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RESUMO

As atividades de polifenoloxidases do feijdo (Phaseolus vulgaris
L.), cultivares: (Arud, Aporé, A774, Carioca, Diamante Negro,
QOuro Branco, Pérola, RAO 33 e Ruda) foram investigadas sob
condicdes de cinética enzimatica. O pH 6timo para o extrato
bruto das nove cultivares foi em pH 7,2 utilizando catecol como
substrato. Nenhuma atividade PPO foi observada na presenca
do &cido galico ou D,L- DOPA.
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SUMMARY

PHYSICAL CHEMICAL PROPERTIES OF POLIPHENOLOXIDASE
FROM BEANS (Phaseolus vulgaris L.). The polyphenoloxidase
activity of nine bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars (Arud, Aporé,
A774, Carioca, Diamante Negro, Ouro Branco, Pérola, RAO 33
e Rudd) were studied. The crude enzyme extract of the nine
cultivars was found to have optimum pH in 7.2 using catechol as
substrate. No PPO activity in beans (Phaseolus vulgaris L.) was
observed using D,L DOPA and gallic acid as substrate.

Keywords: gallic acid; catechol; D,L-DOPA; beans; pyrogallol;
polifenoloxidase.

1 - INTRODUGCAO

Polifenoloxidases (EC. 1.14.18.1), PPO, também
conhecidas como tirosinases, cresolases, catecolases,
difenolases e fenolases sdo enzimas intracelulares que
ocorrem em plantas, animais e fungos [8,9]. Estas
enzimas contém cobre no centro ativo e catalisam dois
tipos de reagbes, ambas envolvendo oxigénio. A pri-
meira reacao corresponde a hidroxilagdo de monofendis
formando orto-difendis e a segunda a oxidacéo de orto-
difendis formando orto-quinonas. As polifenoloxidases
atuam sobre uma grande variedade de substratos. Cita-
se p-cresol, tirosina e acido p-cumarico como substratos
monofendlicos, enquanto catecol, diidroxifenilalanina e
acido clorogénico substratos difendlicos [6].

As polifenoloxidases estdo envolvidas no
escurecimento de frutas, vegetais, cereais e leguminosas.
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Muitos métodos tém sido utilizados numa tentativa de
prevenir este indesejavel escurecimento enzimatico
[1,2,4].

As reacdes enzimaticas que envolvem a
polifenoloxidase ocorrem no alimento durante o
processamento e armazenamento e tém sido muito es-
tudada em frutas e vegetais. No entanto, poucos estu-
dos tém sido realizados com sementes de leguminosas,
especialmente o feijao [3,5].

A aceitabilidade de uma variedade de feijdo esta di-
retamente ligada ao sabor, a cor e ao tempo de cozimento
do feijéo e as alterag@es destas propriedades séo prove-
nientes de reagfes quimicas e/ou enzimaticas.

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito de
alguns substratos e do pH na atividade de polifenoloxidase
de nove cultivares de feijdo buscando determinar o pH e
0 substrato a serem utilizados em trabalhos posteriores.

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 — Material

As amostras de feijao (Phaseolus vulgaris L.) culti-
vares (Arud, Aporé, A774, Carioca, Diamante Negro,
Ouro Branco, Pérola, RAO 33 e Ruda) foram obtidas
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA ARROZ E FEIJAO/CNPAF), localizada em
Goiédnia-GO, e colhidas em marco de 1999.

De um total de um quilo de feijdo, amostrou-se alea-
toriamente 150 gramas, o qual foi moido em moinho
de faca com peneira de abertura de 1mm e
homogeneizada devidamente para evitar segregacao das
cascas e armazenadas a -30°C.

Os substratos utilizados foram obtidos da Sigma
Chemical, St. Louis, Mo. Todos os demais reagentes
foram de grau analitico.

As amostras foram analisadas em trés repeticdes.

2.2 — Métodos

2.2.1 — Extracéo da Enzima

Farinha de feijdo com casca (2g) foram
homogeneizadas em 10mL tampéo fosfato de sédio,
0,1M, pH 7,0 por 30 minutos a 4°C. O extrato foi
centrifugado a 21500xg durante 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante obtido foi centrifugado a 21500xg duran-
te 15 minutos a 4°C, filtrado e utilizado nas determina-
¢bBes da atividade de polifenoloxidase e concentracao
de proteina.
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2.2.2 - Determinagdo da Atividade de
Polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada a
temperatura ambiente pela adicdo de 0,93mL de solu-
¢do de substrato preparado em solugdes tampéo fosfato
de s6dio 0,1M em valores de pH variando de 6,4 a 8,0 e
0,07mL do extrato enzimético. Ao branco, foi adiciona-
do 0,93mL de solugéo de substrato preparado em solu-
¢Oes tampéo fosfato de sédio 0,1M em valores de pH
variando de 6,4 a 8,0 e 0,07mL do tampéo fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,0.

