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calidad sin, o al menos reduciendo, el pardeamiento enzimatico (Valero y
cols. 1989).

En este trabajo, la muestra de PPO de uva Monastrell cultivada de forma
ecologica y tradicional, fue parcialmente purificada usando una modificacion
del método descrito por Sanchez-Ferrer et al. (1989), que consiste en la
separacion de fases con TX-114 (mds detalles en materiales y métodos).
Mediante este método, la enzima fue extraida en estado latente y pudo ser
activada por diferentes métodos (choque acido, detergentes, proteasas) tal y
como habia sido descrito en la bibliogratia (Sanchez-Ferrer y cols. 1989).

Las muestras de PPO de uva Monastrell ecologica y tradicional fueron
sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida, mostrando en ambos casos
una sola banda cuando se tifieron los geles para actividad usando L-Dopa y
MBTH como sustratos en ambos casos (Fig 1). Este resultado fue similar al
obtenido para PPO soluble de patata (Sdnchez-Ferrer y cols. 1993) lechuga
iceberg (Chazarra y cols. 1996) platano (Sojo y cols. 1998) y champifiéon
(Nufiez-Delicado y cols. 2003). Por otra parte, la figura 1 muestra la misma
banda electroforética en ambos casos, indicando por tanto la presencia de la
misma isoenzima de PPO en uvas Monastrell cultivadas de forma ecoldgica
(Fig.1B) o tradicional (Fig. 1A).

Cuando se estudio la actividad de PPO usando TBC como sustrato a
diferentes valores de pH en ausencia de SDS, ambas enzimas: de uva, ecoldgica
y tradicional, mostraron un dptimo a pH 4.0 (figura 2A, ® .m0 ). Estos datos
coincidieron con el pH dptimo descrito previamente para PPO de uva cultiva-
da por el sistema tradicional (Sanchez-Ferrer, 1989). El bajo pH 6ptimo fue
resultado de la activacion de la enzima por choque acido. Este pH Optimo se
desplazd a pH 5.0 en presencia de 3.5 mM de SDS en ambos casos (figura 2A,
o ,0 ). Este efecto de desplazamiento de pH en presencia de SDS ya ha sido
descrito anteriormente para PPO de champifién (Nufiez-Delicado y cols. 2003).

La figura 2A también muestra que la actividad de PPO de uva ecologica
(Fig. 2A,e.0) fue el doble (P<0.05) que la observada para uva tradicional
(Fig. 2A,m,0), tanto en presencia como en ausencia de SDS. EI mayor
grado de activacion se obtuvo a pH 6.0 en ambos casos (figura 2B) con un
valor de activacion de 8.6 y 7 veces para uva ecolégica y tradicional,
respectivamente.

Para una mejor caracterizacion de las diferencias entre los dos tipos de
cultivo, se estudio el efecto de la concentracion de SDS, a pH 6.0. La figura
3 muestra que el proceso de activacion fue saturable, presentando la maxima
actividad a 3.5 mM de SDS para ambos tipos de uva: Monastrell ecologica y
tradicional. Una vez mas, la actividad de PPO en presencia de SDS fue
aproximadamente dos veces mayor en uva Monastrell ecolégica que
tradicional (P<<0.001).
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El grado de activacidn de la enzima también fue dependiente del sustrato
utilizado: TBC, 4MC, CGA. Se encontrd una alta dependencia entre el grado
de activacion y la hidrofobicidad del sustrato (TBC=4MC>CGA). Los
cambios en la conformacion de la enzima provocados por el detergente en el
proceso de activacion, favorecen el acceso de los sustratos hidréfobos al centro
activo de la enzima, tal y como ha sido descrito previamente en la bibliografia
para PPO de hoja de patata (Sanchez-Ferrer y cols. 1993).

Finalmente, también se estudio la activacion proteolitica de la enzima
en presencia de 0.5 mg/mL de tripsina (Fig. 4). El proceso de activacion fue
dependiente del tiempo, presentando la maxima activacion tras 20 minutos
de incubacién. En el caso de uva ecoldgica. la enzima latente se activo 29
veces, practicamente el doble que el grado de activacion alcanzado por PPO
de uva tradicional {17 veces). La actividad de PPO activada por tripsina de
uva ecologica y tradicional fue independiente del pH entre 3.0y 7.5 (Fig.5A).
El maximo grado de activacion proteolitica de ambas PPOs latentes fue en-
contrado a pH basico (Fig. 5B). En ambos tipos de uva Monastrell, ecologica
y tradicional, el grado de activacidén obtenido usando tripsina como agente
activador fue mds alto (2 o 3 veces) que con choque acido y SDS.

