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EXTRACAO E PURIFICACAO DA PEROXIDASE DE FONTES VEGETAIS E
SUA APLICACAO NA BIOCONVERSAO DE FENOL

Francisco Gabriel Pereira'

Wellington Sabino Adriano?

RESUMO

As peroxidases sdo importantes enzimas extraidas das mais variadas espécies de plantas,
sendo utilizadas para os mais diversos fins. Entre as vérias utilizacdes da peroxidase, se
destaca seu uso na degradacdo dos compostos fendlicos para a preservacao dos aquiferos
e ecossistemas, jid que os fendis, liberados principalmente em residuos industriais,
prejudicam o meio ambiente. Sendo assim, esse Trabalho de Conclusdo de Curso foi
baseado na premissa de concordincia e explanamento, exposta por levantamentos
bibliogréaficos mais atuais, sobre a importancia dos métodos de extragdo e purificacdo das
peroxidases vegetais, sendo justificado pela relevancia em se aprofundar no tema
proposto, para o entendimento das bases cientificas que corroboram caracteristicas
essenciais das peroxidases como agentes antipoluentes eficazes contra compostos
fenolicos. Quanto ao objetivo, essa pesquisa foi direcionada em descrever as técnicas
mais utilizada nos dltimos anos sobre a extracdo e purificacao da enzima peroxidase, bem
como a utilizacdo desta na bioconversdo do fenol. Tendo como objetivos especificos: 1)
relatar as espécies de plantas mais utilizadas na extracdo da POX; i1) conjunturar sobre os
métodos mais modernos de purificacdo de peroxidases; iii) apresentar 0S Processos
quimicos envolvidos na catalizacdo enzimatica dos compostos fendlicos pela POX; iv)
realizar um levantamento de autores e artigos que assemelhem suas pesquisas ao tema
proprosto desse trabalho. O resultado obtido com esse trabalho evidenciou, a partir de
comparacdes entre artigos publicados por autores que exploraram os beneficios da
peroxidase e seus métodos de extracdo, a diversidade e o custo-beneficio dos diversos
procedimentos extrativos e de purificagdo, tendo como a cromatografia por troca idnica
o padrdo ouro nos métodos de purificacdo de peroxidase. Assim sendo, concluiu-se que
as POX, facilmente obtidas e tendo fontes ilimitadas de obtencdo, se demonstraram como

agentes antipoluentes altamente eficazes em ecossistemas prejudicados por substancias
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fendlicas de natureza industrial; e seus métodos de extracao e purificagdo como altamente
vantajosos e eficazes para a promog¢do da protecao ambiental diante do desenvolvimento

industrial em uma dada area.

EXTRACTION AND PURIFICATION OF PEROXIDASE FROM VEGETABLE
SOURCES AND ITS APPLICATION IN THE BIOCONVERSION OF PHENOL
Francisco Gabriel Pereira'

Wellington Sabino Adriano?

ABSTRACT

Peroxidases are important enzymes extracted from the most varied species of plants,
being used for the most diverse purposes. Among the various uses of peroxidase, its use
in the degradation of phenolic compounds for the preservation of aquifers and ecosystems
stands out, since phenols, released mainly in industrial waste, harm the environment.
Therefore, this Course Completion Work was based on the premise of agreement and
explanation, exposed by more current bibliographical surveys, on the importance of
extraction and purification methods of plant peroxidases, being justified by the relevance
of delving deeper into the proposed topic, to the understanding of the scientific bases that
corroborate essential characteristics of peroxidases as effective anti-polluting agents
against phenolic compounds. As for the objective, this research was aimed at describing
the techniques most used in recent years for the extraction and purification of the
peroxidase enzyme, as well as its use in the bioconversion of phenol. Having the specific
objectives: 1) report the plant species most used in the extraction of POX; ii1) provide
information on the most modern methods for purifying peroxidases; iii) present the
chemical processes involved in the enzymatic catalysis of phenolic compounds by POX;
iv) carry out a survey of authors and articles that resemble their research to the proposed
theme of this work. The result obtained from this work showed, based on comparisons
between articles published by authors who explored the benefits of peroxidase and its
extraction methods, the diversity and cost-benefit of the various extractive and
purification procedures, such as exchange chromatography ionic the gold standard in
peroxidase purification methods. Therefore, it was concluded that POX, easily obtained
and having unlimited sources, proved to be highly effective anti-polluting agents in

ecosystems harmed by phenolic substances of an industrial nature; and its extraction and



purification methods as highly advantageous and effective for promoting environmental

protection in the face of industrial development in a given area.
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1 INTRODUCAO

No Brasil se consta uma grande variedade de vegetais, onde na sua maioria é de
baixo custo e encontrado facilmente em todos os estados brasileiros. A grande variedade
de fontes vegetais vem sendo utilizada e caracterizada nas suas aplicacdes nas indudstrias
de alimentos e farmacéutica, nas formas de processos analiticos, industriais e
bioquimicos, tendo como fontes alguns exemplos como a: Cedrela fisilis, Commiphora
gileadensis, Ficus carica, Artocarpus heterophyllus, Azadirachta indica, Panicum
maximum, Vigna radiata, Caralluma umbellata (NETO, A.J. Z,2021).

Esses vegetais apresentam uma grande fonte inesgotdveis de enzimas, onde se
pode ser utilizada no preparo de um extrato bruto ou na sua forma in natura, sendo obtidos
por meio de procedimentos de facil extracdo. Dependendo da aplicacdo analitica do
vegetal, sempre se deve fazer sua extracdo e posteriormente sua purificagdo. Geralmente,
se divide em varios procedimentos, em que cada etapa vira um processo de pré-extragao
e pré-purificagdo. Uma das etapas de extracdo € a preparacdo do extrato bruto e da
purificacdo (ZERAIK, t al, 2018). Deixando suas fontes de extracio bem ampla e com
forte poténcia para pesquisas e descobertas de fontes com altos niveis de enzimas.

O processo de extracdo deve sempre seguir um método j4 predefinido como a de
Galdino, 2018 que possa buscar a concentragdo da enzima através de extrato bruto no
processo de extracdo. Para assim ser levado para o processo de purificacdo, que seja
definido as vertentes das pesquisas. Também sendo usada nas aplicacdes das
bioconversdes, entre elas a do fenol.

Os compostos fenodlicos s@o conhecidos como poluentes devido seu efeito
mutagénico e sua toxicidade em baixas doses (WANG et al., 2015). Com isso se apresenta
uma das principais classes de poluentes organicos, o fenol e alguns de seus derivados,
podem ser encontrados na composi¢do de desinfetantes, pesticidas, antissépticos e
plasticos (DE ARAUJO et al., 2016). Sendo setor industrial que se concentra as maiores
atividades para a contribui¢do da contamina¢do ambiental. O seu grande consumo de dgua
leva a producdo de vdrios rejeitos de produtos liquidos contendo substancias toxicas
recalcitrantes, as quais acabam por ser despejadas em depdsitos hidricos de forma
inadequada (SALLES, P. T. F. PELEGRINI, N. N. B. PELEGRINI, 2016).

Mas a acdo de reducdo do peroxido de hidrogé€nio enquanto se catalisam a
oxidag@o de compostos organicos, faz com que a peroxidase vire a principal enzima na

bioconversao do fenol devido sua alta disponibilidade e baixo custo, sendo bastante eficaz



em um efluente sintético contaminado com fenol e na toxicidade, baixando os niveis
(QUINTANILLAGUERRERO et al., 2018).

A partir dessa contextualizacdo, este trabalho tem com relevancia a descricdo das
fontes de peroxidase do meio vegetal, como os métodos de extracdo e com cada autor
descreveu a melhor forma para que se tenha um grau de pureza e eficicia para as andlises
dos extratos brutos. Levando em consideragdo as maneiras mais diretas na bioconversao
do fenol da sua forma mais téxica e prejudicial no meio ambiente.

A extracdo e purificacdo de peroxidase de fontes vegetais e sua aplicagdo na
bioconversdao do fenol representam um tema de significativa importancia cientifica e
pratica. Visto que os fendis sdo poluentes comuns em 4guas residuais industriais e podem
ter efeitos prejudicais a0 meio ambiente, com isso a acdo da peroxidase na capacidade de
degradar os compostos fenodlicos. E com a utilizagdo da sua extracdo através de fontes
vegetais que sdo de abundancia e renovdveis, tornando-as candidatas atraentes para a
obtencdo da peroxidase.

Explorando de métodos de extracdo e purificacdo de fontes vegetais estd alinhada
com a tendéncia de recursos sustentdveis e renovdveis em aplicacdo com a biotecnologia.
Os compostos fendlicos, incluindo os fendis, podem apresentar riscos para a saude dos
seres humanos e dos ecossistemas onde ele se apresenta, ao explorar a peroxidase de
fontes vegetais, que sdo consideradas seguras, existe um potencial de desenvolvimento
de processos de bioconversio que sejam menos perigosos € mais sustentdveis em
comparacdo com os métodos quimicos tradicionais.

