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RESUMO - A peroxidase (POD) é encontrada em tecidos de vegetais e catalisa a oxidacdo pelo peréxido de
hidrogénio. Pode ser encontrada em péssego, rabanete, abobrinha, nabo, etc. A atividade enziméatica da POD
pode ser avaliada por espectrofotometria pela formagéo do produto colorido, o tetraguaiacol. Neste trabalho foi
estabelecido um método de extracdo de peroxidase utilizando como fonte o rabanate (Raphanus sativus), visando
aplica-la para avaliagdo de atividade antioxidante. A enzima POD foi extraida da polpa de rabanetes a partir de
um planejamento experimental, variando o tempo de extracdo e o pH do tampdo fosfato 20 mM (extrator). A
medida da atividade enzimética dos extratos foi realizada a 30°C em tampao fostato 0,2 M pH 6,5 utilizando o
guaiacol 1% como substrato em presenca de perdxido de hidrogénio 0,08%. A determinacdo de proteinas foi
realizada pelo método de Lowry. A maior atividade enziméatica foi de 3,81 Uabs/mg proteina.min,
correspondendo ao ensaio com tampéo fosfato pH 5,5 e tempo de extracdo de 3 minutos. O pH ndo afeta de

forma significativa a atividade da enzima, ficando demonstrado que a variavel mais importante para extragdo de

peroxidase de rabanete é o tempo de contato entre fonte e solucéo extratora.
Palavras-chave: enzima, pH, tempo de extragéo.

1 INTRODUCAO

A peroxidase (POD) é encontrada em tecidos de vegetais e esta localizada nas células na forma
parcialmente soldvel no citoplasma e parcialmente insollvel quando ligada covalentemente e ionicamente a
parede das células (TORALLES et al., 1981). Entre suas funcles esta a de proteger as células contra os efeitos
toxicos de diversos perdxidos formados no metabolismo (FREITAS et al., 2008), catalisando, principalmente, a
oxidacdo pelo peréxido de hidrogénio de alguns substratos como mono e difendis, polifendis, aminofendis, entre
outros. Esta enzima termoestavel, cuja atividade pode ser regenerada apés tratamento térmico, esta presente em

péssego, tomate, soja, rabanete, abobrinha, nabo, aspargo entre outros (CAMPA et al., 1991). Em vista desta
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estabilidade e tipo de agdo pode ser Util para avaliar o mecanismo de antioxidante de compostos proveniente de
fontes naturais.

A determinacdo da atividade enzimatica da POD pode ser avaliada por espectrofotometria, e esta
baseada no desenvolvimento da cor em presenca do substrato: guaiacol- agua oxigenada. O complexo
peroxidase-peroxido formado oxida o guaiacol (incolor), transformando-o em um produto final colorido o
tetraguaiacol (OLIVEIRA et al., 2008).

Neste trabalho foi estabelecido um método de extracdo de peroxidase utilizando como fonte o rabanate
(Raphanus sativus), visando aplica-la em ensaios de avaliagdo de atividade antioxidante em produtos naturais,

pois propicia a identificacdo do mecanismo de ag&o deles.

2 MATERIAL E METODOS

Os rabanetes foram adquiridos no comércio local da cidade de Rio Grande-RS, mantidos em sacos
plasticos sob refrigeracdo (+4°C) até o momento da extragdo da enzimatica.

2.1 Preparo do extrato enzimaético

A enzima POD foi extraida da polpa de rabanetes segundo Oliveira et al. (2007), com modificacdes. Foi
elaborado um planejamento experimental, no qual variamos a extracdo com tampéo fosfato 20mM em pH 5,5;
6,0; 6,5, com relagcdo massa/solvente de 1.5, sob agitacdo em blender por 1, 2 e 3 minutos. O homogeneizado foi
centrifugado e filtrado. O extrato bruto (sobrenadante) foi mantido a aproximadamente 4°C, para posterior
utilizagdo como fonte enzimatica.

