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RESUMDO

A polifenoloxidase de banana nanica (Musa cavendishii L.) foi

extraida da parte central da fruta semi-madura, em solugao de
tampio fosfato 0,2 M, pH 7,0, contendo 1% de PVP insoliivel e
0,5% de Triton X-100 por homogeneizacdo em liquidificador na
temperatura ambiente. 0 extrate bruto foil precipitado com 2
volumes de acetona previamenté resfriada, e a mistura mantida
a uma temperatura final de -13°C. 0 precipitado acetonico foi
re-extraldo com tampdo fosfato pH 7,0, contendo 0,5% de Tri-
ton X~100 e estocado a -40°C por 7 dias., O material insolivel
obtido apds este periodo, foi eliminado por centrifugacao a
12.062 x g por 15 minutos e © extrato, aplicade em coluna  de
Sephadex G-100 com refrigeracdo a 5°C. Apds eluigfo da colu-
na com tampdc fosfato 0,01 M, pH 7,0, a fracio correspondendo
% maior atividade enzimdtica (FE), liofilizada e aplicada em
eletroforese de gel de poliacrilamida, deu origeﬁ a trés ban-
das ativas, as quais foram cortadas, eluidas em dgua por 24
horas, dialisadas contra tampio fosfato 0,2 M, pH 7,0 e 1iofi
1izadas. A enzima apresentoll um grau de purificacdo da ordem~

de 34 vezes.

0 precipitado acetdnico ¢ a fracdo FE, analisados cm gel de -
poliacrilamida, mostraram O Mesno numero de formas molecula -
res ativas, que variou de 3 a 5, em presenca de diferentes -

substratos,
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A polifencloxidase de banana nanica & uma oxidase especifica pa
ra o-difendis, tendo maior especificidadé para dopamina, eping
frina e no:epinefrina. A enzima no estado purificado, apresen-
tou nenor especificidade para substratos na forma D, sendo mais

3 M} do gue para D-dopa-

especifica para L-dopa (K, = 6,0 X 10
(Ky = 2.5 x 1077

zima apresentou especificidade intermediaria (Ky = 3,3 x 10

M). Em relagdo a forma racéemica DL-dopa, a en-

2).

@ ponto isoceletrico da enzima purificada, determinado por foca

lizacdo isoelétrica em gel de poliacrilamida, foi de 5.2.

Os experimentos por ultracentrifugagdo em gradiente de sa-
carose mostraram um coeficiente de sedimentacdo de 3,9 + 0,1 S

para polifenoloxidase, correspondente ao peso molecular de -
60.000 + 2.000. A andlise efetuada em gel de poliacrilamida em
meio contendo SDS, apresentou sub-unidades com peso molecular -

de 30.000 + 1.000.

Estudos da acdo de mercaptoetanol sobre a polifenoloxidase.mos;
traram que a enzima inativada pelo redutor na concentragaoc  de
17 mM, tem 30% de sua atividade reativada quando submetida a -~
didlise. Eletroforese em gel de poliacrilamida apresentou a rea

tivagdo de duas formas moleculares.

Estudos cinéticos, utilizando a enzima no estado semi-purifi
cado (FE) mostraram inibigdo nZo competitiva do acido ascor-
bico sobre a reagac com catecol, nas concentracoes de 0,008 mM,

0,04 mM e 0,08 mM. O mesmo tipo de  inibigao foi obser-
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vado utilizando metabissulfito de s0dio nas concentragbes 0,03
mM, 0,06 mM e 0,24 mM. A utilizacdo de cisteina nas concentra~-
coes de 0,083 mM e 0,166 mM, apresentou inibicao naoc competiti
va com o catecol, passando para cinetica do tipo competitiva?
na concentracdo de 0,04 mM. A acdo inibitoria do Aacido ditié-
carbamico sobre a polifencloxidase mostrou ser menos efetiva-
do que os outros inibidores utilizados. Dentre eles, o acido-
asc5rbicp mestrou maior inibicao sobre a enzima semi-purifica-
da (FE), enquanto que no precipitado acetonico, a cisteina foi
forte inibidor com os susbstratos catecol e Dl-dopa. Com exce-
cao do acido ditiocarbamico, todos os inibidores apresenta-

ram um periodo de retardamento da reacdo enzimatica.

Na reacdo com DL~dopa como substrato, esse retardamento atin-
giu tempos superiores a 600 minutos, quando usado 0,4 mM de

. - . ~
cistelna na mistura de Tedgao.,

Os experimentos realizados com o precipitado acetdnico e a fra
cac FE, mostraram que a enzima apresenta estabilidade termica
acentuada nas temperaturas de 65 e 75°C, sendo a fragao FE -

aparentemente menos resistente‘

Estudos preliminares, mostraram evidencias de que a enzima en-
contra-se complexada com compostos fendlicos, principalmente -

acido clorogenico.

Dentre o5 varios ions testzdos como possiveis co-fatores desta



Dentre os viarios Ions testados como possiveis co-fatores desta

- . - + + . .
reacao enzimatica, NH4 e B-NAD agiram como ativadores, sendo

2 2
que Fe+2, A1+3’ Ca+2; In' e e Fe+3
res. Por outro lado, Cu+1, Cu+2,

, comportaram-se como inibido
+32 +2 .. .
Mg “ e Mn ° ndo interferiram-

com-a atividade da enzima.



SUMMARY

The polyphenoloxidase of banana"nanica”™ (Musa cavendishii L.) was

extracted from the central part of half mature fruit by honoge~
nising in a blender at room temperature with a buffer solution

of 0,2 M phosphate {(pHl 7.0) containing 1% of inscluble PVP and
n.5% of Triton X-100, The crude extract was precipitated with

2 volumes of acetone, previously cooled down, and the mixture was
maintained at a final temperature of -13°C, The precipitate fron
acetone was re-extracted with a phosphate bhuffer, pH 7.0, contain-
ing 0,5% of Triton X-100 and stored at ~40°C for 7 days. The in-
soluble material obtained after this period was eliminated by
centrifugation at 12,062 x g for 15 minutes and the extract put
through a Sephadex G-100 column at 5°C, After the elution with

a phosphate buffer 0,01 M, pH 7.0, the fracticen corresponding

to the greatest enzymatic activity (FE) liophylized and subjected
to electrophoresis in polyacrylamide gel, produced three active
bands, which were cut, eluted with water for 24 hours, dialysed
against phosphate buffer 0.2 M, pH 7.0, and liophylized. The

enzyme showed a degree of purification of the order of 34 times.

The precipitate from acetone and the fraction FE analysed in
polyacrylamide gel showed the same number of molecular forms, which

varied from 3 to 5 on the suhstrates enployed.

The polyphenoloxidase of banana“nanical an oxidase specific

Y -



for o-diphenols, showed greater specificity for dopamine, epi-
nefrine and nor-epinefrine. The purified enzyme showed lesser
specificity for substrates in D-forms being more specific for
L-dopa (Ky = 6.0 x 107°M) than for D-dopa (Ky = 2.5 x 1074 .
¥or the racemic DL-dopa the specificity of the enzyme was

intermediate (Ky = 3.3 X 107 %M).

The isocelectric peint of the purified enzyme determined by

iscelectric focusing in polyacrylamide gel was 5.2.

U}tracentrifugation experiments 1n sucrose gradient showed a
sedimentation coefficient of 3.9 * 0.1S for polyphenocloxidase
corresponding to a molecular weight of 60,000 + Z,000. An
analysis carried out in polyacrylamide gel in a SDS containing
medium showed sub-units with a molecular weight of 30,000 *

1,000.

A study of the action of mercaptoethanol on polyphencloxidase
- showed that the enzyme was jnactivated by 17 mM concentration
and recgvered 20% of its activity when submitted to dialysis.
Electrophoresis in polyacrylamide gel resulted in the recovery

of two active molecular forms.

Kinetic studies using a semi- purified enzyne (FE) showed a
non-competztxve inhibition by ascorbic acid in a reaction with
catechol at concentration of 0.008 mM, 0.04 mM and §. 08 .
The same type of inhibition was observed when enploying sodium

metabisulphite in concentrations of 0.03 mM, 0.06 md and 0.24 md.
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“The utilization of cysteine in concentration of 0,083 m and
0,166 mM showed non-competitive inhibition in the presence of
catechol changing into a competitive like kinetic at a concen
tration of 0.4 mM, The inhibiting action of dithiocarbanic
acid on polyphenoloxidase was iess effective than that of
other inhibitor used. Ascorbic acid proved to be the most
potent inhibitor in the case of semi-purified enzyme (FE},
whereas -in the case of acetone precipitated enzyme cysteine
showed strong inhibiting effect in the presence of catechol
and DL-dopa., With the exception of dithiocarbamic acid all
inhibitors produced a delay period in the enzymatic reaction.
" In the reaction of DL-dopa with the substrate this delay
attained times superior to 600 minutes when using 0.4 mM of

cysteine in the reaction mixture.

Experiments carried out with acetone precipitates and fraction
FE, showed that the enzymes submitted to various temperatures
showed accentuated thermal stabiiity at 65°C and 750C, the

FE fraction being apparently less resistant.

Preliminary studies gave evidence that the enzyme exists in the
form of complexes with phenol compounds, probably with chloro-

genic acid.

0f the various ions tested as possible cofactors of this enzy-

. ) + ok ]
matic reaction EH4 and 8-NAD acted as activator whereas

2

+2 +3
Zn

+ + gt .
Fe ", A1 7, Ca 2, and Fe 5 showed inhibiting activity.
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On the other hand, Cu+1, Cu+2, Mg+2 and Mn+2 showed no inter-

ference with the enzyme activity.
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1. INTRODUCAO

A cultura da banana no Brasil € economicamente importante, sen-
do consumida por diferentes classes da populagao. Ela tem sido
cultivada mais comumente na regifio litoranea e grande porcenta-

gem da populacdo nessa area depende da sua produgdo.

A banana madura € essencialmente doce e de facil digestdo. A di
gestibilidade do amido presente na fruta nesse estigio, em tes-
tes feitos com animais, fol estimado em 45-80%. Nos tltimos 30
anos tem sido grande sua utilizagfo na nutrigao de pessoas viti
madas por varios disturbios intestinais. Talvez o mais marcante
destes seja a cOlica verificada em'criangas, que se manifesta -
éomo uma intolerancia a carboidratos (105). Sob este aspecto, a
banana pode ser aconselhada na alimentacdo infantil, devido a
sua facil assimilacfo. A bioquimica do fendmeno & ainda obscura
€ parece nao haver uma expiicagﬁo satisfatoria do porque de a
banana, mais do que outras frutas doces, ser tao bem tolerada.-
Tem-se sugerido, como uma provavel éausa, o teor de aminas fend

licas da fruta.

A qualidade -de uma banana varia de forma consideravel com o clo
ne, estocagem e condicdes de amadurecimento. E uma fonte de cal
~cio e ferro e contém cobre, iodeto, manganeés, zinco e cobalto.-
Al18m desses componentes ela & rica em potdssio, magnésio, sdodio

e fosforo (12). Comparada com outras frutas e vegetais, apresen



ta maior teor de carotenoc {50,332 UI), tiamina {(42-62 ng) e Ti-

boflavina (87-88 ug) por 100 g de material analisado.

Entretanto, como multas frutas, a banana produz rﬁpidas mudan -
¢as na cor, guando submetida a danos mecanicos durante a colhel
ta e estocagem. Tais mudangas de coloragdo sZo acentuadas duran
te a preparacio para o processamento, desidratacio e congelagao.
A cor natural do produto pode ser mascarada pela formagdo -
de pigmentos escures que ocasionam um produto menos atrativo -
[52)..Usualmente, o escurecimento & acompanhado por transforma-

coes indesejaveis no sabor, odor e valor nutritivo,

Contudo, pouca coisa se sabe a respeito das reagoes indeseja~ =
veis que certamente ocorrem durante a estocagem e processamento
dessa fruta. Um dos problemas encontrados na manipulacio e pro-
cessamento da banana € o escurecimento enzimatico e nio enzimd-
tico. As polifenoloxidases estio estreitamente ligadas & este
- primeiro aspecto, merecendo, portanto, a devida atengzo por par

te dos pesquisadores ¢ indistrias de alimentos.

As enzimas que catalisam a oxidacdo de compostos fendlicos $ao
largamente distribuidas na natureza. Os fendis sdo oxidados por
percxidases, fenolases e lacases. Bstas nltimas sdo proteinas -
que contém cobre e apresentam propriedades semelhantes, princi-
palmente pela sua inibi¢do por agentes que reagem COm O cobre -
da enzima. A oxidagdo enzimitica dos fendis produz efeito mar -

cante, tanto no odor Ccomo na COr da fruta (75). Em alguns casos,



por exemplo: cha, café e cacau, o efeito & benéfico & em outros,
como frutas e hortalicas processadas, o problema e inverso, sen-
do que os maiores esforgos dos cientistas de alimentos tem-se -

concentrado no controle dessas consequencias,

As fenoloxidases sdo conhecidas sob diversos nomes triviais, -
tais como: tirosinase, catecolase, polifencloxidase e fenolase.~
Esta multiplicidade de nomes & um tanto confusa mas, talvez, ne-
cessaria, uma vez que as enzimas iscladas de diferentes fontes,=-

mostram atividade variavel para diferentes substratos.

Palmer (93}, estudando fenoloxidase de banana, encontrou que
o extrato cru continha uma oxidase especifica somente para o-di-
fenois, e que era livre de qualquer outro sistema oxidase. Pal-
mer propos chamar a oxidase da banana de polifenoloxidase em con
traste com tirosinase (oxida monofendis) e fenolase (oxida mono-

¢ difenois).

Essas enzimas, oxidando mono, di e polifenois na presenca de oxi

¥ R
génio molecular, produzem dopacromos, que sic polimerizados e o=
riginam melaninas como produto final. Entretanto, o conhecimento

de seu mecanismo de agdo € ainda obscuro.

0 presente trabalho foi realizado com o objetivo de fornecer =~
maiores informacOes quanto a natureza e comportamento da polife-

noloxidase de banana nanica (Musa cavendishii L.)




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

0 reconhecimento da existencia de enzimas como catalisadores do
escurecimento, observado em diferentes especies de alimentos, -

foi feito por Lindet (67) e Kastle (54).

A maioria das pesquisas desenvolvidas durante essa ¢poca foi re
1acionada com caracterizag¢des qualitativas e metodos de inativa
cio., Ndo havia, portanto, nenhuma preocupagdo com a clucidagdo-
de prbblemas concernentes ao mecanismo dos sistemas enzimiticos
envolvidos, natureza dos substratos e mesmo mecanismo de forma-

cdo de pigmentos escCuros ohservados nos alimentos.

Virias teorias foram entdo propostas para explicar © escureci -
mento enzimidtico. Chodat (17) propGs que ©S tecidos vegetais -
que escureciam com a danificacgio, continham substancias denomi-

nadas oxigenases. Em contato com © oxigenio do ar elas geravam

- perdxido de hidrogénio que, ativado pela peroxidase contida nas

plantas, acarretava a auto-oxidacio de muitoes fenclicos natu- -

TaL1lS.

Em 1931, Onslow {91}, interessadoc no escurecimento resultante -
da danificacao de tecidos vegetais, mostrou a presenca de orto-
_difendis livres, com o isolamento de catecol dos tecidos. Em
seus experimentos chservou que o escurecimento dos derivados ca
tecdicos no tecido vegetal era mais rapido do que em solugdo a-

quosa. No entanto, esse escurecimento nio se verificava quando-



o tecido era'previamente fervido. Este fato levou-o a postular
a existéncia de uma enzima que catalisava a auto-oxidacac de -
derivados fenolicos, que continham grupos hidroxilicos funcio-
nais na posicdo orto. Onslow postulou, em adigao ao conceito e
mitido por Chodat, a presenga de umé enzima que, em contato -
com o ar oxidava o©s orto-fendis gerando, como um dos produtos-
de oxidagdo, um perdxido, ou mesmo peroxido de hidrogénio. Es-
te, na presenca de peroxidase geraria finalmente, cromogenios-
caracteristicos que, em sua concepgao, eram pigmentos oriundos

da oxidacfo secundiaria de mono, di e polifendis.

Em estudos sistematicos, Onslow pode classificar essas enzimas
em dois grupos: um que continha oxigenases e compostos catecdi
cos e outro, que continha peroxidases vegetals onde as oxigena
ses e os catecdis ndo estavam presentes. O primeiro grupo, que
causava rapido escurecimento, podia ser encontrado nas seguin-
tes frutas: magd, apricot, banana, cereja, figo, uva, péssego=

e morango. O segundo grupo era encontrado nas frutas citricas.

Entretanto, Szent-Gyorgyi (117) ja havia demonstrado, em bata-
tas, que ©55as reacdes de escurecimento poderiam ocoyrer na ay

séncia de peroxidos.

Nessa mesma epoca, fol estabelecida a distingZo entre as oxige
nases, que continham cobre na molécula e catglisavam a oxida -

¢io de fendis pelo oxigénio molecular e as peroxidases, que ca



talisavam a oxidagdo de fendis pelo perdxido de hidrogenio e

continham ferroporfirina.

De acordo com as diferentes reagdes de oxidacao de mono, di e
polifendis, as fenolases foram classificadas posteriormente em

trés grupos:

a) tirosinase - catalisando a oxidagdo de monofenois,especifi-
camente tirosina;

b) cresolase - catalisando a oxidacio de polifendis;

¢) lacase - (obtida do 13tex) catalisando diferentes reagles -

de oxidacdao (32).

Atualmente, prefere-se o termo de polifenoloxidase ou fenolase
para o sistema de oxidagdo de polifendis. A nomenclatura corre
ta, apfesentada pela "Comission on Enzymes of the Internatio -
nal Union of Biochemistry" em 1965 (45), &: o-difenol 0, - oxi
doredutase E.C.1.10.3.1. e p-difenol O, - oxidoredutase BfC.l.

10.3.2..

2.1. Ocorréncia e possivel funcdo da polifenoloxidase

As polifenoloxidases ocorrem com muita frequencia em tecidos ve

getais e animais.

Palladin (92) foi o primeiro pesquisador a sugerir a existéncia,
enm vegetais, de um sistema polifenol-quinona como intermediario

' na oxidacfo de viArios compostos orgdnicos durante a respiracéo.



Chamou a esses polifendis de cromogénios respiratdrios. A poli-

fenoloxidase, segundo esse autor, participaria no seguinte pro-

cesso:
AHZ quinona HQO
A polifenol 1/2 0,
desidrogenase polifenoloxidase

Dessa hipdtese, surgiram quatro tipos de evidéncias, mostrando-
que as enzimas que oxidam fenois servem como oxidase terminal -

em qualquer tecido (78):

a) ocorréncia natural da enzima e seu substrato nos tecidos;

b) aumento da respiracdo apds adicdo de substrato nos tecidos;

c) presenga de enzimas acessdorias que catalisam a redugdo - da
quinona intermedidria;

d} diminuicdo da respiragdo terminal por inibidores especifi -

cos da fenolase.

Desde a década de trinta,.vﬁrios experimentos tentam implicar-
as fenolases como oxidases terminais da cadeia respiratérié. -
Os pesquisadores +om observado os efeitos da adigao de substra
fos catecoicos sobre a respiragdo dos tecidos vegetals, com =
particular atengio aos quocientes de respiracio e #s variagles

em funcio do tempo, nas velocidades relativas de consumo de o-



xigénio (13, 106, 128).

J3 se conhecia que o consumo de oxigénio aumentava com a dani-

ficacdo dos tecidos vegetais que continham fenolases (119).

As plantas, em geral, contém um grande nimero de orto-fendis,-
tais como: polifendis, flavondides, taninos e alcaldides, sen-
do particularmente comum, a configuracio o-difendlica necessa-
‘ria para a atividade da fenolase. Estas enzimas parecem ser i~
nacessiveis 3 transformacdo dos substratos até que ocorra a da
nificacdo do tecido. Experimentos com extratos de plantas teém-
mostrado que grande nimero dessas substincias existem em mode-
los que se modificam com o desenvolvimento da planta (28, 43,-

86, 87).

L]

Estudos "in vitro' de sistemas enzimﬁtieos e nao enzimaticos,-
com a capacidade de reduzir as quinomas produzidas por fenola-
ses, tem mostrado grande semelhanca entre si e aparecem tanto-
em vegetais como em animais (55, 58, 115). Desta forma, a oxi-
dacio enzimitica dos difendis pode ser acoplada a oxidagio .do

acido ascdrbico:

OH 0
OOH [0 -0
 EE———
0 OH
] ¢C7 ' OH
+AH, —— fA



Em outros sistemas (63, 105), a redugdo das o-quinonas, em pre-
senca de enzimas e coenzimas apropriadas, tem sido acoplada a

oxidacdo de catecol.

0 OH

L0 oH
+DPNHe H e +DPN

Em sintese, apesar desses sistemas serem largamente distribui -~
dos nos vegetais e animais, parece sery pouco evidente que 38 e-
tapa final da respiracdo de células vegetais ndo danificadas, -
possa envolver as quinonas formadas pela acao da fenolasé, pois
este estigio de respiracao £ catalisado por outras enzimas (37,

46, 132).

0 problema foi revisto por Towers {124), mas nioc se pode eluci-

dar a participagio da polifencloxidase como enzima terminal, -
. - - - " = - - -

pois nio & possivel eliminar-se o sistema oxidase dos citocro -

mos, sem afetar a atividade da fenclase.

A localizagao da polifenoloxidase nos tecidos, tem sido inves-
tipada em grande niimero de plantas. Samisch (108), mostrou que

fatias de damasco, quando imersas em catecol, apresentavam esCu



recimento rapido na casca e feixes vasculares, principalmente
na porgao ventral e dorsal. A parte restante da polpa, compre
endida pelo pericarpo da fruta, era muito lentamente escureci
da. Hussein e Cruess (44}, de forma semelhante, encontraram -
em trabalhos com uvas, uma menor atividade de polifenoloxida-
se no pericarpo do que nos feixes vasculares. Por outro lado,
Arnon (6), mostrou que a polifenoloxidase estava quase total-

mente localizada no cloroplasto da folha de espinafre.

