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RESUMO - As peroxidases sdo enzimas com ampla aplicacdo tecnoldgica e em processos
industriais. O objetivo deste trabalho foi padronizar a extracdo de peroxidases da semente do
buriti, Mauritia flexuosa e verificar a estabilidade destas enzimas. O extrato total (ET) foi obtido
em diferentes condicOes visando otimizacdo da recuperacéo das peroxidases. Dois ensaios de
estabilidade das peroxidases foram realizados: (a) ET esterilizado e incubado a 30°C por 24 - 96
h; (b) ET submetido a diferentes temperaturas (40°C - 80°C) por 3 horas. Entre as condi¢fes
testadas, as peroxidases foram melhor extraidas quando utilizado tamp&o borato pH 9,0 com 0,1
M de NaCl; (relagcdo 1:10 (m/v), apresentando 4,66 mgP de proteina total sollvel e atividade
peroxidasica 2,43 UA/mgP. A analise por SDS-PAGE evidenciou a presenca de cinco bandas de
proteinas. A atividade peroxidasica 6tima foi a 40°C e se manteve estavel por 96 h a 30°C.
Conclui-se que as sementes de M. flexuosa possuem peroxidases estaveis com potencial para
exploragdo em processos industriais.

Palavras-chave: peroxidases das plantas, Mauritia flexuosa L., estabilidade térmica.

1. INTRODUCAO

Peroxidases (EC 1.11.1.7) s@o enzimas classificadas como oxirredutases que podem ser
usadas na reducdo do perdxido de hidrogénio enquanto oxida um segundo substrato. Estas
enzimas tém sido usadas extensivamente como um componente importante de reagentes para
diagnosticos clinicos e em varios experimentos laboratoriais (LAVERY et al, 2010). Peroxidases
ainda apresentam importancia industrial sendo usadas para construcdo de biosensores, tratamento
de rejeitos industriais contendo compostos fenolicos (remocdo de fenois), descoloracdo de
rejeitos e, ainda, remocdo de peroxido de alimentos e efluentes industriais (MOHSINA &
REHMAN, 2009). Para aplicacdo em escala industrial é necessario que essas enzimas apresentem
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estabilidade térmica em processos que exigem trocas de calor, liberacdo de energia e também
propriedades que viabilizem seu transporte e armazenamento.

Diferentes organismos possuem peroxidases e as plantas sdo fontes potenciais de
obtencdo destas enzimas. O buriti (Mauritia flexuosa L.) (Fig.1) é uma espécie de palmeira de
origem amazoénica geralmente encontrada na regido Norte, porém ocorre com frequéncia nos
estados do Maranh&o, Piaui, Ceard, Minas Gerais, Mato Grosso e Distrito Federal. Dos seus
frutos sdo processadas as polpas para obtencdo de 0leos e sucos, sendo as sementes um residuo
desta producdo (BARRETO & JARDINI, 2013).

A producdo da agroindustria, ao mesmo tempo em que proporciona beneficios, gera uma
grande quantidade de residuos que, se ndo tratados de forma adequada, trazem maleficios a
sociedade e ao meio ambiente. A utilizacdo destes subprodutos diminui os custos de producéo,
aumenta o aproveitamento total do alimento e reduz o impacto ambiental. Esses subprodutos
muitas vezes sao fontes de compostos bioativos (RODRIGUES, 2010).

Né&o existem relatos sobre estudos de enzimas nas sementes desta planta, motivo pelo qual
0 objetivo deste trabalho foi identificar a presenca de peroxidases em extrato de sementes de M.
flexuosa, assim como verificar a estabilidade desta enzima em diferentes condi¢fes de
temperatura.

Figura 1 - Frutos do Buriti (Mauritia flexuosa L.)

