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Introducao |

Nas ultimas décadas as enzimas estdo sendo
utilizadas em sua forma nativa, principalmente na
industria de alimentos e, recentemente, nas
industrias ~ farmacéuticas e  quimicas’. As
desidrogenases, em  destaque, a élcool
desidrogenase (ADH) é amplamente utilizada nos
ensaios enzimaticos de diversos compostos de
interesse industrial, incluindo o etanol, sendo estas
encontradas em tecido animal, plantas e
microrganismos®>. A ADH, juntamente com o seu
cofator NAD", catalisa a conversio de etanol a
acetaldeido e NADH. No presente trabalho é
proposto um método para determinacao de etanol
utilizando extrado bruto de semente de tomate como
fonte da ADH. Para as medidas foram utilizados 6
tomates, suas sementes foram rompidas por
trituragdo em almofariz, depois submetidas em
banho de ultra-som e centrifugada a 5000 rpm a
4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a
andlise. A atividade do extrato bruto foi determinada
espectrofotometricamente a 340nm. Em uma cubeta
foram adicionados aliquotas de 0,1mL da solucéo
do extrato bruto enzimatico, 0,5 mL solucdo tampao
pirofosfato de sédio 0,06 mol L™, pH 8,3; 0,1 mL de
NAD* 0,0019 mol L™; 2,2 mL agua e por ultimo 0,1
mL de etanol 3 mol L™, totalizando um volume de 3
mL. Apos a adicdo da aliquota de etanol a solucao
homogeneizada foi colocada no espectrofotdmetro,
iniciando-se entao as medidas de absorbancia.

Resultados e Discussao |

A curva analitica referente ao comportamento
enzimético do extrato bruto obtido da semente de
tomate frente a concentracdo de etanol é mostrada
na Figura 1.
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Figura 1: Curva analitica da conversdo enzimatica do etanol a
acetaldeido obtida com o uso do extrato enzimatico bruto da
semente de tomate. r= 0,9996.
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Os teores de etanol foram obtidos nas condi¢des
definidas pelos estudos: pH 8,3, temperatura de 35
°C e tempo de reacdo de 10 minutos. O resultado
mostra uma linearidade na faixa de 0,33 mol L a
2mol L™, r=0,9996. O limite de deteccdo foi
estimado em 0,045 mol L* e o desvio padrio
relativo (rsd) foi de 0,045 %, obtido pela leitura de
15 repeti¢des do padrdo 3 mmol de etanol.

O método foi aplicado em amostras de bebidas
cujos resultados sdo mostrados na Tabela 1. A
validacdo do método foi realizada comparando os
resultados com aqueles obtidos pelo método do
picndmetro (descrito na Farmacopéia Brasileira 32
edicdo (1977))° que permite o célculo do teor
alcodlico por meio das respectivas medidas da
densidade relativa do destilado a 25°C.

Tabelal: Teor de etanol em diferentes amostras de bebidas
alcodlicas. Resultados obtidos pelo método proposto comparado
com valor rotulado e o método do picnémetro.

Rétulo| Método Proposto Método Picndmetro Erro Relativo

Amostras (%vol) (%vol.) (%ovol.) (%)
A 40 38,7+02 40+01 -3,2
B 40 402+06 39,6 £0,05 +15
Cc 38 37,304 37.8+01 -1,3
D 40 38+05 392+01 -3,0
E 39 38+04 38,703 -1,8
F 42 414+03 412+02 +05
G 38,5 37604 382+01 -16
H 40 40+04 39805 +0,5

Conclusoes

Os resultados obtidos revelaram que a atividade
enzimética da ADH extraidos da semente de tomate
possibilitou o seu uso no desenvolvimento de
procedimentos analiticos para determinacdo de
etanol em bebidas. Este se caracteriza por ser
rapido, econémico e de facil interpretacdo de
resultados, podendo ser utilizados no controle de
qualidade de industrias de bebidas.
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