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RESUMO

Um dos problemas encontrados na manipuladlo e processamento de várias frutas 
é o escurecimento enzimàtico e nHo enzimàtico. As polifenoloxidases estSo estreita- 
mente ligadas a este primeiro aspecto merecendo, portanto, a devida aten^ao por parte 
dos pesquisadores e industrias de alimentos. Essas enzimas, oxidando mono, di e poli- 
fenóis na presenta de oxigénio molecular, produzem dopacromos que sSo polimeriza- 
dos e originam melaninas como produto final. Entretanto, o seu mecanismo de a<;ao 
é ainda obscuro. O presente artigo tem o objetivo de fomecer informagoes específicas 
quanto a natureza e comportamento das polifenoloxidases encontradas em diferentes 
frutas e alimentos.

INTRODUJO

O reconhecimento da existencia de enzimas como catalizadores do es­
curecimento, observado em diferentes espécies de alimentos, foi feito por 
Lindet (1 ) e Kastle (2).

A maioria das pesquisas desenvolvidas durante essa época foi relaciona­
da com caracterizares qualitativas e métodos de inativa?áo. Nao havia, 
portanto, nenhuma preocupadlo com a elucidadlo de problemas concer- 
nentes ao mecanismo dos sistemas enzimáticos envolvidos, natureza dos 
substratos e mesmo mecanismo de formadáo de pigmentos escuros obser­
vados nos alimentos.

Várias teorías foram en tío  propostas para explicar o escurecimento 
enzimàtico. Chodat (3) propós que os tecidos vegetáis que escureciam 
com a danificadlo, continham substáncias denominadas oxigenases. Em 
contato com o oxigénio do ar elas geravam peróxido de hidrogénio que, 
ativado pela peroxidase contida ñas plantas, acarretava a auto-oxidado de 
nuuto fenólicos naturais.
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Em 1931, Onslow (4), interessado no escurecimento resultante da 
danificagáo de tecidos vegetáis, mostrou a presenta de orto-difenóis livres, 
Com o isolamento de catecol dos tecidos. Em seus experimentos observou 
que o escurecimento dos derivados catecóicos no tecido vegetal era mais 
ràpido do que em solugao aquosa. No entanto, esse escurecimento nao se 
verificava quando o tecido era previamente fervido. Este fato levou-o a 
postular a existència de urna enzima que catalizava a auto-oxidagao de 
derivados fenólicos que continham grupos hidroxflicos funcionáis na 
posigao orto. Onslow postulou, em adigao ao conceito emitido por Cho- 
dat, a presenga de urna enzima que, em contato com o ar oxidava os orto- 
fenóis gerando, como um dos produtos de oxidagao, um peróxido, ou 
mesmo peróxido de hidrogénio. Este, na presenga de peroxidase geraria 
finalmente, cromogénios característicos que, em sua concepgao, eram pig­
mentos oriundos da oxidagao secundária de mono, di e polifenóis.

Em estudos sistemáticos, Onslow pode classificar essas enzimas em 
dois grupos: um que continham oxigenases e outro, que continha peroxi­
dases vegetáis onde as oxigenases e os catecóis nao estavam presentes. O 
primeiro grupo, que causava rápido escurecimento, podia ser encontrado 
ñas seguintes frutas: maga, apricot, banana, ceieja, figo, uva, péssego e 
morango. O segundo grupo era encontrado ñas frutas cítricas.

Entretanto, Szent-Gyorgyi (5) já havia demonstrado, em batatas, que 
essas reagoes de escurecimento poderiam ocorrer na auséncia de peróxi­
dos.

Nessa mesma época, foi estabelecida a distingáo entre as oxigenases, 
que continham cobre na molécula e catabzavam a oxidagao de fenóis pelo 
oxigénio molecular e as peroxidases que catabzavam a oxidagao de fenóis 
pelo peróxido de hidrogénio e continham ferroporfirina.

De acordo com as diferentes reagoes de oxidagao de mono, di e poli­
fenóis, as fenolases foram classificadas posteriormente em trés grupos:
a) Tirosinase — catabsando a oxidagao de monofenóis, específicamente 

tirosina.
b) Cresolase — catabsando a oxidagao de polifenóis.
c) Lacase — (obtida do látex) catabsando diferentes reagoes de oxi- 

dagUo (6).
Atualmente, prefere-se o termo de polifenoloxidase ou fenolase para o 

sistema de oxidagSo de polifenóis. A nomenclatura correta, apresentada 
pela “Comission on Enzymes of the International Union of Biochemistry” 
em 1965 (7), é: o-difenol 0 2 - oxidoredutase E.C. 1.10.3.1. e p-difenol 0 2 
- oxidoredutase E.C.1.10.3.2.

OCORRENCIA E P0SSIVEL FUNÇÂO DA POLIFENOLOXIDASE

As polifenoloxidases ocorrem com muita frequêneia em tecidos végé­
tais e animais.

PaUadin (8) foi o primeiro pesquisador a sugerir a existência, effl 
vegetáis, de um sistema polifenol-quinona corno intermediàrio na oxidagao 
de vários compostes orgánicos durante a respiraçao. Chamou esses polife- 
nóis de cromogénios respiratorios. A polifenoloxidase, segundo esse 
autor, participaría no seguin te processo:
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Quinona
Formula 1

X X
A

desidrogenast
Polifenol 1 / 2  0 2 

Polifenoloxidase

Desta hipótese, surgiram quatro tipos de evidèncias, mostrando que as en­
zimas que oxidam fenóis servem como oxidase terminal em qualquer 
tecido (9):
a) Ocorréncia natural da enzima e seu substrato nos tecidos.
b) Aumento da respirado após adi^áo de substrato nos tecidos.
c) Presenta de enzimas acessórias que catalisam a re d u jo  da quinona 

intermediària.
d) Diminui^ao da respirarlo terminal por inhibidores específicos da feno-

Desde a década de trinta, vários experimentos tentam implicar as feno- 
lases como oxidases termináis da cadeia respiratoria. Os pesquisadores 
tém observado os efeitos da adi^ao de substratos catecóicos sobre a respi- 
rarao dos tecidos vegetáis. Com particular a teneo  aos quocientes de 
respirarlo e ás variares em fun^ao de tempo, ñas velocidades relativas de 
consumo de oxigénio (10-12).

