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Kinetics o hydroxilation and oxidation of phenolic compounds by Monastrell grape (Vitis viniferay Polyphenol

Oxidase

Monastrell grape polyphenol oxidase was purified, showing both activity towards monophenols and
o-diphenols. The kinetic parameters, Km and optimal temperature, were evaluated in both activities. Cresolase
activity presents a particular lag period, which may be modified by the temperature, enzyme concentration, the

presence Of 0-diphenols and substrate concentration.
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RESUMEN

~ Laenzima polifenol oxidasa ha sido purificadaa partir de uva Monastrell mostrando actividad tanto en la
oxidacion de monofenoles (cresolasa) como en la de o-difenoles (catecolai\j). Los parametros cinéticos, Km y

temperatura Optima, han sido evaluados en ambas actividades. La activid

cresolasa presenta un periodo de

retardo caracteristico, que puede ser modificado por la temperatura, la concentracion de enzima, la presencia

de o-difenolesy la concentracién de sustrato.
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INTRODUCCION

L as reacciones de oxidacién asociadas con el
oscurecimiento de los tejidos dafiados de frutos
frescos y végetales estan catalizadas por la en-
zima polifenoloxidasa (EC 1.14.18.1) (PPO).
Esta enzima estd probablemente presente en
todas las plantas (WHITAKER, 1972), pero su
actividad es particularmente alta en aquellos
frutos y vegetales que contienen niveles signifi-
cativos de compuestos fendlicos, como es el
caso de la uva, donde el enzima, usando el oxi-
geno molecular del aire, es capaz de catalizar la
o-hidroxilacion de monofenoles (como el p-cre-
sol) a o-difenoles (como 4-metil catecol), activi-
dad cresolasa, y su posterior oxidacion a o-

quinonas, actividad catecolasa. Las quinonas
asi formadas evolucionan por polimerizacion
espontanea originando pigmentos coloreados.
Estos procesos causan un cambio radical en el
color, aroma y sabor del vino, con la consi-
guiente pérdida de calidad, provocando impor-
tantes pérdidas econdmicas en la industria del
vino.

Esta importancia econémica haimpulsado un
gran nimero de investigaciones sobre PPO de
uva insistiendo sobre: su localizacion subcelu-
lar (IVANOV, 1967), e mecanismo de reaccién
(LERNER & MAYER, 1976), la variacién de la
actividad enzimética durante la maduracion de
la uva y la produccion del vino (WISSEMANN
& LEE, 1980; SAPIS et al., 1983) y la especifi-
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cidad del enzima por diferentes o-difenoles
(HAREL & MAYER, 1971).

Sin embargo, la bibliografia revela que las ca-
racteristicas obtenidas para las variedades de
uvas americanas e israelitas no pueden ser sis-
tematizadas para las variedades europeas, e in-
cluso dentro de un mismo pais estas caracteris-
ticas vanan de unaregion aotray de una varie-
dad a otra.

El propésito del presente trabajo, es realizar
un estudio cinético de la PPO parcialmente pu-
rificada de uva Monastrell procedente de Jumi-
lla (Murcia), como paso previo para intentar
abordar las posibles relaciones de esta actividad
con los problemas de oxidacion caracteristicos
gue presenta el vino tinto de la zona.

MATERIALESY METODOS
PURIFICACION DEL ENZIMA

Las uvas Monastrell (Vitis vinifera L.) fueron re-
colectadas en estado de maduraciony libres de hon-
gosen Jumilla, Murcia (Espafa), llevadasa laborato-
rio en hidlo y congeladas a —20° C. El enzima fue
extraido haciendo una modificacion a método de
LERNER et al. (1972). 200 gramos de uva desconge-
lados en 100 ml de tampdn fosfato 100 mM pH 7.3
conteniendo ascorbato sodico 10 mM, fueron homo-
geneizados durante 15 segundos con una trituradora
de aspas, filtrados a través de 8 capas de gasa y cen-
trifugados a 4000 x g durante 15 minutos. Bl preci-
pitado fue extraido durante 6 horas con Titron X-100
a 15% y con polivinilpirrolidonainsoluble (PVP) a
2%. Posteriormente fue centrifuaado a 15000 x a du-
rante 1 hora. El sobrenadante fue sometido a preci-
pitacion con sulfato aménico entre & 45y d 95% de
saturaciona 4° C. B precipitado fue resuspendido en
aguadestiladay tras didisisfue utilizado como fuente
de enzima

Las concentraciones de proteinas fueron medidas
siguiendo el método de LOWRY et al. (1951) después
de precipitar |os fenoles con PVP.

