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Activitie of polyphenoloxidase in yellow and purple onion
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Resumo: A perecibilidade elevada da cebola pode limitar o periodo de conservacdo dos bulbos, principalmente pelas
transformacdes bioquimicas. O objetivo deste trabalho foi determinar e comparar a atividade de polifenoloxidase (PPO) em
cebolas amarela e roxa e de seus compostos funcionais. A matéria-prima foi adquirida no comércio local da cidade de Pombal,
Paraiba, foram transportadas para o Laboratério de Analise de Alimentos, do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar,
da Universidade Federal de Campina Grande, Campus Pombal, sendo, selecionadas, higienizadas, classificadas, descascadas,
processadas e realizadas as analises quimicas e fisico-quimicas, bem como a determinacdo da atividade enzimatica da
polifenoloxidase (PPO). O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 2 tratamentos (cebola roxa e
amarela) com 6 repetices. A cebola roxa apresentou teores de solidos soltveis, flavonoides e antocianinas mais significativos
que a cebola branca. Ambas as cebolas apresentaram atividade enzimatica, sem haver diferencas significativas.

Palavras-chave: Allium cepa L; Pds-colheita; Fisiologia.

Abstract: The high perishability of the onion may limit the shelf life of the bulbs, mainly by the biochemical transformations.
The objective of this work is to determine and compare polyphenoloxidase activity (PPO) in yellow and purple onions and
their functional body. The raw material was purchased in the local market , where they were transported to the Food Analysis
Laboratory of the, Center for Agro-Food Science and Technology, Federal University of Campina Grande, Campus Pombal,
being selected, cleaned, sorted, peeled processed and carried out chemical and physico- chemical analysis and determination of
the enzymatic activity of polyphenol oxidase (PPO). The statistical design was completely randomized with two treatments
(purple and yellow onion) with six repetitions. The purple onion presented levels of soluble solids, flavonoids and
anthocyanins, more significant than the white onion. Both onions showed enzymatic activity, without significant differences.
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INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L.) esta entre os alimentos de
maior consumo no mundo. Devido as propriedades
antioxidantes e anticancerigenas, é considerado um alimento
funcional, por consequéncia da presenca de compostos
bioativos, como as antocianinas e a quercetina em sua
composicdo (RODRIGUES et al., 2011).

No Brasil, destaca-se ao lado da batata e do tomate
como as mais importantes economicamente, a producdo
estimada para a safra 2015 é de 1,53 milhdo de toneladas de
cebola. O maior produtor de cebola é o Estado de Santa
Catarina com 478,7 mil toneladas representando 31% do total
nacional (SEAB, 2015).

Na regido nordeste as principais zonas de cultivo estdo
localizadas na regido dos polos de producdo do sub-médio
Séo Francisco e do Baixio de Irecé. Essa regido caracteriza-se
por apresentar condicdes climaticas adequadas ao cultivo da
cebola, possibilitando ofertar o produto durante o ano todo,
(SENACE, 2011). A cebola é consumida principalmente in
natura, na forma de saladas e como condimento ou tempero,
mas ndo como alimento principal na alimentacdo humana, por
ser uma hortalica sensivel as perdas pos-colheita, relacionadas
a ineficiente sistema de armazenamento, falta de cuidados no
manuseio e transporte, ataque enzimaticos entre outros sua
adequada conservacéo reflete na qualidade final do produto,
seja in natura ou processado, visto que os bulbos mesmo ap6s
a colheita permanecem vivos e continuam 0S Seus processos
fisiologicos (BOEING, 2002).