Diante do exposto, com o fim de deliberar acerca da melhor maneira de obteng¢do
e utilizacdo das POX, sobretudo, para a descontaminacdo ambiental, foram formuladas
as seguintes perguntas: “Quais sdo os principais métodos utilizados na extracdo e
purificacdo da peroxidase a partir de fontes vegetais e qual a sua aplicacabilidade na
bioconversao de fenol?”

Para responder esses questionamentos, foi proposto como objetivo desse trabalho
descrever as técnicas mais utilizada nos tltimos anos sobre a extracdo e purificacdo da
enzima peroxidase, bem como a utilizacdo desta na bioconversao do fenol.

Ainda podem ser considerados, também, objetivos desse trabalho, de modo
especifico: a) relatar as espécies de plantas mais utilizadas na extracdo da POX; b)
conjunturar sobre os métodos mais modernos de purificagdo de peroxidases; c¢) apresentar

0s processos quimicos envolvidos na cataliza¢cdo enzimatica dos compostos fendlicos pela



POX; d) realizar um levantamento de autores e artigos que assemelhem suas pesquisas ao

tema proposto desse trabalho.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 BIOLOGIA E FUNCOES DA PEROXIDASE EM PLANTAS
2.1.1 Papel fisiologico e biolégico da peroxidase em plantas

Conceitualmente, as enzimas podem ser compreendidas como proteinas que
possuem a atribui¢ao especifica de precipitar reacdes quimicas celulares, sendo, por esta
razao, notaveis catalisadores devido as suas propriedades. Em sua maioria, estas proteinas
sdo globulares, com exce¢do das ribozimas, as quais sdo enzimas de unidades do RNA
(MARZZOCO; TORRES, 2022).

Nos ultimos anos, maiores estudos t€m sido desenvolvidos a fim de estabelecer
funcdes diversificadas para estas proteinas, dente as quais, por exemplo para tratamentos
nio convencionais de processos industriais que geram grande quantidade de efluentes
com alto potencial de contaminacdo do meio ambiente, para processos bioquimicos
(FONSECA, 2022).

Isto porque as enzimas s3o, em sintese, proteinas biocatalizadoras que podem ser
encontradas em multiplas fontes e utilizadas em materiais recalcitrantes e em diversos
indices de pH e temperatura. Dentre elas, destaque-se a enzima peroxidase (POX),
pertencente ao grupo das oxirredutases, o que significa que faz uso do peréxido de
hidrogénio na funcao de co-substrato com o objetivo de oxidar os substratos organicos e
inorganicos, fendlicos e nio fendlicos, gerando radicais livres (VEDANA; BROCHIER,
2021).

Esta oxidacdo ocorre através da eliminacdo do H»O», o que origina a lignina e,
consequentemente, aumentando a resisténcia mecanica da parede das células para agir
contra a acdo de enzimas liticas provenientes de diversos patdgenos (FONSECA, 2022).

A POX, assim, estd ligada a oxidacdo dos fendis, a formacao e reticulacdo de
componentes da parede celular, a espécies reativas de oxigénio, a producdo de
fitoalexinas, a suberizacao celular de vegetais hospedeiros, ao catabolismo de auxinas e
a processos de lignificacio (MARTINS, 2019).

Além disso, a peroxidase pode ser produzida e extraida de distintas fontes animais
e vegetais, dentre as quais microrganismos, mamiferos e plantas. Esta enzima est4, ainda,
dentre as proteinas-RP, pertencente a familia PR-9, estando, portanto, vinculadas a

patogénese (MARTINS, 2019; WERLANG et al., 2018).



Ressalte-se que, na falta de perdxidos, a POX também pode tanto catalisar a
oxidagdo de determinados substratos através do oxigénio molecular, quanto hidroxilar
distintos compostos aromdticos, como, por exemplo, a tirosina, a fenilalanina, dentre
outros fendlicos (ALENCAR; KOBLITZ, 2018).

As peroxidases podem ser classificadas em heme- e ndo heme-peroxidases a partir
da presenca ou ndo do grupo heme. Estas tltimas, por sua vez, sdo subdivididas em outras
duas familias: a peroxidase-ciclo-oxigenase (PCOXS), que tem origem exclusivamente
animal, estando relacionadas com a imunidade, as respostas defensivas do organismo etc.,
e a peroxidase-catalase (PCATS), que provém, mormente, de vegetais, fungos e bactérias,
mas também de invertebrados aquaticos (peroxidase-catalase) (FONSECA, 2021).

Essas POX nfo-animais sdo ainda subdividas em trés classes: a) Classe I:
presentes em organismos procariontes e eucariontes, com papel significativo na
desintoxicacdo do H202; b) Classe II: presentes em fungos, agindo na biodegradacdo de
lignina; e c) Classe III: encontradas de forma vasta entre vegetais, como os rabanos,
amendoim, soja, etc., com papel no ciclo de vida vegetal, no metabolismo de ROS e da
parede das células, na lignificagdo, na suberizacdo, na cicatrizacio de danos, no
crescimento e amadurecimento de frutos, na germinagdo, dentre outros processos
(ALENCAR; KOBLITZ, 2018).

Dentre as principais caracteristicas da POX estd a termoestabilidade, o que
significa que essa enzima pode manter-se ativa em temperaturas adversas e se regenerar
em algumas horas apds a desnaturacdo térmica tanto em temperatura ambiente quanto em
temperaturas mais baixas (WERLANG et al., 2018).

Importante ressaltar que, estando presente, como mencionado anteriormente, no
reino vegetal, a peroxidase possui papel fisiolégico e bioldgico relevante no ciclo de
desenvolvimento das plantas, sendo responsdvel, reitere-se, pela lignificacdo, que
funciona como meio de defesa desses organismos, pela detoxificacdo das células, pelo
processo cicatricial de ferimentos e, obviamente, pela oxida¢do de compostos fendlicos
(FONSECA, 2022).

Enquanto enzima pertencente ao grupo das oxirredutases, a peroxidase diminui os
prejuizos relacionado ao excesso de perdxidos nos Orgdos vegetais em condi¢des de
estresse que sdo associadas a germinagao, a colheita e ao envelhecimento. Isto porque tais
processos podem ocasionar o aumento de perdxidos nas células vegetais e,

consequentemente, danos oxidativos, gerando produtos toxicos que serdo combatidos



pela acdo catalisadora da POX que enfrenta reacdes relacionadas a deterioragao
nutricional (RODRIGUES, 2018).

Quando ocorre em vegetais, a POX faz uso tanto do peréxido, quanto, em
determinados casos, do oxigénio — aquele como substrato e este como aceptor de

hidrogénio — a fim de promover a reacio oxidativa (LIMA; COSTA, 2018).

Logo as enzimas incluem um grupo capaz de catalisar a transferéncia
do hidrogénio com oxidacdo do substrato utilizando o poder oxidante
do H202 ou de peréxidos organicos. O substrato geralmente € um
composto aromdtico (tirosina, compostos fendlicos, etc.), sendo que
também podem atuar sobre compostos ndo arométicos, como o dcido
ascorbico (Rodrigues, 2018, p. 37).

Além disso, através da biossintese da parede celular vegetal, a peroxidase auxilia
na defesa contra patégenos, cuja penetracdo se torna mais lenta com o aumento das
barreiras mecanicas. Sua acdo, entretanto, pode causar mudangas negativas na coloragao,
no aroma, no sabor e nas propriedades nutricionais de vegetais estocados e sua inativagao
atua também como indicador de adequacdo de branqueamento em processamentos
(LIMA; COSTA, 2018; RODRIGUES, 2018).

Isso porque a POX estd atrelada ao escurecimento enzimatico, o que se da através
do uso de compostos fendlicos como substratos que podem levar a oxidagdo quando
associados a peroxidos. Ressalte-se, entretanto, que, em alguns casos, este escurecimento
¢ almejado, como ocorre com algumas frutas, a exemplo de ameixas, café e uvas passas.
Em outras situagdes, porém, pode afetar negativamente na aparéncia do fruto e na reduc¢ao

de sua vida 1util (OLIVEIRA, 2018).

