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RESUMO

A polifenoloxidase (PPO) foi parcialmente purificada e caracterizada a partir de hastes de ave-do-paraiso. A extragdo
da PPO com acetona pura proporcionou aumento de 2,2 vezes a atividade especifica quando comparada com a extragdo
realizada com tampao fosfato. Maior atividade da PPO foi encontrada quando a reacdo se processou com 4-metilcatecol
a 10 mM como substrato, pH 6,0 e temperatura de 40°C. Inibi¢ao de 96,14% da atividade foi encontrada apds a pré-
incubag@o do extrato enzimatico em tampao com pH 2,5, por 15 minutos, a 25°C. Extratos pré-incubados a 60°C, por 120
minutos, tiveram redugao de 68,37% na atividade da PPO. Essa reducao foi maior quando a pré-incubag@o se realizou a
70 e 80°C, por 10 minutos, com reducdes na atividade de 85,73 e 100%, respectivamente. Inativacdo completa da PPO
foi encontrada com a utilizagdo dos inibidores dithiothreitol, L-cisteina, metabissulfito de sddio e f-mercaptoetanol a
concentra¢do de 1 mM.

Palavras-chave: flor de corte, bloqueio vascular, inibidores enzimaticos.

ABSTRACT
Role and characterization of polyphenoloxidase from stems of bird-of-paradise (Strelitzia reginae Ait.)

The polyphenoloxidase (PPO) from bird-of-paradise stems was partially purified and characterized. The extraction of
PPO with acetone resulted in a 2.2-fold increase in the specific activity when compared with the extraction with phos-
phate buffer. Higher activity of PPO was determined when 4-metilcatechol at 10 mM was used a as substrate, at pH 6.0
and temperature of 400C. Inhibition of 96.14% of activity was found when the enzyme preparation was pre incubated in
buffer at pH 2.5 for 15 minutes at 250C. Extracts pre incubated at 600C for 120 minutes had 68.37% inhibition on the
PPO activity. This reduction was higher when the pre incubation was done at 70 and 800C for 10 minutes, with reduc-
tion of 85.73 and 100%, respectively. Complete inactivation on PPO occurred with the use of inhibitors dithiothreitol,

L-cysteine, sodium metabissulphite, f-mercaptoethanol at 1 mM concentration.
Keywords: cut flower, vascular blockage, enzyme inhibitors.

1. INTRODUCAO

As plantas ornamentais tropicais, flores e folhagens,
destinadas para corte sdo apreciadas pelo porte, rusticidade
e valor comercial que apresentam. A Strelitzia reginae ¢é
uma das mais importantes espécies tropicais cultivadas
atualmente para flor de corte, que se destaca pela beleza,
curiosa forma e comprimento das hastes (LUZ et al., 2005).
Pertencente a familia Streliziaceae, ¢ uma planta herbacea
rizomatosa, entouceirada, com folhas firmes e coriaceas e
flores que se abrem sucessivamente de uma bractea de cor
verde-avermelhada (LORENZI e SOUZA, 2001).

As flores em geral sdo classificadas como produtos
altamente pereciveis, pela natureza efémera dos diferentes
tecidos que as formam, pela alta atividade respiratoria e pelo
reduzido conteudo de carboidratos de reserva (NOWAK
e RUDNICKI, 1990). Nesta espécie, quando nenhum
tratamento pos-colheita ¢ aplicado, as flores murcham
em poucos dias, seguido por um intenso escurecimento e
descoloragdo, que inicia nas flores abertas por mais tempo
(CAMPANHA, et al., 1997). Dentre os varios fatores que

influenciam na longevidade dos 6rgdos das plantas, o
balanco hidrico ¢ considerado determinante, e a perda na
vida pos-colheita das flores ave-do-paraiso ¢ devida a um
rapido declinio na absor¢do de agua apds a sua colheita,
associada ao possivel bloqueio dos tecidos vasculares da
haste (JAROENKIT e PAULL, 2003).

Sdo varias as causas que levam ao bloqueio dos
vasos xilematicos, dentre elas, o embolismo, crescimento
bacteriano na dgua de vaso ou na propria base da haste e os
processos de natureza fisiologica, o que inclui a atividade
de enzimas como a peroxidase e polifenoloxidase, que tem
a atividade aumentada em resposta ao dano (VAN DOORN,
1997), como foi observado em crisantemo (VAN DOORN
e CRUZ, 2000), bouvardia (VASLIER ¢ VAN DOOR,
2003) e ave-do-paraiso (MARQUES, 2008). Nessas
espécies, a utilizacdo de inibidores enzimaticos em solucao
de “pulsing” ou de vaso tem aumentado a longevidade
das flores, evidenciando a participagdo dessas enzimas na
oclusdo dos vasos xilematicos.

