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RESUMO: Pdlifencloxidase (PPO) é uma enzima envolvida em véaios processos metabdlicos
nes plantas, mas seu pgpd anda ndo s encontra muito bem definido. Quando isolada, a PPO
cadisa a hidroxilagdo de monofendis para o-dfendis €ou oxidacdo de o-difendis para o-
diquinonas. Este trabaho teve por objetivo o isdlamento e a purificacdo da PPO em frutos de café
no eséadio chumbinho. Amodras de frutos de café foram coletadas, congdadas em nitrogénio
liguido e amazenadas a -86°C. Apds lidfilizacdo, o extrato foi gplicado em Fenil Sdfaose e
DEAE. A iie cromatogréfica utilizada nesta pesquisa permitiu um fator de purificacdo de 364.
A dividade confirmeda em SDS-PAGE e os resultados do Western blot sugerem a existéncia de
uma banda de peso molecular de 63 kDa da PPO.

Palavras-chave: café polifenoloxidase, isolamento, purificacéo.
ISOLATION AND PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE IN COFFEE FRUITS

ABSTRACT: Pdliphenoloxidase (PPO) is one enzyme involved in vaious metabolic process in
plants but its role remains hard to define. When isolated, PPO can caidyze one or both of the
folowing reactions the hydroxylaion of monophendls to o-diphendls and the oxidation of o-
diphendls to o-quinones. This pgper amed to isolae and purify the PPO in coffee fruits in
pinhead dage Coffee fruits were collected, frozen in liquid nitrogen, dored a — 86C° After
liophylization, the extract was gpplied in Fenil Sefarose and DEAE. The chromatogrephic serie
used in this research gave a purification factor of 364. Activity sained SDSPAGE gds and
Western blots probed with PPO antibodies suggested  existence of a 63 kDa PPO.
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INTRODUCAO

Polifencloxidase (PPO) é uma enzima clprica encontrada em varias espécies de plantas.
Ainda que a sua verdadeira funcdo néo tenha Sdo bem esclarecida, sabe-se que a PPO catdisa a
hidroxilacdo de monofendis para o-difendis €ou oxidecdo de o-difendis para o-diquinones
(Robinson e Eskin, 1991). Em fungdo dessas trandformaces, as quinonas, por serem  muito
regtivas, interagem com outras moléculas, formando uma grande variedade de compogtos de
coloragéo escura que podem ndo ser resultados diretos da aividade da PPO (Eskin, 1990; Mayer
e Had, 1991).Vaios edudos tém ddo conduzidos com rdacdo a PPO, descrevendo seu
isolamento, sua caracterizacdo e purificacdo (Chevdier e d., 1999; Kwok-Ki Ho, 1999). Como
resultados destas pesquisas, audmente ja se tem conhecimento, para outras culturas, da cinética
enzimdtica, do padréo eetroforético e das sequéncias regulatorias da PPO. Apesar de ser muito
edudada em frutos de café verifica-se ausénda de estudos envolvendo isolamento e purificacéo
dessa enzima. Edte trabadho teve por objetivo o isolamento e a purificacdo da PPO em frutos de
café no est&dio chumbinho.

MATERIAL E METODOS

Amodras de frutos de café da cultivar Catuai, na fase chumbinho, foram coletadas em
propriedade no municipio de LavrasMG, imedigdamente congdades em nitrogénio  liquido,
trangportadas para 0 laboratdrio e armazenadas a -86°C. ApGs lidfilizacdo, 10 g desse maerid
foran submetidos a extragio utilizando a metodologia proposta por Mazafera e Robinson
(2000). A PPO foi extraida com tampdo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0, contendo 2% de &cido
ascorbico e 20% de PVPP (p/p). ApGs agitacdo por 10 minutos, o extrato foi centrifugado a
36.000g por 20 minutos e 0 brenadante filtrado em minicolunas PD-10 Sefadex G-25. Todas as
etgpas da extragdo e purificacdo foram conduzidas a 4°C, de acordo com a metodologia proposta
por (Chevdier et d., 1999).