2.1.2 Mecanismos de acao da peroxidase

A férmula quimica que expressa a reagdo geral catalisada pela POX pode ser
descrita como a seguinte: ROOH + AH> = H>O + ROH + A. Nesta férmula, conforme
ensinam Alencar e Koblitz (2018), o composto ROOH indica o substrato oxidante, que,
comumente, pode ser o peroxido de hidrogénio (R = H) ou um metil/etil peréxido. O
perdxido, entdo, reage com a POX e gera o Composto I oxidado que se reduz em duas
etapas a fim de regenerar a peroxidase, a partir do que serdo produzidos radicais livres,

conforme as formulas abaixo:



Peroxidase + H2O2 = Composto I + H2O
Composto I + RH = Composto II + Re

Composto II+ RH = Peroxidase + Re+ H,O

2RH + H,02 = 2R« +2H20

Nesta formula, portanto, o substrato se associa a peroxidase, favorecendo a
ocorréncia da reacdo catalisada. O mecanismo de a¢do da POX, assim, € estimulado pela
diferenca de potencial que ha entre o seu centro ativo e o substrato.

Ressalte-se que os efeitos especificos desta reacdo geral da POX em organismos
vegetais vivos, demonstrada nas férmulas anteriores, sdo dificeis de serem
pormenorizados, principalmente por sua semelhanca com os resultados de reacdo de
outras enzimas e por fazer uso de grande nimero de substratos cujos resultados sofrem
reacoes de condensacdo e polimerizagdo subsequentes (ALENCAR; KOBLITZ, 2018).

Com relagdo ao seu papel atrelado a cicatrizacdo de feridas, a peroxidase atua
como enzima respiratéria para a formagdo do callus e seu mecanismo de acdo se da
através do aumento do volume de CO> e do consumo de O> sempre que a planta sofre

algum dano (PEIXOTO, 2020).

2.2 TIPOS DE PEROXIDASE EM FONTES VEGETAIS

2.2.1 Identificacdo e caracterizacio de diferentes isoformas

Diversas enzimas desempenham uma gama de funcOes garantindo de forma
complexa o funcionamento biologico das fontes vegetais, entre elas se encontra a enzima
peroxidase, sendo identificada nas variadas espécies de plantas, essa enzima, apresenta
uma variada de formas apresente em diferentes compartimentos subcelulares. A primeira
reacdo catalisada pela peroxidase foi registrada pelo farmacéutico Louis Antoine Plance
em um estudo sobre a resina de jalap no uso da medicina na Franga, onde se teve uma
série de testes para determinar acerca da remessa particular foi adulterada com resina
gaiac (guaiacum) (FONSECA, 2021)

Onde o farmacéutico observou que a resina de gaiac apresentou um distinto tom
azulado ao entrar em contato com as raizes de rdbano, essa reacdo se deu pela peroxidase

presente nas raizes, que ao se catalisar a oxidagcao do 2,5-di-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-



3,4-dimetilfurante, um composto que se apresenta em menor quantidade na resina,
também conhecido na literatura como 4cido alfa-guaiaconico, sendo assim, essa reacao
de catalizacdo formou em bis-metilenoquinona, substancia de tom azulado conhecida
com guaiacum blue. E assim se teve a primeira reacio protagonizada pela peroxidase, que
se foi usado como termo nas seguintes literaturas e formas de identificar primdria para
suas isoformas (FONSECA, 2021).

As diferentes formas de peroxidases (peréxido de hidrogénio 6xido-redutases) sao
encontradas na natureza amplamente. Tendo em sua especificidade relacionada aos
substratos de forma que suas propriedades multifuncionais e a sua disponibilidade
justifiquem suas aplicacdes nos diversos processos analiticos, industriais € bioquimicos
(VETAL; RATHOD, 2015).

Sendo uma das classes de enzimas que possui grande importincia para a aplicacao
em uma vasta gama de tratamentos de efluentes, como sua participacio na degradacdo de
corantes e compostos fendlicos, além estd presente na aplicac@o de kits de diagndsticos e
no processo de alimentos (BANSAL; KUMARI;, K-ANWAR, 2022). Enzimas
peroxidases sdo de forma majoritiria proteinas heme, que utilizam do peroxido de
hidrogénio ou hidroperéxidos organicos como um co-substrato para oxidar uma variedade
de substancias organicas e inorganicas.

As heme-peroxidases sdo enzimas essenciais para o metabolismo do peréxido de
hidrogénio e a sinalizagdo além de oxidorredutores ubiquas, as heme-peroxidases
catalases catalisam a oxidacdo de um ou dois doadores de elétrons pelo perdxido de
hidrogénio Exemplo de grupo prostético € a ferriprotoporfirina IX que € uma
caracteristica bastante comum de todas as peroxidases heme, onde o grupo consiste em
quatro anéis pirrdlicos ligados por pontes de metileno com ferro (III), como o dtomo
central (SOUZA, 2020).

Peroxidases contendo o grupo heme pertencem a 4 grandes superfamilias de
proteinas, dominadas de superfamilia peroxidases-catalases, que evoluiram
independentemente, superfamilia das peroxidases-ciclooxigenases, superfamilia das
peroxidases-clorito dismutases e a superfamilia peroxidases-peroxygenases. Sendo em
maior abundancia a superfamilia peroxidase-catalase e presente no reino vegetal, essa
familia ao longo da sua histéria evoluiu e adquiriu diversas fun¢des em diferentes
(SOUZA, 2020).

Nas plantas as enzimas peroxidases podem ser divididas em duas classes heme-

peroxidases, dependendo das suas isoformas, sendo elas as I- peroxidases intracelulares



relacionadas com peroxidases bacterianas e as II- peroxidases direcionadas a via
secretora. Um grupo maior de isoformas da peroxidase podem ser identificadas e
caracterizadas através da metodologia de focalizacdo isoelétrica, no entanto essa
identificacdo e caracteriza¢do se mostrou controversa, visto que algumas formas proteicas
tenham sido detectadas por viés metodoldgicos na detec¢do de moléculas modificadas
por desamidacao e/o reticulacdo de outros grupos quimicos de vegetais (SOUZA, 2020).

No estudo de Fonseca (2021) se utilizou a isoforma HRP peroxidase (horseradish-
peroxidase), classificada na classe III (peroxidase de plantas secretoras classicas) que foi
identificada e caracterizada nas raizes de Raphanus sativus. Onde se caracteriza por uma
isoforma com trés alfa-hélices que sdo acrescentadas a dobra de peroxidase central, uma
ligacdo de dissulfeto de Cys 177 para Cys 209 mantendo a integridade geral da estrutura
nessa regido especifica. Sendo uma das mais estudada na ultima década (FONSECA,
2021).

Uma forma de caracterizar as isoformas € pela sua classificacdo filogeneticamente
do genoma de COFFE SPP como Dovigo (2018), no qual se teve a identificacdo em APXx,
APX-R e APx- L, divididas de acordo com a localizag¢do subcelular e residuos cataliticos,
em APx-R com algumas substituicdes na sequéncia proteica, ja na isoforma APx-L a
diferenciacdo acontecia pela auséncia quase total de vdrios residuos importante para a
formacao dos sitios cataliticos e heme. Essas comparagdes foram se baseando na isoforma
APx que serviu como grupo controle do estudo, se baseando nas caracteristicas de

identificacdo dessa isoforma (DOVIGO, 2018).

2.2.2 Variacao entre espécies vegetais

Existe uma grande variacdo de isoformas da peroxidase quando se investiga as
fontes vegetais, sendo assim foi escolhido algumas espécies para mostrar as apresentacoes
das isoformas da enzima em cada uma delas, sendo elas: Cedrela fisilis, Commiphora
gileadensis, Ficus carica, Artocarpus heterophyllus, como citado anteriormente, essas

fontes vegetais apresentam na sua composi¢ao a enzima peroxidase.

2.2.2.1 Cedrela fissilis

A espécie Cedrela fissilis (figura 1) é uma espécie nativa da Mata Atlantica,

popularmente conhecida como cedro ou cedro rosa, ¢ uma arvore arbérea podendo atingir



até 40 metros de altura e mais encontra nas regides do Rio Grande do Sul até Minas Gerais
(figura 2) tendo maior quantidade nas formacdes de Floresta Ombrofila Densa
Submontana. Sendo atualmente encontrada ameacada de extingdo em decorréncia da
importancia econdmica na participacdo da producdo de madeiras de qualidade, potencial
na utilizacdo em programas de reflorestamento e conservacido. Essa planta apresenta
acOes antrépicas, no ataque de patdgenos, a perda da viabilidade e capacidade de

germinacdo das sementes, quando armazenadas por longos periodos (OLIVEIRA,2018).