A polifenoloxidase (PPO) é uma enzima que contém
em sua estrutura o cobre como grupo prostético, possui
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0 oxigénio molecular como co-substrato (VAUGHN
¢ DUKE, 1984) e catalisa duas distintas reagdes: a
hidroxilagdo de monofendis para o-difendis (agdo da
cresolase) ¢ a oxidagdo de o-difendis para o-quinonas (agédo
da catecolase) (AYDEMIR, 2004). Quinonas sdo moléculas
eletrofilicas altamente reativas que podem se polimerizar
levando a formacdo de pigmentos de cor marrom ou
preta, responsaveis pelo escurecimento dos tecidos. Esta
enzima parece estar envolvida nas reagdes de imunidade,
biossintese de componentes da planta, extravasamento de
radicais livres de tecidos fotossintetizantes (HEIMDAL et
al., 1994), controle dos niveis de oxigénio no cloroplasto
¢ sintese de compostos fenodlicos (VAUGHN e DUKE,
1984). E responsavel pelo fendmeno de escurecimento
enzimatico que ocorre em frutos e vegetais, o que causa
diminuicao das propriedades sensoriais ¢ valor nutricional
(PROTA, 1988).

A PPO geralmente ¢ codificada por uma familia
multigénica e é expressa diferentemente nas partes da planta
(THYNGESEN et al., 1995), sendo o seu nivel dependente
da espécie, cultivar, maturidade e idade (VAMOS-
VIGYAZO, 1981). Apresenta uma grande heterogeneidade
acerca do substrato especifico, sensibilidade a inibidores,
pH o6timo, laténcia, inativagdo térmica, niimero de
isoformas ¢ massa molecular (MAYER e HAREL, 1979).

Conhecendo a importancia da PPO no bloqueio dos
vasos xilematicos de algumas espécies de flores de corte, vé-
se a necessidade de estudos para determinar as condigdes in
vitro em que a atividade desta enzima possa ser reduzida ou
inativada para, posteriormente, utilizar destas informagdes
para aplicagdes in vivo, no intuito de controlar a atividade
da mesma, e consequentemente reduzir a oclusdo vascular
e prolongar a vida pods-colheita das flores. O objetivo
deste trabalho foi purificar parcialmente e caracterizar a
polifenoloxidase associada ao bloqueio xilematico das
hastes de ave-do-paraiso.

2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Hastes florais de ave-do-paraiso, contendo uma flor
aberta, foram colhidas no campo de cultivo da Universidade
Federal de Vigosa (latitude 20°45° sul, longitude
42°51oeste ¢ altitude de 651 m) e levadas ao Laboratorio
de Poés-Colheita do Departamento de Fitotecnia, onde
passaram por um processo de selecdo e padronizacdo para
80 cm de comprimento. Apos isto, as hastes com suas
inflorescéncias, foram colocadas em frascos contendo 400
mL de agua destilada, sendo essa trocada a cada 48 horas.
No final do 8° dia, sec¢des de aproximadamente 2 cm da
base da haste foram removidas, cortadas em pequenos
pedagos, e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido ¢ armazenadas em freezer a -20° para posterior
analise enzimatica.

Extracio e purificacdo parcial da polifenoloxidase

Aproximadamente dois gramas de material vegetal
foi triturado usando-se homogeinizador Ultra-Turrax (T
25) com 10 mL de tampao de extragdo, até a completa
homogeneizagdo. Esse homogeneizado foi centrifugado
a 17.000 g durante 30 minutos, a 4°C, sendo o
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sobrenadante utilizado para a determinacdo da atividade
da polifenoloxidase. Diferentes composigdes do tampao de
extracdo foram testadas: tampao fosfato 0,1 M pH 6,5+ 1%
Polivinilpirrolidona (PVP); tampao fosfato 0,1 M pH 6,5 +
1% Triton X-100; ¢ tampao fosfato 0,1 M pH 6,5 + 1% PVP
+ 1% de Triton X-100 (CONCELLON et al., 2004).

Também na tentativa de purificar a polifenoloxidase,
foi utilizada a precipitagdo das proteinas com acetona
resfriada. Para isso, dois gramas de material vegetal foi
triturado usando-se homogeinizador Ultra-Turrax (T 25)
com 10 mL de acetona pura a -20°C até a obtengdo de uma
massa homogénea, que foi entdo filtrada em uma camada
de papel filtro. O material retido no filtro foi levado até
a geladeira onde permaneceu por 15 horas até a completa
secagem ¢ o filtrado foi descartado. O material retido no
filtro foi ressuspendido em 10 mL de tampao de extragao
(tampao fosfato 0,1 M pH 6,5 + 1% PVP), homogeneizado
durante cinco minutos em agitador magnético, filtrado
em duas camadas de gaze, centrifugado por 15 minutos a
17.000 g a 4°C e a atividade enzimatica foi determinada
(SERRADELL et al., 2000).

