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RESUMEN

La polifenol oxidasa es la enzima responsable del pardeamiento de frutas y vegetales, en los que ocasiona
disminucién de las propiedades organolépticas y nutricionales. En este trabajo se evalué la influencia de las
condiciones de extraccién (pH, concentracién, composicién del buffer y precipitacién proteica) sobre la actividad
de la polifenol oxidasa extraida de uchuva. La actividad polifenol oxidasa mis alta se obtuvo al extraer la enzima
utilizando buffer fosfato 0,2 M pH 6,0 suplementado con Triton® X-100 y polivinil pirrolidona y concentrando
las proteinas con acetona fria en una proporcion sobrenadante:acetona 1:1. Posteriormente, la polifenol oxidasa
se purificé parcialmente utilizando sistemas bifasicos acuosos formados por polietilenglicol y fosfato. Se evalué
el efecto de la composicién de las fases, el peso molecular del polietilenglicol y el pH. Los mejores resultados
se obtienen con un sistema formado por 5% de polietilenglicol 8000 y 14% de fosfato, en un pH de 5,5 con un
factor de purificacién de 4,65, un Ka de 4,70 y un porcentaje de rendimiento en la fase superior de 74,29%. Estos
resultados indican un efecto significativo de las condiciones de extraccién sobre la actividad polifenol oxidasa y
proporcionan un método ripido, simple y eficiente para el aislamiento de esta enzima.
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ABSTRACT

Polyphenol oxidase activity is responsible for the enzymatic browning of fruits and vegetables, and the end
products of the catalyzed reaction are detrimental to food quality, in both sensory and nutritional properties. In
this study we evaluated the influence of the extraction conditions (pH, concentration, composition of extraction
buffer and protein precipitation agent) on the activity of golden berry polyphenol oxidase. The extraction of
proteins with a mixture of Triton® X-100 and polyvinyl pyrrolidone in 0.2 M phosphate buffer at pH 6.0 and
precipitation with cold acetone in a ratio supernatant-acetone of 1:1 gave the higher polyphenol oxidase activity.
Partial purification of polyphenol oxidase was achieved using an aqueous two-phase system composed by
polyethylene glycol and phosphate. Eftect of phase composition, molecular weight of polythylene glycol and pH
of the system on enzyme partitioning was studied. The optimum system was found at pH 5.5 containing 5%
polythylene glycol 8000 and 14% phosphate, with Ka of 4.70, purification factor of 4.65 and a 74.29% yield of
enzyme activity in the top phase. These results show a significant effect of extraction conditions on polyphenol
oxidase activity and provide a quick, simple and efficient method for polyphenol oxidase isolation.

Keywords: Golden berry, polyphenol oxidase, extraction, isolation, aqueous two-phase systems.
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INTRODUCCION

La polifenol oxidasa (PPO por sus siglas en
inglés) es una metaloenzima que acttia durante el
procesamiento y la senescencia de frutas y vegetales,
catalizando dos tipos de reacciones que usan oxigeno
molecular como agente oxidante: la orfo-hidroxila-
cién de monofenoles para producir orfo-difenoles
y la posterior oxidacién de orto-difenoles a orto-
quinonas. Estas especies producidas son altamente
reactivas e inestables (1) y pueden reaccionar con
grupos amino y tiol de aminoacidos libres y proteinas
mediante mecanismos no enzimaticos, o reaccionar
covalentemente con otros compuestos fendlicos para
formar diferentes pigmentos, ocasionando asi el
efecto conocido como pardeamiento enzimdtico (2).
Este fendmeno causa deterioro en las caracteristicas
organolépticas de los productos, disminuye su valor
proteico y afecta las propiedades benéficas asociadas a
los compuestos fendlicos, causando grandes pérdidas
econdmicas en la industria de frutas y vegetales.

