcacidon radioactiva., E i—
Sl et ] espectl,ofotometmco y el de ma iva | pri

Nt .2 s L . .
mero se basa en la cuantificacion del acido trans—-cinamicce uno de los

Productos de la reaccidon utilizando como sustrato el aminoacido L-fe
nitalanina y como enzima €l extracto obtenido en el numera! 1.3.2 ,vya
1961,M0r‘aes, 1981, Rahe ei. al, 1970 )

sea a A= 268nm (Koukol et al.
longitud de maxima absorcidn del &cido trans-cindmico o a ‘A =290 nm
u

2 970, Dudley et al. 2) d 2 se
(Havir et al. 1968, Nishizawa et al. 1979, Dudley al. 1979) donde se

: =i 5 el sustrato L fenilaliani-~
’ y b i : producida por € : nilalani
disminuye asi la interferencia
ongitud de maxima absorcidn en el mismo inter-

na, el cual presenta su I



valo del producto de la reaccidn (apéndices |y 1),

E| método de marcacidn radioactiva consiste en la utilizacidon del
sustrato L—fenilalanina marcado en el carbono 3 con carbono catorce
(CHL) LJshrson et al. 1975 , O'Neal et al. 1970, Pometto et al. 1980 ,

Proksch et al 1981, Schroder et al. 1976), incubando este con el

extracto enzimatico siguiendo el transcurso de la reaccidn duranie

un tiempo dado y posteriormente cuantificando el producto marcado .

La actividad especffica enziméatica se obtiene a partir de los va-

. - £ .
lores de actividad determinados mediante los métodos anteriormente

mencionados refiriendo estos al conteniuo protefco en el extracto en-

.2
ziméatico presente en la mezcla de reaccion.

Respecto a la extraccidn y medida de la actividad enzimatica de

- s -
la fenilalanina amonio—liasa en hojas de cafeto, esta Unicamente ha

5 14 ”
Sids detectada cualitativamente (Martinez et al. 1981); pero no fué po-

sible su cuantificaciéﬂ- Deben considerarse dos aspectos a este res-—

pecto: primero, si el nivel de la P, A.L. en hojas de cafeto es tan bajo

- . - 4 el - X o
lo cual no permite su deteccibn espectrofotometirica; o si el método pa-

P T anzimatica de la P.A. L. utilizado no es el apropiado
o H e
Por lo consiguiente es necesario en la estandarizacidon del método de

extraccibn y deteccidbn enzimatica utilizar un material vegetal el cual

Presente un elevado nivel de la P. A.L., y que haya sido ampliamente

estudiado; para luego s€r adaptado a hojas de cafeto. Como material
a 9 =



vegetal se escoge la papa (Solanum tuberosum var.Andigenun) por

ser este de ficil adquisicién y por pcseer un contenido fenélico ba-

jo. Ademéas es posible observar efectos de diferentes factores so-

bre la actividad enzimética de la P.A. L.; para su aplicacién poste-

rior en hojas de cafeto.

1.3.4 Inhibidores y activadores

tro de los estudios efectuados sobre la fenilalariiia amonio-

Den
liasa se han encontrado una serie de compuestos que mocdifican su ag

tividad enzimética; bien sea inhibiéndola parcial o totalmente o incre-
o clasificados en los siguientes grupos:

mentandola; los cuales han sid

1.3.4.1 lones metélicos. Ha sido demostrado que la actividad

catalftica de la P.A. L. €3 inhibida por la accibén de algunos iones

os cuales presentan un mayor o menor carécter

metilicos divalentes |

nte de su concentracién; se citan los siguientes:

inhibitorio dependie
2 antre otros ( Havir et al. 1968,

Cu y ZN , Ca H9+2 4
1961, O!Neal et al.1970) . Sobresa-

Inidall et al. 1974, Koukol et al.
+2 | presenta un marcado caracter inhibi-
U o Ak Yae g ol e F

do a su interaccién con los grupos U

torio el que parece S€r debi

dril tes en el sitio activo de la enzima; ya que las sales de me-
o presen

tal W cotplelos ol estos grupos. Ademés en presencia

ales pesados forma

1968,

d ( Ry jridall et al. 1974, OWNeal ei al. 1970), y

e EDTA (Havir et ale

de sodio (O'Neal et al. 1970) complejantes de
e o>

de Dietilditiocarbamato

14
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iOr"es me - - -
tilicos divalentes se produce o no un incremento de la acti
[—

vidad enzimati
nz :
imatica dependiendo ésta de su concentracién y de los io
2 nes

Present
ntes en lo imati .
s extractos enzimaticos; lo cual puede relacionarse

con su ivi : :
actividad de complejante de iones metalicos que como se acab
a

de .
ver son inhibidores enzimaticos de la P, A L.

1.3.4.2 Compuestos y reactivos sulfihidrilicos. Los compues-—

to ape 3 e o .2 , Lyl
s sulfihidrilicos presentan activacion o inhibicién dependiendo de

os o como dfmeros y de su conhcentracidon

s

U estructura como monomer

(< i '
oukol et al.1961) ; asl ™ glutation (s-H) actlhia como activador mien-

resenta alteracion en la actividad

t
ras que su dfmero (GS-SG) no p

- . r :

( ridall et al, 1974). De igual forma la L.—cisteina (S-H) actlia como
inhibidor (Koukol et al. 18651 5 I~idall et al. 1974) mientras gue su df=
gln tipo de inhibicidn, EIl 2-mer-

no presenta I’lin
(O'Nea! et al. 1970),

me -

ro L-cistina (S-S)
- &

Captoetanol (s-H) dependiendo de su concentracion

blede setuap como activacer & o presental ninguna alteracion sobre

la -
actividad enziméatica.

. 2’
que interactian con los grupos

peactiVvos

Por otra parte algunos
amonio~=liasa ;

pidores de la fenilalanina

SUIFi G ot o
ulfihidrilo actlian comMo inhi
nico vy ia iodoacetamida (Kou~

rifenilsy 115

asf .
St el Gcido para—cloromer'cu
kol et al 1961) se comportan como ihhibidores Presentando el primero
s
. S -2 ’ +2
100% debido a |4 ineofporacion del i6n Hg

de
ellos una inhibicidn del
e aclart en e
®n la estructura de este compm—:sto ya que€ como 2 Bl
lejantes de
hal 18,4, 1 1 les de metal€s pesados son compPe] reRligrii=
o Jo bt as sales



pos sulfihidri i mpr N i r e t
idril
|JCcoOS comp Obé dose as la 8] esencia d
esctos gru
pos

en el siti
sitio & i
activo de la fenilalanina amonio-liasa

1. 3. 4' Ag

tal s com - o - 'd H -
e '

pPuestos e contengan ion nuro (Havir
qu ontengan ione i Ko
s cianuro (Havir et al 1968
’ ukol et
: al.

1961, O
’ Neal et al 1970)
que actf@ian directamente sob
re grupos cark
S

Nnilic
os se pre ‘AR
S - - 2 - -
p enta inhibicion enzimética lo que conlleva & pen
- sar er

nélico en el sitio activ

1968).

|a p
resenci
ncia de un grupo carbo ode iaf
ta fenilala—

Nina : :

1.3.4.4 Acidos ai-omaticos. Otro tipo de compuestos que
ac-—

e la actividad enz
os cuales s€ pueden citar los

imatica de la P.A.L. son n
- ;u—

1{6] '
an como inhibidores d

< dentro de |

mep r =
osos &cidos aroméatico
.
o o-Ccumaricos; D-fenilalanina
?

siguij . i
ientes: Acido trans—cinémico, 4cid
y de la serina (Iridall et al

fenilalanina

y
algunos derivados de la
t El|- 1970)‘

Los acidos gélico y gi-

19
74, Koukol et al. 1961:; o!Neal €

1970) actl

an por el contrario como activadores

B .
erélico (OtNeal et al-

de |
a fenilalanina amonio-—-iiasa-

La actividad enziméatica de

ohidratos Y polioles .

es inhibid

oncentracio

16 345 carb
poiioles tales

nio-”asa

a totalmente por

la fen
enilalanina amo
nes de 200 mM;
; pre-

ol v el Disor‘bitol ac

& inhibiCiC’m parte de la

Co
mo el D-manit
B, e arcial r
Nténdose a ésta concentraclor‘ un o i
D~

glucosa vy D-manosa;sm

a esta concentracién inhibicion
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POr parte de la sacarosa.

Analizando el manitol y sorbitol en comparacién con la manosa y

I . ,
glucosa se observan como diferencias que €n el manitol y sorbitol no

se :
Presenta capacidad reductoray queé la estructura es abierta mien-

t -
ras que la manosa y glucosa presentan capacidad reductora y predo-

mi . . .
na la estructura cfclica piranbsica.

a se observa que esta no posec capacidad

Al examinar la sacarns
- -’
a combinacion de dos estiucturas cf-

r\
eductora pero su estructura €s i
£| analisis de estas estructuras nos

C H & - .
licas furandsica y pirandsica.
a la inhibicibdn no es la au-

l . -
levis & considerar que la Parse basles BED

a del manitoly sorbitol ya que la sacaro-

s : .
encia de capacidad reductor
ras que si se nota diferencia entre

mient

Sa no posee dicha capacidad
Si la estructura es abierta © cfclica lo cual conlleva a pensar que la
inhibicibn requiere de la estructura lineal ya que es inhibida por azu-
Cares que poseen estructura abierta {inicamente (Koop et al. 1977), o
a estructura.

due presenten equilibrio con est

ctividad de la fenilalanina amo-

1.3.5 Efecto de la luz sobre la a 48
e e SR —_

nio-liasa.
e

etabblicas incluyendo fotosfnte-

el m
Un amplio rango dé actividades

~ = = y
de clorofilas degradacion de grasas ,

Si : - fntesis
S, fotorespiracion; sfntes!s




d . ‘ _ - |
egradacibn de almidones, sintesisy degradacibn de &cidos nuclefcos

r i -
Y sintesis de productos secundarios pueden ser regulados por fotocon

trol ejercido sobre el nivel de actividades enzimaticas especfficas.

Las Gnicas enzimas due responden a la luz en perfodos de tiem-
PO suficientemente cortos son: la lipoxigenasa, la pirofosfaiasa inor-
danica y la fenilalanina amonio-liasa. E| fitocromo aparentements ac-
tha como depresor de la actividad de la lipoxigenasa mientras que ele-
Va la actividad de la feni [1lanina amonio-liasa. La activacion e inac-
tivacidn enzimatica son Procesos los cuales resultan de la modifica -
Cidn de las moléculas en.:maticas preexistentes para hacer estas ca-
talfticamente mas o menos activas respectivamente. Estas modifica-
Ciones pueden involucrar ~ambios covalentes en la estructura molecu-
S inter‘aCCiones alostéricas (Acton et al

lar de |a enzima o cambios
1980, Zycker, 1972).

aa fotocontrol en una amplia

esté sujet

FD. Ac L—“‘
s debido a la acti

La actividad de la ol
vacion del

s casos e

en algun®
1976)

a luz (Quail e
a €s dEbid

Vapi .
edad de especies;
o , mientras que en otros el

fito d

C O o 1 T e I

rom le) cion H ion r =
poir ac o a la |r]dUCf3i6 por ac

" .
- irnatic
'Ncremento en la actiV! dad enzim - O
a1, 1uz ultr'awoleta y radiaciones

Cidn dj ca, luz azlls

i 7 blan ) : "

ecta de la Iu P8 Camm et ale 1977, Fritze-
med € s

5. Zucker - 1965, 1972) o puede
2

9ama (Acton et al. 1980; Ah
i 07
meler\ et a'. ]981, ‘Johnson et al.l

- - ) -lmbo-
C{Obe]wse a una combinacffm ge: &

18



1. 3.6 E| fitocromo

verde fitocromo es un regulador biolégi

1976) . Se conocen dos for-

La cromoprotefna azul-

Cco r . .
eversible activado por la 1uz (Quail.

La forma P (absorbe en la regién es

ma 7 :
s principales de la molécula.
orma P, \max =730nm .

pect
ral de la luz roja A max= 660 nm vy laf

rada biolbébgicamen
os formas son reversiblemen-

La form z de inducir
aP_e i i
s conside te activa capaz de induci

res a

puestas biolbgicas medibles: Las d

te j

nterconvertibles por ~ccion de la luz roja—lejana ( fotctransforma-

ble en |a oscuridad . La P
bl

rma Pr. es esta

cidn)
. Mientras que !a fo
|la forma F’r, o ex

en e .. i

stas condiciones s€ transforma @ perimenta una
Pérdida i i i

dida irreversible de fotoactivndad conocida como destruccion. Es-
t . i i

as propiedades del fitoci*omo son resumldas en la figura No. 3.

a forma Pr- transforma la molécula

sorbida por !
na respuesta biclégica.

rno iﬂduce u
en una protefna

El fitocromo es

La luz roja ab
La

la cual a sY tu
y un crombfo-

a la forma P
fr
mo i
lécula aislada del fitocrome consiste

ohidr‘atos

de PH de 6-2°
de esie rango; sSU peso

menor del 4G

ro
con un contenido dé carb
8. 0 pero precipita

es H
table y soluble entre el intervalo

ncima Y P
lia discus!

or debalo

Ve
s desnaturalizado POr €
4n y se han citado valo-

foro €S un tetrapirrol lineal

re
s de 18000 y 359000
o a und eslrur:tur-a pr*oterca.

e|
cual se halla unid
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CAPITULO Il

METODOLOG!A

2.1 MATERIALES Y

25

fpss———_

2.1.1 Materiales vegela

Variedad de cafeto

EQUIPOS DE LLABOR

ATORIO

\Variedad de papa

50|anm_Lut;erosum var, Andigenum

e —

Caturra rojo
Hibrido de Timor
Catimor A

Catimor E

2,1,2 Reactivos
i

Acetona (grado R A.)
R e

Acido Bbérico (grado

Acido trans-ciné

Carbonato de sodio (grade

2B

Eter etflico (grade

(Papa Sabanera)

22



Hidrbxido de sodio (grado R.A.)
2- Mercaptoetanol (grads R. A.)

L—fenilalanina (grado R.A.)