ENSAYOS ENZIMATICOS

Tanto laactividad cresolasa sobre p-cresol como la
catecolasa sobre 4-metil catecol han sido medidas es-
pectrof otométricamente por la aparicion de la 4-me-
til-o-benzoquinona 2 400 nm & = 1350 M~! cm-"),
a sus respectivos pHs Optimos de 7.0 y de 5.0.

Una unidad enzimética fue definida como la canti-
dad de enzima que produce | umol de 4-metil-o-ben-
zoquinonapor minuto, usando 4-metil catecol 30 mM
en tampon acetato 10 mM pH 5.0 a 30° C.

RESULTADOS Y DISCUSION

La PPO de uva Monastrell fue purificada 126
veces siguiendo una modificacion del método

de LERNER et al. (1972) y obteniendo una re-
cuperacion del 70%.

La PPO parciamente purificada presenta
tanto actividad catecolasa (fig. 1, a) como cre-
solasa (fig. 1, b), con pHs 6ptimosde 5.0y 7.0,
respectivamente. Esta Ultima actividad se ca-
racteriza por un periodo de retardo (L) en la
aparicion de la actividad enzimética. Este pe-
riodo de retardo se define como la interseccion
con el eje de abcisas de la prolongacion de la
zona lineal de la curva de acumulacién de pro-
ducto. La velocidad de estado estacionario es
evaluada por estimacion de la pendiente de di-
cha zona lineal.
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Ficura |. Actividades enziméticas de PPO de uva

Monastrell. (a) Actividad catecolasa. El medio de
reaccion a 30° C contiene, en un volumen fina de
25 ml: 0.75 pg/ml de PPO y 4-metil catecol 30 mM
en tampon acetato 10 mM pH 5.0. (b) Actividad cre-
solasa. El medio de reaccion a 30° C contiene en un
volumen final de 1 ml: 0.5 mM p-cresol en tampon
fosfato 10 mM pH 7.0 y 480 pg/ml de PPO parcial-
mente purificada.
Enzymatic activities of Monastrell grape PPO. (a) Catecholase activity.
The reaction mixture at 30 C included, in a total volume of 2.5 ml:
0.75 pg/m! of PPO and 30 mM 4-methyi catechol in 10 mM acetate
buffer at pH 5.0. (b) Cresolase activity. The reaction rnedium at 30° C

contained in a final volume of 1 ml: (b) 0.5 mM p-cresol in 10 mM
phosphate buffer pH 7.0 and 480 pg/ml of partially purified PPO.

OXIDACION DE DIFENOLES

El efecto de la temperatura sobre la expre-
sion de la actividad catecolasa de PPO se
muestra en la figura 2, a. La temperatura Op-
tima del enzima para esta actividad se encontro
en el rango entre 25y 40° C con un ligero des-
censo a mayores temperaturas. Esta resistencia
a altas temperaturas es una caracteristica de
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PPO de uva Monastrell, ya que en general el
resto de las PPOs de uva estudiadas tienen su
rango de temperatura entre 25 y 30° C (NA-
KAMURA et al., 1983; CASH et al., 1976).
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FIGURA 2. (a? Efecto de la temperatura sobre la ac-
tividad catecolasa de PPO de uva Monastrell. E me-
dio de reaccion a diferentes temperaturas contiene en
un volumen total de 2.5 ml: 5 pg/ml de PPO parcia-
mente purificada y 4-metil catecol 30 mM en tamp6n
acetato 10 mM pH 5.0. (b) Representacion de Ha-
nes. El medio de reaccién a 30' C contiene: 5 pg/ml
de PPO £ arcialmente purificaday 4-metil catecol en-
tre 250 mM en tampdn acetafo 10 mM pH 5.0.

(a) Effect of temperature on the catecholase activity of Monastreill

grape PPO. The reaction mixture at difterent temperatui-es included 1n a

total volume ot 25 ml: 5 pg/m! of partially purified PPO and 30 mM

4-methyl catechol in a 10 mM acetate buffer, at pH 5.0 (b) Hanes plot.

The reaction mixture at 30" C included: 5 pg/ml of PPO partially puri-

tied PPO and 4-methyl catechol n a range between 2-50 mM in a
10 mM acetate buffer. at pH 5.0.

