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ABSTRACT 

Different ways of preparation of the material containing the enzyme 
and for determination of chlorophyllase activity in homogeneus and 
heterogeneus media, in Citrus Limón (Vema variety) are studied. 

The way to prepare the enzymatic material is that of «acetonic 
powder» and in order to determine its activity an homogeneus médium 
has been used, in which the enzyme has been extracted with the buffered 
media: Tris 0,041 M — Glycin 0,32 M—Glucose 0,70 M + Dodecyl hy-
drogen sulfate (sodium salt) 0,5 %, pH = 8,50. 

The activity ís expressed as % of hydrolised chlorophylles in the re-
action time. 

At the same time, several factors of the reaction media influencing 
on the activity, such as: acetone concentration, citrate concentration, 
pH and temperatura, are studied. 

INTRODUCCIÓN 

El enzima clorofilasa (clorofila-clorofilida-hidrolasa E.C.3.1.14.) pue­
de actuar «in vivo» tanto en la biosíntesis de la clorofila catalizando 
la esterificación del ácido propiónico residual en la posición 7 (ani-
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lio D) de la clorifilida a, con el fitol (1, 2, 3, 4, 5), como en la hidrólisis 
de la clorofila para dar lugar a clorofilida + fitol (6, 7, 8, 9, 10, 11). 
Esta doble acción no permite concretar la verdadera función fisiológica 
del enzima clorofilasa; lo que es indudable, es que su participación en 
el proceso fotosintético es fundamental. 

Son numerosas las investigaciones orientadas a encontrar los ma­
teriales que lo contienen en gran cantidad. Así, se ha comprobado gran 
actividad en especies de Heracleum, Lamium y Dhalia y mucho menos 
en Urtica, Cucúrbita y Phaseolus. 

Hasta ahora, no se ha podido establecer un método de preparación 
del enzima que sea aplicable a todos los tejidos vegetales, ya que la 
metodología seguida es función del material de partida: plántulas de 
vegetales superiores, hojas, cloroplastos aislados, células de algas (8, 10, 
12, 13, 14), así como, polvos acetónicos procedentes de distintos vege­
tales (15, 16, 17, 18). 

Sin embargo, con la información parcial obtenida de cada uno de 
ellos, se podría abordar el estudio del enzima procedente de cualquier 
material. 

En este trabajo se consideran diferentes formas de preparación del 
enzima procedente de hojas de Limonero Verna y distintos factores del 
medio de reacción que afectan a la actividad clorofilasa de dicho ma­
terial. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

I. PREPARACIÓN DEL MATERIAL ENZIMÁTICO 

Para la preparación del material que contiene el enzima se han ele­
gido los siguientes: 

a) Material fresco. Las hojas recién cogidas se lavan, secan y tro­
cean. Las muestras así preparadas constituyen el material para 
la extracción del enzima con un tampón, o para su incubación 
directa (15, 19). 

b) Polvos acetónicos. Muestras^ preparadas según a), se trituran con 
acetona (enfriada a — 20° C) en un homogeneizador. Las suspen­
siones se filtran a través de un embudo de placa porosa del nú­
mero 5; los residuos se lavan repetidamente con el mismo di­
solvente hasta eliminación de todo resto de pigmentos. Segui­
damente se secan a temperatura ambiente y se trituran. Por úl-
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timo, se pasan por un tamiz de 0,2 mm de luz y se almacenan 
a temperatura baja. Este material constituye los «polvos acetó-
nicos» (15, 20, 21). 

c) Polvos desecados. Muestras idénticamente preparadas como se 
indica en a), se desecan durante una hora a 40-50° C y se tri­
turan finamente. Los triturados, que contienen el enzima y sus­
trato (clorofilas), no evolucionan hasta su incubación en disolu­
ciones acuosas de acetona o metanol (15). 

II. PREPARACIÓN DEL SUSTRATO 

Otro lote de hojas, preparadas como se indica anteriormente, se tri­
turan con acetona previamente enfriada (4 ml/g) y los homogeneizados 
se filtran en una placa porosa del número 5. El extracto se conserva 
en frigorífico a — 20° C durante varios días y antes de utilizarlo, se fil­
tra de nuevo con el fin de eliminar la mayor parte de los carotenoides 
que precipitan a esta temperatura. 