Para a avalicdo da qualidade da cebola, podem-se
considerar atributos sensoriais, componentes quimicos e
algumas caracteristicas fisicas. Quaisquer que sejam 0s niveis
de tecnologias adotados pelos produtores, a elevada
perecibilidade  dos  bulbos de cebola  reduzem
consideravelmente a qualidade do produto e vai influenciar no
preco pago pelo mercado (RESENDE et al., 2010). Algumas
das avaliagbes mais utilizadas para cebola sdo: acidez
titulavel, sdlidos solaveis, relagdo sélidos sollveis e acidez
titulavel, quantificacdo de pigmentos, tais como, o0s teores de
compostos fendlicos e de flavonoides, grau de pungéncia e
analises microbiologicas, a atividade de algumas enzimas
pode também ser uma maneira confidvel para o
monitoramento da vida atil e qualidade dos produtos
horticolas. Enzimas como a polifenoloxidase, peroxidase e
catalase sdo utilizadas para determinar estes atributos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A atividade da PPO é de grande importancia na
determinacdo da qualidade de produtos vegetais frescos,
processados e ou congelados, porque através de reacles
podem produzir mudangas de cor, variagdes de aroma, sabor,
alteracBes nos teores de vitaminas e até modificagdes na
textura (TAYEFI-NASRABADI, 2011). Nos tecidos inteiros
0 sistema enzimatico estd intacto e ativo, apds a injdria, a
descompartimentalizagdo celular que possibilita o contato de
enzimas e substratos, o produto deteriora-se a medida que as
reservas de energia vao sendo consumidos e os produtos
metabolicos vdo sendo acumulados nos tecidos, devido ao
processo de senescéncia natural (CENCI, 2011).

A polifenoloxidase é uma enzima intracelular que ocorre
em plantas, animais e fungos. Esta enzima contém cobre no
centro ativo e catalisam dois tipos de reacbes, ambas
envolvendo oxigénio. A primeira reacdo corresponde a
hidroxilagdo de monofendis formando orto-difendis e a

segunda a oxidacdo de orto-difendis formando orto-quinonas
(GOMES et al., 2001). Geralmente a PPO é uma das grandes
responsaveis pelo escurecimento enzimatico em frutas e
vegetais, fato que reforca a importancia do controle da
atividade desta enzima durante o desenvolvimento e
transformacdo dessas matérias-primas para a obtencdo de
produtos processados de alta qualidade (CLEMENTE;
PASTORE, 1998).

Este trabalho teve como objetivo determinar e comparar
a atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) em cebolas
amarela e roxa, quantificando seus valores nutricionais e
compostos bioativos, fornecendo informagdes cientificas para
melhor monitoramento e desenvolvimento de técnicas para
minimizar perdas pés-colheita

MATERIAL E METODOS
Foram estudadas cebolas (Allium cepa L.) “amarela” e

‘roxa” obtidas do mercado local no municipio de Pombal
(PB), (Figura 1).

Figura 1. Bulbos das cebolas (Allium cepa L.) provenientes
do comércio local do municipio de Pombal, Paraiba
d ™ , )

Fonte: Autor (2017)

As cebolas foram manuseadas cuidadosamente em
bandejas plasticas, previamente higienizadas e identificadas.
A selecdo foi feita quanto a uniformidade de cor (amarela e
roxa) e quanto aos danos fisicos, ataque de insetos e
incidéncia de doencas, evitando-se bulbos deteriorados. Em
seguida, os bulbos foram conduzidos até o Laboratorio de
Bioguimica, Quimica e Analise de Alimentos do Centro de
Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar da UFCG, Campus
Pombal. No laboratério, as cebolas foram novamente
selecionadas quanto a cor, tamanho e sanidade para manter a
uniformidade experimental e, resfriadas dentro de uma
bandeja contendo agua gelada para remover o calor de campo
e reduzir o seu metabolismo. Apds o resfriamento, as
mesmas, foram lavadas e removidos as folhas desidratadas
manualmente, com o auxilio de ldminas afiadas.

Foram utilizadas 24 cebolas para cada variedade, sendo
quatro por repeticdo, obtendo seis repeticbes de cada
variedade, para a obtencdo do extrato vegetal a partir dos
bulbos, foi necessario o auxilio de um processador de
Alimentos e peneira, extraindo em média 200 ml de cada
quatro cebolas, sendo o extrato dividido em seis repetices
em potes plastico de polipropileno de 250ml.

