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INTRODUCAO

A biotransformacao € um processo onde substancias quimicas se transformam em outras
de maior valor agregado, através de métodos bioldgicos especificamente, quando os
métodos quimicos ndo trazem bons resultados. As industrias quimico-farmacéuticas
procuram cada vez métodos bioldgicos com o objetivo de obter as substancias desejadas
com um custo trivial.

O uso e ampliacdo de métodos biotecnoldgicos na transformagdo de algumas
substancias tem-se mostrado eficiente principalmente quando a obtencdo do produto é
de interesse comercial. A vanilina, derivado do eugenol e isoeugenol, tem grande
aplicacdo em industrias farmacéuticas e também como flavorizantes.

O uso e ampliacdo de métodos biotecnoldgicos utilizados para transformar algumas
substancias tem-se mostrado eficiente principalmente quando a obtencdo do produto é
de interesse comercial. A vanilina, derivado do eugenol e isoeugenol, tem grande
aplicacdo em inddstrias farmacéuticas e também como flavorizantes.

As peroxidases e as feniloxidase sdo enzimas oxidantes, encontradas no rabanete. As
peroxidase podem ser encontradas em multiplas isoformas na maioria das espécies de
frutas e vegetais, sendo relacionada com alteracGes no flavor, textura e cor durante o
armazenamento e decomposicao de frutas e vegetais. Na industria de papel e celulose, a
peroxidase, é utilizada na etapa de branqueamento da polpa. Na industria téxtil é
utilizada para melhorar o branqueamento em detergentes de lavanderias e inibir a
transferéncia de cor durante a lavagem.

As cloroperoxidase, por exemplo, podem catalisar a epoxidacédo de algumas
olefinas, mostrando-se versateis na catalise de reacfes de oxidagdo (ALLAIN, 1993).
As peroxidase tambem promovem a epoxidacdo assimétrica sob condic¢fes brandas de
alguns substratos. (TUYNMAN, 2000) No entanto, ndo existem exemplos da utilizagdo
de peroxidase como catalisadores em sintese orgénica industrial, ja que a produgdo em
pequena escala limita seu uso. Em particular, as heme peroxidase sdo desactivadas por
oxidantes, o que resulta numa baixa estabilidade operacional. (VAN, 2001) A limitada
solubilidade dos substratos organicos em sistemas aquasos e a inactivagdo da enzima
durante a catélise afeta a aplicacdo das enzimas em sinteses organica. Geralmente, um
meio ndo aquoso pode alterar a estrutura, fungéo e atividade catalitica da enzima sem
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desnaturalizar-la por completo, (KANERVA, 1989), utilizando-se misturas de solventes
organicos para diminuir estes efeitos. (AZEVEDO 2001)

Este trabalho visa o estudo da oxidacdo de propenilbenzenos, como eugenol e
isoeugenol em vanilina utilizando como catalisadores a enzima peroxidase extraida do
Raphanus sativus, L. (rabanete) pertence a familia Brassicaceae a qual se desenvolve
muito bem em regides de clima temperado.

MATERIAL, METODOS OU METODOLOGIA

Os estudos de biooxidagdo foram realizados utilizando os extratos brutos enzimaticos
isolados do rabanete.

Procedimentos Gerais para a extracéo de enzimas.

A extracdo da enzima foi feito conforme procedimento descrito na literatura, que
segundo os autores mantém a atividade peroxidasica por longos periodos (FATIBELLO-
FILHO E VIEIRA, 2002). O tecido vegetal é lavado, fracionado em porcdes de 250g e
estocado a —10°C. Para obtencédo do extrato bruto, cada porcéo serd homogeneizada em
liquidificador industrial com 500mL de tampé&o fosfato 100mM pH 6.5 (Na,HPO4.2H,0
- Vetec). Posteriormente o extrato é filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a
6.500 rpm (centrifuga Nova Técnica NT815), durante 30min a 4°C. O sobrenadante foi
mantido a 4°C.

