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DIFERENCAS NO PADRAO DE ATIVIDADE DE POLIFENOLOXIDASE
DURANTE O DESENVOLVIMENTO DO GRAO EM CINCO
CULTIVARES DE FELJAO (Phaseolus vulgaris L.)

Cristine E. Alvarenga Carneiro'; Katia F. Fernandes®; Maria José Del Peloso’ e
Geraldo Estevam de Souza Carneiro’

A enzima polifenoloxidase (PPO - 1.14.18.1) ¢ amplamente distribuida na natureza
em frutas e em vegetais e tem sido muito estudada. Seu nome comum € polifenoloxidase
mas pode ser denominada como oxigenase, tirosinase, fenolase, monofenoloxidase,
diidroxifenilalanina e o-difenolase. A PPO pertence 4 classe de enzimas oxiredutases,
que catalisa a oxidagdo de substincias fendlicas na presenga de oxigénio molecular.
Contendo um dtomo de cobre como grupo prostético, geralmente encontra-se em
atividade em cloroplastos e mitocéndrias. Porém sua localizagfio na planta depende da
espécie, idade e maturidade. Com o amadurecimento das plantas ha um decréscimo em
sua atividade (Espin et al., 1998; Vigyizo-Vamaos, 1981; Jiménez & Carmona, 1996). A
PPO esta ligada a processos metabdlicos de natureza atemporal, como o sistema de
transporte de elétrons e a formagio de intermedidrios do metabolismo secunddrio.
Embora o papel da PPO nos vegetais seja controvertido, esta enzima esta associada &
resisténcia ao ataque de microorganismos, pois, de um modo geral, as o-quinonas
produzidas pela oxida¢do dos compostos sfo tdxicas (Ferri, 1985; Bewley & Black,
1978). E também responsavel pelo processo de pigmentacio de vertebrados e do
escurecimento em vegetais, através de oxidagio de compostos fendlicos a
o-quinonas com conseqiiente polimerizagio das o-quinonas, por reagio nio enzimatica
obtendo-se substincias coloridas (Ohnishi & Matsubara, 1996; Vigyazo-Vamos, 1981).

Dentre as classes de feijio consumidas no Brasil, destaca-se a de cores,
principalmente os feijes de tegumento bege com rajas marrons, comumente
denominados de carioca. A preferéncia € pela cultivar que apresenta tegumento claro,
chamado de carioca “leite” e que permanega claro apds o armazenamento. O
escurecimento do grdo, antes e apds a colheita influi na aceitagio comercial. Este
escurecimento € um fator irreversivel, tendo vérias causas como reagfes quimicas,
enzimiticas e néo enzimaticas.

Dada a importfncia do feijdo na alimentagdo humana, o presente trabaiho objetivou
medir a atividade da enzima PPO no tegumento do grdo durante o seu desenvolvimento
em cinco cultivares de feijio contrastantes quanto a cor do tegumento, a fim de se
estabelecer uma correlagfio entre a atividade e o possivel papel desempenhado por essa
enzima no metabolismo do grio e nas suas caracteristicas morfoldgicas, principalmente
cor do tegumento.
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Foram utilizados grdos das cultivares Quro Branco (Lu = 71), IAC Carioca Arud
(Lu = 54), Pérola (Lu = 54), Carioca (Lu = 52), Aporé (Lu = 48). Os valores de Lu
referem-se 4 luminosidade medidos em colorimetro pelo sistema Hunter D65, que
correlaciona com a cor do tegumento, sendo mais claro o tegumento do grdo quanto
maior o valor de Lu. As cultivares foram semeadas em casa de vegetagio da Fazenda
Experimental da Embrapa Arroz e Feijdo, situada em Santo Anténio de Goids, GO, no
més de novembro de 1998, onde a temperatura média foi de 27°C e umidade relativa de
75%. Foram feitos tratamentos fitossanitdrios para controle de doengas (mofo branco e
oidio), e de praga {(mosca branca). Os griios foram colhidos a partir do quinto dia apds a
abertura da flor e seqilencialmente a cada cinco dias ate completar a maturagio dos graos
(num total de seis colheitas), sendo transportados até o laboratdrio em recipiente resfriado
com temperatura média de 4°C. Em cada colheita foi medido o tamanho da vagem.

