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Resumo

Introducéo — Extrato bruto da casca de banana nanica (Musa acuminata); melhor fonte de en-
zima polifenol oxidase (PFO) [EC.1.14.18.1] foi estudado como material biocatalitico para a oxi-
dacao aerébica de substratos fendlicos™. Material e Métodos — Foi estudada a extracéo da PFO
dessa fonte. A atividade da enzima PFO e proteina total foram determinadas nesse extrato. O
estudo da quantidade e do tempo de contato do polimero SB-100 com esse extrato foi realizado.
A caracterizagao cinética da PFO foi determinada com temperatura 6tima, estabilidade ao calor,
pH étimo de atividade e de estabilidade. Os valores obtidos foram comparados com a PFO da
polpa de banana nanica. Resultados — Os resultados mostraram que a quantidade de polimero
SB-100 foi maior usando o extrato da casca de banana nanica do que para a polpa, mas o tem-
po de contato ndo houve alteracdo. O pH de atividade (pH 6,0), de estabilidade (pH 6,5) e a
temperatura étima (30°C), ndo apresentaram variagbes comparando os dois extratos utilizados.
Conclusbes — Verificou-se, portanto que o0 uso do extrato bruto da casca de banana nanica apre-
sentou maior atividade enzimatica de PFO do que para a polpa da fruta; enquanto a caracteriza-
¢éo cinética praticamente nédo variou nos dois extratos. O que se pode concluir é que, para a
construcao do biossensor a casca da banana € melhor que a polpa por apresentar maior ativida-
de da enzima. A seguir, um biossensor sera construido, para detec¢ao de fendlicos e os resulta-
dos seréo comparados com os da polpa.

Palavras-chave: Polifenol oxidasefisolamento & purificacéo; Cinética; Estabilidade enzimatica;
Musa; Musa/quimica

Abstract

Introduction — Crude extract of the pell of stunded banana (Musa acuminata), the best source
enzyme polyphenol oxidase (PPO) [EC.1.14.18.1] was studied as material biocatalitic for the
aerobic phenolic substratum oxidation. Material and Methods — The extraction of the PPO of this
source was studied. The activity of enzyme PPO and total protein had been determined in this
extract. The study of the amount and the contact time of polymer SB-100 with this extract was
done. The kinetic characterization of the PPO was determined with great temperature, stability to
the heat, great pH of activity and stability. The gotten values had been compared with the PPO of
the pulp of stunded banana. Results — The results had shown that the amount of polymer SB-100
was bigger used in the extract of the pell of stunded banana than the pulp, but the contact time
did not have any alteration. The pH of activity (pH 6,0), of stability (pH 6,5) and the great tempe-
rature (30°C), had not presented variations comparing the two used extracts. Conclusions — It
was verified, therefore that the use of the crude extract of the pell of stunded banana presented
greater enzimatic activity of PPO than in the pulp of fruit; while the kinetic characterization
practically did not vary in two extracts. We can conclude that for the construction of the biosensor
the pell of the banana is better than the pulp for presenting greater activity of the enzyme. Next, a
biosensor will be constructed, for detection of phenolics and the results will be compared with
ones the pulp.

Key words: Polyphenol oxidase/isolation & purification; Kinetics; Enzyme stability; Musa;
Musa/chemistry
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Introducéo

O Brasil possui uma grande variedade de vegetais que
podem constituir em uma fonte inesgotavel de enzimas
para serem aplicadas nas mais diversas areas do conhe-
cimento. Em quimica analitica, por exemplo, elas podem
ser usadas na construcdo de biossensores e/ou outros
procedimentos enzimaticos para a deteccdo de compos-
tos dos mais variados tipos?®. Ha uma tendéncia mundial
de se usar extratos brutos e/ou tecidos de vegetais no lu-
gar de enzimas purificadas em procedimentos bioanaliti-
cos. O uso de extratos brutos pode apresentar em alguns
casos, certa desvantagem na seletividade do método ana-
litico, mas por outro lado é extremamente econdémico, sim-
ples e geralmente possuem um tempo de vida superior a
aqueles métodos que utilizam enzimas purificadas, visto
que estas enzimas naturalmente imobilizadas nas células
destes materiais biolégicos (seu habitat natural) sdo mais
estaveis®’. Além dessas vantagens, esses procedimentos
geralmente ndao necessitam de cofatores, pois 0s extratos
brutos empregados normalmente ja possuem cofatores
naturais para a reagdo enzimatica do analito de interesse.

