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RESUMO: Polifenoloxidase (PPO) é uma enzima envolvida em vários processos metabólicos 

nas plantas, mas seu papel ainda não se encontra muito bem definido. Quando isolada, a PPO 

catalisa a hidroxilação de monofenóis para o-difenóis e/ou oxidação de o-difenóis para o-

diquinonas. Este trabalho teve por objetivo o isolamento e a purificação da PPO em frutos de café 

no estádio chumbinho. Amostras de frutos de café foram coletadas, congeladas em nitrogênio 

líquido e armazenadas a -86ºC. Após liofilização, o extrato foi aplicado em Fenil Sefarose e 

DEAE. A série cromatográfica utilizada nesta pesquisa permitiu um fator de purificação de 364. 

A atividade confirmada em SDS-PAGE e os resultados do Western blot sugerem a existência de 

uma banda de peso molecular de 63 kDa da PPO. 
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ISOLATION AND PURIFICATION OF POLYPHENOL OXIDASE IN COFFEE FRUITS 

 

ABSTRACT: Poliphenoloxidase (PPO) is one enzyme involved in various metabolic process in 

plants but its role remains hard to define. When isolated, PPO can catalyze one or both of the 

following reactions: the hydroxylation of monophenols to o-diphenols, and the oxidation of o-

diphenols to o-quinones. This paper aimed to isolate and purify the PPO in coffee fruits in 

pinhead stage. Coffee fruits were collected, frozen in liquid nitrogen, stored at – 86Cº. After 

liophylization, the extract was applied in Fenil Sefarose and DEAE. The chromatographic serie 

used in this research gave a purification factor of 364. Activity stained SDS-PAGE gels and 

Western blots probed with PPO antibodies suggested  existence of a 63 kDa PPO. 
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INTRODUÇÃO 

 

Polifenoloxidase (PPO) é uma enzima cúprica encontrada em várias espécies de plantas. 

Ainda que a sua verdadeira função não tenha sido bem esclarecida, sabe-se que a PPO catalisa a 

hidroxilação de monofenóis para o-difenóis e/ou oxidação de o-difenóis para o-diquinonas. 

(Robinson e Eskin, 1991). Em função dessas transformações, as quinonas, por serem muito 

reativas, interagem com outras moléculas, formando uma grande variedade de compostos de 

coloração escura que podem não ser resultados diretos da atividade da PPO (Eskin, 1990; Mayer 

e Harel, 1991).Vários estudos têm sido conduzidos com relação à PPO, descrevendo seu 

isolamento, sua caracterização e purificação (Chevalier et al., 1999; Kwok-Ki Ho, 1999). Como 

resultados destas pesquisas, atualmente já se tem conhecimento, para outras culturas, da cinética 

enzimática, do padrão eletroforético e das seqüências regulatórias da PPO. Apesar de ser muito 

estudada em frutos de café, verifica-se ausência de estudos envolvendo isolamento e purificação 

dessa enzima. Este trabalho teve por objetivo o isolamento e a purificação da PPO em frutos de 

café no estádio chumbinho. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostras de frutos de café da cultivar Catuaí, na fase chumbinho, foram coletadas em 

propriedade no município de Lavras-MG, imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, 

transportadas para o laboratório e armazenadas a -86ºC. Após liofilização, 10 g desse material 

foram submetidos à extração utilizando a metodologia proposta por Mazzafera e Robinson 

(2000). A PPO foi extraída com tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0, contendo 2% de ácido 

ascórbico e 20% de PVPP (p/p). Após agitação por 10 minutos, o extrato foi centrifugado a 

36.000g por 20 minutos e o sobrenadante filtrado em minicolunas PD-10 Sefadex G-25. Todas as 

etapas da extração e purificação foram conduzidas a 4ºC, de acordo com a metodologia proposta 

por (Chevalier et al., 1999). 