Tolbert (123), demonstrou que a polifenoloxidase localizada -
no cloroplasto de grande variedade de plantas, incluindo espi
nafre, apresentava atividade enzimatica na estrutura lamelar.
A enzima encontrava-se em estado iatente, e era estimulada tan

to pela luz, como por dimetiluréia ou antimicina A.

Em trabalhos mais recentes, Anderson (4), mostrou que a loca-
lizagdo da polifenoloxidase nos tecidos nfio & ainda bem con-
preendida. Enquantoc se acredita ser a polifenoloxidase uma en
zima soliivel, vdrios trabalhos mostram que a atividade € loca
lizada na mitocondria e cloroplasto. Walker e Hulme (127), -~
preparando mitocondria de casca de maca, utilizando polivi -
nilpirrolidona solfivel na extracdo, encontraram duas polife

noloxidases tanto na mitocdndria, como na fragdo solivel que,
possivelménte, seriam isoenzimas. Entretanto, os autores suge
rem que a distribuicae observada poderia ser um artefato, pos

sivelmente causado pela adsorgao de o-difenoloxidase citoplas

-10-



maitica que diferia da fragdo particulada.

2.2. Purificacio de polifenoloxidases

Sabe-se que durante a extracao de fenolases ém vegetais os com-
postos fendlicos ligam-se facilmente a proteinas, formandc mela
noprotefnas, que sfo substdncias inibidoras de muitas enzimas ~
(109). Uma vez que a natureza dos compostos fentlicos naturais-
varia entre os vegetails, tem-se procurado encontrar sistemas de

extracao adequados para melhor solubilizacdo da enzima.

Diversos solventes teém sido utilizados sendo que, de um modo ge
ral, o emprego de solugoes tamponadas neutras tém produzido boa
extratibilidade. Um fator que determina o tipo de solugao usada
para extracdo & a natureza e localizagdo da enzima na célula.Em
batatas, as fenolases foram encontradas em maior concentragao
na fracdo solitvel {21), enquanto que em outros produtos, a enzi

ma encontra-se ligada a cloroplastos ou i mitocondria (11).

As etapas subsequentes de purificacdo envolvenm eliminacao de fe
ndolicos por precipitagdo em acetona a frio, fracionamento com -
solucio de sulfato de amdnio, e separagao cromatografica, tanto

por colunas de adsorgac como de troca ionica.

Walker e Hulme (126), utilizando casca de macds, mostraram que
a polivinilpirrolidona insoluvel, quando associada a detergen -

tes aniodnicos, sumenta a atividade fenclasica dos extratos.

“llm



Em preparagoes utilizando Triton X-100 seguidas de cromatografia
em DEAE~celulose, foi possivel separar duas fragoes enzimaticas~
que, por sua homogeneidade e semelhanga nas propriedades fisi-

cas e quimicas, foram consideradas isoenzimas (27).

Palmer (93) demonstrou que os extratos da polpa de banana madura
obtidos utilizando 1% do detergente nao ionico {Cutscum) em solu
¢des tamponadas, desenvolviam alto indice de atividade enzimati-
ca. O detergente a seguir era liberado com a precipitacdo da en-
zima pela adigdo de 1,6 volumes de acetona a frio. Por cromato -
grafia em DEAE~-celulose, a enzima foi obtida com um grau de puri

ficacdo de 10 a 12 vezes.

Preparacdes purificadas de cogumelo, exibem dois tipos de ativi-
dade, dependendo da fonte e do método de purificagdo. Como regra
geral, a relacao da atividade catecoclase e cresolase ¢ de 10 pa-
ra 80. Entretanto, teém sido publicadas felagﬁes extremas de 2 pa
ra 240. Para explicar essa multiplicidade de tipos de enzimas, -
Mallette e Dawson (74) sugeriram que as enzimas catecolases e as
formas intermediarias eram resultados de degradacdes quimicas, -
fisicas ou fragmentagaes de uma enzima nativa, © que ocorreria -
durante o fracionamento. Entretanto, Smith e Xrueger (114), puri
ficaram extratos de cogumelos através de colunas de DEAE-celulo-
se e hidroxi-apatita, mostrando a presenca de diversos tipos de
enzimas com alta atividade catecolase e cresolase., Eletroforeses
em gel de amido indicaram que 0os diversos tipos de enzimas devem

ocorrer naturalmente, e ndo resultar da degradagao ou fragmenta-

]
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¢do de uma enzima nativa.

Kertsz e Zito (61) obtiveram, de cogumelo, preparacoes homoge=
neas, utilizando extragoes e precipitacOes com acetona a frio,
seguidas de precipitagOes fracionadas com solucdes de sulfato~
de amdnio e cromatografia em Sephadex G-100. As preparacgoes fi
nais apresentaram alta atividade especifica. A tirosinase purl
ficada mostrou um coeficiente de sedimentagdao correspondente -
a0 peso molecular 128.000 I 52, A enzima dissocia-se en sub-uni
dades, quando em solucac saturada de urejia, as quais sdo inati-

vas. O conteudo de cobre estimado foi de 0,20%.

A tirosinase de Neurospora, obtida em estado homogeneo e crista

lino, mostyou um pico de absorgédo caracteristico a. 280 nm e um
"ombro” a 340 nm (28). Esta enzima apresentou-se em duas for -
mas alélicas que se agregam irreversivelmente, com peso molecu-
1ar 63.000 £ 2.000. A tirosinase purificada apresentou um coefi
ciente de sedimentacio, em gradiente de sacarose, de 3,6 S, es-

tando o peso molecular calculado entre 65.000 a 70.000.

Harel e Maver (39), demonstraram, em preparagbes de cloroplas -
tos de macds e, apds tratamento com Triton X-100 e filtracdo -
em coluna de Sephadex G-100, tr8s fracOes com atividade cateco-
lase. 0 peso molecular estimade para as trés fragBes foi de: -
20.000 a 40.000, 60.000 a 70.000 e 120.000 a 130.000. Eletrofo-
reses em gel de amido mostraram gque a <fragao de peso nmole
cular 60.000 ,tinha uma mobilidade eletroforética menos lenta -

em direcdoc ao 3nodo.
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Com preparacdes de fenolase de batatas foram separados dois conm
ponentes por cromatografia em DEAE-celulose (94). Um dos compo~-
nentes foi purificado por eluigao em coluna de Sephadex G-100 e
mostrou ser homogéneo por ultracentrifugacao, com um coeficien-
te de sedimentacdo de 5,9 S. O espectro de absorgao da enzima a
presentou um pico a 275 nm e um "ombro" na regifio de 320 nm a
380 nm. Essa enzima, submetida a luz fluorescente em comprimen-

to de onda de excitacao de 370 nm, mostrou alta fluorescéncia,

Gregory e Bendall (34) purificaram a polifenoloxidase de cha -~
5.000 vezes através de cromatografia de troca ionica e adsorgao.
Em um estigio intermedidrio de purificacao, a enzima apresentou
quatro fracdes solliveis de coloragac amarela. Os autores acredi
taram que essas fracOes representavam complexos de uma enzima -
basica, com produtos de oxidagdo de acidos feno0licos. Apds a Te
mocio dos materiais complexantes, as fragOes tornaram-se de co-
loracdo azul e divididas em duas especies: A e B; A enzima da
espécie A mostrou uma absorcdo midxima a 279 nm e 611 nm com um
"ombro™ a 330 nm. O peso molecular calculado por difusao e sedi
mentacdo foi 144.000 Z 16.000, sendo que o teor de cobre encon-

trado foi de 0,32%.

A evidsncia de acido clorogénico como um fendlico ligado a molé-
culas protéicas foi sugerido por Amorim e Josephson (2). Prepa-
racBes de extratos dialisados de dois tipos de cafes: Mole e -

Rio, mostraram por eletroforese em gel de agar, diferencas quan
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to % mobilidade eletroforética das proteinas. Os autores rela-
cionaram essas diferencas a presenca de polifenoloxidases mais

ativa e ligada ao acido clorogénico (3).

Experimentos conduzidos com focalizagao isoelétrica em gel de
poliacrilamida mostraram que os extratos de café tratados com-
uréia 7 M, apresentaram ponto isoelétrico superior aos ex -
tratos de café nio tratados, © que sugere a provavel presenga-
de dcido clorogénico ligado & proteina de maneira ndo covalen-
te. Sahir e col (107}, encontraram que proteinas de girassol -
podem estar ligadas por ligagOes covalentes e nao covalentes -
ac scido clorogénico e que, a urdia, tem efeito dissociante do

dcido ligado de maneira nao covalente.

2.3. Mecanismos propostos para @ reacio enzimatica

A concordidncia de que a o-benzoquinona € a primeira etapa no
processo de oxidagdo de catecdis a melanina em presenga de po-
lifenoloxidases & geral. Estas sdo enzimas conhecidas como pro

teinas que contém cobre, catalisando a seguintes reagoes:

+ - +
a) 4 Cu t - proteina + 2 catecol ~» 4 Cu - proteina + 2 o~

~benzoquinona + 4 ut

by 4 Cu® - proteina + 4 ut o+ 0, - > 4 cut™ - proteina + 2 H,0

warburg (129) sugeriu que as fenolases deveriam conter dois &to

mos de cobre no centro catalitico e que a equagdo seria:

-15-



(Cu++)2 4+ CATECO] e (Cu“‘)z + 2 HZO + 2. anuinona

Entretanto, o mecanismo de utilizagdo do oxigénio molecular nao
esta claro nesta expressao. Segundo Mason (78), as reagoes na -

superficie catalitica da enzima deveriam ser:

cd™ OHO ) Cu—0 .
proteina + ——=  nroteina + IH
led™ oM Cu—0
0; | /,
\ . CU+ Ox
proteina "
cu’ 0%
¥ 0~ A0 =
proteina Cu  + =1 proteina <Cu |
0" ~0 2
e Ny
,;o/

e

proteina (u +
Contudo, deve-se lembrar que as fenolases na presenca de o-dife
néis ativam o oxigénio para hidroxilag3o do anel. Ha razdes pa-
ra se acreditar que o oxigeénio age de forma mais direta do que

a proposta nas reagOes acima (82).

As proposicoes de Lu Valle e Goddart (71) pafa o mecanismo de ~
desidrogenacgio dos o-difendis pela fenolase\e oxigeénio, enfati~-
zam a possibilidade de formacao de um complexo ternirio de enzi
ma-substratoﬂoxigénib.i semelhanca do que ocorre com a oxidase-

ascorbica que, na desidrogenacdo do acido ascdrbico, catalisa -
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uma reacdo semelhante a desidrogenacdo de o~difcnéis por fenola-

ses.
a) . OH - ?O
enz.0, === enz.0o,H +
OH - ~0
b) OH

- OH -
+renz. O H === O[ enz. 0, H
OH OH

+enz. + OH ™
S0

2.3.1. Formacao de melanina

Quimicamente as melaninas sdo polimeros amorfos, insolilveis, fre
quentemente ligados a proteinas. S3o altamente estaveis e tém si
do isolados na forma nio modificada em fosseis de 150 miihdes de
anos. As reacdes envolvidas na formagdo de melaninas tém sido
propostas em modelos quimicos (76). Um deles £ o mecanismo de o-

xidacdo de tirosina a dopa:

]
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OH
ol Py l
NH,  COCH 2 COC¥¥ iﬁ;,c\\\
tirosina dopa H COOH

I
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I
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leucodopacromo

dopacromo melanina
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/
/

COOH

5,6-dihidroxiindol ' 5,6-indol quinona

2- &¢ido carboxilico

?2-acido carboxilico

5,6-dihidroxiindol 5,6-indol quinona
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Em animais, a hidroxilacdo da tirosina a dopa pela tirosinase
& conhecida ha muitos anos. A enzima tem duas atividades: uma,
cresolase, que catalisa a hidroxilag@o de tirosina a dopa e a
catecolase que catalisa a oxidacdo da dopa em dopaquinona, a-
pds o que segue o fechamento do anel, seguido por oxidacao SE.

cessiva ate formac3o de melanina como produto final (27).

OH . c Os I
q creso]asgz :I::::Im_ﬂi catecplasg. i
c OH L 0” ¢

N
OH NE> COOH NH  COOH NH, COOH
tirosina dopa dopaguinona
Y

0 OH c
MELAN | NA _Wm e O:—‘?:

0 M TooH OH". N TooH

+ .
dopacromo = 7 leucodopacromo



Outrosmecanismos foram propostos para a oxidagfo enzimatica de-
difendis. Raper (1063) propls um mecanismo para a conversado en-

~zimatica de 3,4~dihidroxifenilalanina (dopa) a melanina:

-
H : H _
C”J:[:::]ww——cz . OQT::::T“““CB (}4]::::[r*“é“+{
&‘ enzima : i /k
OH AN W20, g7 AN on N
NH, COOH NH, COOH H H COOH
Y20,
i\
S
OH - 0* YO
OH N-""COOH .
2-carboxi-5,6-diidroxi pigmento vermelho °
indol 2 carboxi-2,3-diidro
indol=5,6-quinona
0,
| MELANINA

| OH” N

h,b-diidroxiindol
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Em trabalhos com polifenoloxidase de banana; Palmer (93) propos

. um mecanismo para a oxidacao de dopamina, baseado em determina-
~ *, . -
goes espectroquimicas dos intermediarios formados durante a rea-

cao:

H, H,
OH@? ripida O“‘O—q
OH LHy epo, 120 < LH,

ﬁwa 2 O £¥
7

Y2 0, répida

H
S
O# N/CH

2,3-diidroindol 5,6 guinona

MELANENA . pigmento vermelho
absorgao geral Max= 300 mu
h70 mu
lenta
0
e N 20 om "
H : H
5,6-indol quinona 5,6~diidroxiindol
pUrpura

Max= 540 mu



2.3.2. Formacdo de intermedidrios

Alguns intermedidrios da agdo de polifenoloxidases sobre o-dife
ndois, como dopa e dopamina, j& sdo conhecidos. Entretanto, 05
intermediarios oriundos da oxidacao do catecol ainda permanecem
desconhecidos. 0 estudo desses intermediarios tem sido reali-
zado através de cromatografia em papel e por métodos manométri-
cos (30). O composto intermedidrio isolado em baixa concentra -
cio de substrato foi um pigmento vermelho purpura. Em altas con
centracdes de substrato, formam-se trés isomeros tetra-hidroxi-
difenilos junto com outro composto de estrutura ainda desconhe-

cida.

Com a2 ressonincia das quinonas, tendem a se formar cargas posi-
tivas no anel aromatico (78). Por outro lado, as quinonas rea -
gem com aminas tanto por substituigao nuclear como por formacgao

de quinonimina:

OH 8] ' ?
OH 10 0 , NH, L0
fenciase g ’ H
N
NH
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Tendo em vista que as reagdes de aminoacidos com o-quinonas re-
sultam em deriVadoS anialogos (97), supde-se que o0s intermedia -
rios da reacdo da polifenoloxidase com catecol apresentam um mo
delo semelhante, que tem sido de dificil isclamento e, conse- -
quentemente, sua estrutura também dificil de ser estabelecida,-

devido a alta instabilidade dos produtos (78).

2.4. Especificidade a substratos

A maioria das polifenoloxidases vegetais apresentam atividade -
catecolase com orto-difendis simples. De um modo geral, consi =
dera~se a atividade tirosinase de menor importﬁncia, uma vez -
que sdo raros o3 substratos fendlicos que apresentam auséncia -
de grupos orto-difendlicos. Corroborando essa afirmacao, -
Brown e Ward (16) isolaram por cromatografia em DEAE-celulose,-
trés componentes ativos da tirosinase de camundongo Harding =
Pesséy. Estes apresentaram atividade para tirosina e dopa, sen-
do quatro vezes mals ativos para dopa. Atraves de seus traba- -
lhos experimentais, sugerirém que a mesma enzima pode ser res -

ponsdvel pela oxidacdo de mono e difendis.

Onslow (90), em trabalhos realizados com peéssegos, isolou diver
508 compostos fendlicos e mostrou a presenca de enzimas oxidan-
tes. Posteriormente, Reyes e Luh (104) demonstraram que nessa -
fruta, a atividade polifenoloxidase era mais efetiva ao se uti-

1izar catecol comoc substrato. Wong e col (134}, estudando isoen
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zimas de peéssegos mostraram atividade para o-difendis com maior
especificidade para o-catecol € o-catequina. Nenhuma atividade

para monofendis e m~fendis fol encontrada nessas preparagoes.

Walker (125) encontrou que polifenoloxidases de pera e magca e~
ram semelhantes quanto & especificidade a substratos represents
dos por um grande nimero de polifendis, incluindo dcido clorogé
nico., Uma alta especificidade para acido clorogénico e 4-metil-
catecol foi encontrada em tubéerculos de batata (1) e a ativida-
de da enzima no extrato cru era semelhante para acido clorogéni
co e catecol, enquanto que, na preparacio purificada a ativida-
de foi maior para o acido clorogénico, sende inibida por altas-

concentragdes de catecol,

Dizik e Knapp (24), em extratos purificades de abacate, separa-
ram a enzima em cinco fragdes, Os autbres concluiram que a ati-
vidade de uma das fracSes era responsivel pela real atividade -
obtida no extrato cru e purificado., Isto porque ela se mostrou
mais ativa para todos os substratos, bem como desenvolveu colo-
racio muito mais rapidamente que para as outras fragdes. Racu-

sen (102) encontrou, em folhas de Phaseolus vulgaris, que a oxi

dase apresentava especificidade para acido caféico, dopa e piro
galol, enquanto que nenhuma atividade foi encontrada para tiro-

5ina.

Griffiths {(35) mostrou que o escurecimento de bananas era uma o

xidacao da dopamina. Estudos mais intensivos realizados por Pal



mer (93) mostraran que nessa fruta a polifenoloxidase tinha es-
pecificidade somente para o-difendis com maior afinidade para =
dopamina. O autor menciona que no estado semi~-purificado, a en-
zima apresentava=se mais ativa para 1-dopa do que pavad pD=dopa-

como substrato.

Montgomery € Sgarbieri (84}, estudando & acdo de diversos subs~
tratos em diferentes partes da banana madura, mostraram que 9O
catecol e 4-metil catecol eram melhores substratos para a poli~
fenoloxidase. A enzima apresentou maior especificidade para 4o~
pamina, dentre 0S5 fFendlicos$ estudados. s autores sugerem quo a
diferenga em especificidade encontrada para dopamina prendeu-se
ao fato do grupo carboxilico da dopa induzir um decréscimo nd

atividade enzimatica.

Em trabalhos recentes, Aragao € Bacila (5) mostraram que a poli

fenoloxidase de Eéomphalaria glabrata,embora com baixa especifi
cidade para 0S5 substratos estudados, mostrou~se mais ativa para
4i e tri-fendis, bem COMO para varias aminas aromaticas. 0s au”
toyes sugerem que 2 posigao do aminogrupo das aminas fendlicas-
jinflui na formacio do compleXxo enzimatico. Assim, a presengd de
grupos metilos, hidrofobices modificariam 2 estrutura do subs -
trato, produzindo uma melhor adaptagdo do centro ativo da enzi-
ma. Por outro 1ado, OS MESMOS autores mostraram que as aminas &
romaticas, embora possuindo © grupe hidroxila na cadeia, nao e-

ram substratos para a polifenoloxidase.



Varios inibidores tém sido utilizados para investigar o mecanis-

mo de inibicao das reacoOes de oxidacgao provocadas pelas fenolases.

Ha muito tempo sabia-se que o dcido ascorbico era oxidado por -

quatro sistemas:

a) oxidacdo direta pela oxidase do Acido ascdrbico (121);

b) oxidagao direta pela o-quinona gerada da acdo de peroxidase,-
por flavonas na presenca de peroxidase e perdxido (120);

¢) oxidacao direta por o-quinonas formadas por catecol e polife-
noloxidase (57,72);

d) oxidacae direta pelo sistema de citocromos {56).

Em trabalhos realizados com magas, foi observado que apesar da e
xisténcia de Acido ascérhico como substrato natural da fruta,ndo
foi localizada nenhuma atividade ascorbase (99). Pof gutro lado,
verificou-se a presenca de polifenoloxidase e peroxidase nos te-
cidos dessa fruta. Concluiu-se,entido, que a oxidacio do icido as
corhico estava intimamente relacionada com o escurecimento, sene-
do que este nio ocorria antes de todo o acido ascdrbico ter sido

oxidado.

Em anos posteriores foi proposto como regra geral, que o acido ~-
ascorbico seria um agente redutor para qualquer o-quinona produ-

zida durante a oxidacio de substratos fendlicos.
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Krueger (64), estudando ¢ efeito do acido ascérbico na velocida-
de de reacaoc da oxidaclio da tirosina pela polifenoloxidase de co
ounelo, concluiu que o acido tinha inicialmente um efeito pro-o-
xidante no sistema, passando a anti-oxidante na acac sobre o pro
duto da reacio. Tem side mostrado que a concentraciio de Ions ci-
pricos influi nas velocidades de oxidacao dos sistemas polifenol

oxidases, na presenca de acido ascorbice (59, 60).

Fm estudos com hatatas (9), ohservou-se que o acido ascorbico, -
quando presente no sistema catecol-polifenoloxidase, provoca um-~
retardamento no lesenvolvimento da cor até que haja oxidacio com
pleta do acido. Por outro lado, esses autores mostraram que a -
presenca desse inibidor afeta de forma irreversivel o centre ati

vo da enzima, dependente de cohre idnico.

0s grupos sulfidrilos desempenham papel importante na formagao -
bioldgica da melanina. 0 problema de uma ligacao quimica.dasmelg

ninas &s proteinas ndo estd, até o momento, resolvido.