As absorvancias foram determinadas a 420nm a
cada 15 segundos por um periodo de 4 minutos. Os
resultados foram expressos em atividade especifica (A
mint x mg?).

420X

2.2.3 — Determinagao da Proteina

A concentragdo de proteina no extrato enzimatico
foi determinada pelo método espectrofotométrico de
WARBURG e CHRISTIAN [7].

2.2.4 — Determinacao da Especificidade da PPO
por Substratos Fendélicos.

Os substratos utilizados na determinagéo da ativi-
dade de polifeniloxidase foram: acido galico (10mM, | =
360nm), catecol (80mM, | = 420nm), D,L-DOPA,
diidroxifenilalanina, (10mM, | = 475nm) e piragalol (10mM,
| = 450nm). Os substratos foram preparados no mo-
mento da andlise para prevenir a auto oxidacao dos
mesmos, em tampao fosfato de sddio, 0,1M, com pH
variando de 6,4 a 8,0.

2.2.5 — Efeito do pH sobre a Atividade de PPO

O efeito do pH na atividade de polifenoloxidase foi
determinado utilizando-se solucdo de catecol 80mM em
tampédo fosfato de sddio, 0,1 M, com pH variando de
6,4 a 8,0, através do incremento de 0,2 unidades em
cada determinacao.

2.2.6 — Efeito do pH e do Tempo na Oxidacé&o
dos Substratos

Os substratos acido galico (10mM, | = 360nm),
catecol (80mM, | =420nm), D,L-DOPA (10mM, | =475nm)
e piragolol (10mM, | = 450nm), foram preparados em

tampéo fosfato de sédio, 0,1M, pH 5,0; 6,0; 7,0; e 8,0.
A mistura foi agitada por 10 minutos a temperatura
ambiente e as absorvancias foram registradas a cada
1 minuto por um periodo de 30 minutos. Ao branco foi
adicionado tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 5,0; 6,0;
7,0 e 8,0.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras de 1 a 9 apresentam a atividade de
polifenoloxidase sobre catecol, em fun¢édo do pH para
as nove cultivares de feijao. O pH 6timo para a ativida-
de maxima de polifenoloxidase foi em pH 7,2 para to-
das as cultivares.

O perfil de atividade especifica de PPO, sobre catecol,
dos cultivares de feijdo arud, aporé, A 774, carioca, dia-
mante negro, ouro branco, pérola, RAO 33 e ruda fo-
ram bastante semelhantes.
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FIGURA 1. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em
extratos de feijao cultivar arua. Substrato: catecol 80mM.
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FIGURA 2. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em
extratos de feijdo cultivar aporé. Substrato: catecol 80mM.
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FIGURA 3. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em
extratos de feijao cultivar A 774. Substrato: catecol 80mM.
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FIGURA 4. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em
extratos de feijao cultivar carioca. Substrato: catecol 80mM.
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Diamante Negro
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FIGURA 5. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em extra-
tos de feijéo cultivar diamante negro. Substrato: catecol 80mM.
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FIGURA 6. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em extra-
tos de feijao cultivar ouro branco. Substrato: catecol 80mM.
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FIGURA 7. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em
extratos de feijao cultivar pérola. Substrato: catecol 80 mM.
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FIGURA 8. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em
extratos de feijéo cultivar RAO 33. Substrato: catecol 80mM.
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FIGURA 9. Efeito do pH na atividade especifica de PPO em
extratos de feijdo cultivar ruda. Substrato: catecol 80 mM.

A Tabela 1 apresenta os valores de atividade espe-
cifica de PPO sobre catecol e pirogalol em pH 6,8 e 7,0
para as cultivares diamante negro, ouro branco e ruda.
O maior aumento de atividade especifica de
polifenoloxidase, sobre o substrato pirogalol em pH 7,0,
pode ser atribuido ao fato de que ambas as enzimas
polifenoloxidase e peroxidase existentes no extrato bruto
podem utilizar o pirogalol como substrato. Nenhuma
atividade de polifenoloxidase foi observada na presen-
¢a dos substratos &cido galico e D,L-DOPA.

TABELA 1. Atividade especifica de polifenoloxidase em cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), com diferentes substratos.