Figura 1: Cedro Cedrela fissilis, fontes: Arvores do Brasil
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Figura 2: Mapa de distribuicdo de C. fissilis no brasil. Fonte: CNCFlora, (2012), com modifica¢des

Através do programa usado por OLIVEIRA, 2018 para descrever as proteinas up
e down-reguladas identificadas pelo software Blast2Go PRO v 3.0 e UniProtKB
(www.uniprot.org) em brotacdes de Cedrela fissilis com 45 de incubagdo em lampadas
de LED BAmV e fluorescente (FLU), e em explantes (EXP) oriundos de segmentos
nodais cotiledonares excisados de plantulas com 60 dias de idade, foi conseguido
identificar a presenca da isoforma da peroxidase 3 no score 41,19, na quantidade de 4
peptideos, como também a isoforma da peroxidase OS (fragmento), com score 41,21 e
quantidade de peptideos igual a 5 e a isoforma peroxidase OS com score 18,10 na

presenca da concentracdo de peptideos igual a 3 na Cedrela fissilis. (OLIVEIRA,2018)

2.2.2.2 Commiphora gileadensis

A espécie Commiphora gileadensis (figura 3) um arbusto do género Commiphora,
mas tendo uma variacio de tamanho onde em casos pode correr de crescer até os 4 metros
de altura, tem caracteristicas de apresentar, folhetos oblongos, com pontas agudas e
levemente peludas, mais encontrado nos paises do mediterranico, sendo uma planta
medicinal que se € utilizado sua seiva, madeira, cascas e sementes, tendo um potencial

farmacéuticos pelas suas atividades fitoquimicas e constituintes quimicos. Também se



tem acdo aromdtica através da quebra do seu galho e a macera¢do das suas folhas

(JARDINEIRO NET,2020).

Figura 3: Commiphora gileadensis. fontes: The Balm Of Gliedad Farm

A analise do estudo de SAFHI, 2022 onde se usou como método a leitura através
do espectro do ultravioleta, onde se tem a producdo dos croméforos, usando uma curva
de padrao correspondente a solucdo 40-550 mg/L, com resultados padronizados para
equivalente uma grama de matéria seca. Para a concentracio das isoforma da peroxidase
na Commiphora gileadensis se teve a denominacdo de C3 a concentragdo obtida no estudo

foi de 60,87 Umg ™! (SAFHI,2022)

2.2.2.3 Ficus carica

E uma planta frutifera, de porte pequeno a médio, crescendo até os 10 metros,
sendo bastante ramificada, com folhas verdes, caducas no inverno, com textura papiricea,
suas flores ndo sdo visiveis pois se encontram dentro do figo, que € uma infrutescéncia e
ndo uma fruta em si, também possui agdo como planta medicinal, sendo indicada para
trata inflamagdes, ferimentos, escorrimentos, tendo propriedades, laxantes,
expectorantes, antibidtica. Suas partes utilizadas sao suas folhas e seiva (JARDINEIRO

NET, 2020)



Figura 1: Ficus carica, fontes: Urban Junble

No estudo de HEGAZY, 2023 se encontrou as isoformas no Ficus carica dando o
nome a classificacdo de FP1, FP2 e FP3. Onde a isoforma FP1 ¢ monomérica com um
peso molecular de 30.000 Daltons, sendo exibida em mesmo pH e temperatura da FP3
que sdo respectivamente 5,5 e 40°C, ja a isoforma FP2 foi obtida observando o pH igual

a 7 e uma temperatura de 30°C (HEGAZY,2023).

2.2.2.4 Plumeria rubra L

Uma planta nativa da América Central, essa espécie € mais conhecida com jasmim
manga, apresentando como um arbusto ou uma &4rvore extremamente ornamental,
podendo chegar aos 3 metros de altura. Usa na medicina Ayurveda, possui inimera
propriedades farmacoldgicas, sendo bactericida, vermifuga, calmante e na insdnia

(JARDINHERIO NET, 2020).

Figura 1: Plumeria rubra L fontes: Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro



Na pesquisa de Merchan-Gaitan, 2023 a isoforma da peroxidase denominada de
Hsp70 onde se foi usada na atividade da RNA polimerase dependente de RNA viral,
transporte intercelular de proteinas de replicacao para analisar a sua redu¢do no acimulo
do virus PMeV e PMeV?2 introduzido no tomate, fazendo que a replicacao e redugao

frente as essa isoforma seja limitada (MERCHAN-GAITAN, 2023).

2.3 METODOS DE EXTRACAO DE PEROXIDASE

2.3.1 Métodos convencionais

Os métodos mais convencionais que se encontra na literatura sdo os de maceracao,
maceracao assistida por agitacao e extracdo Soxhlet, sendo também os mais utilizados em
todo o mundo (ALARA etal., 2018; BELWAL e outros, 2018). A extracao por maceracao
serd baseada na separacdo solido- liquido, com a presenca de uma solvente organico ou
uma dgua para representar a fase liquida.

Recentemente se tem as publicacOes de varios processos para a obten¢do da
peroxidase, metodologia de extracao de Jackson e Ricardo, onde se precisar prensar as
folhas do material de andlise, para a propor¢ao de 1 grama de folhas para 4 mL de solucdo
tampao de fosfato de s6dio 50 mM, com um pH de 6,0 tendo que estar gelado na
temperatura de 5°C. Apos isso, precisa homogeneizar em um liquidificador por 5 minutos
em uma rotacdo de baixa poténcia, para que seja filtrado em uma gaze com o didmetro
reduzido através de 6 dobras, sendo o filtrado recolhido em banho de gelo e centrifugado
a 11.000 g, a 5°C, por 15 minutos (MACIEL, H. P. F,2017).

Outra forma de extracao € seguindo o método de Clemente e Siddiq, que definiram
que se comeca pela determinacao do pH ideal, antes de fazer o extrato, usando a solugdo
tampao de fosfato de sédio em concentracdo de 100 mM e os testes com pH de 5,5; 6,5 e
7,0. Terminado a determinag¢do do pH se parte para fazer a extragdo, sendo pesado 30
gramas da matéria que vai ser utilizada, fazendo sua homogeneizagdo no liquidificador
com cerca de 60 mL de solugdo tampao e com o pH definido, ap6s ter ficado uma mistura
homogénea, as amostras devem ser filtradas em tecido de algodao, os filtrados devem ser
centrifugados e 17.000 gramas por 20 minutos a uma temperatura de 4°C (GALDINO, N.
0, 2018)

Seguindo a método da Embrapa onde se deve congelar as folhas antes de

homogeneizar com uma temperatura maxima de 4° C em 10 mL de solugdo tampao de



fosfato 0,05 M com um pH de 7,0, contento 1 mg de polivinilpirrolidona- 10. Depois se
deve filtrar e centrifugar a 4000g por 20 minutos em refrigeracdo, e o precipitado
sedimentado deve ser descartado. Com a observagdo que todos as vidrarias se deve ser
acondicionada em temperatura de 18°C negativos, por pelo menos 4 horas, sendo
necessario que os tubos estejam bem gelados, se mantendo em banho maria de gelo em
todo o tempo do processo, a fim de evitar alguma atividade da enzima (MA, A. P. O. C,
2024).

Como foi analisado se tem varios métodos para a extracao da enzima peroxidase
no meio vegetal, sendo de muito a sua extragdo por meio de extratos brutos, pois se tem
uma grande concentracdo da amostra, fazendo modificacdes que permitem reducdo na
quantidade de reagentes utilizados e, consequentemente no custo, proporcionando maior

confiabilidade nos resultados e reduzem o tempo para as andlises (MA, A. P. O. C, 2024).

2.3.2 Técnicas avancadas de extracio

A oxidacdo de distintos compostos fenolicos em solugdes aquosas apresenta
diferentes resultados a depender das enzimas POX utilizadas e de outros fatores. Em
estudo realizado por Miyaguti (2021) na degradacdo de fenol, cresdis, nitrofendis e
clorofendis foram utilizadas as enzimas horseradish peroxidase, lignina peroxidase,
manganés peroxidase e cloroperoxidase. Como resultado, o autor observou que alguns
compostos, dentre os quais o 4-clorofenol, o 4-cresol e o pentaclorofenol, se degradaram
com mais facilidade por mais de uma daquelas enzimas POX, o que ndo ocorreu,
entretanto, nas tentativas de oxidacdo enzimadtica e reducdo da toxicidade de algumas
substancias que continham o 4-nitrofenol e o 2-cresol, tendo em vista que tais enzimas
nao se mostraram eficientes para estes fins. A conclusao de tal estudo foi, assim, que essa
eficiéncia das POX na oxidagdo de fendis em solucdes aquosas depende do tipo de enzima
a ser utilizada, além de fatores como pH.

Interessante frisar que sdo varios os processos de obtengcdo de peroxidases,
inclusive da horseradish peroxidase, acima citada, a qual, segundo a pesquisa de Maciel,
Gouvéa e Pastores (2018), pode ser facilmente obtida das folhas da arvore Copaifera
langsdorffii, abundante em todo o pais. O extrato enzimatico bruto, inclusive, também
pode ser obtido de forma fécil e pouco custosa através, a principio, do uso da propor¢ao
de 1g de folha para 4 mL de tampdo fosfato de s6dio 50 mM pH 6,0 gelado a 5°C

homogeneizado por Smin em liquidificador e filtrado em gaze, recolhido em banho gelado



e centrifugado a 11.000 g, a 5°C por 15min. Apds este processo, a enzima pode ser
extraida por precipitagdo com acetona 65% gelada, com etanol 65% ou com sulfato de
amonio a 90% de saturacao.