A enzima polifenol oxidase (PFO) [EC 1.10.3.1] do ex-
trato bruto da casca de banana nanica (Musa acumina-
ta), melhor fonte de PFQO"; foi utilizada no presente traba-
lho para a caracterizacéo cinética dessa enzima. Essa
proteina contém cobre como grupo prostético e a dife-
renca da maioria das enzimas é que, pode catalisar dois
tipos de reacdes diferentes®. Estas reagdes incluem a
hidroxilagcdo de monofendis para produzir o-difendis (1) e
a remoc¢éo de hidrogénios dos o-difendis para produzir
quinonas (2). As quinonas formadas nessa reacéo poli-
merizam-se, formando melaninas (3)*.
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PFO OH
+3H" + 0, —>= + H,0 (1)
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+ 1,0, —= +HO (2
o
o
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Essa enzima PFO é de grande importancia na deter-
minagado da qualidade de frutas e hortalicas ja que atra-
vés de suas reagdes podem produzir mudangas de cor,
sabor e valor nutritivo em produtos vegetais frescos, en-
latados e congelados®.

Este processo indesejavel é devido a oxidagao de
compostos fendlicos, em reacao catalisada pela enzima
PFO (“enzymatic browning” — reacbes 1, 2 € 3).

Outros nomes dados a esta enzima séo: fenolase, fe-
nol oxidase, tirosinase, catecolase, catecol oxidase etc.)

Tem-se realizado uma grande quantidade de traba-
lhos sobre a polifenol oxidase principalmente em frutos,
em comparagdo com trabalhos realizados em hortalicas
e raizes. Tem sido estudada em frutos tais como: aba-
cate*®; pera™?*', manga' e polpa de banana nanica'"*,
Também em espinafre’®; batata™ e inhame?2.

A enzima polifenol oxidase € uma oxido-redutase de
grande importancia nos vegetais e frutas, ndo s6 pela
aparéncia escura de produtos agricolas descascados e
do desenvolvimento de cor em alguns gréos como café,
mas também por sua participacdo em outros processos
tais como a sintese de lignina, a oxidagdo do acido in-
dol acético e seu papel em aspectos patologicos rela-
cionado com resisténcia a doencas.

Fenolases também tém sido investigadas no aumento
da resisténcia de plantas para varios microrganismos;
concluiram que quinonas produzidas pela intensa oxi-
dacao de fenolases em tecidos de plantas séo toxicos
para alguns microrganismos patogénicos.

Evidéncias tém sido apresentadas as quais indicam
que plantas contém varias fenolases diferentes. A pre-
senca de dois ou mais tipos de enzimas separadas por
técnicas fisicas tem sido mostrada no caso de fenolases
do cogumelo™.

Um dos principais problemas encontrados de muitos
produtos agricolas (que contém fenolases), depois de
descascados ou durante o processamento industrial € a
formacéo ou o desenvolvimento de um escurecimento
dos tecidos, o qual Ihes confere um aspecto indesejavel
para o consumidor.

Material e Métodos
Equipamentos

A solugao tampéo fosfato 0,1 mol/L com pH 6,0 - 8,0; a
solugéo tampao acetato 0,1 mol/L com pH 3,0 -55 ¢ a
solug&o tampé&o citrato 0,1 mol/L com pH 3,0 — 8,5 foram
preparadas utilizando-se um pH-metro da Analyser mo-
delo 300, para o estudo do pH étimo de estabilidade e de
atividade do extrato bruto enzimatico. Para a obtencao
do extrato bruto da casca de banana nanica foram utiliza-
dos um triturador (liquidificador) e uma centrifuga da Du
Pont Instruments Sorvael, modelo RC-5B Plus, provida de
um rotor com diametro igual a 23 cm, modelo SS 34.