Determinacdo da Atividade Peroxidasica.

A atividade enzimatica foi determinada por método colorimétrico, baseado na mudanca
de absorvéncia a 470nm devido a formacdo do produto de oxidagdo do guaiacol
(Reagem), o tetraguaiacol durante cinco minutos. O ensaio contém 2,77 a 2,79 mL de
tampdo fosfato 100 mM (pH6,0); 0,01 a 0,03 mL do preparado enzimatico diluido dez
vezes em tampdo pH6,0; 0,1 mL de solucdo de guaiacol 100 mM e 0,1mL de H,0;
2,0mM (Vetec), a 25 °C. Para dosagem de atividade das amostras liofilizadas, cerca de
10mg foram suspensos em 0,5mL de tampéo fosfato pH 6,0. Uma unidade de enzima
(U) € definida como a quantidade de enzima capaz de fornecer 1 mmol de produto em 1
min a 25 °C, no pH especifico para esta reacéo. ¢ tetraguaiacol= 26,6 mM™ cm™
(HIRATA et al., 1998).

Bio-oxidacao de Isoeugenol e eugenol

A literatura aponta que HRP € bastante estavel em etanol 20% (AYYAGARI et
al, 2002), portanto este solvente foi utilizado como meio reacional para as reagdes de
oxidagdo com a enzima comercial. As reacdes foram conduzidas variando-se as
proporcdes de substrato: peroxido de hidrogénio, a quantidade de enzima no meio
reacional, o tempo de reacdo e a quantidade de agente oxidante, peroxido de hidrogénio.
A extracdo dos produtos foi feita com CH,Cl, e a fase organica tratada com Na,SO,4
anidro. A andlise dos produtos serd feita por GC e GC-MS, com a injecdo prévia de
padrdes de substrato e epoxido em cada analise.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

Na tabela 1 se apresenta um resumo da actividade peroxidasica do rabanete
utilizando o sistema guayacol/ H,O, (100mM).



Tabela 1. Atividade peroxidasica do rabanete.

Rabanete
Parametros Extrato Bruto Precipitacdo (NH,;),SO,
(85%)
Volume [mL] 30,0 4,5
Concentracgdo de Proteina [mg/mL] 0,72 2,50
Proteina Total 21,6 11,3
Atividade Enzimatica [U/mL] 3,2 16,8
Atividade Especifica [U/mg] 13,3 20,1
Atividade Total [U] 96 76
Recuperagao [%] 100 78

Como se pode observar na tabela 1, a precipitacdo de proteina do extrato bruto
de rabanete foi eficiente, devido ao aumento (51%) da actividade especifica e ao alto
grau de recuperacdo (78%). Este resultado demonstra que o processo utilizado foi

eficiente.
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Figura 1. Atividade residual de Peroxidasa de Rabano na presenca de C,HsOH
ao 20 e 50%.

Esta etapa de precipitacdo da proteina foi indispensavel, j& que a enzima ganha
estabilidade ao estar isolada do solvente organico. Na figura 1 se pode observar o
comportamento da estabilidade da enzima frente ao etanol. A solugdo proteica do
rabanete, apos 26 horas de incubacdo em etanol 20%, apresenta cerca do 50% de sua
atividade inicial. Em etanol 50%, mesmo intervalo de tempo, a atividade residual foi de
apenas 15%. A concentracfess maiores de etanol a enzima ndo apresentou atividade.



CONSIDERACOES FINAIS

As analises cromatogréaficas das reacdes ainda estdo sendo realizadas. Até o presente
momento ndo temos o resultado final da conversdo da reacdo de oxidacgao do isoeugenol
e do eugenol, o Laboratorio de Produtos Naturais possui uma grande quantidade de
amostras para serem analisadas exigindo uma demanda de tempo maior do que a
prevista inicialmente. Acreditamos que para 0 més de outubro estas analises ja tenham
sido concluidas.
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