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RESUMEN

EN e mbjo e ealiza un estacio ciéio dl cfect de la
presencia de peroxido de hidrdgeno sobre el periodo de retardo que
boposyly  cnima pol.nnel oxidasa en la expresion de su actividad
cresolasa. Se observa que el periodo de retardo disminuye scgin una

debido a un efecto concomitante de inactivacion de la enzima por el
perdxido de hidrogeno.

INTRODUCCION

La polifenol oxidasa (monofenol, dihidroxifenilalanina: oxigeno:
onidoreductasa, EC. LI418.1) es uma cupropotina ampliamente

pmc.non;comommousm;mn 1955; Mayer y Harel, 1979). Esta
enzima cataliza dos tipos de
¢ oxigeno malccular 2) acividad crsolasa: hidroxicon de mo-
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nofenoles en la posicion orto para obtener o-difenoles, y b) actividad
catecolasa: oxidacién de o-difenoles a sus correspondientes o-quino-

idaci
cobre binuclear del centro activo: met, oxi y deoxi (Lerch, 1981; Robb,
98)
idad cresolasa se ha caracterizado en polifenol o
d\vems s (Pomerans 5 Wammer, 1967, Doclworth» Cotomany
arcia- Carmona.y col. 1979; Cabanes y col, 1987;
ey presntando en odas ellasun perodo de el aricisics
el spariin de producto,cuya dracién tenpra s modlabe por
diversos factores, entre los cuales podemos destacar el efecto de las
concentraciones de enzima y de sustrato, el pH, la temperatura y la
inado geies n el metiode i, Conrespecto
3 csto dtimos, asa. ahora e han detctado cfctos de o-difcnoes
(Neson 3 Dawion. 1944 Long - sal 1971 Lavoliey 3 co. 0783
e Somadoes o cectrons com €1 feide b, dmerte:
idrobiopterina, etc. (Pomerantz, 1966; Pomeraniz y Warner, 1967;
GareiCinovasy ol 1979, perixido de hidtgeno (Kan, 1983) y
mis recientemerte el efecto de nucledt
(Valero, 1985: Garcia-Carmona y col. 1987, 1988)
En el presente trabajo se realiza un estudio cinético del efecto del
perdxido de hidrGgeno sobre el perfodo de retardo mostrado por Ia

MATERIALES Y METODOS

Materiales

protei

e Coomassi) fueron mmmlumd por Sigma Chemie GmbH,
hofen, 1 los reactivos utilizados fueron de

grdo e 3 ocbistcon e Mk, Daasad, Alemas

Purificacion de la enzima

jas Airen (Vitis vinifera) fueron recolectadas en estado de.
‘maduracién comercial en Villarrobledo (Albacete). Los granos fucron
lavados, secados, embolsad

y almacenados a ~20°C hasta
L& coia fo purifcada sgén 1 método propucso por Lemer y



col. (1971), aunque introduciendo alguna modificacion (Valero y col.,
1965, Lan s (400 8, 4 v dconglachs durte o a oche
3,4°C en 200 mi do tampén fofato 100 mM pH 7.3 conteiendo

1
mediane una bators. E exrcto sl ooenide o o s ases s
‘ocho capas de gasa y centrifugado a 4.000 X g. durante 15 minutos. EI
precpiado fue cxrido durante 30 minuos con 25 ml. de Trion X-

1 tampén fosfato 100 mM pH 73, en presencia de

pol /P) insoluble al 2%
con el fm de eliminar del medio los ot pitoatoos as
1976).

21500 g dura T hore o sobvenudioe S fo ot
precipitacidn fraccionada con sulfato de amonio cnire ¢l 45% y  95%

s

¥ neunalizada a pH 7.3 con amoniaco. EI precipitado obtenido fuc

Tesuspendido en agua, y tras diliss en dicho medio durante toda la

noche fue utilizado como fuente de enzima.

Determinacion de la actividad enzimiitica

La sctividad cresolasa fue determinada. 25°C midicndo esectro-

la aparicion de la oq ucto
dela 400 nm, donde:
presenta un cocficiente de extincion molar e=1.350 M- e (Mayer y
col, 1966). La velocidad de estado estacionario fue definida como la
pendiente e a zon inalde Iy curv de acumulcion de . El
periodo de retardo (L) fue estimado por extrapolacién de dicha zona
lincal al eje de abscisas. El medio de reacci6n estindar contenia, en un
volumen final de 1,0 ml, p-cresol 0.5 mM como sustrato, tampdn fos-
fato 10mM pH 7.0y 0023 uidades d sctividad cresolasa

Mnd DU-7 e

st o o o st i o Sekaas Mot Frigiterm
S345 equpado con termotimi  criostato con una preciscn de +
0,1°C, junto con un termistor digital Cole-Parmer.

Una unidad de actividad ennmAIl:a fue definida como la cantidad
de enzima que produce 1 mol de 4-metil-o-benzoquinona por minuto
ol s e ey expuestas.

La 6 as en los

proceso
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. 1 se representa la variacion del perfodo de retardo de la
sctvidad resolas de polfenol oxidasa al aiconar a medio e eac-

acuerdo
con Ia relacién empirica establecida por Pomerantz y Wamer (1967) al
analizar el efecto producido por la presencia en el medio del o-difenol
correspondiente (ec.(1)):
111 [odifenol]
e
(IS

[0}

dundz L, 1y K,_ representan, respectivamente, el periodo de retardo en
'y ausencia del o-difenol, y la constante de activacidn del o-
Gienol Qo sc merprota como Ia constante de afinidad para un centro

5
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n la Fig. 2, eva-

isoterma. Los resultados asf obtenidos sc m
ivaiin pan 1 pero de e

ludindose una constante de
K., mM.

“Otro hecho que se puede observar en la i 1 s que 10 pucde

llegara cllmmm: ‘completamente el periodo de retardo, lo cual puede
e siemks 10 prosdgsl dmm..cmn deta actividad
3)y delni o

o it 20 mosraod K (1983, lnto pﬂh’cnnl
oxidasa de aguacate y L-tirosina como sustrato, observ
H.0, el periodo de
efect

minah
de inactivacion sobre la enzima, o un clecto «blangueantes
sobre el nivel final de dopacromo formado. Andrawis y Kahn (1985)

de champifion en presencia de H,0,. Sin embargo, Martinez-Cayuela y
col.( izando polifenol oxidasa de chirimoya y

m
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cto de la presencia de perdado de Widriseno sobre la expresion de la actividad.
ceslasade o el ovdsde s e ol excionrts,

sustrato, aungue sf observaron una inactivacion de la enzima en pre-
ia de H,0, i

El mecanismo por el cual H,0, reduce el periodo de retardo mos-

trado
aunque se ha sugerido que podia ser debido a su capacidad
reducir m o-quinonas de mucvoa o<ienoles (Vaughan y Bt 120

Solomon, 1981; Wik s il 19613 1 thoo do racivacién e
sido atribuido & una modificacién de los aminodcidos aromiticos del
Cenr acivo (Skotland y Jone, 1980 Sincty Garber, 1981, coabler
ciéndose ademds una dependencia de la presencia de Cu(ll) en la
enzima (Andrawis y Kahn, 1985), y también a una disociacion de la
enzima activa en dos dimeros (Nietfeld y col., 1981).

Ei

s rdicles I i e

Ia oxidcin de los o i i contribuyendo por tanto al
0 mayor potencial de pardeo del tejido vegetal.
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