Determinacdo da atividade enzimatica da
polifenoloxidase e concentragio de proteina

A atividade da polifenoloxidase foi determinada
segundo o método de KAVRAYAN e AYDEMIR (2001)
com algumas modificagdes. Para isso, uma aliquota de
extrato enzimatico foi adicionada ao meio de reagdo
contendo 0,5 mL de 4-metilcatecol (10 mM) e 0,5 mL de
tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,0). A quantidade de extrato
enzimatico utilizado variou com a amostra, totalizando 1,5
mL da reag@o. O branco apresentou todos os componentes
do meio de reagdo, exceto o extrato enzimatico, que foi
substituido por agua. A atividade enzimatica foi analisada
em espectrofotometro (Schimadzu UV 1601), observando-
se a varia¢do na absorbancia a 420 nm e 25°C e expressa
em UA/min/mg de proteina.

A concentragdo de proteina foi determinada pelo
método de BRADFORD (1976), utilizando albumina soro
bovino como padrao.

Determinacdo do substrato dtimo
polifenoloxidase

A atividade enzimatica da PPO foi determinada
utilizando diferentes substratos: catecol (420 nm),
4-metilcatecol (420 nm), pirocatequina (420 nm), acido
clorogénico (420 nm), acido cafeico (400 nm), L-dopa (480
nm) e L-tirosina (420 nm), a concentragdo de 10 mM. O
substrato que proporcionou maior atividade foi considerado
como 100% de atividade relativa e foi utilizado nos ensaios
subsequentes (GAWLIK-DZIKI et al., 2008).

para a

Determinacio do pH 6timo para a atividade da
polifenoloxidase

O efeito do pH na atividade da PPO foi determinado
utilizando diferentes solu¢des-tampao de reagdo na
concentragdo de 0,1 M: acido citrico (pH 2,5 a 5,5), tampao
fosfato (pH 6,0 a 7,5) e acido bérico (pH 8,0 a 9,0), em
intervalos de 0,5 unidades de pH. Os pHs foram corrigidos
utilizando NaOH e¢ HCI 1 M. A atividade relativa foi
considerada como 100% no pH 6timo de reag@o.
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Estabilidade da polifenoloxidase em funcio do pH

Para determinar a estabilidade da PPO em fungdo do
pH, extratos enzimaticos foram pré-incubados em solugdes
tampao 0,1 M (1:1), pHs 2,5 e 9,0 por um periodo de 0
a 120 minutos, sendo retiradas amostras ao longo da
incubagdo. A pré-incubacao foi realizada a 25°Cea4°Cea
atividade residual foi determinada utilizando o tamp@o com
pH otimo de reagdo para a enzima e temperatura de 25°C.

Determinacio da temperatura oOtima para a
atividade da polifenoloxidase

A temperatura otima foi determinada pela incubagao
dos extratos enzimaticos e tampdo de reacdo por 10
minutos em temperaturas que variaram de 10 a 80°C, em
intervalos de 10°C. Imediatamente apos a incubagdo, foi
efetuada a leitura da atividade em espectrofotometro a
mesma temperatura ¢ a atividade da PPO foi calculada
como a percentagem residual de atividade na temperatura
otima.

Estabilidade térmica da polifenoloxidase

O extrato enzimatico foi incubado com tampao fosfato
a 60°C, por 120 minutos e a 70 e 80°C por 10 minutos,
sendo retiradas amostras ao longo do periodo de incubacao.
Essas foram rapidamente resfriadas a 4°C, por 30 minutos,
¢ posteriormente, determinada a atividade residual em
temperatura ambiente.

Efeito de inibidores na atividade da polifenoloxidase

O efeito de diferentes inibidores sobre a atividade da
PPO foi verificado pela incubagdo dos extratos enzimaticos
por 50 minutos, a 4°C, e 10 minutos, a 25°C, em tampao de
reacdo contendo 1 mM dos seguintes compostos: EDTA,
L-cisteina, p-mercaptoetanol, metabissulfito de sddio,
dithiothreitol (DTT), acido ascorbico e sulfato de sodio e,
apos isso, a atividade especifica foi determinada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracio e purificacdo parcial da polifenoloxidase

Quando a extragdo foi realizada com as trés diferentes
composi¢des do tampdo, os melhores resultados foram
encontrados com o tampao contendo somente 1% de PVP
(Tabela 1). Em raizes de banana, os melhores resultados
foram encontrados com a adi¢dao de 0,25% de Triton
X-100 e 5% de PVPP ao tampao de extracdo (WUYTS et
al., 2006), enquanto em peras Williams, GAUILLARD e
RICHARD-FORGET (1997) ndo encontraram nenhum
aumento na atividade quando o tampao de extragdo foi
suplementado com Triton X-100 ou Tween 20, sugerindo
que todo o contetdo da enzima ¢ fragdo soluvel.

