Inhibicion de la polifenoloxidasa
extraida del banano (cavendish) por

*%

Corporacién  Universitaria
Lasallista

Universidad Nacional de
Colombia, sede Medellin

medio de algunos derivados

del isoespintanol

Maritza Andrea Gil Garzén*
Benjamin A. Rojano**
Carlos Andrés Guerrero*

Resumen

Introduccién. Buscando nuevas fuentes de compues-
tos naturales que contengan actividad antioxidante, se
ha encontrado una amplia variedad de plantas fené-
licas con alto poder protector sobre la inhibicién del
pardeamiento enzimdtico responsable de cambios de
color indeseables en frutas y vegetales frescos. Obje-
tivo. En este trabajo, se estudié la inhibicién del par-
deamiento enzimdtico de la polifenol oxidasa, PPO,
extraida del banano Cavendish Gigante (tipo exporta-
cién), utilizando como sustrato dopamina. Metodolo-
gia. Como inhibidores se utilizaron: el isoespintanol,
metabolito extraido de la planta Oxandra cf. xylopioi-
des (Annonaceae) y dos de sus andlagos: 2-isopropil-
4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol y 3-isopropil-6-
metil-1,2,4-trihidroxibenceno que fueron obtenidos
simultdneamente por el método de bromacién con
bromuro de dimetilsulfonio, en una relacién (75:25),
respectivamente. Ademds, se utilizé el dcido ascérbico
como antioxidante de referencia. Los compuestos sin-
tetizados fueron caracterizados por espectroscopia de
resonancia magnética, RMN y cromatografia acopla-
da a masas, GC-MS vy su capacidad antioxidante fue
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evaluada por los métodos de ABTS, FRAP y DPPH. La actividad de la
PPO parcialmente purificada, fue analizada sobre el extracto enzimdti-
co, espectrofotometricamente a 30°C en presencia de los antioxidantes
a 500, 1000 y 1500 ppm. Resultados y andlisis. El isoespintanol pre-
sentd la mejor respuesta por las tres técnicas de capacidad antioxidante,
mientras el bromado present6 la mejor capacidad reductora por la téc-
nica FRAP y el demetilado tuvo un mejor comportamiento en medio
metandlico (DPPH). La actividad de la PPO fue 102.93 unidades de
actividad; esto significa que hubo una reduccién entre un 72.5 y 92%
con todos los compuestos. La mayor inhibicién se logré a 1500 ppm
de 4cido ascérbico (92%). Con la inhibicién de la actividad enzimdtica
para el compuesto bromado y demetilado no se presentaron diferencias
significativas (P>0.05) a 500 ppm (84.8 — 84.53%), 1000 ppm (73.87
- 72.53%) y 1500 ppm (84 — 82.4%), respectivamente. Lo contrario
ocurrié para el isoespintanol con respecto a sus dos andlogos, a 1000
ppm (42.4%), que evidenciaron diferencias estadisticamente significa-
tivas (P>0.05).

El tipo de inhibicién fue estudiada para el isoespintanol que presentd
una inhibicién competitiva (K=0.015M y K =0.026M).

Palabras clave: PPO, Isoespintanol, pardeamiento enzimdtico, DPPH,

FRAP, ABTS.

Inhibition of poliphenoloxidase from bananas (cavendish) by
the use of some isoespintanol derivatives

Abstract

Introduction. Looking for new sources of natural compounds with
anti-oxidant activity, a great variety of phenolic plants have been being
found. They have a high protective power on the enzymatic browning,
responsible for undesired color changes in fresh fruits and vegetables.
Objective. In this work, enzymatic browning inhibition of polyphenol
oxidase, PPO, extracted from Giant Cavendish bananas (export type)
is studied, by the use of the dopamine substratum. Methodology. The
inhibitors used were: Isoespintanol (a metabolite extracted from Oxan-
dra cf. xylopioides (Annonaceae) and two of its analogs: 2-isopropyl-4
-bromo-3 ,6-dimethoxy-5-methylphenol and 3-isopropyl-6-methyl-1,
2,4-trihydroxybenzene, which were simultaneously obtained by the use
of the bromination method with dimethylsulphonium bromide in a
(75:25) relation, respectively. Also, ascorbic acid was used as a refe-
rence anti-oxidant. The compounds synthesized were characterized by
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performing a magnetic resonance spectroscopy and a chromatography
coupled to masses and its anti-oxidant capability was evaluated with
the ABTS, FRAP and DPPH methods. PPO’s activity, partially pu-
rified, was analyzed on the enzymatic extract, spectrophotometrically,
at 30°C before the anti-oxidants at 500, 1000 and 1500 ppm. Re-
sults and analysis. Isoespintanol had the best response under the three
anti-oxidant capability techniques, while the bromination had the best
reduction capability under the FRAP method and the demethylated
had a better performance in the methanolic medium. PPO’s activity
was 102.3 activity units, this means that thee was a reduction between
72.5 and 92% with al of the compounds. The highest inhibition was
achieved at 1500 ppm of ascorbic acid (92%). With the inhibition
of the enzymatic activity for the brominated and the demethylated
compound there were no significant differences, (P>0.05) at 500 ppm
(84.8 — 84.53%), 1000 ppm (73.87 - 72.53%) and 1500 ppm (84
— 82.4%), respectively. The opposite took place for the isoespintanol
concerning its two analogs, at 1000 ppm (42.4%), which obtained sig-
nificant statistic differences (P>0.05). The inhibition type was studied
for isoespintanol, which had a competitive inhibition (KI=0.015M y
KM=0.026M).

Key words: PPO, Isoespintanol, enzymatic browning, DPPH, FRAR,
ABTS.

Introducciéon

El color en los alimentos es un parimetro de gran importancia para
el consumidor. Al menos cinco causas han sido detectadas como respon-
sables del cambio de color en frutas y vegetales frescos: pardeamiento u
oxidacién enzimdtica de polifenoles, reacciones de Maillard, oxidacién de
dcido ascérbico, caramelizacién y formacién de polimeros oscurecidos por
la accién oxidativa de lipidos'* Estas reacciones ocurren cerca del esque-
ma de proceso del consumidor, como el almacenamiento y exhibicién;
por tal razdn, el control debe ser realizado desde la recoleccién hasta el
consumidor para minimizar pérdidas y sostener el valor econémico para
el agricultor y el procesador. Se han comprobado pérdidas que sobrepasan
el 50% en frutas exdticas y vegetales, en particular variedades tropicales y
subtropicales’.
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Las enzimas que catalizan el pardeamiento pertenecen a las éxido-reduc-
tasas, y se conocen con diferentes nombres: monofenol oxidasa, tirosina-
sa y fenolasa; esta tltima es la mds aceptada y cuyo nombre corresponde
a la o-difenol-oxigeno-6xido-reductasa (E.C. 1.14.18.1 usualmente llama-
da, PPO)%’. La PPO cataliza el paso inicial de la oxidacién de o-fenoles a
0-quinonas, los cuales sufrirdn mds adelante polimerizacién para producir
pigmentos insolubles y oscuros reconocidos como melaninas responsables

8-11

del color®''. El pardeamiento enzimdtico también estd involucrado con la

pérdida en el valor nutricional debido a la oxidacién del dcido ascérbico''™

En la industria de alimentos, la actividad de la PPO puede ser evitada
usando tratamientos térmicos'* pero el calor puede causar caracteristicas no
deseables” especialmente en vegetales y frutas frescas'. Otras alternativas
para la inhibicién de la actividad han sido propuestas: aditivos quimicos

como bisulfitos'’-"? 20-22

, dcido ascorbico y sus andlogos***?y cisteina como agente
reductor de quinonas a difenoles®* Ademds, puede ser inhibida por varias
técnicas basadas en la eliminacién de uno o mds componentes esenciales
como oxigeno y Cu**, cambios del sustrato??. Asi, los inhibidores de par-
deamiento pueden ser clasificados segin su modo de accién en seis catego-
rias: agente reductores, quelantes y acomplejantes, inhibidores de enzimas,

tratamientos enzimdticos® y atrapadores de oxigeno singulete®.

El control del pardeamiento es un reto en la industria de frutas y vegeta-
les. Actualmente, los productores de alimentos prefieren aditivos naturales
especialmente agentes antioxidantes libres de sulfitos, debido al peligro
que representan para la salud humana, especialmente en pacientes asmd-
ticos™. De esta forma, hay una tendencia de crecimiento en el reemplazo
de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturales que no produzcan
efectos toxicos®. En los dltimos anos, los compuestos fenélicos de origen

3235y se ha identificado un gran nimero

vegetal han sido objeto de estudio
de sustancias con amplio espectro de actividades funcionales, principal-
mente por su potencial benéfico para la salud debido a su actividad an-
tioxidante®, por la presencia de algunos de sus productos de degradacién
que son multifuncionales y pueden actuar como agentes reductores, reac-
cionantes con radicales libres, quelantes y acciones antimicrobianas®-*%%

que los convierte en una nueva alternativa antioxidante.

En la planta Oxandra ct. xylopioides (Annonaceae) se encuentran como
metabolitos principales el berenjenol y el isoespintanol (0.1 y 1.5 % en
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base seca respectivamente) los cuales poseen actividad anti-inflamatoria®.
Ademis, se ha estudiado el efecto protector del isoespintanol (2-isopropil-
3,6-dimetoxi-5-metilfenol), sobre el ADN de linfocitos humanos, y com-
parado con el BHA como antioxidante de referencia, muestra un gran
efecto a un bajo rango de concentraciones (3-80 mM)*'. Por la anterior
razén, el objetivo de este trabajo consisti6 en la evaluacién de la inhibicién
del pardeamiento enzimdtico en el extracto parcialmente purificado del ba-
nano usando isoespintanol y dos de sus andlogos, y compararlos, ademis,
con el dcido ascérbico que en anteriores estudios presenté inhibicién total

sobre la pulpa de banano®.