Diamante Negro Ouro Branco Ruda
pH Acido Gélico Catecol D,L-DOPA Pirogalol Acido Galico Catecol D,L-DOPA Pirogalol Acido Galico Catecol D,L-DOPA Pirogalol
(Aoxmin™x  (Agoxminx  (Agsxmin®x  (Amoxminx  (Agoxmin®x  (Agoxmin®x  (Agsxminx  (Agoxmin®x  (Agoxmin®x  (Agox minx  (Agsxmin®x  (Asox min'x
mg?) x 10°* mg?) x 10* mg*) x 10° mg?) x 10* mg?) x 10* mg*) x 10° mg?) x 10* mg?) x 10°* mg?) x 10° mg*) x 10° mg?) x 10* mg?) x 10*
6,8 ND 6,08 + 0,62 ND 6,39+ 0,25 ND 6,10+ 0,76 ND 6,39+0,71 ND 8,62+0,84 ND 8,66+ 1,03
70 ND 11,10+ 0,64 ND 14,17+ 0,04 ND 712+0,64 ND 12,05+0,78 ND 11,25+0,77 ND 16,40 + 0,44
ND: néo detectado
+ : desvio padrédo da média
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1 0,1
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FIGURA 10. Efeito do pH e do tempo na oxidag&o da solugéo de
acido galico.

FIGURA 11. Efeito do pH e do tempo na oxidagdo da solugdo de
catecol.
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FIGURA 12. Efeito do pH e do tempo na oxidag&o da solugdo de
D,L-DOPA.
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FIGURA 13. Efeito do pH e do tempo na oxidacéo da solugéo de
pirogalol.

As Figuras de 10 a 13 apresentam o efeito do pH e
do tempo na oxidacdo dos substratos: acido galico,
catecol, D,L- DOPA e pirogalol.

Na Figura 10 verifica-se que a oxidagdo do acido
galico em pH 5,0 e pH 6,0 é lenta e praticamente cons-
tante com o tempo. Em pH 6,8, ocorreu um ligeiro au-
mento nas absorvancias em func¢éo do tempo. Em pH
5,0, 6,0 e 6,8 ndo houve mudanca de cor e todas as
trés solugdes permaneceram incolores durante 30 mi-
nutos de leitura. Quando o acido galico foi preparado
em pH 7,0 a solugdo apresentou-se incolor e apds 30
minutos a solu¢do evoluiu para uma coloragcéo
esverdeada bem clara. Em pH 7,0 o acido galico oxi-
dou-se rapidamente com o tempo. Em pH 8,0 a solu-
¢do de acido galico apresentou coloracdo verde apos
ter sido preparada e mudou para verde-azulado ap6s
30 minutos de leitura. O acido galico oxidou-se muito
rapidamente com o tempo em pH 8,0.

Observa-se através da Figura 11 um aumento cres-
cente nas absorvancias em pH 6,0 para a solucao de
catecol. Em pH 6,0 a solucdo de catecol mudou de in-
color para amarelo claro ap6s 30 minutos de leitura.
Um evidente decréscimo nas absorvancias foi verifica-
do, quando a solugéo de catecol foi preparada em pH
6,8 e pH 7,0 e em ambos pH as solu¢des mudaram de
amarelo-claro para incolor. Estas mudancas de colora-
¢do podem ser explicadas pela formagdo de quinonas
pela oxidagdo das hidroxilas fendlicas do catecol. Em
pH 8,0 a solugdo de catecol apresentou-se incolor apés
30 minutos de leitura e uma pequena variacao nas
absorvéancias foram observadas com o tempo.

Em todos os valores de pH (5,0 - 8,0) ndo houve
mudanca de cor na solugédo de D,L-DOPA. A solucéo
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de D,L-DOPA apresentou-se incolor até 30 minutos de
leitura (Figura 12). Além disso, a oxidagdo da solucao
de D,L-DOPA foi muito mais lenta do que os outros
substratos.

Na Figura 13, verifica-se que a oxidacdo da solu-
¢do de pirogalol é crescente com o aumento do tempo
e do pH. Em pH 7,0 a solucdo de pirogalol oxidou-se
rapidamente e apresentou coloracdo amarela apos 30
minutos de leitura. Em pH 8,0 a solucdo de pirogalol
apresentou-se alaranjada ap0s ter sido preparada e a
intensidade da cor aumentou apés 30 minutos de leitu-
ra. A oxidagdo da solugcdo de pirogalol em pH 8,0 foi
muito mais rapida do que nos outros pH.

4 — CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que o pH
6timo para o extrato bruto das nove cultivares de feijao
foi em pH 7,2 utilizando catecol como substrato.

Nenhuma atividade de PPO foi observada na pre-
senca de acido galico ou D,L-DOPA.
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