A avaliacdo da qualidade dos bulbos foi definida pelas
caracteristicas de Solidos Soltveis; lons H*; Acidez Titulavel;
Vitamina C; Flavonoides e Antocianinas; Agucares sollveis
totais; Acucares Redutores e atividade enzimatica

Revista Verde, v.13, n.1, p.27-32, 2018



Atividade de polifenoloxidase em cebola amarela e roxa

Sélidos Soluveis

Os solidos soltveis (SS) foram determinados por meio
de refratdbmetro digital, com compensacdo automatica de
temperatura, filtrando a amostra utilizando uma 1a de algodao,
extraindo assim o liquido necesséario e nitido para leitura em
refratbmetro digital com compensacdo automatica de
temperatura e expresso em porcentagem (1AL, 2008).

fons H*

Determinado no suco de acordo com o nimero de
repeticdes, utilizando-se um potencidmetro digital de
bancada. Os resultados foram convertidos em puM de jons H,
a partir da expressdo matematica: pH = -log[H].

Acidez Titulavel

Para acidez titulavel (AT) foi pesado 1 g do extrato
vegetal, e adicionado 50 mL de agua destilada e 3 gotas de
fenolftaleina a 1%. A solugéo contendo a amostra foi titulada
com NaOH 0,1 mol.L?, até atingir o ponto de viragem do
indicador fenolftaleina. A acidez titulavel foi expressa como
porcentagem de cido pirdvico presente na cebola equivalente
a quantidade de NaOH 0,1 mol.L™ gasto na titulacdo (IAL,
2008).

Vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado conforme método
(365/1V) descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), em um
erlenmeyer utilizou-se a pesagem de 3g de extrato, em
triplicata, a qual foi adicionado 47 mL de &cido oxalico 0,5%,
em seguida, procedeu-se a titulagdo com solucdo de DFI (2,6
diclorofenol-indofenol, 0,02%, titulo = 84,74 ug) até o ponto
de viragem, com coloracdo résea, por pelo menos 30
segundos de manutencédo da cor.

Flavonoides e Antocianinas

Os flavonoides (FLA) e as antocianinas (ANT) foram
determinados segundo o método Francis (1982), onde foi
macerado 0,6 g da amostra em almofariz juntamente com 10
mL de Etanol-HCI (85:15 v/v), logo apds, o macerado em
tubo ficou em repouso por 24 horas sob refrigeragdo, apos
esse periodo filtrou-se a mistura dos tubos em algoddo e
completando-se o volume para 10 mL. A seguir foram feitas
as leituras das amostras em espectrofotdmetro (Spectrum SP-
1105) a 374 nm para flavondides e 535 para antocianinas.

Acucares sollveis totais

Os acgucares soliveis (AST) foram estimados como
descrito por Yemm e Willis (1954) com adaptacfes. Foi
pesado 0,5 g do extrato e macerado em 3 mL de agua
destilada e completado o volume para 50 mL; posteriormente
o extrato foi filtrado em papel filtro e retirado uma aliquota de
300 pL do extrato diluido mais 700 puL de agua destilada e
2000 pL de Antrona, foram utilizados para reacdo em agua
fervente, por 10 minutos, seguido de resfriamento, em &gua
com gelo, até temperatura ambiente. As leituras de AST
foram realizadas a 620 nm, em spectrum SP-1105.

Acucares Redutores

Para determinacdo dos acgucares redutores (AR) foi
utilizado o método calorimétrico do 4cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), descrito segundo Miller (1959), utilizando 150 pL de
amostra (conforme extragdo para AST) acrescido de 1350 pL

de &gua destilada e 1000 puL de DNS; a reacdo ocorreu em
banho-maria a 100 °C por 5 minutos, seguido de resfriamento
em agua e gelo, até temperatura ambiente. As leituras de AR
foram realizadas a 540 nm, em spectrum SP-1105.