Já se conhecia que o consumo de oxigénio aumentava com a danifi- 
carao dos tecidos vegetáis que continham fenolases (13).

As plantas, em geral, contém um grande número de orto-fenóis, tais 
como: polifenóis, flavonóides, taninos e alcaloides, sendo particularmente 
comum, a configurado o-difenólica necessària para a atividade da feno- 
lase. Estas enzimas parecem ser inacessíveis á transformarao dos substra­
tos até que ocorra a danificarao do tecido. Experimentos com extratos de 
plantas tém mostrado que grande número dessas substáncias existem em 
modelos que se modifícam com o desenvolvimento da planta (14-17).

Estudos in vitro de sistemas enzimáticos e nao enzimáticos, com a ca- 
pacidade de reduzir as quinonas produzidas por fenolases, tem mostrado 
grande semelhan^a entre si e aparecem tanto em vegetáis como em animáis 
(18-20). Desta forma, a oxidarlo enzimàtica dos difenóis pode ser acopla­
da à oxidado do ácido ascòrbico:

lase.

Formula 2



272 A R C H IV O S  LA T IN O A M ER ICA N O S DE N U TR IC IO N

Em outros sistemas (21, 22), a redu?ao das o-quinonas, em presenta 
de enzimas e coenzimas apropiadas, tem sido acoplada á oxidadlo de cate- 
col.

Formula 3 S 1  0K
+ OTNH ♦ H* -------- o  í T  + 2PK

Em síntese, apesar desses sistemas serem largamente distribuidos nos 
vegetáis e animáis, parece ser pouco evidente que a etapa final da respi­
rad o  de células vegetáis nao danificadas, possa envolver as quinonas for­
madas pela a?ao da fenolase, pois esse estágio de respirado é catalisado 
por outras enzimas (23-25). ^

O problema foi revisto por Towers (26), mas nao se pode elucidar a 
participado da polifenoloxidase como enzima terminal pois nao é possível 
eliminar-se o sistema oxidase dos citocromos, sem afetar a atividade da 
fenolase.

A localizad0 da polifenoloxidase nos tecidos, tem sido investigada em 
grande número de plantas. Samisch (27), mostrou que fatias de damasco, 
quando imersas em catecol, apresentavam escurecimento rápido na casca e 
feixes vasculares, principalmente na p o rd °  ventral e dorsal. A parte res­
tante da polpa, compreendida pelo pericarpo da fruta, era muito lenta­
mente escurecida. Hussein e Cruess (28), de forma semelhante, encontra­
ran] em trabalhos com uvas, urna menor atividade de polifenoloxidase no 
pericarpo do que nos feixes vasculares. Por outro lado, Amon (29), 
mostrou que a polifenolidase estava quase totalmente localizada no cloro­
plasto da folha de espinafre.

Tolbert (30), demonstrou que a polifenoloxidase localizada no cloro­
plasto de grande variedade de plantas, incluindo espinafre, apresentava 
atividade enzimàtica na estructura lamelar. A enzima encontrava-se em 
estado latente, e era estimulada tanto pela luz, como por dimetiluréia ou 
antimicina A.

Em trabalhos mais recentes, Anderson (31), mostrou que a locali­
zad o  da polifenoloxidase nos tecidos nao é ainda bem compreendida. 
Enquanto se acredita ser a polifenoloxidase urna enzima solúvel, vários 
trabalhos mostram que a atividade é localizada na mitocóndria e cloro­
plasto. Walker e Hulme (32), preparando mitocóndria de casca de ma^a, 
utilizando polivinilpirrolidona solúvel na extra?ao, encontraram duas poli- 
fenoloxidases tanto na mitocóndria como na fra^ao solúvel que,possivel- 
mente, seriam isoenzimas. Entretanto, os autores sugerem que a distri­
buido observada poderia ser um artefato, possivelmente causada pela 
adsorqao de o-difenoloxidase citoplasmàtica que diferia da frasSo particu­
lada.

PURIFICATACI DE POLIFENOLOXIDASES

Sabe-se que durante a extravio de fenolases em vegetáis os compostos 
fenólicos ligam-se facilmente a proteínas, formando melanoprotefnas, que 
sao substancias inibidoras de muitas enzimas (33). Urna vez que a nature- 
za dos compostos fenólicos naturais varia entre os vegetáis, tem-se procu-
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rado encontrar sistemas de extragao adequados para melhor solubilizagao 
da enzima.

Diversos solventes tèm sido utilizados sendo que, de um modo geral, o 
emprego de solugoes tamponadas neutras tém produzido boa extratibili- 
dade. Um fator que determina o tipo de solugao usada para extra9ào é a 
natureza e localizagao da enzima na célula. Em batatas, as fenolases 
foram encontradas em maior concentragao na fragao solúvel (34), en- 
quanto que em outros produtos, a enzima encontra-se ligada a cloroplastos 
ou á mitocóndria (35).

As etapas subsequentes de purificagao envolvem eliminagao de fenóli- 
cos por precipitagao em acetona a frío, fracionamento com solugao de 
sulfato de amonio, e separagao cromatogràfica, tanto por colunas de 
adsorgao como de troca iònica.

Walker e Hulme (36), utilizando casca de magSs, mostraram que a poli- 
vinilpirrolidona insolúvel, quando associada a detergentes amónicos, 
aumenta a atividade fenolásica dos extratos.