En un estudio realizado por Munoz et al., 2007
(3) se reporta la actividad polifenol oxidasa en frutos
de uchuva, Physalis peruviana L., planta que tiene un
alto contenido de compuestos fendlicos, vitaminas
y minerales. Esta especie es usada en medicina
tradicional como diurética, antipirética, en el trata-
miento de las cataratas, cincer, leucemia, hepatitis,
y reumatismo (4,5); sin embargo, sus propiedades
medicinales no han sido probadas cientificamente
(4). Algunos estudios indican que el consumo de
frutos de uchuva reduce la glucosa en sangre en
adultos jovenes después de 90 minutos postprandial,
causando un mayor efecto hipoglicémico después
de este periodo (5). Ademds, es de gran importancia
econdémica en el pais, por ser la fruta exdtica colom-
biana mds exportada (6).

Puesto que los procesos de extraccién y puri-
ficacién de PPO son pasos fundamentales en la
investigacion sobre la caracterizacién bioquimica,
los mecanismos de accién en los procesos de par-
deamiento enzimadtico y en la bisqueda de acciones
tendientes a disminuir o inhibir la actividad de esta
enzima, se requieren sistemas de extraccién y pu-
rificacién enzimaitica sencillos, ripidos y eficientes.
La literatura da cuenta de diversas metodologias
para la extraccién y purificacién de PPO de frutas
y vegetales. En el proceso de extraccién se reportan
metodologias con variaciones importantes en el
pH, la concentracién y la composicién del buffer de
extraccion (7-9), y en los procesos de precipitaciéon

proteica empleidndose principalmente sulfato de
amonio (7), y en algunas ocasiones acetona (10).
Los métodos convencionales para la purificacién de
esta enzima emplean separaciones cromatogréficas
usando dietilaminoetil (DEAE) y celulosa o sefa-
rosa, fenil u octil sefarosa, sephadex® G25 — G100
(11-13) como matrices. Sin embargo, son costosos
y esto dificulta su escalado (14, 15).

En los dltimos anos, las particiones por sistemas
bifisicos acuosos (SBA) han devenido una alternativa
interesante para la recuperacién y purificacién de
biomoléculas, entre otras las xilanasas, amilasas y
aminoglucosidasas (16-19). Estos sistemas se forman
al mezclar en un medio acuoso dos polimeros de ca-
dena flexible o un polimero y una sal por encima de
una concentracion critica, donde espontineamente se
originan 2 fases, una rica en polimero y otra rica en sal
o polimero. Macromoléculas como proteinas y dcidos
nuclefcos se reparten entre las 2 fases, dependiendo de
su peso molecular, carga e hidrofobicidad superficial
y de las condiciones del sistema, relacionadas con el
peso molecular, la concentracién de polimero, el pH'y
la fuerza iénica (20). Esta metodologia presenta algu-
nas ventajas frente a las separaciones cromatograficas
convencionales, puesto que es de ficil escalado, bajo
costo y proporciona, ademds, ambientes favorables
para las biomoléculas.

En este trabajo se evalda la influencia de las
condiciones de extraccién de PPO de uchuva y
se afsla esta enzima empleando sistemas acuosos
de dos fases (SBA) formados por polietilenglicol
(PEG) y fosfato. Ademds, se determina el efecto de
la composicién de las fases, el peso molecular del
PEG y el pH del sistema en la purificacién.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se emplearon uchuvas frescas en estados de ma-
duracién 4 y 5 (21), recolectadas en el municipio de
Rionegro (Antioquia) en febrero de 2009. Este ma-
terial fue identificado botdnicamente en el Herbario
de la Universidad de Antioquia donde se deposité un
espécimen. Los reactivos empleados en este estudio
tueron grado analitico. Se usé fostato de sodio dibésico,
fosfato de potasio monobidsico y sulfato de amonio
marca Carlo Erba®, polivinil pirrolidina, catecol y
4-metilcatecol (4MTC) marca Sigma, Triton® X-100
marca J. T. Baker®, acetona marca Merck®, PEG 600,
PEG 4000 y PEG 8000 marca Fluka.
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Obtencion del extracto enzimatico