2.2 Avaliacao da atividade enzimatica

A medida da atividade enzimatica dos extratos foi realizada a 30°C em pH 6,5 utilizando o guaiacol 1%
como substrato em presencga de peroxido de hidrogénio 0,08%. Também foram adicionados a reacdo: tampéo
fosfato 0,2M, &gua destilada e por fim, o extrato enzimatico bruto. A atividade foi calculada a partir das
absorvancias medida a 470nm em 15 minutos de reacdo. A determinagéo de proteinas foi realizada pelo metodo
de Lowry, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. A leitura foi realizada em espectrofotémetro em comprimento
de onda de 660nm (LOWRY et al., 1951). O conteudo de proteinas foi determinado utilizando a equaco da reta
obtida através de uma curva padrao de albumina.

A atividade enzimatica foi definida como Uabs/mg de proteina.min (OLIVEIRA et al., 2007). Sendo,
uma unidade de atividade (Uabs/ mg de proteina) definida como a quantidade de enzima que causa 0 aumento de

0,001 unidades de absorbancia por minuto.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento experimental tem como objetivo reduzir o ndmero de experimentos a serem
realizados, sem prejuizo da confiabilidade dos resultados. Os resultados obtidos no planejamento experimental,
tratados através de Analise de Variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey (p<0,05), com auxilio do

software Statistic 7.0 (Tabela 1) mostram os efeitos das variaveis nas atividades oxidativas dos extratos obtidos.

Tabela 1. Efeito das variaveis combinadas na atividade dos extratos enzimaticos.

Ensaios Uabs/mg proteina.min (*CV%)
1 (pH 6,5+3min) 3,487 (7,81)
2 (pH 6,5+1min) 1,97° (9,46)
3 (pH 5,5+3min) 3,81%(9,19)
4 (pH 5,5+1min) 2,86" (5,84)
Ponto central (pH 6,0+2min) 2,85° (4,20)

*Coeficiente de Variacéo;

**|_etras iguais na coluna ndo diferem estaticamente (p<0,05).

As melhores atividades especificas nos extratos foram verificadas naqueles obtidos com maior tempo de
extracdo, ou seja, 3 minutos. Sendo este resultado previsto na literatura, pois esta enzima encontra-se no
citoplasma das células requerendo rompimento da parede e membrana para ser liberada ao meio extrator
(TORALLES et al., 1981).

O pH é um pardmetro importante para a atividade enzimética, Maciel, Gouvéa e Pastore (2007)
avaliaram alguns fatores que influenciam a atividade da peroxidase extraida de folhas de C. langsdorffii e
observaram que a peroxidase semi-purificada apresentou atividade 6tima em pH entre 4,0 e 7,0. No entanto,
neste trabalho ndo houve efeito significativo dele na atividade dos extratos. Isto demonstra que a extracdo desta
matriz é mais depende do tempo de extracdo do que o pH, sendo o método robusto para variacdo do pH do
tampdo fostato. A Figura 1 apresenta a curva de contorno do modelo preditivo e significativo oriundo

planejamento experimental.
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Figura 1. Curva de contorno para extracdo de peroxidase de rabanete na atividade enzimatica.

A maior atividade enzimatica foi de 3,81 Uabs/mg proteina.min, correspondendo ao ensaio 3, com
tampao fosfato pH 5,5 e tempo de extracdo de 3 minutos. Diante desses resultados definimos esse ensaio como o
melhor procedimento para extracdo da peroxidase. Além disso, a utilizagdo de tampdo pH 5,5 apresenta
vantagem sobre os demais tamp®es utilizados no planejamento, em vista que, quanto menor o pH menor a
possibilidade de contaminacdo por alguns micro-organismos durante a aplicacdo da enzima em intervalos
prolongados.

4 CONCLUSAO
O tempo de extracdo é a varidvel mais importante para extracdo de peroxidase de rabanete.
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