La Km aparente para 4-metil catecol fue
evaluada mediante la representacion de Hanes,
obteniendo un valor de 9 mM (fig. 2, b). Dicha
Km es un valor intermedio entre los valores
descritos para otras PPOs de uva (3 mM -
24 mM) (LERNER & MAYER, 1976; HAREL &
MAYER, 1971) y muy alta cuando se compara
con los valores obtenidos con enzimas de
champifion y bacterias.

HIDROXILACION DE MONOFENOLES

En lafigura 3 se muestrala dependencia de la
actividad cresolasa con la temperatura obser-
vando una curva ligeramente sesgada hacia un
rango de temperatura Optima entre 40-60° C.
En la misma figura se muestra el efecto de la

temperatura sobre el periodo de retardo carac-
tenstico de la actividad cresolasa, apareciendo
un marcado descenso en el periodo de retardo
a aumentar la temperatura.

Cuando se comparan lafigura 2, ay lafigura
3 se puede destacar €l hecho de que cada una
de las dos actividades tiene una temperatura
Optima distinta a pesar de estar situadas ambas
en un mismo centro activo.

\ 110
60
- / L min
: | _
Eu P
. / 15
>
:
201 1
1 [ i 1 1
20 0 40 50 60
Temperatura (°C)
Ficura 3. Efecto de la temperatura sobre la activi-

dad cresolasa de PPO de uva Monastrell ( @ - O).

B medio de reaccion a diferentes temperaturas incli-
yen un volumen final de 1 ml: 480 pg/ml de PPO par-
cialmente purificada y p-cresol 0.5 mM en tampdn
fosfato 10 mM pH 7.0. Influenciade la temperatura
sobre € periodo de retardo de la actividad cresolada

(O --- O) bagjo las mismas condiciones.

Effect of temperature on the creiolase activity of Monastrell grape PPO
(@ - @). The reaction medium at different temperatures included, in a
total volume ot | ml: 480 pg/ml of partially purified PPO and 05 mM
p-cresol in a 10 mM phoaphate buffer. at pH 7.0. Influence of tempe-

rature on the lag period ot creiolase activity {Q --- Q) under the same
conditions.

El periodo de retardo se vio afectado por la
concentracion de enzima, asi a aumentar dicha
concentracion en un rango de 120 - 1200 pg/ml,
el periodo de retardo disminuia desde 18 hasta 3
minutos (fig. 4).

Como se haindicado antes, tanto e aumento
de la temperatura como €l aumento en la con-
centracion de enzima son capaces de disminuir
el periodo de retardo, lo cua sugiere que €l
periodo de retardo es consecuencia de la activi-
dad cresolasa expresada en el medio de reac-
cion mas que de la concentracion de enzima
presente en él. Para examinar esta posibilidad
los resultados obtenidos en la tigura 3 (excepto
los dos valores de alta temperatura, donde hay
termoinactivacion) fueron redibujados en fun-
cion delaactividad cresolasa expresada (fig. 4),
observando una similitud con la gréfica obte-
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Ficura 4. Dependenciade periodo de retardo con
la concentracion del enzima. H medio de reaccion a
30° Cincluye en un volumen find de 1 ml: enzimaen
N rango entre 120-1200 pg/ml de PPO parciamente
purificada y p-cresol 0.5 mM en tampon fosfato
10 mM pH 7.0 (@ - @). La dependencia del pe-
nodo de retardo de la actividad cresolasa expresado
en funcion de la temperatura es mostrado por
(O - ©). Lascondiciones son las mismas que en la
figura 3.
Dependence of lag period with enzyme concentration. The reaction-
mixtureat 30' C included 1n a final volume of 1 ml: enzyme n a range
between 120-1200 ug/mi of partially purified PPO and 0.5 mM p-cresol
in 10 mM phosphate buffer, at pH 7.0 (@ --- @). The dependence of
the lag period with cresolase activity expressed in the reaction medium

as function of temperalure is shown by (O --- O). The conditions are
the same as fig. 3.

nida d aumentar la concentracién de enzima,
por tanto e periodo de retardo debe ser corre-
lacionado con e aumento en la actividad enzi-
mética: tanto s ésta se expresa por un incre-
mento en la concentracion de enzima como s
se debe a la activacion del enzima a incremen-
tar la temperatura.