O PVP ¢é um agente adsorvedor de fenol que pode
ser adicionado no tecido ou no tampdo de extragdo, para
remogao de substratos fenolicos da PPO e assim prevenir a
polimerizagdo e inativagdo da enzima, durante a extragao.
Triton X-100 é um detergente, ¢ a sua utilizagdo como
constituinte do tampao de extragdo tem efeito positivo na
atividade por causar a lise dos plastideos, solubilizagado
da PPO ligada a membrana e ativagdo da PPO latente
(MAYER e HAREL, 1979).

Existe uma grande dificuldade no processo de isolamento
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de PPO a partir de plantas (ZAWISTOWSKI et al., 1991).
A PPO ¢ localizada exclusivamente em plastideos em
tecidos de plantas intactos, e os compostos fenolicos estao
localizados nos vactiolos (VAUGHN e DUKE, 1984). Uma
vez que os vacuolos e plastideos se misturam, devido a
perda da organizagdo celular, tem-se como consequéncia os
fenolicos enddgenos sendo oxidados enzimaticamente para
quinonas, que se polimerizam levando ao escurecimento
enzimatico (ZAWISTOWSKI et al., 1991). Devido a isso,
¢ importante a utilizagdo do PVP como componente do
tampao de extragao.

A extragdo da polifenoloxidase de hastes de ave-do-
paraiso com acetona aumentou 2,2 vezes a atividade
especifica se comparado com o tampao de extragao (Tabela
2). Precipitacdo com acetona seguida por extragdo com
tampdo ¢ um dos métodos mais usados para isolamento
da PPO. Essa técnica oferece a vantagem de obtengdo de
um extrato com alto rendimento e livre de interferentes
(ZAWISTOWSKI et al., 1991).

Determinacdo do substrato 6timo
polifenoloxidase

O substrato que proporcionou maioratividade paraa PPO
foi o 4-metilcatecol, seguido pela pirocatequina e catecol
(Tabela 3). Maiores atividades quando o 4-metilcatecol foi
utilizado como substrato também foi encontrado em frutos
de Sclerocarya birrea subsp. Caffra (MDLULI, 2005),
berinjela (CONCELLON et al., 2004), abacate (GOMEZ-
LOPEZ, 2002), batata, taro (DUANGMAL e APENTEN,
1999), e raizes aéreas de Aranda ‘Christine 130° (HO,
1999). O 4-metilcatecol parece ser um dos substratos mais
utilizados e eficientes para determinacdo da atividade da
PPO.

A utilizagdo de L-tirosina (monofenol) como substrato
foi ineficiente, proporcionando uma atividade muito baixa
quando comparada com os demais substratos (Tabela
3), o que sugere a falta de atividade da enzima cresolase
que catalisa a hidroxilagdo de monofenoéis para difenois.
O mesmo também foi encontrado em feijao (GUO et al.,
2009), alface (GAWLIK-DZIKI et al., 2008), hastes e
folhas de Ferula sp. (ERAT et al., 2006), raizes de banana
(WUYTS et al., 2006), castanha (XU et al., 2004), feijdo
(NAGAI e SUZUKI, 2003), abacate (GOMEZ-LOPEZ,
2002) e Mentha piperita (KAVRAYAN ¢ AYDEMIR,
2001). A razao da atividade da difenolase:monofenolase
varia com a planta, mas a difenolase geralmente ¢ cinco a
dez vezes maior que a monofenolase (VAMOS-VIGYAZO,
1981). Segundo ZAWISTOWSKI et al. (1991), sdo comuns
extratos enzimaticos que ndo apresentam atividade da
monofenolase.

para a

Determinacio do pH o6timo para a atividade da
polifenoloxidase

Maior atividade da polifenoloxidase foi encontrada
quando o meio de reagdo utilizado foi o tampao fosfato com
pH 6,0 (Figura 1). ERAT et al., (2006) também encontraram
um pH 6timo de 6,0 para folhas ¢ hastes de Ferula sp. assim
como SHIN et al. (1997) em feijao Mungo.

Em geral, a maioria das plantas apresenta maxima
atividade da PPO em valores de pH proximos ao neutro.
Em Beta vulgaris subsp. cicla, o pH 6timo foi de 7,5 (GAO
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et al., 2009), alface 6,8 (GAWLIK-DKIZI et al., 2008),
lichia 6,5 (SUN et al., 2008), frutos de Sclerocarya birrea
subsp. Caffra 7,0 (MDLULI, 2005), ¢ Mentha piperita
7,0 (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001). Variagdes no pH
otimo de atividade podem ocorrer devido a propriedades
genéticas (variedade), natureza do substrato fenolico,
método de extragio (DUANGMAL ¢ APENTEN, 1999),
estagio de maturidade, pureza da enzima e forma da
isoenzima (ZAWISTOWSKI et al, 1991). Segundo
MAYER e HAREL (1981), o pH 6timo da PPO também
esta relacionado com a sua localizagdo subcelular e idade
do tecido.