A tendencia de numerosas quinonas simples combinarem-se COm grupos
aminados e com tidis, tem levado a hipotese de uma condensagao -
das quinonas com esses grupos livres nas proteinas. O0s grupos -
sulfidrilos estdo presentes nas queratinas e sabe-se que a pre -
senca de enxdfre nas melaninas, obtidas pela digestfo pancreati-
ca de melano~proteinas naturais, foi interpretada como a indica-

cio da participacio deste elemento na ligacgio melano-proteina -

I
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(33). A acdo inibitdria dos tifis sobre a melanogénese "in vi

vo" ou "in vitro", ja & conhecida (66).

Masoﬁ (81) wmostrou nio ter observade nenhuma reacido inibitoria
de tidis com a dopamina, mas assinala modificacdes espectrofo-
tométricas do indol 5,6-quinona em presenca de glutationa, que
ele atribuiu a uma forma oxidada destes dols compostos, Poste-
riormente, foi mostrade que a oxidagdo da tirosina ou da dopa-
pela polifenoloxidase, em presenca de um excesso de glutationa
ou de cisteina, conduziu & formaglo de um composto de adigdo -
da dopamina com ¢ tiol (14). O dopacromo formado em presenca -
de glutationa re-~arranja-se tanto em 5,6~ diidroxi indol a pH
6,8, como em 2- diidroxi indol a pH mais baixe, que sdo capa-
zes de reagir com o tiol em meio oxidante. Por outre lado, mos
trou que a oxidacao da dopa pela polifenoloxidase em presenga-
de glutationa ou cisteina em quantidades proximas a estequiomé
trica, gera um complexo misto destas substancias com seus pro-

dutos de oxidacgao,

Experimentos desenvelvidos com cromatografia em papel, mostra-~
ram, em extratos de maci, o efeito inibitdrio da cisteina &
glutationa, utilizando dcido clorbgénico como substrato para a
polifencloxidase. A mistura desses compostos inibiu o escureci
mento pela formacio de um complexo cisteina~acido clorogenico,
identificados por fluorescencia no cromatograma (41). Em estu-

dos com polifenoloxidase de batatas, a acdo da cisteina nado se

-Z 8



mostrou eficaz ao utilizar acido clorogenico como substrato pa-
va a enzima (85)., Este composto inibidor mostrou ser efetivo pa
ra a acio tirosinase, enquanto que, para a inibicdo da reacgdo -

com dopa, foram necessarias concentracdes mais elevadas.

Dentre os agentes sulfurados, o mais comumente utilizado € o =

80.. Ponting e Johnson (100) acreditavam qué'o 50, inibia a ati

2°
vidade enzimatica simplesmente pela sua capacidade redutora, a-
gindo competitivamente com © oxigénio, Diemair e col (23}, mos-
traram que quando a polifenoloxidase de batata era tratada com

SO2 a enzima era inativada antes que fosse adicionado o substra

to.

Embs e Markakis (26), trabalhando com polifenoloxidase de cogu-
melos, mostraram que o sulfito agia como um inibidor pela combi
nacgido com o-quinonas, preveninde, portanto, a condensacgio ateé
melanina. Os autores verificaram também que uma pré-incubacao -
do sulfito com a enzima inibia sua capacidade de reagir com 0
substrato. Confirmando essa proposicio, Wong e col {(134), mos--
traram que em péssegos o metabissulfito de sédio provocava uma-
diminuicdo na absor¢do da reacdo de oxidacio a 420 nm, devido a
reducdo de o-benzoquinona. Essa diminuicdo dependia da concen-

tracdo do inibidor utilizado.

0 cobre desempenha papel importante no centxo catalitico da en-
zima (79, 80, 83). Assim sendo, tém~se procurado investigar 03

compostos capazes de agir como quelantes de cobre e, consequen-
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temente inibir a atividade enzimatica.

Reyes e Lﬁh (10&}, em estudos com polifenoloxidase de pessegos,
mostraram que ditiocarbamato, bem como 1 fenil 2-tioureia, sio

guelantes mu1to efetivos de cobre e que, fluoroglucinol, na con
Centragaogde 3 mM era um inibidor competitivo para a polifencoio

xidase.

PQmerantz;(QSJ pode demonstrar que tanto o ditiocarbamato como
o cianeto de potéssio produziam inibigac de polifenoloxidase de
melanoma &e "hamster', cuja atividade era restaurada pela adigao
de Cu'’”, famhém mostraram que a adicao de ditiocarbamato pro-
duz um peﬁiodo de retardamento na formagao do dopacromo interme

diario.

Polifenoloxidase de duas espécies de uvas, parcialmente purifi-
cada, parece degradar antocianina "in vitro', sendo esta degra-
dacfe inibida por acido ditiocarbamico, cianeto de potassio e

tiouréia (110). Prabhakaran e col (101) mostraram que o acido -

ditiocarbimico penetra no Micobacterium leprae inibindo comple

tamente a atividade da polifenoloxidase.

Em o-difenoloxidase de folha de fumo, foi demonstradoe, utilizap
do acido ¢lorogénico como substrato, que vArios outros compes -
tos capazes de reagir com quinonas afetam a oxidaciao do acido -
clorogéniéo. A cor dos produtos formados e 0O oxigenio absorvido
na sua fo?magéo, sugerem que a4 quinona reage COm estes COMPOSTos

do mesmo modo que reagem com quinonas simples (96).
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Macrae e Duggleby (72), em estudos com fenolases de batata, mos-
traram que os diferentes tipos de inibicao e as constantes de i~
nibicao encontradas com tirosina e dopa como substratos, indicam
a existéncia de dois centros ativos distintos: um para oxidagao-
de o-difengis e outro para hidroxilacl@o de mono-fendis. Os auto
res sugerem uma teoria na qual os dois centros ativoes estao em -
diferentes moléculas de proteina. Se cada uma das moléculas ti-
ver um centro adicional que liga fendis dcidos e dcidos carboxi-
licos, entfo, substancias ligadas a este centro inibidor poderao
reagir com o centro catalitico. Considerando a forma oxidada de
o-difendis, inibidores o-difendis poderdo ligar-se em ambos 0Ss
centros. Se a afinidade para o centro catalitico € muito maior -
do que para o centro inibidor, observar-se-& & inibigdc competi-
tiva e, se a afinidade para o centro inibidor foi muito maior do
que para o centro catalitico, serd observada inibicao naoc compe-
titiva. Consequentemente, se as afinidades para os dois centros-
sfo aproximadamente iguais, sera observada inibig¢do mista., Inibi
dores monofendis ligar-se-Zo no centro inibidor, dando uma inibi
¢4o nio competitiva ou mista. De forma semelhante, para a hidro-
xilacdo do monofenol, o-difenfis e acidos carboxilicos, podem a

gir como inibidores competitivos, nao competitivos ou mistos.

©

Em trabalhos com tirosinase de melanoma de camundongo Harding -
Passey, foi visto que a oxidacdo de dopa a dopaquinona, catali-
sada por tirosinase, foli inibida por tirosina (il2). Estudos ci-

néticos sugeriram a existencia de dois centros ativos na molécu=



la da tirosinase; um onde a dopa € oxidada e outro, onde a ti-—
rosina € ligada mas ndo oxidada durante a primeira fase da rea

Gao.

-Em experimentos recentes, foram isoiad&s dois inibidores de ti
rosinase de cogumelo (73). Um deles, de peso molecular 1.200,-
apresentou inibicao competitiva para dopa como substrato, o ou
tro, apresentou inibigdc néo competitiva para a tirosinase. Os
autores sugeriram que a incubagio prolongada do primeiro inibi
dor com a enzima provocava mudangas conformacionais na molécu-

la,

2.6. Formas moleculares ativas

"0 termo isozima tem sido usado para descrever as diferentes for

mas moleculares em muitos sistemas enzimaticos.

"Jdrnvall (51}, mostrou que diferentes enzimas que exibem especi
ficidades semelhantes, apresentam diferentes perfis eletroforé
ticos e cromatograficos. Para muitas dessas esozimas e evidente,

agora, que sao formas relacionadas da mesma enzima.

Kaplan (53}, apresentou extensa revisao de isozimas de desidro~
genase latica a fim de estudar, em base molecular, a natureza -
das formas miltiplas das enzimas. As formas moleculares multi -

plas podem ser oriundas de diferentes agregados de uma determi-



nada enzima. A estrutura dos agrepados pode ser de tal natureza,
que a carga na superficie seja diferente a ponto de produzir di-
ferengas nas suas mobilidades eletroforeticas. O termo "confor -
mers' foi descrito pelo autor para descrever um grupo de formas-
multiplas de enzimas que possuem a mesma sequéncia de aminodci -
dos mas, diferem em sua conformagﬁq. Esta diferenca na conforma-
¢io produz variacoes eletroforéticas bem como diferentes compor-
tamentos em resinas de troca ionica. Varios mecanismos tem sido
propostos para explicar as miltiplas formas moleculares da poli-

fenoloxidase.

Harel e Maver (39), sugeriram qﬁe as tres fracgbes de catecol oxi
dase purificadas de cloroplastos de magd, eram resultantes da
agregacao dec sub-unidades de uma mesma enzima. Estas fracoes, -
guando submetidas.a tratamento com cloreto de sddio e Triton X--

-100 e estocadas entre 2 a 4°¢C, se interconvertiam.

Constantinides e Redford (18), usando eletroforese em pgel de po-
liacrilamida, estudaram o sistema polifenoloxidase em tecidos de
cogumelos,batatas e magas.0 sistema enzimdtico mostrou um fenome
o de formas miltiplas apresentando diferencas de especificidade~
e caracteristicas prdprias a cada espécie e variedade estudadas
0 sistema polifenoloxidase de cogumelo apresentou nove formas .-
mialtiplas com alta atividade para Dl-dopa e trés formas reativas
com L-tirosina. Em batatas, foram encontradas onze formas com a-

tividade para DL-dopa enquante que, em magas, tres formas eram &
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“tivas com esse substrato. 0s autores verificaram que as formas
de polifenoloxidase de cogumelo eram diferentemente afetadas -
pela temperatura. A atividade de todas as formas foi destruida
apds um minuto a 100°C, enquanto que, algumas das formaslsubmg
tidas.a 40°C, 50°C e 60°C eram destruldas apds 60 minutos e ou
tras, quebradas em fragmentos distintos. A 70°C, a banda de -

maior mobilidade foi estadvel por mais de 60 minutos.

Jolley e Mason {48), estudando formas miltiplas de tirosinase-
de cogumelo, encontraram que as isozimas apresentaram um certo

grau de interconversdo dependendo das condicdes de forga ioni-

ca, pH e concentracfo protéica. 0s seus resultados indicaram

que para determinadas condicoes existia um equilibrio entre 5

]

a 6 isozimas. A separacdc das isozimas de tiresinase mostrou
uma mistura de formas poliméricas com predominincia de um te -
tramere (50). A dissociacgao & facilitada a 50°C sob alta for-
ca idnica e em presenca de 0,25% de dodecil sulfato de sbddio.-

Em eletroforese de gel de poliacrilamida as bandas foram iden-
tificadas como monOmeros, dimeros e tetrameros. Bouchilloux ©
col (15) mostraram também que a tirosinase de cogumelo era com
posta por formas miultiplas com aparente dissociacao em sub~uni

dades ativas, na presenca de dodecil sulfato de sodio.

Horowitz e col (42) mostraram a presenca de diversas formas de

tirosinase em Neurospora crassa, distintas pela termo-resisten

cia e propriedades-eletroforéticas, Posteriormente, Fling e -
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col (28), em preparacbes homogéneas na forma cristalina, iso-
laram duas tirosinases al&licas S e L. O pesd molecular de am-
bas foi de 63.008 + 2,000 e pareciam se agregar reversivelmen-
te em solugdo. A forma S era consideravelmente mais termolabil

que a forma L.

Fxtratos acetdnicos de pessegos mostraram por eletroforese en
gel de poliacrilamida, quatro bandas com atividade de polife-’
noloxidase. Essas quatro isozimas isoladas A, B, C e D, dife -
rem pela termoestabilidade, sendo que a forma D foi amais estd
vel a 76°C (134). Por outro lado, a isozima A apresentou-se re
sistente aos inibidores metabissulfito de sddio, glutationa, &

cido ascdOrbico e ditiocarbamato.

Estudos recentes, realizados com eletroforese em gel de polia-
crilamida mostraram nove isozimas com atividade de polifenolo-
xidase no interior da polpa de banana, oito no exterior da pol
pa e dez na casca (84). As isozimas do interior e do exterior-
da polpa mostraram-se iguais diferindo da casca em apenas uma.
Compostos quimicos como ditiocarbamato de sédio, cisteina, 2-
-mercaptoetanol e cianeto de sodio inibiram todas as isozimas=w

de polifenoloxidase, enquanto que metabissulfito de sodio ini~-

biu apenas algumas.

Harel e col (40) observaram formas multiplas decatecol oxidase
de uva. Eletroforeses em gel de poliacrilamida mostraram oito

bandas ativas, que eram interconvertidas durante o isolamento,
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estocagem, tratamento com uréia e pH acido. Essa interconversao
deveria originar-se da dissociacio da enzima em sub-unidades. A
anidlise de virias bandas sugeriram que algumas formas da enzi-

ma teriam o mesmo peso molecular mas difeririam na distribuigdo

de cargas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1., Reagentes

Os reagentes obtidos no comércio tinham a especificagao de alto
grau de pureza. DL-3,4-di-hidroxifenilalanina, L-dopa, D-dopa,-
epinefrina, norepinefrina, D—catequina, dopamina, acido clorogg
nico, L-tirosina, PVP insolivel, Triton X-100 eramda marca Sigw
ma Chemicals Co.. 0 catecol utilizado nos experimentos foi da
marca Carlo Erba, por apresentar maior grau de pureza, 05 rea -
gentes para os experimentos em gel de poliacrilamida eram da
Eastman Organic Chemicals. A acetona utilizada na purificacdo -

foi redestilada a 56°C e mantida a -20°C 2té o momento de uso.

3.1.2. Fonte de enzima

As bananas nanica (Musa cavendishii L.), obtidas no comercio, e

ram oriundas do litoral do Estado de Saoc Paulo e pertencentes a
familia Musaceae. Essa espécie & origindria da espécie selvagen

Musa accuminata (113} e classificada como pertencente ao grupo-

genético AAA (tripléide). Foi por ndés escolhida para o presente
trahalho, em virtude da correlacgdo positiva existente entre a a
tividade de polifenéloxidase ¢ o genoma accuminata (36). As fru
tas foram anzlisadas em diversos estzgios de maturagio, sendo -

que as diferentes partes, centro e polpa foram utiiizadas no -



mesmo dia de sua aquisigao,
3.2. Métodos

3,2.1. Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada pela medida inicial da
reacdo a 420 nm, através do espectrofotdmetro de duplo feixe~
modelo 356, marca Perkin Elmer acoplade a um registrador. Pa-
ra o ensaio, a cubeta continha 2 ml de catecol ¢,1 M, 1 ml de
adgua e 10 yl de soluci3o de enzima. O controle foil feito  nas
mesmas condicoes, ndo contendo entretanto, solugdo de enzima,
.0 mesmo tipo de procedﬁmento foi utilizado para os diferentes
substratos, em comprimento de onda caracteristico para cada -

um.

A atividade em unidade de enzima foi determinada s€gundo a -

equacgao:

Atividade = (5) (V) (1.0) (vol) (R)
(vol.enz.) (10) (20)

Onde:
5 = inclinacao da reta;

V = velocidade do registrador ( 5 mm/min a 240 mm/min)

1.0 = absorcao maxima obtida no registrador, equivalente a 20 c<m;
vol = volume total da cubeta, em ml;

20 = largura do papel registrador, em cm;

10 = sensibilidade da posicio da pena quando se faz a calibra-

cdo do aparelho;
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R = limite de sensibilidade da pena do registrador (1.....1.000 mV}
Portanto, a formula simplificada sera:

Atividade = LSL () (R) x 0,015 o

vol., enz.

(Abs/ml.min_l)f Considerou~-se uma unidade de atividade enzimati-
ca como uma umidade de absorbancia (U/ml.min“;). Nessas condi~ -
¢Bes, foi possivel a determinagio de par@metros utilizando-se a
porcao linear da curva, que representa a velocidade inicial da -
reacgio.

3.2.2. Determinacdo do pH o6timo

Amostras do extrato tamponado foram utilizadas para determinaglo
da atividade enzimatica em cubetas contendo 2 ml de catecol 0,1IM
1 m1 de tampdo citrato pHs 5,0 e 6,0 em diferentes concentragdes
e tampio fosfato pHs 7,0 e 8,0 em diferentes concentragdes. Devi
do a auto-oxidacdo do substrato em pHs neutros e ligeiramente al
calinos, foi feito um experimento utilizando 1 ml de agua desti-
lada e deionizada ao invés de tampdo em que se verificou nao ha-
ver nenhum preéjuizo para a realizagdo dos testes de atividade, a

dotando~se esse procedimento como rotina,

3.2.3. Dosagem de proteina

A concentracdo protéica foi determinada segunde diferentes méto-

dos, O escolhido como de melhor resolugdo foi o de biureto (133)
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devido 3 presenga de compostos fendlicos nos extratos, tais co- -
mo: pigmentos, taninos que interferem grandémente nas determina
¢des por métodos mais sensiveis como o de Lowry e col (7). A me
dida de absorcao em 280 nm, das fracoes obtidas de colunas cro

matograficas, foram realizadas no espectrofotometro de duplo fei

xe, modelo 402, marca Perkin Elmer.

3.2.4. Efeito do pH e da composigdo do meio na extragao da enzi

ma

Apos se ter determinado o melhor.estégio de maturagao da fruta,
bem como a localizagao da parte com maior atividade de polife -
noloxidase, realizou-se experimentos com a finalidade de se en-
contrar ¢ pH de melhor extratibilidade da enzima. Para tal, uti
lizou-se 25 g da parte central da banana, que foram homogeneizg
dos em 50 ml de tampao fosfato 0,2 M, pHs 7,0, 8,0 ¢ 9,0 e tam-
‘pdo citrato pH 6,0, contendo 1% de PVP insoliivel e 0,5% de Tri-
ton X-100. Apds centrifugacdo a 12.062 x g por 15 minutos a 4°C
o sobrenadante foi coletado e a afividade enzimatica determina-
da para cada extrato. O sobrenadante correspondente aos extra -
tos nos pHs 7,0 e 9 0 foram estocados nas temperaturas de 49¢c ¢
-40°%C. A atividade enzimitica foi determinada apds diferentes -
tempos de estocagem, sofrendo a amostra a -40°C somente um des-

congelamento.
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devido ﬁ'presenga de compostos fenblicos nos extratos, tais co-
mo: pigmentos, taninos que interferem grandemente nas determina
¢bes por métodos mais sensiveis como o de Lowry e col -
(70). A medida de absorcdo em 280 nm, das frag¢des obtidas de co
lunas cromatograficas, foram realizadas no espectrofotometro dé

duplo feixe, modelo 402, marca Perkin Elmer.

3.2.4, Efeito do pH e da composigdo do meio na extraclo da enzi

ma

Apds se ter determinado o melhor estagio de maturacdo da fruta,
bem como a localizacdo da parte com maior atividade de polife =~
noloxidase, realizou~se experimentos com a finalidade de se en-
contrar o pH de melhor extratibilidade da enzima. Para tal, uti
lizou~se 25 g da parte central da banana, que foram homogeneiza
dos em 50 ml de tampao fosfato 0,2 M, pHs 7,0, 8,0 e 9,0 ¢ tam~
pdo citrato pH 6,0, contendo 1% de PVP insollivel e 0,5% de Tri-
ton X-~100. Apds centrifugacio a 12.062 x g por 15 minutos a 4°C
o sobrenadante foi coletado e a atividade enzimatica determina-
da para cada extrato. 0 sobrenadante correspondente aos extra =~
tos nos pHs 7,0 e 9,0'foram estocados nas temperaturas de 4°¢ e

40°C. A atividade enzimdtica foi determinada apds diferentes -

tempos de estocagem, sofrendo a amostra a-40°C somente um des

congelamento.
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3.2.5. Obtengdo do extrato bruto

Utilizou~se a parte central da polpa das banénas semi~-verdes,
homogeneizada em liquidificador durante 25 sSegundos, com 25 ml
de tampdo fosfato, 0,2 M, pH 7,0, contendo 1% de PVP insoliivel
e 0,5% dé Triton X~100. As concentracoes de PVP e Triton foram
determinadas para dar a melhor solubilizacio da enzima e, por=-
tanto, maior atividade enzimitica no extrato solfivel. Apds cen
trifugacao do extrato bruto a 12.062 x g por 15 minutos a 4°c,
o sobrenadante ativo foi imediatamente utilizado nas etapas se
guintes de purificacfo. O precipitado obtido nessa fase foi e~

liminado.

3.2.6. Precipitacdo fracionada com sulfato de amdnio

O sobrenadante do extrato bruto foi precipitade com sulfato de
amonio cristalizado, em agitacdo constante a 4°C até se atin ~
gir, em adigdes lentas, as saturacoes finais de 40%, 70% e 90%.
0 precipitado formado em diferentes fragles foi centrifugado a
12.062 x g por 15 minutos a 4°C e ressuspenso em agua destila-

da a 40C.

3.2.7. Precipitacdc com mistura dgua/acectona

Ao sohrenadante do extrato bruto foram adicionados lentamente dois
volumes de acetona a -13°C e em seguida separou~-se o material -

insollvel por centrifugacdo a 12.062 x g por 15 minutos a -59¢C,
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em centrifuga refrigerada Sorvall,'modelo RC,. A recuperacao da
atividade de polifenoloxidase foi determinada em amostras do
precipitado acetdnico, ressuspensas no mesmo tampio, contendo -
0,25% de Triton X-100. Apds manter os diferentes extratos em -
congelador a ~4OOC, por tempo nao inferior a 7 dias: 0 material
insol{ivel obtido apds o descongelamento, foi centrifugado a -
12.062 x g por 15 minutos a 4°C. Determinou-se no sohrenadante-

a atividade enzimdtica, bem como concentragio protéica.