Enresumen, este estudio revela que PPO de uva Monastrell ecologica y
tradicional se extrae en estado latente y puede ser activada por diferentes
métodos como pueden ser: choque 4cido, SDS vy tripsina, siendo el altimo
metodo de activacion el mas efectivo (29 vs 17 veces para uva ecoldgica y
tradicional, respectivamente). La alta actividad de PPO presentada en uva
Monastrell ecologica comparada, con uva tradicional, podria ser el resultado
de los cambios en el metabolismo fenolico de plantas en ausencia de pesticidas
sintéticos y fertilizantes minerales facilmente solubles, especialmente cobre
y azufre. Este aumento de la actividad de PPO puede contribuir a crear
resistencias a enfermedades en cultivos ecologicos, por rapida oxidacion de
fenoles a quinonas que inhiben la poligalacturonasa de patogenos (Ohazurike
y Arinze 1996).

Como conclusion, los resultados presentados en este articulo sugieren
que PPO puede ser considerada como un marcador enddgeno especifico para
la diferenciacion de uva Monastrell ecoldgica y tradicional, tal y como ha
sido descrito previamente en melocoton y pera ecologica (Carbonaro y cols.
2001). Estos datos indican que los vinos obtenidos a partir dc uva ecologica
pueden estar mas oxidados que los obtenidos a partir de uva tradicional por
la mayor actividad de PPO observada en uvas ecoldgicas.
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5. TABLAS Y FIGURAS

4-tert-Nutylcatechol” 4-Methyleatechol” Chlarogenic acid®

PPO de uva Monastrell 8.6 53 3

ecoldgica

PPO de uva Monastrell T 3.6 1.5
ional

*Medido en ¢l medio de reaccion estindar, en ausencia o presencis de SDS 3.5 mM.
"Medido en el medio de reaccion estindar, pero usando como sustrato 4-metiloatecol
2.5 mM. en ausencia o presencia de SDS 3.5 mM.

“Medido en ¢l medio de reaccidn estandar, pero usando como sustrato deido clorogénico
2.5 mM, en ausencia o presencia de SDS 3,5 mM. o

TABLA 1 (Nidez Delicado y cols, 2005): Grado de activicion por SDS de PPO de uva
Monasirell ecologica v radicional. usando diferentes sustratos.

A B

*_-—..

FIGURA 1 (Nuiiez Delicado y cols. 2005): Electroforesis en gel de pohacrilamida (10%)
de (A) PPO de uva Maonastrell tradicional y (B) PPO de uva Monastrell ecologica, tefidos
por actividad sobre SmM de L-Dopa y 2mM de MBTH en tampin acetato (pH 4.0).
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FIGURA 2 (Niriez Delicado y cols. 2005): Efecto del pH cn la actividad de PPO de uva
Monastrell en tampdn acetato 10 mM (pH 3.0-5.0} o tampon fosfato 10 mM (pH 6.0-7.5).
El medio de reaccion a 25 “C contenia 2.5 mM de TBC y 25 mg/mL de PPO parcialmente
purificada. PPO de uva Monastrell ecologica en ausencia (@) ¢ presencia (C) de 3.5 mM de
SDS. PPO de uva Monastrell tradicional en ausencia (m) o presencia (o) de 3.5 de SDS. (B)
grado de activacion por SDS en uva Monastrell ccolégica (e) y tradicional (m).
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FIGURA 3 {(Nuifiez Delicado y cols. 2005): Efecto de la concentracion de SDS en PPO de
uva Monastrell. El medio de reaccion a 25 °C contenia en tampon fosfato 10 mM pH 6.0,
TBC 2.5 mM, concentraciones crecientes de SDS (0-10 mM) y 25 mg/mL de PPO
parcialmente purificada de uva ecolégica (@) o tradicional (w).
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FIGURA 4 (Ninez Delicado y cols. 2005): Efecto de la incubacion de PPO de uva Monastrell
con tripsina durante un tiempo determinado. El medio de reaccion a 25 °C contenia en
tampon fosfato 10 mM pH 6.0, TBC 2.5 mM y 25 mg/inL de PPO uva Monasirell ecologica
incubada con tripsina 0.5 mg/mL durante diferentes tiempos (@) & 25 mg/mL de PPO de uva
Monastrell tradicional incubada con tripsina 0.5 mg/mL durante diferentes tiempos {m).
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FIGURA 5 (Nunez Delicado y cols. 2005): Efecto del pH sobre la actividad de PPO de uva
Monastrell activada con tripsina, en tampon acetato 10 mM (pH 3.0-5.0) o tampédn fosfato
10 mM (pH 6.0-7.5). El medio de reaccion a 25 °C contcenia 2.5 mM de TBC y 25 mg/mL de:
PPO de uva ecologica activada con tripsina (e) o PPO de uva tradicional activada con

tripsina (m). (B} grado de activacion por tripsina en PPO de uva Monastrell ecologica (e) y
tradicional (w) a difcrentes pHs.
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