Sob pH 2,5 ¢ 9,0 observou-se redugdo de 87,4% ¢
94,3% da atividade respectivamente, em comparagdo com
o pH 6timo (Figura 1). PPO de frutos de Sclerocarya birrea
subsp. Caffra (MDLULI, 2005) e Colocasia esculenta
e Solanum tuberosum var. Romano (DUANGMAL e
APENTEN, 1999) apresentam baixas atividades sob pHs
menores que 4,0, enquanto que em feijdo mungo, ndo
foi encontrada atividade em pHs abaixo de 4,0, devido a
instabilidade dessa enzima nessas condigdes (SHIN et al.,
1997). Alteragdo da atividade enzimatica com a variagdo
do pH ocorre devido a mudangas na protonag@o de grupos
essenciais do sitio ativo da enzima e/ou de seus proprios
substratos (SEGEL, 1979).

A maioria das enzimas ¢ ativa em um estreito intervalo
de pH, devido a uma combinagdo de fatores como: a ligagao
do substrato a enzima, o estado de ionizag¢do dos residuos
de aminoacidos envolvidos na atividade catalitica da
enzima, a ioniza¢do do substrato e a variagdo da estrutura
da proteina (significativo em valores extremos de pH)
(VOET et al., 2002).

Estabilidade da polifenoloxidase em func¢io do pH
Pré-incubagdo sob pH 2,5, a 25°C por 15 minutos, levou
a inibigdo de 96,1% da atividade da PPO, enquanto a 4°C,
24,5% da atividade inicial foi mantida apds esse periodo
(Figura 2A). A PPO de frutos de Sclerocarya birrea subsp.
Caffra também se apresentou instavel apés 30 minutos de
incubag@o em pHs acidos ¢ temperatura ambiente, e em pHs
abaixo de 3,0 nenhuma atividade foi detectada (MDLULI,
2005), enquanto em taro e batata esse fenomeno foi observado
em pHs abaixo de 4,0 (DUANGMAL e APENTEN, 1999).
Pré-incubagdes sob pH 9,0, a 4°C e 25°C, mantiveram a
atividade enzimatica da PPO integral ¢ constante durante os
120 minutos de avaliagdo (Figura 2B). Polifenoloxidases de
outras espécies também se mostraram mais estaveis sob pHs
basicos do que em acidos, como em Mentha piperita onde a
incubagao por 30 minutos, em pH 9,0, levou a perda de 33%
da atividade (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001) e em Beta
vulgaris subsp. cicla, em que a incubagdo por uma hora em
pH 11 manteve 74% da atividade (GAO et al., 2009).
Quando se determinou o pH 6timo da PPO, observou-se
uma baixa atividade desta enzima em pH 9,0 (Figura 1). No
entanto, quando as amostras foram pré-incubadas em pH 9,0
e a atividade processada em pH 6timo (pH 6,0), estas tiveram
capacidade de retomar a atividade (Figura 2B). O mesmo
nado foi observado com as amostras pré-incubadas com pH
2,5 (Figura 2A), que devem ter sofrido danos irreversiveis
em sua estrutura quando expostas ao pH acido. Portanto,
somente a utilizagdo de pHs acidos possibilita resultados
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satisfatorios para a inibi¢@o da atividade da polifenoloxidase
em Strelitzia reginae devido a sua alta instabilidade nessas
condigoes.

Determinacfio da temperatura 6tima para a atividade
da polifenoloxidase

PPO de strelitzia ndo apresentou pico de atividade
ao longo das diferentes temperaturas utilizadas, sendo a
atividade praticamente constante entre 10 e 40°C (Figura
3). A maioria das PPOs apresenta temperatura 6tima de
atividade, dentro dessa faixa encontrada em ave-do-paraiso.
Em berinjela, a maxima atividade foi encontrada em 30°C,
mais aproximadamente 80% da atividade ¢ mantida entre 0 e
40°C (CONCELLON et al., 2004). PPO de lichia apresenta
sua temperatura 6tima a 35°C (SUN et al., 2008), alface
35°C (GAWLIK-DZIKI et al., 2008), Ferula sp. 25°C
(ERAT et al., 2006) e Mentha piperita 30°C (KAVRAYAN ¢
AYDEMIR, 2001).

Temperaturas de 70 e 80°C levaram a uma forte redugdo
na atividade da PPO de ave-do-paraiso, que manteve
somente 15,3 e 10% da atividade, respectivamente (Figura
3). GUO et al., (2009) encontraram inativacdo completa nas
duas fracdes da PPO de feijdo verde em temperaturas de
70°C, apds cinco minutos de incubagio.