2. MATERIAIS E METODOS

Os frutos do buriti foram obtidos em uma propriedade particular localizada no municipio de
Chapadinha ao leste do Maranhdo e coletados aleatoriamente. Inicialmente as sementes foram
trituradas em moinho de café até o estagio de farinha, delipidadas com hexano e mantidas sobre
refrigeracdo a -20 °C até 0 momento dos ensaios.

Para avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de NaCl (0 a 181 mM) e de tempos de
extracdo (18 a 102 min) na atividade da peroxidase, empregou-se um Delineamento com
Composto Central e Rotacional (DCCR), totalizando 11 experimentos. Para analise estatistica
dos resultados utilizou-se anélise de variancia (ANOVA), com o auxilio do software Statistica
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10.0. Para obtencdo da melhor condicdo de extracao, também se avaliou a influéncia de diferentes
tampOes (acetato, fosfato e borato) e da presenca de PVPP (Polivinilpolipirrolidona) 1%. Os
extratos foram centrifugados a 15.000 x g por 30 min, e 0s sobrenadantes novamente
centrifugados nas mesmas condi¢fes. O sobrenadante obtido foi chamado de extrato total (ET) e
utilizado para os ensaios. A concentracdo de proteinas totais solGveis dos ET oi determinada
segundo a metodologia descrita por Bradford (1976) e expressos em miligramas de proteina

(mgP).

A atividade da peroxidase foi estimada pela tetramerizacdo do guaiacol, segundo
metodologia descrita por URBANEK et al. (1990), com modificacdes. O meio de reacao
composto de tampdo acetato de sdédio 50 mM (pH 5,2), guaiacol (20 mM), de agua oxigenada 10
mM. A reacdo iniciada com a adicdo de 200 pL de extrato a 2 mL da solu¢do de guaiacol.
Durante trés minutos, a reagdo acompanhada em espectrofotdmetro a 470 nm (e = 26,6 mMtcm-
1Y com um branco contendo igual volume de reacgdo livre de extrato enzimatico. A atividade
guaiacol-peroxidase foi expressa em pmol min™ mg* de proteina.

O perfil proteico das sementes de M. flexuosa, foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12% pelo método de LAEMMILI (1970) e as proteinas reveladas pelo
método do nitrato de prata (BLUM et al, 1987)

Para avaliar a estabilidade térmica das peroxidases das sementes de M. flexuosa, o ET foi
esterilizado em camera de fluxo laminar por filtracdo (membrana de 22 um). Em seguida, 0 ET
foi incubado a uma temperatura de 30°C por 24-96. Em outro experimento de estabilidade, 0 ET
foi incubado por 3 horas em temperaturas que variavam de 45°C - 80°C. Ap6s ambos 0s
procedimentos, a atividade peroxidasica de cada amostra foi calculada e comparada aos da
amostra que ndo recebeu tratamento térmico (controle). Todos os experimentos foram realizados
em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos ensaios de atividade peroxidasica realizados durante o estudo, verificou-se que
as melhores condi¢des de extracdo para obtencdo das peroxidases da semente de M. flexuosa
foram: extracdo com tampao borato pH 9,0 sem PVPP, contendo 100 mM de NaCl, na propor¢éo
de 1:10, por 1 hora (Tab 1; Fig 2). O ET obtido nestas condi¢bes apresentou 4,66 mgP de
proteinas totais solUveis e atividade enzimatica especifica de 2,43 (UA/mgP). Observou-se por
eletroforese do extrato das sementes de M. flexuosa, apenas 5 bandas de proteinas como mostra a
Figura 3.
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Tabela 1 - Padronizacdo da M. flexuosa L. com suas respectivas atividades peroxidasicas

Amostras Atividade Peroxidasica
(UA/mgP)
Propor¢des (m/v)
1:05 1,99
1:10 3,01*
1:15 1,97
pH
3,0 1,73
4,0 2,60
5,0 1,88
7,0 2,10
9,0 3,01*
11,0 2,44
PVPP (extracdo em pH 9, 1:10)
Sem PVPP 3,01
Com PVPP 1% 2,63

*Apresentaram maior atividade enzimatica para seguinte padronizagdo com ou sem PVPP.