Reactivo de folin-ciocalteu (grado R. A.)

Sulfato de cobre pentahidratado (grato R, A,

Tartrato de sodio (grado R.A.)
do (grado R. A.)

Tetraborato de di-sodio decahidrata

2.1.3 Equipos de |_aboratorio
e

anbmetro Matheson ref. 3104

Bala de nitrbgeno con m

.. L]
Ba|anzaana||ucaMettler‘ i, 64.

Cabina de flujo laminar Int ermed.

Centrffuga Sorval RC-5B. Dupont.

Cuarto frfo Warren

ro Zeiss pPMQ-3

=
Espectrofotomét

Estufa Heraeus

Homogeni zador Virtis 5-23

Never\a

. 2 !
Plancha para agitacion He

Potencibmetro Metrohme

¢ quido
Tanque para nitrbgeno 1fgul
Ultrafiltreo - Amicon
K=5
Ultratermostato Colora

Vortex Heidolph

23
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2.2 ENSAYOS CON TUBERCULOS DE PAPA

2.2,1 Toma de muestra

s de Solanum tuberosum var Andigenum

Debido a que los tubérculo
(Papa sabanera) fueror adquiridos en el mercado comlin se omiten carac-
contrciando Gnicamente

terfsticas de oroveniercia, toma de muestra SiG;
s utilizacién de solamente aquellos

Uniformidad d=z tamafic, y limitan

tL"*’;3|"<:ulc>s carentes de lesionese.

papa (Lamb. et al .1979)

2.2.2 Ppreparacion de discos de
D

. P ente desinfzctada con solu-
1y ar previam
e flujo lamin

5% vy etanblica al 70% se preparan

En una cabina d

ciones de hipoclorito de sodio al 2. |
pa sabanera) median-

i ‘genunm (pa
Yiscos de SmofM

ta ) .
la secyencia siguiente:
n agua destilada y secados

arite un perfodo de tres

a. Los tubérculos
3170% dur

S -
¢ Sumergen en solucidn

mi _
Nutos (desinfecmén).

1 5mm de diametro Y 3 mm de espesor
- de i
SuOS
bocado.

de

b. Se preparan di
un sacd

ab .
“MOximadamente con la ayuda



P4 - u
c. Los discos se sumergen en agua esteril y se enjuagan con el

ffh de eliminar la mayor cantidad de almidbn posible.

d. Se llevan estos a cajas de Petri que contengan papel de fil-

tro previamente humedecido con 5 ml de agua estéril ( 5 discos par ca-

ja?.

e Se gometen posteriormente a exposicién de luz blanca inten—

sidad de 2000 L.uxes a tiempos definidos.

Nota: Todo el material empleado en la técnica dezcrita anteriopr-—

i ilizado en autoclave a 121°C a una presibd
mente fué previamente esteriliza sk SH

de 15 Ibs durante un perfodo de 30 minutos.

2.2.3 Preparacidon Polvos de acetona (Havir et al, 1968)

e i

ul vez sometidos los discos de papa a la luz blanca de 2000
na

Lux tiempos de 0, 16,20, 24,28 y 40 horas, se pesan e introducen
es a

. ) - P

g enfrian posteriormente en nitrégeno If-
- 5 ticos , S€
en recipientes plas

i Virtis con acetona previamente enfriada
uj ’ enizan en
quido ; y se homog
e A 0 minutos., E| |
- :20 Peso/Volumen durante 10 n SEl S
a - 20°C en relaclion 1

»
. uda de vacfo a través de papel What-
i i e filtra con ay
genizado obtenido s
R con el mismo soclvente en a3
m 4 lavados posteriores -
an 40 y se efectuan

n =e obtiene un polvo de color blanco el
1 & . ¥ \/OIUI.'Ie 3 }’ = Y 3
lacidbn 1:100 F’eso./ o

25



cual se seca a una temperatura de 4°C en cuarto frfo . Para su con-
servacidon t d o .z e
este se guarda hasta su utilizacion en nitrdgeno Ifquido., EJ

diagrama de flujo del proceso es representado en la figura No, 4,

2.2.4 Extraccibn enzimética de la P.A.L. (Havir et al. 1968
]

Zucker . 1968).

Polvos e acetona de Solanum tuberosum var, Andigenum (papa

csabanera) se suspenden en relacién 1:100 Peso/\/oiumeﬂ con solucidn

tampdn de boratos 0. 1M, pH8. 8, durante un perfodo de 15 minutos con

agitacidn en bafio de hielo y se centrifugan durante 10 minutos a 2000
»g (4500 . p.m.) a una temperatura de 4°C, el sobrenadante es filtra-

do a través de papel Whatman 40 constituyéndose este en el extracto
enziméatico utilizado en la medida espectrofométrica de la actividad de
Ia P' Ao !—-

de la actividad enzim&tica de

2.2.5 Medida espectrofotom‘étr'ica

1968, Nishizawa et.al 1979 )

la P. A, L, (Havir et al.

——cr=

icos provenientes de discos de Sglanum tube-

Extractos enzimat
uestos a luz blanca inten-

rosum var, Andigenum (papa sabanera) exp
16,20, 24,28 y 40 horas son u-

sidad de 2000 L.uxes por perfodos de 0,

&n de la actividad de la P, A, L. Las condi-

tilizados en la determinaci
se resumen en el apéndice Il. Como sus

ciches espectrofotométricas
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? T H . - - - -
trato es utilizado el aminoacido L —fenilalanina. La mezcla de reac-

cid . k ; I
dny el blanco de reactivos son descritos a continuacidén para un vo-

lumen de 3.0 ml

Reactivo Mezcla de Blanco de
utilizado reaccidn reactivos
Extracto enziméatico 0, 5ml 0.5 ml
L-Fenilalanina 30mM 1. Oml 0.0 mi
2. 5ml

Tampdn de boratos 0. 1M 1. 5ml

we lad cinéticas se deter: ina la veloci-

pH 8.8 una vez efectuad

la curva de calibracidn del acido

dad de reaccion la cual mediante

o (apéndice V) es iransformada en unidades de actividad

trans—cindmic
nhen como A mol fcido trans—cinamico sroducidas por

las cuales se defi
efna presente en el exiracto se trans-—

minuto que al referirias @ la prot

e
forma en actividad especifica.

temperatura sobre la activida:d de la P, A, L

2.2.6 Efecto de la

P determinar el efecto aué ejerce la temperatura sobre la

ara deter :

actividad enzimética de la fenilalanina amonio-liasa, se utilizan los
nzi

Zticos de Solanum tuber
3y 0. 258 5 5 B

2.2.5 con cada unc de los exirac-

osum_var Andigenum — obteni-

&xtractos enzim
ealizan cinéticas enzi-

dos seglin los numeral €s 2. 2.

rraiicas de acuerdo con el nume
e . =2
. R CCOE oM 1A i SO perfodo de exposicidon lumfi-
tos provenientes U€ araeds
Nica do lat I’rl)F‘r‘aturu en el intor'valo COIT'IPJ“OP'ILIICh) entre 25-
y variando la tem=



4o 2 . . R 5 1
t0°C | a partir de la misma mezcla de reaccién; es decir inicialmen-

te se efectlia la cinética enzimética a 25°C , se interrumpe el regis-

tro y se aumenta la temperatura a 30°C se estabiliza la temperatura

Y se sigue esta nueva cinética durante un tiempo determinado el que

Permita observar una variaciony asf sucesivamente para cada tempe-

Patura en intervalos de 5°C, hasta alcanzar una temperatura de 40°C,

o de la temperatura se efectlia la cingética

Como control del efect
a 25°C del exiracto enziméatico obtenido a partir de discos de papa sa-
4 horas por un perfcdo que abar-

banera expuestos a la iuz durante 2

a en realizar las cinéticas an-

Gue el intervalo de tiempPo que s¢€ emple

teriores.

sobre la actividad de la P.A. L.

2.2.7 Accibn de la 22—

e la actividad enzimatica

de la luz sobr

Para observar €l efecto
scos de Solanum tubero-

se utilizan di

de la fenilalanina amonio—-llasa
-2
uestos a la accidn de la luz
banera) exP

papa s

SUm var, Andigenum (
de 0, 16, 20, 24,28 y 40

er-deOS
bianca intersidad e 2000 Luxes Por P
i erales 2.2.3 Y Z2.2:4; se
horas procesados como S€ indica en los hum ’
- do al numeral 2.2+ 5 , mante-
efectfian cin&ticas enzimaticas de acuer
- +~=ctos enzimaticos en
Ilzando extrac
stante Y uti

hEEndO la temper‘atul’"a con .
n diferentes perfo-

. e muestras co
la mezcla de reaccidn pPOVe”'emes d

. -
dos de exposicion juminicae

29



2.3 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LA PAL

EN CAFE

2.3.1 Toma de muestra

La toma de muesira s€ efectla en dos localidades diferentes, en

la finca Misiones situada en Viots (Cundinamarca) se tomaron prime-

< de hojas de cafeto variedad Caturra rojo edad

I'os y segundos pare
nterdiéndose por pri
considerando com. segundo par

ho determinada; € mer par las hojas correspon-

dientes al extremo final de la rama,
en direccién al tallo principal de la

las inmediatamente adyacentes

as) se tomaron hojas de primeros pares de

planta; en Chinchiné (cald

ades Hrbrido de Timor, Caturra, ‘Zatimor Ay

cafetos de las varied
s dos Gltimas var

edades de cultivo:

iedades de la generacibn F ) los

Catimor E ( esta

Tuales poseen las sjguientes

Fecha de s iembra™

VVariedad
) 12 julio 1966 (16 afios)
Hibrido de Timor
13 marzo 1957 ( 25 afios)
Caturra
primer semestre 1975 ( 7 afios)

Catimor Ay E

. i nal de funciona-
i mcacrén perso

. nte comu

idos media

g

Datos adquir

rios de CENICAFE-

30



2.3.2 Transpoite

Las hojas recolectadas son introducidas en bolsas plasticas or-

denadas en tal forma que el haz de cada una de ellas esté en contacto

con el envts de la anterior sin que se ejerza ninguna presibn entre

elias. Las bolsas se introducen dentro de una caja de icopor que con

tenga bolsas de hielo seco herméticamente cerradas separadas por un

tabique de cartdbn de un centfmetro de espesor aproximadamente a cada

lado del compartimiento de la muestra ; colocando posteriormente la ta-

pa de icopor de la caja con el ffn de obtener un intervalo de temperatu-

ra de 10-15°C . Este material se transporta y procesa el mismo dfa de

la toma de la muestra.

2.3, 3 Elaboracidn polvos de acetona

Las hojas de cafeto recolectadas vy transportadas seglin los nu-
merales 2.3.1 Y 2.3:2; de las variedades en estudio se someten a lim-
pieza con agua destilada s€ pesahn Vv homogenizan en relacidn 1:20 Pe-

pona a H208 C, que contenga 2-Mercaptoetanol al
. hasta destruccibn total del material vegetal .

1% \/o!umen/\/olumen ’

filtra con ayuda de Vv

SO '/volumen con ace

acfo a través de papel What-

Fosteriormente s€

cthian lavados con acetona enfriada a -20°C que con-

man 40, y se efe
tenga 5_Mercaptoetano! al 1% Volumen/Volumen en relacién 1:80 Pe-
e con acetona enfriada a -20°C en re-

so/Volumen. Se lava finalment

31



lacibn
1:20 Peso/Voiui
oiunen con el ffn de rem
over el exceso de 2
—-mer'cap—

I que | r N e o e S u (8} manr -

ver=doso i o 7,
el e F o
? Cual S seca 4 r
< a Ce cuarto r
n r frio y se gua da 1
poste 1or=—

mente
para s r ion nitrégen quid mom
u conservacion en itrégeno Ifquido hasta el momento d
o de

sy = .2
utilizacién (Figura No. 4. ).

5.3 EXTRACCION DE LA P- v,

os segln el numeral 2.3.3 se suspen-

Polvos de acetona obtenid

umen con solucibn tampb:1 de boratos

dan
en relacién 1:100 PeSO/VO'

o de una hora con agitacién en bafo de

G, 1
M pH 8. 8 durante un period
49,000 - Xg (20.000 r.p. m)

30 minutos @

hiel|
o vy se centrifuga durante
ue se filtra a través de papel

enadante el 9

q 4o
C . Se obtiene un s0bT
to enzimético.

Vilh
atman 40 el cual constituye el extrac

iones en la extraccion de la PAL

2.3.5 Optimizacién de condic

getal que se emplea

el material V€

Debido a las d

com " s o At] 5 feni i i i

o Misdale et 18 extr‘acCIé"‘ enZlmatlca de laf ml_alanma amonio—lia-
afeto de |as variedades

era)y 18
modificacfo

polvos de ace

s hojas de ¢

e adaptar

Sa N
(discos de papa saball
nes con el find

€n
e -
studio; se efectéan algunas
lo
. ) ' tona, ¢
T p—— e ppepai'“ac’on de 105 , como de
es 2- 2- 3 y Zf zo [l' . EStaS

EXtp e
accién enzimatic

32
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modificaciones son en su orden:

2.3.5.1 Proteccidn de grupos Sulfihidrilo, De acuerdo a los
numerales 1.2.1y 1.2.4.2, la fenilalanina amonio-liasa posee en su
estruciura grupos sulfihidrilo (S-H), los cuales son susceptibles de
formar puentcs disulfuro (S5-S), modificando la configuracidén del si-

tio activo y por lo tarto su actividad enziméatica. Se efectlian por lo

tarto ensayos € ausericia y presencia de un agente protector de los

grupos sulfihidrilo como o es el 2-mercaptoetanol.,

2.3,.5,2 Efecto de la fuerza ibnica:. Papra determinar. el efecto

‘s ) .
de la fuerza ibnica en el proceso de extraccidn enzimitica, se efectla

ensayos con solucién tampdn de boratos pH 8.8 de concentraciones 0. 05

y 0.1 M,

5 3.5.3 Tiempo de agitacidn y velocidad de centrifugacién. Se

efectllan ensayos controlando tanto el tiempo de agitacidn mecanica de

la suspensibn de polvos de acetona en solucibn tampbn de boratos 0, 1M
pHl 8.8, en relacidn 1:100 F‘eso/\/olumen, como la velocidad de centri-
fugacion, parametros con los cuales se obtiene una maxima extraccidn

Se pealizan ensayos con tiempos de agitacidn mecanica

respectivamente; v velocidades de centrifu-

enziméatica.

de 15 minutos y una hora

gacibn de 2000Xg (4. 500 r.p.m) y 49000 Xg (20000 r.p.m)



2.3.6 Medida Espectrofotométrica de la actividad enzimética

de la P. A, L.

