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Resumen 
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Se estableció un método de medida de la actividad de PAL en extractos crudos de 
material foliar de cafeto, mediante la cuantificación del ácido trans-cinámíco, producto de la 
reacción de PAL, por cromatografía Hqui!ia de alta eficiencia, después de su extracción con 
cloroformo. Igualmente se estudió el comportamiento de esta enzima en segundos pares de 
hojas de materiales resistentes a Hemileia vasratrix Berk & Br (Híbrido de Timor y var. Co­
lombia) y de una variedad susceptible (var. Caturra). De a.cuerdo con los resultados obteni­
dos, no se encontraron diferencias significativas en la actividad basal de PAL entre los mate­
riales resistentes a la roya, var. Colombia y el H. de Timor, siendo de 10,6 ± 3,0 y 13, 18 ± 3,0 
Katlmg proteína respectivamente. Estos materiales resistentes, presentaron valores basales 
de actividad mayores a los encontrados para la variedad Caturra, registrando esta última un 
valor de actividad basal de 3,57 ± 0,6 p Katlmg. proteína. 

Palabras claves: Coffea ssp., fenilalanina amonio liasa, metabolismo fenilpropanoide. 

Abstract 

In this work a method was established for measuring the activíty of PAL in crude extracts 
of coffee leaves. The product of the PAL reaction trans-cinnamic acid, was quantitated by 
high performam:e liquid chromatography, after its extraction with chloroform. 

The presence of the enzyme in leaves of resistant (Timor Hybrid and Colombia) and 
susceptible varieties (caturra) to Hemileia vastatrix Berk & Br., was studied. 

According to the results, there is no significant difference in the basal activity of PAL 
among rust resistant materials. In the varieties Colombia and Timor Hybrid; the values were 
10,6 ± 3,0 and 13, 18 ± pKatlmg protein, respectively. These resistant materials showed basal 
values of activity greater than those found for the Caturra variety, (3,57 ± 0,6 pKat/mg protein). 

Abreviaturas.- PAL: L-fenilalamina amonio liasa; DTT: ditiotreitol; PVPP: 
polivinilpolipirrolidona; P/V: peso a volumen; ODS: octadecilsilano; HPLC: cromatografía 
líquida de alta eficiencia; AU: unidades de absorbancia. 

Entre las enfermedades que atacan al Cafeto; la 
roya causada por el hongo Hemileia vastatrix, Berk & 
Br., ha sido considerada desde fines del siglo pasado 
como la de mayor gravedad. El efecto de la roya en la 

disminución de la producción es gradual y los costos del 
control químico se incrementan a medida que se propa­
ga la enfermedad. La alternativa que permite mantener 
la producción y evitar los costos del qontrol químico es 
el empleo de variedades resistentes .. 

* Asistente de Investigación e inevestigador científico respectivamen­
te del laboratorio de Investigaciones sobre la Química del Café 
(LICQ). Federación Nacional de Cafeteros de Colombia. 

** Profesor Asociado Departamento de Química Universidad Nacio­
nal de Colombia. Santafé de Bogotá, Colombia. 

Para estudiar las causas de esta resistencia, es ne­
cesario identificar a nivel bioquímico, los mecanismos 
que intervienen en ella, estudiando las enzimas de la ru­
tas metabólicas posiblemente involucradas en la capaci­
dad de resistencia de las plantas. 
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Entre estas enzimas tenemos la L-fenilalanina 
amonio liasa (E.C. 4.3.1.5) descrita por primera vez en 
cebada (Koukol and Conn 1961 J. la cual cataliza la con­
\ersión de la L-fenilalanina a ácido trans-cinámico {Fi­

gura No. l) 

PA\. ---· ....... ~-- ····-. 

L-Fenilalanina Acido mvu-ciné.mico 

Figura l. Reacción de deaminacíón de L-fenilalamma 
catalizada por PAL 

La importancia de esta enzima radica en que es la 
primera enzima reguladora del metabolismo fenilpropa­
noide en plantas supeúores, dentro del cual se encuen­
tran varios de los produ~tos que han sido relacionados 
con los mecanismos de defensa de las plantas contra pa­
tógenos. Muchos de estos compuestos presentan propie­
dades antimicrobianas.Algunos, las fitoalexinas, son pro­
ducidas por la planta como respuesta a la infección debi­
da a bacterias, virus u hongos. otros, de este metabolismo 
fenilpropanoide, modifican las paredes celulares. contri­
buyendo asi a la resistencia a enfermedades. 

En trabajos pre\'ios realizados conjuntamente en­
tre el LICQ. y la Universidad Nacional de Colombia. 
fué posible detectar la actividad enzimática de PAL a 
partir de extractos crudos de hojas de cafeto pero sin 
lograr su cuantificación (.\tartinez y Restrepo. 1981 ). 
Posteriormente. Tobar y Zamora ( 19821 empleando la 
técnica de poi vos de acetona pudieron determinar cuan­
titati rnmente, por espectrofotometría. la actividad de esta 
enzima en hojas sanas de diferentes \ ariedades de cafe­
to. 