Se sigui6 el procedimiento reportado por Munoz
etal.,2007 (3) con algunas modificaciones. Se parti6
de 20 g de frutos de uchuva previamente lavados
con abundante agua y jabén, que fueron homoge-
neizados con 40 mL de bufter fosfato 0,1 M, pH
6,5 suplementado con Triton® X-100 (1,5%). El jugo
obtenido se filtré sobre gasa y posteriormente se
centrifugd a 1250 x g durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante se sonicé a 40 kHz sobre bafio de hielo
durante 45 minutos y se centrifugé nuevamente a
3200 x g durante 60 minutos, con el fin de preci-
pitar los fenoles. El sobrenadante se designé como
extracto inicial. A partir de éste, se concentraron las
proteinas, usando acetona fria en una proporciéon de
sobrenadante:acetona 1:2y se separaron por centri-
fugacién a 3200 x g durante 25 minutos a 4°C. El
precipitado se suspendié en 1 mL del mismo buffer
empleado en la extraccién y se almacend a -20°C
hasta su utilizacién. Para determinar la influencia
del pH, la concentracién y la composicién del bufter
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de extraccién sobre la actividad PPO de uchuva, se
utilizé bufter citrato pH 4,0 y 5,0 y bufter fosfato
pH 6,0, 6,5 y 7,0. Después de determinar el mejor
pH para la extraccién se evalud la concentracién
del buffer, usando soluciones buffer 0,05 M, 0,1
My 0,2 M. Para evaluar la composicién del bufter
se usé PEG, PVP, Triton® X-100, icido ascérbico
y cloruro de sodio (NaCl). Las combinaciones y
concentraciones evaluadas se describen en la tabla
1. Después de determinar el pH, la concentracion
y composicion del buffer de extraccién que permi-
tiera obtener PPO con mayor actividad, se evalué
la precipitacién de proteinas empleando sulfato
de amonio y acetona como agentes precipitantes.
En el primer experimento se usé sulfato de amo-
nio entre 40 y 80% de saturacién, haciendo una
dialisis durante 36 horas con 3 cambios de bufter
para eliminar el exceso de sal. En el segundo se
usaron diferentes proporciones de acetona a -20
°C (sobrenadante:acetona 1:1, 1:2'y 1:3). El extracto
obtenido bajo las mejores condiciones se denominé
extracto purificado.

Tabla 1. Efecto de la composicién del buffer de extraccién (0,2 M, pH 6,0) sobre la actividad PPO, usando catecol

20 mM como sustrato.

Sistema Agentes adicionados Actividad enzimatica (UPPO)
1 PEG (1%) 86 = 10
2 PEG (5%) 146 = 23
3 PVP (0,5%) 85 23
4 PVP (1,5%) 174 =23
5 Triton® X-100 (1,5%) 199 + 33
6 PEG (5%) + 4cido ascérbico 10 mM 126 + 20
7 PVP (0,5%) y 4cido ascérbico 10 mM 60 = 16
8 Triton® X-100 (1,5%) + PEG (1%) 313 = 60
9 Triton® X-100 (1,5%) + PEG (1%) + NaCl (0,1%) 203 =33
10 Triton® X-100 (1,5%) + PVP (0,5%) 369 * 28
11 Triton® X-100 (1,5%) + PVP (0,5%) + 4cido ascérbico (10 mM) 131 £ 26

Evaluacidn de la actividad enzimatica

Laactividad PPO se determind por la medida de
la velocidad inicial de la formacién de orto-quinona a
25°C, indicada por un incremento en la absorbancia
2400 nm, usando catecol 20 mM y 4MTC 20 mM
como sustratos. Un incremento en la absorbancia
de 0,001 por minuto por mL de extracto se tomé
como una unidad de actividad PPO (UPPO) (8). El
incremento en la absorbancia fue lineal durante el
primer minuto y se midié en una cubeta que con-

tenfa 960 uL de sustrato (catecol 0 4MTC), disuelto
en buffer fosfato 0,2 M, pH 6,0 y 40 uL de extracto
enzimitico. Como control se utilizé una mezcla de
960 uL de sustrato y 40 uL de bufter fostato. Todas
las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo en
un espectrofotémetro Varian CaryBio® 50.