Exiractos enzimfticos provenientes de hojas de cafeto son utili-

zados en la determinacibn de la actividad de la P, A.L. Las condicio-

nes espectrofotométricas se resumen en el Apéndice lll como sustra-

tc es utilizade el amino&cido L_fenilalanina. La mezcla de reaccidn

y el blancc de reactivos son descritos a continuacidn para un volumen

final de 3.0 ml.

Reactivo Mezclf:i de Blanco de
utilizado reaccibn reactivos
Extracto enziméatico 0.5 ml 0,5 ml

L —fenilalanina 30 mM 1.0 ml 0.0 ml
Tampbdn de boratos 0. 1M

pH 8.8

ad enzimatica de la PAL con el tiempo

2,3.7 Pérdida de la activid

tenidos a paprtir de polvos de acetona seglin los nu-

Extractos ob
s espectrofotométricamente de acuer-

o0 medido

merales 2,3.3 Y 2.
" B i .

Byl B 8,6 5 BE U para determinar lafperdida de acti-
o al humeral 2.5.0 2 %
a el extracto, se

on el tiempPoO- Epavez Se okleng
G

vidad enzimatica
a correspondiente al

i 54 como |
i e considera
efectfia una cinética la cual S



tiempo cero; el extracto se mantiene en bafio de hielo con agitacidn
”, -

mechnica por perfodos de 4 y 8 horas después de los cuales se efec-

r'd = - : .

tllan sus cinéticas correspondientes, para posteriormente comparar

sus actividades enziméaticas con la del tiempo cero.

2.3.8 iZfecto de la temperatura sobre la actividad de la P, A, L

2.3.8.1 Efectc en primerosy segundos pares de hojas de cafe-

to. Polvos de acetona provenientes de p-imeros y se-

aundos pares de hojas de cafeto variedad Caturra; obtenidos y proce-

sados seglin numerales 2.3.1, 2.3.3y 2.3.4, seutilizan para la de-

& im . A o= .
terminacidn de la actividad enzimética dela P. A.L., er el intervalo

de temperaturas de 25,30, 35 y 40°C, Las cinéticas s= efectlian ba-

H £ n 2 3
jo las condiciones espectr'ofotometr‘lcas dadas en el apendice lll, y su

medida se realiza acorde al numeral 2.3.6, manteniendo la misma mez—
cla de reaccibn para las temperaturas descritas anteriormente,

2.3.8,2 Temperatura bptima enzimatica. Con el finh de obtener
el intervalo de temperatura en el cual la enzima fenilalanina amonio-
liasa presente una maxima actividad, se realizan ensayos con extrac-—
tos enzimaticos obtenidos seglin humerales 2.3.3y 2.3.4; las medidas
de las activi dades s€ ofectlian segln el numeral 2.3.6 , bajo las con-
- , éndice 111, Se parte
diclones espectrofotomstricas reportadas en el apen

. ifican lamente la tempera-
de una misma mezcla dé reaccibn, modificando so

35



tura durante el transcurso de esta en el intervalo 30-60°C , utilizan
2 —

do tiempos de reaccién en cada una de las temperaturas que permitan

cuantificar cambios en las actividades enziméticas correspondientes

Como control de los ensayos que S€ realizan en los numerales

-

2.3.8.1y 2.3.8.2 se sigue espectrofotométricamente la reaccién en-

zim&tica de la P.A, L. manteniendo constante la temperatura a 25° C

durante un tiempo que abarque el utilizado en la realizacién de la reac-

cién enzimética con variacién de temperatura.

2.3.9 =fecto de la concentracién de sustrato

Polvos de acetona provenientes de hojas de cafeto obtenidos vy

procesados segln los numerales 2. 3.3y 2.3.4, se utilizan en la _—
terminacién de la concentracién bdptima de sustrato . Las condiciones
espectrofotométricas del ensayo son dadas en el apéndice llI; los ensa-
yos se efect@an a 40°C . S€ parte de la mezcla de reaccién descrita en

e a efectuar modificaciones de la concen-

el numeral 2.3.6 « 5¢ proced
tracién final del sustrato L_-—feniialanina comprendidas entre el interva-
> de 0, 5-6.0 mM manteniendo constante el volumen de la mezcla de
reaccidn (3.0 ml) para lo cual s€ efecttian variaciones en sl el
de la solucidn tampdn de boratos 0. 1M pi- 8. 8



2.3.10 Efecto de la Concentracién de enzima

Polvos de acetona provenientes de hojas de cafeto obteniaos y

procesados segln los numerales 2.3.3 y 2.3.4 , se utilizan en la de-

terminacidébn del extracto éptimo enzimé&tico. Las condiciones espec-

trofotométrices del ensayo son dadas en el apéndice IIl, y los ensayos

se realizan a 40°C pariiendo de la mezcla de reaccién enzimética des-

crita en el nureral 2.3.6 . 5€ utiliza la concentracién &éptima del sus-

truto L-fenilalanina determinada en el numeral 2.3.9 , modificando el

velumen del extracto enzimatico en el intervalo de 0. 1-0.7 ml mantenien

do constante el volumen final de la mezcla de reaccidn (3.0 ml) , ajustan

do este con solucibn tampdn de boratos 0. 1M pH 8. 8.

2 3. 11 Comparacidon de la actividad especifica de la P, A, L, en

cuatro variedades de cafeto

P . o . .
Se compara la activi dad especifica de la fenilalanina amonio-liasa

o Caturra, Hibrido de Timor, Catimor A, vy

en las variedades de cafet
os obtenidos de polvos de acetona prepa-

Catimor E a partir de extract

meral 2.3.3YP
btiene un sobrenadante (extracto enzi-

rocesados segln el numeral 2.3.4 , Al

rados seglin el nu

-2
efectuarse la centrifugacion se O
mético 1) y un primer residuo el cual se resuspende con la misma rela-

de la muestra ©
polvo de acetona original !

riginal y se reprocesa segin el nume-

-
cidn peso/volumen
Se

ral 2.3,4 como si S€ tratase del



consigue asf un segundo sobrenadante (extracto enzimético 2) y un se-

gundo residuo que se procesa como el primero obteniendo un tercer

sobrenadante ( extracto enzimético 3) y un tercer residuo. A citla 7S

de los extractos enziméaticos se les determina su actividad seglin el nu-

meral 2. 3. 6.

2.3.12 Ultrafiltracidn

Polvos de acetona provenientes de primeros pares de hojas de

las variedades de cafeto en estudio, obtenidos seglin el numeral 2. 3. 3,

se resuspenden éen relacidén 1:100 Peso/Volumen en solucidn tampdn de

boratos 0.1 M pH 8.8 durante una hor
posterjormente a 4°C durante 30 minutos a 49000 Xg (2600 r.p.m.) ob-
teniéndose un sobrenadanté (extracto enzimatico 1) y un primer resi-
extracto enzimatico una vez filtrado a

duo, Se toma una alicuota del

2
través de papel Whatman 40 la cual se pasa a través de una membrana
0, 000 Daltens, due retienen pesos molecula-

de Amicon de 100,000 a 30
ves Superisres & SU valor (retentato) y dejan pasar sustancias con pe-

sos moleculares inferiores (eluato); utilizando nitrbgeno gaseoso a una

y 2
Presibn de 70 Ib/pld” -

- .2
E| residuo pr'oveniente de la centrifugacion se resuspende en la
. estra original y se re ;
misma r\elacién Peso/VOlumeﬂ de ta mu . = g Y pProcesa
- - -2
como si f el polvo de acetona inicial obteniéndose un segundo so-
: si fuese

a en bafio de hielo y se centrifugan
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Brenadante (extracto enzimé&tico 2) y un segundo residuo . Del segun-

s a .
do extracto enzimatico se toma una alicuota igual a la tomada del pri-

H ”
mer extracto y se pasan conjuntamente a traves de la membrana de A-

micon; se efectlian lavados del retentato con solucidn tampdn de bora-
?

tos 0, 1M pH 8.8, y s¢e lleva este finalmente al volumen original de una

P
de las alfcuotras con el tampon de boratos.

1 T -2
Nota: Todas las operaciones de filtracidn a través de la membra-

ha de Amicon se realizan sobre bafio de hielo a 4°C con agitacion me-

canica.

rofotométrica de la actividad de la

Se efectha la medida espect

- rd -
: i tos enziméticos 1 y 2 asf como
fenilalanina amonio-liasa de los extrac

btenidos de la ultrafiltracidn. Las condicio-

del eluato y retentato ©

s son da&as en el apéndice 11l 1a mezcla de re-

nes espect rofotométrica

tinuacidn acorde a los numeralas 2.3.9y 2.3.

accidbn se describe a con

i Is.
10 para un volumen final de 3.(.) m

Mezcla de Blanco de

Reactivo r'eaccién Slanco o
utilizado :
0. 5 ml
i 0.5 ml .

Extracto enzimatico o ]

0,4 ml . =
L~ fenilalanina 30 mM :

Dl ml 2.5 ml

Tampbn de boratos 0. 1M

pH 8.8
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2.4 DETERMINACION PROTEICA METODO DE FOLIN

Reactivos:

Reactivo A ¢ Carbonato de sodio en hidrbxido de sodio 0, 1N

1:59 Peso/Volumen.

Re v : § ;
activo BI Sulfato de cobre pentahidratado; solucidn acuosa

1:100 Peso/Volumen.

Reactivo 82: Tartrato de sodio; solucidn acuosa 13150 Peso/vo

lumen.

Reastive B 5 Mezcla reactivo B1 y BZ 1:1 Volumen/\/olumen

Reactive C * Mezcla de reactivos Ay B 50:1 Volumen/Volumen

- . . P
Ciocalteu solucion acuosa 1:10 Vo-

Reactivo D ¢ ‘Reactivo Folin-

jumen/Volumen.

rones en solucidn tampdn de boratos 0.1 M pH

Se preparan pat
e sangre bovina en el intervalo comprendido entre

8.8 de alblimina d
e obtiene la curva de calibracidn repor-

0-120 g/ml con los cuales s
v, Para este efecto st col

atrdn de protefn

ediendo a homogenizarlas; al cabo

ocan 0.5 mi de cada

tada en el apéndice
a en tubos de ensayo se les a-

uria de las soluciones P

eactivo C proc

diciona 2.5 ml del r
ml del reactivo D son adicionados de-

e reposo o.2'5

or dur.ante 30 I’ﬂT
500 nm, utilizando como blan-

de 10 minutos d
nutos para luego ser medi-

.2
j4ndose desarrollar el col
das espc—:‘ctr-o1"ota:>m‘a’a-tr*icameﬂte a una s

e mezcla d substituyendo la selucidn

e reaccion,

co de reactivos la mis



de proteina patrbén por un volumen igual del tampdn de boratos 0, 1M

pH 8.8

Para determinar el contenido protefco de las extractos enzima-

ticos provenientes tanto de tub&rculos de papa como de hojas de cafe-

to se toman O.C01 ml del extracto y s€ Illevan a 0.5 ml con el tampdn de

boratos, efectuandc las determinaciones como en el método anterior -

ment e desciritn,.

Con el fin de evaluar las interferencias producidas por la colo-
ralelamente 0,01 ml del extracto

racidn de los extractos se toman pa

enzimatico los cuales se llevan a 0.5 ml con solucién tampbn de bora-
tes 0, 1M pH 8. 8 en tubos de ensayo y se les adiciona 2.5 ml, del reac-
y al cabo de 10 minutos de reposo se les adi-

tivo C; se homogenizan
ciona 0, 25 ml de <o lucibn tampdn de boratos 0.1 M pH 8.8 en lugar
dejando un perfodo de 30 minutos

n—-Ciocalteu,

de la solucibn de Foli
al cabo de los cuales se efectlia las lectu-

como en el método anterior
i =5 utilizando como blanco -
fotométricas a A 00 nm -

ras espectro
6n de boratos en presencia de 2.5 ml del

tivos 0,75 ml de solucidn tampP

reacti C. Los valores de absorbancia obtenidos seglin el primer mé-
vo. C.

tode Tratusds: de Eol ift Ciocalteu) son corregidos substrayenhdoles los

' metodo -

.2
debidos a la coloracidén de los extractos ; deter-
a

valores de absorbanci
de cada una de las muestras y con

% ; " ia real
minindose asi la abso! banc

: co haciendo us© de la curva de calibracion re-
ic

-~
esta el contenido pProte

Portada en el apéndice V-
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CAPITULO 1l

ADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

RESULT



CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESUL TADOS

Los resultados reportados por Miaptipes Stel: 1081 S mussihers

que no es posible la cuantificacidn de la actividad enzimatica de la fe-

nilalanina amonic—liasa en hojas de cafete varliedad Caturra por el mé-

todo de polvos de acetona descrito en este trabajo; ésto puede ser de-

. ain R .
bido a que el método de extraccidn enzimatica no es el apropiado o a

que el nivel enziméatico de la P.A.L. es tan bajo en este material que

e o
No es posible su cuantificacion.

Se procedié a utilizar como patrbdn un material vegetal en el cual
la enzima hubiése sido ampliamente estudiada con el fin de que tomando
gfa utilizada por Martinez et al. . (1981) determi-

como base la metodolo

metros queé influyen sobre la actividad enzimati-

’
Nar algunos de los para

efectuar :a comparacion de los resultados obteni-

ca de lg P. A, L. para
:=mo material vegetal en la literatura
dos ¢ tados para el mism
on los reporia

. iormente la metodologia
. 2 s aplicando posten g
respecto al mismo parametro;
. iti esta secuencia dar respues-
" . ~afeto permttlendo 25
estandarizada a hoJjas de caf 3

terio rmente citados.

ta a los interrogantes an
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Como material vegetal se escoge tubérculos de papa ya que en

este la enzima ha sido ampliamente estudiada ( Havir et al 1968 ,Lamb

et al. 1979, Smith et al. 1981, Zucker et al 1.965 , 1968) ; por ser es-

te material de facil adquisicidn, poseer un bajo contenido fenblico y

pPresentar un menor contenido de pigmentos que puedan interferir en la

- 3 1 i i % i

medida espectrofotombirica del &cido transcinamico producto de la reac-
g e

cion enzimatica.