Debido al alto costo y a los problemas actuales de 
Colombia para la consecución de la acetona. junto con 
la dificultad para procesar un elevado número de nrnes­
tras al emplear esta técnica, en este trabajo se estableció 
un método alterno para la medida de la actividad de PAL 
a partir de extractos crudos de hojas de cafeto. 

.\IATERIALES Y '.\tETODOS 

Material yegetal;. segundos pares de hojas de ra­
mas de Coffea ssp .. entendiéndose por esw. aquellas ubi• 
cadas en segundo término desde el extremo de la rama 
en dirección al tallo principal de la planta. 

Preparación del extracto crudo a partir de hojas 
de cafeto. 

Las hojas de cafeto recolectadas se sometieron a 
limpieza con agua destilada y secado posterior al aire. 
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Se pesaron (aproximadamente 1 g ) y se pulverizaron en 
presencia de nitrógeno líquido, homogenizándose pos­
teriormente a -1cc con una sollfción tampón de boratos 
0.1 ~f pH 8.8. pre\·iamente enfriada. en una relación 1: 5 
p/v. Esta solución contenía DTT 3 mM y metabisulfito 
de sodio 5 mM junto con PVPP al 5% p/v. estos con el 
fin de evitar la o.x idación de los extractos debido al alto 
contenido de fenoles presentes en el cafeto. 

El homogenizado asi obtenido, se centrifugó a 
28.000 g. durante 20 minutos a 4 ºC. El sobrenadan te fi­
nal constituyó el extracto enzimático utilizado para la 
medición de la actividad de PAL 

La concentración de proteína, proveniente del ex­
tracto anterior, en la mezcla de reacción enzimática fué 
de 0.270 mg/ml. determinada por el método de Bradford. 
Como sustrato. se utilizó el aminoácido L-fenilalanina 
en una concentración fina! de 1 O m M en solución tam­
pón de boratos. El blanco de reactivos lo constituyó el 
extracto enzimático en la solución tampón de boratos en 
la misma concentración anterior. 

Tanto los blancos como las mezclas de reacción se 
incubaron a -10ºC durante un periodo de dos horas. tiem­
po en el cual se tomaron muestras cada 30 minutos. pa­
rando la reacción por la adición de 0.3 mi de HCl 6N a 
cada una ellas. 

Posteriormente se adicionaron 1,5 mi de clorofor­
mo, se agitó durante 30 minutos, se centrifugó a 1300 x 
g. por cinco minutos. De la fase orgánica.se tomó 1 mi y 
se evaporó. 

La cuantificación espectrofotométrica del ácido 
trans cinámico se hizo de acuerdo con el método de 
.\toerschbacher Col. ( 1986). determinando la 
absorbancia a 270 nm. 

El residuo clorofórmico obtenido fué resuspendido 
en 50 il de la solución tampón de boratos. 20 11 de los 
cuales fueron inyectados al cromatógrafo. pro, isto de 
una columna de ODS de 8x 100 mm y 10 micras de diá­
metro interno. Como fase movil se empleó una solución 
de metano!: agua (35:65) a un flujo de 2.0 ml/min. Para 
la cuantificación de 1 ácido se realizó una cun·a patrón 
de este compuesto en el rango de 0,06 a 1 O mM. bajo las 
condiciones anteriormente descritas. 

La determinación de la acti\"idad de PAL median­
te la técnica de HPLC. consistió en un seguimiento del 
incremento en el área del pico característico del ácido 
trans cinámico producido en la mezcla de reacción. Es­
tas medidas se efectuaron cada 30 minutos durante un 
período de dos horas . 

La acti\idad de PAL se expresó como actividad 
específica en pkatales/mg proteína. La proteína se mi­
dió por el método de Bradford (Bradford 1976). 

RESl'LTADOS Y DISCUSIO:'.'i 

La cuantificación espectrofotométrica del ácido 
trans- cinámico no mostró diferencias significativas de 
absorbancia. en función del tiempo de reacción. debido 
a que al estar presente la cafeína en altas concentracio­
nes. enmascara los pequeños incrementos del ácido trans• 
cinámico. 
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Estos resultados sugieren la posibilidad de que el 
cloroformo esté extrayendo además del ácido trans­
cinámico, otros compuestos que interfieren en la deter­
minación espectrofotométrica del ácido trans-cinámico, 
ya que aun el blanco presenta máximos de absorción en 
la región de 270 nm. En este último caso no puede atri­
buirse a la concentración basal de ácido trans-cinámico 
ya que esta es tan baja que en trabajos anteriores no ha 
sido posible su detección (Duque y López. 1987). 