A partir dos ensaios de atividade peroxidasica realizados durante o estudo, verificou-se
que as melhores condicdes de extracdo para obtencdo das peroxidases da semente de M. flexuosa
foram: extracdo com tampao borato pH 9,0 sem PVPP, contendo 100 mM de NaCl, na proporc¢éo
de 1:10, por 1 hora (Tab 1; Fig 2). O ET obtido nestas condi¢bes apresentou 4,66 mgP de
proteinas totais sollveis e atividade enzimatica especifica de 2,43 (UA/mgP). Os resultados do
planejamento experimental indicaram que a influéncia da concentracdo de NaCl (C) e do tempo
de extracdo (t) na atividade da peroxidase (A) foram melhor relacionadas por um modelo
quadratico com interacdo, como na Equacédo 1, que, a um nivel de confianca de 95%, explicou
71,67% da variacao dos resultados obtidos. Observou-se por eletroforese do extrato das sementes
de M. flexuosa, apenas 5 bandas de proteinas como mostra a Figura 3.

A (A/mg) = 1,0242 + 0,0079C - 0,00005C? + 0,0388t - 0,00033t? - 0,00004C.t 1)
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Figura 2 - Superficie de Resposta para Atividade da Peroxidase (UA/mgP) em funcéo da
Concentragdo (mMol) e tempo (min)

PROMOGAO

Ul¢  Aeeqresie

ANGS ——

REALIZAGAO ORGANIZAGAO

Departamento do Engenharia Quimica

-] -
@8 UNIVERSIDADE W ONE
i€} FEDERAL po CEARA €
e



XXI Congresso Brasileiro Q%Qm» ENBEQ

8 de Engenharia Quimica | 2016

Fortaleza/CE Encontro Brasileiro sobre o
Q 25 a 29 de setembro Ensinc de Engenharia Quimica
R F_c_»r_ta.leza/CE
M ET

4

—m—

Figura 3 - Perfil proteico das sementes de M. flexuosa L. em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
12%). M= marcador molecular (97; 66; 45; 30; 20; 14 kDa); ET= extrato total das proteinas
obtidas a partir da extracdo das sementes de Mauritia flexuosa.

O tratamento térmico realizado no periodo de 24- 96 horas mostrou que a peroxidase
presente na semente do buriti é estavel, mantendo-se constante durante todo periodo avaliado, a
30°C conforme observado na Figura 4. N&o ha diferenca significativa entre os pontos avaliados,
apenas numérica. Observou-se ainda, que a enzima apresentou atividade peroxidasica 6tima a 40
°C (3,1 UA/mgP) mantendo-se inalterada até 55 °C, 3,1 UA/mgP e ainda apresentando atividade
residual a 65 °C conforme mostra a Figura 5. A estabilidade térmica das peroxidases estudadas
indica um ponto favoravel no desenvolvimento de produtos, levando-se em conta aspectos como
transporte e armazenamento.
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Figura 4 - Atividade peroxidasica ap6s incubacdo do Extrato Total (ET) & 30°C de 24 a 96 horas.
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Figura 5 - Atividade peroxidasica do Extrato Total (ET) apds incubacdo em diferentes
temperaturas (40°C- 80°C) por 3 horas.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que existem peroxidases nas sementes do buriti. Essas peroxidases sao melhor
obtidas com extracdo por 1 h, em tampéo pH 9,0 contendo 100 mM de NaCl; sem PVPP, na
proporcao de 1:10 (m/v). A atividade peroxidasica nos extratos manteve-se estavel a 30 °C por
todo periodo de andlise (24 - 96 h). A temperatura étima de atividade das peroxidases foi de
40°C, resistindo até 65°C. Estudos posteriores serdo conduzidos com o intuito de isolar e
caracterizar peroxidases da semente do buriti, além de investigar seu potencial biotecnoldgico.
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