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La Polifenoloxidasa (PFO) es la enzima que produce el pardeamiento
enzimadtico en frutasy vegetales. Es una enzima que contiene cobrey se
halla ampliamente distribuida en el reino vegetal. Esta enzima es la
encargada de producir el pardeamiento observado en frutasy verduras
frescas, y productos derivados de éstos, modificando las
caracteristicas nutricionales y organolépticas de estos alimentos,
depreciando su calidad. En la reaccion que cataliza, se forman quinonas
(pigmentos pardo-marrones) a partir de compuestos fendlicos
(sustrato de la enzima), como el 4-tert-butilcatecol -

(TBC).
La accidn de esta enzima produce la oxidacion de los
fenoles enddgenos a quinonas, y puede ser inhibidapor
calentamiento, por eliminacion del oxigeno en la 7
atmosfera que rodea el alimento o por agentes
quimicos. Debido a las pérdidas econdmicas que ocasiona la accion de la
PFO enlaindustria frutihorticola, se busca constantemente limitary/o
inhibir suaccion.

Las ciclodextrinas (CD) son azlcares macrociclicos naturales que
debido a suestructura forman complejos con compuestos poco solubles
enagua, como el TBC.

Objetwo del trabojo- >

Estudiar si la disminucion de la actividad enzimatica de PFO de Pera
Blanca de Aranjuez (PFO,) en presencia de p-ciclodextrina (PCD) se
debe a la formacidon de un complejo de inclusion con el sustrato (PCD-

TBC).

Con la finalidad de comprobar la formacion del complejo pCD-TBC, se
determinéd su constante (K.) utilizando el método de Higuchi-Connors
(1).

Ademads, se obtuvieron los espectros FTIR del complejo PCD-TBC, de

las drogas puras (PCD y TBC) y de la mezcla fisica de ambos en relacion
1.1,

Métodos

(1) Del Vadlle, E. Cyclodextrins and their uses: A review. Process
Biochemistry, 2004, 39,1033-1046.
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Del andlisis del diagrama de solubilidad de fases (Fig. 1) se pudo inferir
una estequiometria 1:1 para el complejo de inclusion, pCD-TBC, y se
obtuvo parala K unvalor de 12899 + 1195 M.

Observando los FTIR obtenidos (Fig. 2), se perciben diferencias entre
los espectros de TBCy de pCD-TBC, que ademds no se podrian atribuir
alamezclafisicay/oalapCD pura. Esto se considerd como evidenciade
la formacion del complejo de inclusion.

Posteriormente, se evalud el efecto de la PCD sobre la actividad de
PFO,. Teniendo en cuenta que existe una relacion no lineal entre la
velocidad de reaccidn enzimadtica y la concentracion de pCD presente
en el medio de reaccion, se obtuvo el valor de K. utilizando la ecuacion
de velocidad de Michaelis-Menten modificada (Ec. 2, (2)). Para la
aplicacidon de esta ecuacion se utilizaron los valores de V.. y K,, (9,36
mM min" y 13,19 mM, respectivamente) obtenidos a partir de la
evaluacion de la actividad de PFO, frente a TBC en ausencia de pCD. El
valor de K.fue 16888 M, similar al obtenido por otros autores.

Se pudo observar que al incluir PCD en el medio de reaccion, los
compuestos fendlicos de la fruta fueron oxidados por PFO, a la misma
quinona producida en ausencia de pPCD. Ademds, se observd que la
velocidad de oxidacion (AAbs/min) disminuyé progresivamente a
medida que se aumentd la concentracion de PCD, evidenciando que el
efecto inhibitorio de la actividad enzimatica se debe a la formacion del
complejo de inclusion.

(2) Orenes Pifiero, E., Garcia Carmona, F. y Sanchez Ferrer, A. Kinetic
characterization of diphenolase activity from Streptomyces
antibioticus tyrosinase in the presence and absence of cyclodextrins.

Journal of Molecular Catalysis B,2007,47,144-148.
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Fig. 1. Diagrama de solubilidad de fases para el sistema
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Ec. 1. Expresion de la ecuacién de numero de onda (cm )

velocidad de Michaelis-Menten.
Fig. 2. FTIR de p-Ciclodextrina (BCD), 4-tert-butilcatecol (TBC), mezcla fisica 1:1y
complejo CD-TBC.
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Ec. 2. Modificacién de la ecuacion de velocidad de Michaelis-Menten (2).
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