Marco teodrico

Las reacciones de éxido-reduccién son comunes en los sistemas biols-
gicos y también en los alimentos. Algunas de estas reacciones son benefi-
ciosas para los alimentos, pero otras son perjudiciales como ocurre con la
degradacién oxidativa de las vitaminas, pigmentos y lipidos que prducen la
pérdida del valor nutricional, el desarrollo de malos olores y color desagra-
dable. La oxidacién se produce cuando un 4tomo o grupo de dtomos ceden
electrones. De forma simultdnea, se produce la correspondiente reaccién
de reduccién que implica la captacién de electrones por otro dtomo dife-
rente o grupo de dtomos. Estas reacciones pueden o no incluir la adicién
de dtomos de oxigeno o la pérdida de dtomos de hidrégeno de la sustancia
que se estd oxidando®.

Antes del desarrollo de una tecnologfa quimica especifica para el control
de los radicales libres responsables de la oxidacién, el término antioxidante
se aplicé a todas las sustancias que inhibian las reacciones de oxidacién,
independiente de su mecanismo de accién. Mds recientemente, el término
“antioxidantes alimentarios” se ha aplicado a aquellos compuestos que in-
terrumpen la reaccién en cadena de los radicales libres formados en la oxi-
dacién de lipidos y a los que eliminan el oxigeno singulete; sin embargo, el
término no deberfa utilizarse con un sentido tan restrictivo®.

Existen cientos de compuestos naturales y sintéticos con propiedades
antioxidantes, aunque para su empleo en los alimentos deben cumplir cier-
tas exigencias, entre ellas, superar las pruebas de inocuidad. Para que su
eficacia sea mdxima se realizan combinaciones de antioxidantes o con di-
versos agentes secuestradores de metal, y se logra una accién sinérgica que
proporciona una proteccién mds completa®“.
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Mecanismo de accion de los antioxidantes

Para comprender el papel protector de los antioxidantes, se han pro-
puesto dos mecanismos principales. En el primero, los radicales libres re-
mueven un dtomo de hidrégeno del antioxidante (ArOH) que, a su vez, se
convierte en radical:

R+ ArOH » RH + Aro (1)

La alta estabilidad del radical ArO- corresponde a una mejor eficacia del

antioxidante ArOH.

El segundo mecanismo es la transferencia de un electrén, donde el an-
tioxidante puede dar un electrén al radical libre y convertirse en un catién
radical.

R- + ArOH—» R+ ArOH* (2)

n este caso, el radical catién es mds estable y no reacciona con las mo-
En est | radical cat table y 1
léculas del sustrato?’-,

Pardeamiento enzimatico

El pardeamiento enzimdtico estd relacionado con la oxidacién de com-
puestos fenélicos en presencia de oxigeno. Estos compuestos se encuentran
localizados principalmente en las vacuolas y son catalizados por la enzima
polifenol oxidasa, PPO, localizada en el citoplasma. Diferentes situaciones
pueden causar pardeamientos: dafos fisiolégicos durante la maduracién,
algunos desérdenes en el almacenamiento y procesos tecnoldgicos invo-
lucrados con heridas o rompimientos de la superficie. La tendencia de
las plantas a cambiar de color (mds oscuras) resulta de la accién de varios
factores, los cuales estdn naturalmente involucrados con la actividad de
la enzima, la naturaleza y el contenido del sustrato oxidable. Todos estos
factores varfan con el tiempo de maduracién de las frutas y vegetales, su
estado fisioldgico, la variedad y los tratamientos a las que son sometidos.

Polifenol oxidasa, PPO

Las enzimas que catalizan el pardeamiento y coloracién de las frutas y
vegetales pertenecen a las 6xido-reductasas, y se conocen con diferentes
nombres: fenoloxidasa, monofenol oxidasa, difenol oxidasa, catecolasa,
tirosinasa y fenolosa; esta dltimo es la mds aceptada y su nombre corres-
ponde a la o-difenol-oxigeno-éxido-reductasa, usualmente llamada PPO
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[6]; por esta razén, su actividad ha sido ampliamente estudiada durante
930 Desde 1992, se han hecho muchos progresos
concernientes a la estructura, localizacién y clasificacién de la PPO, parti-
cularmente debido a actividad biolégica, molecular e inmunolégica, y su
uso en métodos quimicos’".

las dltimas dos décadas

Dependiendo de su especificidad sobre sus sustratos, se pueden agrupar
en tres tipos de enzimas:

* Cresolasa (EC. 1.14.18.1 monofenol monooxigenasa).

* Catecolasa o fenolasa (EC. 1.10.3.1, o-difenol: oxigeno 6xido-reductasa).

» p-difenoloxidasa o laccasa™?’.

Asi también, dependiendo del sustrato sobre el que actta, se han defi-
nido dos clases de actividades enzimdticas: la primera denominada (“cre-
solasa”) cuando hidroxila monofenoles, y la segunda (“catecolasa”) oxida
difenoles a quinonas Dependiendo de la fuente, la actividad “cresolasa”
es mayor o menor, incluso inexistente en algunos casos, pero, en general,
todas las enzimas tienen actividad “catecolasa”.

La forma de actuacién de la enzima con dos actividades distintas ha sido
aclarada en parte hace pocos afios, relativamente. La enzima cataliza dos
reacciones porque en el estado nativo se encuentra en dos formas distintas:
la llamada met-tirosinasa, que es activa solamente sobre monofenoles, y la
oxi-tirosinasa. Estas formas se interconvierten entre ellas, de forma acopla-
da al desarrollo de la reacciones que catalizan®.

La caracteristica estructural mds importante de estas enzimas es la pre-
sencia en su centro activo de dos iones de cobre, Cu'* (figura 1), unidos
cada uno de ellos a dos™ o tres histidinas, que se han conservado a lo largo
de la evolucién en todas las enzimas de este tipo, desde las bacterias al
hombre. En su entorno se sitia una serie de aminodcidos hidrofébicos,
con anillos aromdticos, que también son importantes en su actividad, para
la unién de los sustratos®.

Ademis, existe una alta heterogeneidad entre especies y dentro de la
misma especie durante las diferentes etapas del desarrollo, con el fin de
expresar la actividad enzimdtica de la PPO que puede variar dependiendo
de factores como: pH 6ptimo, latencia, especificidad por el sustrato, etc.’®

Mecanismo de pardeamiento enzimatico

Las reacciones de formacién de quinonas involucran compuestos fe-
nélicos tipo flavonoides® y no fendlicos. Las quinonas resultantes de la
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oxidacién enzimdtica tienen diferentes caracteristicas espectrales que de-
penden del fenol a partir del cual ellas se originan y el pH del medio®.
La oxidacién de quinonas con otra molécula de fenol puede ser muy rédpi-
da, y depende del potencial de reduccién respectiva del complejo enzima-
sustrato formado. Esta reaccién guia a la formacién de dimeros del fenol
original o regeneracién del fenol. Por supuesto, sus productos estdn suje-
tos a oxidaciones futuras, ya sea por via enzimdtica o por via o-quinona, y
dan como resultado grandes oligémeros y formacién de enlaces covalentes
con aminodcidos nucleofilicos para producir pigmentos insolubles y os-
curos reconocidos como melaninas®'. Las reacciones de o-quinonas con
compuestos no fendlicos conducen también a la formacién de pigmentos
oscuros e insolubles en agua llamados melaninas®.

El mecanismo descrito en forma ordenada para la formacién de melani-
na consiste en varias etapas: en la primera (hidroxilacién de monofenoles a
o-difenoles) la enzima liga primero el oxigeno y después el monofenol; esta
etapa es determinante de la reaccién, con participacién de los intermedia-
rios indicados en la figura 2. Segundo, se produce un cambio de valencia
(Cu'* Cu®), y se forma un complejo, en el que el enlace O-O estd tan
polarizado que se produce la hidroxilacién hasta o-difenilos. Finalmente la
oxidacién del o-difenol hasta quinonas finaliza el ciclo®.

Histidina

Figura 1. Estructura del sitio activo de la polifenoloxidasa de la batata
Tomado de Calvo, M.>’
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(a) Oxidacién de la enzima en presencia de oxigeno
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Figura 2. Oxidacién de tirosina causada por PPO para producir melanina.
Tomado de Belizt, H. D.%y Lerner, A. B.®
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Control de pardeamiento

El control de pardeamiento es un reto en la industria de frutas y vegeta-
les, especialmente con el desarrollo de técnicas que requieran del minimo
procesamiento de estas materias primas. Se han reportado previamente mé-
todos biolégicos-moleculares desarrollados para el control del pardeamiento.
En adicién, diferentes métodos para el control del pardeamiento enzimdtico
modernos o tradicionales como los tratamientos fisicos (térmicos, deseca-
cién o disminucién dela a , congelacién, refrigeracion, etc.) y quimicos (adi-
cién de inhibidores y otros aditivos) son atin objeto de investigacion. Estas
formas de control pueden dividirse en tres clases dependiendo del factor que
ataquen, ya sea la enzima, el sustrato o los productos de la reaccién®.

Accién sobre la enzima

La acidificacidn, alcalinizacién y tratamientos térmicos son frecuente-
mente aplicados para inhibir la actividad enzimdtica. La alcalinizacién no
puede ser aplicada a compuestos fendlicos por su alta sensibilidad a la oxi-
dacién a pH alcalinos. La PPO muestra su actividad éptima a un pH entre
5y 7 %% yla enzima parece relativamente sensible a pH 4cidos. Pero, el
control del pardeamiento enzimdtico Gnicamente por acidificacién es muy
dificil, a menos que sea a pH muy bajos.

Accioén sobre los sustratos

La remocién completa del oxigeno es una forma muy satisfactoria para
el control de la oxidacién fendlica catalizada por la PPO, aAunque este
método no puede ser aplicado a tejidos vivos porque puede causar condi-
ciones anaerdbicas y tampoco es aceptable en algunos productos frescos.

Concerniente a los sustratos fendlicos, dos opciones han sido investiga-
das. La primera es la eliminacién fisica por adsorbentes especificos como la
ciclodextrina ”°. La segunda forma de remocién de compuestos fendlicos es
por su modificacién enzimdtica a través del uso de o-metil-transferasa’.