2.2.8. Filtracdo em gel de Sephadex G-100

0 sobrenadante do precipitado acetdnico obtido antes e depois =
do congelamento a -40°C foi aplicado em coluna cromatografica -
(2,5 x 40 cm} de Sephadex 6-100 da "Sigma Chemical Co.", equili
brada com tampio fosfato 0,01 M, pH 7;0. Em experimentos separa
dos a enzima foi eluida e coletada em fracdes de 5 e 1,5 ml, a
cada 30 minutos. As diferentes frac¢oes obtidas foram reunidas e

testadas quanto a atividade enzimdtica e concentracido proteica.

2.2.9, Eletroforese em gel simples de poliacrilamida

1?2 Método - A eletroforese foi realizada em tubos verticais, se

gundo a técnica de Petropakis e col.(95), Taylor UJZ)é
Namrod (88). As amostras foram introduzidas na concentragido de
601 totais em solucgido a - 10% de sacarose contendo pequena quan-

tidade de azul de bromofenol. A eletroforese foiiniciada com u-



ma corrente de 2 mA/tubo até éue o corante atingisse a superfi-
cie do gél inferior. A corrente aumentada para 5 mA/tubo, foi
mantida atd o fim da corrida. A polifenoloxidase no gel foi de-
tectada imergindo os tubos em 100 ml de uma solugdo 10 mM de ca
tecol em tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,0, contendo 0,05% de parafe
nilenodiamina por 10 minutos, seguido por lavagens com solucao=
de 3cido ascorbico 1 mM por 5 minutos. A seguir foi lavado com

agua destilada e calculada a mobilidade relativa de cada banda-

{MR) .

29 Método - As eletroforeses foram realizadas em tubos verti -
cais, segundo o metodo de Davis (22), ligeiramente-
modificado (20)}. O gel inferior foi preparado com 8% de polia -
crilamida a partir das seguintes solugdes:
a) 60 g de acrilamida e 0,5 g de N-N'-metilenobisacrilanida -
(BIS) em 130 ml de Agua;
b} tampdo Tris-éciddcloridrico 3,0 M, pH 8,8, contendo 0,23% de
N-N«N*'~N'-tetrametilenodiamina; | |

¢} agua destilada,

Nos tubos teste foranm mistu;ados, respectivamente; 2,44, 2,62 ¢
2,44 ml das solugBes a, b e ¢ e mais 5 ml de uma solucao 0,14%-
de persulfato de amonio. Os tubos de 9,5 cm, foram preenchidos-
com o auxilio de uma seringa até atingir 2 cm do topo do tubo.-
A fim de se evitar efeito da tensdo superficial no gelforam adi
cionados lentamente 0,3 ml de agua, sem contudo diluir a super-
ficie do gel. Apds gelificacdo, a agua foi retirada. O gel supg

rior foi preparado com 3% de poliacrilamida a partir das solu -
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coes contendo 10 g de acrilamida e 2,5 g de Bis em 100 ml de a-
gua; 4 mg de riboflavina em 100 ml de dgua; fampﬁo Tris-HC1 0,5
M, pH 6,8, contendo 0,46% de N-N-N'-N'-tetrametilenodiamina; a-
gua destilada. Essas solugSes foram misturadas nas proporgdes -
de 1,0:0,5:0,5:0,4 m1 e a polimerizacdo foi auxiliada pela inci
déncia de 1luz fluorescente nos tubos. 0 mesmo procedimento ante
rior foi utilizado a fim de evitar.tensﬁo superficial; e a poli
merizacdo verificou-se apds 15 minutos. A amostra foi introduzi
da no compartimento superior contendo tampao Tris~glicina 0,005
M, pH 8,2, em meic a 2% de sacarose., Os eletrodos dos comparti=-
mentos superior e inferior com o tampdo contendo duas gotas de
azul de bromofenol a 0,5% foram conectados a uma fonte modelo -
4100, marca Ortec. A eletroforese foi completada em duas horas,
com corrente de 5 mA/tubo. Para a revelacao das proteinas, 0s
géis retirados dos tubos foram imersos em una golugﬁo de amido-
Schwartz a 1% em 7,5% de Acido acético glacial por 30 minutos.A
descolora¢do foi feita a seguir através de lavagens sucessivas-
com Acido acético 7,5%. A atividade de polifenoloxidase foi re-
velada pela incubagio do gel em catecol 0,03 M por 5 minutos, =
seguida de varias lavagens com solugéd etandlica 40%. Com esta~
técnica, foi possivel conservar por meses as bandas enzimaticas

ativas em solucdo etandlica 50%.
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3.2.10, Eletroforese em gel contendo uréia

A técnica utilizada foi_preconizada por Wray e Stubblefield (135).
A atividade da solugZo enzimatica incubada com uréia 8 M aplicada
no gel, foi de 80 U totais. No final da eletroforese as bandas de
proteina € de atividade enzimatica, foram reveladas como descrito

3.2.11. Efeito da incorporagic do Tween-80 e da parafenilenodiani

na no gel de poliacrilamida.

Efeito do Tween-80 - As fragGes obtidas apds cromotografia, bem =

como solucdes do extrato bruto, foram aplica
das em gel de poliacrilamida, conforme descrito em 3,2,9 - 1¢ mé-
todo. O gel inferior continha uma gota de Tween~80 (cerca de 0,02
mi). Apds a corrida, os geis foram corados para determinacio de EY
tividade enzimdtica com catecol 0,01 M ou dopamina 0,001 M, A se
guir determinou;se a mobilidade relativa das bandas. As bandas e-
letroforéticas das proteinas foram obtidas pela coloracio com ami

do Schwartz.

A fragdo enzimatica, eluida do Sephadex, foi incubada por cinco -
minutes com 0,001 ml de Tween-80 e aplicada em gel de poliacrila-
mida como descrito em 3.2.9. - 2°? método. Foram feitas, pafalela~
mente, eletroforeses com amostras isentas de Tween-80. As bandas~
de proteina foram determinadas com solucio de amido Schwartz e a

seguir determinadas a mobilidades relativas.
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Efeito da parafenilenodiamina - As fragdes obtidas por eluigdo -
do Sephadex, bem como solugces de extrato bruto foram a-
plicadas em gel de poliacrilamida'conformé 3,2.9.-2°% método. A~
pds a corrida eletrofor&tica, os géis foram corados por algumns -
minutos com solucdo de catecol 0,01 M ou dopamina 0,001 M, con -
tendo 0,05% de parafenilenodiamina, seguido de lavagens com aci-
do ascorbico 0,001 M por 10 minutos. A mobilidade relativa das
bandas de atividade enzimdtica e bandas de proteina, foram deter
minadas nos géis. Paralelamente, foram corados geis com solugao
de catecol 0,03 M, isento de parafenilenodiamina e 4cido ascorbi
co. As bandas foram fotografadas e as mobilidades relativas  de
terminadas. As amostras submetidas a focalizagdo iscelétrica fo-
Tam coradas por alguns minutos com catecol 0,03 M contendo 0,05%
de parafenilenodiamina e a seguir os geis foram lavados com solu
gao etanolica a 40%. Da mesma forma foi feita coloragio de géis
com solugio de catecol isenta de parafenilenodiamina. As bandas

ativas foram fotografadas.

3.2.12. Eletroforese em gel contendo dodecil sulfato de sodio

(SDS)

A técnica foi desenvolvida segundo método de Weber e Osborn (131)
adaptado (20). As proteinas padroes utilizadas foram procedentes
da Sigma Chemical Co. Os géis foram preparados pela mistura de -
15 ml de uma solugio tampaoc fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo 2% -

de dodecil sulfato de sédio (SDS), com 13,5 ml de solugdo de -
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11,1 g de acrilamida e 0,3 g de Bis em 50 ml de agua destilada.
A essa mistura fqram adicionados 45 ml de N~N~N'-N'-tetrametile
nodiamina, 1,5 ml de persulfato de amdnio na concentracido de 10
mg/ml, Os tubos foram preenchidos ate 1,5 cm do tope e a polime

rizacdo verificou~se apds 15 minutos.

As amostras foram preparadas previamente pela incubagao por 2 -
horas a 37°9C, de tubos contendo 150 ul de proteinas padrdes ¢ ~
da amostra desconhecida na concentracio de 1 mg/ml em tampao -~
._fosfato 0,01M, pH 7,0 e 50 ul de uma solugao a 0,4% de dodecil-
sulfato de sddio em tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,0, contendo aip
da 4 ml de mercaptoetanol., Apds incubagf@o foram misturados 25 =
ul de cada solugdo de proteina, 75 ul da solucdo - -
a '0,05% de azul de bromofenol em Agua destilada, 20 gotas -
de glicerol, 100 ul de mercaptoetanol e 1 ml de tampao fosfato-
0,001 M, pH 7,0, As amostras foram aplicadas no gel em volume -
de 0,1 ml. A polifenoloxidase aplicada tinha atividade de 250
U/ml.minﬂl. 0 tampdo utilizado nos eletrodos continha 2 g de do
decil sulfato de sodio em 2 litros de tampao fosfato 0,01 M, pH
7,0. A eletroforese(3.2.9. - 29 método), foi realizada mantendo
a amperagem correspondente a 5 mA/tubo durante o tempo necessa-
rio para que o corante migrasse até a parte inferior do tubo.-
Apds remocdo, os géis foram corados em solucdo de "Coomassie -
Brilliant Blue R-250" durante 3 horas. Em.seguida, foram feitas
lavagens sucessivas com solugdo de corante contendo 5% de meta-

nol e 7,5% de acido acético glacial. As bandas de proteinas fo-
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ram fotografadas, determinando-se também a mobilidade relativa
(MR} e o peso molecular da polifenoloxidase na forma monomeéri-
ca. A atividade para polifenoloxidase foi determinada com solu

cdo de catecol 0,03 M,

3.2.13. Focalizacio isoeletrica em gel de poliacrilamida

0 método utilizado foi descrito por Wrigley (136). A mistura -
para o gel continha 0,8 ml de uma solug@o de N-N-N'-N'-tetrame
tilenodiamina em 100ml de Adgua destilada, 3,0 ml de uma solu -
cdo de acrilamida contendo 0,8 g de Bis e 30 g de acrilamida -
em 100 ml de agua, 0,3 ml de uma solug@o de anfdlitos 40%, pH-
3,5-9,0 marca LKB. Para cada tubo utilizou-se 0,5 ml desta mis
tura, 0,1 m; de polifenoloxidase (10 U totais), 0,2 ml de uma-
solugio a 0,5% de persulfato de amonio e completou~se o volume
para 1,5 ml com Adgua destilada. O compartimento superior do e-
.letrodo continha uma solugdo a_ 2% de.N—N«N‘-N'-tetrametileno-
diamina e o inferior, anodo, foi preenchido com solucdo de &ci
do fosférico. A eletroforese iniciou com 75 V e 1,5mA/tubo até
o tempo para a corrente atingir 0,5 mA/tubo, mantendo-se en
seguida, durante 1 hora,a 100 V. O tempo total de corrida foi
de 4 horas. Apds remoc2d dos géis estes foram cortados em in -
tervalos de 0,5 cn, colocadps em tubos contendb 1 ml de agua -
" destilada. Apds 24 horas determinou-se a atividade enzimatica-
em cada tubo com catecol 0,08 Moudopamina 0,001 M como subs ~

tratos. Paralelamente foi corrido um gel sem amostra no qual,-
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apds ser cortado e eluido em agua, mediu-se o pH. As bandas de
atividade enzimiatica foram determinadas utilizando~se solugdo
de catecol 0,03 M e solucao de catecol 0,03 M contendo 0,05% -

de parafenilenodiamina. Os géis foram fotografados.

0 efeito da uréia na focalizacdo isocelétrica foi analisado -
aplicando-se no gel 100 U de polifenoloxidase incubada com uma
soluciio de uréia 8 M. A atividade enzimitica foi determinada -
com o catecol 0,08 M, determinando~se também o pH e a mobilida

de relativa.

3.2.14, Determinacio do coeficiente de sedimentacdo e peso mo-

lecular.

0 método'foi descrito por Martin e Ames (?7),1igeiramente modi
ficado (20). Para realizacdo do método foi utilizado um siste
ma para formacio de gradiente de sacarose fabricado em acrili
co pela firma Permatron S/A. O gradiente foi obtido com 2,5 ml
de solugiao de sacarose 20% no compartimento da direita e 2,5ml
de solucdo de sacarose a 5% no compartimento da esquerda.O gra
diente foi coletado em tubo de nitrato de celulose da ultracen
trifuga Beckman com capacidade para 5,5 ml. No topo do tubo co
locou-se 0,1 ml de uma mistura de 0,1 mg de desidrogenase léti
ca (LDH) de procedéncia Sigma em 0,1 ml de solugdes de polife- .
noloxidase em diferentes estdgios de purificacgao, na concentra
cdo de 500 U/ml. Os tubos foram introduzidos em rotor SW-65 e
centrifugados a 175.000 x g por 15 horas a 4°C em ultracentri-

fuga Spinco, modelo L-75 da Beckman. Ao término da centrifuga-
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cdo, os tubos foram perfurados e ¢ gradiente fraciomado em 10
gotas por tubo. A seeuir foi determinada a atividade de LDH -
(89) no espectrofotdmetro modelo 356, Perkin Elmer, bem como-
de polifenoloxidase em cada tubo. 0 coeficiente de sedimenta-
cio da enzima foi determinade tomando o valor de 7,4 S para -
LDH. O peso molecular foi determinado segundo Martin e Ames -

(77).

3.2.15. Andlise espectrofotométrica

As fracdes purificadas foram analisadas no espectrofotdmetro-
de duplo feixe, modelo 407, marca Perkin Elmer, na faixa de
comprimento de onda de 250 mm & 400 nm. As solugbes continham
0,5 mg de proteina/ml. 0 espectro dos substratos foi deter-

minado: dentro de comprimentos de onda caracteristicos de ca-

da um.

3.2.16. Efeito de diferentes pHs na estabilidadé da enzima.

Aliquotas de 2 ml do precipitado acetonico foram ajustada -
com solugoes de HC1l e NaOH nas faixas de pH de 2,0 a 8,0, As
amostras foram deixadas durante 1 hora e meia A temperatura -
ambiente. ApOs esse tempo de incubacido, foram retiradas 10 ul
de cada amostra e determinada a atividade enzimitica, utili -

sando como substrato catecol 0,08 M,
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3.2.17. feito dos diferentes tratamentos teérmicos

Temperatura de estocagem - Amostras do precipitado acetonico

foram deixadas por tempos de 1 a
6 dias nas temperaturas de 4 e -40°C, Em cada dia as amostras
eram retiradas do local de estocagem e a atividade enzimatica

determinada, utilizando-se 10ul de amostra ¢ catecol 0,08 M,

Estabilidade em diferentes temperaturas - Amostras de 2 ml de

extrato cru, preci-
pitado acetdnico e fracdo enzimatica obtida apds eluicdo de -
colunas Foram incubadas em banhos-maria controlados nas tempg
raturas de 55, 65, 75, 85 e 95°C., Em intervalos de tempos e-
ram retiradas aliquotas de 10yl de cada solucfo e testada a

atividade enzimidtica com catecol 0,08 M,

Efeito do resfriamento ripido ands tratamento termico - Solu -

cbes contendo 4 ml -
de extrato bruto da enzima foram incubadas durante 15 minutos,
nas temperaturas de 55, 65, 75, 85 e 950C, Apds ter-se deter-
minado a atividade enzimitica, as solugoes foram divididas em~
dois grupos de 2 ml cada e submetidas a temperaturas de 0 e
25%c gurante 20 minutos. Imediatamente apbs esse perlodo, a a-
tividade enzimitica foi determinada utilizando catecol 0,08 M.'
0s controles foram mantidos nas mesmas temperaturas scn prévia

incubacgio.
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3.2.18. Efeito do tratamento com uréia

Em amostras do precipitado acetonicoe foram adicionadas quanti-
dades de uré&ia nas concentragoes finais de 2 M, 4 M e 8 M, A-
pos diferentes tempos de incubac@o a temperatura ambiente, fo-
ram retirados 10 p1 de cada solucdo e testada a atividade enzi-
matica com catecol 0,08 M., Os controles foram'realizados para-

lelamente ao experimento com as solugOes isentas de uréia.

3.2.19. Efeito da didlise contra diferentes solventes

Fracdes contendo 10 ml de solugio de extrato bruto extralido em
agua pH 6,0 e com tampao fosfato 0,2 M, pH 7,0, bem como solu-
¢oes do precipitado acetdnico foram separadamente dialisadas -
contra agua destilada, contra tampaoc fosfato 0,2 M, pH 7,0, -
por 24 horas a 4°C e com solucio de uréia numa concentragao fi
nal de 8 M por 18 horas a 1°¢. Ds controles para as diferentes
solugdes foram mantidos em tubos de ensaio pelo mesmo periodo
"a 4°C. ApGs esse tempo a atividade enzimdtica foi determinada’
com solucao de catecol 0,08 M tanto nos controles como nos di-

ferentes dialisados.,
3.2.20. Efeito do mercaptoetanocl
Amostras contendo 2 ml de uma solugao de precipitado acetdni

. O -
co foram incubadas a 37 C com mercaptecetanol nas concentragoes

de 17 mM, 6 mM ¢ 3 mM, Em intervalos de tempo, foram retiradas



aliquotas e determinada atividade enzimatica com catecol -

0,08 M.

Solucdes do precipitado acetonico (5 ml) incubadas 10 min nas
mesmas concentracoes de mercaptoetanol, a temperatura ambiente
foram dialisadas contra tampio fosfato 0,2 M, pH 7,0 por 24 ho
ras a 4°C. Apds esse tempo determinou-se a atividade enzimdti
ca. Aliquotas dessas amostras contendo 7 U/nl, 9 U/ml, e 11
U/mil foram introduzidas em gel de poliacrilamida e as eletrofo

reses desenvolvidas segundo 3.2.9, 2° método.

2,2.21. Efeito de inibidores

Solucdes de 2 ml de precipitado acetonico foram incubados com
2 ml1 de diferentes inibidores nas concentragoes finais de 100
mM, 50 mM, 5 uM e 0,5 mM, Os compostoé utilizados para ¢ expe
rimento. foram: cisteina, acido carbamico, metabissulfito de sG
dio e dcido ascdrbico. A mistura permaneceu na temperatura am
biente e de tempos em tempos retirou-se uma aliquota das solu

coes e determinou-se a atividade enzimdtica com catecol 0,08

mM.
Determinacgao de K; e Ky - Os experimentos foram realizados uti -

lizando-se como substratos, dopamina, catecol

¢ DL-dopa e como fonte de enzima, solucces do precipitado ace
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_tonico. Os testes foram realizados em cubetas contendo diferen
tes concentragoes de substrato e 1 ml de solugdbes de inibido
res em diferentes concentragoes para cada teste., A atividade
enzimatica foi determinada pela adicdo de 10 1 de solugao do
precipitado acetonico. Paralelamente, determinou-se o Ky dos
substratos (63), isentos de inibidor, adicionando a mesma quan
tidade de enzima. Com a fragdo ativa apds cromatografia os tes
tes ﬁara determinacgao de KI foram realizados com o3 mesmos ini
bidores, utilizando como substrato, catecol 0,1 M nas mesmnas

condicbes descritas anteriormente.

3.2.22. Anidlise cromatografica dos fendlicos

A enzima no estagio purificado fol aplicada em uma folha de
papel Watman n® 1 de 20 x 15 cm na quantidade de 0,10 mg., Pa-~
raletamente foram aplicadas amostras de albumina de soro bovi-
no e solucdo de acido clorogénico nas quantidades de 0,10 e
0,20 mg, respectivamente. A cromatografia foi realizada em uma
mistura butanol:acido acético:agua (4:1:2,2) e apds 3 horas, o©
papel foi seco em estufa com temperatura controlada de 110°%¢
por 20 minutos. O cromatograma final foi observado em U.V. no
comprimento de onda de 370 nm e os Rf correspondentes as man-

chas fluorescentes, foram determinados.

A identificacdo dos fenolicos foi feita com solugao de 1% de
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cloreto férrico e 1% de ferricianeto de potissio, segundo

todo preconizado por Amorim e col (3).
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4. RESULTADOS

4,1, Localizacfo da polifenoloxidase na fruta e melhores condi-

¢oes de extragao

Diferentes estﬁgids de maturacio da fruta foram utilizados a =~
fim de ser escolhido o melhor estagio como fonte de enzima para
0s nossos experimentos. Desta forma, foi escolhida a fruta semi
-madura onde a casca apresentou indicios de coloracdo amarela.-
A localizacdo da maior atividade enzimiatica foi estudada neste-
estipio de maturagdo. Os resultados apresentados na Fig. 1, mos
tram que a maior concentragio enzimitica encontra-se junto 3 ca
vidade ovular da fruta. O extrato bruto obtido dessa regido, a-
presentou 960 U/g, enquanto que a polpa produziu uma atividade
de 450 U/g, sendo que esta fol de dificil manipulacio, em virtu
de da presenga de pigmentos, taninos e mesmo fendis complexados

com proteina (54), o que dificultou a solubilizagad da enzima.

Virios experimentos foram realizados com © objetivo'de se obter
maior extracfo de polifenoloxidase ativa. O Ouadro 1 mostra que
a melhor extracio fol obtida utilizando tampdo fosfate 0,2 M, -
pH 9,0. Contudo, a utilizag@o do mesmo tampio porém 0,2 M, pH -~
7,0, embora apresentasse menor extratibilidade do que o de pH-
9,0, resultou em mdior estabilidade da enzima durante a estoca-

gem a 4°¢ (Fig. 2).
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FIGURA 1 - Corte transversal da banana semi-verde, revelada en

0,03 M.