Em preparagoes utilizando Tritón X-100 seguidas de cromatografía em 
DEAE-celulose, foi possível separar duas fragoes enzimáticas que, por sua 
homogeneidade e semelhanga ñas propriedades físicas e químicas, foram 
consideradas isoenzimas (19).

Palmer (37) demonstrou que os extratos da polpa da banana madura, 
obtidos utilizando lo /o  do detergente nao iónico (Cutscum) em solugóes 
tamponadas, desenvolviam alto índice de atividade enzimàtica. O deter­
gente a seguir era liberado com a precipitagao da enzima pela adigao de 
1.6 volumes de acetona a frió. Por cromatografía em DEAE-celulose,a en­
zima foi obtida com um grau de purificagao de 10 a 12 vezes. Galeazzi 
(38) utilizando um congelamento prèvio do precipitado acetònico, obteve 
após cromatografia em Sephadex G-100 e eletroforese preparativa em gel 
de poliacrilamida urna fragao enzimàtica de alta atividade específica com 
um grau de purificagao final de 39 vézes.

Preparagoes purificadas de cogumelo, exibem dois tipos de atividade, 
dependendo da fonte e do método de purificagao. Como regra geral, a 
relagao da atividade catecolase e cresolase é de 10 para 80. Entretanto, 
tém sido publicadas relagoes extremas de 2 para 240. Para explicar essa 
multiplicidade de tipos de enzimas, Mallette e Dawson (39) sugeriram que 
ss enzimas catecolases e as formas intermediárias eram resultados de 
degradagoes químicas, físicas ou fragmentagoes de urna enzima nativa, o 

ocorrer*a durante o fracionamento. Entretanto, Smith e Krueger 
(40), purificaram extratos de cogumelos através de colunas de DEAE- 
celulose e hidroxi-apatita, mostrando a presenga de diversos tipos de en­
zimas com alta atividade catecolase e cresolase. Elee tro foreses em gel de 
amido indicam que os diversos tipos de enzimas devem ocorrer natural­
mente, e nao resultar da degradagao ou fragmentagao de urna enzima 
nativa.

Kertsz e Zito (41) obtiveram, de cogumelo, preparagoes homogé- 
eas, utilizando extragòes e precipitagoes com acetona a frío, seguidas de 

PzecipitagÓes fracionadas com solugoes de sulfato de amonio e cromato- 
smtia em Sephadex G-100. As preparagoes fináis apresentaram alta ativi- 

específica. A tirosinase purificada mostrou um coeficiente de sedi- 
disnta-^° corresPor,dente 30 Peso molecular 128,000 ± 5o/o. A enzima 

s°cia-se em sub-unidades, quando em solugao saturada de uréia, as
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quais sao inativas. O conteúdo de cobre estimado foi de 0.20o/o.
A tirosinase de Neurospora, obtida em estado homogéneo e cristalino, 

mostrou um pico de absorrao característico a 280 nm e um “ombro” a' 
340 nm (42). Esta enzima apresen tou-se em duas formas alélicas que se 
agregam irreversivelmente, com peso molecular 63,000 ± 2,000. A tirosi­
nase purificada apresentou um coeficiente de sedimentado, em gradiente 
de sacarose, de 3.6 S, estando o peso molecular calculado entre 65,000 a 
70,000.

Harel e Mayer (43), demonstraram, em prepararoes de cloroplastos de 
masas e, após tratamento com Tritón X-100 e filtrado em coluna de 
Sephadex G-100, trés fra?oes com atividade catecolase. O peso molecular 
estimado para as trés fraroes foi de: 30,000 a 40,000, 60,000 a 70,000 e
120.000 a 130,000. Eletroforeses em gel de amido mostraram que a 
frarao de peso molecular 60.000, tinha urna mobilidade ele troforé tica 
menos lenta em direrao ao ánodo.

Com prepararles de fenolase de batatas foram separados dois compo­
nentes por cromatografía em DEAE-celulose (44). Um dos componentes 
foi purificado por eluirao em coluna de Sephadex G-l 00 e mostrou ser 
homogéneo por ultracentrifugaráo com um coeficiente de sedimentado de 
5.9 S. O espectro de absorrao da enzima apresentou um pico a 275 nm e 
um “ombro” na regiáo de 320 nm a 380 nm. Essa enzima, submetida a 
luz fluorescente em complimento de onda de exdtarao de 370 nm, mos­
trou alta fluorescencia.

Gregory e Bendali (45) purificaram a polifenoloxidase de chá 5,000 
vezes através de cromatografía de troca iónica e adsorrao. Em um estágio 
intermediàrio de purificado, a enzima apresentou quatro fraroes solúveis 
de colorado amarela. Os autores acreditaram que essas fraroes represen- 
tavam complexos de urna enzima básica, com produtos de oxidado de 
ácidos fenólicos. Após a remorao dos materiais complexantes, as frades 
tomaram-se de colorado azul e divididas em duas espécies: A e B. A en­
zima da espécie A mostrou urna absorrao máxima a 279 nm e 611_ nm 
com um “ombro” a 330 nm. O peso molecular calculado por difusao e 
sedimentado foi 144,000 ± 16,000, sendo que o teor de cobre encontra­
do foi de 0.32o/o.

Galeazzi et al. (38) em frarao purificada de polifenoloxidase de bana­
na encontraram urna só espécie de enzima que apresentou um espectro de 
absorrao com um máximo em 279 nm, e um ombro entre 320 e 350 nm, 
sendo que a relarao entre a absorrao em 330 nm e 279 nm foi de 0.11. A 
cromatografía em papel dessa frado  mostrou que a absorrao em 330 nm 
correspondía a presenra de ácido clorogénio, complexado a molécula da 
enzima. O peso molecular calculado por gradiente de sacarose foi 60,000 
± 2,000 correspondendo a um dimero com subunidade de PM igual a
30.000 ± 1,000. O teor de cobre encontrado foi insignificante eviden­
ciando a auséncia desse ion na molécula da enzima.