Accién sobre productos

Las o-quinonas pueden ser reducidas a o-difenoles o pueden reaccionar
con otros compuestos y formar complejos no coloreados. Algunos de los
compuestos reductores mds usados son: el dcido ascérbico, los sulfitos, los

tioles como la cisteina y los aminodcidos’".
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Recientemente, muchas técnicas nuevas son aplicadas en la prevencién
del pardeamiento enzimdtico, tales como: tratamientos fisicos (irradiacién,
altas presiones™, ultrasonido”, luz pulsada, calentamiento 6hmico, coc-
cién al vacio, ultrafiltracién, etc.) y quimicos o biolégicos (bioconservan-
tes, atmdsferas modificadas, enzimas inhibidoras, etc.) que disminuyen los

riesgos que traen los tratamientos térmicos’®”’.

Clasificacion de inhibidores
El uso de inhibidores es restringido teniendo en cuenta consideraciones
relevantes como la toxicidad, el efecto sobre las caracteristicas organolép-
ticas y el costo. Los inhibidores de pardeamiento pueden ser clasificados
segun el modo de accién en seis categorias:
* Agentes reductores: agentes sulthidricos, dcido ascérbico y sus andlogos,
cisteina, glutation, etc.
 Acidulantes: dcido citrico y fosférico.
 Agentes quelantes: fosfatos, EDTA, 4dcidos orgdnicos, etc.
 Agentes acomplejantes: ciclodextrina

e Inhibidores de enzimas: 4cidos carboxilicos aromdticos, alcoholes alifa-
ticos, aniones, péptidos, resorcinol sustituido.

e Tratamientos enzimaticos: oxigenasas, o-metil transferasas, proteasas.

Agentes reductores

Previenen el pardeamiento enzimdtico por la reduccién de o-quinonas a
o-difenoles no coloreados o al reaccionar irreversiblemente con o-quinonas
para formar productos no coloreados mds estables. Los compuestos deri-
vados del azufre son los mds ampliamente empleados en la industria de los
alimentos.

* Derivados de azufre. Los derivados de azufre tienen un rol multifun-
cional en los alimentos; estos poseen actividad antimicrobiana e inhiben
el pardeamiento tanto enzimdtico como no enzimdtico. algunas especies
como el bisulfito (HSO,) y sulfitos (SO,*) ejerce un efecto competiti-
vo con la PPO, debido al enlace formado entre este y el sitio activo de la
enzima; ademds, este compuesto reacciona con algunos intermediarios
como quinonas, que resultan en la formacién de sulfoquinonas e inhi-
ben irreversiblemente la PPO.
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* Los sulfitos y sus derivados son antioxidantes quimicos muy poderosos
actualmente utilizados en la industria, pero que representan un poten-
cial riesgo para la salud”®”.

e Acido L-ascérbico. El 4cido L-ascérbico (vitamina C) es un agente
reductor moderado®-#4. Este previene el pardeamiento y otras reaccio-
nes oxidativas en frutas y vegetales; ademds, es considerado como un
buen secuestrante (atrapador) de oxigeno que permite la remocién del
oxigeno molecular en las reacciones de la PPO®. Sin embargo, el dcido
ascorbico es oxidado al 4cido dihidroascérbico en forma irreversible du-
rante el proceso de reduccién y permite el pardeamiento posteriormen-
te. Es muy usado el 4cido citrico en conjunto con el dcido L-ascérbico
para mantener el nivel del pH en el medio [3].

* Cisteina. La cisteina tiene un efectivo poder inhibidor enzimdtico®*,

pero tiene efectos negativos sobre el sabor. La inhibicién de la melano-

sis por cisteina es debido a la formacién de o-quinonas tiol conjugadas

(reaccién de adicién); la cisteina también muestra reduccién de las o-

quinonas a su fenol precursor.

Acidulantes.

Los grupos ionizables de la estructura proteica de las enzimas son afec-
tados por el pH del medio. Estos grupos deben estar en su forma i6nica
apropiada a fin de mantener la conformacién del sitio activo, el enlace con
el sustrato o catalizar la reaccién enzimdtica. Los cambios en la ionizacién
son generalmente reversibles. La desnaturalizacién irreversible ocurre bajo
condiciones extremas de pH. La estabilidad del sustrato es también afec-
tada por el cambio del pH. Los sustratos degradados acttan como inhibi-
dores de enzimas.

Los acidulantes son aplicados generalmente para mantener el pH por
debajo del punto 6ptimo de actividad catalitica de la enzima. Acidulantes
como el dcido citrico, mélico y fosférico pueden inhibir el efecto de la
PPO. Los acidulantes son usados frecuentemente con otros antioxidantes.

Quelantes

Las enzimas generalmente poseen iones de metales en su sitio activo.
Los agentes quelantes remueven estos iones y pueden de esta forma inac-
tivar la enzima. Tanto los complejos formados entre los agentes quelantes
como los prooxidantes tales como el cobre o el hierro son inhibidores.
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Agentes acomplejantes

La cavidad central de la ciclodextrina es hidrofébica mientras que la
regién externa de este oligosacdrido es hidrofilica, debido a la presencia de
grupos hidroxilos primarios y secundarios.

La mds importante propiedad funcional de la ciclodextrina es su habili-
dad para la inclusién de moléculas dentro del nicleo hidrofébico o ligera-
mente apolar, que la convierte en un excelente inhibidor de pardeamiento
en frutas frescas y vegetales crudos™.

Inhibidores de enzimas, 4-Hexilresorcinol (4-HR)

Los resorcinoles sustituidos, compuestos m-difenélicos que estdn es-
tructuralmente relacionados con los sustratos fenélicos, tienen un efec-
to inhibidor competitivo con la PPO”'3; la sustitucién hidrofébica con
hexil, dodecil y grupos ciclohexil en la posicién 4 del anillo aromdtico del
resorcinol incrementa la efectividad de su efecto inhibidor competitivo
sobre la polifenoloxidasa.

El 4-HR sustituido tiene L capacidad inhibidora del 50% a una con-
centracién de 0.2 M. La actividad de la monofenolasa y difenolasa de la
tirosinasa son inhibidas por el 4-HR.

Las principales ventajas del 4-HR son: la efectividad a bajas concentra-
ciones, la estabilidad quimica, la inhabilidad para decolorar compuestos
preformados”™ y el alto sinergismo con el dcido ascorbico debido a que el
dcido ascérbico reduce las quinonas y el 4-HR interacttia con la PPO”.

Plantas fendlicas como antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales en alimentos pueden provenir de compuestos
endbgenos en uno o mds componentes del alimento, de sustancias formadas
de reacciones durante el procesamiento o de aditivos alimenticios aislados de
fuentes naturales. La mayoria de los antioxidantes son compuestos fendlicos
presentes en todas las frutas y vegetales ampliamente consumidos en la dieta
diaria en forma fresca o como derivados de productos alimenticios.

Los antioxidantes fendlicos de plantas cominmente incluyen compo-
nentes flavonoides, derivados de 4dcido cindmico y tocoferoles. Muchos
compuestos fenélicos son buenos sustratos del pardeamiento y buenos an-
tioxidantes como las catequinas; por el contrario, los flavonoles no son
buenos sustratos de pardeamiento pero son antioxidantes muy activos.
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Las fuentes naturales de las plantas antioxidantes han sido ampliamente
estudiadas. Estas plantas incluyen diferentes érganos tales como semillas,
frutas, hojas, entre otros.

Las plantas con contenido de fenoles y algunos de sus productos de
degradacién son multifuncionales y pueden actuar como agentes reducto-
res, reaccionantes con radicales libres, quelantes y atrapadores de oxigeno
singulete™.

Los estudios mds recientes sobre la planta Oxandra ct. xylopioides (Anno-
naceae), perteneciente al género de Magnoliales, presentan como metaboli-
tos altamente bioactivos, el berenjenol y el isoespintanol®’.

El Isoespintanol (2-isopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol) es uno de los
compuestos aislados de las hojas de Oxandra ct. xylopioides (Annonaceae),
el cual es considerado como un monoterpeno de estructura cristalina séli-
da con propiedades antioxidantes'®'®. Los estudios mds recientes acerca
del efecto protector de linfocitos humanos, sometidos a estrés oxidativo in-
ducido por peréxido de hidrégeno y comparado con el butilhidroxianisol
(BHA), muestran como resultado una gran actividad antioxidante a bajas
concentraciones, y no presentan efectos cito 6 genotdxicos.

Analisis de la actividad antioxidante

Existen varios métodos para la evaluacién de la capacidad antioxidante;
estos son de fécil aplicacién y son citados a continuacién:

La actividad antioxidante es ampliamente usada como pardmetro para
caracterizar diferentes materiales vegetales. Esta actividad se relaciona con
compuestos capaces de proteger un sistema bioldgico del efecto poten-
cialmente danino de procesos que causan excesiva oxidacién involucrando
especies reactivas del oxigeno; otras se basan en la oxidacién-reduccién

de iones metilicos y la capacidad de una muestra para atrapar radicales
libres!04105

Reaccién con el radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH)

El DPPHe (figura 3) es un radical estable de color violeta, cuya absor-
bancia disminuye al ser reducido por un antioxidante (AH):

DPPH' + AH —> DPPH-H + A" (3)
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Esto permite cuantificar la capacidad antioxidante de las muestras, y
medir el grado de decoloracién de una disolucién metanélica de DPPH",
a una longitud de onda de 515-517nm'®.

NO,
O,N N—N

NO,

Figura 3. Estructura del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe

Tomado de Prior; et al.'”

Reaccién con el radical cationico 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato
de amonio (ABTS'*)

Este ensayo es denominado también Método TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity Assay)'® y es uno de los mds usados para la deter-
minacién de la capacidad antioxidante total. La base del método consiste
en la cuantificacién de la decoloracién del radical ABTS™, debido a la in-
teraccién con especies donantes de hidrégeno o de electrones (figura 4). El
radical catiénico ABTS™ es un croméforo altamente absorbente a una lon-
gitud de onda de 415 6 734nm y se genera por una reaccién de oxidacién
del ABTS (2,2’ -azino- bis-(3-etil benzotiazolin -6- sulfonato de amonio)
en presencia de peroxidasas u oxidasas sobre ABTS. Una solucién estable
de ABTS™ también puede ser preparada con agentes oxidantes tales como

diéxido de manganeso o persulfato de potasio'®.