Determinacion del contenido proteico

El contenido de proteinas se determind si-
guiendo el método de Bradford, 1976 (22), usando
gammaglobulina (OVA) como estindar.
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Aislamiento por SBA

Una vez estandarizadas las condiciones de extrac-
cién de PPO de uchuva, se partié de 150 g de fruta'y
se obtuvo cantidad suficiente de extracto enzimatico
que fue usado en este paso de purificacién preliminar.
Se sigui6 la metodologia reportada por Bhalchandra
etal., 2006 (23), con algunas modificaciones. El siste-
ma bifisico se formé por PEG y fostato de potasio.
Se prepararon 2 g de cada sistema a pH 6,0. Los
constituyentes fueron mezclados y equilibrados
durante 30 minutos a 8°C. La separacion de las fases
se hizo por centrifugacién durante 15 minutos a
3200x ga 8°C. Se evalud el efecto de peso molecular
(PM) del PEG, empleando PEG 600, PEG 4000 y
PEG 8000. Con el fin de determinar la particién de
la PPO en una u otra fase se evalu6 la actividad en-
zimdtica en ambas fases. La concentracién de PEG y
de fosfato para cada una de las fases fue seleccionada
con base en particiones ya reportadas (23, 24). La
composicién de cada sistema se puede observar en
la tabla 2. Los pardmetros de purificacién, el coefi-
ciente de particién de la enzimay de la proteina, K,
y K., el factor de purificacién (FP), el porcentaje de
recuperacion de la actividad en la fase que contiene
la enzima (%R;) y el porcentaje de recuperacién de
laactividad total (%R ) se obtuvieron a partir de las
siguientes ecuaciones:

A
a = Ecuacion 1.
AI
_ Py
K,==—= Ecuacién 2.
1

donde A y A, son actividad enzimitica, en UPPO,
en la fase superior e inferior respectivamente, y pg
y p, son concentracién de proteinas en ug/mL de
OVA en la fase superior e inferior, respectivamente.

Ecuacion 3.

donde A, y A, representan la actividad enzimitica
en UPPO de la fase que contiene la enzima y
del extracto purificado respectivamente, y P y
P, representan la concentracién de protefnas en
ug/mL de OVA de la fase que contiene la enzima'y
del extracto purificado, respectivamente.
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donde V,y IV, son los volimenes de la fase que
contiene la enzima y la fase que no la contiene
respectivamente.

Tabla 2. Efecto del método de concentracién proteica
sobre el factor de purificacién y el porcentaje de
rendimiento. La actividad se midié empleando 4MTC
20 mM como sustrato.

Concentracion proteica FaF tor de Rendiﬂmiento
purificacion (%)
Sobrenadante:acetona (1:1) 294 + 0,4 69,1 £ 1,0
Sobrenadante:acetona (1:2) 13,7 22 47,4 75
Sobrenadante:acetona (1:3) 95+ 44 33,5+ 15,6
Sulfato de amonio (40% sat) 0,4+0,1 42+13
Sulfato de amonio (80% sat) 14,3 = 3,1 8,1=+17
Efecto del pH del SBA

El pH del sistema se varié entre 4,5y 6,5. Se
uso buffer citrato para pH 4,5 a 5,5 y buffer fosfato
parapH 6,0 a2 6,5.

