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RESUMO

A enzima peroxidase foi extraida da abobrinha (Cucurbita pepo) através de um método
rapido, de baixo custo e eficiente, em diferentes condi¢Bes: presenca e auséncia de agente protetor e a
diferentes pHs de solucdo tamp&o fosfato 0,1 mol.L™. O estudo de estabilidade mostrou que, nas
condicdes estudadas, sob armazenamento refrigerado a 4°C, a peroxidase extraida em tampao fosfato
0,1 mol.L™* pH 7,0 foi a que apresentou a melhor estabilidade ao longo de 70 dias, mantendo-se,
durante este periodo, com cerca de 80% de atividade residual. O comportamento do glifosato na
inibicdo enzimatica da peroxidase também foi avaliado pela técnica de espectrofotometria no UV/Vis,
onde a inibicdo ficou em torno de 40%. Devido a esse comportamento, a peroxidase extraida de
tecido vegetal tem potencial para ser utilizada como elemento de reconhecimento bioldgico em
nanobiossensores de cantilever para deteccéo de glifosato em aguas.
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INTRODUCAO

As peroxidases (EC 1.11.1.x) sdo enzimas oxirredutases que podem ser isoladas a
partir de tecidos vegetais (rabanete, abobrinha, batata doce, etc.) animais ou microrganismos
(Damodaran et al., 2008). O procedimento para sua extracdo de tecidos vegetais € facil, rapido
e de custo reduzido (Fatibello Filho e Vieira, 2002). Entre as espécies do género Cucurbita, a
Cucurbita pepo, de nome usual abobrinha, representa uma das mais importantes culturas
vegetais em todo 0 mundo em termos de consumo de alimentos (Vicente-Ddlera et al., 2014).
A abobrinha é um fruto ndo-climatérico colhido em um estagio imaturo (Carvajal et al.,
2015).

No caso do glifosato, herbicida mais consumido mundialmente (Dun et al., 2014), na
literatura sdo encontrados trabalhos que utilizam a enzima peroxidase como elemento de
reconhecimento bioldgico para sua detec¢do em nanobiossensores, onde esta € baseada no
efeito inibitorio da atividade enzimatica pelo pesticida (Oliveira, 2012). Desta forma, o
presente estudo tem como objetivo realizar a extragcdo da enzima peroxidase obtida por
Cucurbita pepo, avaliando sua estabilidade e interacdo com o herbicida glifosato, para
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posterior utilizacdo em nanobiossensores de cantilever na deteccdo do herbicida glifosato em
aguas.

MATERIAL E METODOS

As abobrinhas (Cucurbita pepo), tipo Itélia, utilizadas como fonte vegetal de
peroxidase, foram adquiridas em um supermercado de Erechim. A solucdo de glifosato 500
ug.L™ foi preparada a partir de uma solucéo de glifosato 50 mg.L™, em solucdo tampéo
fosfato 0,1 mol.L™ (pH 6,5), no momento da sua utilizacio. No experimento, foi utilizado o
herbicida comercial Rond Up WG, da MONSANTO.

Extracdo Enzimética

Os extratos vegetais contendo peroxidase foram obtidos segundo o método descrito
por Oliveira et al. (2012) e Fatibello-Filho e Vieira (2002) com modificagfes. Foram
realizados ensaios na presenca e auséncia de agente protetor (2,5g de polivinilpirrolidonas) a
diferentes pHs de solucdo tampéo fosfato 0,1 mol.L™ (7,0; 6,5 e 6,0).

A atividade da peroxidase foi determinada pela tecnica de espectrofotometria no
UV/Vis, baseada na reacdo entre o guaiacol e o H,O,, a qual é catalisada pela peroxidase,
formando como produto o tetraguaiacol, de coloracdo alaranjada (Zeraik et al., 2008). Mediu-
se a absorbancia em A=470 nm, imediatamente apds a mistura dos reagentes (2,7mL de
guaiacol 0,05M, 0,ImL de H,O, 0,01M e 0,2mL de extrato enzimatico) até um tempo
reacional de 2min (Fatibello-Filho e Vieira, 2002). Uma unidade de atividade (unidades.mL™)
é definida como a quantidade de enzima que causa 0 aumento de 0,001 unidades de
absorbancia por minuto, nas condigdes mencionadas, sendo calculada pela Equacdo 1
(Oliveira et al., 2012). A atividade foi avaliada de 5 em 5 dias, do dia inicial até o 302 dia, e
apos esse periodo foram feitas analises no 402 e no 702 dia, em funcdo de um tempo de
armazenamento maior.

Atividade enzimatica (Unidades/mL)= (AAbsorbdncia x 1000)/(Atx V) (Eq. 1)

Onde: AAbsorbancia = variacao de absorbancia; At = variacdo do tempo reacional, em
min (2 min); V = volume do extrato enzimatico utilizado no ensaio, em mL (0,2 mL).