Algumas proteínas foram removidas em uma precipitação com (NH4)2SO4 a 30% de 

saturação. O sobrenadante resultante foi submetido a uma diálise de 12 horas contra um tampão 

fosfato pH 6,5 contendo KCl e (NH4)2SO4 (ambos a 0,6 M) e posteriormente eluído em uma 

coluna Fenil Sefarose (8 x 2,5 cm, 40 mL de volume) equilibrada com o mesmo tampão em um 

fluxo de 1,5 mL/min. Após a eluição das proteínas não-ligadas, a PPO foi eluída usando o mesmo 



II Simpósio de Pesquisa dos Cafés do Brasil 

 

 
 

932 

tampão contendo KCl e (NH4)2SO4 (0,1 M). A absorbância a 280 nm e a atividade da PPO foram 

determinadas em cada fração de 7 mL. As frações ativas foram combinadas, dialisadas por 

12 horas contra tampão fosfato (pH 5,8) e aplicadas em uma coluna DEAE Sefarose pré-

equilibrada com o mesmo tampão. A amostra foi eluída e a proteína monitorada pela absorbância 

a 280 nm. Após a absorbância ter retornado à linha de base, fez-se a eluição através de um 

gradiente linear de (NH4)2SO4 de 0 a 0,25 mM em um tampão fosfato 10 mM pH 5,8. O fluxo foi 

mantido constante em 1mL/min, sendo a absorbância e a atividade da PPO determinadas em cada 

fração de 5 mL.  

A SDS-PAGE foi conduzida de acordo com o método de Laemmli (1970) utilizando o 

sistema de minigel da Bio-Rad. As amostras continham 15 µg de proteínas totalmente 

desnaturadas e foram separadas em um gel de poliacrilamida cuja concentração foi de 12,5%. A 

PPO foi detectada utilizando o método de Imunobloting descrito por Fraignier et al. (1995), 

citados por Chevalier et al. (1999), com o anticorpo/anti apple PPO (gentilmente fornecido por 

Laurence Marques, Université des Sciences et Techniques du Languedoc, Montepellier, France). 

A reação com o segundo anticorpo foi conduzida utilizando o anticorpo conjugado com fosfatase 

alcalina anti-rabbit IgG. O primeiro e o segundo anticorpos foram diluídos 1.000 e 15.000 vezes, 

respectivamente. Os padrões de pesos moleculares utilizados foram da Bio-Rad.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

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

 

Tabela 1 - Resumo das etapas de purificação da polifenoloxidase em frutos jovens 

Estágio de 
Purificação 

Volume 
 ( mL) 

Atividade 
uni/min.g 

Proteínas 
(mg) 

Atividade 
específica 

uni/min.mg.prot 

Fator de 
purificação 

Extrato cru 20 26,37 52,83 0,499 1 
(NH4)2SO4 (30%) 20 5,802 46,250 1,25 2,5 

Fenil Sefarose 7 21,857 1,7208 12,70 25,45 
DEAE 5 15,2857 0,084 181,97 364,6 

      
 
 
Os estudos utilizando a metodologia preconizada por Mazzafera e Robinson (2000) 

permitiram evitar a oxidação de fenóis para a extração da polifenoloxidase, utilizando: 

temperaturas próximas de 0ºC, antioxidantes como o ácido ascórbico 2% (p/v) e PVPP 20% 
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(p/p).Essa estratégia proporcionou a obtenção de um extrato límpido após a dessalinização em 

colunas PD-10. O rendimento de proteínas encontradas no extrato bruto apresentou valores 

semelhantes aos verificados por Mazzafera e Gonçalves (2000). 

 Na fase inicial, a precipitação do extrato proteico com (NH4)2SO4 permitiu um aumento 

na purificação da PPO, que permaneceu em solução, de 2,5 vezes. Na etapa seguinte, o extrato 

dessalinizado foi aplicado na coluna Fenil Sefarose, e a interação hidrofóbica entre a resina e a 

PPO foi decrescida pela adição do tampão contendo KCl e (NH4)2 SO4 0,1 M (Figura 1). Nesta 

fase, as proteínas não ligadas foram eluídas inicialmente, por volta da oitava fração, quando se 

utilizou um tampão fosfato contendo os sais (NH4)2 SO4 e KCl numa concentração mais elevada, 

0,6 M. A PPO foi eluída em um único pico, na seqüência, diminuindo a concentração dos sais 

para 0,1 M. Essa  interação diferenciada da mistura com a resina permitiu um fator de purificação 

de 25. Valores próximos a este foram obtidos para extratos da PPO de pera (Gaillard e Richard 

Forget, 1997) e feijão (Paul e Gouda, 2000). 