Analisis estadistico

Los resultados muestran el promedio de dos
evaluaciones y cada evaluacién se hizo por dupli-
cado, dichos resultados se analizaron con ANOVA,
utilizando el test de Turkey como método de com-
paraciones multiples, con un nivel de confianza del
95% (a0 = 0,05). El andlisis de varianza se efectud
con el paquete estadistico GraphPad Prisma® 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacidon de condiciones de extraccion

PH y concentracion del buffer de extraccion

Los grificos de la figura 1 muestran la activi-
dad PPO de los extractos enzimdticos de PPO de
uchuva obtenidos empleando buffer de extraccién
con diferente pH y concentracién.
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Figura 1. Efecto del pH y de la concentracién del buffer de extraccién sobre la actividad PPO de uchuva. Se usé
Triton® X-100 y acetona en el proceso de extraccién y catecol 20 mM como sustrato. 1a) Efecto de pH. Para pH
4,0y 5,0 se usé buffer citrato 0,1 M y para pH 6,0 a 7,0 se usé butter fosfato 0,1 M. 1b) Efecto de concentracién de
bufter. Se usé buffer fosfato pH 6,0 en el proceso de extraccién.

En los procesos de extraccion de PPO de frutas
y vegetales se han empleado diversas soluciones
buffer con un amplio rango de pH, con lo cual
se ve la necesidad de determinar el pH del bufter
que garantice la mayor actividad de la PPO de
uchuva. El anilisis de varianza (ANOVA) de la
medicién de la actividad PPO de uchuva extraida
bajo diferentes pH muestra que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados
obtenidos (p < 0,0001). Como se observa en la
figura la, se presenta una mayor actividad PPO a
pH 6,0, mientras que una unidad por encima y por
debajo de este pH disminuye aproximadamente
al 40% la actividad enzimitica. Este hecho puede
atribuirse a que a un pH 6,0, la carga neta de los
aminoacidos del sitio activo y de la enzima, puede
favorecer las interacciones con el sustrato. Estudios
realizados en PPO de diversas fuentes muestran
que las propiedades de la enzima y las condiciones
de extraccién difieren segiin la especie vegetal.
Diferente a la PPO de uchuva, la PPO de férula
requiere un pH de 5,2 para su extraccién (8) mientras
que la PPO de vainilla requiere un pH de 8,0 (9).

Al igual que el pH, las propiedades de las pro-
tefnas estdn influenciadas también por la fuerza
i6nica, que es una funcién de la concentracién de
sales en el buffer. El anilisis de varianza (ANOVA)
muestra que existen diferencias estadisticamente
significativas entre la actividad PPO de la enzima
extraida con buffer fosfato a diferentes concentra-
ciones (p < 0,05). En la figura 1b) se observa que,
a medida que aumenta la concentracién del buftfer

de extraccién, aumenta la actividad enzimatica. El
empleo de bufter fosfato 0,2 M incrementa 2,6 veces
la actividad PPO con respecto a la obtenida con el
mismo buffer a una concentracién de 0,05 M. Este
hecho puede ser atribuido a diferentes causas; la
PPO es una enzima que es afectada por la concen-
tracién de iones fosfato, por lo tanto, la fuerza iénica
del medio puede alterar su actividad; por otro lado,
una concentracién baja del bufter (0,05 M) puede
no ejercer la capacidad amortiguadora requerida.

Composicion del buffer de extraccion

En los procesos de extraccién de PPO de dife-
rentes fuentes vegetales se ha empleado buffer de
extraccion con variada composicion. Asi, se reporta
el empleo de diversos suplementos, entre ellos PVP,
Triton® (25), PEG o sus combinaciones, sales como
NaCl (7) y antioxidantes como el 4cido ascérbico
(26). A partir de procedimientos de extracciéon
reportados, se seleccionaron las concentraciones
y las combinaciones de las sustancias adicionadas
en el proceso de extraccién de la PPO de uchuva.
En la tabla 1 se indica la composicién y la actividad
enzimitica encontrada con cada buffer, con su res-
pectiva desviacién estindar.