Um espectrofotdmetro da Analyser Orion modelo VIS
7220 foi utilizado nas medidas de absorbancia, para a
determinacdo da atividade enzimatica, proteina total,
determinacédo do pH étimo de estabilidade, pH de ativi-
dade, temperatura 6tima e estabilidade ao calor no ex-
trato bruto da casca de banana nanica.

Reagentes e solugbes

Policlar SB-100 (Industria ISP do Brasil Ltda) foi utili-
zado para remocé&o de compostos fendlicos naturais do
extrato bruto da casca de banana nanica, através de li-
gacoOes de ponte de hidrogénio. Age como estabilizador
em sucos, vinhos e cerveja, insoluvel em agua, apre-
sentando facil remogao.

Reagentes de grau analitico foram usados para prepa-
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rar tampéo, solugdes padréo de fendis como catecol
(Sigma Chemical Co-St. Louis, Mo, USA), foi preparada
diariamente em solugao tampao fosfato 0,1 mol/L, pH 6,5.

A solugéo de albumina de soro bovino (1%) m/V (Sigma
Chemical Co), foi preparada em tampao fosfato 0,1 mol/L
(pH 6,5) e utilizada como padrao em analise de proteina.

Todas as solucdes foram preparadas com agua
bidestilada.

Procedimento analitico
Material biolégico

A banana nanica foi adquirida em supermercados da
regiao.

Obtengéao do extrato bruto

Cinquenta gramas da casca da fruta, descascados
e picados em pequenos pedacos, foram homogenei-
zados em liquidificador com 100 ml de solucdo tam-
pao fosfato 0,1 mol/L, pH 6,5, contendo 15,0 g de poli-
clar SB-100 e tempo de contato de 30 minutos®. O po-
limero foi usado para remocéo de compostos fendlicos
naturais presentes nesse extrato, durante o processo.
A seguir, o material foi filtrado em gaze e centrifugado
a 14000 r.p.m (rotagcbes por minuto) durante 20 minu-
tos, a 5°C. A solugao sobrenadante foi armazenada em
refrigerador a 4°C e utilizada como fonte enzimatica
para medida de atividade, proteina total, pH de ativi-
dade de estabilidade, temperatura 6tima e estabilida-
de ao calor®.

Determinacdo da atividade da polifenol oxidase e protei-
na total

A atividade da polifenol oxidase soluvel presente na
casca de banana nanica foi determinada pela medida
de absorbéancia em N = 410 nm, da melanina resultante
da quinona formada apés reacéo entre 0,2 ml da solu-
¢ao sobrenadante e 2,8 ml de solugéo 0,05 mol/L de ca-
tecol em tampéao fosfato 0,1 mol/L, pH 6,5 a 25°C2% A
reacdo foi monitorada durante 2 minutos' tempo neces-
sario para atingir V.

Uma unidade de atividade é definida como a quanti-
dade de enzima que causa o aumento de 0,001 unida-
des de absorbancia por minuto nas condigdes mencio-
nadas acima.

a=AAx60x 1000
At X d X Vamcs1ra

onde: a = atividade (u/ml)

AA = variagdo de absorbancia
At = variacéo de tempo (min.)
d = didmetro da cubeta

V.mesia = VOlUMe da amostra (ml)

A proteina total das solugdes sobrenadantes foi deter-
minada pelo método do biureto®. O procedimento expe-
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rimental é simples e econémico; o sulfato de cobre dis-
solvido em solucéo alcalina é adicionado a proteina. Es-
ta reac8o é caracterizada pela formagao de ion comple-
X0, no qual cada atomo de cobre esta ligado a quatro
nitrogénios peptidicos. Estes complexos de coordena-
¢ao produzem uma cor azul que é medida espectrofoto-
metricamente a 540 nm. A curva padréo foi construida
empregando-se albumina de soro bovino.

