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Introducao |

Ha uma tendéncia recente da utilizagdo de
tecidos de vegetais e/ou extratos brutos no lugar de
enzimas purificadas em procedimentos enzimaticos
de analise e/ou na confecgao de biossensores [1]. A
peroxidase (POX), encontrada em tecidos de
vegetais e animais, catalisa a oxidagao pelo
peréxido de hidrogénio de alguns substratos como
mono e difendis, polifenois, aminofendis, entre
outros. O mata-fome (Pithecellobium dulce Roxb.)
pertencente a familia leguminosae (Mimosoideae) é
um vegetal de origem exoética com floragdo nos
meses de agosto a dezembro. O uso de extratos
brutos de vegetais como fonte enzimatica, tem se
tornado frequente devido a grande variedade de
vegetais que podem ser utilizados como uma fonte
alternativa a obtengédo da enzima POX e ao baixo
custo do processo. O objetivo deste trabalho foi
determinar a atividade especifica da POX via
espectrofotometria e em gel de poliacrilamida
(zimograma da POX) nas fragoes de proteinas
presentes no extrato do fruto verde do mata-fome.

Resultados e Discussao \

O extrato bruto vegetal foi obtido a partir da
trituragdo de 60,00 g da polpa do fruto verde do
mata-fome na presenca de tampao fosfato (pH 6,8)
e PVP 10000. Este foi filtrado em tecido de malha
fina e centrifugado a 10620xg por 20 minutos a 4°C.
O precipitado foi descarto e o sobrenadante foi
fracionado com (NH4),SO, em trés faixas de
saturagdo: 0-30%, 30%-60%, 60%-90%. Foram
realizados testes de atividade para a POX [2],
determinacao de proteinas totais [3] e atividade em
gel nativo de poliacrilamida (zimograma para POX).

Os resultados para a determinagdo de
proteinas totais e da atividade da POX em extratos
nao-fracionados e nas fragoes 0%30%; 30%60% e
60%90% demonstraram que a fracdo 30%60%
contem uma maior concentragdo de proteinas, a
fracdo 60%90% apresenta a maior atividade
enzimatica e a fragcdo 0%30% apresenta
quantidades despreziveis, Tabela 1. Os resultados
do zimograma para a POX (Fig. 1) mostraram o
aparecimento de bandas protéicas com atividade
para GPOX. Nenhuma atividade foi observada na
F0%30%. Na F30%60% (Fig. 1, coluna 3) foram
observadas pelo menos 3 formas de peroxidases,
enquanto na F60%90%, pelo menos 2 bandas
protéicas foram evidenciadas (Figura 1, coluna 3).
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Figura 1. Zimograma para GPOX em gel nativo de
poliacrilamida do extrato enzimético bruto e fragbes do
fruto verde do mata-fome: extrato bruto (1), F0%30% (2),
F30%60% (3) e F60%90% (4).

Tabela 1. Atividade, proteina total e atividade
especifica da POX encontrada no extrato do mata-
fome submetido ao fracionamento com (NH,4),SO,.

Extrato Proteina total | Atividade Atividade

Vegetal (mg/mL) (U/mL) especifica
(U/mg)

Nao 0,786 34,2 43,5

fracionado

Fracdo 0,972 — —

0%30%

Fracdo 3,74 161 43,0

30%60%

Fragdo 2,03 194 95,6

60%90%

Conclusoes \

Os resultados mostram que para futuros
procedimentos de purificagdo da POX, a fragao
60%90% ¢é a mais adequada, demonstrando que
simples procedimentos de purificagao parcial podem
aumentar o rendimento de obtengédo da mesma.
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