Es posible que durante la extraccién de PPO
ocurran reacciones de pardeamiento que causen una
inactivacién parcial de la enzima. Pero estas reac-
ciones se pueden prevenir mediante la utilizacién
de agentes adsorbentes de fenoles como PEG y PVP
(27). Ast, los resultados obtenidos muestran que una
mayor concentracién de PEG o PVP permite una
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mayor actividad enzimdtica. La combinacién del
detergente Triton® X-100 con un agente reductor de
tenoles (PEG o PVP) incrementa significativamente
la actividad enzimatica, en contraste con los sistemas
en que estas sustancias se usan individualmente,
como se puede notar al comparar los sistemas 1y 3
con 8 y 10 respectivamente, donde se produce un
incremento de 3,6 y 4,3 veces, respectivamente, en
la actividad enzimitica al adicionar Triton® X-100.
Otros autores han informado sobre un incremento
en la actividad enzimitica por el tratamiento con el
detergente Triton® X-100 (28, 29).

La adicién de NaCl produjo una disminucién
significativa en la actividad PPO, como se muestra
en los sistemas 8 y 9. El NaCl puede producir un
incremento en la fuerza idnica que modifica la
carga neta de la enzima y por tanto la reactividad
de sus grupos cataliticos. Ademds, un aumento en
la fuerza i6nica puede provocar una deshidratacién
de los grupos iénicos superficiales de la enzima,
ocasionando un rompimiento en los puentes de hi-
drégeno y/o en las interacciones electrostiticas y, por
lo tanto, una agregacién de la proteina ocasionando
su desnaturalizacién. La adicién de dcido ascérbico
en el buffer, para prevenir la oxidacién durante la
extraccién, disminuye también la actividad enzi-
mitica. Esto se nota al comparar los sistemas 2, 3
y 10 con los sistemas 6, 7 y 11, respectivamente,
donde se ve una disminucién del 14,29y 65% en la
actividad enzimdtica de los sistemas que contienen
acido ascorbico. Este hecho puede atribuirse a una
inhibicién de la enzima por este compuesto durante
el aislamiento, ya que el dcido ascérbico, ademis de
reducir las quinonas formadas durante la oxidacién,
puede quelar el cobre del sitio activo de la enzima
(30) o reducir el Cu®* del sitio catalitico a Cu™ (31).

Concentracién de proteinas

En la figura 2 se muestra el efecto de la acetona
y del sulfato de amonio sobre la actividad enzi-
mitica y la concentracién de proteinas. Se observa
que la concentracién con acetona aumenta signifi-
cativamente la actividad enzimdtica con respecto
al extracto inicial (sin precipitar), mientras que la
concentracién con sulfato de amonio no muestra
incrementos significativos en esta actividad.

La actividad PPO de uchuva se incrementa
10, 4, 7,1 y 5,0 veces al concentrar la proteina con
proporciones 1:1, 1:2y 1:3 de sobrenadante:acetona
respectivamente, mientras que la actividad se incre-
menta s6lo en 1,2 veces al concentrar con sulfato de

amonio. Ademis se muestra que, a medida que se
incrementa la proporcién de acetona se incrementa
la concentracién proteica y se disminuye la actividad
PPO. Este hecho se observa en la tabla 2, donde el
factor de purificacién es mayor para la concentra-
cién con acetona. Asi, un mayor volumen de acetona
hace al método de concentracién menos selectivo
parala PPO de uchuva. De igual manera se observa
que la concentracién con sulfato de amonio no es
selectiva para esta enzima. Al igual que el factor
de purificacién, el rendimiento de esta enzima es
significativamente mayor al usar acetona, en com-
paracién con el rendimiento obtenido al emplear
sulfato de amonio. En la concentracién con acetona
se observa que los incrementos en la proporcién
de acetona disminuyen ampliamente el factor de
purificacién y el rendimiento de esta enzima.
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Figura 2. Actividad enzimitica y concentracién proteica
de extractos enzimiticos empleando fraccionamiento
salting out con sulfato de amonio y precipitacién por
solventes orgidnicos empleando acetona a -20°C. La
actividad se midi6 empleando 4MTC 20 mM como
sustrato.