Determinacédo da atividade enzimatica

Polifenoloxidase, PPO (E.C. 1.10.3.1)

A extracdo para a determinacédo da atividade enzimatica
foi realizada como descrito por Wissemann e Lee (1980);
Aydin e Kadioglu (2001), adaptado por Costa (2009). A
reagdo ocorreu em banho-maria a 30 °C por 15 minutos, as
leituras monitoradas a 475 nm e os resultados expressos
conforme Costa (2009).

Extracéo

A obtencédo do extrato para a determinacdo da atividade
enzimatica foi realizada a partir de 2 g de cebola, macerados
em almofariz com 6 mL de solucdo tampdo acetato
(CH3;COONa + Triton X-144 + EDTA + MgCl, com ajuste de
pH 5,5. Logo ap6s o homogenate foi vertido para um tubo de
centrifuga auxiliado por um bastéo de vidro. Apds essa etapa
a suspensdo foi mantida em repouso por 10 minutos a 4 °C,
sendo posteriormente filtrada em quatro camadas de gases em
outro tubo de centrifuga com um auxilio de uma seringa de 10
mL e mantida em repouso novamente por 20 minutos a 4 °C e
centrifugada a 3500rpm por 60 minutos a 4 °C. Apo6s
centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e medido seu
volume com uma proveta de 10 mL e, o sobrenadante
coletado foi utilizado para medir a atividade da PPO.

Dosagem e determinagéo

Para a dosagem e determinacdo da enzima PPO foi
preparado um banho-maria de &4gua a 30 °C para incubagdo
(afim de atingir a temperatura de equilibrio da reacdo), no
tubo de ensaio foi transferido 1.180 pL de tampdo fosfato de
s6dio 200 mM, pH 6,5 + 300 uL de catecol 200 mM e
deixado em repouso por aproximadamente 2 minutos, depois
foi adicionado 20 pL do extrato enzimatico, sendo agitadas
levemente a amostra, e transferida pra uma cubeta de vidro
para a leitura em em spectrum SP-1105, onde foram efetuadas
leituras de absorbancia a 475 nm, a cada 30 segundos durante
um periodo de 15 minutos. Os resultados foram expressos
através da atividade pontual por tempo de incubagdo
determinando-se o tempo ideal para quantificar a atividade
enzimética expressa em UE g™ min™

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), com 2
tratamentos (cebola roxa e amarela) e 6 repeticbes. Para a
comparacdo entre as medias foi utilizado o teste Tukey a 5%
de probabilidade. Utilizou-se o software Assistat versdo 7.6
beta (SILVA; AZEVEDO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de solidos soluveis foram mais significativos
na cebola roxa, com um valor 10,50%, e a cebola amarela
obteve valor de 8,60 (Tabela 1). Estudos mostraram
resultados bem proximos aos encontrados neste trabalho,
Bandeira et al. (2013) estudando cinco cultivares de cebola
(IPA10, IPA 11, Alfa Sdo Francisco, Serena e Antares) sob
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quatro métodos de manejos de irrigacdo constataram valores
de sélidos solaveis variando entre 9,2 a 10,2%. Rodrigues et
al. (2015), avaliando o teor de sélidos solGveis em cebola
amarela da cultivar franciscana IPA11 em diferentes doses de
nitrogénio, encontrou resultados acima dos encontrados neste
estudo para cebola amarela, cerca de 9,87%. De acordo com

Chitarra e Chitarra (2005) os sélidos solUveis sdo constituidos
principalmente por aglcares, sendo varidaveis com a espécie,
cultivar, o estadio de maturacdo e o clima, com valores
médios entre 8 e 14%, que representam principalmente os
acucares solGveis presente nos alimentos, sendo muitas vezes
usados como uma medida indireta de acUcares.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e atividade enzimatica da polifenoloxidade (PPO) em cebolas amarela e roxa
adquiridas no mercado local do Sertdo Paraibano. Pombal, Paraiba.