Algumas proteinas foram removides em uma precipiteacGo com (NH4)>SO; a 30% de
sauragdo. O sobrenadante resultante foi submetido a uma didise de 12 horas contra um tamp@o
fodao pH 6,5 contendo KCl e (NH4)2,SO, (ambos a 0,6 M) e podeiormente duido em uma
coluna Fenil Sefarose (8 x 25 cm, 40 mL de volume) equilibrada com o0 mesmo tampdo em um
fluxo de 1,5 mL/min. Apds a dui¢do das proteinas ndoligadas, a PPO foi duida usando 0 mesmo
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tamp@ contendo KCl e (NH4)2S04 (0,1 M). A absorbancia a 280 nm e a aividade da PPO foram
determinadas em cada fracdo de 7 mL. As fragdes ativas foram combinadas, didisadas por
12 horas contra tampdo fosfato (pH 58) e egolicadas em uma coluna DEAE Sdfaose pré-
equilibrada com o mesmo tampdo. A amodra foi duida e a proteina monitorada pela aosorbancia
a 280 nm. Apbs a adsorbancia ter retornado a linha de base, fezse a duicdo aravés de um
gradiente linear de (NH4)2S0, de 0 a 025 mM em um tampéo fodfao 10 mM pH 58. O fluxo foi
mantido congante em 1mL/min, sendo a abisorbancia e a dividade da PPO determinedas em cada
fracdo de5mL.

A SDSPAGE foi conduzida de acordo com o méodo de Laemmli (1970) utilizando o
gdgema de minigd da Bio-Rad. As amostras continham 15ng de proteinas totdmente
desnaturadas e foram separadas em um gd de poliacrilamida cuja concentragéo foi de 12,5%. A
PPO fol detectada utilizando 0 méodo de Imunobloting descrito por Fragnier e d. (1995),
ctados por Chevdier e al. (1999), com o aticorpo/ati gople PPO (gentilmente fornecido por
Laurence Marques, Universté des Sciences & Techniques du Languedoc, Montepdlier, France).
A rescZo com 0 segundo anticorpo foi conduzida utilizando o anticorpo conjugado com fodfatase
dcdina anti-rabbit 1gG. O primero e 0 segundo anticorpos foram diluidos 1.000 e 15.000 vezes
respectivamente. Os padrdes de pesos moleculares utilizados foram da Bio-Rad.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados dos procedimentos de purificaggo encontram se sumarizados na Tabela 1.

Tabea 1 - Resumo das etgpas de purificacéo da polifenoloxidase em frutos jovens

Estégio de Volume  Atividade Proteinas Atividade Fator de
Purificacdo (mL) uni/min.g (mg) especifica purificacéo
uni/min.mg.prot
Extrato cru 20 26,37 52,83 0,499 1
(NH,),S0, (30%) 20 5,802 46,250 125 25
Fenil Sefarose 7 21,857 1,7208 12,70 25,45
DEAE 5 15,2857 0,084 181,97 364,6

Os edudos utilizando a metodologia preconizada por Mazzafera e Robinson  (2000)
pemitiram evitar a oxidecdb de fendis paa a extragdo da polifenoloxidass,  utilizando:
temperauras proximes de O°C, anttioxidantes como o &ido ascorbico 2% (piv) e PVPP 20%
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(pp).Esa edraégia proporcionou a obtencdo de um extrato limpido gpés a dessdinizacio em
colunas PD-10. O rendimento de proteinas encontradas no extrato bruto goresentou vaores
seme hantes aos verificados por Mazzafera e Gongalves (2000).

Na fase inicd, a precipitacéo do extrato proteico com (NH4)2SOs4 pemitiu um aumento
na purificacdo da PPO, que permaneceu em solucdo, de 25 vezes Na etgpa seguinte, o extrato
desdinizado foi gplicado na coluna Fenil Sefarose, e a interacdo hidrofobica entre a resna e a
PPO foi decrestida pela adicdo do tampéo contendo KCl e (NHz)> SO; 0,1 M (Figura 1). Nesta
fase, as proteinas ndo ligadas foram duidas inicidmente, por volta da oitava fracdo, quando se
utilizou um tampéo fodfato contendo os sas (NHy)2 SO, e KCl numa concentragdo mais eevada,
06 M. A PPO fo duida em um Unico pico, na seqiéncia, diminuindo a concentracdo dos sais
paa 01M. Essa interacéo diferenciada da mistura com a resna permitiu um fator de purificacéo
de 25. Vdores proximos a ede foram obtidos para extraios da PPO de pera (Gallad e Richard
Forget, 1997) e feijéo (Paul e Gouda, 2000).