3.1 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADNOS DE LOS

ENSAYOS EFECTUADOS A PARTIR DE DISCOS DE PA-

PA,

ratura y accibdn de la luz sobre !a acti

3.1.1 Efecto de la tempe

vidad de la P.A. L.

Ia

Parimetros que inciden en |

Para tubérculos de papa se ha observado un

la temperatura y la [uz:
uminica en el i
y ha sido utilizada una temperatura

niervalo de 26-32 horas a tempe-

& . s RS
dptimo de exposicion I

ratura ambiente Zucker, 1965);
ofotométrica del Zcido transcindmico pro-

de 40°C en la medida espectr

7a), P -
ducto d [ Ccif)ﬂ enzimética (L_amb et al. 1976, 197 ) ara corroe
o de la rea
s P exposicifm jumfnica de oS discos de papa vy la
2rar el interva:o
P efectuar cinéti
t d ccidon enzimétlca, se procede a r cineticas
emperatura de reat
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a partir de un mismo extracto proveniente de discos de papa saban
L: ie-

ra (Solanum tuberosum var.Andigenum) expuestos a te}-mpepatupa o

biente (20°C) a la accidn de la luz blanca (2000 luxes) por perfodos de

tiempo comprendidos en el intervalo de 0-40 horas efectuando varia

ciones de la temperatura durante el desarrol - .
lo de la reaccidn enzirné-

tica en el rango de25-40°Ca intervalos de5°C manteniendo in&s o me-

hos constante el perfodo de reaccibdn enzimética para cada una de las

temperaturas del ensayo (Figura No. 6.)

Los datos reportados en la tabla | muestran el efectc de la tem-

peratura sobre la actividad de la P.A.L. en el intervalo ce 25-40 °C
?

a perfodos de exposicidn lumfnica constante comprendidos dentro del

intervalo de 0-40 horas. Para cada perfodo de exposicion lumfnica
1 se presenta un aumento de pendien-

A e
como se observa en la grafica No.

te para cada incremento de 5°C en la temperatura a partir de 25°C lo

o en la velocidad de reaccidr presentan—

cual corresponde a un aument

dose por lo consiguiente un incremento en los valores de actividad es-

pecffica; con excepcion de los extractos provenientes de discos no ex
H

ales no reportan actividad en ninguna de las tem-

Puesios a la luz los cU

peraturas del ensayo-

< cambios de pendiente registrados pue-

Tenijendo en cuenta que lo

den deberse a la forma de la cinética y no al efecto producido por incre-
= S

| desarrollo de la reaccién y debido

tura durante €

mentos en la tempera
ibn en cada cambio de temperatu-

stabilizac
a que durante el perfodo de estab



PROVENIENT E DE DISCOS DE PAPA PREVIAMENTE SOMETIDOS

TABLA |
EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PAL

A DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION LUMINICA

U, A, (Unidad de ac
por minuioe.
P Protefna prese

tivi

nte €en 0.

5 ml de extracto

Tiempo de Proteina | Actividad Actividzd
Spasicitn a | {10 Ny [t x 108 fR
€ A/ m
Temperatura ta 1uz iar P) .
(= C)
0. 000 0. 000 |
22 0. 000 0. 000 §
39 09 0,635 0. 000 0. 000
2 0. 000 0. 000
| 40 ;
0. 540 6. 642 |
25 1.210 14.883
30 16 0.813 1.547 19. 028
25 1.883 23.161
0
0.873 14,081
e 1.210 | 19.516
30 0 0. 620 2,220 35.805
2 2 3.230 | 52.100
40 |
u 1,547 26,220 '
25 2; 220 37627 |
o0 0. 590 2.893 | 49.033 |
35 i %, 237 71.814 ,
40 w 3
Y. 547 23.800 |
25 2, 557 39, 338 |
30 0., 650 2.893 44,508
35 28 5,892 | 90.646 i
40 R i .
i 0.873 12.579 ;
25 1.547 22, 291 |
30 0. 694 1.883 27: 133 |
35 40 2. 557 36. 844 |
40 e |
.
s et ica 2000 luxes D
Luz blanca Intensidad I(L;i]aﬁ;jf)n; micromoles de acido trans—cinamico
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GRAFICA No.l =5 48

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
P.A.L PROVENIENTES DE DISCOS DE PAPA PREVIAMENTE

n=30 ml

SOMETIDOS A DIFERENTES TIEMPQS DE EXPOSICION s

i LUMINICA %!

1
4
‘ % (3) Intensidod Luminica = 2000Luxes ( luz blanca)

ngji X = 290 nm / '®)
jgm.oom — )

I /

g E_-Fenilulonina:] i 10mM ),*/

=4

V mezcla de reaccio

60.000 -

e

ACTIVIDAD ESPECIFICA

50.000-

40.000

[PROTEINA] finol =

?-0,000._
0.197 mg/ml
0.217 mg/nl
20000.._
0.207 mg/ml
0. 231 mg/mi
[0.000
0.271 ma/ml
e -"m‘f'ﬁi'wn;'a;;xn
o LA | !
- ml | 2 -
0000 §_ 0.212 mg t"__ e kA as 5
[ RN

20 25 TEMPERATUF“" (o)
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ra no se efectlia el registro ¢ ic imati
a gistro de la reaccidn enzimatica, se efectud

& P L.
una cinética control a una temperatura de 255G |4 ‘culll fub expliesta

por un perfodo de 24 horas a la accidn de la luz blanca (2000 luxes)
?

(figura No. 7). Comparando la ~inética obtenida como control con la

obtenida a partir de un extracto enzimatico proveniente de discos de

i i H ‘ -~
pPapa, iluminados durante el mismo perfods de tiempo del control,se ob-

serva cdmo los cambios de aclividad son debidos a los incrementos de

temperatura efectuados durante el desarro!lo de la reaccidn , ya que

la pendiente del control permanece constante en un intervalo de tiem-

po mayor al gastado en realizar cada una de las cinéticas enziméaticas

con variacibn de temperatura a partir de un mismo extracto, Incluyen-

do el perforo de tiempoO gastado en |a estabilizacidn de cada una de las

temperaturas de ensayo.

ido por el tiempo de exposicibn a la

Al analizar el efecto produc
luz sobre la actividad. de la P. A L. manteniendo la temperatura de
reaccidn constante (Tabla [1) se observa que para cualquier sl ds
de exposicidn lumfinica s€ presenta un incremento en la actividad espe-

ar la tempe ratura en el intervalo de 25-

cffica de la P. A L. al aument

40°C (Gp &afica No 2) siendo mas marcado este efecto en perfodos de
rafica ; 2

mprendi dos entre 24-32 horas donde se presen-—

exposicibdn lumfnica ¢©
siendo mayor este en cuanto ma-

d especifica

ta un maximo de activida
-l
a cual se realiza la reaccion dentro del inter-

yor sea la temperatura @ |

valo de 25-40°C.

UNNEHSIDAD DE NARINO

8l BLIOTECA Y DOCUMENTACIC®




TABLA 11

EFECTO DE LA EXPOSICION PREVIA DE LOS DISCOS DE PAPA
A LA LUZ SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAL A DIFERENTES
TEMPERATURAS DE REACCION

Tiempo de Temperatura | Proteina '(ACJ V/Ldad ACtiVi,d.ad
exposicidn (e C) (mgrs/0. 5ml e e X zspecm—
ala luz (hr) de extracto 107 ) (,?(_UA/P)
o0 : 0. 635 0. 000 0. 000
6 | 0.813 0. 540 6. 642
50 ! 0. 620 0. 873 14,081
- 0. 590 1.547 | 26,220
24
g 0. 650 1.547 | 23.800
0. 694 0.873 12,579
40
0. 635 0. 000 0. 000
00 0.813 1.210 14.833
16 0. 620 1.210 19.516
20 30 0. 590 2.220 37.627 |
24 0. 650 2. 557 39, 338
28 0. 694 1.547 | 22,291
40
0. 635 0, 000 0. 000
00 0.813 1. 547 19. 028
16 0. 620 2.220 | 35.806
20 0. 590 2.803 | £49.033
24 35 0. 650 2,893 44,503 |
o8 0. 694 1,883 | 27%133
40 [ e e ‘
I 1
r— 0. 653 0. 000 0. 000 i
16 On 620 3. 230 52. 100 !
o3 0. 590 4,237 | 71.814 |
ol 40 | o 650 5.892 | 90.646
08 l 0. 694 2..557 26, B44
40 | L
— [
ad 2000 luxes s de &cido trans- cinamico

i le

d ) = micromo
g pr-oducldo po
ml de extracto

Luz blanca lntensid. _
U, A, (Unidad de actiV!

esente en 0. >

r minuto

P = Protefna pr



(HUA) /mg Pt

ACTIVIDAD ESPECIFICA

- VEFECTO DE LA EXPOSICION PREVIA DE LOS DISCOS DE PAPA A LA LUZ™

SOBRE ‘LA ACTIVIDAD DE PAL A DIFERENTES TEMPERATURAS 53

DE REACCION
S90.000 7
3% |ntensidad fuente luminosa #2000 Luxes
{ Luz Blanca)
B0.0004
©
70.000-
A = 290 nm
pH = 8.8
( L-Fenilalenina) final = 10 mM
60.000 4 -
( PROTEINA ) fingl = Variable
V mezcla reaccion = 3.C ml
50.000 4
40.000 - .
30.000
0 35°C
\QBOC’C |
20_000_
25°¢
| 0000
TETINS
"/_)‘;‘V" ’.“f T@*ﬁw‘fﬁ”— i 54
Hoeo WM:;:{WFWM ? I LA LVZ { horos)




La grafica No. 2 nos muestra ademas que a bajas temperaturas

también se presentan bajas actividades por lo que se puede suponer

que esta enzima es poco activa durante el tiempo de desarrollo de vi

! r .
da del tub&rculo dado que esta es una planta de clima frfo, y este tu-

P4
b&rculo no recibe iluminacidon directa.

Por otra parte la exposicion a la luz blanca (2000 Luxes) de los

discos del tubérculo a temperatura ambiente (20°C) muestra los siguien

tes resultados: a 0 noras de exposicibn luminica y temperatura de 40°C

no se detecta actividad de la P A.L.; ésto quiere decir que un factor

decisivo en la actividad de la P.A.L. es la activacidn pcr luz PO

et. al. 1979, Zucker 1965). A 16 horas de exposicidn hay una activacidn

de la enzima y un efectoe méas marcado de la temperatura, prolongandose
. I e
este efecto hasta perfodos de exposicidon lumfnica de BASHE horas 5 pabe

tir de los cuales se presenta un descenso en los incremernitos de activi-

dad especffica causado por la temperatura.

- -’ <
Al incr\ementap jos peI"TOdOS de exposicion a la luz de los discos
de tub&rculos de papa a pesar que comparativamente a mayor tempera-
tividad especfifica; la explica-
turg ores valores de ac :
se presentan may
- .
i iqui ~: en toda reaccion al incrementar la
Cidn de ¢ de ser 10 siguiente
&sto puede S
elocidad de ~eaccidn en el caso de reacciones

temperatura aumenta la vV
" o
im i to con uno de desnaturalizacion de la
enzimatic bina este efec
= as se com
m tura siendo la resultante
i i - to de tempera
€Nnzima c d el incremen
. ausado por
ue determina el incremento © descenso en la
d

de estos dos efecios la
- - Fa iCa‘
Velocidad de la reaccion enzimat




La enzima sobreexpuesta a la accidn de la luz a tiempos de ex-
posicibén luminica mayores de 28 horas es méas susceptible a desacti-
varse; lo que quiere decir que e! efecto de la luz sensibiliza a la en-

zima a desnaturalizarse por accidn de la temperatura en comparacidn

con el maximo obtenido.

De.los ensayos anteriores se€ observa que partiendo de discos de

r. Adniqenum_) , Se obtiene un pe-

Papa sabanera ( Solanum tuberosum Va

rfodo de exposicidn luminico a luz blanca.de 2000 L.uxes 6ptimo dentro

del ntervals de 24=39 horas el cual esté acorde con los resultados de

Zucker (1965) el que reporta un intervalo bptimo de 26-32 horas de ex-
posicién lumfnica (1000 ft-c) . Ademéas se corrobord que la temperatura
ivo sobre la actividad de P, A.L. en el interva-

Presenta un efecto posit

lo de 25-40°C ; y por lo tanto la utilizacidon de 40°C como temperatura
- ’

ara las cinéticas enzimaticas lo cual estid acorde

de experimentacion p
79).

a los reportes de L.amb et al (1976, 19

la metodologia utiiizada por
blece que con
Por otra parte se esta

3 zima estos extractos
pOS'b!e extraer la enz Y

Martfhez et . al (1081) es

ntificacién y que por consiguiente la aceto-
cua >

Pueden sepr sometidos a

ha no insolubiliza la PPt

v D;C.CLJSION DE RESUL TADOS DE LOS

3.2 RE STUADOS A PARTIR DE HOJAS DE CAFE-

ENSAYOS EFE

TO.,

55



Una vez comprobada la técnica de extraccidn y evaluacidn de la

fenilalanina amonio-liasa por el método de polvos de acetona a partir

de tub&rculos de papa, esta metodologfa se aplicd a hojas de cafeto

variedad Caturra de primeros y segundos pares, encontrandose que

no fué posible la deteccion y evaluacidn de la actividad enzimatica de

la P.A,L, apartir de aste material, datos que coinciden con los re-

portados por Martfnez et.al. (1981).

Como nc se trata de un efecto de insolubilizacibén, de la enzima

o accibn de la acetona se puede suponer que en el caso del café la
P.A.L, se extrae en forma inactiva y por lo tanto no ss posible su de-

terminacion.