Caracteristicas

Variedades SS fons H AT VITC FLA ANT AST AR PPO

% UM % mg.100g? mg.100g* mg.100g* @.100g" g.100g? UE.g".min™
Amarela 860b  473a 046a 10,65 a 20,17 b 0,31b 845a  15la 7,66 a
Roxa 1050a 485a 035a 12,08 a 31,71a 3,26 a 847a  154a 8,16 a
C.V (%) 2,34 3,79 13,32 14,03 13,39 8,01 10,30 3,45 12,16

C.V. = coeficiente de variacdo. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. SS: sélidos
solUveis, AT: acidez titulavel, VITC: vitamina C, FLA: flavonoides, ANT: antocianinas, AST: agucares sollveis totais, AR: agUcar redudor e PPO:

polifenoloxidase.

Em relagdo a concentracdo de fons H*, ndo houve
diferenca significativa entre as variedades de cebola,
conforme a tabela 1. A concentracio de fons H* esta
relacionada com o nivel de acidos organicos, assim como a
acidez. Portanto, devido a acidez desses compostos, quanto
maior o seu conteido, mais acido fica o meio e menor o pH
(RODAS; TORRE, 2002). Assim, essas caracteristicas
influenciam diretamente a vida util do produto pés-colheita
reduzindo os riscos de contamina¢do microbiana da matéria-
prima. Pereira, (2014) observou valores de ions H* na média
de 5,25 gendtipos de cebola IPA11, cultivados na regido sul
do estado do Tocantins nos anos entre 2012 e 2013,
resultados acima dos encontrados neste estudo.

Os valores de acidez titulavel foram semelhantes
estatisticamente entre as duas variedades de cebola, 0,46%
para cebola amarela 0,35% para cebola roxa (Tabela 1).
Albuguerque et al. (2013) também encontraram resultados de
acidez titulavel bem préximos de 0,31% trabalhando com
variedade red creole chata roxa, dados inferiores foram
encontrados Miguel e Durigan (2007) estudando a qualidade
dos bulbos de cebola ‘Superex’ armazenados sob refrigera-
¢do, encontraram valores que ndo ultrapassaram 0,17% ao
longo de 90 dias de armazenamento. A acidez € um
importante fator avaliado na qualidade de cebolas, uma vez
gue expressa em porcentagem de acido pirGvico, é utilizada
para medir o grau de pungéncia sabor e aroma (CHITARRA,
CHITARRA, 2005).

Os teores de vitamina C apresentaram pouca diferenca
entre os tipos de cebola, ndo havendo diferenca significativa
pelo teste de Tukey a (P<0,05). Os resultados encontrados
foram de 10,65 e 12,08 mg.100g™ de &cido ascérbico em
cebola amarela e roxa, respectivamente (Tabela 1), que foram
acima dos encontrados por Albuquerque et al. (2013) que
encontraram teores de vitamina C de 9,59 mg.100mL™ de
suco. Outros autores como Grangeiro et al. (2008) verificaram
valores superiores de vitamina C em cebolas, os valores
situaram-se na faixa de 22,70 a 46,81 mg/100mL de suco.

A vitamina C € uma caracteristica importante nos
produtos destinados ao consumo in natura, tornando-se um
dos componentes nutricionais mais importantes, além disso, é
utilizada como indice de qualidade (PINHEIRO et al., 2011).

Os valores médios de flavonoides apresentaram
diferenca significativa entre as variedades, sendo que a cebola
roxa obteve valores superiores de 31,71 mg.100™, e a cebola

amarela obteve resultados inferiores de 20,17 mg.100*
(Tabela 1).

Savi et al. (2017) analisando os flavonoides totais
presentes em algumas frutas e hortalicas convencionais e
organicas mais consumidas na regido Sul do Brasil, dentre
elas a cebola, encontram valores de 10 e 11,8 mg.100g™, na
cebola convencional e orgénica respectivamente, resultados
bem inferiores aos encontrados na presente pesquisa, 0 que
pode estar relacionado com os diferentes métodos de extracdo
deste composto fendlico.