Influéncia da quantidade do polimero SB-100 na ativi-
dade da enzima PFO no extrato bruto da casca de ba-
nana nanica

Foram feitas trés amostras do extrato bruto da casca
de banana nanica variando-se a quantidade de policlar
SB-100 a ser adicionada (10,0; 15,0 e 20,0 g) em 50,0g
da casca, juntamente com 100 ml de solucé&o tampéo
fosfato 0,1 mol/L pH 6,5. Em seguida o material foi filtra-
do em gaze e centrifugado por 20 minutos a 5°C a
14.000 r.p.m. A solugdo sobrenadante (fonte enzimati-
ca) foi armazenada a 5°C, para as determinacdes.

Influéncia do tempo de contato do extrato bruto da casca
de banana nanica estudado com o polimero SB-100, na
atividade da enzima PFO presente nesse extrato

Usando a melhor quantidade do polimero SB-100 deter-
minada para a casca da banana nanica, no item anterior
foram feitas trés amostras variando-se o tempo de contato
de 0, 15 e 30 minutos para o extrato bruto utilizado.

Depois de realizado esse procedimento o material
foi filtrado, centrifugado e armazenado para as deter-
minagoes.

Determinacédo da estabilidade (tempo de armazenamen-
to) do extrato bruto da casca de banana nanica usando
catecol como substrato

A atividade da polifenol oxidase (PFO) soluvel pre-
sente no extrato bruto da casca de banana nanica foi
determinada, usando as melhores condi¢cbes experi-
mentais, por um periodo de 50 dias para estudar a esta-
bilidade dessa enzima.

Determinacdo do pH de estabilidade da enzima PFO no
extrato bruto da casca de banana nanica

A estabilidade da enzima foi determinada incubando-
se 0,5 ml da enzima em 2,0 ml de tampéao acetato 0,1
mol/L com pH variando-se de 6,0 a 7,5 durante 24 ho-
ras. A seguir, a atividade foi determinada como descrito
anteriormente para cada pH.

Determinacéo do pH de atividade da enzima PFO no ex-
trato bruto da casca de banana nanica

O pH de atividade da enzima foi determinado usan-
do-se 0,2 ml da solucédo da enzima e 2,8 ml de catecol
0,05 mol/L em tampaéo citrato-fosfato 0,1 mol/L com pH
variando-se de 3,0 a 8,0.
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Determinacdo da temperatura otima da enzima PFO no
extrato bruto da casca de banana nanica

O efeito da temperatura, ou seja, a temperatura étima
sobre a atividade da enzima PFO parcialmente puri-
ficada foi determinada incubando-se 0,5 ml dessa enzima
com sulfato de amoénio (40%) a diferentes temperaturas. A
faixa de temperatura estudada foi de 4,0 a 100°C.

A seguir, foi determinada a atividade enzimatica para
cada valor de temperatura.

Determinacédo da estabilidade ao calor, sobre a atividade
da enzima PFO do extrato bruto da casca de banana
nanica

Foi determinada a variagao da atividade enzimatica
da enzima PFO, por intervalos de tempo até 48 horas, e
a duas temperaturas diferentes 4,0°C e 25°C. A seguir a
atividade enzimatica foi determinada a tempos e tempe-
raturas diferentes.

Resultados e Discussao

Determinacéo da atividade da polifenol oxidase e protei-
na total em extrato bruto da casca de banana nanica

O extrato bruto da casca de banana nanica foi estu-
dado como material biocatalitico para a oxidacédo de

substrato fendlico (catecol). A Tabela 1 mostra as ativi-
dades (unidades/ml), encontradas nesse extrato, a pro-
tefna total (mg/ml) e a atividade especifica (unidades de
PFO/mg de proteina total).

Determinacdo da quantidade do polimero SB-100 na ati-
vidade da enzima polifenol oxidase presente no extrato
bruto da casca de banana nanica

A Tabela 2 apresenta o estudo da variagcéo da quantida-
de de policlar SB-100 no extrato bruto da casca de ba-
nana nanica. Pode-se observar que a melhor performance
foi com 15,0 g do polimero, usando 50,0 g do material
bioldgico estudado para as trés determinacgdes.