Estabilidade térmica da polifenoloxidase

Pré-incubagdo por 60°C, por 120 minutos, causou
reducdo de 68,4% na atividade da PPO (Figura 4). PPO
de Ferula sp. apresentou inativacdo completa apds 40
minutos de exposi¢do a 60°C (ERAT et al., 2006), enquanto
temperaturas maiores que 65°C em exposic¢ao por 30 minutos
causaram perda completa na atividade da PPO em morango
(SERRADELL et al., 2000).

Quando a temperatura utilizada foi 70°C, a exposi¢do
por 10 minutos, levou a uma redugdo de 85,7% da atividade
(Figura 4). A PPO de batata e taro s@o inativadas quando
aquecidas por dez minutos a 70°C (DUANGMAL e
APENTEN, 1999), enquanto a exposi¢do por 30 minutos
a mesma temperatura causou uma reducdo de 92% da
atividade da PPO em castanha (XU et al., 2004).

A 80°C, por dois minutos, observou-se redugdo de 94,1%
da atividade da PPO em strelitzia e, apés dez minutos, a
inativacdo foi completa (Figura 4). A exposi¢do por cinco
minutos a 80°C em lichia, levou a redugdo da atividade da
PPO em 92,4% e 63,2% quando (-) epicatequina e catecol
foram usados como substratos, respectivamente (SUN et
al., 2008). Em Anethum graveolens L. a pré-incubagdo por
15 minutos a 80°C levou a redu¢do de 50% da atividade
(ARSLAN e TOZLU, 1997), e a PPO de Beta vulgaris
subsp. cicla ap6s 20 minutos a 80°C manteve 18% da sua
atividade (GAO et al., 2009).

Esse comportamento bifasico observado (Figura 4), ou
seja, rapida redugdo da atividade quando a enzima ¢é exposta
as altas temperaturas, e, apds, um declinio gradual durante
a exposi¢do continua, também foi encontrado em vagens
de baunilha (WALISZEWSKI et al., 2009) e frutos de
Sclerocarya birrea subsp. Caffra (MDLULI, 2005) quando
exposta as altas temperaturas. Segundo GOMEZ-LOPEZ
(2002), a primeira fase deste comportamento ¢ chamada de
termolabil e a seguinte de termoresistente, e isso pode refletir
na existéncia de isoenzimas com diferentes propriedades
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térmicas.

A temperatura influencia na atividade enzimatica de
duas maneiras; um aumento na temperatura de incubag@o
aumenta a velocidade da rea¢do, mas simultaneamente leva
a desnaturac¢do da enzima (SUN et al., 2008). PPO nao ¢
considerada uma enzima termoestavel, e curtos tempos de
exposicao a temperaturas de 70 - 90°C sao suficientes para
causar a destruigdo total ou parcial da atividade catalitica
(VAMOS-VIGYAZO, 1981). A estabilidade térmica da
enzima parece estar relacionada a maturidade da planta e em
alguns casos também ¢ pH dependente. Diferentes formas
moleculares de uma mesma fonte parecem ter diferentes
termoestabilidade (PARK e LUH, 1985).

Efeito de inibidores na atividade da polifenoloxidase

Dithiotreiol (DTT), L-cisteina, B-mercaptoetanol e
metabissulfito de sédio 1 mM foram os inibidores mais
efetivos, levando a 100% de inibigdo da atividade da PPO.
O EDTA e o sulfato de sodio apesar de serem classificados
como inibidores, ndo mostraram esse efeito sobre a atividade
da PPO de strelitzia, pelo contrario, pequena ativagdo
foi observada quando esses compostos foram utilizados
(Tabela 4). Em casca de banana 1 mM de acido ascorbico
ou de L-cisteina resultou em 100% de inibi¢do desta enzima
(YANG et al., 2001) e 1 mM de acido ascorbico também
levou a inativagdo completa da PPO em Chrysanthemum
coronarium L. (NKYA et al., 2003).

Segundo VAMOS-VIGYAZO (1981), os inibidores de
PPO podem ser divididos em trés classes: os que atuam
sobre o substrato, os que atuam sobre os produtos da reagdo
(acido ascorbico ¢ os tidis) ¢ 0s que agem sobre a enzima em
si (agentes complexantes que interagem com o cobre do sitio
ativo da enzima).

Como a PPO ¢é uma metaloproteina, pode ser inibida
por agentes quelantes como DIECA, tropolone, cianeto,
2-mercaptobenzotiazole ¢ EDTA (VAMOS-VIGYAZO,
1981). O EDTA tem a capacidade de formar um complexo
com o Cu?* da PPO levando a redugéo na atividade. Segundo
LUH e PHITHAKPOL (1972) o pH da mistura de reacdo
pode afetar a afinidade do EDTA para com o cobre. Varios
sdo os relatos que demonstram que o EDTA ndo tem se
mostrado bom inibidor da PPO, como foi observado em Beta
vulgaris subsp. cicla, (GAO et al., 2009), cereja (KUMAR
et al., 2008), lichia (SUN et al., 2008), raizes de banana
(WUYTS et al., 2006), alcachofra (AYDEMIR, 2004) e
casca de banana (YANG et al., 2001).