La actividad antioxidante se evalda midiendo el cambio de absorbancia
a 732 =734 nm de la solucién de ABTS ** cuando se alcanza el estado es-

tacionario''!.

Medida de la capacidad reductora: Método Ferric Reducing/Antioxidant
Power, FRAP

Este método evalua la capacidad antioxidante de una muestra de acuer-
do con su capacidad para reducir (por transferencia electrénica) el Fe*
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presente en un complejo con un compuesto orginico: Tripyridyltriazine

(TPTZ).

Cuando el hierro es reducido a la forma ferrosa (Fe*?) toma un color
azul, que presenta un mdximo de absorbancia a una longitud de onda a

593 nm (figura 5)''.

O s S0s.
Ay S A ANTE
N=( ANTIOXIDANTE
— M —
U >_N N K50,
N | ’

) CoH
C2Hs e

ABTS* (30 = 734 1m)

S0
O
I

|
CoH
CzHs ’

ABTS? Incoloro

Figura 4. Reaccién con el radical ABTS"*.

Tomado de Huang et al.'®

Antioxidante

Fe **. TPTZ + Antioxidante reductor ——» Fe 2 1PTZ (Azul intenso a 595 nm)

Figura 5. Reaccién en el Método FRAP.

Tomado de Prior et al.!®

Sintesis de compuestos

La reaccién de sustitucién electrofilica aromdtica es una de las mejores
formas de introducir grupos funcionales dentro de un anillo aromitico.
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Esta reaccién consiste en la sustitucién de un hidrégeno del sistema aro-
madtico por un electréfilo y representa la reaccién mds importante que su-
fren estos sistemas como se muesrea en la figura 6.

[F ectrofilo susmu‘,renre]

T
!

H H
' y
He_ =~ H Reaccion de H H
- Sustitucién 7N
| + E+ e + H*
Ho \\//\\H Reactivo electrofilico H//\‘\/\q —— —
- J Hidrégeno sustituid 1
- -

Figura 6. Reaccion de sustitucion electréfila aromatica.

Tomado de Wingrove''.

Mediante esta metodologia se pueden introducir grupos tales como:
-NO,, -SO,H, -Cl, -Br, -R.

Estas reacciones proceden por el mecanismo tipico de una sustitucién
electrofilica aromdtica (S A), el cual se puede visualizar en tres etapas prin-
cipalmente:

e Formacién del electréfilo

* Ataque de los electrones 7 del benceno a este electréfilo y

* Desprotonacién del catién intermediario'> ''°.

El benceno es normalmente inerte en presencia de halégenos, debido
a que los halégenos no son lo suficientemente electréfilos para destruir
su aromaticidad, sin embargo, estos pueden activarse mediante dcidos de
Lewis como los haluros de hierro, FeX_ o de aluminio, AlXa, para dar
electréfilos més potentes. Al hacer una revisién bibliogréfica sobre las vias
sintéticas para la halogenacién de compuestos aromdticos polisustituidos
en su gran mayoria se nos remite a la reaccién de bromacién'"”.

Bromacioén

Algunos de los métodos reportados para la realizar la bromacién em-
plean el bromo en presencia de tetracloruro de carbono o con bromuro de
dimetilsulfonio.
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¢ Bromacién con bromo en tetracloruro de carbono. Método realizado
por tratamiento con bromo en presencia de tetracloruro de carbono y
cloruro férrico como catalizador.

El mecanismo de reaccién es una ilustracién de la secuencia de una sus-
titucién electrofilica clésica sobre un anillo aromdtico. Figura 7''%.

H H
H H
Br, FeCl; I Br
e
cCLs + HBr
H H H H
H H

Figura 7. Bromacién con bromo y
tetracloruro de carbono en presencia de cloruro férrico.

Tomado de Carda'®.

* Bromacién con bromuro de dimetilsulfonio. Los agentes halogena-
dos positivos tales como el bromurodimetilsulfonio de bromo son am-
pliamente usados en sintesis por su facilidad para su preparacién y di-
versas transformaciones en las que se puede usar como rompimiento de
tioacetales, oxidacién de tioles y principalmente como otra alternativa
para la bromacién de bromoarenos, pues presentan altos rendimientos
y estereoespecificidad.

La reaccién transcurre en varias etapas:

- Formacién del bromurodimetilsulfonio de bromo in situ por medio del
mecanismo mostrado en la figura 8.

4 a CH
H3C_ B H--Br HiC, ,H B e H
~S$=0 ©S—0 Br—S—0
ch £ |
HsC CH,
/u' d
H--Br
CH
o /CH; -H,0 o I 3 /|.|
Br Br—S\&) Br Br—Sl—Q(B
CH3 CH3 H

Figura 8. Bromacién con bromurodimetilsulfonio de bromo in situ.
Tomado de Majetich'®.
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- Sustitucién electrofilica del agente halogenado positivo al anillo
aromdtico'*.

Demetilacion

Como resultado de un medio dcido en la reaccién de bromacién de
compuestos aromdticos con sustituyentes metoxi, se produce como subpro-
ducto el compuesto demetilado (no publicado antes).

Medicioén de la actividad enzimatica

La medicién de la actividad enzimdtica de la PPO estd dada por su ci-
nética; de esta forma se puede evaluar su disminucién o inhibicién del par-
deamiento enzimdtico en presencia de los antioxidantes sintetizados'**'%.
Cinética

La velocidad a la que ocurre una reaccién catalizada por una enzima estd
determinada por un ndmero de factores tanto inherentes como externos
a ella. Se han desarrollado varios métodos matemdticos agrupados bajo
el término de cinética para la cuantificacién de los factores que afectan la

velocidad de reacciéon'®.

La medida de la cinética enzimdtica es de interés por dos razones
principales:
e Para caracterizar una enzima individual y proveer datos acerca del fun-
cionamiento de la enzima bajo diferentes condiciones fisiolégicas.

* DPara proveer informacién acerca del mecanismo de catélisis'*.

La velocidad a la cual una enzima cataliza una reaccién es conocida
como ‘actividad™? . La actividad enzimdtica puede ser medida por la velo-
cidad de formacién de productos o desaparicion de reactivos en presencia
de una cantidad de enzima dada; tiene mds ventajas en la mayoria de los
casos seguir la formacién de productos mediante incrementos finitos que
pequenos decrecimientos de una concentracién inicial.

Teoria Michaelis — Menten

La teoria del estado estacionario de la cinética enzimdtica fue desarro-
llada por L. Michaelis y M. Menten in 1913, con modificaciones hechas
por G. Briggs y J. B. S. Haldane en 1925'*%. En este modelo, la enzima se
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combina reversiblemente con su sustrato para formar el complejo enzima-
sustrato (ES) que subsecuentemente se rompe para formar el producto,
hecho que regenera a la enzima. El modelo para una molécula de sustrato
se muestra a continuacion:

k1 k2
ES —> E+P (4)

E+S

k.1
Donde: S es el sustrato

E es la enzima

ES es el complejo enzima sustrato o complejo de Michaelis y
Menten

kk  yk, son las constantes de velocidad de la reaccién.

La ecuacién de Michaelis y Menten describe cémo varia la velocidad de

reaccién con la concentracién de sustrato:
Vmax [S] Ko + K4

Ve — Ky = ——= & (5)
[S] + Km K.z
Esta ecuacién describe una reaccién en la cual un solo sustrato produce

un solo producto. Asi:
v es la velocidad inicial de la reaccién

es la velocidad médxima

K, esla constante de Michaelis y Menten= k +k /k,

[S] esla concentracién de sustrato!®.

Existen varias suposiciones que consideran la teorfa del estado estacio-
nario. La primera es que la enzima y el sustrato forman un complejo, [ES].
La segunda es que la concentracién del complejo [ES] no cambia con el
tiempo. Por ultimo, la concentracién de sustrato [S] no cambia signifi-
cativamente durante la reaccién debido a que la cantidad de S es mucho
mayor que la de E, de tal manera que la cantidad de sustrato unido a la
enzima en cualquier momento es muy pequefia'®’.

Para el andlisis de reacciones enzimdticas, sélo se utiliza la velocidad
inicial de la reaccién, que es la velocidad ejercida por la enzima, inmediata-
mente después de que se ha puesto en contacto con el sustrato y hasta antes
de que se haya consumido el 10 % de la concentracién inicial del mismo.
La razén de lo anterior es que en ese momento la concentracién del pro-
ducto de la reaccién que se ha acumulado es muy pequefa y, por tanto, la
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reaccion en el sentido inverso, es decir, la transformacién del producto en

el sustrato original puede ser ignorada'®'.

De acuerdo con la ecuacién del estado estacionario, la velocidad de re-
accién, v, incrementard proporcionalmente con el aumento de S, como es
mostrado en la figura 9. Sin embargo, en la prictica, esto puede ser verdad
sobre un rango limitado de concentracién de enzima. Para obtener buena
linealidad deben procurarse las condiciones de reaccién tales que la for-
macién de producto sea lineal con el tiempo (reaccién de orden 1), y esta
necesita ser directamente observada o establecida para la estandarizacién

de las condiciones en un ensayo nuevo'>*.

Vimax

80

_ Vmax[S]

® T Km+[S] |

RATE (v)

0.5Vmax
40 4

20 -

0 20 40 60 80 100
[s]

Figura 9. Efecto de la concentracién del sustrato
sobre la velocidad de reaccién. Ecuacion de Michaelis — Menten.

Tomado de Tipton'.

La gréfica muestra una curva hiperbdlica que aproxima a un valor maxi-
mo para v, correspondiente a una concentracién infinita de S. Este valor
es la velocidad maxima de reaccién o V__. La velocidad maxima puede ser
definida como la reaccién de velocidad cuando la enzima es completamen-
te saturada con el sustrato. De la ecuacién en estado estacionario, se puede
ver que K, es numéricamente igual a la concentracién de sustrato donde
la velocidad de reaccién es la mitad dela V(K =V __/2).