Inibicdo da peroxidase pelo herbicida glifosato

Para avaliar o comportamento do glifosato na inibicdo da atividade enzimaética da
peroxidase foi utilizada a técnica de UV/Vis, onde realizou-se ensaios conforme Tabela 1. A
concentracdo de 500 pg.L™ de glifosato foi usada neste estudo em raz&o de ser a concentracio
méaxima permitida em aguas, segundo a Resolucdo CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005).
As analises foram realizadas em triplicata, utilizando tampé&o fosfato 0,1 mol.L™ (pH 6,5).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos no estudo da estabilidade da atividade enzimética da peroxidase
extraida de abobrinha sdo apresentados na Figura 1. A peroxidase extraida em tampéo fosfato
pH 7,0 sem agente protetor foi a que apresentou a melhor estabilidade ao longo de 70 dias,
mantendo-se, durante este periodo, com cerca de 80% de atividade. J& a extracdo realizada em



XI1 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

pH 6,5 na presenca de agente protetor apresentou uma boa estabilidade. As extracOes
realizadas em pH 6,0 foram as que apresentaram as maiores oscila¢fes durante o periodo de
armazenamento.
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Figura 1: Estabilidade da enzima peroxidase obtida de abobrinha a) na auséncia e b) na
presenca de agente protetor.

Vieira, Lupetti e Fatibello-Filho (2003) ao avaliar a estabilidade da peroxidase obtida
de abobrinha (extracdo com pH 6,0 na presenca de agente protetor) observaram uma boa
estabilidade ao longo de 80 dias de armazenamento, sendo que a atividade residual apresentou
oscilagbes de cerca de 10%. Oliveira (2007) avaliou a estabilidade da peroxidase de jilo
utilizando-se trés procedimentos para a extracdo da enzima: agua a 4°C, tampdo fosfato 0,1
mol.L™? (pH 7,0), tampéo fosfato 0,1 mol.L™ (pH 7,0) e Polyclar SB-100. Até 25 dias de
armazenamento, ndo foram observadas diferencas significativas na atividade da enzima para
0s trés processos de extracdo. Porém, apos 25 dias, comprovou-se a necessidade do tampao
fosfato para manter a estabilidade da enzima, mas ndo houve diferenca significativa entre os
processos de extracdo somente com tampdo, e com tampao e Polyclar.

Em vista da posterior aplicacdo da enzima em um nanobiossensor, e para eliminar
possiveis interferentes, definiu-se como a melhor condicéo, a extracdo da enzima peroxidase
em solucao tampdo fosfato pH 7,0 na auséncia de agente protetor.

Na Tabela 1 encontram-se os resultados de inibicdo da peroxidase pelo glifosato.

Tabela 1: Ensaios realizados para avaliar a inibicdo da peroxidase pelo glifosato.
Ensaios Descricéo Inibicdo (%)
2,7 mL de guaiacol + 0,1 mL de peroxido de hidrogénio + 0,2 1330 U/mL

Controle mL de extrato enzimatico
1 0,2 mL de extrato enzimatico + 1,7 mL de guaiacol + 1 mL de 27%
glifosato + 0,1 mL de perdxido de hidrogénio
5 0,2 mL de extrato enzimatico + 1 mL de glifosato + 1,7 mL de 40%
guaiacol (2 min) + 0,1 mL de peréxido de hidrogénio
3 0,2 mL de extrato enzimatico + 1 mL de glifosato (2 min) + 42%

1,7 mL de guaiacol + 0,1 mL de perdxido de hidrogénio
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Na Tabela 1 pode-se observar que houve menor inibicdo da peroxidase pelo glifosato
no ensaio 1 (27%). Nos ensaios 2 e 3, houve uma maior inibigdo, sendo os valores muito
préximos (40 e 42%, respectivamente), pois nestes ensaios o glifosato ficou em contato com a
enzima por dois minutos antes da determinacdo da atividade enzimatica. Esses experimentos
servirdo como embasamento para as analises no microscopio de forca atdmica que serdo
realizadas com o microcantilever funcionalizado com a peroxidase (sensor de cantilever) a
fim de detectar a presenca de glifosato em aguas.

CONCLUSOES

A partir de um método rapido e de baixo custo, realizou-se eficientemente a extracdo
da peroxidase de abobrinha, sendo que, entre as condigcdes de extragdes testadas, a realizada
com tampdo fosfato 0,1 mol.L™ pH 7,0 na auséncia de agente protetor, manteve-se com 80%
de atividade residual durante o armazenamento. Foi observada uma inibicdo de cerca de 40%
da atividade enzimatica nos ensaios realizados na presenca de glifosato, o que evidencia que
esse herbicida inibe a atividade da peroxidase. Devido a isso, estudos posteriores serdo
realizados utilizando a enzima, extraida na melhor condicdo de estabilidade, como elemento
de reconhecimento biol6gico em nanobiossensores de cantilever para detec¢cdo de glifosato
em aguas, sendo a detec¢do baseada no efeito inibitdrio da atividade enzimatica pelo herbicida.
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