Se proéedié en base a pevision bibliogréafica a la utilizacién de

1976, 1979, Smith et al . 1981) el cual

2-mercaptoetanol (Lamb et al.
que seutiliza en la preparacibn de

se emplea al 1% v/V en la acetona

r los grupos S-H (Hanson et al 1972,

| fin de proteg®

los. polvos; con e
1074) , para impedir |

a formacibn de en-

Havir et al. 1968, Nari €t al.
a impidiendo por lo

- ra -
tic
laces S-S que modifiquen la estructura enzima

ida de su acti
d, © que rompa pu

coO . -dad en EI caso de que esta re Ii
nSIgUient d Vi 3

e la me quier
ticles libres para su actl\a’lda e

€nrima activa.

T ra

M gificacion _nteriormente descrita sobre el método

edi |la modl <
e . __|iasa fué posible la determina-
de extrgccibn de la ferﬁ!alanina—amomo"
l ¢ tr-icamente ( como en el caso de

i e
Cidn de su actividad eSDeC”‘OfOtom
- |a variedad Caturra en
tubépc;uros de papa ) en hojas de c,afeto de
H
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Primeros y segundos pares sé utilizd una temperatura de 40°C para la

.’ - - 1
reaccidn enzimatica ya que en ensayos anteriores se observd que esta

ejerce un efecto positivo sobre la actividad enzimética de la P. A, L.,;
. L |

produciéndose cinéticas similares a las obtenidas a partir de tub&rcu-

los de papa (figura No. 8. ).

- - 2 1& il
Al comparar las condiciones de extraccidn utilizadas en los en-

sayos con tubérculos de papa €n los cuales se detecta actividad enzi-
matica previa activacidn por luz con las condiciones de exiraccidn uti-

lizadas por Martfnez et al. (1981) era de esperar que si la P.A. L, es~
eto también se presentara actividad va que

t5 ] <
4 presente en hojas de caf
ibn de la iuz en los cultivos: pero los

estas estan sometidas a la ace
resultados reportados Po¥ los autores anteriormente citados muestran

lo contrario.

metodologfa utilizada por Martfnez et al

LLa diferencia entre la

(1981) la que s consiguid detectar actividad de la fenilalani-
, y con la

par.tip de extractos de hojas de ca-

na amonio-liasa en €
2-meprcaptoetanol adicio-

) ioxidante
feto radica ef la utilizacion del antioxida
p,«epar‘E‘-CiE’” de los polves de acetona.

hado durante el proceso de

o sea necesario involucrar en la preparacidn
El hecho de que D
de | aa par-tir‘ de tub'er'culos de papa 2-mercaptoe~
e los polvos de aceton
imatica eSDeclr‘OfOtométrian
t i6bn de actividad enzima .
anol para la detecc!©




-
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R 1]

& [
L ! ! ! e
. : ! ;
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: FerURA No.8
© DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PAL EN EXTRACTOS
DE HOJAS DE CAFETO EN PRESENCIA DE 2- MERCAPTO
ETANOL

2 R
=
VARIEDAD CAFETO = CATURRA (VIOTA )
A =290 nm
T = 40 Oc
L-FENILALANINA| | = |OmM
final
Vmezcla readon = 3.0 ml
A
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mente y que por el contrario este reactivo sea indispensable en la pre

paracidn de los polvos de acetona para poder detectar actividad en ho-
jas de cafeto puede ser un indicio de sustancias inhibidoras de la acti-
vidad enzimatica de la P.A.L. que estin presentes en las hojas de ca-

feto formando un complejo con esta y no se presentan o se encuentran

en niveles muy bajos en los tub2rculos de papa; estos inhibidores pue-

den ser removidos en presencia de 2-mercaptoetancl, posiblemente por

destruccidn del complejo.

Mediante revisidn bibliografica se ha encontrado que la P, A, L,

<e formando complejos con inhibidores (Hanson et-al. 1981),

resencia de 2-mercaptoetanol se facili-

puede hallar

Es posible nor lo tanto que en P
te la destruccidn de estos complejos con lo cual pasarfa laP.A.L. a la

forma activa.

te Lamb et al (1976 1979) v Smith et al {1981) adi-
par

Por otra
nla solucidon tampdn utilizada en la resus-

cionan el Z—mercaptoetanot e
2 obtencion del extracto enzimatico; en el

Pensibn de los polvos para !

va a cabo én el proceso de preparacion de

Presente trabajo esto S€ lle

los polvos de acetona.

d de que la P.A,.L., posee en su

ibilida
Debido a que existe la pc.51b|l|
H) dado que esta enzima es inhibida

. s dpiile i5=

sitio s upos Sufﬁhl S "

activo grup ; r la iodoacetamida

jifen
Omer'CUI"

s de gr'upos su

i1sulfonico Y po

2 s ~clor a z ‘

Por el adcido para-c¢ ifihidriloes posible que
] ='- e

(Koukol et al . 1961) compiejant
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el inhibi
| inhibidor posea grupos S-H y se encuentre unido a la proteina por

puentes disulfuro ( S-S) los cuales serfan destruidos por adicidn del

2-mercaptoetanol.

Ademéas esto justificarfa que el 2-mercaptoetanol en al -
i gunos ca

sos actlie corio activador de la P.A. L. (O'Neal et al 1970).

-
Si se tiene en cuenta que la concentracion de 2-mercaptoetanol

oy Ty selnaite de acetana 11 g, \//V) la relacidn utilizada para la prepa-
racidn del polvo de acetona €s de 1:100 P/V y el segundc lavado se ha-
ce en relacidén 1:20 residuo/acetona , en la preparacion del extracto

se resuspende 1:100 en solucidn tampbn de boratos y de este se toman
0.5 ml para un voiumen final de 3 ml se puede ver claramente que la
-2

Concentracibén-de 2-—mer'captoetanol presente en la mezcla de reaccion

es inferior a 0. 305 mM por &sto se puede descartar el efecto del 2-mer-

- F -

captoetanol como antioxidante para evitar la farmaEion de pushtes disal-
.’ b -

su accidn es mas debida al

e Luego
Fupe am [ el durante |a reaccilon. ued
) 5 con mhibidor‘) a una activa por rom-
Paso de i HiNE (compleJO

una forma inac

Pimientos de puentes digu[fUre=:

; =) |24 hojas
snada la presencia de la P.A. en hojas de cafeto
Una vez determing diciones de extraccidon para
on
.2 de las condic!
ZaCIOI’\

S€ procedib a la estandari
metros.

’,
. Y. je a| unos para
IUf:go efectuar la estandar'lzauon e} g



L.

I

3.2.1 Efecto de | ioni
.2, a fuerza 10nica e id i i
a en la extraccidn enzimatica de

la fenilalanina amonio-liasa.

Con el fin de observar el efecto de iz fuerza idnica de la solu-

cibn tampbdn de boratos pH 8.8 en la extraccidn enzimética de la P, A,
L. se efectuaron ensayos a partir de hojas de cafeto de la variedad
Caturra del primer par y se utilizaron en ia extraccidn enzimatica so-
luciones tampdn de boratos pH 8.8 0.05y 0.1 M. Los datos reporta-
dos en la tabla Il muestran qu= se presentan para las dos soluciones
extractoras contenidos protefcos ¥ actividades especificas totales del
nte la fuerza fonica de la solucidn tampdn

mismo orden; por consiguie
has del ensayo no es un parametro que

de boratos a las concentracio
esta extraccidn por lo tanto en los en-

tenga una influencia marcada en
i6n tampdn de boratos 0. 1M pH 8, 8

se utilizard soluc

sayos posteriores
P- A. I—l

- P -
en la extraccidbn enzimatica de la

mecanica para la extraccidn

i sptimo de agitacidon
3.2.2 Tiempo 6ptim

enziméatica de la fenilalanina amonio-liasa

eCtO de ef tiempo de r‘esuspensién

Con el objeto de observar el ef
provanientes de hojas de cafeto de la variedad

de los polvos de acetona
mpbn de boratos pH 8.8 0.1 M

Py
tucion ta

Caturra del primer par, en soiuc
gitacion mecéanica de 15y 60 mi~-

; os de a
se efectyaron ensayos con tiemP

5/ m)e
Nutos respectivamente (540 rP
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La tabla IV muestra los resultados de este ensayo, a 15 minutos

de agitacién el contenido proteico del sobrenadante obtenido de la re-

suspensidn del primer residuo es mas del 50% del que se obtiene en el

sobrenadante por lo consiguiente la extraccidon es deficiente. A 60 mi-

. »
nutos de agitacidn mecanica el contenido protefco del sobrenadante del

Primer residuo corresponde aproximadamer.te al 2% del que se obtiene

en el sobrenadante, y al analizar el sobrepadante de un segundo resi-
- » - % .

duo dentro del mismo ensayo esteya no presenta ningln tipo de activi-

dad y carece de protefna.

n de las actividades especfficas de los

Al efectuar la comparaclo
or tiempo de agitacidon
dos ensayos anteriores, S€ observa que a may o} g )
¢ 1 -
ivi ecffica en el primer so-
ie de actividad esp
se obtiene un mayor porcental® .
i borindose este
: extraccion, corro
bren - ~dica una mayor
adante. Esto indic
ivi eci{fica para cada uno de los
hech [ centajes de actl\/ldad esp
o con los por
de los residuos.

Sobrenadantes obtenidos a partir

e extraccion enzimatica de la feni-

jiemp@ d
el e i o tos pH 8.8 0. 1M a em
& ‘e pboratos . . o
.61y tampon d€
lalani . en solucion
anina amonioliasa ' L&
‘~utos y se efectuandose una
Ple ‘ores ensayos es de 60 M0
ar en los poster! . .3 |
er residuo solo presenta
prenadant® del prim i
SOIa extr-accj(’)n va que el sO

el 6,36% de la actividad €2
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3. 8.3 Efecto de la pérdida de actividad enziméatica de la fe-

nilalanina amonio-liasa con el tiempo

s # ..
Para poder saber el tiempo €n el cual el extracto enzimatico ,

mantenido en bafio de hielo una veéz extrafdo conserva la actividad es-

. 2
. ... e procedid a efectuar ensayos a par-
Pecffica observada inicialmente, s€P
ros pares de hojas de

i i de prime
tir de polvos de acetona provenientes B

cafeto variedad Caturra los cuales s¢€ resuspendieron durarte 60 mi-
a
M, siguiendo la secuencia ob-
: ;. e boratos 0. 1M,
hutos en solucibdn tampon

. ;2 dmetros.
tenida en la estandarizacion de para

tado= en la tabla V muestran que hay una pérdi-
Los datos reportado=

' 9% respecto al con-
itice aprox:madamente del 2 D

da de actividad enzim _ )
aue

da ppeoar‘ado el extracto mientras a en perfo

trol al cabo de 8 horas -

hserva suU actividad original.

dos hasta de 4 horas este €O

i i-I |aCTOn
Clu ue IOS OdOS d d
co
z i I]eva a - I. eterm
p i i a Jo=llasa en ensayos
| Ielllalalll 1a mon
jct da(i €es ifi de ia I
< ivi > ecl [ca |
t I de un r to en m t o debe I zar
i t ac
i HISI‘I’IO ex ' d
D[‘ - - o] m e c e
i es Stdb °
me h de a el Zl a
I ‘l ¢ i ras ol as dOII I
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3.2.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de

la fenilalanina amonio-liasa

Con el fin de ver si |a temperatura ejerce sobre la actividad en-

tos obtenidos a partir de hojas de ca-

zimatica de la P.A,L. en extrac

ntado en extractos de tubérculos de

feto el mismo efecto qu€ el prese

n el inter-Valo de temperaturas de 25--4C

papa, se realizaron ensayos €
°C utilizando como material vegetal hojas de cafeto variedad Caturra
R —. cegundos p-res con el fin de comparan los niveles de ac-~
tivldad da La B o Ls respecto @ la edady desarrollo de los tejidos ya
que seglin revision bfblio;r‘éﬁca (Camm €t sl j O3l este e E0 HEIage
sobre los niveles dé la femilalanina arnonio-—-liasa.

e un aumento de temperatura conlleva a un

La tabla VI muestra a
~0S Ccomo en SegundOS

i ; imet
incremento de actividad 0 e
2o £
Pares de hoj de cafeto €N el intervalo de 25-40°C (grafica No. 3) , sien-
ojas de
Compar-ando los valores de

do mayor este efecto en pri
os de 50C en la tempera-

'ncrement

actividad cspecffic -
tura a partir de 05°C s€ observa que en primer‘os pares los incremen-
n de 25~3088 Y de 30°35°C5 mien—

smo orde

on del mi
onsider‘abie (Figura No. G)

reser\ta un

tos de actividad S
aumento C

thas que da S5=40°6 59 P

67



638

e G2

W.#.r;.;“_ LK) A E ..L..._:..a .r.rf: ff.t Ml

. iy _;_.;_ g v

184 &l

2.0¢

Jutg

i J'-

vt B fr.,.?._i AL At
t S ._

e ¢

W 0L = umoms ap OiXaw
/bW IO = sand 32 - -
/B DEGH m suEt 1 PU [CIEN

lﬂﬂlnﬁl..._ﬂuxmuziﬁ....suu 2

S aTBe

SYPOM 30 SIuvd SOONNSIS A mozu:_xw/
LVIOIAY YHuNIYD ©134vD 30 QUa3myA

VHNLVEIdW3L v 30 NOIDNAL N3 0134V 30 SVMOH 3g
SOLOVHIX3 30 SILNIINIAOHC Wd V7130 QvalAILDY V1 3Q NOWUYA

6 ON vHNOI4

o

LI 2 S ¥



69

-T,:.ﬁ..»..ﬁ._t_ ::..,.:.Fw.ks* gy w.:...Ftﬁ\:_r._a.r..:.r?\v-:r.. = Wity t‘c.wlrrhe.:u‘ ?,_.__...r_rt::._ _F._._l,__.r_rrt r\r.?_.t.xf : LLL_-......L.I-».::;». Yy
¥ e e 4 5 gl S R
| J ? ﬂ = = w”.w.Wu‘. -0
s ohi z,,;.__.m Lk .= |
i e e
= v O .—1 i ’* _# ’w, 2\
oy < Wi ;_:?z
" ° v = - g e W O§ = UIITW A O13Tew -
e/ Bw 82a s P (ousiong
E B wwon . {punumoues-a)
wu 062 » X
ADG Wakailg
o 2 (BIoAY ouno]  popaacs
: - 0L33w0
) N 30 SYMOH N3 OdW3LL 134 ’
.ZQ.UZD& N3 om,.N 0 vd 20 QUAIAILIVY Y1134 NOWDWIEYA