O mecanismo de inibi¢do do acido ascorbico envolve
a reducdo de quinonas geradas pela PPO. A PPO catalisa a
oxida¢ao de substancias fenolicas para o-quinonas enquanto
o acido ascorbico converte as quinonas para compostos
fenolicos. O &cido ascorbico atua mais como antioxidante
do que como inibidor enzimatico, reduzindo as quinonas
antes que elas sofram as reagdes secundarias que levam
ao escurecimento (RAPEANU et al., 2006). Outros dois
mecanismos de inibigdo envolvem a interacao direta com
a enzima: quelagdo do cobre do sitio ativo e redugdo do
Cu?* para Cu* (GOMEZ-LOPEZ, 2002). Em lichia, quando
catecol foi utilizado como substrato, o acido ascérbico foi o
inibidor mais eficaz (SUN et al., 2008). Em manga, 0,1 mM
de acido ascérbico levou a 100% de inibi¢do da atividade
da PPO (PRABHA ¢ PATWARDHAN, 1982), enquanto
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em feijao foram necessarios 3 mM (NAGAI e SUZUKI,
2003), uva Victoria 5 mM (RAPEANU et al., 2006) e Beta
vulgaris subsp. cicla 10 mM (GAO et al., 2009) para se obter
0 mesmo efeito.

DTT € um agente redutor, além de ser considerado um
efetivo inibidor pela capacidade de se ligar ao cobre no sitio
ativo da PPO (MAYER e HAREL, 1979). DTT foi um dos
inibidores mais efetivos da PPO em Beta vulgaris subsp.
cicla (GAO et al., 2009), raiz de banana (WUYTS et al,,
2006) e em alcachofra (AYDEMIR, 2004).

O B-mercaptoetanol, outro agente redutor, atua reduzindo
as quinonas formadas pela PPO para polifenois, enquanto
ele proprio € oxidado (ARSLAN e TOZLU, 1997). Em
cereja 10 mM de B-mercaptoetanol causou 72% de inibig¢ao
da polifenoloxidase (KUMAR et al., 2008), enquanto em
castanha, 1 mM e 5 mM levaram a inibi¢do de 19 e 61,3%,
respectivamente (XU et al., 2004). A inativagdo completa da
PPO com B-mercaptoetanol foi encontrada com 10 mM em
Beta vulgaris subsp. cicla (GAO et al., 2009) ¢ 3 mM em
feijaio NAGAI e SUZUKI, 2003).

O metabissulfito de sddio pode atuar como um agente
redutor para o-benzoquinonas (WONG et al., 1971). A acdo
de sulfitos na prevengéo do escurecimento enzimatico pode
ser explicada por varios processos: 1) agao sobre as quinonas,
formando os complexos quinonas-sulfito, prevenindo
assim a sua polimerizagdo (EMBS e MARKAKIS, 1965);
2) a agdo do metabissulfito diretamente sobre a estrutura
da PPO, em que ele reage com as pontes dissulfidicas,
levando a ocorréncia de mudangas na estrutura terciaria da
enzima ¢ consequente inativagdo (GOLAN-GOLHIRSH e
WHITAKER, 1984), ¢ 3) pela reducdo dos intermediarios
quinonas. O metabissulfito foi o inibidor que apresentou
maior poder de redugdo da atividade da PPO em Ferula sp.
(ERAT et al., 20006), raizes de banana (WUYTS et al., 2006)
e Mentha piperita (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001). Em
uva Victoria 0,5 mM de metabissulfito resultou em inativagao
completa da PPO (RAPEANU et al., 2006)

A inibigdo por L-cisteina pode ser explicada por trés vias:
1) redugdo nos niveis de oxigénio, devido ao aumento na
duracdo da fase lag; 2) complexagao do inibidor com produtos
da reagdo levando a formagdo de complexos incolores
(RICHARD-FORGET et al., 1992), e 3) a cisteina pode
se ligar irreversivelmente a proteina enzimatica (VALERO
et al., 1991). Esse inibidor mostrou ser efetivo em lichia,
quando a (-) epicatequina foi usada como substrato (SUN et
al., 2008), assim como em abacate (GOMEZ-LOPEZ, 2002).
Concentra¢ao de 10 mM de L-cisteina resultou em 98% de
inibicdo em cereja (KUMAR et al., 2008) e 100% em Beta
vulgaris subsp. cicla (GAO et al., 2009) e Chrysanthemum
coronarium L. (NKYA et al., 2003).

A capacidade de diferentes compostos em inibir a PPO
depende da natureza ¢ concentragdo do inibidor, fonte
de PPO, disponibilidade de substrato (O,, fendis), pH e
temperatura (VAMOS-VIGYAZO, 1981).