A evidéncia de ácido clorogénico como um fenólico ligado a moléculas 
protéicas foi sugerido por Amorim e Josephson (46). Prepararles de ex­
tra tos dialisados de dois tipos de cafés: Mole e Rio, mostraram por elee* 
troforese em gel de agar, diferenras quanto à mobilidade e l e e troforética 
das proteínas. Os autores relacionaram essas diferenras á presenra de poh" 
fenoloxidases mais ativa e ligada ao ácido clorogénico (47).

Experimentos conduzidos com focalizarlo isoelétrica em gel de p°'
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liacrilamida mostraram que os extratos de café tratados com uréia 7M, 
apresentaram ponto isoelétrico superior aos extratos de café nao tratados, 
o que sugere a provável presenta de ácido clorogénico ligado d pro teína de 
maneira nao covalente. Sabir, Sosulski e Finlayson (48), encontraram que 
proteínas de girassol podem estar ligadas por Iiga?oes covaíentes e nao 
covalentes ao ácido clorogénico e que, a uréia, tem efeito dissociante do 
ácido ligado de maneira nao covalente.

MECANISMOS PROPOSTOS PARA A REA^ÁO ENZIMATICA

A concordancia de que a o-benzoquinona é a primeira etapa no pro­
cesso de oxida?ao de catecóis a melanina em presenta de polifenoloxidases 
é geral. Estas sao enzimas conhecidas como proteínas que contém cobre, 
catalisando as seguintes rea^oes:
a) 4 Cu1*— proteína + catecol — > 4 Cu+— proteína + 2 o-benzoquinona 

+ 4H +.
b) 4 Cu+—proteína + 4 H+ + 0 2 —» 4 Cu*—pro teína + 2 H20  

Warburg (49) sugeriu que as fenolases deveriam conter dois átomos de
cobre no centro catalítico e que a equagao seria:
(Cü*)2 4- catecol — > (Cu+)2 + 2 H20  4-2 o-quinona

Entre tanto, o mecanismo de utilizagao do oxigénio molecular nao 
está claro nesta expressáo. Segundo Masón (9), as reagóes na superficie 
catalítica deveriam sa-:

Formula 4

ontudo, deve-se lembrar que as fenolases na presenta de o-difenóis ati- 
Qain °  oxigénio para hidroxüagao do anel. Há razóes para se acreditar que 
(SO^^nio a®e forma ma¡s direta do que a proposta ñas reagoes acima

As proposigoes de Lu Valle e Goddard (51) para o mecanismo de
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desidrogena^ao dos o-difenóis pela fenolase e oxigénio, enfatizam a 
possibìlidade de fo rm alo  de um complexo ternàrio de enzima-substrato- 
oxigènio à semelhan?a do que ocorre com a oxidase ascòrbica que, na 
desidrogena?ao do àcido ascòrbico, catalisa urna reaqao semelhante à 
desidrogena^ao de o-difenóis por fenolases.

Formula 5

a) FormaçSo de Melanina

Químicamente as melaninas sao polímeros amorfos, insolúveis, fre­
quentemente ligados a proteínas. Sao altamente estáveis e tém sido isola- 
dos na forma nao modificada em fósseis de 150 milhoes de anos. As 
reaçôes envolvidas na formaçao de melaninas tém sido propostas em mo­
delos químicos (52). Um deles é o mecanismo de oxidaçâo de tirosinaa 
dopa (Formula 6).

Em animais, a hidroxilaçao da tirosina a dopa pela tirosinase é conhe- 
cida há muitos anos. A enzima tem duas atividades: urna, cresolase, que 
catalisa a hidroxilaçao de tirosina a dopa e a catecolase que catalisa a 
oxidaçâo da dopa em dopaquinona, após o que segue o fechamento do 
anel, seguido por oxidaçâo sucessiva até formaçao de melanina como prù­
duto final (53) (Formula 7).

Outros mecanismos foram propostos para a oxidaçâo enzimàtica de 
difenóis. Râper (54) propos um mecanismo para a conversâo enzimàtica 
de 3,4-dihidroxifenilalanina (dopa) a melanina (Formula 8).

Em trabalhos com polifenoloxidase de banana, Palmer (37) propos um 
mecanismo para a oxidaçâo de dopamina, baseado em determinaçôes es- 
pectroquímicas dos intermediários formados durante a reaçâo (Formula
9).

b) Formaçao de Intermediários

Alguns intermediários da açâo de polifenoloxidases sobre o-difenóis»
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Formula 6

£ nOH'
ohI ^ T  I 0

'"C C C H

Tirosina

KHjf ''fcCOH 
Dopa

OK >s^N — „

c » « 3
H '&OOH

5,6-dihidroxiindol

00H
Dopaquinona

A c^-k-Atoch
\

D opacrom o
M elanina

/ a

X X \
/

/

OOH

5,6-indol quinona 
2-acldo carboxilico

5,6-indol quinona

Formula 7

Creso la se

KHj COOK 

Tirosina Dopa D opaquinona

Melanina

OH

i *>—'jj/'COOH

D opacrom o

^COOK

Leucodopacrom o
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Formula 8
— G

t
O OH

OH

o: Jl COOK

2 - c e r b o x i - 5  16 - d i i d r o x i  

i n d o l

Melanina
OH

1 /2  0 2

H

-t-H

^  H  I ^ O O H

H
Pigmento vermelho

2 carboxi-2,3-diidro 
indol-5.6-quinona

J
5,6-diidroxiindol

como dopa e dop amina, já sao conhecidos. Entretanto, os intermediàri os 
oriundos da oxidado do catecol ainda permanecem desconhecidos. O estu- 
do desses intermediários tem sido realizados através de cromatografía em 
papel e por métodos manométricos (55). O composto intermediàrio isolado 
em baixa concentra9ao de substrato foi um pigmento vermelho púrpura. Em 
altas concentra9oes de substrato, formam-se trés isómeros tetraTúdroxi-di- 
fenilos junto com outro composto de estrutura ainda desconhecida.