En la disolución obtenida se determina la concentración de cloro­
filas aplicando las ecuaciones de Arnon basadas en los coeficientes de 
extinción de Me Kinney (22, 23). 

III. DETERMINACIÓN INICIAL DE LA ACTIVIDAD CLOROFILASA 

A) Medios heterogéneos 

Para la determinación de la actividad clorofilasa se han preparado 
medios de reacción a partir de: 

a) Material fresco. Se tritura con acetona del 80 % en la rela­
ción 1 : 10. A la suspensión se adiciona citrato sódico en la pro­
porción 10 : 5. Se incuba a 30-32° C durante una, dos o más ho­
ras. En estas condiciones el medio de reacción es aproximada­
mente 4 • 10"̂  M en citrato y 0,30 mM en clorofilas; la concen­
tración de acetona se mantiene alrededor del 60 %. 

b) Polvos acetónicos. 100 mg se incuban a 30-32° C con 10 mi de 
disolución acetónica de clorofilas (sustrato) y 5 mi de citrato só­
dico 0,12 M durante el tiempo elegido. 

c) Polvos desecados. 100 mg de polvos (que contienen el enzima 
y sustrato) se incuban de la misma forma que en b), pero sin 
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añadir sustrato. El volumen de disolución de clorofilas se sus­
tituye por otro de acetona. 

Transcurrido el tiempo de reacción (dos horas), la suspensión se 
filtra y el residuo se lava con acetona del 80 % hasta que queda inco­
loro. Al filtrado se le añaden 25 mi de ClNa ál 2 % y se completa con 
acetona del 80 % hasta 250 mi. En 100 mi de esta disolución se deter­
minan conjuntamente clorofilas y clorofilidas. Otros 100 mi se tratan 
con 40 mi de éter de petróleo o n-hexano en un embudo de separación. 
La fase acetónica contiene las clorofilidas. Cada una de las disoluciones 
se aforan, con su disolvente respectivo, a 100 mi y se determinan por 
separado las concentraciones de clorofilas y clorofilidas. 

La actividad clorofilasa se expresa, en principio, como porcentaje de 
clorofilas hidrolizadas en el tiempo de reacción considerado. Este mé­
todo se basa en la insolubilidad de las clorofiUdas en medios apolares 
tales como n-hexano o éter de petróleo (15, 16, 24). 

B) Medios homogéneos 

En medios heterogéneos parte del sustrato queda absorbido en la 
fase sólida del medio y el enzima no puede actuar sobre la totalidad 
del mismo. Por otra parte, para realizar una medida correcta de la ac­
tividad, es necesario efectuar lavados sucesivos de la fase sólida hasta 
conseguir la desorción del sustrato. 

Para obviar esta dificultad se trató de obtener el enzima en diso­
lución; para ello es necesario, en primer lugar, elegir el extractante 
adecuado como medio en el cual la alteración del enzima sea mínima 
y a la vez pueda extraer la máxima cantidad posible; en segundo lugar, 
concretar la acción del mismo sobre polvos acetónicos y hojas frescas. 

Los medios tamponados ensayados son: 

1. Sacarosa 0,5 M —Tris 0,05 M, pH = 7,80 (25). 
2. Tris 0,041 M —Glicina 0,32 M —Glucosa 0,70 M, pH = 8,5 (26), 
3. Tris 0,02 M — CIH, pH = 8,0 (18). 
4. Citrato sódico 0,02 M — ClNa 0,4 M, pH = 7,0 (27). 
5. Fosfato mono y disódico 0,067 M, pH = 6,5 (13). 
6. Fosfato mono y disódico 0,01 M, pH = 6,5 (18). 
7. Fosfato mono y disódico 0,001 M, pH = 6,7 (28). 

Junto al medio tamponado, diversos investigadores utilizan deter­
gentes en concentraciones que oscilan entre 0,1 y 1 % (19, 21, 29, 30). 
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Es por ello que a los distintos medios tamponados se les adicionó do-
decil sulfato sódico (D .S .S . ) al 0,5 %. 

La determinación de la actividad se realizó en material fresco y pol­
vos acetónicos. 

a) Material fresco. Tres gramos de hojas frescas se t r i turan en mor­
tero de vidrio, previamente enfriado, con arena de m a r lavada al áci­
do, adicionando alícuotos del tampón correspondiente hasta completar 
25 mi, o bien homogeneizándolos en un t r i turador eléctrico con 25 mi 
de tampón. 