Purificacién por SBA

Efecto de la composicién de las fases

Como se observa en la tabla 3, la composicion
de las fases afecta significativamente el coeficiente
de particién de la enzima, Ka y el factor de puri-
ficacién, FP. La PPO de uchuva se localiza en la
fase superior rica en PEG, de manera similar a lo
reportado para PPO de batata (23). Los mejores
resultados, en términos de altos valores de Ka, FP
y % de recuperacidn, se obtuvieron en los sistemas
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1y 5, que contienen la menor concentracién de
PEG. Los incrementos en la concentracién de PEG
disminuyen significativamente el coeficiente Ka
y el factor de purificacién. Como la particién de
las biomoléculas en estos sistemas depende de un
efecto de exclusién por volumen en la fase rica en
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polimero y de un efecto salting out en la fase rica en
sal (24), la disminucién en el coeficiente Kay en el
factor de purificaciéon de PPO de uchuva con in-
crementos sucesivos de PEG permite establecer que
en la particién de esta enzima predomina el efecto
de exclusién por volumen sobre el efecto salting out.

Tabla 3. Efecto del peso molecular de PEG vy la concentracién de PEG vy fosfato sobre la particién de PPO de
uchuva, usando 4MTC como sustrato y manteniendo el sistema a un pH de 6,0.

No. lel\é (0}: ];:)2)) f;s}f;;‘; Ka Kp FP %R, %R,
1 | 4000 [ s 14 | 43203 | 21%00 | 42+05 | 614£03 | 550 %26
2 | 4000 | 8 21 | 36408 | 14201 | 30205 | 65975 | 414+24
3| 4000 | 12 12 20203 | 19+01 | 24202 | 91+35 | 426=27
4 | 4000 | 18 12 | 18202 | 17201 | 18+02 | 726=25 | 373 % 16
5 [ so00 | 5 14 | 47405 | 1,6+0,1 | 47+05 | 74346 | 500 =17
6 | so00 | 8 21 | 38+04 | 13200 | 3208 | 70514 | 44123
7 | so00 | 12 12 23202 |20%01 | 23+03 | 719+18 | 398 =20
8 | soo0 | 18 12 | 17201 [ 13%00 | 15201 | 720+19 | 285=27

Efecto del peso molecular del PEG

En este estudio se determind el efecto del peso
molecular del PEG 600, PEG 4000 y PEG 8000.
Sin embargo, con PEG 600 no hubo formacién de
dos fases y, por tanto, no se muestran resultados
al respecto. Como se observa en la tabla 3, el peso
molecular de los PEG evaluados, 4000 y 8000, no
tuvo un efecto significativo sobre la particiéon de
la PPO de uchuva. Se ha reportado que el peso
molecular del PEG contribuye significativamente
al comportamiento en la particién de proteinas que
tienen un peso molecular mayor a 50 kDa (32, 33).
Sin embargo, estudios electroforéticos por SDS-
PAGE han mostrado que la PPO de uchuva tiene
un peso molecular de = 30 kDa (34). Este hecho
podria explicar el poco efecto del peso molecular del
PEG sobre la particién de PPO de uchuva, contrario
alo observado en la particién de PPO de batata que
registra un peso molecular de = 60 — 69 kDa (23) y
donde los valores Ka y FP varifan substancialmente
al usar PEG 4000 y PEG 8000.

Efecto del pH sobre la particién de PPO

El efecto del pH fue evaluado empleando el
sistema 5. Se hizo variacién en el pH del sistema
entre 4,5y 6,5. Como se observa en la figura 3, el
pH ejerci6 un efecto significativo sobre el Kay el FP,
observindose que un pH de 5,5 es adecuado para
el aislamiento de PPO de uchuva. Una unidad por
encima de este pH (6,5) disminuye de 4,89 a 1,83
el Kayde 5,59a3,22 ¢l FP.

