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Palavras — chave: enzima, atividade, extracacemrtu

As peroxidases (E.C 1.11.1) sdo predominantemesmte lproteinas pertencentes a classe
das oxirredutases que catalisam a transferénciel&ens de um substrato para outro, onde
utilizam o peroxido de hidrogénio £8,) ou hidroperoxidos organicos como substrato para
oxidar uma variedade de substratos organicos ganaos. S&o enzimas sollveis em agua e, por
isso, sdo facilmente extraidas homogeneizando te fda enzima com &agua e filtrando o
homogeneizado. O filtrado obtido é uma fonte deneazle baixa pureza que pode ser utilizado
diretamente ou pode ser tratado para remover gadempurezas antes da sua utilizacdo. As
peroxidases sdo encontradas em diversas espédaiemdwegetal e a mais importante, do ponto
de vista comercial, € a enzima isolada da raizf@tmoracia rusticana) também conhecida
como raiz forte na forma purificada (Horseradishogpelase - HPR). A raiz forte € geralmente
cultivada e colhida em paises de clima frio e @xyidase tem em média, atividade em torno de
83,0 U/mg. O objetivo do presente estudo foi aagéo da enzima peroxidase de folhas jovens e
adultas dd-icus auriculata Lour, espécie do género Ficus e que ndo possidasem relacéo a
extracdo de peroxidase, e a definicdo da metodoldgideterminacdo da atividade enzimatica
com base em diferentes literaturas. A coleta diasdgovens e adultas de Ficus foi realizada em
Pinhalzinho — SC e para obtenc¢éo do extrato enmionbtuto, as folhas foram higienizadas com
agua destilada, secas com papel absorvente adid@sicom solu¢do tampéo fosfato de sédio 0,1
M (pH 6,0), em separado, para folhas jovens dalasdi©s extratos das folhas foram filtrados e
centrifugados a 12.200 rpm, visando uma pré-pagfio. Cada uma dessas etapas foi realizada
mantendo- se as amostras em banho de gelo. Paetelamihacdo da atividade da enzima
misturou-se adi¢do de 2,8 mL dg00,1 % em solucdo tampéo de acetato de sédio QEHM
5,6), 0,4 mL do extrato apds a centrifugacdo en®.8de solucdo aquosa de guaiacol 0,5 %
(substrato da reacdo), sendo as misturas submatittatamento térmico. Testaram-se trés
diferentes metodologias para a mistura dos reagiehte levando ao banho, a 30°C, aliquotas
contendo o peréxido de hidrogénio e o extrato eatiom e adicionando-se a solugédo de guaiacol
posteriormente; Il - levando ao banho, a 30°C,ualigs contendo o extrato enzimatico para
posterior adicdo dos outros reagentes, e lll -nideaao banho, a 30°C, aliquotas contengO,H
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0 extrato enzimatico e a solucdo de guaiacol. Rostente foi realizada a leitura da
absorbancia, em espectrofotbmetro, a 420 nm, athotse os valores de (1 minuto) e 4 (5
minutos depois) que, posteriormente foram subtgaioloendo-se somente um valor para a
absorbancia em cada réplica. A atividade de peageidoi expressa em U/mL (atividade capaz
de alterar 0,001 de absorbancia a 470 nm). Utismagua destilada para a calibracdo do
equipamento. Para o branco de reacéo foi utiliza8anL de tampé&o acetato de sodio 0,1 M, 2,8
mL de solucéo de guaiacol 0,5 % e 0,4 mL de extragmatico (tanto da folha jovem quanto da
adulta), realizando-se a leitura em espectrofot@met 420 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicata. Na Tabela 1 estdo osltezkas de atividade enzimatica para as
metodologias I, Il e lll. Os resultados de atividahzimatica entre as amostras, verifica-se que
houve diferenca estatistica (p<0,05) apenas paativielade da peroxidase da folha jovem e
adulta da Metodologia Il. Entre as metodologiasatiss, verifica-se, tanto para a folha jovem
como para a folha adulta, que houve diferencaisstat (p<0,05) entre as trés metodologias.
Portanto, a forma como é conduzido o experimentte pafluenciar no resultado da atividade da
enzima. O ciclo catalitico realizado pelas perosgdaocorre em 3 etapas, sendo: 1) peroxidase +
H,O, =» composto | + HO; 2) composto | + RH» composto Il + R* e 3) composto Il +R#»
peroxidase + R* + pD. Para a metodologia |, onde o peréxido de hidrog@& o extrato
enzimatico foram levados ao tratamento térmicareente apos este foi adicionado o substrato
(guaiacol), pode ter ocorrido uma degradacao doxp pela acdo da temperatura, e havendo
esta degradacao a conversao na etapa 1 da reat@isgroafetada. Para a metodologia Il, Il —
onde foi levado ao banho a mistura de todos oendag (HO,, 0 extrato enziméatico e a solucéo
de guaiacol), o valor de atividade enzimatica abfioi superior ao da metodologia I, porém,
ainda inferior ao da metodologia Il (tratamentorti€o apenas do extrato enzimatico e posterior
adicdo dos outros reagentes). Para a metodolo¢ggen®ém pode ter havido uma degradacao do
peréxido de hidrogénio até que fosse atingida gpéeatura de 30°C (temperatura 6tima da
enzima), afetando assim no valor de atividade. Raregetodologia 2, cujos valores de atividade
da peroxidase foram os maiores, 0 que indica quexmosicdo do extrato enzimético a
temperatura de 30°C ativa a enzima, e assim gqueoaddos os demais reagentes, todas as
etapas da reacao ocorrem de forma mais rapidapnaeds® uma maior atividade da peroxidase.
A atividade de uma enzima esta relacionada cormaetsdo de substrato ou de produtos por um
determinado tempo (geralmente 1 minuto). Portaatojetodologia 2 caracterizou-se como a
mais promissora para ser utilizada na sequengi@siguisa.

Tabela 1 — Resultados de atividade da peroxidaselL(lLbara as metodologias |, 1l e Ill, dos
extratos das folhas jovens e adultag-oeis auriculata Lour.

Amostras Atividade da peroxidase (U/mL)
Metodologia | Metodologia Il Metodologia Ill
Folha Jovem 2,33 58,07% 12,432
Folha Adulta 2,372 25,30 10,408

Médias seguidas de letras diferentes, na colufexedi em nivel de 95% de pelo teste de Tukey,
comparando-se uma mesma metodologia. Médias segiidietras diferentes, na linha, diferem
em nivel de 95% de pelo teste de Tukey, comparaadona mesma amostra.
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