Determinagao do tempo de contato do polimero policlar
SB-100 na atividade da enzima PFO presente no extrato
bruto da casca de banana nanica

A Tabela 3 fornece o estudo do tempo de contato do
polimero policlar SB-100 com extrato bruto da casca de
banana nanica. Nesse estudo foi utilizado 50,0 g do ma-
terial biolégico estudado e a melhor quantidade desse
polimero para esse extrato.

Pode-se observar através dessa tabela que o extrato
bruto da casca de banana nanica apresentou melhor ati-
vidade com o tempo de 30 minutos [mesmo valor encon-
trado para a polpa da fruta®]. Esse polimero age dire-

Tabela 1. Atividade, proteina total e atividade especifica da polifenol oxidase encontrada no extrato bruto da casca e da polpa

de banana nanica

Atividade (u/ml)

Proteina Atividade especifica

Material total (mg/ml) (u/mg de proteina)
Extrato bruto da casca 30750 20,0 1535,5

de banana nanica

Extrato bruto da polpa 13200 12,5 1056

de banana nanica

Enzima pura & (cogumelo) 2400
Enzima purificada ®® (cogumelo) 1075 23,0 47

% Sigma; ® [Macholan Schanel’, 1977]

Tabela 2. Influéncia da quantidade de policlar SB-100 na ativi-
dade da enzima PFO, presente no extrato bruto da
casca de banana nanica

Tabela 4. Determinacéo do pH de estabilidade para o PFO pro-
veniente do extrato bruto da casca de banana nanica,
usando solugao tampao fosfato 0,1 mol/L a 25°C

Massa (g) de Policlar Atividade Ph Extrato bruto da casca de banana nanica

SB-100 (u/ml) Atividade PFO (u/ml)
10,0 19725 3,0 1800
*15,0 30750 35 3300
20,0 19000 4,0 3900
* melhor quantidade de polimero SB-100 4.5 4500
50 5250
Tabela 3. Influéncia do tempo de contato do polimero SB-100 55 6000
na atividade da enzima PFO, presente no extrato 6,0 9000
bruto da casca de banana nanica *6,5 10500
Tempo de contato do polimero SB-100 (minutos) Atividade ;g ;888
com o extrato bruto da casca de banana nanica (u/ml) 8.0 30750

0 16050 ; —
15 24375 melhor pH de estabilidade
*30 30750

* melhor quantidade de polimero SB-100
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tamente sobre polifendis que causam o escurecimento
do extrato bruto pela formagédo de melaninas (coloragéo
marrom escuro) que diminuem a atividade enzimatica.

Determinac¢do do pH de estabilidade

A faixa encontrada para o pH de estabilidade envol-
vendo a PFO do extrato bruto da casca de banana nani-
ca parcialmente purificada com 40% de sulfato de amé6-
nio foi de 6,0 a 6,5 e 0 pH 6timo de estabilidade encon-
trado para esse extrato foi de 6,0 (Tabela 4).

Comparando o resultado do melhor pH de estabilidade
da PFO de extrato bruto da casca de banana nanica, com
o melhor pH de estabilidade dessa enzima no extrato da
polpa da fruta®, verificou-se que a faixa do pH de
estabilidade e o valor de pH 6timo, manteve-se inalterada.

Determinacéo do pH de atividade

A enzima PFO presente no extrato da casca de bana-
na nanica parcialmente purificada apresentou atividade
numa faixa de pH de 6,0 a 7,5. Abaixo desse pH a enzi-
ma € menos ativa e acima desse pH ocorre a auto-oxi-
dacéo do catecol. O pH 6timo de atividade encontrado
foi de 6,5 (Tabela 5).

Comparando o resultado do melhor pH de atividade

Tabela 5. Determinacao do pH de atividade para o PFO pre-
sente no extrato bruto da casca de banana nanica,
usando tampao citrato-fosfato 0,1 mol/ a 25°C

pH Extrato bruto da casca de banana nanica
Atividade PFO (u/ml)
3,0 3000
3,5 6000
4,0 7350
4,5 7550
5,0 10500
55 13500
*6,0 28950
*6,5 10900
7,0 9000
7,5 7500
8,0 2890

* melhor pH de estabilidade

Tabela 7. Efeito da temperatura sobre a atividade da enzima
PFO parcialmente purificada da casca de banana
nanica com 40% de sulfato de aménio

205

da PFO de extrato bruto da casca de banana nanica,
com o melhor pH de atividade dessa enzima no extrato
da polpa da fruta®, verificou-se que a faixa do pH de
atividade manteve-se inalterada e o valor de pH o6timo
diminui em relac&o a polpa.

