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1. Introducgao

Enzimas s&o biomoléculas, em sua grande maioria proteinas, que
catalisam, com grande eficiéncia, as reagbes bioldgicas. Elas aceleram varias
reagcdes metabdlicas importantes para a vida sob condic¢ées fisiolégicas de pH,
temperatura, meio i6nico, etc.. As reagdes catalisadas por enzimas ha muito
tempo vém sendo usadas com diferentes propésitos como a determinagao de
atividades enzimaticas, inibidores entre outros [1].

Toda enzima possui um centro ativo, local onde se processam as
reagcbes com determinados substratos. Esse centro ativo €& geralmente
constituido de alguns residuos de aminoacidos da cadeia de proteina e um
grupo nao proteico, sendo responsavel pela atividade biolégica da enzima.
Algumas enzimas dependem somente da sua prépria estrutura proteica para
exercer sua atividade, estas sao denominadas apoenzimas, enquanto as
coenzimas necessitam também de um ou mais componentes nao proteicos
chamados de cofatores, que podem ser ions metalicos ou moléculas organicas.
Muitas enzimas dependem de ambos. Outras enzimas possuem um grupo
prostético que é similar ao cofator, mas esta firmemente ligado a apoenzima. O
complexo cataliticamente ativo enzima-cofator € denominado de haloenzima
[2].

Na classificacdo internacional sistematica, as enzimas sao divididas em
seis grupos de acordo com o tipo de reagao catalisada: oxidoredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases [3]. A peroxidase (POD) e
polifenoloxidase (PFO) pertencem ao grupo das oxidoredutases e tém sido
consideradas as principais enzimas responsaveis pela qualidade e deterioracéo
de muitos frutos e hortalicas, catalisando reacdes oxidativas e de
biodegradacao [4].

Essas enzimas podem ser aplicadas em analises de grande interesse

nas areas alimenticia, ambiental, biolégica, farmacéutica, industrial e também



utilizadas como matéria-prima para o desenvolvimento de biossensores. Um
biossensor transforma sinal biolégico em sinal elétrico, possibilitando a
determinagao da concentragao de uma substancia em uma amostra [5]. Vieira
e Fatibello-Filho [1] desenvolveram um procedimento em FIA para a
determinacdo de peréxido de hidrogénio em agua oxigenada de uso
farmacéutico e agua da piscina usando extrato bruto de abobrinha como fonte
da enzima peroxidase, obtendo bons resultados quanto a linearidade e ao
limite de deteccgao para perdxido de hidrogénio.

A utilizacdo de extratos vegetais apresenta vantagens com relagéo a
outras fontes naturais como animais, algas e fungos por ser mais simples seu
processo de obtencdo. As aplicagbes geralmente sao feitas utilizando enzimas
ja purificadas com custos altos, a variedade de vegetais, por tamanha
biodiversidade existente no Brasil, possibilita diversas op¢cdes para a pesquisa
no pais, fazendo com que os custos caiam a patamares minimos, um exemplo
€ a diferenga do pregco da peroxidase comercial e a extraida da abobrinha
(Cucurbita pepo). Cinco mil unidades de peroxidase comercial custam US$
148,80 sem incluir taxas de importacdo e impostos, ja um quilo de abobrinha
que custa entre 30 e 50 centavos de dolar (R$ 1,20 aproximadamente) geram

cerca de 1,4 x 10" unidades de enzimas [5].
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2. Objetivos:

Obter as enzimas peroxidase e polifenoloxidase em extratos de diversos
vegetais (repolho verde, repolho roxo, espinafre (folha) e espinafre (talo)) com
potencial para substituicdo da enzima comercial em catalise de reacdes de
compostos fendlicos.

3. Metodologia
3.1. Testes preliminares de presenga de peroxidase

Os vegetais repolho roxo, repolho verde, espinafre (folha), espinafre
(talo), banana (polpa), banana (casca), inhame e cenoura foram macerados e

colocados na presenca de guaiacol e peroxido de hidrogénio para identificar



qualitativamente a existéncia de peroxidase, através da mudanca de cor da
solugéo, caracteristica da reagao de formacgao do tetraguaiacol catalisada pela

enzima, o esquema da reagao é apresentado na figura 1.
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Figura 1 — Esquema da reagao de conversao do guaiacol em tetraguaiacol

(marrom).