Com a ressonáncia das quinonas, tendem a se formar cargas positivas no 
anel aromático (9). Por outro lado, as quinonas reagem com aminas tanto 
por substituÍ9ao nuclear como por forma9áo de quinonimina (Formula 
10).

Tendo em vista que as rea9oes de aminoácidos com o-quinonas resultam 
em derivados análogos (56), supoe-se que os intermediários da rea9ao da poli- 
fenoloxidase com catecol apresentam um modelo semelhante, que tem sido 
de difícil isolamento e, consequentemente, sua estrutura também difícil de 
ser estabelecida, devido á alta instabilidade dos produtos (9).

ESPECIFICIDADE A SUBSTRATOS

A maioria das polifenoloxidases vegetáis apresentam atividade catecolase 
com orto-difenóis simples. De um modo geral, considera-se a atividade tif°' 
sinase de menor importáncia, urna vez que sao raros os substratos fenóhcos
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Formula 9

M elanina 

A b so rç îo  gcral

■ i

2,3-diidroindol 5,6 quinona 
Pigm ento  verm elho 

l . a x  *. 3 0 0  mjj 

4 7 0  mu

Lenta

R ipida

1/2 0,

OH

OH

5,6-indol quinona 
púrpura 

K a x  «  5 4 0  m p

5 > 6-diidroxiindol

Formula 10

que apresentam auséncia de grupos orto-:difenóücos. Corroborando essa 
alirma^ao, Brown e Ward (57) isolaram por cromatografía em DEAE- 
p Ulose, trés componentes ativos da tirosinase de camundongo Harding 
essey. Estes apresentaram atividade para tirosina e dopa, sendo quatro 
ezes mais ativos para dopa. Através de seus trabalhos experimentáis, 
ugeriram que a mesma enzima pode ser responsável pela oxidacao de mo- 

no e difenóis.
Onslow (58), em trabalhos realizados com péssegos, isolou diversos
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compostos fenólicos e mostrou a presenta de enzimas oxidantes. Poste­
riormente, Reyes e Luh (59) demonstraram que nessa fruta, a atividade 
polifenoloxidase era mais efetiva ao se utilizar catecol como substrato. 
Wong, Luh e Whitaker (60), estudando iso-enzimas de péssegos mostraran 
atividade para o-difenóis com maior especificidade para o-catecol e o-cate- 
quina. Nenhuma atividade para monofenóis e m-fenóis foi encontrada 
nessas preparagóes.

Walker (61) encontrou que polifenoloxidases de pera e maga eran 
semelhantes quanto à especificidade a substratos representados por um 
grande número de polifenóis, incluindo ácido clorogènico. Urna alta espe­
cificidade para ácido clorogènico e 4-metil-catecol foi encontrada em tu­
bérculos de batata (62) e a atividade da enzima no extrato cru era semel- 
hante para ácido clorogénico e catecol, enquanto que, na preparalo  puri­
ficada a atividade foi maior para o ácido clorogénico, sendo inibida por 
altas concentragóes de catecol.

Dizik e Knapp (63), em extratos purificados de abacate, separaran a 
enzima em cinco fragoes. Os autores concluiram que a atividade de urna 
das fragoes era responsável pela real atividade obtida no extrato cru e puri­
ficado. Isto porque eia se mostrou mais ativa para todos os substratos, 
bem como desenvolveu coloragáo muito mais rapidamente que para as 
outras fragoes. Racusen (64) encontrou, em folhas de Phaseolus vulgaris, 
que a oxidase apresentava especificidade para ácido caféico, dopa e pi- 
rogalol, enquanto que nenhuma atividade foi encontrada para tirosina.

Griffiths (65) mostrou que o escurecimento de bananas era urna 
oxidacáo de dopamina. Estudos mais intensivos realizados por Palmer (57) 
mostraram que nessa fruta a polifenoloxidase tinha especificidade somente 
para o-difenóis com maior afinidade para dopamina. O autor menciona 
que no estado semi-purificado, a enzima apresentava-se mais ativa para 
L-dopa do que para D-dopa como substrato. Essa diferenga da especifici­
dade foi confirmada em BPO purificada de banana nanica (6 6 ). Apesar da 
enzima ser mais específica para dopamina (km = 1.7 x IO'4 ) o qual é 
considerado o seu substrato natural, eia evidenciou ser estereoespecffica, 
com maior afinidade para os substratos na forma L. Entre os substratos 
analisados a L-dopa, D-dopa e D-catequina mostraram kms iguais a 6.6 x 
1 0 3 ;2 .5 x  10 2 e 2 .5 x  10‘2 moles/litro respetivamente.

Montgomery e Sgarbieri (67), estudando a agao de diversos substratos 
em diferentes partes da banana madura, mostraram que o catecol e 4-metil 
catecol eram melhores substratos para a polifenoloxidase. A enzima apre- 
sentou maior especificidade para dopamina, dentre os fenólicos estudados. 
Os autores sugerem que a diferenga em especificidade encontrada Para 
dopamina prendeu-se ao fato do grupo carboxflico da dopa induzir um 
decréscimo na atividade enzimàtica.