Determinacédo da estabilidade (tempo de armazenamen-
fo) do extrato bruto da casca de banana nanica

A Tabela 6 fornece a estabilidade da enzima com o
tempo de armazenamento.

O que pode-se observar, mesmo conservando o ex-
trato a baixa temperatura e usando as melhores condi-
¢des experimentais, foi que a atividade da PFO parcial-
mente purificada da banana nanica diminuiu com o tem-
po, mas essa diminui¢cao foi significativamente menor
quando comparada como o extrato bruto da casca de
banana nanica'®; mostrando que a enzima parcialmente
purificada possui maior estabilidade.

Estudo do efeito da temperatura sobre a atividade da en-
zima PFO parcialmente purificada da casca de banana
nanica (40% de sulfato de aménio).

A Tabela 7 mostra nesse estudo, que se pode traba-
lhar com a enzima PFO proveniente do extrato da casca

Tabela 6. Estudo do tempo de estabilidade do extrato bruto
da casca de banana nanica em relacéo a atividade
da PFO usando o melhor tempo de contato e a me-
lhor quantidade de polimero

Tempo de estabilidade Extrato bruto da casca de banana nanica

(Dias) Atividade (u/ml)
1 30750
7 30520
15 30375
20 29050
30 28800
40 28000
50 18000
60 10000
70 7355

* melhor pH de estabilidade

Tabela 8. Determinacdo da atividade enzimatica da PFO da
casca de banana nanica, parcialmente purificada a
tempos e temperaturas diferentes /1 =4°C /Il =
Temperatura ambiente (25°C)

T (°C) da Fracdo enzimatica de PFO Atividade
parcialmente purificada (u/ml) Fracédo Atividade (u/ml) Tempo (horas)

4,0 13050 | 19500 1,5

10 18500 I 19000 15

25 33000 | 17600 30

*30 36000

35 55000 Il 17650 3,0

40 15000 | 40000 25,0

50 9000 Il 39000 25,0

60 5000 | 21000 48,0

80 0 Il 15600 48,0

* Temperatura 6tima do extrato de PFO
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de banana nanica até a temperaturas proximas de
35°C; ocorrendo pouca alteracdo em sua atividade. O
mesmo foi observado com a polpa da fruta®.

Determinac&o da estabilidade ao calor, sobre a atividade
da enzima PFO (parcialmente purificada com 40% de
sulfato de aménio) da casca de banana nanica

A Tabela 8 mostra a variagado da atividade enzimatica,
para a enzima PFO de extrato bruto da casca de banana
nanica, por intervalos de tempo até 48 horas, e a duas
temperaturas (4°C e 25°C). Através dos resultados
conclui-se que a PFO da casca de banana nanica, tem
boa atividade a temperatura ambiente até 48 horas, e
portanto pode ser utilizada para experimentos nestas con-
dicdes. O mesmo foi observado para a polpa da fruta™.

Conclusao

Comparando-se a atividade da enzima PFO no ex-
trato bruto da casca de banana nanica com a ativida-
de dessa enzima no extrato da polpa da fruta®,
observa-se um aumento significativo na atividade enzi-
matica para o extrato bruto usando a casca. As carac-
teristicas analiticas como pH de estabilidade,
atividade, temperatura 6tima e tempo de armazena-
mento do extrato usando a casca como material
biolégico, apresentaram faixas correlatas as apre-
sentadas por Perone et al.? (2000), usando a polpa da
fruta. Assim o extrato bruto da casca de banana
nanica € mais rico em PFO e, portanto, apresenta me-
lhor opg¢éo para a construcdo de biossensores di-
minuindo custo na anélise de fendis.
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