La constante K, es caracteristica de una enzima particular para un sus-
trato y estd dada en unidades de concentracién. Cuando comparan pard-
metros cinéticos de diferentes enzimas, K, refleja la afinidad de la enzima
por ese sustrato; un valor numérico pequeno refleja una alta afinidad de
la enzima por su sustrato porque a una baja concentracién del mismo, la
enzima ha desarrollado ya la mitad de la velocidad médxima.
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Cuando se grafica la velocidad de la reaccién, v, contra la concentra-
cidon de substrato, [S], no siempre es posible determinar la condicién en
que se ha llegado a la velocidad mdxima, V__, debido al incremento de la
pendiente en la hipérbola a concentraciones de sustrato elevadas. Por tal
motivo, se puede presentar un ajuste al modelo de Michaelis-Menten'“.

2.8.3 Cinética enzimdtica en presencia de un inhibidor. Una gran
variedad de compuestos naturales y sintéticos tienen la capacidad de unirse
reversible e irreversiblemente a enzimas especificas y alterar su actividad.

Los inhibidores competitivos, no competitivos e incompetitivos son rever-
sibles'®.

2.8.3.1 Inhibidores reversibles, Inhibidores competitivos. Un com-
puesto que puede estar o no relacionado estructuralmente con el sustrato
natural se une reversiblemente con la enzima en o cerca al sitio activo; la
inhibicién serd competitiva entre el sustrato y el inhibidor. Los inhibidores

competitivos son comunes en la naturaleza'*®.

Una forma de medir el efecto del inhibidor es mediante la medida de
velocidad enzimdtica para una variedad de concentraciones de sustrato en
presencia y ausencia de un inhibidor. En este caso, el inhibidor sustancial-
mente reduce la velocidad de la enzima a bajas concentraciones de sustrato,
pero no la altera mucho a concentraciones altas'”.

El inhibidor no altera Vmax, pero incrementa el valor de K, (también
llamada K, aparente). La K|, observada estd dada por la siguiente ecuacién:

[inhibidor |

Kmobs = Km + | 1 + ————

Ki

* Inhibidores no competitivos. Los compuestos que se unen reversible-
mente con la enzima o el complejo enzima sustrato se conocen como
inhibidores no competitivos. Esta inhibicién no es revertida comple-
tamente con el aumento de sustrato. Dado que el sitio de unién del
inhibidor no es idéntico al sitio activo, ni modifica a éste directamente,

la K . no se altera, pero V. disminuye con respecto a la observada en
M max y
ausencia del inhibidor'3®.

* Inhibidores incompetitivos. Los compuestos que se combinan rever-
siblemente sélo con el complejo ES pero no con la enzima libre se co-

/214/



Inhibicién de la polifenoloxidasa extraida del banano (cavendish)...

nocen como inhibidores incompetitivos. Este tipo de inhibicién no es
superada con altas concentraciones de sustrato, y la K, aparente en
presencia de un inhibidor es mds pequefa que el valor de la K, no
inhibida'”.

Un inhibidor que es unido covalentemente a la enzima inactivindola
irreversiblemente es llamado irreversible o inactivador'®.

Inhibidores irreversibles.

Un inhibidor irreversible forma un enlace covalente con un grupo fun-
cional especifico, por lo general una cadena lateral de un aminodcido que,
de alguna manera, se asocia con la actividad catalitica de la enzima. Un
inhibidor irreversible no puede ser liberado por dilucién o didlisis; sus efec-
tos no pueden ser revertidos simplemente al aumentar la concentracién del
sustrato. La velocidad de la reaccién disminuye a un nivel que corresponde

con la fraccién de las moléculas de enzimas que han sido inactivadas''.

Las diferencias bdsicas entre inhibicién reversible e irreversible estan
resumidas en la tabla 142,

Tabla 1. Algunas diferencias basicas entre inhibidores reversibles e irreversibles.

. reversibilidad
A (L] Constante Velocidad
Ecuacién bdsica . . A
cinética de inhibicién . .
In vitro In vivo
. Dilucién .,
Reversible - K Usualmente Dialisi Eliminacién de
+1.E. . o idlisis: . .
E+1 == Ki= rapida . ., inhibidores libres
+ ks K.1 Filtracién gel
Irreversible K Frecuentemente Nineun Sintesis de mds
inguna .
E+1 —k=E-l lenta & enzima

Tomado de K. E'#

Métodos para la medicién del pardeamiento enzimatico

Los métodos disponibles para determinar la susceptibilidad de pardea-
miento son la espectrometria de absorcién o métodos de reflactancia. Las
técnicas de absorcién involucran la medida espectrofotométrica sobre solu-
ciones obtenidas después de separar los tejidos y remover los s6lidos. Tales
medidas estiman los pigmentos solubles y suelen estar presentes cerca de
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400 nm, correspondientes a la absorcién médxima del catecol. La medida
de los pigmentos polimerizados y solubles unidos a membranas puede ser
evaluada por medidas de reflactancia sobre la fraccion insoluble'*. Actual-
mente existen varias técnicas que aplican este mismo principio, como es el
método Pizzocaro'*>14,

Metodologia

La metodologia seguida en la sintesis y estudio del efecto inhibidor del
pardeamiento enzimitico fue:

Sintesis de compuestos (modificaciones estructurales del Isoes-
pintanol)

Sintesis de 2-isopropil-4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol.

Se siguié el procedimiento citado por Majetich et al.'".

OCHs OH
/ Br CHa

HBr - 48%
OCH; DMSO

N

CH30 OH:

OH CH
OH

Figura 10. Bromacién y demetilacién del isoespintanol Majetich et al.!48

La bromacién se llevé a cabo mediante la mezcla de 500 mg de isoes-
pintanol en 15 ml de dimetil sulf6xido (DMSO), y 5 ml de dcido bromhi-
drico al 48% adicionado gota a gota. La reaccién se produjo a temperatu-
ra ambiente, durante 6 horas; la desaparicién del reactivo es seguida por
cromatografia de placa fina con un eluente diclorometano:hexano (3:7).
La reaccién se detiene con una solucién saturada de bicarbonato de sodio
y los productos fueron aislados usando extracciones con diclorometano,
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seguido por la adicién de sulfato de sodio anhidrido, para luego ser con-
centrada bajo presién reducida. Finalmente, el compuesto es separado por
cromatografia de columna diclorometano: hexano (80:20) como eluente
y cromatografia de capa fina (ciclohexano:diclorometano 7:3 al 1% de
metanol).

Sintesis de 3-isopropil-6-metil-1,2,4-trihidroxibenceno.

La demetilacién del isoespintanol para la obtencién del 3-isopropil-6
-metil-1,2,4-trihidroxibenceno se obtuvo en forma paralela a la reaccién
de bromacién. El compuesto fue separado por cromatografia de placa fina
(ciclohexano: diclorometano 7:3).

Luego de la purificacién de los compuestos, condicién indispensable en
la evaluacién de actividad antioxidante, se realizé la caracterizacién por las
siguientes técnicas de andlisis instrumental:

* Espectroscopia de resonancia magnética nuclear 'H y °C, en un espec-
trémetro de 300 MHz marca BRUKER modelo AM-300, utilizando

como solvente cloroformo deuterado.

 Cromatografia gases-masas, en un cromatégrafo de gases marca Agilent
6890N con un detector selectivo de masas marca Agilent 5973, acopla-
do a un Chemstation Hardware.

Medicién de la actividad antioxidante

La evaluacién de la capacidad antioxidante de los compuestos sinteti-
zados se basé en dos métodos productores de un radical orgénico y otro
basado en la éxido-reduccién de iones metdlicos. Las muestras fueron pre-
paradas en DMSO. Los procedimientos son descritos a continuacién:

DPPH (Radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo).

El método se llevé a cabo segtin el protocolo de Cavin'¥. La mues-
tra de andlisis consistié en 10 mL de extracto y 990 mL de la disolucién
de DPPH (20 mg/L). Se evalué por cuadruplicado y como referencia del
reactivo se usé la misma cantidad de DPPH y 10 mL del solvente de la
muestra. Se produjo un blanco, reemplazando el croméforo por metanol.
La absorbancia se leyé a una longitud de onda de 517nm, luego de 30 mi-
nutos de reaccién a temperatura ambiente y en la oscuridad.
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El porcentaje de inhibicién se calculé de la siguiente manera:
1-(AbS muestra = AbS planco muestra)

% Inhibicion = x 100 (7)

ADS eferencia - APS blanco referencia

Abs: Absorbancia

Para cada compuesto se determiné la concentracién inhibitoria 50
(IC,,), que se define como la concentracién de muestra requerida para dis-
minuir en un 50% el contenido inicial del radical DPPHY, y se determiné
por medio de la gréfica “Porcentaje de inhibicién contra concentracién de

extracto 0.

ABTS (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato de amonio).

El radical ABTS™ se produjo utilizando una mezcla de reaccién que
contiene ABTS (3,5 mM) y persulfato de potasio (1,25 mM) en agua
destilada. La mezcla de reaccién se preparé 12 horas antes de su uso y se
mantuvo a temperatura ambiente y en ausencia de luz. En el momento de
realizar las mediciones, esta solucién se diluyé en buffer fosfato a un pH de
7.4, hasta lograr una absorbancia de 0.7 unidades a 734 nm.

En la evaluacién de los compuestos se utilizaron 20 ul de muestray 980
pl de la solucién del radical ABTS™. Luego de 30 minutos de reaccién,
tiempo necesario para a temperatura ambiente y en la oscuridad, se mi-
dié el cambio en la absorbancia respecto a la referencia del reactivo, a una
longitud de onda de 734nm. La referencia del reactivo consistié en una
solucién del radical ABTS™ con el solvente de la muestra (DMSO).

Se determiné igualmente la concentracién necesaria para disminuir en
un 50% el contenido inicial del radical ABTSe+ (IC,)"', de la misma
manera que en la prueba DPPH.

Método FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power).