Em trabalhos recentes, Aragao e Bacila (68 ) mostraram que a polifeno­
loxidase de Biomphalaria glabrata, e m b o r a  c o m  b a i x a  e s p e c i f i c i d a d e  para os
substratos estudados, mostrou-se mais ativa para di e tri-fenóis, bem c o m o  
para várias aminas aromáticas.

Os autores sugerem que a posigao do aminogrupo das aminas fenólicas 
influí na formagao do complexo enzimàtico. Assim, a presenga de grup°s 
metilos, hidrofóbicos modificarían! a estrutura do substrato, produzindo 
urna melhor adaptagao do centro ativo da enzima. Por outro lado, °s 
mesmos autores mostraram que as aminas aromáticas, embora possuindo o
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grupo hidroxila na cadeia, náo eram substratos para a polifenoloxi- 
dase.

EFEITO DE INIBIDORES

Vários inibidores tém  sido utilizados para investigar o mecanismo de 
inibi?ao das rea?oes de o x id a d 0 provocadas pela fenolases.

Hà muito tempo sabia-se que o àcido ascòrbico era oxidado por quatro 
sistemas:
a) Oxidad0 direta pela oxidase do àcido ascòrbico (69).
b) Oxida^ao direta pela o-quinona gerada da a?ao de peroxidase, por fla-

vonas na presenta de peroxidase e peróxido (70).
c) Oxidad0 direta por o-quinonas formadas por catecol e polifenoloxida-

se (71, 72).
d) Oxidado direta pelo sistema de citocromos (73).

Em trabalhos realizados com ma^as, foi observado que apesar da
existéncia de àcido ascòrbico corno substrato natural da fruta, nao foi lo­
calizada nenhuma atividade ascorbase (74). Por outro lado, verificou-se a 
presenta de polifenoloxidase e peroxidase nos tecidos dessa fruta. 
Concluiu-se, entao, que a oxidad0 do àcido ascòrbico estava intimamente 
relacionada com o escurecimento, sendo que este nao ocorria antes de to­
do o ácido ascòrbico ter sido oxidado.

Em anos posteriores foi proposto como regra geral, que o ácido ascòr­
bico seria um agente redutor para qualquer o-quinona produzida durante 
a oxidado de substratos fenólicos.

Drueger (75), estudando o efeito do ácido ascòrbico na velocidade de 
rea?ao da oxidad0 da tirosina pela polifenoloxidase de cogumelo, con- 
cluiu que o ácido tinha inicialmente um efeito pró-oxidante no sistema, 
passando a anti-oxidante na a d °  sobre o produto da rea?ao. Tem sido 
mostrado que a concentrado de íons cúpricos influí ñas velocidades de 
oxidado dos sistemas polifenoloxidases, na presenca de ácido ascòrbico 
(76, 77).

Em estudos com batatas (78), observou-se que o ácido ascòrbico, 
quando presente no sistema catecol-polifenoloxidase, provoca um retarda- 
mento i»  desenvolvimento da cor até que haja oxidado completa do áci­
do. Por outro lado, esses autores mostraram que a presenta desse inibidor 

de forma irreversível o centro ativo da enzima, dependente de cobre 
iònico.

Los grupos sulfídrilos desempenham papel importante na formado 
biológica da melanina. O problema de urna ligado química das melaninas 
ás proteínas náo está, até o momento, resolvido.

A tendéncia de numerosas quinonas simples combinarem-se com gru­
pos aminados e com tióis, tem levado á hipótese de urna condensad0 das 
quinonas com esses grupos livres ñas proteínas. Os grupos sulfidrilos estáo 
Presentes ñas queratinas e sabe-se que a presenca de enxófre ñas melani- 

obtidas pela digestao pancreática de melano-proteínas naturais, foi 
•uterpretada como a indicado da participado deste elemento na ligado
uielano-proteína (79). A a d 0 inibitòria dos tióis sobre a melanogénese
tn nvo ou in vitro, já e conhecida (80).

Masón (81) mostrou nao ter observado nenhuma reado inibitòria de 
0ls com a dopamina, mas assinala m odificares espectrofotométricas do
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indol 5,6-quinona em presenga de glutationa, que ele atribuiu a urna forma 
oxidada destes dois compostos. Posteriormente, foi mostrado que a oxi­
dagao da tirosina ou da dopa pela polifenoloxidase, em presenga de um 
excesso de glutationa ou de cisteína, conduziu á formgao de um composto 
de adigao da dopamina com o tiol (82). O dopacromo formado em pre­
senga de glutationa re-arranja-se tanto em 5,6-diidroxi indol a pH 6,8, 
como em 2-diidroxi indol a pH mais baixo, que sao capazes de reagir com 
o tiol em meio oxidante. Por outro lado, mostrou que a oxidagao da dopa 
pela polifenoloxidase em presenga de glutationa ou cisteína em quantida- 
des próximas à estequiométrica, gera um complexo misto destas substán- 
cias com sais produtos de oxidagao.

Experimentos desenvolvidos com cromatografía em papel, mostraram, 
em extratos de maga, o efeito inibitòrio da cisteína e glutationa, utilizan­
do ácido clorogénico como substrato para a polifenoloxidase. A mistura 
desses compostos inibiu o escurecimento pela formagao de um complexo 
cisteína-ácido clorogénico, identificados por fluorescéncia no cromato- 
grama (83). Em estudos com polifenoloxidase de batatas, a agao da cis­
teína nSo se mostrou eficaz ao utilizar ácido clorogénico como substrato 
para a enzima (84). Este composto inibidor mostrou ser efetivo para a 
agao tirosinase, enquanto que, para a inibigáo da reagao com dopa, foram 
necessárias concentragoes mais elevadas.

Dentre os agentes sulfurados, o mais comumente utilizado é o SO2 . 
Ponting e Johnson (85) acreditavam que o SO2 inibia a atividade enzimàti­
ca simplesmente pela sua capacidade redutora, agindo competitivamente 
com o oxigénio. Diemair, Koch e Hess (86), mostraram que quando a po­
lifenoloxidase de batata era tratada com SO2 a enzima era inativada antes 
que fosse adicionado o substrato.