Das enzimas POX mais utilizadas na oxidagdo de fendis, cite-se aquela extraida
do rabanete, através da maceracdo do vegetal no almofariz com 10 mL de tampao fostato
em pH 6,5, posteriormente filtrado (LIMA, 2018).

A técnica de extracdo dos fendis que utiliza a peroxidase do rabanete consiste na
reducdo do substrato em radicais fenoxy na criacdo de dimeros que, posteriormente,
formarao polimeros por meio da oxidagao sucessiva (LOPEZ, 2021).

Além desta, hd, ainda, a POX existente no extrato de alcachofra (Cynara scolymus
L.), extraida através da trituracdo de 200 g de material vegetal com 500 mL de tampao
fosfato em pH 6,5 acrescido de 0,1% de bissulfito de sddio, posteriormente filtrado e
centrifugado a 17000 g por 30min a 4°C (BERNARDI, 2020).

Estudo produzido por Molina et al. (2018) através do uso da POX da alcachofra
na oxidacdo enzimdtica de fendis indicou que o fornecimento de quantidades adequadas

de H20: e de Oz ao meio gera o aumento da oxidacao fendlica por esta enzima.

2.3.3 Fatores que influenciam a eficiéncia da extraciao

Os fatores que mais se consta na literatura que influencia no processo de extracao
€ o tempo, temperatura, intensidade de agitacio e proporcdo soluto-solvente
(WOLFF,2019).

No estudo de Silva, 2019 onde foi definido um dos paramentos para serem
analisandos foi o tempo, se notou que as amostras tiveram uma importancia em relacao
ao tempo de extragdo no banho maria partir dos 70 minutos onde se usou se teve uma
andlise para definir uma tendéncia linear em relagdo o tempo nas temperaturas definidas
anteriormente na metodologia do estudo, tendo resultados positivos no processo de
extracdo (SILVA, 2019)

Também no trabalho de Silva (2019) a temperatura também foi um dos fatores
utilizado no processo de extragdo para ser capaz de maximizar a eficiéncia do processo
de extracdo e na identificacdo individual da influéncia. A temperatura s se mostrou
influente entre os 50 e 90 minutos na extracdo. Também exercendo uma influéncia

positiva e participando no processo de linearidade (SILVA, 2019).



A intensidade de agitacdo estd ligada com o aumento da velocidade que se
determina para a analisar a extracdo do extrato, isso foi demonstrado quando foi
aumentada a poténcia no processo de extracdo fazendo com que tivesse uma maior
intensidade de agitacdo nas moléculas contidas no extrato (CANABARRO,2016).

Foi analisado a participacdo do processo de extracdo no item de influencia a
relacdo de soluto-solvente, onde se tem que determinar que a mesma relacdo seja de forma
harmonica para que se tenha uma abrangéncia do solvente sobre o soluto. Sendo assim o
fator foi bem importante para a determinacao da extra¢do visto que 0 mesmo apresentou
fatores de rendimentos maiores do que o esperado e onde se viu que se tivesse menos
solvente do que a quantidade de soluto precisava aumentar a temperatura para que
ocorresse a extracdo, assim a influéncia dos fatores estdo interligadas, um fator sempre
agindo com a influéncia do outro para que se tenha uma extra¢do de forma mais eficaz

possivel (CABRAL,2020).

2.4 METODOS DE PURIFICACAO DE PEROXIDASE

Ao longo dos anos, distintas peroxidases vém sendo objeto de estudos que
intentam analisar suas caracteristicas e formas de aproveitamento. Isto ocorre devido a
especificidade de seus substratos e propriedades multifuncionais, o que implicam em seu
uso em diversos processos industriais, bioquimicos e analiticos, dentre os quais se
destacam o tratamento de residuos contaminados, sintese orgdnica e de polimeros,
constru¢do de biossensores, entre outros usos (SOUZA, 2020).

Ocorre que, a depender da aplicagdo da peroxidase, faz-se imperiosa sua
purificacdo a fim de proporcionar melhorias na eficiéncia de seu papel catalitico, objeto
que, ha algum tempo, tem ocupado a literatura cientifica no sentido de estudar e
determinar os melhores métodos para tanto, os quais vao desde procedimentos simples
até técnicas com maior sofisticacdo (HAAS; VAZ e KEMPKA, 2019).

Majoritariamente, estes métodos intentam alcancar uma peroxidase de alta
purificacdo, mesmo que em baixo rendimento, para futura caracterizacio enzimatica ou
imobilizacdo e aplicacdo industrial. Ressalte-se que, nesta dltima finalidade, a purificacdo
da peroxidase se mostra ainda mais indispensdvel quando hd aprimoramento de suas

propriedades, como a estabilidade térmica e a capacidade de degradacio de determinados



substratos, fazendo com que o nivel de pureza e seu rendimento estejam atrelados ao seu
uso final (ANTUNES et al., 2017).

Em consequéncia, sdo vastas as técnicas que, durante anos, tém sido utilizadas
para alcangar a purificacdo de peroxidases, podendo ser citadas, como exemplo, a CTI, a
precipitacdo com solventes e sais, a parti¢do trifdsica, a centrifugacdo, o uso de propano
comprimido, processos cromatogrificos, dentre outros que, em sintese, serdo tratados nos
tépicos que se seguem (GAUTERIO, 2016; HAAS; VAZ e KEMPKA, 2019).

Como mencionado anteriormente, muitos sdos os métodos utilizados para
purificagdo total ou parcial da peroxidase, os quais se diferenciam em suas técnicas e
resultados tanto sobre a purificacdo quanto sobre a recuperagdo dessas enzimas. O uso de
um ou outro método € determinado, portanto, ndo apenas a partir dos fins a que se
pretende a peroxidase, mas também das caracteristicas fisico-quimicas e de impurezas
moleculares (ANTUNES et al., 2017).

Dentre as técnicas mais comumente utilizadas, é possivel citar a precipitacio de
proteinas por adi¢do de sais. Tal método, que comumente utiliza sulfato de amonio, retira
das proteinas toda a camada de hidratacdo a partir da competi¢do, pelas moléculas de
agua, dos fons salinos com a proteina, tendendo a agregar e a precipitar os residuos
hidrofébicos (HAAS; VAZ e KEMPKA, 2019).

Outra técnica € a precipitagdo por uso de solventes, mormente acetona, etanol e
metanol, cujo principal efeito também € a diminui¢do da atividade da dgua na proteina,
resultado da reducao da dielétrica do solvente em conjunto com o deslocamento aquoso
e a imobilizagdo parcial das moléculas de dgua, o que gera o agregamento e a precipitacao

das moléculas de proteina (SANTOS, 2022).

2.4.1 Técnicas cromatograficas

As técnicas cromatogréficas sao consideradas as mais comumente utilizadas com
este fim, principalmente em razdo de seus resultados em relacdo a purificagdo e a
recuperagdo dessas enzimas.

Em sintese, a cromatografia tem o objetivo de isolar e purificar o metabdlito de
interesse de acordo com o uso a que se destina. Via de regra, esta técnica pode ser dividida

em liquida ou gasosa, mas somente a primeira € ttil a purificacdo de metabdlitos celulares

(HAAS; VAZ e KEMPKA, 2019).



Dentre as técnicas mais recentes de cromatografia, € possivel citar, por exemplo,
a purificacdo por CTI (Cromatografia de Troca I6nica), cujo principio se sustenta na
reversdo das atragOes eletrostdticas moleculares quando expostas a uma matriz sélida
composta por grupos de cargas opostas que sdo a ela unidos covalentemente. Dentre as
vantagens do uso deste método, cita-se o alcance da purificacdo enzimdtica em 2,4 vezes
a partir de um tnico processo e de sua recuperagao em até 41%. Além disso, pode também
ser utilizada em conjunto com outras técnicas, como a precipitacdo por sais e solventes
(GAUTERIO, 2016).

Dentre as técnicas cromatogréficas, hd também a cromatografia de por exclusio,
que € resultante da separagdo proteica dentro das moléculas, partindo do conceito de que,
em comparacdo as moléculas maiores, que seriam retidas por mais tempo, moléculas
menores penetrardo com mais facilidade e em maior quantidade na estrutura porosa do
meio gel (NELSON; COX, 2014).

