
Pesare circa 6 g di uva del vitigno Nero Antico (Gessopalena), dopo aver tolto la

buccia, si taglia la polpa e si sospende in 1 ml di tampone McIlvaine (0.1 M acido

citrico/0.2 M Na2HPO4) pH 5.0, si omogeneizza in ghiaccio fino ad ottenere una

soluzione omogenea. La soluzione ottenuta si centrifuga per circa 5 minuti a

13000xg, si raccoglie il sopranatante (nostro campione) evitando di toccare il

pellet.

L'attività catecolasica del PPO è valutata spettrofotometricamente, registrando a T

ambiente, per circa 7 minuti, l'aumento dell'assorbanza a 400 nm.

L’attività enzimatica si calcola conoscendo la variazione di assorbanza nel tempo

alla lunghezza d’onda di 400 nm.

Protocollo sperimentale:



4-Methylcatechol4-Methylphenol o p-Cresol Pirocatecolo (catechol)

Substrati per la polifenolossidasi

Diversi substrati per l’attività catecolasica:

Monofenolo 

o-Difenolo  Benzochinone  

PPO + O2

PPO + O2

attività cresolasica

attività catecolasica

attività cresolasica attività catecolasica



Metodo spettrofotometrico

Occorre che substrato e prodotto abbiano un

diverso assorbimento in qualche zona dello spettro

(visibile-ultravioletto)

o-Difenolo  Benzochinone  

PPO + O2

incolore giallo
λ400 nm



Spettrofotometro a singolo raggio

Luce:
Visibile/ultraviol

etto

Prisma campione

La radiazione 
proveniente dal 

monocromatore è 
inviata al campione

Sorgente luminosa Monocromatore Comparto celle Rivelatore

Il raggio passa 
attraverso il 
campione e 
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Relazione tra concentrazione ed assorbimento di una 
sostanza ad una certa lunghezza d’onda

Legge di lambert-Beer:   A = LogIo /I = ελcd

I0 I

sorgente monocromatore campione rilevatore

L’assorbanza è proporzionale sia alla concentrazione della sostanza assorbente sia
allo spessore dello strato attraversato.
A = Assorbanza, di solito viene chiamata densità ottica (OD, Optical Density).
ε = Coefficiente di estinzione molare (dm3 mol-1 cm-1) della sostanza che assorbe
luce alla lunghezza d’onda λ, con un cammino ottico di 1 cm.
c = concentrazione molare (moli/L) della soluzione che assorbe la luce.
d = cammino ottico della radiazione nella soluzione (o spessore).



Per determinare la velocità della reazione enzimatica:

Sfruttiamo la legge di Lambert-Beer

A = ε C d         ΔA = ε ΔC d

min x  ε x cm

ΔA
ΔC (mol/L) = 

L           
mol x cm

In base alle legge di Lambert-Beer, occorre conoscere il coefficiente di estinzione molare (ε)

del pirocatecolo (chinone) a 400 nm che rappresenta l’assorbanza di una soluzione con

concentrazione 1 M e cammino ottico unitario (1 cm).

ε = 1417 mol/L (M)

ε = 1,417 mmol/L (mM)

ε = 0,001417 μmol/L (μM)

Ricordate che:

1 mol/L = 1 mmol/mL

1 mmol/L = 1 μmol/mL

1μmol/L = 1 nmol/mL

Ai fini pratici si utilizza la concentrazione c in mmol/L.
Per il pirocatecolo a 400 nm, ε x d = 1,417 mmol/L (μmol/mL)



J. Herbert Waite. Calculating Extinction
Coefficients for Enzymatically Produced o-
Quinones. Analytical Biochemistry 75, 211-218 (1976)



Determinazione dell’unità enzimatica (UI)

Corrisponde alla quantità di enzima che converte 1 µmole di reagente nel
prodotto in 1 minuto, nelle condizioni di reazione standard (ottimali)

UI   =
ΔA    Vtot

ε d    t    Ve

Unità enzimatiche
(μmol x min-1 x L-1 (U/L))

Variazione di assorbanza 
(A campione - A bianco) Volume miscela di reazione (mL)

Coefficiente di 
estinzione molare Cammino 

Ottico (cm) Tempo della reazione (minuti)

Volume del campione (mL)

1000
Rapporta la
concentrazione
ad 1 litro



Calcolo del ΔA/min

Substrato utilizzato catecolo e lettura dell’assorbanza a 400 nm

Y= m*x+q

Variabile 
dipendente 

Variabile 
indipendente 

Coefficiente angolare 
o pendenza della retta

intercetta

y = 133,12x + 45,067
R² = 0,9973
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Preparare il substrato alla concentrazione di 0,1 M: pesare la quantità

corrispondente in grammi pari a 0,1 M di catecolo e sciogliere in tampone

McIlvaine, pH 5,0.

Preparare l’inibitore alla concentrazione di 50 mM: pesare la quantità

corrispondente in grammi pari a 50 mM di acido ascorbico e sciogliere in

tampone McIlvaine, pH 5,0.

M= moli/L

Protocollo di lavoro



Attività PPO
Substrato pirocatecolo (0,1 M) 900 μL
Succo d’uva 100 μl

Protocollo di lavoro

Bianco

Substrato pirocatecolo (0,1 M) 1 mL

Inibizione dell’attività PPO*
Succo d’uva 100 μL
Inibitore (acido ascorbico 50 mM) 50 μL

Substrato pirocatecolo (0,1 M) 850 μL

* Una volta aggiunto l’inibitore al succo d’uva, incubare per circa 30 minuti ed infine
aggiungere il substrato.



CALCOLO DELLA VELOCITÀ INIZIALE DELLA REAZIONE:

A = C x ε x d (legge di Lambert-Beer)
ΔA/Δt (assorbanza/min) = variazione di assorbanza al minuto
ε = coefficiente di estinzione molare per il catecolo = 1417 (mol-1 L cm-1 )
d = cammino ottico = 1 cm

Calcolare le µmoli di prodotto formate in 1 mL di miscela di reazione:
dividere il valore di ΔA/min per il coefficiente di estinzione molare (µmoli/mL) del catecolo
(λ400 nm = 1,42 μmoli-1 mL cm-1) e per il cammino ottico (1 cm).

Calcolare le unità di attività enzimatica/mL (UI) di soluzione saggiata, tenendo conto dei µL
di omogenato di uva utilizzati per il saggio. (Una unità enzimatica è la quantità di enzima
che converte in prodotto una µmole di substrato per minuto nelle condizioni ottimali di pH e
temperatura per il saggio).

U/mL = 
μmoli prodotto/mL x V miscela di reazione (1 mL)

Ve (0,100 mL di succo d’uva)

(Una unità enzimatica è la quantità di enzima che converte in prodotto una µmole di substrato
per minuto nelle condizioni ottimali di pH e temperatura per il saggio).

μmoli prodotto formato/mL = 
ΔA

1,42 μmoli-1 mL cm-1 x cm



Precauzioni nei dosaggi enzimatici

Substrati e tamponi devono essere di alta purezza;

L’enzima purificato non deve contenere composti che

interferiscono con il dosaggio;

L’enzima deve essere stabile;

Controllo di pH e temperatura;

La velocità deve essere costante nell’intervallo considerato (v0)
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