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Introduccion. La polifenol oxidasa (PFO) es una enzima
ampliamente distribuida en el reino vegetal y cataliza dos
reacciones diferentes: la hidroxilacion de monofenoles
(actividad monofenolasa) y la oxidacion de los o-difenoles a
o-quinonas (actividad difenolasa). Las o-quinonas son
posteriormente polimerizada para formar pigmentos color
café, rojo o negro (1). La PFO ha sido objeto de estudio
durante varios afios debido a que el oscurecimiento
enzimatico en frutas y vegetales produce una apariencia
desagradable y la pérdida de sus atributos de calidad.
Prevenir esta reaccion ha significado un reto muy importante
para cientificos del area de los alimentos (2). Un sustrato
ampliamente utilizado para el estudio de la enzima y sus
reacciones es el catecol, el cual también estd presente en
muchos vegetales, entre ellos el aguacate (3). La
espectroscopia IR ha mostrado ser una valiosa herramienta
en el analisis de estructuras y cambios estructurales de
moléculas bioldgicas, tanto a nivel de composicién como
dinamico. El objetivo de este trabajo es la deteccion y
caracterizacion cinética de la reaccion de PFO y catecol,
empleando espectroscopia infrarroja en modalidad de
refleccion total atenuada (ATR-FTIR) como método de
analisis.

Metodologia. Se empled la PFO de SIGMA (T3824-50KU,
tyrosinase-mushrom) la cual se diluy6 a 0.1 mg/ml en bufer
de fosfatos (HYCEL cat 21231, pH = 7) y Catechol
(SIGMA cat 135011) este se diluy6é a 120 mM en bufer Triz
—HCI 0.1M y pH 7.1. Para el anélisis de espectroscopia en
IR se utilizd un equipo con transformada de Fourier (FT-IR)
marca Bruker Modelo Vertex-70 con la técnica de
Ref!ectividad Total Atenuada (ATR) en el rango 400 - 4000
cm™.

Resultados y discusion. La figura 1 muestra los espectros
ATR-FTIR correspondientes a la absorcion infrarroja del
catecol durante el proceso de oxidacion por la PPO. Es
notable la presencia de bandas IR asociadas a vibraciones
moleculares caracteristicas tanto del sustrato como de la
enzima durante la reaccién. Como ejemplo se observa el
aumento en la intensidad de la banda centrada en 1262 cm™
asociada a un aumento en el nimero de enlaces tipo random
coil en la estructura de la PPO (4). La figura 2 muestra los
espectros ATR-FTIR de catecol y catecol oxidado por PPO
después de haber transcurrido algunas horas. Es notable la
reduccion en intensidad de algunas de las principales bandas
IR de catecol, lo cual sugiere la formacién gradual de o-
quinonas como resultado de la reaccion.
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Fig. 1. Espectros ATR-FTIR obtenidos durante el proceso de
oxidacion de catecol por la polifenol oxidasa en solucion.
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Fig. 2. Espectros ATR-FTIR de catecol y catecol oxidado por PFO.

Conclusiones. Mediante el empleo de la técnica de analisis
ATR-FTIR fue posible caracterizar la reaccion cinética de la
PFO y catecol, observandose cambios en la intensidad en
algunas de las principales bandas IR asociadas tanto a la
presencia de la molécula de catecol como de la de PFO.
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