La suspensión obtenida se deja e n m a c e r a c i ó n durante veinticuatro 
horas . Después se pasa a través de una malla para eliminéu- part ículas 
groseras y fibras y se centrifuga a 5.000 xg durante cuarenta minutos 
a 4° C. El sobrenadante, una vez filtrado, constituye el extracto enzi-
mático. 

b ) Polvos acétónicos. Para todos los ensayos se tomó 1 g de pol­
vos acetónicos preparados como ya se ha indicado, y 25 mi del t ampón 
correspondiente. La suspensión se mantuvo en agitación durante ocho 
horas y seguidamente en maceración hasta completar las veinticuatro. 
Los extractos enzimáticos se obtienen de la misma forma que en el apar­
tado anterior. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A) MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CLOROFILASA 

Los resultados obtenidos de la actividad clorofilasa en los dos me­
dios considerados son los siguientes: 

1. Medio heterogéneo.—Los datos relativos a la actividad clorofi­
lasa se mues t ran en la tabla I. 

TABLA I 
Actividad clorofilasa en hojas de L. Vema, según los 
procedimientos seguidos para la preparación del.ma­
terial que contiene el enzima. Tiempo de reacción, 

dos horas 

ACTIVIDAD % 
Muestra Muestra 

Mat. fresco 

26,45 

Polvos acet. 

32,07 

Polvos des. 

1 

Mat. fresco 

26,45 

Polvos acet. 

32,07 11,22 
2 27,05 32,61 10,97 
3 26,91 32,84 10,42 
4 26,88 32,45 10,60 
5 26,71 32,03 10,31 

Media 26,80 32,40 10,60 
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Los resultados nos hacen considerar que los procedimientos más 
adecuados para la preparación del material que contiene el enzima son 
los de polvos acetónicos y material fresco. 

2. Medio homogéneo.—En este caso, y dados los resultados ante­
riores, los ensayos se efectuaron a par t i r de material fresco y polvos 
acetónicos. 

Los resultados para el material fresco se exponen en la tabla I I . 

TABLA II 
Actividad clorofilasa en función del extractante y del procedimiento de extracción 

(En %) 
H O M O G E N E I Z A C I O N 

Extractante Mortero Turmix 

1 2 3 Media 1 2 3 Media 

1 43,58 43,06 43,40 43,40 30,98 32,25 31,17 31,80 
2 71,50 70,80 72,20 71,50 52,80 52,60 51,50 52,30 
3 _ _ _ _ _ _ _ _ 
4 _ _ _ _ _ _ _ _ 
5 _ _ _ _ _ _ _ _ 
6 _ _ _ _ _ _ _ _ 
7 — — — — — — — — 

Los datos obtenidos indican que el extractante tris-glicina-glucosa 
(T. G. G.) más D. S. S., pH = 8,50, es de los ensayados el más apropiado 
para extraer el enzima a par t i r de hoja fresca. 

En la tabla I I I se recopilan los datos de actividad relativos a ex­
tractos de polvos acetónicos. 

TABLA III 
Actividad clorofilasa (en %) de extractos de polvos 

acetónicos (muestras por triplicado) 

M U E S T R A 
Extractante 

J 2 3 Media 

1 50,68 51,25 52,27 51,40 
2 63,61 63,93 63,56 63,70 

Del estudio comparat ivo de los datos obtenidos en las experiencias 
anteriores se deduce: 
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a) Para ambos tipos de material el tampón con el que se consigue 
un extracto con mayor actividad és T. G. G. + D. S. S. al 0,5 %. 

b) El mayor porcentaje de actividad corresponde ál extracto obte­
nido a partir de material fresco. 

c) No puede afirmarse que esta diferencia (71,5 % frente a 63,7 %) 
sea debida al estado del material de partida, ya que no existe corres­
pondencia entre el peso de. material fresco y el de polvos acetónicos, 
puesto que ésta es función de la edad y del estado de desarrollo de 
la hoja. 

d) El extracto correspondiente al material fresco contiene además 
el sustrato, por lo que aparecen en el medio instantáneamente cloro-
filidas. 

e) Por todo ello, consideramos los polvos acetónicos como el ma­
terial de partida más adecuado para la obtención del enzima en diso­
lución. 

B) FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ACTIVIDAD CLÓROFILASA 

Son varios los autores (15, 19, 21) que manifiestan la variación no­
table de la actividad dependiendo de las condiciones del medio dé ' la 
reacción, como son: concentración del extractante, composición del 
tampón, temperatura, pH del medio, etc. Los factores considerados son: 
1) pH del medio, 2) temperatura, 3) concentración de citrato y 4) con­
centración de acetona. 

1) pH 

Medio de reacción: Clorofilas = 63,80 (j,M; Acetona = 35 %. 

1 Citrato = 12 X 10"' M. 
Condiciones: < Temperatura: 32-33° C. 

I Tiempo de reacción: 15 minutos. 

En la figura 1 se representan los resultados: 

2) Temperatura 

Medio de reacción: Clorofila = 96,70 [iM; Citrato = 12 X 10"' M. 
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FIGURA 1 
Variación de la actividad clorofilasa con el pH 
í Acetona = 35 %. 
\ pH = 8,3; tiempo de reacción: 15 minutos. 

Los resultados se muestran en la figura 2. 
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FIGURA 2 
Variación de la actividad con la temperatura 
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3) Concentración de citrato 

Medio de reacción: Clorofilas = 45,2 nM; Acetona = 35 %. 

Condiciones: 

Los resultados se muestran en la figura 3. 

pH = 7,9; temperatura: 25° C. 
Tiempo de reacción: 30 minutos. 
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FIGURA 3 
Variación de la actividad clorofilasa en función de la concentración 

de citrato sódico 

4) Concentración de acetona 

Medio de reacción: Clorofilas = 53 |jiM; Citrato = 5 X IQ-'M. 

Condiciones: 

Los resultados se exponen en la figura 4. 

Extracto enzimático = 2 mi. 
pH = 7,9; temperatura: 25° C. 
Tiempo de reacción = 30 minutos. 
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FIGURA 4 
Variación de la actividad clorofilasa en función de la concentración 

de acetona en el medio 

CONCLUSIONES 

De los resultados de las experiencias anter iormente expuestas pode­
mos deducir: . . . . . . 

a) ' Las condiciones ópt imas dé reacción, en función de los factores 
considerados, son las siguientes: 

Acetona = 35 %. 
Citrato = 12 X 10"' M. 
p H = - 8 , 3 0 . - •..-••'•:•• • • •• - •;: --•:-•••'• 
Temperatura = 25° C. 
h) En nuestro caso, y para un volumen de 50 mi, el medio de reac­

ción debe estar formado por : 
Agua destilada: 22,5 mi. 
Acetona: 17,5 mi (incluido el volumen acetónico del sustrato) . 
Citrato sódico: 6 mi 0,1 M. 
Extracto enzimático: 2 mi . 
Hidróxido sódico: 1 mi G.IM. 
c) En los procedimientos de extracción del enzima se utilizó el mé­

todo de Holden (15) para la medida de la actividad, pero éste tiene la 
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limitación de no poder realizar varias medidas sobre el mismo medio, 
ya sea para uno o distintos tiempos. En consecuencia, se modifica de la 
siguiente manera: 

En un medio de 50 mi, preparado según b), se toman alícuotos de 
2 mi y se llevan a un tubo de centrífuga provisto de cierre hermético, 
que contiene 5 mi de acetona. Después de agitar 30 segundos, se cen­
trifuga a 5.000 xg diez minutos. Del sobrenadante se toman 4 mi y se 
adicionan a otro tubo análogo al anterior en el que se han puesto 8 mi 
de n-hexano o éter de petróleo (p. e., 40-60° C), 2 mi de acetona y 2 mi 
de disolución de ClNa al 5 % (19). Se agita durante 30 segundos y se 
centrifuga a 5.000 xg cinco minutos. La epifase contiene las clorofilas 
y la hipofase las clorofilidas. El valor de la absorción de la epifase 
a 663 y 645 nm y su diferencia respecto a un ensayo en blanco (en el 
que se sustituye el enzima por el extractante) da la actividad expre­
sada en % en el tiempo de reacción considerado. 
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