Embs e Markakis (87), trabalhando com polifenoloxidase de cogume- 
los, mostraram que o sulfíto agia como um inibidor pela combinagao com 
o-quinonas, prevenindo, portanto, a condensagao até melanina. Os auto­
res verificaran! também que urna pré-incubagao do sulfito com a enzima 
inibia sua capacidade de reagir com o substrato. Confirmando essa propo- 
sigao, Wong, Luh e Whitaker (60), mostraram que em péssegos o meta- 
bissulfito de sòdio provocava urna diminuigao na absorgao da reagao de 
oxidagao a 420 nm, devido à redugao de o-benzoquinona. Essa dimi­
nuigao dependía da concentragao do inibidor utilizado.

O cobre desempenha papel importante no centro catalítico da enzima 
(88-90). Assim sendo, tém-se procurado investigar os compostos capazes 
de agir como quelantes de cobre e, consequen temen te inibir a atividade 
enzimàtica.

Reyes e Luh (59), em estudos Com polifenoloxidase de péssegos, mos­
traram que ditiocarbamato, bem como 1-fenil 2-tiouréia, sao quelantes 
muito efetivos de cobre e que, fluoroglucinol, na concentragao de 3 mM 
era um inibidor competitivo para a polifenoloxidase.

Pomerantz (91) pode demonstrar que tanto o ditiocarbamato como o 
cianeto de potàssio produziam inibigao de polifenoloxidase de melanoma 
de “hamster”, cuja atividade era restaurada pela adigao de Cu++. Também 
mostraram que a adigao de ditiocarbamato produz um período de retarda- 
mento na formagao do dopacromo intermediàrio.

Polifenoloxidase de duas espécies de uvas, parcialmente purificada, 
parece degradar antocianina in vitro, sendo esta degradagao inibida por
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ácido ditiocarbámico, cianeto de potássio e tiouréia (92). Prabhakaran, 
Harris e Kirchheimer (93) i mostraram que o ácido ditiocarbámico penetra 
no Micobacterium leprae inibindo completamente a atividade da polifeno- 
loxidase.

Em o-difenoloxidase de folha de fumo, foi demonstrado, utilizando 
ácido clorogénico como substrato, que vários outros compostos capazes 
de reagir com quinonas afetam a oxida^ao do ácido clorogénico. A cor 
dos produtos formado e o oxigénio absorvido na sua forma^ao, sugerem 
que a quinona reage com estes compostos do mesmo modo que reagem 
com quinonas simples (94).

Macrae e Duggleby (72), em estudo com fenolases de batata, mostra­
ram que os diferentes tipos de inib¡9ao e as constantes de inibigao encon­
tradas com tirosina e dopa como substratos, indicam a existéncia de dois 
centros ativos distintos: um para oxidado de o-difenóis e outro para
hidroxila^ao de mono-fenóis. Os autores sugerem urna teoría na qual os 
dois centros ativos estáo em diferentes moléculas de pro teína. Se cada 
urna das moléculas tiver um centro adicional que liga fenóis ácido e ácidos 
carboxflicos, entao, substáncias ligadas a este centro inibidor poderao 
reagir com o centro catalítico. Considerando a forma oxidada de o- 
difenóis, inibidores o-difenóis poderao ligar-se em ambos os centros. Se a 
afinidade para o centro catalítico é muito maior do para o centro inibidor, 
observar-se-á inibi^áo competitiva e, se a afinidade para o centro inibidor 
foi muito maior do que para o centro catalítico, será observada inibÍ9ao 
nao competitiva. Consequentemente, se as afinidades para os dois centros 
sao aproximadamente iguais, será observada inibÍ9ao mista. Inibidores 
monofenóis ligar-se-ao no centro inibidor, dando urna inib¡9ao nao compe­
titiva ou mista. De forma semelhante, para a hidroxila9ao do monofenol, 
o-difenóis e ácidos carboxflicos, podem agir como inibidores competitivos, 
riao competitivos ou mistos.

Em trabalhos com tirosinase de melanoma de camundongo Harding 
Passey, foi visto que a oxida9ao de dopa a dopaquinona, catalisada por 
tirosinase, foi inibida por tirosina (95). Estados cinéticos sugeriram a exis­
téncia de dois centros ativos na molécula da tirosinase; um onde a dopa é 
oxidada e outro, onde a tirosina é ligada mas nao oxidada durante a 
primeira fase da rea9áo.

Em experimentos recentes, foram ¡solados dois inibidores de tirosinase 
de cogumelo (96). Um deles, de peso molecular 1,200 apresentou ini- 
bijjáo competitiva para dopa como substrato, o outro, apresentou inibÍ9áo 
nao competitiva para a tirosinase. Os autores sugeriram que a incuba9áo 
Prolongada do primeiro inibidor com a enzima provocava mudangas con- 
formacionais na molécula.

FORMAS MOLECULARES ATIVAS

O termo isozima tem sido usado para descrever as diferentes formas 
moleculares em muitos sistemas enzimáticos.

Jomvall (97), mostrou que diferentes enzimas que exibem especifici­
dades semelhantes, apresentam diferentes perfis eletroforéticos e cromato- 
gráficos. Para muitas dessas isozimas é evidente, agora, que sao formas 
relacionadas da mesma enzima.