Prosseguindo a purificação, os extratos das cinco frações na faixa do pico de atividade da 

PPO foram combinados e aplicados na DEAE (Figura 2). A PPO foi eluída novamente em um 

único pico, anterior ao das proteínas, a partir de um gradiente crescente de sulfato de amônio de 0 

a 0,25 M em tampão fosfato. Percebe-se uma eluição diferencial de grupos de proteínas no perfil 

dessa coluna aniônica, o que contribuiu para um fator final de purificação da PPO de 364. 

Processos de purificação da PPO realizados em feijão (Robinson e Dry, 1992), pera (Rivas e 

Whitaker, 1973), feijão de corda (Paul e Gouda, 2000), chá (Halder e Bhaduri, 1998) e damasco 

(Chevalier et al., 1999) obtiveram valores próximos de 350 de purificação. 

Paralelamente às corridas cromatográficas, foram realizadas corridas de SDS-PAGE, em 

que se verificou o aparecimento de bandas com peso molecular variando entre 64 kDa e 29 kDa 

(Figura 3). Em estudos de caracterização dessa enzima em extratos bruto de folhas de café 

(Mazzafera e Robinson, 2000) foi constatada a presença de uma proteína com peso molecular 

próximo de 67 kDa, a qual foi convertida para 45 kDa devido à ação de proteinases. A 

multiplicidade dessas formas tem sido atribuída a um ou mais processos, como polimerização, 

glicosilação, proteólises e pontes dissulfídricas (Kwok-Ki Ho, 1999). Segundo Fraignier et al. 

(1995) e Marques et al. (1994), essas formas de PPO apresentam atividade, fato este que também 

ocorreu em nossos resultados. Em condições totalmente desnaturantes, nossos resultados 

coincidem com as formas encontradas pelos autores anteriormente, apresentando pesos 

moleculares de aproximadamente 29 kDa e 63 kDa. Estudos recentes com folhas (Mazzafera 
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2000; Robinson e Dry 1992) e frutos (Murata et al., 1993; Chevalier et al., 1999; Change-Peng 

Yang, 2001) demostraram também que a principal forma de PPO é uma proteína com peso 

molecular de aproximadamente 63 kDa. 
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Figura 1 - Perfil da separação do extrato
                na coluna de Fenil Sefarose.
                absorbância a 280 nm (      )  e
                atividade da PPO (u).

Figura 2 - Perfil da separação do extrato
                na coluna DEAE Sefarose
                absorbância a 280 nm ( ) e
                 atividade da PPO (u).

 
Em nosso trabalho possivelmente ocorreu uma hidrólise parcial da proteína de 63 kDa, 

originando a proteína de 29 kDa (Figura 3). No entanto, quando realizamos o Western blot, o 

anticorpo utilizado oriundo da PPO de maçã reagiu especificamente com a proteína de 63 kDa 

(Figura 4), comprovando que existem pequenas diferenças imunoquímicas entre essas formas. 

A isoforma da PPO detectada no presente trabalho, com o anticorpo, foi de 

aproximadamente 64 kDa, que é considerada como latente (Marques et al., 1994); no entanto, 

retém toda a seqüência responsável para a atividade da enzima, como verificado nas Figuras 1 e 

2. 
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Figura 4 - Western blot de extrato
bruto de frutos de café revelado com
anticorpo-antiapple PPO. Linha 1  –
extrato bruto, linha 2 - fração
principal da Fenil sefarose e linha 3 -
fração principal da DEAE-Sefarose.

Figura 3 - SDS-PAGE perfil de café
(15 µg de proteína). Linha 1  – extrato
bruto, linha 2 - fração principal da Fenil
sefarose e linha 3  - fração principal da
DEAE-Sefarose.

 
CONCLUSÕES 

 

 A série cromatográfica adaptada neste trabalho permitiu uma eficiente purificação da PPO 

em frutos de café. Essa purificação foi confirmada pelo Western blot. 
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