Teniendo en cuenta la presencia en hojas de cafeto 
de compuestos solubles en cloroformo, que además de 
estar presentes en altas concentraciones, absorbieran en 
la región de 270 a 280 nm, se planteó la a la cafeína 
como posible interferente en la medida espectro­
fotométrica de la actividad de PAL. Esta se encuentra en 
altas concentraciones en la hoja, alcanzando una con­
centración en el líquido de lavado intercelular de 90-
100 ig/ml (Sievers, 1983). 

Por otra parte, este compue.sto presenta una alta 
solubilidad en cloroformo, siendo aproximadamente dos 
veces más soluble en éste solvente que el mismo ácido 
trans- cinámico (lndex Merck, 1983). 

Lo anterior se comprobó mediante la comparación 
de la curva espectral del ácido trans-cinámico con el de 
la cafeína. 

Es importante anotar, que el sustrato L-fenilalanina 
no es extraído por el cloroformo, bajo las condiciones 
aqui descritas, razón por la cual no es el interferente. 

Como se observa en la Figura No.2 es posible se­
parar el ácido trans-cinámico de la cafeína bajo las con­
diciones aquí descritas. De igual forma, en esta misma 
figura se observa el incremento en el área del pico co­
rrespondiente al ácido trans-cinámico en función del 
tiempo de reacción. Este incremento no se observó en 
los blancos correspondientes. 

En el cromatograma inicial (t=0) el área del ácido 
trans-cinámico es 7,67 x 10·4 AU*min correspondiente a 
una concentración de 0,012 nmoles/20 U de inyección, 
confirmando los resultados de Duque y López (1987). A 
las dos horas de reacción el ácido trans-cinámico pre­
senta una área de 482 x 10·4 A U*min, correspondiente a 
una concentración de 6,23 n moles/20 H de inyección. 

La cafeína permaneció constante a través del tiem­
po con una área de 1,39 AU*min (dato suminstrado por 
el sistema de integración del equipo), la relación entre 
las áreas de la cafeína y el ácido trans-cinámico, que son 
un reflejo de la relación de concentraciones explica los 
resultados obtenidos por espectrofotometría en los cua­
les la cafeína enmascara la presencia del ácido trans­
cinámico. 

Se puede concluir, de acuerdo con estos resulta­
dos, que tanto el método de extracción como el de medi­
da de la actividad de PAL permiten su determinación en 
cafeto. 

La extracción con cloroformo, aqui utilizada, ade­
más de eliminar los posibles compuestos interferentes, 
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Figura 2. Determinación de la actividad del PAL por HPLC. El área 
del pico del ác. trans-cinámico (1) se evaluó a través del tiempo, a 

partir de extractos crudos de hojas de cafeto 

permite la concentración del ácido trans-cinámico pro­
ducido, facilitando su cuantificación . 

De igual manera, la medida de actividad de PAL 
por HPLC, permite emplear cantidades mayores del ex­
tracto enzimático en la mezcla de reacción, que en el 
método espectrofotométrico, con lo cual se produce una 
cbncentración mayor de ácido trans-cinámico: 

Las medidas de actividad de esta enzima en hojas 
sanas de tres variedades de cafeto permitió establecer 
mediante un análisis de varianza complementado con el 
test de Duncan, diferencias significativas entre las plan­
tas resistentes a H, Vastatrix (Híbrido de. Timor y var 
Colombia) y la susceptible (var. caturra). 

De acuerdo con los resultados obtenidos (figura 
No.3) se encontraron niveles mayores de actividad de 
PAL en las variedades resistentes (Híbrido de Timor: 
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13, 18 ± 3,0 pKaúmg proteina y variedad Colombia: 10,6± 
3,0 pKaúmg proteina) sin que se presentaran valores de 
actividad significativamente diferentes entre ellas. La va­
riedad suceptible (caturra) mostró una actividad signifi­
cativamente más baja: 3,57 ± 0,6 pKaúmg proteina. 

plutlmg prol. 

CATURRA COWMBIA H.DETIMOR 

FIGURA 3. Actividades basale!J de PAL 
en tres variedadu de cafeto 

CONCLUSIONES 

Con este trabajo se confirmó la presencia de 
fenilalanina amonio liasa en hojas de cafeto y se esta­
bleció que la cafeína, por tener su máximo de absorción 
en la región de 270 nm, estar en altas concentraciones 
en los extractos crudos de material foliar de cafeto y ser 
soluble en cloroformo, impide la aplicación del método 
espectrofotométrico de Moerscbbacber y Col., (1986) 
para la determinación de PAL en bojas de cafeto. 

El empleo de la cromatografía lfquida de alta efi­
ciencia en las condiciones aquí descritas, permite sepa­
rar el ácido trans-cinámico de la cafeína, y por lo tanto 
hace posible la determinación de la actividad de PAL en 
el cafeto. 
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El hecho de que las variedades resistentes a 
Hemileia vastatu presenten actividades basales de PAL 
mayores que la variedad susceptible, sugiere la posibli­
dad de que esta enzima pueda jugar un papel en los me­
canismos pasivos de resistencia del cafeto a este hongo. 
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