3.2. Obtencao do extrato bruto

Lava-se o vegetal com agua ultra purificada (GEHAKA: Master all),
secar, descasca-se (se necessario) e pica-se 25 g do vegetal, liquidifica-se com
100 mL de solugdo tampao fosfato de sédio 0,1 mol.L”" pH 7,0 e 2,5 g de
agente protetor (polivinilpirrolidona). Filtra-se a solugdo resultante em
4 camadas de tecido organza e centrifuga-se em 3000 rpm durante 20 minutos,
caso necessario, repete-se o processo de centrifugagdo. Retira-se o
sobrenadante e mantenha-o refrigerado.

Os vegetais utilizados foram: espinafre, repolho verde e repolho roxo.

3.3. Determinacao da atividade enzimatica

Para a determinacdo da atividade enzimatica € necessario medir a
variagdo da absorbancia em 436 nm do tetraguaiacol formado na reacao
enzimatica da peroxidase (figura 1) [6]. Nesta etapa utiliza-se 2,8 mL de
solugdo tampdo fosfato de sodio 0,1 mol.L"' pH 7,0, 0,1 mL de extrato
enzimatico, 0,05 mL de solugéo de guaiacol 0,018 mol.L" e 0,05 mL de solugéo
de peroxido de hidrogénio 0,027 mol.L™".

Uma unidade de atividade enzimatica (unidade/mL) & definida como a
guantidade de enzima que causa o aumento de 0,001 unidades de absorbancia

por minuto [6]. Para o calculo da atividade enzimatica emprega-se a equagao:



U.mL" = AAsze/min x 4 x Vt x FD Equacao 1

exVs

Onde: U.mL™" = unidade de atividade da peroxidase por mL; A= absorbancia; e=
absortividade molar do tetraguaiacol nestas condi¢gdes=25.5; Vt= volume final
3.0 mL; Vs= volume da amostra 0.1 mL [7].

A leitura foi realizada por analise continua em espectrofotdmetro UV-VIS
(Hach: DR-5000).

4. Resultados e discussao

Todos os testes preliminares indicaram a presenca da enzima
peroxidase, como pode ser observado na figura 2, todas as solugdes
apresentaram escurecimento, indicativo de formacdo do tetraguaiacol
catalisado por peroxidase. O espinafre, tanto folha quanto talo, apresentou
mudanca de coloragao indicando a presenca da enzima, porém os testes nao

foram fotografados.

Figura 2 — Teste qualitativo para identificacdo de peroxidase em extratos
vegetais.

Foram preparados extratos enzimaticos de: espinafre (folha), espinafre
(talo), repolho roxo e repolho verde. Os resultados da atividade enzimatica dos
respectivos vegetais estao representados da tabela 1.

Vegetal Atividade Enzimatica (U/mL)
Espinafre (folha) 0,112
Espinafre (talo) 0,144
Repolho roxo 1,951
Repolho verde 2,500




Os testes para a identificacdo da enzima polifenoloxidase nao foram
efetuados devido ao atraso na entrega do reagente catecol utilizado na reagéo

de determinagao de andlise enzimatica para polifenoloxidase.

5. Conclusao

A presenca da peroxidase foi confirmada em todos os vegetais testados.
A analise quantitativa indicou maior atividade enzimatica no repolho verde, mas
a quantidade apresentada pelos demais aponta possibilidade da utilizagdo
desses vegetais em reagdes catalitica.

Em prosseguimento ao projeto serdo efetuadas analises quantitativas
dos vegetais: banana, inhame e cenoura ainda nao quantificados. Além disso,
devera ser realizada a quantificacdo da atividade enzimatica da polifeloxidase

nos vegetais utilizados neste projeto.
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