OITADRO 1

papel Watman n® 1, imerso em solucio de catecol -

Efeito do tipo de solvente e do pH sobre a atividade de poli-

fenoloxidase no extrato de polpa de banana (parte central).

Solucao AtiVid?dE
Tamponante PH U/ml.min
Citrato 2 M 6,0 84
Fosfato 0,2 M 7,0 380
Fosfato M 8,0 200
Fosfato 2 M 9,0 526

=
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A utilizagdo de PVP insolitvel e de centrifugacio adequada, fez-
-se necessdria na extragfo, a fim de facilitar a precipitacdo de
material insoliivel e contaminantes indesejaveis na preparacido. -
0s resultados de alguns experimentos realizados encontram-se 1o
Quadro 2, mostrando que 1% de PVP no tampidoc e forca centrifuga -~

de 12.062 x g, fornecem um extrato mais ativo.

QUADRO 2

Efeito do tratamento com polivinilpirrolidona (PVP) e de diferen
tes forcas centrifugas na obtencdo do extrato ativo de polifenol

s Lo=1
oxidase. Valores expressos em U/ml.min

Forca centrifuga em gravidade

ng 3.015xg 12.062xg 27.138xg
0 170 160 240
0,50 160 | 170 210
1,00 200 | 330 250
1,50 210 240 200
2,00 230 190 210
2,50 190 230 220
3,00 160 220 290
3,50 170 190 190
4,00 200 170 260
6,00 170 160 210
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4.2. Fatores que influenciam a atividade da enzima no extrato

brito .

4,2,1, Infiuéncia das condicoes de pH e da temperatura de es-

tocagem .

Amostras contendo 1,0 ml de extrato foram conservadas em dife
rentes temperaturas e utilizadas somente uma vez para determi
nacdo da atividade enzimatica. Os testes de atividade mostra-
ram que a S0lugio permaneceu estavel tanto a 4 como ~4OOC, du
rante, pelo menos, 7 dias. A preferéncia em se manter o extra
to a ~40°C foi em virtude de se evitar a formacfio de fungos e
bactérias cridfilas que se desenvolvem com o tempo. Contudo,-
apds 24 horas esse extrato apresentou-se bastante gelatinoso.
Portanto, procurou-se utilizar nos experimentos o extrato bru

to com tempo inferior a 24 horas.

As variacdes de pH apresentadas na Fig. 3, sugerem que O me-
lhor ensaio de atividade seria em tampaoc fosfato 0,02 M, pH
6,5. Contudo, este provocou ligeira oxidacdo do substrato o
que mascarava a formagdo do complexo enzimatico quando se tra
balhava com concentracdes baixas de enzima. Este problema foi
evitado quando se substituiu o tampdo por agua destilada, no-
tando-se que o pH final da mistura era 6;8 e nao influia na

velocidade da reacdo.
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FIGURA 3 - Influéncia do pH sobre a atividade
de polifenoleoxidase de um extrato-
bruto de polpa central em tampio -
fosfato 0,2 M, pH 7,0. Mistura de
reacio: 2 ml de catecol 0,1 M, -
1 ml de tampdo citrato —e-s—ou fos
fato 0,02 M—9—o9— e 10 pl de ex~
trato enzimatico. -
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4,2.2, Especificidade da polifenoloxidase no extrato bruto.

0Os resultados do Quadro 3 mostram que a.afinidade da polifenol-
oxidase € maior para é dopamina. Entretanto, utilizou-se o cate
col para a medida da atividade enzimitica por ser um reagente -
de facil aquisigdo no mercado e também por ter uma estrutura -
simples, ndo apresentando interferéncia de grupos funcionais a-

cidos ou basicos na reagdo enzimatica (52).

QUADRO 3

Constante de Michaelis (KM) segundo Lineweaver~Burk para dife-

rentes substratos, utilizande o extrato bruto como fonte de en

zima.

Substrato %%T U/i%?%in“l (mofzsil)
dopamina 1923 162 5,2 x 1077
DL-dopa 200 56 5,0 x 1073
L-dopa 76,9 32,4 1,3 x 1072
catecol 16,6 360 6,0 k 1072
D-catequina 120,4 21,0 8,3 x 10-:5
D-dopa 32,2 43,2 3.1 x 1073

4.2.3, Influencia do meio de extragdo e da dialise na ativida

de da enzima.

A estabilidade da enzima e a atividade enzimatica foram compara
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das em diversos meios de dialise. Pode-se concluir que somente
a didlise realizada contra taﬁpéo fosfate 0,2 M, pH 7,0 mante~
ve o extrato bruto ativo por 24 horas. Pelos dados do Quadro 4
podemos verificar que o sistema onde houve menor perda da ati~
vidade enzimitica foi o extrate bruto tamponado e dialisado -~

contra o mesmo tampio.

QUADRO 4

Efeito de diferentes meios dialisantes sobre a atividade do ex

- P o)
trato bruto apos dialise a 47°C.

Meio Tempo  Atividade Variacio
Extrato dialisante hs U/ml at%gi ade
tamponado - ’ 0 288 0
aquoso - ' 0 72 0
aquoso agua 24 54 ~40
tamponado Aagua 24 144 ~70
aquoso tampao 24 198 +120
tamponado tampao 24 360 ~30
tamponadc(*) - 24 504 0
aquoso(*) - | 24 90 0

* o~ . - - -
*) As comparacdes das variacSes da atividade foram feitas com
. 0
os extratos aquoso e tamponado deixados a 4 C durante o

tempo de diilise.
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4.3, Estdgios de purificagio da pelifenoloxidase.

4.%.1. Precipitacdo fracionada em solventes idnicos e nio idoni-

Cos

Fracoes de 20 ml de extrato bruto foram precipitadas com adicgao
lenta de sulfato de amdnio a A°C at@ atingir a saﬁuragﬁo de 40,
70 e 90%. O Quadro 5 mostra os resultados desse fracionamento.-
Os dados obtidos revelaram baixa recuperagao do material preci-

pitado que se apresentou de dificil solubilizagao.

Quadro 5

Recuperacdo da atividade enzimatica da polifenoloxidase em fra-

coes precipitadas do extrato bruto com diferentes saturacOes de

(NH,) ;S04 .
P - Unidades Recuperacao
ragoes Totais 3
extrato bruto _
a pH 7,0 18.000 -
40% (NH4)ZSO4 5.740 31,8
70% (NH4)2804 2.850 15,8
90% (NH4)ZSO4 | - _2...3.50 - \ 13,0

Os resultados apresentados no Quadro 6 foram obtidos no trata -

mento do extrato bruto com 1,5 volumes de acetona (12 precipita
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¢ao), completando-se a 2 volumes (22 precipitagio) a temperatu-
ra de -13°C. Os precipitados foram re-dissolvidos em tampdo fos
fato ¢,2 M, pH 7,0. A concentragdo protéica foi determinada pe-
lo método de Weichsenbaum (133), uma vez que os demais métodos-
de determinagéo protéica apresentaram varios inconvenientes. -
Por outro ladd, o método do biureto, quando comparado com o -
Kjeldahl, apresentava concentragaes ligeilramente inferiores que
foram corrigidas multiplicando-se pelo fator 1,1. A recuperagao
da enzima foi de 60%, mas o material precipitado apresentou-se-

ainda bastante insolavel.

QUADRO 6

Precipitagéo fracionada da polifenoloxidase do extrato bruto -

com 1,5 ¢ 2 volumes de acetona a —13°C.

Estagios de Vol  Atividade Proteina Atividade % recu- grau de
e - {(ml) (U/ml) fmg/m1) especifica Peragac purifi-
purificacao (U/mg prot) cagao
Extrato bruto 48,0 340 17,89 18,9 - -
12 pptcio 18,0 450 22,6 19,9 49,7 1,05
2% pptedo 2,7 650 14,6 44,5 10,7 2,35
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A fim de melhorar a solubilidade, os precipitados foram combi

nados, procedendo-se a re-extragac dos mesmos com solugac tam

ponada contendo 0,25% de Triton X-100. Apls centrifugacgio a

12.062 x g por 15 min a 49C, determinou-se a atividade enzimi

tica no sobrenadante, sendo este a seguir estocado enm congela

dor a -40°C. 0s dados do Quadro 7 evidenciam boa recuperagao

da atividade enzimatica.

QUADRC 7

Efeito do tratamento do precipitade com Triton X~100 (0,25%)

na recuperagao da atividade enzimitica.

Estagios de Vol Atividade Proteina Atividade % recu- grau de
purificacio (ml) (U/ml) (mg/ml) especifica  peragao purifi-
: (U/mg prot) cagao
Extrato brute 47,0 280 18,1 15,4 - -
12 pptcio 14,0 650 23,3 27,8 69,6 1,8
2% ppteio 10,0 400 8,5 47,0 30,3 3,05
sobrenadante
apo6s extr. ¢/ 22,5 700 9,3 75,2 119,7 4,88

Tritoen X-100
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4,3.2. Filtracao em coluna de gel de Sephadex G-100

12 Ccromatografia ~ A polifenoloxidase obtida pela precipitacio-

em acetona foi adicionada em coluna de Sepha
dex G~100 e eluida em tampao fesfato 0,01 M, pH 7,0. O fluxo da
coluna foi de 5 ml/35 min. A enzima recuperada nestas condigdes
apresentou~se em trés fragoes, sendo que & fragdo F, correspon -
deu a maior atividade enzimatica. A Fig. 4 contém os resultados

obtidos nessa separagao.

2% Cromatografia - Devido 2 baixa recuperagfo e mid separacio a-

presentada na 1% cromatografia, procedeu-se-
a eluicBo do precipitado acetdnico re-extraido em Triton X-100.
As condicdes foram as mesmas utilizadas anteriormente. A Fig. 5
e o Quadro 8 mostram a recuperacdo da enzima em trés fracdes, -
sendo que & fragdo F, correspondeu 63% da atividade enzimatica-
total. Pode-se também verificar que essa fracfo apresentou ra-

- . - -
zoavel grau de purificacgao.

3% Cromatografia - Apesar da melhor resblugﬁo apresentada com

a polifenoloxidase re-extraida em Triton -
X-100, a fracdo de maior atividade correspondeu um eluato colo-
rido, mostrando a presenca de pigmentos como contaminantes. Pa-
ra.resglver este problema, procurou-se eluir a enzima em coluna
de Sephadex G-100 com um fluxo de 1,5 ml/35 min., A amostra foi
introduzida na coluna imediatamente apds a precipitagio acetdni

ca. A Fig. 6 sugere que nio se obteve uma separagdao completa da
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fragao protéica contende atividade enzimatica.

QUADRO 8

Fases da purificagao de polifeﬁoloﬁidase incluindo a eluigao do
precipitado acetonico em coluna de Sephadex G-100, equilibrada

com tampao fosfato 0,01 M.

Estagios de Vol Atividade Proteina Atividade % recu- grau de
purificacao {(ml} {U/ml) (mg/ml) especifica peragao purifi-

' (U/mg pro) cagdo
Extrato bruto 47,0 2890 18,1 15,4 - 0,0
Ppt. acet. 12,2 970 28,2 34,3 97 2,2
Sobren. apos
Triton X-100 22,5 700 9,3 75,2 119,7 4,7
Fz 35,0 240 0,63 380,9 63,7 24,7
Fs 13,0 230 2,26  101,7 23 6.6

4% Cromatografia - O problema foi contormado ap0s estocar o pre

cipitado acetﬁnico, dissolvido em tampao fos
fato 0,2 M, pH 7,0 a -40°C por 7 dias. A amostra apds esse pe-
riodo foi descongelada e centrifugada a 12.062 x g por 15 minu-
tos. O sobrenadante contende maicr atividade que o precipitado,
foi introduzido na coluna e eluido com tampaoc fosfato 0,01 M, -
PH 7,0 com um fluxo de 1,5 ml/35 min. Os resultados desse expe=

rimento, Fig. 7 e Quadro 9, mostram que a fracdo FE, contem -
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maior atividade. O material era mais incolor que as fragoes an-

teriores e com razoavel atividade especifica. Os eluatos corres

pondentes & frac3o FE foram recolhidos e estocados a -40°¢ para

estudos de purificacao posteriores.

QUADRO 9
Purificagao da plifencloxidase utilizando tratamente do precipi
tado aceténico a -40°C. - (S) fracg@o sollvel: (I) fracdo inso
itvel.

Atividade

Estagios de Proteina _Atividadﬁl especifica grau deh
purificagao {(mg/ml ) (U/ml.min *) (U/mg prot) purificacao
Extrato bruto 15,8 108 65,8 -
Precipitado a-

cetonico (P) 9,7 360 37,10 5,4
Fracdo solivel

{S8) 2,64 180 68,18 10
Fracdao insoll-

vel (I) 1,2 8,0 6,66 0,9
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FIGURA 7 - Filtracio em gel de Sephadex G-100 do precipitado a-
cetbnico re-extraldo com tampdo fosfato 0,2 M, pH
7,0 contendo 0,25% de Triton X-100 e mantido por 7
dias a -40°C. Proteina .~-.; atividade enzimitica =~

0=0.
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4,3,3. Purificacdo da fracac FE por eletroforese em gel simples

de poliacrilamida

Eletroforeses em gel de poliacrilamida foram efetﬁadas como des-
crito em material e meétodos. Um dos géis foi corado para identi-
ficacdo da reacdo enzimatica e os demais foram cortados na  re~
gido correspondente a maior atividade, em porgdes extremamente -
finas. As porgoes foram ektrafdas com agua destilada por 24 ho-
ras, filtradas e, a seguir, dialisadaé em tampao fosfato 0,2 M,-
pH 7,0. A polifenoloxidase obtida, foi entd3o liofilizada e esto-
cada a -40°C. No Quadro 10 os resultados obtidos mestram que a a
tividade especifica nessa fracao foi alta, correspondendo a um

- grau de purificacfo da ordem de 39 vezes.
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4,4, Estudo de alguns parametros fisico-quimicos da polifenol-

oxidase em diferentes estagios de purificacio.

4,4,1. Estabilidade do precipitado acetOnico em fungfo do  pH

e da temperatura de estocagem.

0 pH das solugdes do precipitadolacetﬁnico foi cuidadosamente-~
ajustado com solugdo 1 M de NaGH ou de HCl. A atividade enzimé
tica foi determinada ap0s diferentes tempos de incubacao. A -
Fig, 8 mostra que a faixa de maior estabilidade da enzima foi
encontrada em torno de pH neutro e ligeiramente alcalino. As -
alteracbes encontradas em pls Acidos talvez sejam devidas a
acdo de detergentes, wma vez que se usou Triton X~-100 para a -

extracio, o que poderia alterar a estrutura da protqfna {116}.

As amostras do precipitado acetdnico ajustadas em pH 7,0 foram
mantidas nas temperaturas de 4 e -40°C., Os resultados da Fig.9
mostraram a estabilidade da enzima por periodo superior a 7
dias, sendo que o material mantido congelado apresentou um au-

mento de atividade em relacfo a inicial.

4.4.2. Efeito do Triton X~100 durante a estocagem do precipita

do acetdnico a -40°C.

Amostras de extrato bruto tratadas e n3o tratadas com Triton -

X-100 foram testadas comparativamente,Os precipitados acetonicos=~
obtidos em diferentes preparagﬁés e armazenados a -40°C foram-

centrufugados a12.062 x g por 15 min a 4°C e a atividade enzi-
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matica testada no sobrenadante. Pelos dados do Quadro 11 podemos
verificar que o tratamento do precipitado acetdnico com Triton -~
X-100 ndo apresentou grande efeitd inicial. Este sd ocorreu quan
do o precipitado acetdnico fol mantido a ~-40°C, sendo que a dife
renca da extratibilidade inicial da enzima tratada com Triton X-
-100 era de 16,7% maior que a nio tratada e apds estocagem de no
ve dias passou a 40%, Também pode~se verificar pelos dados que a

maior concentracio enzimdtica foi obtida no sobrenadante.
OUADRO 11

Efeito do Triton Y¥-100 sobre a atividade da enzima no material

. 0.
estocado a =407C.

- tempo , temp., atividade atividade
Material o ) ) _
dias C ¢/Triton X-100 s/Triton X-100
(/mlomin~d)  (U/ml.min™h)
ppt.acetdnico 0 25 1.080 | 900
ppt.acetdnico 9 - 40 6.400 4,300
sobrenadante a-
pés centrifugagio 9 -49 5.400 3.240
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4.4.3. Efeito da didlise com dagua e tampdo fosfato sobre a ati-~

vidade da polifencloxidase no precipitado acetdonico.

Aliquotas do precipitado acetonico obtido do extrato tamponado,-
foram dialisadas por 24 horas a 4°C contra agua destilada e tam
~pao fosfato 0,2 M, pH 7,0, respectivamente. O controle permane-
ceu pelo mesmo periodo a 4°C. Apds esse tempo, a atividade enzi
matica foi determinada nos dialisados e no controle. Os resulta
dos obtidos mostraram per&a significativa da atividade da enzi-
ma na didlise realizada em agua destiiada. Pode-se concluir por
tanto, que o melhor meio de manutencao da atividade da polife-
noloxidase foi em tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,0, havendo perda-

de 50% quando a enzima foi dialisada contra agua destilada.

4.4.4, Especificidade da polifenoloxidase a diferentes substra-

tos.

A especificidade da polifenoloxidase a diferentes substratos -
foi estudada em diferentes estagios de purificacao e os Ky pa-
ra os substratos foram determinados pelo método de Lineweaver-

~Burk (65).

Os resultados das Fig. 10 e 17 e do Quadro 12 mostram uma maior
especificidade para dopamina, noradrenalina e adrenalina,enguan
to que para os substratos catecol e DL-dopa, observou-se pfaté

camente a mesma especificidade.
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PIGURA 11 - Grdfico de Lineweaver-Burk para determinacio do Ky
para a fracZo FG. A cubeta de ensaio continha 2, 5-
ml de solucdo pH 6,0 de DL-dopa gg concentracio i
nicial de 5,0 mM, 0,5 ml de Hy0 e 10 wl de soly =
¢do de enzima.
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FIGURA 12 - Grafico de Lineweaver-Burk para a determinacio de
Ky para a fragdo FG. A cubeta ensaio continha =
2,5 m1 de soluc3o pH 6,0 de epinefrina na concen-
tragdo inicial de 0,4 mM, 0,5 ml de Agua e 10 ul-
de solucio de enzima.
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FICURA 13 - Grafico de Lineweaver-Burk para a determinagao do
Ky da fracdo FG. A cubeta de ensaio continha 2,5
ml de solucdo pH 6,0 de norepinefrina na concen-
tracio inicial 0,4 mM e 101 de solucac de enzi

ma.
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_FIGURA 15 -
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Grafico de Lineweaver-Burk para determinacdo do Ky
da fracio FG. A cubeta ensaio continha 2,5 ml da -
solucdoc pH 6,0 de D-dopa na concentracao inicial 4
mM, 0,5 ml de dgua e 10 1 de solucao de enzima.
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FIGURA 16 - Grafico de Lineweaver-Burk para a determinagdo do
Ky da fracao FG. A cubeta ensaio continha 2,5 mnl
de solucdo pH 6,0 de L-dopa na concentragao ini-
cial 2,6 mM, 0,5 ml de agua e 10 ul de solucao de

enzima.
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FIGURA 17 - Grafico de Lineweaver-Burk para determinacido do KM da
fracdo FG. A cubeta ensaio continha 2,5 ml de solugdo
pH 6,0 de D-catequina na concentragao inicial 3 mM
0,5 ml de agua ¢ 10ul de solugdo de enzima.
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Pelo Quadro 12 pode-se concluir que a polifenoloxidase apresen-
ta maior especificidade paraa forma thpa.Compérando~se o Ky da
Q«dopa e L-dopa, verifica-se que a especificidade para D-dopa -
na enzima purificada € da ordem de 4 vezes menor que para L-do-
pa. EBvidentemente, © mesmo ocorre para o racémico DL-dopa. Por
outro lado, a polifencloxidase nio apresentou nenhuma_atividade

para resorcinol, tirosina e dcido galico.

QUADRO 12

Valores de KM para a reagdo da polifenoloxidase nos diferentes-

estagios de purificagioe, com diversos tinos de substratos.

Valores de Kus en moles/ilitros

Substrato

extrato bruto ppt.acet, enzima purific.
dopamina | 5,0 x 107" 3,1 x 1074 1,7 x 1074
catecol 3,3 x 1072 3.2 x 1002 1,8 x 1077
DL-dopa 5,0 x 107° 1.4 x 1072 3,3 x 1077
L-adrenalina 5,0 x 10"4 4,1 x 1074 7,6 % 1074
noradrenalina 3,0 x 1077 27 x10°% 7,6 x 107"
ac. clorogénico 5,0 x 1073 3,2 X 1073 4,1 x 1073
L-dopa 3.6 x 107° 5.0 x 1005 6,6 x 107°
D-dopa 3.0 x 107° sx107% 2,5 x 1077
D-catequina 3,0 x 1073 ,0 x 1077 2,5 x 1072

-9~



4.4.5. Analise eletroforética em gel de poliacrilamida

Eletroforese em gel simples = 0s diferentes estagios de purifica-

cio da polifenoloxidase foram anali
sados quanto ao padrio eletroforético das proteinas e atividade -
enzimatica. A Fig. 18 mostra o5 dados comparativos do tratamento-
. previo do precipitado acetdnico com Triton X-100, seguido de estg
cagem por 7 dias a —4ODC, Os resultados obtidos evidenciam melher
purificagdo da enzima com ¢ tratamento por congelacgao nrolonga-
da . A fracdo FG foi analisada quanto ao perfil eletroforético. A
Fig. 19 mostra que as bandas de mobilidade relativa (MR}, 0,50, -
'0,55, 0,63, 0,66, reveladas com catecel, apresentam a mesmna mobi-
1idade eletroforética comparada com a revelacio para proteina. -
Com o objetivo de se estudar a especificidade da enzima frente 2
diferentes substratos, foranm realizadas eletroforeses aplicando--
—se em cada tubo 50 U totais da fracio FE. Os géis foram incuba
dos com diferentes substratos. 0s resultados da Fig. 20 mostram =
que as manchas de MR 0,50, 0,57, 0,63, 0,66 eram comuns para todos
os substratos, so0 diferindo em D-dopa por uma banda de mobilidade

relativa menor.