Este ensayo se llevé a cabo en buffer acético-acetato de sodio 0.3M a un
pH de 3.4, que contiene TPTZ (1mM) y FeCl, (2mM). Se utilizan 900 pl
de esta solucién, 50 pl de muestray 50 ul de buffer acetato pH 3.6. Luego
de 30 minutos de reaccién se determina la absorbancia a una longitud de
onda de 593nm. Para cada muestra se tuvo en cuenta la lectura de la absor-
bancia del blanco sin croméforo, de la misma manera que en las pruebas
anteriores. La curva de referencia se construyé usando dcido ascérbico en
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un rango de concentraciones de 5-40 uM. Las actividades de las muestras
en estudio se expresan como AEAC (capacidad antioxidante en equiva-
lentes de 4dcido ascérbico: umol 4dcido ascérbico /g muestra), valor que se
obtiene al interpolar los resultados de las muestras en la curva referencia

(“Absorbancia contra concentracién de 4dcido ascérbico”)!*2,

Medicién del efecto inhibidor del pardeamiento enzimatico de los
antioxidantes sobre la polifenol oxidasa en el extracto enzimatico
de banano

Determinacién de pardmetros cinéticos e inhibicién de pardeamiento enzimatico

Las muestras utilizadas en este trabajo fueron adquiridas en fruterias de
la ciudad de Medellin. Se utilizé la especie Musa Sapientum o cominmen-
te conocida como banano variedad Cavendish Gigante (Tipo exportacién).
Las muestras de banano fueron amarillo-verdosas. Grado de maduracién
4" correspondiente a 18 ° Brix.

* Extraccién de la enzima. La extraccién parcial se realiz6 con base en el
procedimiento de Palmer'* con algunas modificaciones en la centrifu-
gacion y el detergente usado: en un homogenizador (marca B. Braun) se
mezclaron 2 g de la fruta madura y pelada con 18 ml de buffer fosfato
(0,1 M, pH 7.0), el cual, contenia detergente Triton 100X al 1%.

 El homogenato fue centrifugado (centrifuga marca Heraeus) durante
25 minutos a 16.060 g y 4°C; el sobrenadante fue filtrado con papel fil-
tro Schleicher & Schuell 589/1. El filtrado se constituyé en el extracto
enzimdtico utilizado en el trabajo cinético. Durante todas las operacio-
nes de extraccion, las temperaturas fueron inferiores a 4°C.

* Ensayo de actividad de la PPO. La actividad de la enzima fue determi-
nada siguiendo el método de Pizzocaro modificado’; se usé un espec-
trofotémetro Shimadzu UV-1602 y se hizo el monitoreo a 420 nm y a
30°C. La mezcla de reaccién consistié en 1 ml de buffer fosfato 0.1 pH
6.0, 0.5 ml de dopamina (0.18 mol/L) y 0.25 ml de extracto de enzima.
El cambio en absorbancia fue registrado cada 15 s durante 3 min. La
porcién lineal obtenida del grafico de absorbancia en funcién del tiem-
po fue usada para el cilculo de la actividad de la PPO. Una unidad de
la actividad de PPO fue definida como 0.001 AA_, /min/ml. Todos los

extractos fueron analizados por triplicado.

* Pardmetros cinéticos. Los valores de las constantes cinéticas K, y V.

se calcularon mediante el método grifico de LINEWEAVER-BURK.
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Tabla 2. Volimenes de reactivos usados para la determinacién de los
parametros cinéticos, K, y Vmax.

Reactivo Blanco Ensayo
Buffer fosfato pH 6.0 1.0 ml 1.0 ml
Agua destilada 0.5 ml -
Extracto enzimdtico 0.25 ml 0.25 ml

Dopamina

(0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.14,0.18,0.22,0.26) M 05 ml

Datos establecidos por los autores.

* Efecto de inhibidores. Se estudié la inhibicién de la enzima usando
dcido ascérbico (como referencia comercial), isoespintanol, el compues-
to bromado y el demetilado. Las concentraciones del inhibidor fueron:
500 (mdximo recomendado por la norma)"¢, 1000 y 1500 ppm (con-
centraciones antes usadas para evaluar inhibicién de pardeamiento en
frutas)'”"*%. En todos los casos el sustrato oxidable fue dopamina 0,18
M en buffer fosfato 0,1 M. La actividad enzimdtica se determiné me-
diante el método colorimétrico a 420 nm y una temperatura de 30°C.

Tabla 3. Volimenes de reactivos usados para la determinacién de la
actividad enzimatica en presencia de inhibidores sobre extracto de banano.

Reactivo Blanco Ensayo
Buffer fosfato pH 6.0 0.5 ml 1.0 ml
Agua destilada 0.5 ml -
Extracto enzimdtico 0.25 ml 0.25 ml
Dopamina - 0.5 ml
Antioxidante 0.5 ml 0.5 ml

Datos establecidos por los autores.

Analisis de resultados

Sintesis

Inicialmente se realizaron las modificaciones sintéticas al 2-isopropil-3,6-
dimetoxi-5-metilfenol, hasta obtener dos compuestos:

* 2-isopropil-4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol.

* 3-isopropil-6-metil-1,2,4-trihidroxibenceno.
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La relacién entre el compuesto bromado y el demetilado fue 75:25,
respectivamente.

Informacién general de los dos compuestos

* Solubilidad. Ambos compuestos son insolubles en agua. Para las prue-
bas de inhibicién enzimdtica se trabajé en un medio etandlico.

* Punto de Fusién. Se tomaron los puntos de fusion (tabla 4), debido a
los altos puntos de fusién que presentan la mayoria de los compuestos
fenélicos donde es conveniente derivatizarlos para obtener sustancias
mis volatilizables y térmicamente mds estables, para facilitar su anilisis

en mezclas mediante GC o GC-MS™.

Tabla 4. Puntos de fusién del compuesto bromado y demetilado

Compuesto  Punto de fusién (°C)
Bromado 127 - 128
Demetilado 112-113

Datos hallados por los autores.

Segtin los datos obtenidos, los puntos de fusién estdn dentro del rango
de temperaturas a las cuales se pueden trabajar con la columna del GC-MS
(HP5) que alcanza una temperatura maxima de 300°C, sin necesidad de
una derivatizacién previa.

* Color. El compuesto bromado presenta una coloracién naranja, y el
demetilado es amarillo.

e Estructura. Cada una de las estructuras de las moléculas fueron optimi-
zadas en el programa Gaussian 03'®’, a un nivel B3LYP/6-311G(d,p).
Figura 11.

La estructura optimizada permiti6 observar las distancias entre el H, y
el C,, donde se observa una posible formacién de un puente de hidrégeno
intramolecular, con una mayor probabilidad en el siguiente orden: isoes-
pintanol > demetilado >bromado.
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Figura 11. Estructura optimizada del isoespintanol (a),
compuesto demetilado (b) y bromado (c) a un nivel B3LYP/6-311G(d,p).
Estructuras logradas por los autores con el programa Gaussian 03,
Revision B.05. 2003, Gaussian, Inc.

* Pureza. Los resultados del andlisis de pureza obtenidos por cromatogra-

fia de gases acoplada a masas, GC-MS, fueron:
- 2-isopropil-4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol: 90.8%
- 3-isopropil-6-metil-1,2,4-trihidroxibenceno: 99.1%

La pureza obtenida para los dos compuestos es suficiente para el anlisis
de inhibicién enzimdtica en la que fueron probados.

Resultados de analisis instrumental

Las técnicas de andlisis instrumental utilizadas para caracterizar los
compuestos fueron:

* Cromatografia gaseosa acoplada a masas, GC-MS.

* Resonancia magnética nuclear, RMN de *C e 'H.

Cromatografia gases-masas

La técnica acoplada GC-MS permitié obtener el espectro de masas y
aunque esta es una técnica fundamental para obtener informacién estruc-

tural de los compuestos'®, en este caso no se encontraron en las bases de
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datos las estructuras objeto de estudio, debido a que los compuestos no
han sido reportados por la literatura. Por tal razdn, la base de identificacién
fueron sus pesos moleculares y el andlisis de cada uno de sus espectros de
masas, partiendo de la estructura esperada.

Los cromatogramas de las figuras 12, 13 y 14 permiten observar el tiem-
po de retencién del isoespintanol, y los compuestos sintetizados, sus posibles
contaminantes, al igual que el porcentaje de pureza para cada uno.

(L1l
B0 D20,
BRSO

rosees f

BOTE00

40000
SO0
FHBE0G

8 e
1

BES0g;
_....--"'“—w

1ADE DS MO0 FE00 109 400 2909

550 1000 Y3R0

Figura 12. Cromatograma de 2-isopropil-3,6-dimetoxi-
5-metilfenol obtenido por los autores.
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Figura 13. Cromatograma de 2-isopropil-4-bromo-3,6-dimetoxi-
5-metilfenol obtenido por los autores.
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Figura 14. Cromatograma de 3-isopropil-6-metil-1,2,4-
trihidroxibenceno obtenido por los autores.

La ausencia de un pico a un tiempo de retencién 19.13 (isoespintanol)
en las figuras 13 y 14, es la forma de garantizar la presencia de un s6lo
compuesto con posible actividad antioxidante (figura 15).
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Figura 15. Cromatograma superpuesto de 2-isopropil-3,6-dimetoxi-
5-metilfenol'2, 3-isopropil-6-metil-1,2,4-trihidroxibenceno®3 y 2-isopropil-
4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol'®* obtenido por los autores.

Los fraccionamientos de masas de cada uno de los compuestos muestran
que debido a la presencia de un anillo aromdtico en todas las estructuras,
los espectros de masa tienen iones moleculares intensos, lo que facilité la
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determinacién de su peso molecular. En el espectro de masas del compues-
to bromado se distingue un pico base M+2 igual al pico M+ caracteristico
de este tipo de compuestos'®.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Muchos compuestos se pueden caracterizar quimicamente a partir de
los datos de cromatografia de gases y los espectros de masas cuando se
cuenta con los compuestos de referencia en la base de datos, pero cuando
existen dudas de tal caracterizacién se recurre a los métodos espectrales
tradicionales como infrarrojo, ultravioleta y resonancia magnética nuclear.
Por tal razén, se determinaron los espectros de RMN 'H y *C.

Los espectros de RMN 'H y "C revelan la presencia de los grupos
—OCHs, CHa, OH, CH y C aromaticos, respectivamente.

A continuacién se describen los desplazamientos correspondientes a
los RMN 'H y "*C del 3-isopropil-6-metil-1,2,4-trihidroxibenceno y del
2-isopropil-4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol.