Também existe a cromatografia de afinidade, a qual consiste em uma técnica de
separacdo de proteinas a ser utilizada em casos de interagdes especificas, nas quais os
granulos na coluna t€ém um grupo quimico ligado de forma covalente a uma
macromolécula e, “quando uma mistura de proteinas é adicionada a coluna, qualquer
proteina com afinidade para esse ligante se liga aos granulos e sua migracao através da

matriz € retardada” (HAAS; VAZ e KEMPKA, 2019, P. 697).

2.5 APLICACOES DA PEROXIDASE NA BIOCONVERSAO DE FENOL

2.5.1 Fenol como poluente industrial

A expansao do setor industrial, nos ultimos séculos, € um fendmeno bastante
controverso. Isso porque, se de um lado, ela contribuiu para o desenvolvimento da
sociedade, aumentando as oportunidades de emprego, propiciando inovagdes
tecnoldgicas e o crescimento econdmico de diversas nacdes, por outro, trouxe a tona
alguns problemas, muitos dos quais considerados graves, como o aumento dos riscos de
acidentes de trabalho e ambientais, a emissdo de poluentes e o descarte de residuos, que
exigem medidas de seguranga preventivas e outras mitigadoras dos resultados dos
processos industriais (KABBACH et al, 2018).

Alguns processos industriais tradicionais, como € o caso, por exemplo, daqueles

que sao desenvolvidos em fabricas téxteis, de papel, de celulose, petroliferas, etc.,



produzem grandes volumes de efluentes liquidos com alto teor de fenol, os quais sdo
considerados toxicos e perigosos para o meio ambientes, prejudicando uma variedade de
organismos vivos (ELY, 2017).

Isso porque alguns compostos fendlicos podem ser convertidos em derivados
compostos por radicais de oxigénio, os quais sd0 muito reativos e podem tornar-se
extremamente toxicos para seres humanos e animais, além de constituir contaminante de
alto risco para o meio ambiente (CAMPOS et al., 2019).

Para os organismos vivos, essa toxicidade deriva do fato de que, quando os fendis
atravessam a parede celular, sio metabolizados e geram radicais livres e metabdlitos
eletroliticos que podem se unir ao DNA. Ainda, estes compostos sdo considerados fatores
irritantes da pele, podendo causar necrose tanto na derme como em células de outros
orgdos, como rins e figado, além de danos na epiderme em razao da reacao do fenol com

aminodcidos presentes na queratina (OLIVEIRA, 2018).

Além dos efeitos nocivos que possui o fenol, € muito importante
salientar que os seus derivados podem ser altamente toxicos. Os
mais perigosos sdo formados por substitui¢des na molécula de
fenol com grupos clorados ou que contém nitrogénio,
aumentando assim a sua toxicidade em funcdo do ndmero de
substituintes que sio incorporados a sua estrutura (BAMPI et al.,
2018).

Além disso, estes compostos podem ser produzidos rapidamente e se acumular em
variedades resistentes, como € o caso dos 4cidos clorogénico, caféico e ferrilico. Ocorre
que, enquanto, em alguns casos, quando originados naturalmente de plantas, a resisténcia
destes compostos pode ser ttil a redu¢do de perdas causadas por doengas proprias de
determinados vegetais, como o feijdo, por exemplo, j4 que também sdo téxicos aos
patégenos, em outros, quando derivados de alguns processos industriais, pode resultar em
prejuizo aos demais organismos (CAMPOS et al., 2019).

Isto porque o fenol, inclusive em baixas concentracdes, pode ser um fator de
envenenamento, tendo em vista que cerca de 1g de fenol pode ser uma dose letal para um
homem em idade adulta, causando sintomas como escurecimento da urina, irritacdo das
mucosas, boca e garganta secas, perda de peso, cefaleia, danos teciduais, dores

musculares, fraqueza e, finalmente, a morte (OLIVEIRA, 2018).



2.5.2 Mecanismos de bioconversao catalisados por peroxidase

Quimicamente, os compostos fendlicos podem ser explicados como estruturas
quimicas compostas por um ou mais substituintes hidroxilicos e anéis aromaticos,
apresentando estrutura varidvel, podendo ser encontrados nas formas de moléculas
simples ou com alto grau de polimerizagdo e, por isso, sdo considerados multifuncionais
(ANGELO; JORGE, 2017).

Além dessas propriedades, o fenol, também chamado de acido carbdlico, fénico

ou hidroxibenzeno, também se caracteriza por ser:

[...] uma substincia organica que se apresenta como um sélido
cristalino, volatil, de odor caracteristico e de formula molecular
C6H60. E toxico, levemente 4cido e soluvel em dgua de forma
moderada (8,3g em 100ml), tem peso molecular de 94,1g.mol-1,
ponto de fusdo de 43°C, ponto de ebulicdo 182°C, densidade
relativa 1,071g.ml-1 a 20 °C, pKa = 9,95 em dgua (Oliveira,
2018).

Estes compostos podem ser originados de fontes naturais, como as plantas e o
solo, por exemplo, ou de atividades humanas, como residuos de produc¢do industrial e
agricola, como é o caso, por exemplo, das indudstrias petroquimicas, de papel, celulose,
téxteis, tinturas, de farmacos, dentre inimeras outras (ELY, 2017).

Se originados das plantas, os fendis sdo produto de seu metabolismo secundario e
se mostram eficientes para seu crescimento e reprodugdo, além de se formarem em
condic¢des de estresse, como doengas, ferimentos, etc., mostrando-se uteis na diminui¢ao
de perdas causadas por essas condicdes em razao de sua resisténcia (ANGELO; JORGE,
2017).

Em geral, quando mantido em temperatura ambiente, o fenol, que € um composto
sOlido, apresenta solubilidade em dgua proxima a 10%. Isso significa, por conseguinte,
que, em determinados efluentes em que o fenol se faz presente, sua retirada através de
técnicas tradicionais que se baseiam em coagulacdo e floculagdo, como a extracdo, a
adsor¢do e a oxidacdo quimica e bioquimica, mostra resultados pouco expressivos
(NASCIMENTO et al., 2017).

Por esta razdo, muitos estudos tém sido desenvolvidos a fim de identificar
métodos alternativos para a remocdo de fenol em efluentes, principalmente naqueles

oriundos de producdo industrial, os quais, como se discutird nos topicos que se seguem,



sdo toxicos e prejudiciais a0 meio ambiente. Dentre essas alternativas, estd o uso de
enzimas oxidativas na bioconversio desse contaminante, como € o caso da peroxidase,
vastamente encontrada em uma série de recursos naturais, como a soja, o tomate, a batata,
dentre outros (ELY, 2017).

Como discutido em tépicos anteriores, a peroxidase consiste em uma importante
enzima e, quando presente em plantas, tende a estar envolvida em multiplas reacoes,
dentre as quais a lignificacdo, a defesa contra patégenos, a cicatriza¢io de ferimentos e,
inclusive, a oxidagdo de fen6is (CAMPOS; SILVEIRA, 2018).

Isso porque as POX sdao predominantemente proteinas heme, fazendo uso de
H202 como aceptor de elétrons, conseguindo, em razdo disso, atuar como agentes
oxidativos de diversos substratos organicos e inorganicos. Esses processos de oxidagao,
por sua vez, geram radicais altamente reativos com relevante papel nas reacdes
poliméricas, pois apresentam grande peso molecular, pouca solubilidade em agua e,
justamente por isso, sdo facilmente removiveis da solu¢do através de processos fisico-
quimicos, a exemplo da filtragcdo, da flotacdo e da sedimentacio (ELY, 2017).

Significa, assim, que a polimerizagdo espontinea de fendis e de seus derivados é
resultado da oxidacdo causada pela peroxidase, o que faz com que estes compostos,
naturalmente soliiveis em dgua, tornem-se insoliveis neste meio e possam ser removidos
posteriormente, em etapas que envolvem a separacdo de elementos sdlidos e liquidos
(ASSENHAIMER; WILBERG e RUBIO, 2020).

Em outras palavras, nesta forma de tratamento de efluentes, a enzima POX catalisa
a oxidacdo de compostos aromaticos por meio do peréxido de hidrogénio, produzindo
radicais que se unem a fim de formar oligdmeros maiores, quase insoldveis em solucdes
aquosas e facilmente apartdveis por filtragdo ou sedimentagdo (OLIVEIRA et al., 2021).

Ao contrdrio das técnicas tradicionais de tratamento de efluentes que contém
compostos fendlicos, o uso de POX apresenta vantagem significativa ndo apenas na
remogao destes compostos, como também em relacdo a reducdo de custos e a formagao
de subprodutos (ELY, 2017).

Além disso, apds isolada, as enzimas POX também apresentam vantagem, pois
atuam com maior especificidade e, com isso, possibilitam que o tratamento do efluente
seja direcionado a um poluente especifico, ou seja, pode ser destinado unicamente aos

fendis, preservando, assim, outros compostos (OLIVEIRA et al., 2021).