A enzima foi extraida usando sacarose e tampdo fosfato segundo Halpin & Lee
(1987) com algumas.modificacSes. As vagens das cultivares foram abertas e retirados os
griios, separando rapidamente o tegumento para obter uma amostra de 100mg. Em um
tubo adicionou-se 2ml de tampdo fosfato de sddio 0,05mol/L, contendo 0,4 mol/L. de
sacarose (pH 6,5) gelado. Em seguida, cada amostra friplicada foi macerada durante dois
minutos, levada ao agitador a 4°C durante 40 minutos, e centrifugada a 20.000 RPM
durante 30 minutos a 4°C. -

A atividade da PPO foi medida segundo procedimento descrito por Halpin & Lee
(1987), usando catecol como substrato. Num procedimento padrao foram usados 2,8 ml
de catecol 46 mmol/L preparado em tampao Mellvaines pH 6,5 e 200 pL de amostra. A
mistura foi deixada reagir durante um minuto e a absorbéncia medida a 420 nm. Uma
unidade de enzima foi definida como um aumento de 0,1 na absorbincia a 420nm por
minuto.

O tamanho das vagens por ocasiio das colheitas dos pros variou de 2,9 a
12 cm aos 5 e 30 dias apds a abertura da flor (Tabela 1).

Tabela 1. Tamanho (cm) da vagem considerando seis estadios de desenvolvimento
da vagem em dias apos abertura da flor (daf),

Estadio (daf) Tamanho (cm)
5 2.0+0.14
10 85+0.70
15 10.0 £ 0.70
20 11.5+0.35
25 12.0+£0.35
30 12.0+0.49

Os resultados sugerem a existéncia de pelo menos dois grupos de cultivares, de
acordo com a quantidade de PPO produzida (Tabela 2). No primeiro grupo estio as
cultivares Ouro Branco, Arud e Carioca cuja produgdo inicial de PPO ¢ alta, porém as
cinéticas de desaparecimento sio bastante diferentes. Em Ouro Branco e Arud a enzima
parece desempenhar papel constitutivo, pois estd presente durante todo o
desenvolvimento do gro, enquanto na Carioca a enzima parece ter acfio em estadio
especifico, com altos niveis logo nos primeiros dias apos a queda da flor.
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No segundo grupo estiio as cultivares Pérolae Aporé, cujos niveis de PPO sdo
baixos e com aparente acio em estadio especifico; em Aporé ha um segundo pico de
atividade no 20o dia apds a abertura da flor.

A anilise dos dados permitiu inferir que a enzima PPO atua em diferentes estadios
nas cultivares estudadas. Naquelas com baixa taxa de escurecimento do grio apds
colheita (grupo 1) a enzima tem papel constitutivo e portanto deve estar relacionada
primordialmente com processos metabolicos, tais como respiragio celular e produgio de
compostos metabdlicos secunddrios. J& no grupo 2, relacionado as cuitivares Pérola e
Aporé, a aglio da PPO em estadio especifico pode estar relacionada com a produgfio de
melaninas. ‘

Tais resultados, entretanto, necessitam ser aprofundados em busca de correlagiio
com o teor protéico, polifendis e resisténcia/susceptibilidade desses cultivares ao ataque
de insetos e microorganismos,

Tabela 2. Atividade enzimatica (U/mL) no tegumento do grio em cinco cultivares
de feijiio considerando seis estadios de desenvolvimeénto da vagem em
dias apos a abertura da flor (daf).

) Estadios (daf)
Cultivar 5 10 15 20 23 30
Ouro Branco 13,65 15,20 15,30 153,50 15,95 12,40
Arud 17,20 7,00 6,63 3,95 0,80 0,85
Carioca 17,50 7,85 0 0 0 ¢
Pérola 8.55 0 0 0 0 0
Aporé 8,10 0 0 11,80 0 0
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