Segundo Pereira e Cardoso (2012) os flavonoides sao
metabolitos secundarios de grande importancia nutricional.
As concentracOes de flavonoides e antocianinas variam nos
bulbos de cebolas conforme a cultivar, cor, tipo e com o0s
fatores extrinsecos e intrinsecos desse produto. H&4 também
variagdo na concentracdo de flavonoides com a posi¢do no
bulbo, variando da camada externa para interna (maior
concentragdo nas camadas mais externas) e ao longo do eixo
longitudinal do bulbo aumentando da base para o topo
(BONACCORSI et al., 2005).

Os teores de antocianinas foram mais elevados na cebola
roxa em relacdo a amarela, com um valor de 3,26 mg.100™.
Esse fato é explicado em consequéncia das antocianinas
estarem mais comumente presentes em cebolas roxas ou
vermelhas, os teores de antocianinas podem ser de 0,11% a
0,22% do peso seco (BREWSTER, 2008). Este conteldo
difere com a variedade, sendo que as cebolas amarelas,
vermelhas e roxas contém mais quercetina, enquanto nas
brancas este valor é muito baixo (PATIL; PIKE; YOO, 1995).

Os valores de acucares sollveis e redutores nas cebolas
amarela e roxa foram semelhantes (Tabela 1). Antunes et al.
(2014) observaram em cebolas cv. Baia Periforme valores de
acucares soltveis em torno de 9,35 g.100 em rodela e 8,28
0.100™" em cebola picada ap6s dois dias de conservagdo. Estes
resultados se aproximam dos teores de agucares sollveis
encontrados neste estudo na cebola inteira roxa e amarela
com valores de 8,47 e 8,45 g.100™ de agucares sollveis.
Resultados inferiores foram determinados por Shiinemann
(2006) ao verificar a adaptacdo de varios genotipos as
condicBes de cultivo de Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
possivelmente pelo corte provocado nas cebolas resultando
em uma reducdo nos teores de agucares sollveis. A presenga
de acUcares redutores (frutose e glicose) na cebola pode afetar
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a qualidade dos produtos processados, notadamente a
coloracdo (KAHANE et al., 2001).

De acordo com os resultados obtidos em relacdo a
atividade enzimatica, obtida através da atividade pontual por
tempo de incubacdo determinou-se o tempo ideal para
quantificar a atividade enzimatica expressa em UE g™ min™,
onde estatisticamente que ndo ocorreu diferenga significativa
entre as variedades, como mostra a tabela 1. Comparando
estes resultados com os encontrados por Recart (2008), em
que ndo foi detectada atividade da polifenoloxidase nas
cebolas coletadas, reforcando a ideia que a atividade desta
enzima € relativamente pequena em relacdo a outras
hortalicas, como mostra os resultados encontrados por
Carnelossi  (2005), trabalhando com folhas de couve
minimamente processadas sob armazenamento, onde foram
encontrados uma atividade relativamente maior com valores
100 e 300 min*mL*g*MF, ao decorrer de 15 dias de
armazenamento. Logo, a existéncia e quantificacdo desta
atividade é de fundamental importancia para inddstria
alimenticia, pois a acdo oxidativa da polifenoloxidase (PPO),
afeta negativamente as frutas e hortalicas inteira e
minimamente processadas, tanto porque pode levar a
alteracfes negativas no valor nutricional, como também por
causar mudanca indesejavel de cor e consequentemente a
percas durante a produgéo (SILVA, 2009).

CONCLUSOES

A atividade enzimdtica foi similar em ambas as
variedades de cebola.

A enzima PPO apresentou atividade em ambas as
variedades de cebola, sendo um fator contribuinte para a
deterioracdo dos bulbos.

A cebola roxa obtive resultados mais significativos nos
aspectos  quimicos, bioquimicos e fisico-quimicos,
principalmente no contetdo de sélidos sollveis, flavonoides e
antocianinas.
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