Prosseguindo a purificagéo, os extratos das cinco fraghes na faixa do pico de dividade da
PPO foram combinados e gplicados na DEAE (Figura 2). A PPO foi duida novamente em um
Unico pico, aterior a0 das proteinas, a partir de um gradiente crescente de sulfeto de andnio de 0
a 025 M em tampdo fodao. Percebe-s2 uma duicdo diferencid de grupos de proteinas no perfil
dessa coluna anibnica, 0o que contribuiu para um faor find de purificacdo da PPO de 364.
Processos de purificacdo da PPO redlizados em fajdo (Robinson e Dry, 1992), pera (Rivas e
Whitaker, 1973), fdjéo de corda (Paul e Gouda, 2000), cha (Hdder e Bhaduri, 1998) e damasco
(Chevdier et d., 1999) obtiveram vaores proximos de 350 de purificacéo.

Pardelamente as corridas cromatogréficas, foram redizadas corridas de SDSPAGE, em
que s veificou 0 gparecimento de bandas com peso molecular variando entre 64 kDa e 29 kDa
(Figura 3). Em edudos de caracterizacdo dessa enzima em extratos bruto de folhes de cefé
(Mazzafera e Robinson, 2000) fa condaada a presenca de uma proteina com peso molecular
proximo de 67 kDa a qud foi convetida paa 45 kDa devido a acdo de protenases A
multiplicidade dessas formes tem ddo dribuida a um ou mas procesos, como  polimerizacéo,
glicoslacdo, protedises e pontes dissulfidricas (Kwok-Ki Ho, 1999). Segundo Fragnier & d.
(1995) e Marques e d. (1994), essas formas de PPO apresentam atividade, fato este que também
ocorrel em nossos  resultados Em condigfes  totdmente  desnaturantes,  nossos  resultados
coincidem com as formas encontradas pelos autores anteriormente, apresentando  pesos
moleculares de agproximadamente 29 kDa e 63 kDa Edudos recentes com folhas (Mazzafera
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2000; Robinson e Dry 1992) e frutos (Murata e d., 1993; Chevdier et d., 1999; Change-Peng
Yang, 2001) demosgtraram também que a principd forma de PPO é uma proteina com peo
molecular de gproximadamente 63 kDa
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Figura 1- Perfil da separagdo do extrato
na coluna de Fenil Sefarose.
absorbanciaa280nm( ) e
atividade da PPO (®).

Figura 2 - Perfil da separacéo do extrato
na coluna DEAE Sefarose
absorbanciaa280nm( )e
atividade da PPO (#).

Em noso trabdho possvdmente ocorreu uma hidrdlise parcid da proteina de 63 kDa,
originando a proteina de 29 kDa (Figura 3). No entanto, quando redizamos o Western blot, o
anticorpo utilizado oriundo da PPO de maca reegiu especificamente com a proteina de 63 kDa
(Figura4), comprovando que existem pequenas diferencas imunoguimicas entre essas formas.

A isoforma da PPO ddaectada no presente trabdho, com o anticorpo, foi de
goroximadamente 64 kDa, que é condderada como latente (Marques & d., 1994); no entanto,
retém toda a sequéncia responsavel para a aividade da enzima, como verificado nes Figuras 1 e
2
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Figura3 - SDS-PAGE perfil decafé

(15ng de proteina). Linhal — extrato
bruto, linha2- fracéo principal da Fenil
sefarose e linha 3 - fragdo principal da
DEAE-Sefarose.

bruto de frutosde café revelado com
anticorpo-antiapple PPO. Linhal —
extrato bruto, linha2 - fragdo
principal da Fenil sefarose elinha 3 -
frac8o principal da DEAE-Sefarose.

CONCLUSOES

A série cromatogréfica adgptada neste trabaho permitiu uma eficiente purificacdo da PPO
em frutos de café. Essa purificacdo foi confirmada peo Western blot.
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