Eletroforese em gel contendo uréia - Aliquotas da fracao FE foram

incubadas por 10 minutos -en
solucdo de uréia em uma concentracio final de 8 M. A sequir, apli
cou~se as amostras em gel de poliacrilamida contendo ureia. O0s rg
sultados da Fig. 21 mostram o efeito da uréia sobre a proteina. -

Estes resultados sugerem uma modificacfo estrutural da enzima, -
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mas nao o suficiente para que se altere as propriedades do seu

centra catalitico,

2 3 4

FIGURA 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracoes
eluidas da coluna de Sephadex G-100 enm tampdao fos
fato 0,01M,pH 7,0, 1. FP (fracZo protcica) s/esto
cagen a-40°C. 2. TE (fracio enzimatica) s/estoca-
gem a -40°C. 3. FE apds estocagem do ppt.acetoni-
co por 7 dias a -40°C. 4. FP apds estocagen do -
ppt.acetdnico por 7 dias a -40°C.
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FIGURA 19 - Bletroforese em gel de poliacrilamida da
fragio FG. 1. mobilidade relativa da pro
teina (200 ug/tubo). 2, mobilidadse rela-
tiva da enzima corada com catecocl (30U/~
tubo}.
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FIGURA 20 - Especificidade do substrato na fracio FE., EBEletro-
forese em gel de poliacrilamida da FE na concen =
tracdo de 50 U totais/tubo; 3 mA/tubo 180 volts.
1. Incubagfo com L=-dopa 2 mM; 2. Incubag3o com D-
~dopa 4 mM; 3. Incubacio com Di-dopa 1 mM; 4., In-
cubagao com dopamina 0,2 mM; 5. IncubagBo com ca-
tecol 30 mM,
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FIGURA 21 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo uréia.
1. Fragdo FE incubada por 5 min com uréia 8 M (protel

na). 2. Fracdo FE incubada por 5 min com uréia 8 M

(atividade revelada com catecol 0,03 M).
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Bletrofocalizacgdo em gel de poliacrilamida - Os experimentos rea

lizados referem-se~-
as amostras obtidas da fracdo FE e da FG, as quais foram aplica-
das em gel de poliacrilamida, conforme descrito em material e mé
todos. No final da corrida, oS geis foram corados com catecol -
0,1 M para a localizacao da ativi&ade enzimdtica (Fig. 22}. Os
geis foram cortados em percdes de 0,5 cn, coletados eﬁ tubos con
tendo 1,0 ml de agua destilada e mantidos por 24 horas a 4°%c. A
seguir foram feitas, nestes tubos, determinagOes de pH e ativida
de enzimAtica. Paralelamente foi utilizado um branco, sem amos-
tra e o pli determinado como descrito anteriormente. 0 gradiente-
de pH obtido no controle e no gel contendo a enzima foram coinci
dentes. A atividade da enzima na fracio FG foi determinada utili
sando~se catecol 0,1 M e dopamina 0,001 M como substratos. O re-
sultado da Fig. 23 indica o PpH jspelétrico da enzima, ao Te-

dor de 5,2.

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio - As amostras utilizadaé para a ijdentificacao das unidades

protéicas corresponden 3s fracbes FE e FG, que foram a-
plicadas no gel, em duplicatas, nas concentracgoes de 200 ug para
a fracgdo FE e 80 ug para a fracio FG. O peso molecular do monome
ro foi encontrado através de uma curva obtida com proteinas pa-
drdes na concentracao de 30 ug para cada proteina, e os resulta~-
dos encontram-se nas Fig. 24, 25 e 26. Para a sub-unidade protéi

ca encontrou-se um peso molecular entre 30,000 e 31.000.
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FIGURA 22.- Eletrofocalizac@o em gel de poliacrilamida da en~
zima purificada. 1, atividade da enzima na fracio
FG; 2. atividade da enzima na fracdo FE; 3. enzi-

~ma na fracZo FG (proteina)
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FIGURA 23 - Eletrofocalizacao da enzima da fracio
FG. Gradiente de pH no gel contendo a
fracdo FG e—e , Atividade da fra-
gao FG determinada em cubeta contendo
solugZo de catecol 0,1 M, 0,5 ml de a

gua e 50 ul de enzima eluida apds ele
trofocalizacdo.,
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FICURA 24 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS.

1. Albumnina de soro bovino, 250 ug. 2. Desidrogena-

&2

se latica, 250 pug. 3. Pepsina, 250 pg. 4. Lisozina,

<

250 yugs 5« Fracio FE, 200 ug.

"



FIGURA 25 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS:
1. Fracdo FE, 200 ug. 2. Fracdo FG, 50 wg. 3. Ele -
troforese em gel de poliacrilamida simples da fra -

cdo FE, 500 ug.
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FIGURA 76 - Curva padrio de pesos moleculares por eletroforese

em gel de poliacrilamida contendo SDS. 1. Albumina
de soro bovino, P.M. 65.000; 2. Desidrogenase 1ati
ca, P.M. 36.000; 3. Pepsina, P.M. 35.000; 4. Liso
zima, P.M, 14.100.
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4,4,6. Determinacao do peso molecular da polifenocloxidase em gra

diente de sacarose.

As amostras nos diferentes estépgios de purificacio foram aplica~
das em gradiente se sacarose como descrito em material e métodos.
Os coeficientes de sedimentacdo encontrados e utilizados para os
calculos dos pesos moleculares indicam que os diferentes trata -
mentos utilizados para a purificacfo ndc afetaram estruturalmen-
te a proteina. Aplicou-se nc topo do gradiente, 15 ug da prepara
cdo enzimatica, havendo recuperag¢fo de 75% da atividade enzimati
ca. 0 coeficiente de sedimentacfo encontrado para os diferentes~
‘estagios de purificagdo foil de 3,9 : 0,1 8, correspondendo ao peg

so molecular de 60.000 M 2.000.

4,4,7, Efeito do mercaptoetancl sobre a polifenoloxidase

Aliquotas de 2 ml de solugdo do precipitado acetdnico foram incu
badas com diferentes concentracdes de mercaptoetanol. Em interva
los de 2 segundos eram feitas as medidas da atividade. Os resul-
tados mostraram maxima inibigic apds um minuto de incubacdo conm-

mercaptoetancl na concentragzo de 17 mM.

As mesmas amostras dialisadas contra tampaoc fosfato 0,2 M, pH

7,0 por 24 horas com trocas constantes de tampao, apresentaran u

ma recuperacdo de atividade de 30%, independentemente da maior
ou menor inibicdo. Os resultados estdao contidos no Quadre 13, A

fim de estudarmos as formas enzimiticas que foram inibidas pelo-
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mercaptoetanol, foram feitas eletroforeses em gel de policaril-
amida. Os resultados apresentados na Fig. 27 mostram a destrui-
cdo quase que irreversivel de uma das formas e a recuperacao
das outras duas. Seriam, portanto, as fofmas de mobilidade ele-
troforéticas 0,63 e 0,66 as responsdaveis pela recuperacio de -

30% da atividade enzimatica.

~ QUADRO 13

Inativacao da polifenocloxidase do precipitado acetonico(90 U/ml)
por mercaptoetancl e porcentagem de recuperacio da atividade -

apos dialise.

Concentracgao de Atividade Inativa- Atividade | Recuperacac
Mercaptoetanol Residual Gao -Apos dialise da atividade
{(mM} (U/ml) (%) (U/m1) pela dialise

oy

17 0 100 27,0 30

6 19,0 90 27,0 20

3 21,6 76 36,0 16

Amostras da fragao FG na concentraciao de 1 mg/ml incubadas por
2 horas a 37°C em meio tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0, contendo-~
50 ul de uma solucfio a 0,4% de dodecil sulfato de sddio e 4 mi
de mercaptoetanol, foram analisadas em gel de poliacrilamida -~
simples. Pelas Fig. 28 e 29 pode-se concluir que o mercaptoeta=~

nol altera a mobilidade eletroforética da enzima cuja estrutura
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FIGURA 27 -~ Eletrofocalizagdo em gel de poliacril-
amida do precipitado acetdnico com mer
captoetanol e dlallsadc contra tampao-
fosfato 0,2 M, pH 7, 0 por 24 horas. 1.
precipitado acetdnico incubado com 17
mM de mercaptoetanol; 2. precipitado a
cetonicoe incubado com 6 mM de mercapto
etanol; 3. precipitado acetonico incu-
bado com 3 mM de mercaptoetanol.
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PIGURA 28 - Eletroforese em gel de poliacril~
emida da fracdo FG tratada com -~
mercaptoetanol e SDS. 1. perfil =
protéico; 2. atividade enzimtica
revelada com catecol 0,03 M.
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FIGURA 29 - Eletroforese em gel de poliacrila-
mida da fracao FG tratada com mer-
captol e SDS. 1. Atividade enzima-
tica revelada com catecol 0,03 M.
2. Fracao FG nao tratada com MESH
e SDS (atividade enzimatica).
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modificada & protegida pelo dodecil sulfato de sddio. Por outro
lado, hZ um restabelecimento da atividade da polifenoloxidase -

devido & eliminagio do mercaptoetanol durante a eletroforese,
4.4,8, Efeito do tratamento com Tween-80

As fragGes correspondentes aos picos I e II e Iy e F3 da 1% e
22 cromatografias, foram analisadas en gel de poliacrilamida se
gundo método descritoc em 3.14. Se compararmos as Fig. 30 e 31,
podemos notar que ha diferencas em relac3o ao nimero de bandas,
e a mobilidade eletroforética das fragles..Este resultado prova
velmente prende~se ao fate de que as concentracoes de Tween~80,
adicionados no gel nﬁovforam as mesmas para as diferentes ele =«
troforeses. Para verificar se o Tween~80 apresentava um efeito-
dissociante na proteina, amostras de 0,4 ml da frac8o do  pico
I foram incubadas com uma gota (aproximadamente 0,05 ml) de de~-
tergente a temperatura ambiente por alguns minutos. A seguir, -
as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de polia -
crilamida simples, Paralelamente, desenvolveu~se eletroforeses~
controles contendo amostras do pico I sem o uso de Tween-80. Os
resultados da Fig. 32, mostram que o Tween~80 tem efeito acentu
ado sobre a proteina e, consequentemente, sobre o perfil eletro

foretico da enzima.
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FIGURA 30 - Efeito do substrato, Eletroforese em
gel de poliacrilamida das fragdes e-
iuidas do Sephadex G=100. 1. extrato
bruto (catecol 0,01 M); 2, Pico I =
(catecol 0}01 M); 3. Pico I (dopami-
na 0,001 M)}; 4, Pico II {catecol , -
0,01 M); 5. Pico I1 (dopamina 0,001-
M).
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FIGURA 31 - Eletroforese das fracdes eluldas do

2 3
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6

Sephadex

G-100. 1. extrato bruto (proteina); 2. extra
to bruto {catecol 0,01 MY; 3. Pico Fz {(prote
ina); 4, Pico F, (catecol 0,01 M); 5. Pico =
F; (proteina); 6. Pico Fy (catecol 0,001 M),
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4.4.9., Efeito da parafenilenodiamina na revelagdo das bandas

ativas.

As fracoes correspondentes aos picos FG e FE do 4° cromatogra«
ma, foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
segundo método descrito em 3.2.9. . Paralelamente foi realiza=
da eletroforese da fracio FE sem contudo adicionar-se parafe =
nilenodiamina 2 solucfo do substrato. As Fig. 33 e 34 mostram=
que a parafenilenodiamina torna as bandas mais intensas ou mes
mo aumenta o nomero de bandas provavelmente devido d sua combi
nacdo com guinonas. Desta forma, o perfil eletroforético da en
zima apresentou bandas com mobilidade eletroforética entre -
0,05 ¢ 0,45 para os substratos catecol e dopamina, que nada -
mais s3o do que contaminantes ou artefatos provenientes do mne-

todo de revelacio da atividade enzimitica.

Amostras submetidas a focalizacdo isoelétrica, também foram a-
nalisadas com substrato contendo parafenilenodiamina. Pela Fig.
35 pode-se verificar que ha formacdo de uma coloracdo contami-

nante que nao & enzima.
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FIGURA 32 - Eletroforese em gel de poliacrilamida do pico I,
obtido por eluigdo do Sephadex G~100, 1. Enzima
nao incubada com Tween-80; 2. Enzima incubada =

com Tween-20,
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FIGURA 33 - Eletroforese em gel de poliacrilamida de dife-
' rentes estigios de purificagdo da polifenoloxi

dase, Revelacdo da atividade enzimatica com so

lugGes de substrato contendo 0,05% de parafeni
lenodiamina, 1. FP {proteina); 2. FP (catecol-
0,01 M); 3. FE (proteina); 4. FE {(catecol 0,01
M): 5. FE (dopamina 0,001 M); 6., precipitado a
cetdnico {(catecol 0,01 M); 8. precipitado ace-

tonico (dopamina 0,001 M).
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FIGURA 34 - Lletroforese em gel de poliacrilamida da fracao FE.
1. FE, atividade revelada com catecol 0,01 M sem pa

rafenilenodiamina. 2. FE (protelna).
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FIGURA 35 - Focalizaclo isoclétrica em gel de poliacrilamida da
fracio FE. 1. FE, atividade revelada com catecol -
0,03 M, 2. FE, atividade revelada com catecol 0,03}

contendo 0,05% de parafenilenodiamina.
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4,4,10, Efeito da temperatura sobre a estabilidade e atividade

da enzima .

Amostras do extrato bruto, bem como do precipitado acetdnico fo-
ram mantidas em temperaturas constantes por diferentes periodos~
de tempo. A Fig. 36 mostra que eﬁtre as temperaturas de 65e 75°C
a enzima mostra maior resisténcia térmica. Pela Fig. 37 essa es-
tabilidade & nitida a 75°C, mostrando um aumento de atividade -
que se estabiliza até 20 minutos de incubacdo da enzima, enquan-
to que a 65°C hid uma diminuicao gradativa com o tempo de incuba-
cio até 20 minutos. Apos esse tempo, hd um decréscimo linear da

atividade em funcao da temperatura.

Para se estudar uma possivel regeneragio da enzima pelo resfria-

mento, cada amostra do extrato bruto, mantida por 15 minutos a

s

diferentes temperaturas, foil resfriada por 10 minutos a 0 e 25°0
e a seguir foi determinada a atividade enzimatica. Pela Fig, 38,
pode~se novamente verificar a maior resisténcia térmica a 65 e
75°C. Quanto 3 capacidade da enzima para a regeneracdo térmica,~
verifica~-se que a 65°C houve uma regeneracio de 20% da atividade
em relacdo a atividade medida a 55°¢, aquando o resfriamento,apds
incubacio térmica foi lento [ZSOC). Mo resfriamente rapido (0°c)
nfio houve reativiacio visivel, porém a atividade permaneceu i-
gual 3 medida a 55°C e superior a atividade medida imediata-

mente apos o aguecimento (incubacdo por 15 minutos).

As expericncias de termeestabilidade da enzima a diferentes tenm-
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peraturas realizadas com a enzinma semi-purificada (FE)} cujos
resultados estac na Fig. 39, mostram novamente uma maior es-
tabilidade térmica da enzima quando aquecida entre 65 e 75°C por
15 minutos. Além de 15 minutos de aquecimento a essa temperatu-
ra; a inativacio nioc se verifica de maneira linear em fungdo
do tempo. Temperaturas iguals ou superiores a 85°C causam u-

ma rapida inativacde da enzima.
4.4,11., Efeito do tratamento com ureéeia

Os resultados dos experimentos realizados com o precipitada-
acetdnico em diferentes concentracfes de uréia, estio expres
sos na Fig., 40. Pode-se observar que a incubacdo da enzima -
com uréia na concentracfo de 8 M, ndo afeta de maneira sensé
vel a atividade de polifenoloxidase. Amostras do ﬁrecipitado
acetdnico tratadas e n@o tratadas com Triton X-100 apresenta
ram, apds 7 dias de estocagenm a -40°C, 5.400 e 3.240 unida -
des totais de atividade, respectivamente. Essas mesmas amosw
tras quando incubadas com urdia 8 M por 18 horas a 4°C nio -
nostraram diferengas sensiveis na atividade da polifenoloxi-
dase. Entretanto, gquando foram submetidas a didlise contra -
solugdo de uréia & M por 18 horas a 4°C, houve perda de 60%

da atividade enzimatica total.
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FICURA 36 - Efeito da temperatura no extrato
brute de polifenoloxidase. Amos-

tra incubada por 15 minutos.
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FIGURA 37 ~ Efeito da temperatura na estabilidade da

enzima no precipitado acetSnico. Enzima~
incubada por 10 min e—e , Enzima in-
c¢ubada por 15 min e—o . Enzima incu-
bada por 20 min A——4 |, Enzima incuba-

da por 30 min x X e
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FIGURA 38 - Efeito da temperatura no extratoc bruto.
1. aquecimento por 15 min e—e . Aque
cimento por 15 min e manutencio a 0°C =

por 10 min e——o . 3. Aquecimento e
manutencio a 25°C por 10 min  x—x .
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FIGURA 39 - Efeito da temperatura na fragdo FE em diferentes tempos
de incubacio. FE sumetida =a 55°C x——x . FE submetida
a 65°C A—A . FE submetida a 75°C o——o . FE sub=
metida a 85°C e—# . FE submetida a 95%¢ oo .
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A,4,12. Bfeito de inibidores

As amostras do precipitado acetonico foram analisadas quanto aos
efeitos de alguns inibidores da reagfic enzimitica em funcio do
tempo. Pelas Fig., 41 e 42, pode-se verificar que as concentra- -

M de cistelna e 5 x 107%M de dcido ditiocarbimi

cdes de § x 107
co (DIECA}, inibem completamente a reacao de polifencloxidase -
com catecol. Entretanto, a Fipg. 43 mostra que o metabissulfito -

de sodic € um inibidor mais efetive da reacio.

Durante as reacoes enzimaticas com diferentes concentracdes de
substratos, os inibidores analisados mostraram produzir um periec
do de retardamento inicial da reacdo, que depende do tipo e con-
centracio do substrato. O periodo de retardamento encontrado pa-
ra a polifenoloxidase revelou-se inversamente proporcional a con
centracac do substrato utilizadeo e diretamente proporcional a
concentracdo do inibidor. Com a cisteina, o periodc de retarda -
mento encontrado nos experimentos com o precipitade acetdnico -~
{(Quadro 14), seguiu uma escala decrescente para os substratos -
DL-dopa > dopamina > catecol, nas diferentes concentragoes de i-
nibidor. Ji com Acido ascdrbido e metabissulfito de sddio (Qua -
dros 15 e 16), o periodo de retardamento decresceu na seguinte ~
ordem: DL-dopa > catecol > dOpaﬁina, para o primeiro inibidor e
catecol » dopamina para o segundo, Entretanto, o3 experimentos -
realizados com DIECA, embora nao apresentassem retardamento para

nenhum dos substratos estudados, mostraram consideravel inibigéo

da atividade enzimd3tica como pode ser verificado no Quadro 17,

~-120~-



Atividade (U[mi.min~')

600

.

& @ @
A Fay A
4007
2001

L

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
' Tempo({min)

FIGURA 40 - Efeito da incubacdo do precipitado acetdnico
com uréia nas concentragdes finais: 2 M o—e

44 eo—e ; 8 M A A,
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FIGURA 41 - InibicZc da enzima do precipitado ace-
tdnico com cistelna. 2 ml de solugdoc -
de enzima + 2 ml cisteina 1 x 1079 -
e=~«; 2 ml de soluc8c de enzima + 2 ml
cisteina 1 x 10“2M A=4: 2 ml de solu -
cio de enzima + 2 ml cisteina 1 x zofl

M e-n.
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FIGURA 42 « Inibicdo da enzima do precipitado

acetdnico com acido dietil carbie
mico: 2 ml de solucdo de enzima +
2 ml de DIECA 1 x 10°°M e-e; 2 ml

de solugdo de enzima + 2 ml de DI
5 £

ECA 1 x 10 “M a-A; 2 ml de solu =

¢do de enzima + 2 ml de DIECA 1 x
-1 .

10 M a"™ ¢

-123- .



30

N
S

Atividade residual- (Ulml.min-')
)

kx X X X % X X XX

0 5 | 10

Tempo de incubagdo (min)

FIGURA 43 - InibicHo da enzima do precipitado acetdnico
com metabissulfito de sodio: 2 ml de solu -
cdo da enzima + 2 ml de metabissulfito 0,02
mM A-a: 2 ml de solucfo de enzima + 2 ml de
metabissulfito 0,04 mM s-e; 2 ml de solugdo
de enzima + 2 ml de metabissulfito 0,1 wmM ~-
p=e: 2 ml de solucdo de enzima + 2 ml de mg

tabissulfito 2 mM X=X,
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QUADRO 14

~Efeito da concentracac da cisteina em diferentes substratos. A
cubeta ensaio continha as varias concentragles de substratos,
1 ml de solugdo 0,166 mM ou 0,4 mM de inibidor e 10 ul de solu

¢ao de enzima (prec1p1tado acetonico), Para um volume final de

3,5 ml.
Concentracao de cisteina
Substrato -
4,7 x 10-2 11,4 x 1072
(mM)
retardamento at1v1dadel retardamento atlvzdade
(seg) (U/ml.min ~) {seg) (U/ml .min 1)’
Catecol
66 0 g0 100 9,9
50 0 81 110 9,0
35 b 72 130 7,2
21 0 54 180 - 5.4
DL-dopa
13,0 120 7,2 600 0
10,0 180 6,3 600 0
5,7 300 3,6 600 0
4,2 600 5,6 | 600 0
Dopamina
3,5 40 22,5 140 2,7
2,5 40 18,0 230 1,8
1,4 40 16,2 300 1,6
1,0 40 14,4 360 ' a,9
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QUADRC 16

_Efeito do metabissulfito de sédio (3,7 x 1072 mM) em diferentes

concentragoes de substratos. A cubeta de ensaio continha.as va-

rias concentracoes de substrato, 1 ml de solugdo 0,13 mM de ini

bidor e 10 pl de solucgao de enzima (precipitado acetSnico) para

um volume final de 3,5 ml.