Kaplan (98), apresentou extensa revisao de isozimas de desidrogenase
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lática a firn de estudar, em base molecular, a natureza das formas múltiplas 
das enzimas. As formas moleculares múltiplas podem ser oriundas de 
diferentes agregados de urna determinada enzima. A estrutura dos agrega­
dos pode ser de tal natureza, que a carga na superficie seja diferente a 
ponto de produzir diferenças nas suas mobilidades ele trofo ré ticas. O ter­
mo “conformers” foi descrito pelo autor para descrever um grupo de 
formas múltiplas de enzimas que possuem a mesma sequéncia de amino­
ácidos mas, diferem em sua conformaçao. Esta diferença na conformaçâo 
produz variaçoes eletroforéticas bem como diferentes comportamentos em 
resinas de troca iónica. Varios mecanismos tém sido propostos para expli­
car as múltiplas formas moleculares da polifenoloxidase.

Harel e Mayer (43), sugeriram que as très fraçoes de catecol oxidase 
purificadas de cloroplastos de maça, eram resultantes da agregaçâo de sub- 
unidades de urna mesma enzima. Estas fraçoes quando submetidas a trata- 
mento com cloreto de sòdio e Triton X-100 e estocadas entre 2 a 4oC, se 
interconvertiam,

Constantinides e Bedford (99), usando eletroforese em gel de polia- 
crilamida, estudaram o sistema polifenoloxidase em tecidos de cogumelos, 
batatas e maças. O sistema enzimàtico mostrou um fenòmeno de formas 
múltiplas apresentando diferenças de especificidade e características pró- 
pias a cada espécie e variedade estudadas. O sistema polifenoloxidase de 
cogumelo apresentou nove formas múltiplas com alta atividade para DL- 
dopa e très formas reativas com L-tirosina. Em batatas, foram encontra­
das onze formas com atividade para DL-dopa enquanto que, em maças, 
très formas eram ativas com esse substrato. Os autores verificaram que as 
formas de polifenoloxidase de cogumelo eram diferentemente afetadas 
pela temperatura. A atividade de todas as formas foi destruida após um 
minuto a lOOoC, enquanto que, algumas das formas submetidas a 40°C, 
50°C e 60°C eram destruidas após 60 minutos e outras, quebradas em 
fragmentos distintos. A 70°C, a banda de maior mobilidade foi estável 
por mais de 60 minutos.

Jolley e Mason (100), estudando formas múltiplas de tirosinase de 
cogumelo, encontraram que as isozimas apresentaram um certo grau de 
interconversao dependendo das condiçôes de força iònica, pH e concen- 
traçao protéica. Os seus resultados indicaram que para determinadas 
condiçoes existía um equilibrio entre 5 a 6 isozimas. A separaçao das 
isozimas de tirosinase mostrou urna mistura de formas poliméricas com 
predominância de um tetràmero (101). A dissociaçao é facilitada a 50°C 
sob alta força iònica e em presença de 0.25o/o de dodecil sulfato de sòdio. 
Em eletroforese de gel de poliacrilamida as bandas foram identificadas 
como monômeros, dímeros e tetrámeros. Bouchilloux, McMahill e Mason 
(102) mostraram também que a tirosinase de cogumelo era composta por 
formas múltiplas com aparente dissociaçao em sub-unidades ativas, na 
presença de dodecil sulfato de sòdio.

Horowitz, Fling e McLeod (103) mostraram a presença de diversas for­
mas de tirosinase em Neurospora crassa, distintas pela termo-resistência e 
propriedades eletroforéticas. Posteriormente, Fling, Horowitz e Heinemann 
(42), em preparaçoes homogéneas na forma cristalina, isolaram duas 
tirosinases alélicas S e L. O peso molecular de ambas foi de 63,000 -  
2,000 e pareciam se agregar reversivelmente em soluçao. A forma S era 
consideravelmente mais termolábil que a forma L.
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Extratos acetónicos de péssegos mostraram por eletroforese em gel de 
poliacrilamida, qua tro bandas com atividade de polifenoloxidase. Essas 
quatro isozimas isoladas A, B, C e D, diferem pela termoestabilidade, 
sendo que a forma D foi a mais estàvel a 76oC (60). Por outro lado, a 
isozima A apresentou-se resistente aos inibidores metabissulfito de sòdio, 
glutationa, àcido ascòrbico é ditiocarbamato.

Estudos recentes, realizados com eletroforese em gel de poliacrilamida 
mostraram nove isozimas com atividade de polifenoloxidase no interior da 
polpa de banana, oito no exterior da polpa e dez na casca (67). As isozi­
mas do interior e do exterior da polpa mostraram-se iguais diferindo da 
casca em apenas urna. Compostos químicos como ditiocarbamato de 
sòdio, cisteina, 2-mercaptoetanol e cianeto de sòdio inibiram todas as 
isozimas de polifenoloxidase, enquanto que metabissulfito de sòdio inibiu 
apenas algumas.

Harel, Mayer e Lehman (104) observaram formas múltiplas de catecol 
oxidase de uva. Eletroforeses em gel de poliacrilamida mostraram oito 
bandas ativas, que eram interconvertidas durante o isolamento, estocagem, 
tratamento com uréia e pH àcido. Essa interconversaò deveria originar-se 
da dissocia^ao da enzima em sub-unidades. A análise de várias bandas 
sugeriram que algumas formas da enzima teiiam o mesmo peso molecular 
mas difeririam na d istribuito  de cargas.

SUMMARY

BEHAVIOR OF POLYPHENOLOXIDASES IN FOODS

One of the problems in the handling and processing of various kinds of fruits, is 
the enzymatic and nonenzymatic browning. The polyphenoloxidases are strictly 
related with the first aspect, needing therefore, more attention from the scientists and 
food industries. These enzymes oxidize mono, di and polyphenols in the presence of 
molecular oxygen, producing dopachromes which are polymerized to melanins as a 
final product. Their mechanism of action, however, is still unknown. The purpose of 
this article is to provide specific information as to the nature and behavior of the 
polyphenoloxidases found in different kinds of fruits and foods.
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