2-isopropil-4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol

*HNMR (400 MHz, CDCI3) X 1.34 (d, /= 7.2 Hz, 3H, H-8), 1.37
(d, /= 7.2 Hz, 3H, H-9), 2.33 (s, 3H, H-10), 3.44 (m, 1H, H-7), 3.75 (s,
3H, H-11), 3.78 (s, 3H, H-12), 5.80 (s, 1H, OH). *C NMR (100 MHz,
CDCl,,) 6 16.4 (C-10), 20.8 (C-8 y C-9), 26.6 (C-7), 61.2 (C-11), 61.4
(C-12), 110.4 (C-4), 126.6 (C-2), 128.5 (C-5), 142.6 (C-3), 147.5 (C-5).
EI-MS m/z 288 (97), 290 (94), 273 (20), 275 (19).

3-isopropil-6-metil-1,2,4-trihidroxibenceno

'"HNMR (CDCI3, 400 MHz) 6 1.13 (d, /= 7.2 Hz, 3H, H-8), 1.14 (d,
J=7.2Hz, 3H, H-9), 2.08 (s, 3H, H-10), 3.20 (m, 1H, H-7), 6.48 (s, 1H,
H-5), 6.96 (s, 2H, OH, C-2 y C-4), 7.28 (s, 1H, C-1)"*CNMR(CDCI3,
100 MHz) 6 15.0 (x-10), 20.2 (X-8 xp X-9), 24.5 (X-7), 125.9 (X-5),
136.2 (X-3), 136.4 (X-6), 140.9 (X-2), 51.2 (x-4), 187.7 (X-1). EI-MS
m/z 182 [M]* (5), 180 (100), 165 (25), 137 (47).

Los resultados de RMN 'H y *C fueron satisfactorios, teniendo en

cuenta que la presencia de los grupos se encuentra entre los intervalos de

los & reportados en la literatura'®.
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Capacidad antioxidante

En la literatura se encuentra ampliamente referenciada la necesidad de
utilizar mds de un método cuando se evalta la capacidad antioxidante de
extractos vegetales, debido a que los antioxidantes pueden actuar por meca-
nismos diferentes'®”'%, dependiendo del sistema de reaccién o de la fuente
radicalaria'®. Los antioxidantes pueden, ademds, variar en su solubilidad
y localizacidn de fase, su potencial redox y su especificidad y mecanismo
de accién, por lo que ensayos con diferentes caracteristicas pueden brindar
una informacién mds completa al respecto. En este caso, los tres ensayos
utilizados evaltan la capacidad reductora de las muestras, al actuar sobre
radicales preformados en diferentes fases'’*'”".

El Timol fue tomado como referencia para las mediciones de capaci-
dad antioxidante por su actividad antioxidante!’*'74
fendlico de estructura similar al del Isoespintanol. El timol, a diferencia
del isoespintanol, no presenta los dos grupos -OCH, en posiciones orto y
meta, como se muestra en la figura 16.

Yy Ser un compuesto

Figura 16. Estructura del Timol.
Estructura elaborada por autores en el programa Chemdraw.

Actividad atrapadora del radical libre DPPH-.

Se determiné la concentracién inhibitoria 50 (IC)) del isoespintanol
(compuesto modificado), timol (compuesto de referencia) y el compuesto
bromado y demetilado (compuestos sintetizados). Los valores obtenidos
se observan en la tabla 5. Un menor valor indicarfa una mayor capacidad
antioxidante.
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Tabla 5. Actividad antioxidante del isoespintanol, compuesto bromado,
demetilado y el timol por los métodos DPPHe, ABTS* + y FRAP. Datos
hallados por los autores.

FRAP AEAC
COMPUESTO | (‘:‘B(]};IS\A) o P(ﬁﬁ : (g de Ac. Asc./
gl gL 100g de muestra)
Isoespintanol 11.43 295.2 £ 25 65.91
Bromado 22.2 1069.44 73.00
Demetilado 103.63 448.90 14.782
Timol 9.32 656.2 + 45 27

El DPPH" es un radical estable que tiene un color purpura en medio
metandlico, el cual es decolorado por la accién del antioxidante. Este en-
sayo es riguroso debido al impedimento estérico en la molécula de DPPH
y esto es determinante para la reaccién. Este ensayo es el mds usado en la
literatura cientifica para medir la capacidad de interaccién de compuestos
o extractos con radicales libres'”.

Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que el isoespintanol
tiene la mejor actividad antioxidante, seguido por el compuesto demetila-
do, en comparacién con el compuesto de referencia o timol. Los resultados
del bromado estdn muy por encima de la referencia, esto debido posible-
mente al gran impedimento estérico que se presenta entre éste y la molé-
cula de DPPH, por la presencia de un sustituyente de alto tamano até-
mico (-Br) en el anillo fendlico'”®. Ademds, es importante la distribucién
del compuesto en el medio metandlico, el isoespintanol es una molécula
lipofilica, la cual, se distribuye mucho mejor que los otros compuestos,
interactuando mds ficil con el radical DPPH.

Ensayo de decoloracién con el radical catiénico ABTS"*

Para estos compuestos se calculé el IC, , y se encontré un comporta-
miento similar entre el isoespintanol, bromado y timol 11.43, 22.2'y 9.32
uM, respectivamente.

La capacidad para atrapar el radical libre ABTS* en medio acuoso de-
pende de la energfa de disociacién del enlace, KBDE-OH, que en el caso
del timol y del isoepintanol son similares (-3,11 y -5,32 Kcal/mol con
respecto al fenol 82.89 Kcal/mol),"”” y valores semejantes se esperan para
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el compuesto bromado. La energia de disociacién del enlace O-H esta
determinada por los diferentes efectos causados por la naturaleza de los
sustituyentes'’®
que compromenten el enlace O-H'.

en las moléculas y por los enlaces intra e intermoleculares

Prueba FRAP (Ferric Reducing/ Antioxidant Power)

El método FRAP es muy usado para medir potencial reductor en plas-
ma y capacidad reductora de diferentes extractos y compuestos puros'®.
Los resultados experimentales para el isoespintanol y timol son expresados
como valor FRAP y son equivalentes a los g de dcido ascérbico por cada
100 gramos del compuesto antioxidante. Los valores FRAP para el Isoes-
pintanol, bromado, demetilado y timol son: 65.91, 73, 14.78, 27 g/100 g

de muestra, respectivamente (tabla 9).

El compuesto bromado presenta la capacidad reductora mds alta. Este
valor puede estar determinado por la capacidad para donar electrones del
bromo'®', que le dan una mayor densidad electrénica al enlace O-H'?, y
son mds susceptibles al ataque de agentes oxidantes como los radicales li-
bres o metales como el Fe’* que es el sitio activo en la metodologia FRAP.

El isoespintanol y el compuesto bromado en los ensayos ABTS y FRAP
son mds activos como antioxidantes que el timol. La mayor actividad de
estos compuestos estd influenciada por los efectos de los sustituyentes y la
formacién de puentes de hidrégeno intra e intermoleculares. El timol for-
ma puentes de hidrégeno intermoleculares lineales con el solvente (agua o
metanol) que disminuyen la interaccién con los radicales libres, disminu-
yendo asi, su actividad. En el caso del isoespintanol, hay una competencia
entre la formacién de puentes intermoleculares lineales con el solvente y la
formacién de puentes intramoleculares no lineales con el grupo metoxilo
en posicién orto (figura 15); es decir, el centro reactivo del isoespintanol
(enlace O-H), queda mds dispuesto para ceder electrones a radicales libres
y otras especies oxidantes, aumentando su actividad antioxidante respecto
al timol.

De los compuestos evaluados, el isoespintanol exhibié el potencial mds
promisorio como antioxidante, teniendo en cuenta que en las tres técnicas
presenté actividad significativa con respecto al timol. Si se considera que
en cada método las condiciones de reaccién y solubilidad son diferentes,
dicho extracto podria presentar varios compuestos activos en un amplio
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rango de su perfil metabélico, de diferente polaridad, lo cual significa que
hay una fuente mayor de metabolitos con potencial antioxidante en esta
especie; fue por esta razén que se escogié como un compuesto de estudio
con diferentes sustituyentes. Para sus andlogos hay una accién similar, s6lo
que se ve favorecida por el medio para el bromado en la prueba de FRAP
y para el compuesto demetilado DPPH.

La reaccién con el DPPH es mds selectiva que las reacciones que ocu-
rren en los métodos ABTS y FRAP. Es decir, como compuestos que con-
tengan dcidos aromdticos con 1 solo grupo —OH no reaccionarian con el
radical DPPH, pero si lo harfan con el radical ABTS'®. Se esperaria en-
tonces que compuestos que reaccionen con el DPPH reaccionen también

con el ABTS.

Inhibicién de pardeamiento enzimatico

Se utiliz6 un mismo extracto para medir la actividad enzimdtica. Segin
Palmer', el extracto con detergente usualmente retiene hasta el 90% de
su actividad durante dos semanas entre 2 y 5 ‘C; por esta razén los ensayos
se llevaron a cabo en 4 dfas.

El banano contiene diferentes enzimas como laccasa, monoamina oxi-
dasas, citocromo o peroxidasa; sin embargo, el extracto obtenido estd libre
de cantidades significativas para interferir en la determinacién de la activi-
dad'®. Una vez solucionada esta interferencia, se iniciaron las mediciones
de los pardmetros cinéticos para dar a conocer las condiciones éptimas del
ensayo.

Estudios previos muestran que monofenoles tales como tirosina, o-cre-
sol o p-cresol no son oxidados por la PPO en la pulpa de banano. En nues-
tro trabajo los ensayos se llevaron a cabo con dopamina como sustrato, por
ser este el mejor, segun los reportes en la literatura'®'#. Como se muestra
en la figura 17, el valor de K, de la enzima parcialmente purificada para
la oxidacién de la dopamina es de 2,6 x 102 M mucho mds alto que 6.3

'8 para la enzima parcialmente purificada

x 10 M reportada por Palmer
extraida de musa acuminata, var. Hort. Gros Michel y la enzima purificada
completamente de la Musa Sapientum L., donde se reporta un valor de
2.8 10° M, estas diferencias son evidencia de la variacién entre cada

variedad de la fruta.
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Figura 17. Gréfico Lineweaver-Burk de la oxidacién de dopamina por la
enzima. V, velocidad de oxidacion; concentracion de sustrato.