Catecol Dopamina
conc. retardamento atividade conc.  retardamento atividade,
{mM) (seg) (U/ml.min ) {mM) (seg) (U/ml.min )
80 10 36,0 3,00 10 46,8
50 27 32,4 1,50 10 35,6
25 30 18,0 0,64 10 36,0
20 40 18,0 8,21 10 36,0
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0s experimentos realizados com a fragao FE mostraram, conforme
dados apresentados nos Quadro 18, 19 e 20, que o acido ascdrbi
- - - - -

co, alem de produzir maior periodo de retardamento que a ciste
ina e metabissulfito de sodio, ainda revelou-se um inibidor ~
mais efetive para a enzima, seguido de cisteina e metabissulfi
to d odio, o )

¢ sodlo. Com o DIECA, da mesma forma que para o precipita-
do acetdnico, nao se cbservou nenhum retardamento, embora ini=-

bisse a reacdo enzimatica (Quadro 21),

0 estudo do X; foi realizado com o precipitado acetonico e di-
ferentes concentracces de substratos e inibidores. Pelas Fig.-
44, 45, 46 e 47, pode-se concluir que a cisteina tem uma inibi
cio nio competitiva, inicialmente passando para competitiva er
concentraéaes superiores. Esse comportamento cocorre tanto para
.catecol como para dopamina como substrato. Com DL-dopa a inibi
cio com baixa concentracio de cisteina segue também cin8tica -
nao competitiva, como apresentado na Fig. 48, mas en concehtrg
¢Bes superiores, torna-se dificil determinar o tipo de inibi -
¢do, sendo que com 0,4 mM de cisteIna houve inibicdo total da
reacio por um periodo prolongado. Com relacdo ao dcide ascdrbi
co como inibidor, a inibigﬁo mostrou-se nao competitiva na con
cenfragﬁo de 0,08 mM (Fig. 49), sendo que em concentragdes su-
periores a cinética apresentou-se mista. Ao mesmo tempo, nes--
ses experimentos cinéticos, so foi determinado o tipo

de inibicio utilizando catecol como substrato.
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concentragdes de catecol, 1 g de solucgdo (0,05 ou 0,02 mM) ge

DIECA e 10 ul de solugao de enzima (FE) para um volume final de

T

DIECA (1,7 x 10-2 mM)  DIECA (0,7 x 1p~2 mM)

Cat eéo 1 ——
—(mM) retardamento atividade 1 retardamento  ativi dade_ 1
(seg) (U/mi .min *) (seg) {U/ml,min )
66 _ 252 234
50 171 144
33 162 i35
25 126 : 126
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FIGURA 44 - Determinacao de KI segundo Lineweaver-
-Burk, com diferentes concentragdes de
cisteina: catecol sem inibidor e-e; ca
tecol contendo cisteina de 0,028 mM -
Ky = 6,0 x 107> @-e; catecol contendo

cisteina 0,055 mM KI 6,0 x 10" "M A-A.

-134-



FIGURA 45 - Determinacao do K; no precipitado acetonico, se-
gundo Lineweaver-Burk. Catecol sem inibidor o-o;

catecol contendo cisteina 0,133 mM K. = 2,8 x

i
1075M. -, :
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FIGURA 46 - Determinacaoc de K; no precipitado aceto-
nico, utilizando dopamina como substrato

sem inibidor o-0; contendo cisteina -
0,055 mM K, = 3,3 x 107° A-a.
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FIGURA 47 ~ Determinacédo de Ky no precipitado acetonice, utili-

zando dopamina como substrato, sem inibidor e-o0
6

contendo 0,133 mM, K; = 4,8 x 10°°M . ~,
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FIGURA 49 - Determinacao do K; no precipitado acetonico, utili-
zando catecol como substrato. Sem inibidor c-o0: com
catecol contende acido ascoérbico 0,027 mM, Ki= 5,13

X 1075 - X=X,
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Os mesmos estudos foram realizados utilizando a fracgdo FE e ca-
tecol como substrato para a reagao enzimatica. Pelas Fig. 50 e
51, pode se verificar que para as concentragoes utilizadas de -
dcido ascorbico e metabissulfito de sddio a cinética apresentow
-se nao competitiva. Para a cisteina,a cinética & nio competiti
va a baixas concentragoes do inibidor, passando a competitiva -

para concentracoes superiores (Fig. 52).

Entretanto, embora nao se tenha podido definir o tipo de inibi-~
¢ao para a reagao enzimatica no precipitado acetdnico, quando -
se utilizou DIECA como inibidor com a fragac FE, a cinética suge
re, nas concentragces utilizadas, inibicdo ac nivel do substra-

to (Fig. 53).
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FIGURA 50 - Neterminacao K; na fracic FE, utilizando catecol como
substrato: sem inibider o-o; catecol contendo as se-
guintes concentragdes de acido ascorbico: (4,003 mM -
(k; = 1,3 x 107 °M} ;0,013 mM (e (ke 1,6 x 107°M)
0,027 nM x-x {KE = 0,3 x 10 "M}.
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FIGURA 51 - Determinagao do K, na fraczo FE utilizando catecol
como substrato. Sem inibidor o~o; catecol contendo
as sepguintes concentragoes de metabissulfito de s§
dio: 0,01 mM, K, = 1,5 x 10" %M .-.; 0,02 mM, K, =

-4 1 -4 1
1,5 x 10 A~A ;3 0,08 mM, K, = 1.5 x 10 X=X,

I
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FIGURA 52 - Determinagdo do X

1 ha fracao FE utilizando catecol
como substrato., Sem inibidor o-0; catecol contendo
as seguintes concentragdes de cisteina: 0,028 mM |
KI = 3,6 x 10"5; D§OSS mM, K, = 9,0 x 10"5; 0,133

mM, K. = 2,8 x 10 “M.
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4.4,13, Andilise espectrofotométrica

A enzima no estdgio final de purificagfo foi analisada quanto ao
seu perfil espectrofotométrico.A Fig. 54 mostra o espectro da en
zima no estdgio final de purificacio, um pico caracterIstico =&
279 nm e um "ombro" na faixa de 330 nm a 370 nm. Dos substratos-
analisados, o acido clorogénice apresenta um pico de 330 a 340 -
nm. A Fig. 55 mostra que o acido clorogénico tem o seu espectro-
de absorcdo modificado pela adigao de 10 ul da solucdo da enzima
purificada, com um aumento do pico de absorcac na faixa de -
300 a 340 nm, sem contudo formar dopacromos caracteristicos na
regifio do visivel. Apds 5 minutos da adicio da enzima, esse pico

a 330 nm diminui.
4.4.14, Tdentificacio dos compostos fendlicos

A presenca de compostos fendlicos na preparacio enzimatica enm es.-
tade semi-purificado foi analisada por fluorescencia e cromato =
grafia em papel. Amostras concentradas de acido clerogénico, enw-
zima purificada e albumina de soro bovino, foram aplicadas em pa
pel Watman n® 1 que, depois de secos, foram analisados numa cﬁm_z_i_
ra com luz ultra-violeta em comprimentc de onda 370 nm. C ponto
correspondente ao acido clorogénico e a amostra purificada apre-
sentaram fluorescéncia caracteristica. A identificacio da presen
ca de acido clorogénico foi znalisada por cromatografia em papel,
utilizando como solvente butanol:icide acéticoragua (4:1:2,2). -
Pela Fig. 56 podemos verificar que tanto a andlise de fluorescén

cia quanto a determinacdo de compostos fendlicos, sdo coinciden-
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tes em relagdo ao RE 0,57 para dcido clorognico e para o compo

nente desconhecido que migra da enzima purificada.
4.4.15. Efeito de Tons na atividade da pelifencloxidase.

Os experimentos realizados com a enzima da fragao FE e sais de
diferentes tipos, apresentaram diferencas nitidas quantc ao e-
feito do ion na inativaciio da enzima. O Quadro 22 mostra que a

ordem de inibicio com relacio aos metais utilizados foi -
+2 +3
e

#

e+2 > Cu+

F > Ca n*? 5 F » sendo que este Ultimo apresen

tou pequena inativacao nas duas concentracdes utilizadas,

E interessante notar no mesmo Quadro, que o Ton NH, & importan-
te na reacdo enzimatica, produzinde ativagHo que & proporcional
a sua concentracdo no meio. Igualmente, o nucleotidio BfNADt a~
presenta ativacfo da enzima nas concentragdes de 0,001 e 0,002-

mM, enquanto que niao se observou nenhum efeito na concentragio~

igual e superior a 0,055 mM,
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FIGURA 54 - Espectro da fracgao FG na faixa de comprimento de on
da de 200 nm a 450 nm.
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FIGURA 55 - Anilise espectrofotomStrica da reagdo enzim@tica com
dcido clorogénico. Kcido clorogénico 107% .-, Acido
clorogeénico (3ml) + 10 ul da solucgdo de enzima puri-
ficada =-~-; apos 5 min da adigZo da enzima =
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FIGURA 56 - Cromatografia em papel Watman n® 1 de 20 x 15 cn
em mistura butanol:icido acético:agua (4:1:2.2).
1. Acido clorogénico (20 ug). 2. Fragao FG (50ug)
3. Albumina de sbro bovino (50 wg). 4. Acido clo

rogénico (100 wug).
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OUADRO 22

Efeito de Ions na atividade enzimatica.(FE). A cubeta ensaio
continha 3,0 ml de catecol 0,08 M, 50 pl de solucfes dos dife-
rentes S2is em concentracio final descrita abaixo e 10 ul da
soiugﬁo de enzima (FE). A cubeta controle nao continha solu-

¢io de sal,

sais conc. Atividadf1 Atividade
mi U/ml.min % do controle
CuS0, SH,0 0,0166 162 90
CuCl 0,0166 180 100
CuS0,, 5H,0 0,033 162 90
Fe,(50,) 4 0,0166 144 80
FeSO, 0,0166 108 60
CaCl, 0,0166 126 70
MgS0, 0,0166 180 100
NH,C1 0,0166 180 100
NH, C1 0,033 216 120
(NH,),S0, 0,0166 180 100
(NH,),80, 0,033 252 140
Znsoé 0,0166 126 70
BNAD 0,0010 252 140
aNAD" 0,0020 288 160
gNAD" 0,055 180 100
MnC1, 0,0166 180 100
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5. DISCUSSAC

A localizacio da polifenoloxidase tem sido investigada em dife-
rentes partes dos tecidos vegetais, Samisch (108} , mostrou em fa
tias de damasco que o escurecimento se verificava com mailor ve-
locidade nos feixes vasculares do que no pericarpo da fruta. Em
banana madura verificou-se que a polifenoloxidase localiza-se -
em maior concentracio na regido central proxima as sementes a-

bortivas da fruta (84).

Um dos fatores que parece interferir na atividade da polifenol-
oxidase da banazna € a alta concentracaoc de tanino que ocasiona-
escurecimento e interagdes com outros constituintes da celula,-
provocando reagdes indesejaveis. Estudos realizados sobre o ama
durecimento de diversas variedades de bananas, mostraran que as
oxidases, principalmente a polifenolexidase, apresentavam um au
mento sensivel da atividade durante o amadurecimento (113). Es~
te fato, provavelmenfe, estaria relacibnado com a presenga de
substincias fendlicas soliiveis em grande concentragdo na fruta-

verde, combinando-se com proteinas ativas de uma forma inibitd-

ria.

A maior concentracio de tanino e amido verifica-se na fruta ver
de, sendo que o primeiro distribui-se longitudinalmente em celu-
las especificas na regiZc das sementes abortivas (8).Com o amadurecimen-
to da fruta, esses taninos se polimerizam con substincias feno-
licas, formando complexos insolliveis de alto peso molecular,

que apresentam menores interferéncias com as proteinas., C amido
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por sua vez & transformado em aclicarcs e polissacarideos solil-

veis,

Portanto, 0 estudo &o melhor estiagio de amadurecimento da bana
na, no sentide de se obter a enzima na fruta de forma mais so-
1ivel e mais atiﬁa, mostrou-nos que a banana em inicio de ama-
durecimento, apresentou na parte central, proximo as sementes-

abortivas, a maior atividade de polifenoloxidase (Fig. 1).

Sob esse ponto de vista, a eficiéncia da extracgdo enzimatica -
obtida de varias fontes vegetais, estd na dependéncia da inativacfo

dos taninos, Loomis e Battaile (69}, discutiram a utilizacido de va-
rios polimeros que previnem a inativacdo de enzimas durante a
extracdo, complexando-se com taninos e produtos da acgiio da po-
lifenoloxidase. Um deles & opolietilenoglicol (PEG) e, apesar-
desse composto ter mostrado grande eficidncia na extracao de
polifenoloxidases, evitando a inibigfo de tanino & polifendis-
(88), o PVP insollivel tem sido utilizado em muitos casos para-
insolubilizar os compostos fendlicos dos extratos vegetais -
(125). Existem poucas evidéncias da localizagdo real da polife
noloxidase nas fragtes sub-celulares. A maioria das polifenol~
oxidases parecem se encontrar na fragido solivel da celula, uma
vez que a nao utilizacdo de PVP no meio de extracgdo, resulta -

na obtenciio de parte da enzima na forma solivel,

Palmer (93), em estudos com bananas, mostrou que as reacoes de

escurecimento verificavam-se na superficie de fragmentos de te
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cidos sedimentados por centrifugacdo, sugerindo que a polifenol
oxidase estava absorvida ou associada estruturalmente com a pa-
rede celular. A utilizagio de detergentes nfo idnicos em  suas
preparagles aumentaram a atividade cnzimitica pela maior solubi

lizagdao da enzima.

Dados obtidos em nosso trabalho evidenciam que pela alta extra~
¢io obtida com a utilizagic de PVP e Triton X-100 no meio de ex
tragao (Quadro 1), a enzima estari parcialmente solavel, sendo-
que ela pode se ligar a fracles insoliiveis, tanto sub-celulares,
como polissacaridicas, que sZo precipitadas juntamente com a -
proteina no extrato acetdnico (Quadro 11). A maior eficiéncia -
de extragao da enzima foi_obtida pela re-extracao do precipita-
do acetdnico com Triton X-100 e a estocagem da solucio a -40°C,
per tempo ndoc inferior a 7 dias (Fig. 9). Esse congelamento co=-
mo etapa intermedidria da purificacfo, & muito importante para-
liberar a enzima na forma sollivel, quehrando, possivelmente, as
ligagOes entre proteinas e compostos insol{iveis., Essa etapa de
purificacio nfo sO torna o extrato enzimitico mais 1impido como
produz um aumente da atividade especifica (Quadro 9)}. Esta esto
cagem a -40°C favorece uma boa resolugdo no fracionamento da en

zima por cromatografia em coluna de Sephadex G-100. (Fig, 5).

Varios trabalhos de purificacfio em coluna de DEAE-celulose, CM-
~celulose e mesmo Sephadex G-100, mostram a separacdo da enzima
em diferentes picos com pesos moleculares miltiplos. 0s autores

sao concordantes em sugerir que,se por um lado essas intercon-
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versoes possam ser resultantes do processo de extracdo e purifi-
cacdo, por outro lado representam viarios graus de agregacdc de

sub-unidades de uma mesma enzima (39, 94).

Palmer (93), com polifenoloxidase de banana, obteve por purifica
cdo em DEAE-celulose, uma Gnica fracfo, apresentando um grau de
purificagdoc de 10 a 12 vezes. Os resultados cobtidos con banana -
nanica, foram melhorados pela cromatografia em Sephadex 6-100, 2
pds congelamento da enzima, obtendo-se uma fracac con um grau de
purificacio de 18 vezes, eliminande-se assim, grande parte dos -
pigmentos remanescentes apds precipitacao acetbnica, e proteinas

contaminantes nao ativas (Quadro 10 e Fig. 7 e 18},

0 baixo rendimento protéico obtido apds essa purificacac, condu-
ziu-nos a utilizar, em escala preparativa, a purificacfo da enzi
ma através de eletroforese em gel de‘poliacrilamida, obtendo-se-
assim, uma fracio enzimatica com alta atividade especifica, sen-
do que o grau de purificac@o final foi de 38 vezes. Essa fracgdo,
apds eletroforese em gel de poliacrilamida, mostrou que as ban -
das obtidas, tinham atividade enzim3tica como evidenciado pela -

revelacfio com catecol na Fig. 18.

0 espectro de ahsorcido encontrado para a enzima, ihdicou-nos umn
pico em 279 nn, caracteristico de proteinas en geral e um fombfe"
entre 320 e 350 nm, sendo que a relagac entre a absorcao en 330
e 279 nm foi de 0,11 (Fig. 55). Os nossos resultados assemelham~

-se aos dados obtidos com tirosinase purificada a partir de cogh
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melo (15). Esses autores observaram que a relacio} -

ASSOJAZSO TR

variou de 0,11 a 0,06 para as quatro fracles enzimidticas obtidas
tendendo a aumentar com o tempo de estocagenm, gerando também, o

aparecimento de coloracdo marrom na solucio.

Estudos preliminares, na tentavida de identificar essa absorcio-
em 330 nm, sugeriram~nos, através de cromatografia em papel, a
presenga de compostos fendolicos (Rf 0,57), ligados & molécula =
protéica, assemelhando-se com a mobilidade encontrada para o aci
do clorogénico, tambeém com Rf 0,57 (Fig. 56). A mancha correspon
dente ao composto fenolico no cromatograma e a da solugdo da en=
zima purificada, apresentaram forte fluorescéncia branco azulada,
quando submetidas a luz de comprimento de onda de excitacio en
370 nm, semelhante & fluorescencia observada para o acido cloro-
génico. O mesmo tipo de fluorescéncia foi identificado em fenola
se purificada de batata (94). E interessante notar tamb&m que es

sa absor¢do s& foi observada em polifenoloxidaseS presentes em te

cidos de diferentes vegetals e n3o em tecido animal.

Gregory e Bendall (34), tamb&m cobservaram esse '"ombro' em 330 nm
em fracoes purificadas de cha, o qual foi justificado pelo alto-
teor de cobre encontrado na preparagfo. Em nossos experimentos,-
a porcentagem de cohre encon£rada, foi considerada desprezivel,-

o que nioc justifica, portanto, a ahsorcdo obtida em 330 nm.
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A andlise eletroforética, em gel de poliacrilamida nos diferen-
tes estagios de purificacio da polifenscloxidase de banana, mos-
trou que as formas moleculares permanecem integras nos diferen-
tes estigios, sendo que com a enzima purificada, houve o desen~
velvimento mais nitido de uma banda de RM 0,49, a gual, aparen-
temente, apresentava-se sobreposta na fracdo FE {Fig. 34 e 19).
0 niimere de bandas ativas, utilizando-se incubacio dos g8is de
poliacrilamida com diferentes substratos, foram iguais, diferin
do em apenas uma banda com D-depa (R 0,36), a qual s8 foi evi-

denciada apds lavagens sucessivas com ilcool (Fig. 20).

Resultados cbtides por Montgomery e Sgarbieri (84), utilizando-
extrato cru do centro da polpa de banana, mostraram bandas em -
nilmero de 2 a 9 que variaram de acordo com os diferentes subs -
tratos, sendo a de maior nimero correspondente ao catecol e do-
pamina. A grande multiplicidade de bandas encontradas por esses
autores, deve~se ac fato de que os g€is continham Tween-80. Por
cutro lado, os géis eram incubados com os substratos contendo -
0,05% de parafenilenodiamina, que por sua habilidade em se com-
plexar com quinonas, produzia artefatos nos geis (Fig.33 e 35),

Em relaci@o a éspecificidade da enzima pelos seus substratos, ern
bora qualitativamente nfo apresente grandes diferencas quando 2
nalisadas através da determinacio de KM {Quadro 12), a pcelife -
noloxidase de banana mostrou ter maior especificidade para dopa
mina, que foi identificada come sendo o substrato natural mais

abundante da banana (35 ).
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Embora a polifenoloxidase de banana nanica pérega 5¢r semelhan=-
te as enzimas:dé diferentes fontes como batata doce (25), taba-
co (18) e folha de cha (137), as formas moleculares mliltiplas -
da polifenoloxidase parecem nostrar diferencas de especificida-
de, dependendo d‘é fonte de que proveém. Trabalho ainda nio publicado,
(31}, realizado com vpolifenclexidase de banana-maca, mostra -
que a enzima obtida no extrato bruto, foi também especifica pa
ra o-difendis. Entretanto, essas formas moleculares diferem das
de banana nanica pela mobilidade eletroforética e intensidade -
de desenvolvimento de dopacromo, quando se utilizou dopamina e

catecol como substratos na elstroforese em gel de poliacrilami-

da,

Sgarbieri e col (111) mostraram que o genoma balbisiana (B) e~
xistente nos triploides AAB e ARE mais comuns nas diferentes es
pécies de bananzs & responsivel pela menor atividade encontrada
nas frutas. O.fato de termos c¢btido diferencas nas formas mole-
culares da banana nanica, genoma . AAA e banana macid AAR,poderia

ser explicada pela diferenca genética.

