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INTRODUCCION
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El aceite de oliva virgen (AOV) es |a principal grasa de la dieta mediterranea y posee numerosos beneficios nutricionales y excelentes
propiedades organolépticas debido, principalmente, a los compuestos fenolicos presentes en su composicion. El contenido fendlico del
AOV depende del contenido de glucosidos fenolicos presentes en la aceituna, que son transformados mediante reacciones hidroliticas y

oxidativas [1].

La enzima mas importante en la degradacion oxidativa de los ot LR DlH Al ?
compuestos fenolicos durante el proceso de extraccion del AOV es la monofenolasa N oH [ difenclasa s 0
polifenol oxidasa (PPO). Esta enzima puede tener actividad mono o | [~ | Hidroxilacion [~ T oxidacien [~
difenolasa (Figura 1), por lo que esta implicada tanto en la degradacion B b J I
de compuestos fenolicos como en la sintesis de ortodifenoles [1]. PPO """3-'5?:_'::_-. PPO

El objetivo de este trabajo es caracterizar estas enzimas para R I; R
comprender mejor el metabolismo y la degradacion de los compuestos

fenolicos.

M ETO Do I.OG iA Figura 1. Reacciones que cataliza la polifenol oxidasa (PPO).

Se han extraido los compuestos fenolicos de aceitunas de diferentes variedades, estadios de maduracion y diferentes condiciones
experimentales, asi como de sus correspondientes AOVs [1] y han sido analizados mediante HPLC [2].

Se han identificado 2 genes de polifenol oxidasa (OePPO1 y OePP0O2) a partir de un transcriptoma obtenido con distintas variedades de
olivo, seleccionadas por su distinto perfil fenolico y sometidas a diferentes estreses bioticos y abioticos [3]. Ambos genes se han
sintetizado, clonado en el vector pGEX6p.1 y expresado en E. coli (cepa BL21).

Se ha optimizado la extraccion y purificacion de las proteinas recombinantes (PPO1 y PPO2) utilizando cromatografia de afinidad
(Glutathion Sepharose 4B) [4]. La pureza de las proteinas se ha calculado mediante electroforesis (SDS-PAGE) y analisis densitométrico, y
su concentracion estimada mediante el método de Bradford. Se han caracterizado funcionalmente ambas proteinas recombinantes

utilizando métodos espectrofotomeétricos y cromatograficos (HPLC).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto PPO1 como PPO2 se han obtenido con altos porcentajes de

pureza. Sin embargo, como se observa en la Figura 2, se consigue A | Area inicial de HTY | B | Area inicial de HTY
una mayor solubilizacion de PPO2 que de PPO1 (FS), lo que permite / /
obtener mayor cantidad de PPO2 (E). En el caso de PPO1 se observa
una doble banda (E) debido a una baja induccion, que provoca un Area de HTY
plegamiento incorrecto de la proteina, por lo que se obtiene una tras la reaccién -
mezcla de moléculas mal plegadas (banda superior) y moléculas que Area de HTY
si se han plegado de manera correcta (banda inferior), siendo estas / tras la reaccion
las que poseen actividad [5].
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Figura 2. Gel (SDS-PAGE) con los extractos tras la rotura de E. coli (FT, fraccién
total y FS, fraccidn soluble) y tras la purificacion de las proteinas recombinantes
PPO1y PPO2 (NoP, no pegado y E, eluido). Se utiliza BL21 como control.
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Figura 3. Fragmento del cromatograma tras la reaccion de PPO1 (A) y PPO2 (B) con
2,5 mM HTY, obtenido mediante HPLC.

Se ha demostrado que PPO1 y PPO2 son activas frente al hidroxitirosol
(HTY), el o-difenol mas importante del AOV, por lo que es posible
afirmar que ambas proteinas recombinantes poseen actividad
difenolasa (Figura 3). En ambos casos, tras la reaccion, se observa una
disminucion de HTY y la aparicion de diversos productos de oxidacion.

Se ha completado la caracterizacion cinética de ambas enzimas por
metodos espectrofotomeétricos, usando terbutilcatecol como sustrato.
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