Grifico constrido por los autores.

Inhibicién del pardeamiento enzimético en presencia de antioxidantes (broma-
do y demetilado) en comparacién con el 4cido ascérbico e isoespintanol.

La inhibicién de la actividad en el extracto parcialmente purificado ob-
tenido del banano en presencia del isoespintanol y dos de sus andlogos
(compuesto demetilado y bromado) y el dcido ascérbico como referencia
comercial es reportada en la tabla 6 y los promedios en la figura 18, res-
pectivamente.

Inhibicion de pardeamiento enzimatico

© 120

8 _ _

T% ) 100 @ Control

c = ¢

g E 80 B Acido Ascorbico
é :E 60 - D Isoespintanol
E g 40 0 Demetilado
2o

3 2 90 m Bromado

£

£ 0+

500 1000 1500

Concentracion (ppm)

Figura 18. Promedio de la inhibicién de la actividad de la PPO en banano
por medio del isoespintanol y dos de sus analogos (demetilado y bromado) y
acido ascérbico. Figura elaborada por los autores.
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El dcido ascérbico como referencia para comparar con los tres nuevos
antioxidantes su accién como inhibidor de la actividad enzimdtica, pre-
sentd la mejor inhibicién a 1000 y 1500 ppm (89.2 y 92%). La relacién
concentracién - respuesta fue buena al disminuir la actividad a medida que
aument6 la concentracién, debido probablemente a su fuerte propiedad
reductora’' y baja acidez, que pueden ademids reducir el pH del extracto
enzimdtico del banano'?. Efectos inhibitorios similares de este compuesto
sobre la PPO en la pulpa de banano fueron demostrados en anteriores
trabajos'”>"”> donde se da la inhibicién total de la enzima.

250 - y = 6,5646x + 69,256 K’ 0,09466367

R? = 0,9411 M

["e Kmecon ] KM 0,02605717
inhibider -
Km sin inhibidor V e 0,01443918
- — Lineal {Km sin
y = 1,8067x + 69,336 inhibidor) \Y4 0,01442252

R = 0,885 — Lineal {Km con mix
inhibidor)

-80 i 20 40 60

Figura 19. Doble reciproca entre las pendientes (1/V) en funcién
de la concentracién (1/[S]) del isoespintanol como inhibidor,
en comparacién con los datos hallados en ausencia de este. V,

velocidad de oxidacion; [S], concentracion de sustrato.

Figura elaborada por los autores.

La inhibicién de la actividad enzimdtica del isoespintanol, demetilado y
bromado no exhibié decrecimiento de la actividad de la PPO al aumentar
la concentracidn; el principal efecto inhibidor fue observado a una concen-
tracién de 500 ppm para los tres compuestos. Esto puede explicarse a partir
del tipo de inhibicién encontrado para el isoespintanol. Segtin la figura 19,
se observa un aumento del valor K,y la V_. no vari6 significativamente,
datos correspondientes al tipo de inhibidor reversible competitivo; de esta
forma se puede decir que la inhibicién de la actividad enzimdtica fue debi-
da a la formacién de enlaces competitivos del inhibidor en/é cerca al sitio
activo de la enzima'®'”’. En este caso, el inhibidor sustancialmente reduce
la velocidad de la enzima a bajas concentraciones de sustrato, pero no la
altera mucho a concentraciones altas'”®. Un comportamiento semejante se

presenta con la pulpa de mango en presencia de 4-hexilresorcinol .
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La formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares en compues-
tos fenélicos sustituidos con grupos metoxi o hidroxilos en posicién orto,
aumentan la estabilidad de sus radicales en 4.4 Kcal/mol****!, es por esta
razén que los radicales resultantes de la accién inhibidora del isoespintanol
y el compuesto demetilado pueden ser estabilizados por la presencia de
un posible puente de hidrégeno intramolecular como se mencioné ante-
riormente (figura 11), que les confiere una buena capacidad protectora®?.
Esta afirmacidn se ve reflejada en los porcentajes de inhibicién de la PPO,
extraida del de banano, comprendidos entre un 42.4 — 79.73% y 72.53 y
84.53% (Tabla 10) para el isoespintanol y demetilado, respectivamente.
El compuesto bromado probablemente presente estabilidad también por
esta razdn, pero no es predominante como en los casos anteriores, por ser
mayor la distancia del posible puente de hidrégeno.

La diferencia entre el efecto inhibidor entre el compuesto demetilado y
el isoespintanol se debe probablemente a la presencia de un grupo hidroxi-
lo en lugar de un metoxi como es el caso del compuesto demetilado, lo
que permite una mayor disposicién del H en posicién orto para realizarse
la transferencia de protén (figura 20). Similar mecanismo es demostrado
para los antioxidantes di-tert-butilcatecol y catecol?****.

HO SN HO 0:
A0 —= /H +  ArOH
o 0
I
H

Figura 20. Formacién de puente de hidrégeno intramolecular en el
compuesto demetilado durante reaccién con radicales.
Estructuras logradas con el programa Chemdraw.
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En el compuesto bromado el efecto del sustituyente marca una diferen-
cia en la capacidad antioxidante comparada con el isoespintanol. En este
caso la presencia de un bromo en la posicién para, puede presentar dos
tipos de efectos sobre el anillo aromdtico: primero, puede ejercer un efecto
electrén donante, pero la capacidad para compartir sus electrones dismi-
nuye por el incremento de su electronegatividad, actuando como segunda
posible opcidn el efecto electrén atrayente?>?*® similar al Cl y F [92]. El
efecto resultante, basados en los pardmetros de Hammet, es una constan-
te 6,=0.23 [94], lo cual indica que su accién electrén atrayente o efecto
inductivo es predominante®”, aunque su efecto no es muy marcado por
tener un valor menor de 0.7. De otro lado, se ha encontrado que algunos
valores de las constantes de Hammet 6, no presentan buena correlacion,
especialmente cuando los sustituyentes estdn conjugados con el centro de
reaccién como los fenoles y las anilinas; de ahi que se hayan considerado
en forma especial los efectos resonantes para este tipo de compuestos y
hallado las constantes R, R"y R*. En el caso de los fenoles p-Br sustituidos,
el valor de R=-0.20°" identifica al Br como un sustituyente electrén do-
nante*”

isoespintanol podria conferir mayor estabilidad al radical o catién radical
210,211

, justificando de esta manera cémo este compuesto con respecto al

formado, seglin el mecanismo que siga el antioxidante

El efecto de sustituyentes en posicién para ha sido objeto de estudio en

212215y ha sido confrontado con datos

muchos trabajos computacionales
experimentales”'®. Brigatti, et al*'/, resumen este efecto en la figura 21. El
sustituyente que produce la inestabilidad del compuesto fendlico en estado
basal y/o la estabilidad del radical disminuye la energfa de disociacién de
enlace del grupo hidroxilo®'®. De otro lado, el efecto estabilizante contrario
aumentard la energfa de disociacién. Asi, los sustituyentes electrén donante
actdan en forma repulsiva sobre el grupo OH en el fenol (desestabilizindo-
lo) y atrayente en el radical (estabilizindolo), disminuyendo la energia de
enlace y aumentando la velocidad de reaccién con el sustrato oxidable®".
Por lo anterior, se podria inferir que al facilitarse la liberacién del protén
por una disminucién del BDE — OH, muestra el compuesto bromado

mayor efecto protector, sobre la inhibicién del pardeamiento enzimitico,
84.8% (Tabla 6).

En general, la modificacién estructural del isoespintanol mediante la bro-
macién y demetilacién mejoré la inhibicién de la actividad de la PPO entre
5y 10% para 500 y 1000 ppm y 30% a 1000 ppm, en ambos casos.
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(A=CN,NO,. C{O)X)

_ (A=Ph.Styryh)
D-{ )-0r + He |
BDE(O-H)
™ o !
4 »OH |
D4 /O Y
PhOH
A )-OH

Figura 21. Efecto de sustituyente electrén atrayente
y electrén donante sobre los compuestos fendlicos.
Tomado de Brigati, G., et al®°.

Estadisticamente, entre el compuesto bromado y demetilado no hubo
diferencias significativas (P>0.05). Los patrones de referencia (isoespinta-
nol y 4cido ascébico) presentaron diferencias significativas (P<0.05) con
respecto a los dos compuestos de estudio. En general, para todos los com-
puestos se observaron diferencias significativas en la actividad de la PPO,
al variar la concentracién (1000 ppm diferente a 500 y 1500 ppm). Todos
los compuestos antioxidantes presentaron diferencias significativas con res-
pecto al control.

Conclusiones

 La sintesis del 2-isopropil-4-bromo-3,6-dimetoxi-5-metilfenol a par-
tir del 2-isopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol, produce paralelamente
el 3-isopropil-6-metil-1,2,4-trihidroxibenceno en una relacién 75:25,
respectivamente.

* Elisoespintanol presenté una capacidad antioxidante mejor por los tres
métodos (FRAP, DPPH, ABTS), con respecto al timol. El compuesto
bromado tuvo el mejor resultado por FRAP y el demetilado se compor-
t6 mejor en medio metandlico por DPPH.

* Los resultados sugieren que el isoespintanol y sus andlogos bromados y
demetilado son antioxidantes con un buen poder protector sobre PPO
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extraida del banano.

La mayor inhibicién de la actividad de la PPO en el extracto enzimdtico
del banano se logré a 1500 ppm de 4dcido ascérbico. El compuesto bro-
mado y el demetilado lograron la misma accién protectora a 500 ppm,
inhibiendo el 84% de la actividad enzimdtica, valor 6% por debajo del
obtenido con el dcido ascérbico a altas concentraciones.

Las modificaciones sintéticas del isoespintanol aumentaron la inhibi-
cién de la PPO ligeramente a 500 y 1500 ppm, pero significativamente
a 1000 ppm.

El isoespintanol presenta una inhibicién competitiva y el dcido ascérbi-
co acttia como reductor.

El isoespintanol como compuesto natural y sus andlogos representan

una nueva alternativa como fuente inhibidora del pardeamiento enzi-
matico.
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