0s nossos resultados, portanto, enfatizam a proposicic de Yasue
nobu {137) que, apesar das polifenoloxidases catalizarem a oxi-
dagao de uma grande'fariedade de substratos, cada enzima, indi-
vidualmente, tende a oxidar mals rapidamente um tipo especifico

de substrato fendlico,
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0 estude da multiplicidade das foraws moleculares de uma mesma
enzima, tem sido objero de intensas pesquisas nos filtimos anos.
As miltiplas formas mais investigadas t8m sido as oriundas de
tirosinase, tantg animal como vegetal %28, 39, 943, Essas enzi
mas tém sido encontradas na forma predominantemente tetraméri-
ca, com pesc molecular de 130,080 e com especificidade tanto -
para mono como para difendis. Xertesz (59), estudando, em tiro
sinase de batatas, a acdo de Tons metilicos na oxidagdo de com
postos fenolicos, demonstrou que a velocidade de oxidacfo de -
tirosina, estd diretamente relacionada com a concentracic de -
Tons clipricos nas preparacdes. De um modo geral, as tirosina -
ses de diferentes fontes, sao enzimas com teor de cobre calcu-~
lado entre 0,2 a 0,3%., Jolley e col. (50), encontraram que ti
rosinaseé de cogumelcs apresentavam sub-unidades que eram, tal-
vez, responsﬁveis pelas diferencas de especificidade para mono
e difenﬁis. Por outre iado, a multiplicidade de formas molecu-
lares & explicada pela presencga de catecolases @ formas -
intermediarias, resultantes de degradacSes quimicas ou fisicas
ou mesmo fragmentacio de uma enzima nativa,‘e que pode ocorrer

durante ¢ fracionamento (747.

Contude, os resultados obtides por ultracentrifugacio da poli-
fenoloxidase de banana em diferentes estagios de purificacao,-

‘ . . . . — L .
mostraram um coeficiente de sedimentacao de 3,9 - 0,1 5, cor -

+ .
respondendo ao peso molecular de 60.000 - 2.000, Essa enzima 8

presentou sub-unidades de peso molecular 30.000 T 1.000 (Figa.-

24 e 25), mostrando que a proteina ocorre na forma dimera. As
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anialises eletroforéticas, bem como o coeficiente de sedimenta-
¢ao encontrados nos diferentes estagios de pﬁrificagéo, mostra
ram que as formas moleculares ativas permanecem Integras duran
te o0 processo. Se considerarmos a polifenoloxidase formada por
duas sub-unidades A e B, seriém esperadas tres formas molecula
res miltiplas. Contudo, a eletroforese da enzima purificada a~
presentou mais de tres formas multiplas, que poderiam ser in-
terpretadas como dependentes do arranjo conformacional das sub-
-~unidades. Por outro lado, o teor de cobre encontradc em nossas
preparagoes (0,009%), nac foi considerado significativo ou es~-

sencial para a atividade da enzima.

Baseados em nossos experimentos, enfatizamos a proposicao de
Smith e Krueger {114}, de que, inicialmente, as diversas formas

L -y

de enzima com diferentes especificidades devam ocorrer in
natura" e nao ser resultado da degradacdo de uma enzima nativa.
Levando em conta que as formas moleculares agregam-se Teversi-
velmente {28}, as formas mﬁltiﬁlas de polifenoloxidase formam-
um agregado de especificidade para difenois, que, se por um la
do se assemelham a tirosinase de Neurospora (28), em virtude -
do peso molecular de suas sub-unidades, por outro sac diferen-
tes pela especificidade. Desta forma, podemos concluilr que a =
especificidade das polifenoloxidases estara intimamente relaci
onada ao tipo de agregado encontrado nos tecidos,\bem como, pos

sivelmente, a concentracao de cobre encontrada na molécula da-

enzima.
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Jolley e col (49) mostraram que & associagdo ¢ dissociacio das
formas moleculares podem ocorrer com variagoes de pH, calor, ~
detergentes -ionicos ‘e concentracdo de proteinas. As pelifenolo
xidases em purés de diferentes frutas, com pH ao redor de 4,0,-
foram de um modo geral bastante termo-resistentes, sendo que -
os pures de pera submetidos a 75°C per 60 minutos, retinham -
68% de sua atividade, enquanto que nos de macgd, a inativagac -
verificou-se apds 20 minutos. Essa resisténcia térmica, em ge-
ral, diminui com a purificacZo da enzima {83). Por outro lado,
a analise eletroforética das formas molecularés de tirosinase~
de cogumelo em gel de pﬁliacrilémida, mostrou gue na temperatu-
ra de 60°C, as protelnas ativas eram quebradas gerando novos ~

fragmentos ativos {49).

Os experimentos vealizados com polifenoloxidase de banana, mos
traram que existe uma resistencia térmica acentuada quando se
submete a enzima do precipitado acetﬁnico, a temperaturas de -
65 e 75°C, sendo que a meias vida encontrada para a enzima nes~
sas tempefaturas, foi de 30 minutos (Fig.37 e 39). Por outro -
lado, os estudos realizados por aquecimento seguido de resfria
mento a 0°C, nos sugere que nas temperaturas de 55 e 55?6, ha
uma re-estruturacao da ﬁblécula:da enzima, tornando-a mais ati
va, sendo que a 75°C o resfriamentoc a 09C, contribuiri para -
maior inativacao, devido.provavelmente a formagédc de uma nova-
molécula modificada estruturalmente {Fig.38). Esse resfriamehto

rapido nos sugere que a re-naturacao de formas moleculares par

-166-



s - . - O N
cialmente desnaturadas (6% ¢ 75°C, faz~se ao acaso adguirindo -

conformagfes mais ou menos ativgs dependendo do grau de desnatu-
ragdo inicial da mol&cula. Por cutro lado o resfriamento lento-
a 25°C pernite as molZculas se organizdfem de forma a encontrar
uma maior estabiiidade para manter sua atividade catalitica -

(Fig. 38).

&

Considerando a proposicao de que as formas moleculares da enzi-
ma sdo oriundas de associacles de moleculas, podemos dizer que~
estas podem sofrer modificagles provocadas por agentes Como u-
réia e dodecilsuifato de sédic. Essas mudancas estruturais acar
retam transfornagdes nas propriedades fisicas e quimicas da pro
teIna com alteracBes da mobilidade eletrofortica (Fig. 32). A
agao de agentes reconhecidamente desnaturantes de proteina, co-
mo a uréia, foi verificada com estudos realizados pela incuba -
¢3o de wna solugao de enzima con diferentes concentracoes de
uréia (Fig, 40)., Esses resultados mostraram que a enzima apds -
incubacBo com uréia, até uma comcentragio de & M, apresentou a-
tividade qﬁe permaneceu praticamente inalterada por pericdos =
prolongados. Por outrce lado, a eletroforese da enzima tratada -
com uréia 8§ M em gel de poliacrilamida (contendo uréia), mos~
trou 2 bandas ativas (Fig. 21). A diferenca entre a mobilidade~
relativa da enzima ihcuhada ¢ néo Incubada com uréia 8 M, mos -
tra que a proteina sofre modificacBes estruturais, mas nio sufi
- cientes para alterar o seu centro catalitico. Sabendc que aIpO»

lifenoloxidase de banana & um dimero, podemos supor que a urdia
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dissociard a enzima em duas sub-unidades cataliticamente ativas,
mas que diferem na polaridade para o cAtodo com baixa mobilidade
Harel e col (40) encontraram em polifenoloxidase de uvas, um e ~
feito dissociante da uréia 5 M com modificacdes no perfil eletro
forético das formas enzimaticas. Por cutro lado, o estudo com ti
rosinase de cogumelo purificada (49}, mostrou que a enzima era
progressivamente inativada durante a difilise contra solugiao de

uréia 8 M a pH 8,3,

Esse comportamento foi tambem verificado em nossos experimentos,
quando a polifenoloxidase incubada com uréia 8 M era dialisada -
contra dgua destilada ou mesmo solucio de uréia & M, Contudo, es
sa inativacae (60%) ndo ocorria guando & enzima tratada ou  ndo
com ureia, era dialisada contra solugdo de tampao fosfato 0,2 M,
pH 7,0, Por outro lado, quando o extrato aquoso enzimatico era
submetido a didlise contra tampac fosfato 0,2 M, pH 7,0, havia u
ma ativagao da enzima (Quadro 4). Em todos os experimentos o fos
fato mostrou ter papel importante para a manutencdo da atividade

enzimatica.,

Como outros agentes dissociantes, o Tween~80 pode provocar alte-
racoes conformacionais drdsticas na proteina. Essas alteracdes -
podem ser verificadas comparando-se o niimero de bandas das ele -
troforeses contendo Tween-80 no gel de poliacrilamida (Fig., 30 e
31}. Os RM encontrados nao sao repetitivos enm diferentes experi-
mentos (84) e ndo coincidem comos RMencontrados para as bandas a

tivas sem adig¢io de Tween-80 no gel de poliacrilamida (Fig. 34).
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A agdo de agentes redutores como o mercaptoetanol pode destriir
a atividade catalitica se esta depender da presenca de pontes -
dissulfidicas {-S~S5-) no centro ativo ou em outra regide da mo-
lecula, se esta for importante para manter a conformagao do cen
tro ativo da enzima. Quando a enzima foi inativada com mércaptg
etanol e SDS e em seguida feita é eletroforese em gel de polia-
crilamida simples, constatou-se a re~ativacao de uma das formas

enzimdticas (Fig. 28 e 29).

Como os polipetideos dissociados permanecem protegidos pelo SDS
impedindo a re-associagiao das formas, os resultados indicam que
o importante para a atividade enzimatica &€ a integridade da 1i-
gacao {(-8-5-), provavélmente como parte estrutural do centro a-
tivo da enzima. Durante a corrida no gel, o mercaptcetanol sc¢ -
separa do complexo ShS-polipeptidec, permitinde a regeneragdo =~
de algumas ligacdes dissulfIdicas com o aparecimento da ativida
de enzimatica. Essa suposicio € confirmada quando a enzima pre-
viamente incubada com mercaptoetanol & submetida a dialise -
contra tampio fosfato 0,2 M, pH 7,0, obtendo apenas 30% da res-
tauragao da.atividade. A enzima entdo dialisada mostrou na ele-
troforese em gel de poliacrilamida a recuperagao de apenas duas

bandas com atividade enzimatica (Fig. 27).

A acdo de diferentes inibidores de polifenoloxidase tem sido in
tensamente investigada. Estudos realizados por Kertesz (59}, -~
mostraram que a velocidade de oxidacio gerada pelo sistema poli

fenoloxidase, em presenca de acido ascdrbico estava intimamente
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relacionada com o teor de ion cUprico na enzima, cuja atividade
era restaurada pela adigao de sal de cobre. Céntudo, Baruah e
Swain (9), estudando o mecanismo da acdo do acido ascorbico na
atividade da polifencoloxidase de batata, mostrou que O acido as
co6rbico afetava irreversivelmente o centro ativo da proteina ,-

sugerindo uma ndo dependéncia do Ion clprico.

Estudos de inibigao da polifenoloxidase de banana, fragao semi-
purificada e purificada (FE}, mostraram que o dcido ascOrbico -
em baixas concentracdes, age na reagdo nzo somente como um reduy
tor, mas tambeém como inibidor da enzima. Sébendo que o ponto 1i-
soelétrico determinado por focalizagdo iscelétrica em gel de po
liacrilamida foi de 5,2 {Fig.23) e que a composicgao de amino -
acidos de polifenoloxidases purificadas de outras fontes apre-
sentam predominﬁncia de aminoacidos basicos (34,94), era de se
esperar um pH isoelétrico mais elevado. O ponto iscelétrico de
5,2 poderia ser devido a presenga de dcido clorogénico ligado a

molécula da enzima.

Desta forma, a acgao nao competitiva do acido ascdérbico comoe ini-
bidor da enzima poderia ser proposto -através do seguinte meca-
nismo: inicialmente o dcido agiria como redutor, trans formando-
-se na primeira etapa de Teagdo a acido defdroascérbico, o que-
& verificado pelo retardamento nas reacbes enzimaticas {Quadro-
20 e Fig. 51). O acido entdo formado poderia reagir diretamente
com o sitio ativo se este contiver amino grupos, formando uma -

ligagdo tipo base de Schiff, ou mesmo com amino grupos da super
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ficie da enzima, mudando conformacionalmente a sua estrutura, &

pente de tornar o centro catalitice inativo.

P~

A acdo do metabissulfito de sOdio sobre a enzima seria ndo com-
petitiva (Fig. 51} pela afinidade na formagdo de um complexo en
zima~substrato oxidado com o sulfito ionizado. Esse complexo ge

raria um produto de adigdo inativo, do tipo:
i+ § > BS =+ E + ]
B S ox E P

+ =
505 =

I:.S(m‘-SG:_5 {inativo)

-Trabalhos realizados por Munsta e Walradt {(85), mostraran que
concentracdes de até 0,01 M de cisteina eram incapuazes de ini -
bir o consumo de oxigénio na reagdo de polifenoloxidase com Aci
do clorogenico. O acido clorogénice oxidado, reduziu a concen -
tracio de cisteina do meio de feagﬁc formando produtecs de adi -

¢do com pigmentacgdc levemente amarelada. Por cutro lado, a afi-

43

nidade do acido clorogénico oxidado de ligar-se a aminodcidos
proteinas, foi confirmado com trabalhos realizados com duas va-

riedades de cafe (2).

0 efeito inibitdrio da cisteina sobre a reacdo de oxidagio de
catecol pela polifencloxidase de banana, nos sugere que o acido
clorogénico presente na molécula da enzima, por um mecanismo -
desconhecido, podera estar relacionado com a cinetica encontra~

da nos experimentos.
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Assim, em baixas concentragGes de cisteina, a reacio mostrar-se-
-ia nao competitiva (Fig. 52), cujo mecanisﬁo poderia ser sugeri
do pela afinidade do inibidor ao 4cido clorogénico oxidado, for-
mando um produto de adigdo. Em concentracles mais elevadas de -
cisteina, sendo o teor de dcido clorogénico na moldcula de prote
ina provavelmente muito baixo, o inibidor, ap0s saturar este cen
tro de ligagao passaria a agir sobre a reacdo enzimitica, apre -
sentando um mecanismo de cinética do tipo competitivo. A acao i-
nibitdéria poderia verificar-se tanto por afinidade como centro -

catalitico, como por complexacao a quinona formada.

0 acido ditiocarbamico € considerads um agente quelante de cobre.
Contudo, resultados obtidbs por Pomerantz {(98) com tirosinase pu
rificada de melanoma de''hamster", mostraram que esse acido pode~-
aglr tanto na enzima de forma ndo competitiva como na transforma
Gao dopaquinona a dopacromo. Portanto o efeito inibitdric do aci
do ditiocarbamico sobre a polifenoloxidase de banana contendo -
baixo teor de cobre (0,009%), ndo seria devido & agdo do inibi -
dor sobre o cobre, uma vez que necessitou-se concentragoes rela
tivamente altas do acido para se obter inativacgao parcial da ég
zima (Fig.53). Resultados preliminares, como tentativa de se ob
ter graficamente uma cinética para a inibiclo enzimdtica, foram
interpretados segundo mecanismo proposto por Webb (130), como -~
uma agao inibitdria do 5cid6 ditiocarbamico sobre o substrato.
Pelo fato do DIECA conter atomos de enxofre, a sua acao seriado

tipo interagao de tidis com grupos fendlicos oxidados. Entretan
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to, o0s problemas quanto a cinética dessa reacdo enzimatica, de-
verdo ser melhor investigados em relacdo as distintas formas mo

leculares da enzima.

Pela analise de neséos resﬁltados, podemos sugerir qué a polifg'
noloxidase de banana pdderé_ser uma proteina basica complexada-
ao acido clorogénico, o que justificaria o baixo PI encontrade.
O seu centro ativo parece ser bastante estavel, uma vez que a
acdo de agentes dissociantes comuns de proteinas nao alteram a
atividade enzimatica. Desta forma, parece de grande importancia
conhecer-se a estrutura e o comportamento do centro ativo da po-

iifenoloxidase.

Se considerarmos a teoria do ajuste induzide, proposta por -
Koshland e Neet (62), podemss concluir que o lon fosfato provoca uma
orientacao dos grupos cataliticos do centro ativo da enzima , -
tornando-a mais ativa no sentido de favorecer a aproximagao de
grupos ativos, como ocorre coﬁ o fosfato na superficie da hexo-
quinase, favorecendo a posigdo da hidroxila © da glicose {53}.

Esse efeito de orientacgao e encaixe no sitio ativo & auﬁentado—
pela presenga de grupos hidrofébicos da cadeia lateral dos o-di
fenbis o que & constatado pelo Ky determinado para dopamina, a-
drenalina e nor-adrenalina. Por outro lado, a presencga de grupo
carboxilico existente na cadeia lateral da DL-dopa, provoca au-
mento do Ky da enzima. Quanto a diferen¢a de especificidade-

encontrada entre L-dopa e D-depa, quando se utilizou a enzima

t
el
~1
Lt
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-purificada, poderia ser explicada pele efeito do grupo carboxi-
lico da forma L que, imprimiriz uma orientacgdo mais estﬁvel,seé
possiveis interagaes conm amino_gruﬁos ﬁrﬁximos ac centro ativo,
0 que produziria um efeito negativo quanto a orientacdo dos gru
pos hidroxilicos do substrato em relagao ao centro catalitico -
~da enzima, dirigidos por Ions fosfatos. Por outro lado, a pre-
senga de grupos aminicos e a auséncia de grupos de alta densida
de eletronica que possam produzir impedimentos.estéricos, forne
cerd maior acidez aos grupos hidroxilicos do anel benzénico, pro-
duzindo maior afinidade e, consequentemente, maior especificida

de da enzima para a forma L do substrato.

A caracterizacdo do centro ativo 423 polifencloxidases bem como-
o estudo das formas moleculares das diferentes espécies de bana
na com diferentes gen6tipos serd de grande valia para a explica
cac dos mecanismos da catilize enzimética sobre diferentes tipos
de substratos e sobre o mecanismo de égéo dessas enzimas "'in vi

vo't.
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6. CONCLUSQOES

Os nossos estudos com polifenoloxidase de banana nanica foram
realizados no sentido de contribuir para uma melhor compreen-
sao dos sistema polifenoloxidase, bem como a utilizagfo dos re
sultados obtidos, 2 fimde minimizar o escurecimento enzimatico

indesejavel que ocorre em vegetais.
0s experimentos conduziram-nos as seguintes conclusdes:

1. O tampao fosfato pH 7,0 tem acao importante, contribuindo-
para a estabilidade e o aumento da atividade enzimatica da

polifenoloxidase;

2. 0 pH otimo para a atividade da enzima € 6,5, sendo o seu -

ponto isoelétrico 5,2;

3. 0 precipitado acetonico & estavel por 1:30 h, na faixa de

pH entre 5,5 a 7.,5;

4. A re-extracao do precipitado acetonico com 0,5% de Triton-
X-100, seguido de estocagem por 7 dias a -40°C, produz -
grande aumento na atividade especifica da enzima, bem como

maior solubilizacao da polifenoloxidase;

5. A dialise da fracao FE em agua destilada, diminui de 60% a

tividade enzimatica.

6. Apenas uma fracdo enzimiaticamente ativa {(FE) se obtém por-

cromatografia em Sephadex G-100;
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7.

10,

11.

12,

13.

A analise eletroferética da fragdo FE em gel de poliacrilami
da, revelada com os substratos catececl, dopamina, L-dopa, I-
- dopa e DL-dopa apresentou de trés a quatro formas molecula

res ativas;

As mesmas formas moleculares ativas foram encontradas em to-
das as preparacdes mostrando que nao sic artefatos de técnica

ou fragmentos de uma enzima nativa;

A polifenocioxidase ncs diferentes estagios de purificacido a-
.. . - +
presentou o mesmo coeficiente de sedimentacaoc (3,9 - 0,1 S},

correspondendo ao peso molecular de 60.000 - 2.000;

A enzima € uma proteina constituida de duas sub-unidades se-
+ .
melhantes com peso molecular 30.000 - 1.000, mas sendo dife-

rentes entre si pela distribuigio de cargas;

A proteina da fragido FG, com um grau de purificagao da ordem
de 39 vezes, € uma enzima com estereo-especificidade para -

substratos na forma L;

A presenga de grupos carboxilicos na cadeia lateral, bem co-
mo sua natureza em um ovto-difenol, contribui para diminui -

cac da especificidade da enzima pelo substrato.

A polifencloxidase de banana € uma enzima de relativa termo
resisténcia, sendo estavel durante 30 min. nas temperaturas-
de 65 e 75 °C, nos diferentes estagios de purificagao. O sub

sequente resfriamento rapido a 09C, auxilia a inativagao da
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15.

16.

17.

18,

i9.

enzima;

A atividade do centro ativo da enzima & dependente de pontes

dissulfidicas;
A uréia na concentracac de 8 M, ndo afeta a atividade catali

tica da enzima, mas modifica estruturalmente a proteina;

A enzime na fracdo FG encontra-se complexada ao acido clore-

genico;

A acao de inibidores na fracao FE, indicaram que o Gcido as-
corbico nas concentracgoes de 0,003 mM,0,013 mM e 0,027 mM,i-
nibe a enzima nao competitivamente. Da mesma forma, o metabis
sulfito de sodio nas concentracodoes de 0,01 mM, 0,02 mM, e -
0,08 mM, apresenta cinética nao competitiva de inibigac enzi

matica;

0 icido ascérbico & o inibidor mais efetivo sobre a enzima -
na fragéd FE, enquanto que a cisteina foi o inibiddr mais po
tente sobre a reacao enzimatica no precipitado acetonico, -
sendo que na concentracdo de 0,013mM, a inibigao da reacaoc -
com.DLdepa como substrato, verificou-se por periode prolon-

gadc de tempo;

Com excegdao do acido ditiocarbamico todos os outros inibido-
res apresentaram um periodo de retardamento da reagdo enzima

tica com diferentes substraios;

t
[
=1
|

L}



. + + . . - P
20. Os ions NH4 e B-NAD sao ativadores da reac8o enzimitica na

. . f)
fragdo FE, enquanto que os Ions Fe+2, A1+3, ca’c, zn*? e -

+3 - P
Fe sao inibidores.
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