3 METODOLOGIA DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

O método de abordagem utilizado na pesquisa caracteriza-se como dedutivo, vez
que se volta para a apresentacdo de solucdes a um problema particular a partir de
premissas universais.

Em relacdo as técnicas de pesquisa, € referida como pesquisa bibliogréfica,
desenvolvida a partir da leitura, andlise e aprecia¢do de artigos de relevancia académica
e de obras produzidas pelos principais autores da temédtica abordada.

Quanto aos objetivos, a pesquisa se apresenta na forma descritiva, vez que
desempenha uma andlise sobre os métodos de extracdo e purificacdo de peroxidase a
partir de fontes vegetais, bem como as técnicas utilizadas na sua purificacao.

Além disso, em relacdo a abordagem da proposta, esta se qualifica como pesquisa
qualitativa, pois permite o desenvolvimento de idéias e sugestdes para o uso da peroxidase
como agente antipolui¢do, contribuindo para a despolui¢do dos terrenos e aquiferos
contaminados, sobretudo, por compostos fendlicos.

Em sintese, pode-se concluir que a presente pesquisa tem em sua abordagem uma
andlise qualitativa, através de utilizacdo do método dedutivo, objetivando uma pesquisa
descritiva e utilizando-se dos procedimentos bibliogrificos, com o intuito de reunir

informacdes para uma melhor compreensado deste trabalho.

3.1 BASES DE DADOS PESQUISADAS

Foi usado as bases de dados como: Brasil Scientific Library Online (Scielo);
Periddicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela Comunidade Académica Federada (CAFE), através do acesso da Universidade

Federal de Campina Grande; Biblioteca da Universidade de Sdao Paulo (USP).

3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO E INCLUSAO

Levando em consideracdo os critérios de inclusdo, artigos publicados em revistas
nacionais e internacionais, artigos que se enquadrem nos critérios de inclusdo da pesquisa
e que ndo tivesse fora da linha temporal definida. Sempre passando por uma triagem,
onde serdo elegiveis e incluidos na pesquisa somente aqueles coerentes aos objetivos do

trabalho.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para analisar os resultados dando maior €nfase na parte de extracdo, purificagdo e
acdo da enzima na catalise do fenol foram escolhidos 15 artigos para a constru¢do do

quadro 1.

Quadro 1 - Disposicao dos artigos cientificos selecionados.

Autor/Ano Titulo Objetivos Resultados do
estudo

Fonseca,2022 “Caracterizacao Gerar dados a A atuacdo dessas
bioquimica de partir do estudo da | enzimas estaria
acessos de Coffea interacdo Coffea | controlando os
canepdora Pierre ex | canephora x niveis de compostos
A. Froehner na Hemileia envolvidos no
interaciao com o vastatrix, em processo de morte
fungo Hemileia relacdes de celular, que
vastatrix Berk. & compatibilidade e | restringiria/reduziria
Br” incompatibilidade. | e at€é mesmo

favoreceria o
processo de
infec¢do do fungo.
O estudo também
indica a possivel
participacao da
enzima peroxidase,
que poderia atuar no
controle dos niveis
de peroxido de
hidrogénio ou no
processo de
lignificacdo celular.

Vedana, Aplicagado da foi avaliar o pH A partir dos

Brochier,2021 peroxidase do residuo | 6timo e a resultados obtidos, é
de mandioca para atividade possivel confirmar
tratamento de efluente | enzimadtica da que a peroxidase

enzima peroxidase | extraida de
a partir da casca e | diferentes partes da
da entrecasca da mandioca, como a

mandioca para casca € a entrecasca
aplicacdo da mandioca,
posterior em possuem o potencial
efluente téxtil de ser utilizada no
sintético contendo | tratamento

a tinta 13 Pink enzimatico de

efluentes para
remocao de corante
téxtil 13 Pink,




reduzindo também
possiveis impactos
ambientais causados
por estes residuos.

Martins,2019

Elicitores de
resisténcia no
manejo de Fusarium
sp. em milho

Determinar o
efeito de
diferentes
elicitores no
manejo da murcha
de Fusarium sp.
em sementes de
milho roxo

mostraram que
foram identificados
cinco géneros
fingicos: Fusarium
sp. (49,5%),
Aspergillus sp.
(30,5%),
Penicillium sp.
(16%), Rhizopus sp.
(11,5%) e
Cladosporium sp.
(1,5%) no lote de
sementes.
Observou-se
também que os
tratamentos nao
afetaram a
qualidade
fisidlégica das
sementes. Para os
teste in vitro, foi
verificado efeito
fungistético dos
elictores Rocksil® e
Ecolife® e Bion®
sobre o Fusarium
sp,. Em relacdo a
atividade
enzimatica, nao foi
possivel identificar
diferenca
significativa entre
0s tratamentos.

Oliveira,2018

"Long-term
subculture affects
rooting competence
via changes in the
hormones and
protein profiles in
Cedrela fissilis
Vell.(Meliaceae)
shoots."

Investigar os
efeitos da
subcultura de
longo prazo no
desenvolvimento
de brotos in vitro
€ ex Vitro
enraizamento
associado a
alteracdes nos
perfis hormonais e
proteicos em C.
fissilis.

Mostraram

que a compreensao
dos mecanismos
hormonais e
moleculares
relacionados ao
potencial de
formacdo de AR
em brotos sob
subculturas
sucessivas €
relevante para
melhorar a




producao de mudas
em larga escala em
C.

fissilis

Martins, 2021

“Purificaciao da
peroxidase na casca
de soja”

Purificar a
peroxidase
presente na casca
de soja, e os
resultados obtidos
demonstram que
ela pode ser
comercializada
para algumas
aplicacoes

Por ser um método
simples e de baixo
custo mostra-se util
para a purificacdo
da peroxidase de
casca de soja. No
entanto sao
necessarios estudos
para investigar as
limitacdes que este
método pode
apresentar.

Merchan- "The Role of Plant O latex também Os componentes do
Gaian,2023 Latex in Virus parece ter efeitos | latex representam
Biology." sobre uma fonte natural
virus e laticiferos | promissora para
sdo um ambiente | a descoberta de
hostil para a novas moléculas pré
colonizacgao de e antivirais nas
virus. areas da agricultura
e da medicina.
Galdino,2018 Palmito de pupunha | Foi determinar a Apresentaram
(Bactris gasipaes atividade valores que estao
Kunth.) composicao | enzimdtica da dentro da faixa de
mineral e cinética de | polifenoloxidase | energia de ativacdo
enzimas oxidativas (PPO) e da reportada para o
peroxidase processo de
(POD), bem como | inativagdo térmica
avaliar o de enzimas.
comportamento
destas frente ao
tratamento
térmico e assim
calcular a cinética
de inativagao
térmica das
mesmas para suas
porcoes
termorresistente e
termolabil.
Silva,2019 ""Uso da metodologia | Otimizar a Foi capaz de
de superficie de extracdo de descrever de forma
resposta na compostos significativa a

otimizacao da

fendlicos totais

variabilidade




extracao de
compostos fenoélicos
da casca dos frutos
de Hymenaea

(CFT) e
flavonoides totais
(FLAT), tanto de
forma isolada

observada para as
variaveis de
resposta. As
condig¢des

courbaril quanto otimizadas foram
L.(Jatoba)." simultaneamente, | 60,6% de etanol,
da casca do fruto | 64,18 °C e tempo de
do jatobd, usando | extracao de 71,93
a metodologia de | min, e 0 modelo
superficie de apresentou como
resposta (MSR) valores preditos
para determinar as | 35,265 + 2,22 mg
condig¢des equivalentes ao
experimentais de | dcido gdlico/g de
concentracdo de matéria secae 1,210
etanol, tempo e +0,16 mg
temperatura de equivalentes a
extracdo capazes | rutina/g de matéria
de maximizar a seca, para
eficiéncia do compostos fendlicos
processo, totais e flavonoides
identificando, totais,
também, qual a respectivamente.
influéncia
individual de cada
variavel
experimental e as
influéncias de
suas interacdes no
processo
extrativo.