4. CONCLUSAO
A polifenoloxidase presente na base de hastes de
ave-do-paraiso foi extraida, purificada parcialmente

com acetona ¢ caracterizada para a cinética de atividade.
Esta polifenoloxodase ¢ uma catecolase, atuando sobre
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substratos difenolicos, com maior atividade para o substrato
4-metilcatecol. O pH 6timo para a atividade da enzima foi
6,0 ¢ a temperaturas entre 10 a 40°C. A atividade da enzima
¢ reduzida em altas temperaturas acima de 60°C, pH
acido e na presenca dos inibidores dithiotreiol, L-cisteina,
B-mercaptoetanol e metabissulfito de sodio.
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Tabela 1. Efeite de diferentes composigdes do tampio de extragio sobre a afividade
expecifica da polifencloxidase de hastes de Strelifzia neginge.
Table 1. Effect of different extraction buffer composition on the specific activity of the

polyphencloxidaze from stems of Strelifzia reginge.

Tampdo de extragio PVP 1% TritenX-1001%  UA'min‘'mg de proteina
Tampdo fosfato 0 1MpH 6.3 + z 1862 +0.78+
Tampso fosfato 010 pH 6.5 + + 16,34 £ 0,89
Tampgo fosfato 0,10 pH 6.5 - + 1401 022

* ¥ alor medio de quatro repetigies = arro padrio da media

Tahela 2. Atividade da polifencloxidase de hastes de Strelifzia reginge com vso de diferentes
substincias exfratoras.
Table 2. Polyphencloxidase activity of stems of Sirelitzia reginae with use of different

ex fraction substances

Extrator UA/min'mg de proteina  Afividade Relativa (%)
Tampéo Fosfato 0 1M pH 6.3; 1% PVP 19:45= 100
Acetona 121 2204

* Y alor médio de cinco repetipbes

Tabela 3. Efeito de diferentes subsiratos sobre a atividade da enAma pelifencloxidaze de
hastes de Strelitzia reginage.
Table 3. Effect of different substrates on polyphencloxidase activity from stems of Sirelifzia

reginae.

Substratos (10 mhD) Atividads Relativa (32)
4-metilcatecol 100+

Pirocatequina 3631+179

Catecol 3504 £100

Acido Cafeico 4200+241

L-DOPA 3205+0281

Acide Clorogénico 1319040
L-tirozina 1,66+ 038

* ¥ alor méadio de cinco repetiptes = arro padrio da média
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Tabela 4. Efeito de diferentzs compostoes sobre a atividade da polifencloxidase de hastes de
Strelitzia reginae.
Table 4. Effect of differant compounds en the activity of polyphenclonidase from stems of

Sirelitzia reginae.

Inibidor (1 mM) Anvidade Relativa (34)
Contmle 104} +

EDTA 11033 £1.55

Sulfato de Sodio 10733 £2.55

Acido Azcorbico 3360170

DTIT 1]

f-mercaptoetanol 0

hetabizanl fito de Sodio 0

L-cisteina 0

* Y alor medio de cinco repetiptes = erro padrio da media

100
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Figura 1. Efzito do pH sobre a atividade da polifenoloxidase de hastes de Strelifzia reginae.

Cada valor & a média de cinco amosfras + erro padrio da média

Figure 1. Effect of pH on the polyphenoloxidase activity from stems of Streflitzia reginae.

Each value iz the mean of five replicates + standard error of mean
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Figura 2. Efeito do tempo de pré-incubacio em pH 2.3 (A) e 20 (B), a4 e 23°C, wbre a
atividade da polifencloxidase de hastes de Sirelitzia reginge, avaliados em pH 60 2 2
temperatura de 23°C. Cada valor & a média de cinco amostraz = erro padrio da media

Figure 2. Effect of time of pre-incubation at pH 2.3 (A) and 9.0 (B). 4 and 23 °C, on
polyphenoloxidasze activity from stems of Sirelifzia reginae, at pH 6.0 and 23 °C. Each value

iz the mean of five replicates £ standard error of mean
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Figura 3. Efeito de diferentes tempetaiuras sobre a atividade da ensima polifencloxidaze de
hastes de Sirelitzia reginae. Cada valor € a média de cincoe ameostras = erro padrio da média
Figura 3. Effect of different temperatures on polyphencloxidaze activity from stems of

Streliizia reginge. Each value is the mean of five replicates = standard error of mean
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Figura 4. Estabilidade térmica da polifencloxidasze de hastes de Sirefitzia reginge 3 60,70 &
80°C. Cada valor ¢ a média de cinco amosiras = erro padrio da média

Figure 4. Thermal stability of polyphencloxidase from stems of Streliizia reginae at 60,70 &
80°C. Each value is the mean of five replicates + standard error of mean
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