3 Ot on qxsu;
& Ty °



o
[

oInulw Jod sop|anpoud 0D JWEU]D~5

189480 ap sefoy ap saded sopunbag =7

HEJ1 OpI2E ap sojowodoyyy ¢ (PBPIntjoE 9p PEPIUN) v 'Ry
019iED ap sefoy ap saded SOJddWId o = | BIOIA = A Bddnieny = o
sojnuIw o¢ A seuoy 7,0fop @s joujuoo BolzUID B

= 70 2 oL 1 8EV 'S 57 , PN SN ELe o

720 9 056 "1 0% i

S€0°1 ﬂ M

686 *¥7 S19°l g¢ u_w

1701 . #

876 °¢ 84T "1 482 e o¢ InD |

620 °2 ,..w,

6981 509 *0 sz / H,

Sel°zl L8L°S / o7 | ,.,

008 *%

SEE "L 861 °¢ ,_ > _J_F

L81°2 ,

871 °g S 'T 69L Y o ! LD |

vie | 720 ¢ L\ ! 52 / |

= i

oL (d Bw/v N . (019BUI%a °p sefoy Jed M

\mo_tuwamm eoijoadsa ﬁmo—x vn) |wg .O\mc: (Do) d|gn|og w

PEPIANOYY, PepP A 110y PepPIAIDY BUlS10U 4 MijmgmaEm._.¢ 0}0RUIXTg M

VHdNLVYO ava3lidvA 01L34v0 3a svrod 3g S3HVd SOANND3IS A SOHINIHA

( VLOIN)

IN VTISv_L

30 SOLOVHLX3 NI “11°V 'd V1 I avdaiINILOV VI FHEH0S VHNLVHIdIWI L V130 OLOFHF




GRAFICA No. 3 71
EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DELA PA.L. EN
EXTRACTOS DE PRIMEROS Y SEGUNDQOS PARES DE HOJAS

DE CAFETO VARIEDAD CATURRA

o%e (VIOTA )
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primeros pares, mientras que entre 30=35°C y 35-40°C es menor

siendo constante el incremento en el rango de 30-40°C,

Respecto a la cinética control (Figura No. 10) que se realiza a

fecto similar al control efectuado con extrac-—

25°C , esta muestra un €

tos de tubérculos de papa; ¥a que se observa también como los cambios

de actividad son debidos a los incrementos de temperatura efectuados

durante el desarrollo de la r‘eaccifm ya gue la pendiente del control

permanece constante y €n un valor de 11. TO/KU-Aen un intervalo de tiem~-

zar cada una de las reacciones con varia-

Po mayor al gastado en reali

e un Mismo extracto incluyerido el tiempo

i .
cibn de temperatura a partir d
ntre cada temperatura. Como se explica anteriormen—

de estabilizacion e
En vista de que los niveles de ac-

te para el cont rol efectua"‘.o en papae

s de hojas de cafeto son superio-

tividad de la pP,A. L. en primeros pare

res a los obtenidos en segundos pares 'y que los primeros presentan una

r
respuesta mejor al efecto de la temperatura, para los demis ensayos
se utilizaran extractos enzimaticos provenientes de primeros pares de
hojas de cafeto con el fin de facilitar la evaluacitn de la actividad enzi-

matica de la fenilalanind amonio-liasa.

{ .

Las hojas de cafeto NO fueron expuestas a luz blanca {2000 Luxes);
-’. =y -

va que estas en el camp© estan expuestas @ |a accibn de la luz solar sin
i i s mi : specto.
ninglin control ejercido sobre las mismas a este respecto



3.2.5 Temperatura optima para la estimacibn de lz actividad

de la fenilalanina amonio—~liasa

Teniendo en cuenta queé un facter importante en la determinacidn

de la actividad enziméatica de [a P.A.L. es la temperatura (Lamb et al

1976, 1979) se efectuaron ensayos con el fin de encontrar aquella tem-—

peratura en la cual el extracto enzimatico presente una mayor veloci-

dad de reaccibn, utilizando para ello un mismo extracto en ia mezcla
de reaccidbn proveniente ¢ primeros pares de hojas de cafeto varie-

dad Caturra; v efectuando variacibn de temperatura en el intervalo de
30-58°C para un primer ensayo (Figura No. 11) v de 40-60°C para un

segundo ensayo.

rtados en la tabla VII; los cuales mues—

Estos resultados son repo

N incremento de temperatura conileva

tran para el primer ensayv que U
a un incremento de la actividad especffica de la P.A.L. en el interva-
lo de 30°45°C a partir del cual se presenta un descenso en el incre -
mento de la actividad enzimatica siendo méas marcado este efecto en el

intervalo de 53-55°C,

- , - -
4 disminucién en la absorcidon del trans=c¢inamico registrado
- rd -
a 58°C |o cual produce una pendiente negativa € la cinética del ensa-
oducto de la r*eacc:ién enzimatica (4cido trans=ci-

yo se debe a que el pr
5 e no absorbe en
hamico) empieza a tpansformarse @ otro compuesto au
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EFECTO DE L.
PROVENIEN

TABLA VII
A TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD DE PAL
TE DE PRIMEROS PARES DE HOJAS DE CAFETO

VARIEDAD CATURRA ( VIOTA)

} Proteina Actividad ¢ Actividad
Temperatura (mg/O. 5ml (U, Ax10 ) /‘felelCa
de extiracto Almg
30 2,287 5. 290
35 p. 557 5.915
=0 5,488 12,695
45 6. 860 15,869
48 4. 323 4. 690 10. 849
50 4,440 10, 271
53 4,276 9. 891
55 1.856 4,293
58 ca 1360 -S, 947
= / ¢, 076
o | :::3; 13,492
° 7 365 12. 740
> S 781 6:450 1 174
> 1. 747 3,022
60
W o tr‘ar‘ls-—cin'amico pro-
U. A (Unidad de actiVi dad) = Micromo! €S ° a?d :
ducidos por mind e
5 ml de extracto

P -
Protefna presente en D

75
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la mi L
Misma region espectr'al, ya sea enzimaticamente o por oiros meca-

ni ) .
smos desconocidos que no son del caso analizar en el presente tra-

bajo.

fectha a temperaturas comprendidas entre

El segundo ensayo S€ €
40-60°C 3 intervalos de 59105 presentando un maximo en el mismo inter-
valo de temperatura del primer ensayo (45-60°C); a partir de este sc
n la actividad especifica a medida que se incre-

0
bserva un descenso €
yO Per‘mite comprobar que el

menta |a temperatura. Este segundo ensa
descenso de la actividad o-zimatica €s debido al efecto de la tempera-
tura sin descartar la posibilidad de una inhibicidn producica por el
Producto de reaccidn (acit? trans—cinémiCO) , ya que en el primer en-
Sayo el tiempo de reaccion enzimatica total es de € horas: gastandose
un tiem . |canzar el maximo de actividad, mientras
Po de 3.2 hore” per® ibn enziméatica ;otal es de
QUe en el segundo ensay© el tiempP© de reacc!

3.2 horas lograndose ol maximo de actividad en 1.6 horas.

\//5 temperatura (Grafica No.

La , - t'
grafica de ac [ - i
! s el factor de mayor influcncia en la
atura € |
esenta un maximo

Muestra como la temper
s se Pr

en amb@® ensay?

actiy: .
ividad enzimatica ya a4

en .
el mismo intervalo
ducio sobre la

el maximo en el

Si tuviese may®

¢ e
aACtjy; B Lo G i
l\/ldad enzim’atica d P‘ C.ia te'nper‘aturas mayo.re-‘?-

Se
SUndo ensayo se encont



15

Pt

ACTIVIDAD ESPECIFICA (L UA) /g

X = 290 nm

( L-Fenilalanina L¢jng) = 10m M
pH= 8.8

Vmezcla de Reaccién = 3.0 ml

T P
[PROTEINAJ o= 1.441 me+ ml
final

Q PRIMER ENSAYO Tiempo

I.;ROTEINAJ gy = 1927 mg /ml

de Reoccion 6 horos

77

o SEGUNDO ENSAYO Tiernpo de Reaccion 3@ horas
T g | | i | | i
30 35 40 45 50 55 60
TEMPEF\'ATUF\’A (°c)

GR

“FECTO DELA TEMPER

PROVENIENTES DE PR
VARIEDAD

ATURA SOB
IMEROS PA

AFICA No. 4
RE LA ACTIVIDAD DE PAL

RES- DE HOJAS DE CAFETO
CATURRA(‘J?OTA)




Ademas otros factores que se deben tener en-cuenta son el tiem-

PC en el cual el extracto conserva su actividad. En ensayos efectua-

dos manteniendo el extracto en bafio de hielo existe una pérdida de ac-

tividad a partir de 4 horas de haberse obtenido éste, més una hora a-

Proximadamente del tiempo de registro de la cinética a 40°C (humeral
3.2.3) . Como en el primer ensayo la reaccidn total dura 6 horas y
en el segundo 3. 2 horas sometidas estas a temperaturas superiores de
so el extracto pierda més ra-

3O°C, es de ¢sperar qué €en el primer ca
ha vez haya alcanzado la temperatura dptima

Ficdamente su actividad u
ol cull el extracto enzimatico ha sido ex-

Gue en el segundo ensayo en
ras mayores de 30°C ; lo que esta

'Uesto un menor tiempo a temperatu
s en estudios realizados en trigo

acorde con Young et al (1966) quiene

o del tiempo de exposicibn a temperaiuras superio-

analizaron el efect
P.A.L., Los resultados de

- - rd -
res a 50°C de la reaccion enzimatica de la
ad enzimética desciende al incrementar

Young muestran que la activid

la temperatura ; y aque la exposicion durante 35 minutos de la reaccibn
b

pérdida de actividad del 100%.

enzimatica a 60°C conlleva a una

o la temperatura mayor de 50°C como e! tiempo

En resumen tant
pérdida de actividad de

de peaccibn enziméatica pueden conllevar a una
- -

: ion.

la protefna aumentando 1a velocidad de desnaturalizacion

S e
De la discusidn anterior v teniendo en cuenta que se pr senta
un maximo en 45°C se toman 40°C como temperatura detrabaic ya gue
o . 4 fenilalanina
en &sta es facilmente evaluable |a actividad especffica de la fen 1

/8



amonio-liasa; produciéndo érdi
3 uciéndose una pérdida menor en la actividad de la

n del extracto enzimatico a tempera=

P.A
.L. por tiempo de exposicid

tupr
as e ; . -
levadas que sl S€ realizaran los ensayos a 45°C,

fenilala-

n de los niveles enzimaticos de la

3.2.6 Comparacio

jo—-liasa en extractos de primeros

nina amon

__.__——l—"__'-_-
edades de cafeto

hojas de cuatro vari

r si ex:sten diferen-

pares de

S

Se realizan ensayos con el fin de determina
ci . .

as de los niveles de actividad enzimética de la P, AL entie varie-
isiolbgico A), vy las variedades

cafeto FHemileia vasta-

ntes (grup° f

dad
es de cafeto resiste
a la roya del

Sus s 5Hail
isceptibles (grupo fisiologlco gl

.t_:j_>_< Berk., & Br. -

Los resultados reportados en la tabla VI, muestiran los valo-
res de actividad especifica obtenidos & partir de extracios de prime-
s Caturra, Hfbrido de

s vari edade

ro
s pares de hojas de cafet® dgete
T.
Imopr, Catimor Ay Catimor E.
n los niveles de actlvidad enzimatica de la P&l
a
o de Timor (A);

Si se conmpar
rra (E) H]

nida es ma

progen ito
yor para aque-

e la activi dad espec

de
las variedades
ffica obté

S2
Puede ver qu

|
la variedad que pose® ca

SceptiblGS.

r
a la que se considera su

79
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10r‘es —
de actividad especifica de los dos hibridos obtenidos a partir de

los
> r H g .
progenitores antemor‘mente menc:onados como se observa que el il

brid
o . ) .
que posee caracteres de resistencia presenta un nivel de activi-

presenta caracteres de susceptibili-

dad P T
enzimatica mayor a aquel que

dad,

Si se comparan 108 niveles de actividad de las variedades resis-
tentes y sucreﬁhb’es ce Obsep\/a que en las Var‘iedades COhSider'adas
coino resistentes {(grup® fisiolbgico A ) se presenta un mayor nivel de

a P A, L. en |
cia ( Hfbrido de Timor).

a variedad mejorada (Catimor A )

aciivi )
iividad especfifica de |

en . . :
comparacidn al progenltor- resisten

Al comparar los valores de actividad especifica de las variedades
os valores de actividad especifica en el

ad descendie
o ala actividad especi-

SUSCant
usceptibles; son mas altos !
nte (Catimor E )

PR ; 1
Ogenitor (Catur*r‘a) a varied

a respect
A (53,434 A uffmg P,
516 /(Y- R g Py Catis

es niveles de

ne la slgu
Hibrido de

lo .
anterior se obti€

fi - 3
Ica en orden descend:ente-

T Ty
‘mor (17.697 _.,/ L.Jfr/mg PT
e 10S mayor

) Es de anotar a

entes pudl tndosé€ tomar

a |mp0r'tante en

actividad se presentan en la
una enzim

e b - - -
ste hecho como U indicio
a roya,sm olvidar au€ los ni-

I .
0s mecanismos de defensa del cafet
de microunldades
veles de actividad er‘nzm'\atica obtenidos son del orden ;
umentan la pr'esencra e ha | Intee s

aunque pueda qu€ estos

Bl



cibn flngica (Hanson et al. 1081) .

