
Introducción
El aceite de oliva virgen (AOV) es muy rico en compuestos fenólicos beneficiosos para la salud [1] y claves para las propiedades
organolépticas del AOV [2]. La oleuropeína, un compuesto secoiridoideo complejo con hidroxitirosol, es el compuesto fenólico más
abundante en el mesocarpo de la aceituna y, además, es el precursor de los fenoles más importantes encontrados en el AOV [3]. En este
estudio se ha completado la caracterización bioquímica de dos fenilacetaldehído reductasas (OePAR 1.1 y 1.2) relacionadas con la biosíntesis
de hidroxitirosol y tirosol en olivo. Estas enzimas usan como sustrato el 3,4-dihidroxifenilacetaldehído (3,4-DHPAA) y el 4-
hidroxifenilacetaldehído (4-HPAA) para formar hidroxitirosol (figura 1) y tirosol, respectivamente [3,4].

Metodología
Se han identificado dos genes que codifican enzimas
con actividad putativa fenilacetaldehído reductasa a
partir de un transcriptoma de olivo obtenido de siete
variedades de olivo con diferentes perfiles fenólicos
[3]. Ambos han sido sintetizados, clonados en el
vector pET-28a(+)-TEV y expresados en Escherichia
coli (cepa BL21). Se ha optimizado la extracción y la
purificación por cromatografía de afinidad (His
SpinTrap) de sus proteínas recombinantes (figura 2).
La pureza de las proteínas se evaluó mediante
electroforesis (SDS-PAGE) y densitometría y su
concentración mediante el ensayo de Bradford. La
identidad funcional de estas proteínas se ha
determinado mediante ensayos de actividad in vitro
analizados por HPLC para cuantificar sustratos y
productos y completar la caracterización cinética de
ambas proteínas.

Resultados y discusión

La reacción es óptima a tiempos cortos de incubación (5 minutos) y a pH 6.5.
Además, OePAR1.2 posee una actividad específica significativamente mayor que
OePAR1.1 (figura 4), siendo su velocidad máxima aproximadamente 2,5 veces mayor,
sin embargo, OePAR1.1 tiene mayor especificidad por el sustrato mostrando una Km
menor (tabla 1).
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Figura 1. Formación del hidroxitirosol
mediante la reducción del 3,4-
dihidroxifenilacetaldehído (3,4-DHPAA)
para formar posteriormente
oleuropeína.
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Figura 2. SDS-PAGE con la fase soluble (FS) del extracto
crudo de proteínas tras la rotura de E. coli, y la fracción no
pegada (NP) y la eluída (E) después de someterlo a
cromatografía de afinidad para la purificación del extracto
control (BL21), E. coli sin el vector pET-28ª (+), y del de E.
coli transformada con las construcciones OePAR 1.1 y 1.2.
Las flechas indican las proteínas OePAR purificadas.
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Figura 3. Fragmento de cromatograma que muestra la formación de hidroxitirosol tras la
incubación de OePAR1.2 con 3,4-DHPAA

Figura 4. Actividad específica (U/mg de proteína) de OePAR 1.1 y 1.2 a diferentes
concentraciones (mM) de sustrato (3,4-DHPAA).

Tabla 1. Velocidad máxima de
formación de producto (HTY,
hidroxitirosol) por minuto y Km
de las proteínas.

Proteínas Vel. máx (µmoles 
totales de Hty/min.)

Km (mM)

OePAR 1.1 0,068023 0,63866

OePAR 1.2 0,17441 0,84446

Conclusiones
Se han identificado dos genes de olivo que codifican para dos enzimas reductasas clave en la formación de hidroxitirosol, compuesto con
propiedades funcionales muy importantes, completándose así su ruta biosintética y mostrándose una alta especificidad enzimática siendo
sus Km inferiores a 1 mM en ambas isoformas.
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Las dos proteínas recombinantes
muestran actividad reductasa
formando hidroxitirosol después
de su incubación con 3,4-DHPAA
(figura 3).
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