Es un hecho bien documentado que e pe
riodo de retardo de la actividad cresolasa puede
ser acortado o eliminado por la adicion de
agentes reductores y o-difenoles; actuando es-
tos ultimos como co-sustratos (GARCIA CAR-
MONA et al., 1979; DUCKWORTH & COLE-
MAN, 1970). Esto ha sido interpretado en la
bibliografia asumiendo un centro de activiacion
para los o-difenoles (POMERANTZ & WAR-
NER, 1967), estableciendo la siguiente ecuacion
empirica para relacionar € periodo de retardo

con la concentracién de o-difenoles en d medio
de reaccion:

1 1
- +
L 1 1 K.

[o-difenol]

Donde L, I y K, representan, respectiva-
mente, € periodo de retardo en presencia y au-
sencia de o-difenol y la constante de activacion
para € o-difenol. La K,, puede interpretarse
como la constante de afinidad del o-difenol por
d centro de activacion. La figura 5, a repre-
senta d efecto de la concentracion de 4-metil
catecol sobre el periodo de retardo. El calculo
de la K,,, se obtiene de la representacién de la
figura5, b; evaluandose en 1.6 uM. Dicha K,
es relativamente alta cuando se compara con
otras PPOs (LERCH & ETTLINGER, 1972) y
muy pequefia cuando se compara con la Km
aparente para € 4-metil catecol.
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Ficura 5. Influenciadd 4-metil catecol sobred pe-

nodo de retardo. H medio de reaccion a 30° C in-
cluyeen un volumen find de 1 mi: 480 pg/ml de PPO
parcidmente purificada, p-cresol 05 mM y 4-metil
catecol (0-24 uM) en tampon fosfato 10 mM pH 7.0.
La gréfica insertada muestra los mismos resultados
utilizando la ecuacion (1) para cdcular la K,,.

Influence of 4-methyl catechol on the lag period. The reaclion medium
at 30" C contained in a final volume of 1 ml: 480 ug/ml of partially
purified PPO, 0.5 mM p-cresol and 4-methyl catechol (0-24 pM} in
10 mM phosphate buffer, at pH 7.0. Inset graph shows the same results
plotted according to equation (1) for calculating the K.

Cuando se estudi6 € efecto de la concentra-
cién de p-cresol sobre la actividad cresolasa en
un rango entre 0.25-2 mM, se observé que €
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periodo de retardo aumentaba al aumentar la
concentracion de sustrato (fig. 6, a).
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FiGura 6. (a) Efecto de la concentracion de subs-

trato sobre la actividad cresolasa de PPO. El medio
de reaccion a 30° C contiene, en un volumen total de
1 ml: 480 ug/ml de PPO parciamente purificada y
p-cresol en un rango entre 0-2 mM en tampdn fosfato
10 mM pH 7.0 (@ --- ®). La influencia de la con-
centracion de substrato sobre el periodo de retardo
bajo las mismas condiciones (O --- Q). (b) La gra-
fica insertada muestra la representacion de Hanes
para evaluar la Km aparente sobre e p-cresol.
(a) Effect of substrate concentration on cresolase activity of FQ The
reaction mixture at 30° Cincluded, in a total volume of 1 ml: 480 pg/ml
of partially puritied PPO and p-cresol n a range between 0-2 mM in 10
mM phosphate buffer, at pH 7.0 (@ - @). The intluence of substrate
concentration on the lag period under the same conditions (O --- Q).

(b) The inset graph shows the Hangs plot for evaluating the apparent
Km for p-cresol.

La Km aparente para p-cresol fue evaluada
mediante la representacién de Hanes (tig. 6, b),
obteniendo un valor de 0.5 mM. Este resultado
no puede ser comparado con la bibliografia, de-
bido a que la Km para laactividad cresolasa de
otras PPOs de uva no ha sido descrita, ya que
en general se ha negado la existencia de activi-
dad cresolasa en PPO de uva (NAKAMURA et
al., 1983). Esta falta de actividad cresolasa ha
sido explicada por la pérdida de dicha actividad
durante la extraccion y purificacion del enzima,
aunque los resultados de este trabajo parecen
indicar que mas que una pérdida real de la acti-
vidad, lo que puede ocurrir es un enmascara-
miento de la actividad por la pérdida de fenoles
durante los pasos de purificacion, 1o que pro-
voca un aumento importante en los periodos de
retardo.
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