E . z
n los ensayos posteriores para la optlmizacién de paramet
ros

ntes de primeros pares de la

se utjli .
uti Tiewron Dolves de acelons provenie

~ A por ser mas facilmente evaluable la ac-

vari . r
ariedad mejecrada Caiimo

ividad especifica de !a fenilalanina amonio—liasa.

cibén del sustrato L~fenilalanina

3.2,7 Efecto de la concentra
e
ctividad de la fenilalanina amoiio—liasa

sobre la @
—-——_—'——-‘

Una vex optimizados algunos de los parametros para la evalua-
cidn de la activi dad enzimatica de la fenilalanina amonic-liasa y pues=
to que esta enzima es inhibida PoOr el producto de la reaccidon enzima-
tica (aAcido tr\ans—-cin'émiCOJ debe escogerse una Concentr'acién adecua-
da del sustrato L —fenilalanina pa ra las condicionEés del =nsayo con el
ffn de que el &cido tpaﬂs_cin’amico oroducido No alcance niveles en los
cuales pueda actuar como inhibidor (Iricall et al 1974, Koukol et al.

1961, o'Neal et al. 1969).

La tabla IX reporta 10S valores de actividad especffica de la P.
aciones del sustrato L_—fenilalanina en el in—

12) . La grafic

ica No.

Ak, utilizando concentr

9,0 mM {(Figura No.

~feni lalanina

a de actividad espe

tepvalo de 0. 5-
{graf 5) muestra ¢o-

cffica v/S concemr-ac:ibn de
B to 4

mo la parte inicial de la curva hasta concenti aciones de sustra

- . & 3 dose a con=

mM se ajusta a uUnad cinética de Michaells —~Menten obser‘\féﬂ



TABLA IX

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE | _FENILALANINA SOBRE
LA ACTIVIDAD DE PAL PROVENIENTE DE EXTRACTOS DE
HOJUAS DE CAFETO PRIMEROS PARES VARIEDAD CA-

TIMOR A (CHINCHINA)

’ __-1—.—__.'———‘——"-_—__—_/_—-‘___.—
L—fenila'anina | Pr oteina Actividad g Actividad
c_onc:entracir')n (meo/0.5 ml (u. A, x 10 ) espectiica
final (M), de extracto Clu. A/mg P )

- .-—-___-——..__—_______’———_"/"'*_f
0.5 10,963 19, 063
ls 11.970 20,814
1.5 5,751 12. 307 21. 400
3.0 13,317 554 156
4.0 14,997 6. 077
R — _‘_—__//—_-—-‘ ‘—__-_-_—-"—___J
5.0 14,327 22.523
6.0 12. 643 19.876
7. 6. 361 12. 307 19, 348
8.0 11.970 18.818
0 11.300 17. 764
__-‘_‘-——_———'__-—‘—_—‘-_—___“_ﬂ_———-_—__‘
___—.‘-“_—//
U, A (Unidad de activi dad) = mICI"OrY]OIeS de &cido tpanscinamico produ-
cidos por minuto
Temperatura reaccién = 40°C
xtracto

P = Proteina en 0.5 ml de €

83



_ GRAFICA No. 5
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE L-FENILALANINA SCBRE LA ACTIVIDAD DE
PAL PROVENIENTES CE HOJAS DE CAFETO PRIMEROS PARES VARIEDAD
CATIMOR A (CHINCHINA)
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centracio i
nes superiores de sustrato una inhibicibn por exceso de L

fenn %
alani i s e
na, 10 cual indica la posnbmdad de que la enzima posea en

Su estr
o ¥ o .
ctura uno © mas sitios afines por la L —fenilalanina aparte del

sitio . . .
activo o de los sitios activos propios de la enzima. Enla At

ca No. 5, se oY o .
serva aueé s€ presenta un méaximo de actividad especffi-

ca o . -
n el intervalo de cencentraciones de L-fenilalanina de 3.0-5.0 mM

preSe < 1 .’ -
ntandose el Maximo valor para una concentracion de sustrato de

4,

De los resultadOS anterioreés en los siguientes ens ¢ yos se b=
acibn del sustrato L —fenilalanina.

1a Concent r

Z'-‘, b . .
ara por 1o sonelguiente U

4.0 mM,

3.2.8 Concentr‘acic’:

a de exiracto enzima-

racion pptim

A fin de determinar una concent

las cantidad de ‘mo (L—feniialanina

sustrato bpt

ti s
VERE gLie interactie con
el ensay® anterior s se procede a efectuar erisayos

4,0 mM) obtenida en
s de extracto € pr‘oveniente de primeros

nzi matico

utilizando volumene
pares de hojas de cafeto de la Variedad Catimo
entre O. 330 - 2,372 mg/Sml mezcla

or colo-

d€= p -
e I"Ote|na
an inter‘ferencias D

2. 033 mg/mi mezcla de reacciér\ S
actividad enzimé-

e N .
racidon en la determmac:bn espectr

tica produciet
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L] 69‘ m )r"' -r" r er 3 a m Q |”“e
a

de .2
reaccidn (Ver grafica No. 6).

Estos ens o n n m
2nsay ili
ayos conllevan a la utilizacidon de 1. 694 mg de protef

n 3.0 ”Ii x Pt ne > I“e on l}a['a un Cco It:el [rac 1onN 1'8 —
5

tl"at i
o {L—feniialanina) final de 4,0 mM.

-’ L
acién a traves de membrana de amicon 100. 000

3.2.9 Ultrafilir

s de hojas de cafeto va-
AR

D de exiractos de primeros pare

I

riedad Caturra
R

mizados los parametros que permiten una evaluacidon

Una vez opti
ade a purificar

4
Optim
a de la actividad enzimatica de la p AL, sePprose

el e
Xtracto enziméatico a través de membranad de Amicor: 100, 000 Dal-
i3 (D); con el fin de eliminar custancias interferentes; ya sea que ac-
u otra forma interfieran

nzimaticos o que de una

a de la activid nilanina

tle .
h como inhibidores €

rofotométr'ic

ad de de la fe

e
h la ev I -~

aluacion espect
at % y gl
Monio-liasa. Ademas ésto permite saber sl! la pr'ote’:'na que procuce la
olecular superioi” 8 100. 000 D-

SO\
tividad posee un Pes® m

e primeros pares de ho-

El ensayo S€ efectla utili

las de cafeto variedad Caturra:



TABLA X

ESTANDARIZACICN DE CONDICIONESOPTIMAS DE CONCENTRACION

DE EXTRACTO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DE LA

ACTIVIDAD DE PAL EN PRIMEROS p ARES DE HOJAS DE
IMOR A (CHINCHINA)

CAFETO VARI EDAD CAT

Eﬁtra;cto _ Protefna Actividad Actividad
m ma ‘ 5 egpecffica
i3 mi - - mezcla de reac (U. A x 10 ) (/{U.A/mg
J cion P)
-
C. 1 0.339 1,547 15,226
0.2 0. 678 3,227 ; 15,873
X 1.016 5. 583 18. 311
4 1.355 7.263 {  17.863
0.5 1. 694 9, 280 18. 260
0.6 Da 033 7,908 ! 12. 068
0.7 9.372 7.937 11153
bl ks R s
e
moles de 4cido tr‘ans-—-cinémico DPOdU

ctivi dad) = micro

U, A {Unidad de a
cido por minuto

P = P roteina en 0.5 ml de extracto



GRAFICA No. 6 88

ESTANDARIZACION DE CONDICIONES OPTIMAS DE CONCENTRACION
DE EXTRACTO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD DE PAL EN PRIMEROS PARES DE HOJAS DE

CAFETO VARIEDAD CATIMOR A (CHINCHINA)
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90

enzimati )
nzimaticas y 10S contenidos protefcos del sobrenadante (extracto

C -
rudo) , y del sobrenadante proveniente de la resuspension del e

mer residuo los cuales presentan un g9, 44 % y un 10. 56% de la acti-

vidad especffica total respectivamente. Al pasar conjuntamente a

£ . " ]
través del a membrans de Amicon alfcuotas iguales del sobrenadante

y del sobrenadante pr‘:::veniente de la r‘esuspensién del primer residuo

se obtiene un eiuato (pes© molecular menor de 100,000 D) y un reten-

tato (peso rmolecular cuperior a 100, 000 D) los cual-es se TR

lumen originai de una de las alfcuotas obteniéndose que el eluato no

Presenta ninglin tiPC de actividad; mientras queé el reteriiato presente
el 87% de la acti\ﬁdad especifica total; pr’esenténdose Lna pérdida del
ica la gue puede ser producida por el tiem-

3% en la actividad especlf
e tratandose de inembranas con

po empleado en 12 ultr'afiltracién, ya qu
un tamafio de poro tan pequeﬁo el tiempoO requerido para esta operacidn
cor ios lavados Gue 5% |e efectlian al retentato constituyen un tiempo
de operacidn de aproximadamente 6 horas ay€ de acuerdo con el ensa-
yo reportado en el numeral 3.2.3 selpier‘de un % de actividad que pue-

i de actividad que presenta el re—

1fica total del ensayo.

suma de los contenidos protefcos del elua-

i 5 tienen que i
to y del retentato con el del contemdo protefco total s¢€ cbtien q a
suma de los primeros €S o 68.51% de |a protefna rotaly e stienEe DS
cual puede deberse @ perdidas producidas en la

perdida del 11.49% 1a
el pr‘OCeSO

de ultrafiltr'acifm.

manipulacion durante



que la actividad es producida por la

nterior se concluye
la cual es—

De lo a
ar superior a 100, 000 D;

peso molecul
1977); la que

teratura (Camm et al.
nilalanina amonio-

fraccibn protiéica de

reportado en la li

ta acorde a lo
30,000 D para la fe

peso molecular de 3
protefco total.

reporta un
liasa Cor*r*espondiendc- es ta al 48, 25 % del contenido

mbrana de amicon 300,000D

- i P
~acion a través de me

3.2.1C Ultrafilt
de variedades

ros pares de hojas

de extractos de prime
e
es vy susceptibles

de cafeto resistent

trix Berk & Br
frodik S

a la lemileia vasta=

Con el ffn de compararlos niveles de activi dad de ia fenilalanina
~iedades de caf Us (Gatupraty"@ati=
Timor Y Catim
N extractos @

amonio=liasa en dos va eto susceptibl
ntes (Hfbrido de apiA) e la, roys del
partir

mor E) y dos resiste
. Beprk & Br..<s€ prepara

cafeto Hemilela vastatrix
ada una de tstas.

res de hojas de c

de primeros P&
adant€ como

n el sobren
n del primer
ituye

ctividades tanto €
re-—

Se determinaron las a
- -
ido a partir de la resuspensto

a de estas dos lo que€ const

en el sobrenadante obten
ara cada Var-iedad siendo la sum

siduo p
ica total.

la actividad especif
Se toman alfcuotas iguales tanto del sobrenadante como del sobre-
tenido a partir de la resuspensi'on del primer presiduo y S€

nadante ob



Das j
an conjuntamente a través de una membrana de amicon de 300,000

Dalto
ns (D) llevando al volumen original de una de ellas tanto el reten-

t i
ato (Fraccibn de pesc molecular mayor de 300. 000 D) como el eluato

(Fraccién de peso molecular menor de 300, 000 D).

Los deaios reporiados en la tabla X1l muestran los resultados

nte descrito para variedades de cafeto prove-—

del ensayo anteriorme
y Chinchina (Caturra, Hf -

nisntes de lo¢ localidades: Viota (Caturr‘a)

biido de Timor, Catimor A y Catimor E).

Al efectuar comparacibon de los valores de actividad especifi-
bserva que la secuen

ca total obtenidos en las cuatro variedades s€©
cia en orden decreciente de actividad especfifica total es la siguiente:
Caturra y Catimor E; lo cual corro-

Catimor, A , Hfbrido de Timor ,

n la tabla \VARI

bora los resultados reportados €

Por otra parte 1as actividades especificas total es obtenidas Pa=
d Catur‘r‘a.pr-ovenientes de Chinchin‘é Y, Viota respectiva-

vidad méas ©

o orden 12

ra la varieda
menos del mism

- A l I -

s de la varied

s condicio-

cual muestra gy
ady no @ la

. ’ 3 no
las caracterfsticas agronomica

nes del cultivo.
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A! an i r ||' cC | N cu nt ct
|aS a iones e laS ales se pr‘ese a a indad

EStaS i
(0] E
son producidas por aquellas que poseen pesos moleculares su

perio e
res a 300. 000 D (retentato ) en cada una de las variedades no

dete . 3
ctdndose ninguna actividad en las fracciones de peso molecular
infepri =

ior a 300. 000D (Eluato); lo cual comprueba que la actividad es—

por una protelna que posee un peso m

to que corroborarfa el peso

pecrfica es -~ H
s producida olecular
Superi ) da
or a 300. 000D da molecular prome=
1968).

dic
ic reportado de 330.000D (Havir et al.

s reportados en la tabla XII que

Se observa ademés por los dato

nlleva a pérdidas por ias razones

I,', - s
1 operacibén de ultr‘afiltracién co

dadas en el numeral 3. 2.9.

Un hecho’ sobresaliente son los datos reportados para el Catimor
r el extracto enzimético a tpavés de

muestran que al pasa
300. 000D , s€ produc
o cual puede ser debid

E los cuales
e un incremento del

| - 2
a membrana de Amicon de

d especifica total |

o a que

81.38% de la activida
Itrafiltracién es

eliminada una sustancia dqueé actla

en e| proceso de U
nio—-liasae-

a fenilalanina amo

como inhibjdor enzimatico de |
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Notas Tabla X!

P =

Temperatura de rea

Nota: Los extrzctos pPre

pre

sentaron actividad y

HT _ Hfdrido de Timor CA = Catimor A CE =Catimor E

— Chinchind S = Prime
«
e la resuspension d

Caturra
Viota CH
Extracto proveniente d

r Extracto E = Eiuato

el primer residuo Rt=r~_§_

tentanto
(Unidad de actividad

) micromoles de 2cido trans-cinamico produci

dos por unidad.
T4
Prcteina totai en 0.5 ml de extracto p=Proteina

cciétn = 40°C
venientes de la pesuspensién del segundo residuo no

- P
carecen de contenido protéico
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CONCLUSIONES Y RECOME NDACIONES

Con el [als 1ot .
pr2sente trabajo se demuestra que el tpatamiento de las

hoj
as con
cet -
acetona no €5 en s la causa de la inactivacién de la P.A.