Canabarro,2022 | "SECAGEM DE Avaliar a secagem | Secagem com MOV
FOLHAS DE de folhas de pode ser uma 6tima
PITANGUEIRA pitangueira em op¢ao frente a
(Eugenia uniflora) micro-ondas a métodos de
EM MICROONDAS | viacuo (MOV) via | secagem como a
A VACUO: abordagens convectiva,
INFLUENCIA DO experimental e contudo, estudos
PROCESSO NOS modelagem voltados a
ATRIBUTOS DE matematica, bem | escalabilidade do
QUALIDADE DAS | como a influéncia | processo em termos
FOLHAS E da secagem na cor | econdmicos e
EXTRATOS das folhas, no energéticos devem
SUPERCRITICOS." | rendimento e ser conduzidos para

composi¢do dos viabilizar o
extratos obtidos processo.
via extragdo

supercritica

Souza,2020 Extracao, Extrair, purificar e | A peroxidase de
purificacio e caracterizar casca de yacon




caracterizacao
bioquimica de
peroxidase de
Smallanthus
sonchifolius e sua
aplicacao na
bioconversao de
fenol.

enzima peroxidase
da casca de raizes
de yacon, bem
como aplicar a
enzima obtida na
bioconversio de
2,4-diclorofenol,
em efluente
sintético, e avaliar
o potencial
toxicolégico do
mesmo.

apresenta potencial
e pode ser uma
alternativa a ser
explorada em
processos de
biocatalise.

Kempka,2019 Extracao e Compilar Existe uma ampla
purificacio de informagdes gama de
peroxidases vegetais: | acerca da extracdo | possibilidades para
uma revisao e/ou purificacdo obtencao da enzima

de peroxidases peroxidase de
contidas em vegetais, com
diferentes tecidos | variabilidade na
vegetais, atividade
apresentando enzimdtica quando
métodos de aplicados métodos
extragdo, de extragdo
processos de distintos. Os
purificagdo,

atividades

enzimaticas e seus

incrementos, de

acordo com os

processos

quimicos e fisicos

aplicados

Campos et Metodologia para Determinar a Se obteve duas

al,2019 determinacao da metodologia mais | novas
peroxidase e da eficaz para a metodologias, uma
polifenol oxidase em | determinacdo da | para peroxidase e
plantas peroxidase e da uma para polifenol

polifenol oxidase | oxidase.
em plantas.

Oliveira,2018 Aplicacao de Realizar uma As enzimas
enzimas peroxidases | revisdo peroxidases foram
no tratamento de bibliogréfica consideras uma
efluentes sobre as alternativa vidvel na
contaminados com aplicagoes de aplicacao de
fenol: uma revisao enzimas tratamento de

peroxidases no
tratamento de
efluentes
contendo fenol.

efluentes
contaminados com
fenol. Devido a sua
alta disponibilidade
e baixo custo, essas




enzimas podem
apresentar
vantagens em
relacdo a outros
métodos, dentre elas
a alta efici€ncia que
proporcionam ao

tratamento.
Oliveira,2018 Métodos tradicionais | Revisar os Observa-se a juncao

e emergentes para principais de diferentes dreas
evitar o métodos para minimizar o
escurecimento utilizados para problema do
enzimatico de evitar o escurecimento
vegetais. escurecimento enzimdtico. E o

enzimatico de caso da modificacao

vegetais genética, em que a

biotecnologia tem
sido um importante
aliado na tecnologia
e engenharia de
alimentos,
contribuindo com o
conhecimento sobre
a producdo de
alimentos mais
resistentes ao
escurecimento
enzimatico. Nesse
sentido também se
destaca o uso da
serotonina como um
agente que pode
trazer beneficios a
protecdo dos tecidos
vegetais, sendo um
componente
naturalmente
presente em muitas
plantas.

Fonte: Autoria Prépria, 2024

Conforme mostrado na tabela anterior, diversos autores utilizaram a peroxidase
em suas pesquisas para os mais diversos fins. Dessa forma foi possivel correlacionar os

estudos desses autores e comparando seus métodos com as pesquisas mais atuais.



A partir das denotagdes feitas por Ely (2017) em sua pesquisa sobre a Horseradish
peroxidase (HRP), fica claro a importancia das enzimas oxidativas na degradacdo de
compostos fendlicos resultantes de processos industriais que geram impacto ambiental.

Associando o pardgrafo acima com a abordagem revisada por Oliveira (2018), foi
observado os efeitos positivos das peroxidases no tratamento de aquiferos contaminados
com compostos fendlicos, no qual € sabido que a presenca desses compostos em efluentes,
representa um grave risco na manutencdo e renovagdo dos ecossistemas ali presentes
devido, principalmente, a sua natureza microbicida e fitotéxica, ambas relacionadas com
a liberacdo de radicais de oxigé€nio dos fendis e sua interacio, indutoramente degradativa,
com o nucleo celular, como elucida Campos et al. (2019) em visivel aquiescéncia com
Ely (2017) .

Em concordancia com o que foi dito acima e, assim, visando a recuperagdo desses
efluentes e demais ambientes contaminados por componentes residuais fendlicos Verdana
e Bolchier (2021) divaga sobre as peroxidases naturalmente produzidas por residuos de
mandioca, facilmente obtidas e purificadas para oxidacao fendlica. O mesmo € posto por
Galdino (2018), com o uso do palmito, por Silva (2019), com a extra¢do da peroxidase
das cascas de frutas de Jatoba e por Martins (2019), com seus estudos com a casca de
soja. Parte essencial de cada estudo descrito, foi fundamentada na utilizacdo de técnicas
de extracdo e purificacdo corretas das POX.

Em sintese, as técnicas atuais de recuperacdo de efluentes sdo mais eficazes e
menos onerosas. Ao explicitar essa colocagdo, pode ser avaliado que Ely (2017),
consonantemente, reforca o papel catalisador da POX em compostos aromadticos descrito
por Oliveira et. al. (2021) que, por sua vez, deixa claro que a partir do método de oxidag¢ao
enzimadtica, que catalisa fendis em substancias insoluveis, € possivel promover a
sedimentacdo dos acidos fendlicos presentes nos efluentes e, logo apds, sua retirada.

Das técnicas de purificacdo das peroxidases, a cromatografia por troca idnica
ganha destaque pela facilidade em se obter e purificar as peroxidases. Posto isso, Galtério
(2016) e Haas, Vaz e Kempka (2019) concordam, através de suas respectivas pesquisas,
que o alcance da purificagdo enzimética pela cromatografia de troca idnica € 2,4 vezes
maior se comparadas a técnicas mais antigas que utilizam a precipitacdo enzimética por
uso de solventes, mormente, acetona, etanol e metano relatadas por Santos (2022) ou pela
precipitacdo de proteinas por adi¢do de sais exposto por Haas, Vaz e Kempka (2019); e
com uma taxa de recuperagdo superior a 41% quando a enzima € exposta a reversdo das

atracoes eletrostaticas moleculares numa matriz sélida.



Em estudo realizado por Miyaguti (2021), as enzimas peroxidase de raiz forte,
lignina peroxidase, peroxidase de manganés e cloroperoxidase foram utilizadas na
degradacao de fenol, cresdis, nitrofendis e clorofendis. Como resultado, o autor observou
que alguns compostos, incluindo 4-clorofenol, 4-cresol e pentaclorofenol, eram
degradados mais facilmente por mais de uma dessas enzimas POX, o que ndo ocorreu,
porém, nas tentativas de oxidacao. andlise enzimética e reducdo da toxicidade de algumas
substancias que tinham 4-nitrofenol e 2-cresol, tendo em vista que tais enzimas ndo se
mostraram eficientes para esses fins. A conclusido deste estudo foi, portanto, que a
eficiéncia da POX na oxidacgao de fendis em solucdes aquosas depende do tipo de enzima

a ser utilizada, além de fatores como o pH.



5 CONSIDERA COES FINAIS

O presente estudo preocupou-se com a descricdo das fontes de peroxidase no
ambiente vegetal e seus métodos de extracdo, juntamente com cada autor explicando as
melhores formas de obter niveis de pureza e efici€éncia para andlise do extrato bruto.
Consideramos o método mais direto de remocdo das formas mais toxicas e prejudiciais
de fenol do meio ambiente através da bioconversdo. Conceitualmente, as enzimas podem
ser entendidas como proteinas que desempenham a tarefa especifica de desencadear
reacOes quimicas nas células, e por isso sao catalisadores essencialmente importantes. A
maioria dessas proteinas € esférica, exceto as ribozimas, que sdo enzimas baseadas em
RNA.

Foi notado durante a pesquisa que as técnicas desenvolvidas atualmente para
purificar a peroxidase, as técnicas cromatograficas sdo consideradas as mais utilizadas
para esse fim, principalmente pelos seus resultados em relacdo a purificagdo e
recupera¢do dessas enzimas. Do ponto de vista quimico, os compostos fendlicos podem
ser descritos como estruturas quimicas contidas em um ou mais substitutos hidroxila e
um anel aromdtico de estrutura varidvel, encontrados tanto na forma molecular simples
quanto considerados de alto grau de polimerizacdo e, portanto, multifuncionalidade.

Por esta razdo, muitas pesquisas foram desenvolvidas para identificar métodos
alternativos de remoc¢do de fendis de dguas residuais, especialmente da producdo

industrial.
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