Se observa también que no hay un comporta-
miento regular en la particién de la PPO de uchuva,
puesto que se presentan dos pH con buenos reportes
de Kay FP (pH 4,5y 5,5). Finalmente, en la tabla
4 aparece un resumen de las caracteristicas de la
purificacién obtenidas durante la estandarizacién
de las condiciones de extraccién y la purificacién
por sistemas bifisicos partiendo del extracto inicial
(sin precipitar). Puede verse como la metodologia
propuesta en este trabajo es una buena alternativa en
la purificacién de PPO porque logra altos niveles de
purificacién. Sin embargo, es necesario continuar el
estudio para proponer una alternativa con mayores
rendimientos en la purificacion.
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—e— Coeficiente de particién, Ka

—a— Factor de purificacién

1 T T T
4.0 4.5 5.0 5.5

pH

6.0 6.5 7.0

Figura 3. Efecto del pH del sistema sobre el aislamiento de PPO de uchuva, empleando un sistema bifisico acuoso
tormado por 5% de PEG 8000 y 14% de fosfato. La actividad enzimdtica se midié usando 4MTC 20 mM como

sustrato.

Tabla 4. Parimetros de purificacién de PPO de uchuva después de estandarizar las condiciones de extraccién
y posterior purificacién por SBA. La actividad enzimdtica se determiné usando 4-MTC 20 mM como sustrato.

Fraccién Volumen (mL) Conc,entraci(’m de | Actividad |Actividad especifica FaFtor de Rendimiento (%)
proteinas (mg/mL) | (UPPO) (UPPO/mg) purificacion
Extracto inicial 15 1,40 141,0 = 25 100,4 = 17 1,0 = 0,0 100,0 = 0,0
Acetona (1:1) 1 0,39 1260,8 = 21 3224,6 = 53 32,1 £0,5 59,6 = 1,0
SBA 0,55 0,03 532,6 = 18 17016,0 = 566 169,4 = 5,6 13,9 £ 0,5
CONCLUSIONES AGRADECIMIENTOS

Este trabajo muestra cémo modificaciones en
las condiciones de extraccién, como pH, concen-
tracién, composicion del buffer de extraccién y
precipitacién proteica, afectan significativamente la
actividad catalitica de la PPO. El empleo de bufter
fosfato 0,2 M, pH 6,0 conteniendo 0,5% (v/v) de
Triton® X-100 y 1,5% (p/v) de PVP durante la ex-
traccion y la concentracién proteica con acetona, en
una proporcién de sobrenadante:acetona 1:1 permite
la obtencién de PPO de uchuva con mayor activi-
dad. Ademds, se propone una metodologia sencilla
y rdpida para el aislamiento de PPO de uchuva, por
medio de un sistema acuoso de dos fases formado
por 5% de PEG 8000 y 14% de fosfato, lo que per-
mite obtener un alto factor de purificacién y buen
rendimiento. Se propone la particién por sistemas
acuosos de dos fases como técnica de purificacién
primaria para reducir el volumen de interferencias
durante la extraccién y purificacién de PPO.

Los autores agradecen al proyecto E01467 Sos-
tenibilidad 2009-2010 por el apoyo financiero para
la realizacién del presente trabajo.
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NUESTROS SERVICIOS

- Asesoria técnica en procesos de alimentos a microem-
presas y vendedores ambulantes.

- Propuesta educativa para el fomento de habitos de alimen-
tacion saludable en estudiantes de bdasica primaria y bachi-
llerato (Media Técnica).

- Asesorias para comedores comunitarios y restaurantes es-
colares con énfasis en transformacion de alimentos, apun-

COORDINADORA: Diana Maria Granda Restrepo
dgranda@farmacia.udea.edu.co / Teléfono: 219-54-74

tando a mejorar el consumo y la calidad de los nutrientes
carenciales que padece nuestra poblacion.

- Formulacién y ejecucion de proyectos comunitarios enfoca-
dos a la explotacién de recursos agricolas de la region.

- Capacitacion en transformacion de alimentos tales como:
Yogur, Kumis, Queso Crema, Mermeladas, Compotas, Pul-
pas, entre otros.

- Asesoria empresarial en las buenas practicas de manufactura.