L
« 2N ho' - oy o~ -

jas dc cafeto como lo afirma W. Moraes en su comunicacifm
que e<te mismo mé-

c. (Martinez et al.1981) ya

pursonal con el L. l. Qe
de papa da resultados comparabies 3 los

tCJd H
o aplicado a tubé&érculos

re
portados en la |iteraturae.

as que impide su determinacién en polvos de ace~

Una de las caus
tencia €N este

de hojas de cafeto puede ser la exis
ya han sido suge”

t(;
Na provenientes

m .
aterial de complejos enzima- Inhibidor, 10S cuales
ros materiales (Hanson et al. 1981).

ri . :
dos para esta enzima €en ot

za la anterior hipbtesis son los resultados
ran-

Una base queé refuer
ercaptoetanol du

jo mediante el uso de 2-m

(o] .

btenidos en est€ traba

te el proceso de ppepar-acién de los polvos de acetond que permité de-
terminar v cuantificar la P.A. L a partir de este tip°e de material.

97



El disefio y estandarizacién de esta nueva técnica permite ubilizar

para el caso de la P.A.L. [as ventajas que ofrece en estudios bioqui-

micos la utilizacién de materiales homogéneos como fuentes enziméti-

Cas.

El hecho de que ¢€! 2-—-mer‘capt06tanol no sea indispensable duran-
te la reaccién misma indica que su papel no &s el impedir la formacioén
de puentes disulfuro intra moleculares, sino la de facilitar la produc-

cién de una F.A, L. activa a partir de una forma inactiva.

Este argumento €S también aplicable para los resultados encontra-
i i ~ci =
dos por otros autores que realizan la reaccién en presencid de est

reactivo.

i - apto—
Un estudio que se sugiere parsa aclarar el efecto del 2 mercap
i i imati-
etanol es realizar electroforeésis comparativas del extracto enzimd
: 2
co proveniente de polvos de acetona preparados en presencia ¥y ause

cia de este reactivo.

Otro estudio compiementario serd el establecer sf en extractos
= toeta-
i etona excentos de 2—mercap
preparadosS @ partir de polvos de ac
btener af‘tividad mediante & adicion posterior de este
.O S@L= o

hc!l se logra

antioxidanie.

98
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La concentracidn del sustrato (L-—feni]alanina) bptimo para las

condici s
ciones utilizadas @n este trabajo €s de 4.m.M, presenténdose

nes superiores, lo cual indica que

un —
efecto inhibidor a concentracio

ad 4 eys . -
eméis del sitio activo hay otros sitios gue presentan afinidad por el
nen la estructura del sitio activo.

S -
ustrato causando una variacié

Las variecdades de cafeto resistentes como lo son el Catimor A
v el Hfbrido de Timor nresentan niveles de p.A. L. superiores a los
encontrados en :as variedades susceptibles: lo cual puede S€F un in-
iiha relacidn entre 10S niveles ¢2 esta enzi~

dias . .
icio de la existencia de

mq . .
a y los caracteres de resistencia.

Es convenient® realizar un estudio més profundo de esta relacidn
co de los resultados con lo qué se

el cual incluye Yn an&!isis estadisti
pueda establecer si €% sjgnificativa la diferencia encontrada entir€
sceptibles « Ademés deben ostablecers®
cia de

Variedades resistentes Y su
las variaciones de loS niveles de P.A. L. en ppeSenc,
los miCroorganismos causantes de las Foyaz del cafetos
se observa un efecto benéfico de la
ivi rmatica de
d : -40° obre la actu\ndad enzlit
temperatura €n el range de 25 no°C s

la p. A,, L.-.
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(luz blanca 2000 luxes) de discos de tubér-

La exposicién a la luz

culos de papa causa activacién de la p.A. L. siendo este efecto méaxi-
mo dentro del perfodo de 24-32 horas de exposicién , Con exposicio—
nes méas prolongadas adin cuando también se obtiene activacibn si se
compara con el material no sometido a exposicién luminica, se produ-
e la enzima al efecto desnaturalizante de tem-

ce una seresibilizacién d

peraturas suneriores a 40°C.

mo de activacion por la luz deben reali-

Para estudiar el mecanis
zarse ensayos a diferentes longitudes de onda € incluyerdo tiempos

comprendidos entre 0-16 horas.

luz sobrz el extracto

También es aconsejable ver el efecto dé la

mismo.
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APENDICE |

CURVA ESPECTRAL ACIDO TRANS CINAMICO

Método : EspECtr‘ofotomét rico

Aparato: Zoiss PM-Q 3

ultravioleta

250-322 nmM

Rango:

Longitud de onda:

Rendija: O- 12nm
o: 600 nm /hora

Velocidad registr
Amor‘tiguaCi‘f’r‘ 21

Alto voltaje ? 1

- del registro:

a:s Ambiente
. Solucién tam

_cindmico 1x10_4M en tampbn de

pbén de boratos 0. 1M pH 8.8

Blance d
zcido trans

ioén 3.0 ml.
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RANS CINAMICO

FIGURA No. 12

CURVA £ spPECTRAL ACIDO.

ULTRAVIOLETA

RANGO

BORATOS 0l M

N SOLUCION
ORATOS O.1 M

0.5 mM E
TAMPON DE B

= 8.8

pH

v'0 G20

4 Minutos

-

Brsmay T e

!%am — .“.n!w-“r
= l_..ﬂﬂ.. ol W

- Semdeslbisbaniimem et
ullﬁuuu.lu.ﬂulsclintnu....nuru.

% e

-
- T Tt e W Ay
— — =
e
T = e
—_— -
A T ST T P A W
==

e e e
e e

s AT T D £ 1 W — -

e o e e L £
- v ———— o
I‘ﬂiﬂ‘h”.]u!!»ll vt i(l.)ltlll.ln.1]lu.1.ilq!.llul.uq

em—— e ot o Y W = e T
o —— i de
e ey St e e s St o o i S Ve prbisbeip i |

ot o S e 9 o P S5 M o -

i e e aaa mtroe  pe  V WAL 3 2 - 2 !
e e . £ SR - 5 . T
T

J‘!tf.l i
I S, I € A S A £ W RS

v AT T AT TP Y AT T A T
- e el

o 7 e Y Y S MRS, AT LS A
B P \
) = e s e ape
= — o e e 487 S RPN WO B 5 M St O -~
- - ] - e 55
rl.l‘.li“-”“”ﬂ."lll!!l.i T e o o o St WP 0 A0, SRS S T
S————l o - .ll.l-.l.lil!!ll.lallllr
T e T W — T 5 W S o e s E S T P W RIRAS WA S
p - e 3
= ST vt e = e T e e ir. mrrer . e T et
- o G T Y AL S e S
S i o . . e e A S W i 1 T2 P &
ommR— 4 T a T e - e
em— o oo e W I AR X S P OTE o o P A TN
g R R e Y o S e m S TS ST S . AL TE———
Borrais oz =+ = i S W Y s —— . P W TR B § N SR A A -
gy T s e . SR @ T, S WL T T -
s e T i ——— e WO e et S ——— 1 TN
o T v e e e - -
et s S 7 VO TIPSR 35 7T 7 T e (o0 et B weiiy Vs A WSS A9 "I e
I‘!ﬁllli o e . P G 1D T SO S\ TR e T
T e P e . W T w2 S T R e e BTTecm s e SR MR T,
- e i A R s T .l.lnlil'.ﬂ!u.tllllai:l.witn.!
S s e e Ve ST T ont Ema S . F DyARAL SRSSTE
e ey T e T U e o Pt . ) TR SIS W < R T e
P - e B e s o T Sevw 9 . T, T8 S T
R T S P T s o e o .t W SRS T n..il..l'..‘..l.li!!i-l.lllnlld-
iy e > S0 aa L o o S 291 w1 S S S Tpe w TGN m
—— e TR Om AT S o ot . i P ECIT, S 4 £ rers s o M TS P L
TR T n T e T e n e
IIII-F.JU...!Ii.a].‘-.ut e oo W s SR PSR I it o el
et ot s v B w8 £ T Permar T B ST T - -~
o - —lom
R v oo = =8 e iy B w4 £ £ W S o s Y T8 Wb e TR T S T
- = e
it S




APENDICE 1!
CURVA
ESPECTPAL. p& FET'-J‘ILAL_AI"-JINA

Métod
O-
X : espectr‘ofotométr'ico
pa

rato: Zeiss pM-Q3
Ran

go: u1tr~avioleta

260-—295 nm

Lonai
ongitud de onda:

R s
endija: 0.65 NM

. 300 MM /hora

Ve
l -
ocidad de registro

Am
ortiguacion:!

Al
to voltaje:]

ala de ~egistro: o-1

Ti
empo celda: g seg

C

eldas: Cuarzo

s Ambiente
H B. 8

T
emperatura
oSt solu i

. 10 mM €

ilahco de reactiV

uestra:s SOIuciéﬂ de
0. 1M pH 8:°

acciéﬂ . 3.0 &

Vo]
u
men mezcla de re
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APENDICE 111

CONDICIONES ESPECTROFOTOMETRICAS EN LA DETERMINAC[ON

DE ACIDO TRANS-C INAMICO

Método: Espectrofotométrico
Aparato: Zeiss PM-Q3

Rango: Ultravioleta
Longitud de onda: 290 nm

Rendija : variable

velocidad de registro: 120 nm/hora

Amor‘tiguacién : 1

Alto voltaje: Vvariable

Escala de registro: 0-0.1"°

TiempoO celda: 8 s€9-

Cceldas: Cuarzo
Temperatura: Var‘iable dentro del rango de 25-40°C
Blanco de reactivos: 0.5 m! extracto enziméatico

e boratos 0. 1M pH 8.8

2.5 ml solucidn tampbn d
Muestra 0.5 ml extracto enzimético



1.0 ml

0.4 ml

Volumen de la reaccibén:

L-fenilalanina 30 mM en solucién tampdn

de boratos 0.1 m pH 8.8 (ver numerales

D.2:.5 Y Zs 3. 6)

L-fenilalanina 30 mM en solucibén tampén

de beratos 0.1 M pH 8.8 (ver numerales

Dyded Y 2.3.6).

3.0 ml| completados con solucién tampdn

de boratos 0.1 M pH 8.8

120



APENDICE IV

CURVA DE CALI

BRACION DE PROTEINA

Método: Folin (espectr‘ofotométr'ico)

Aparato :

Rango

Longitud de Cnda:

Rendija : 0

Zeiss PM-Q3

. Visible

500 nm

.65 nm

Amor‘tiguacién -1

Alto voltaje @ 1

Celdas

Blanco de reactivos:

Muestra:

Volumen me

. Vidrio

2,50 ml reactivo C (

0.25 ml re

0...120’,[{;/ml albGmin

ci

2.50 ml
0.25 ml

. s
zcla de reacclon

0.50 ml de solucidn tampbn de bor

activo D ( ver numeral

én tampdn de boratos 0.

~eactivo c (ve

~eactivo D ( ver numeral

ver numeral 2

atos 0. 1M pH B.8

4)

2.4)
a de sangre povina en solu-

1 MpH 8.8

r numeral 2. 4)

2.4)
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TABLA XIII

&

CURVA DE CALIBRACION DE PROTEIN
SOLUCION TAMPON DE BORATOS

A PATRON ALBUMINA DE

SUERO BOVINO EN
0.1 M pH 8. 8

Absorbancia Concentr'ac':én Absorbancia Concentr*a?
‘ de protelna ' - de proteina
( Mgr/0.5 mi) ( A gr/0.5ml

0.000 0.0 0.178 50.0

0.013 2.5 0.189 55.0

0.017 5.0 0.210 60.0

0.028 10.0 0. 220 65.0

0.038 12+ 5 0.238 70.0

0. 049 15.0 0. 257 75.0

0. 06O 175 0.274 80.0

0.067 20.0 0.289 85.0

0.076 22+ 5 0.299 0.0

0.086 25.0 0. 328 95.0

0. 100 30.0 0. 345 100. O

0. 130 35.0 0. 364 110.0

0. 145 40.0 0.393 120.0

0. 158 45.0

62 1073
Pendiente = 3.3 -3
2,314 X 10

lnter‘cepto
e cor‘relacién - 0.9989

Coeficiente d
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APENDICE V

CURVA DE CAL

Método :Espectrofofométr‘ico
Aparato: Zeiss PM-Q 3
Rango : Ultravioleta

Longitud de onda: 290 nm
Rendija: 0. 20 mm
Amortiguacién:1

Alto voltaje:1

Celdas: cuarzo

Temperatura: Ambiente

-
Blanco reactivos: Soluclo

Muestra: Solucioneés

n tampbn de boratos 0.

de acido ir*ans-cinémico 1.0 x 10

IBRACION ACIDO TRANS-CINAMICO

1M pH 8.8

3 -2
"1,0 XIO mOI/mI
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GRAFICA No.7

CURVA DE CALIBRACION DE PROTEINA METODO DE FOLIN

PROTEINA PATRON =

b
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CURVA 5 TABLA XIV
E
CAL IBRACION DEL ACIDO TRANS—C:NAM:CO EN
SOLUCION TAMPON DE BORATOS

0. 1M pH 8.8
Absorbancia Concentr‘acpén '
. ) /{ moi/ ml)
0. 000 0. 000
Oo 0]0 Oo 001
0. 029 0.003
0. 041 0.004
0.051 0.005
, 006
0.057 g
0.007
0.070
0.080
0. 080
0. 100 i
Lﬁ_ﬁﬁuk
‘-_/
De
Nndj
iente . . 9,913
Inte =4t
Pcepto . 3,983 x 10
= O 09915

Co
efici
{ 4 -
iente de correlac:c’)ﬂ
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GRAFICA No. 8

CURVA DE CALISBRACION ACIDO TRaNS-CINAMICO

X = 290 nm

= SOLUCION TAMPON DE BORATOS 0.1 M

BLANCO DE REACTIVOS

pH= 8.8
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