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Resumo 

 

Peroxidases vegetais são enzimas que catalisam a oxidação de uma variedade de 

substratos, além de desempenhar importantes funções fisiológicas, como a remoção de 

H2O2, a biossíntese e degradação de lignina presente na parede celular de plantas, e na 

proteção contra diversos fitopatógenos. Essas enzimas têm especificidade ampla pelo 

substrato, o que as torna potencialmente úteis na área industrial, biomédica e analítica. O 

presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de purificar e caracterizar uma 

peroxidase (VuPOx) de feijão de corda (Vigna unguiculata). Sementes de feijão de corda 

foram germinadas e cultivadas e as folhas primárias inoculadas com esporos do fungo 

Colletotrichum gloeosporioides. Após inoculação, as raízes foram maceradas por 30 

minutos na presença do tampão de extração. O extrato obtido, após centrifugação, foi 

fracionado com sulfato de amônio na faixa de 0-90% de saturação. O precipitado foi 

ressuspendido no tampão e aplicado em coluna de quitina. A atividade enzimática 

peroxidásica concentrou-se no pico não retido (PNRQ). Em seguida, o PNRQ foi 

submetido à cromatografia de troca iônica em coluna Resource Q (GE Healthcare), 

equilibrada com tampão acetato-Na 0,05 M, pH 5,2, quando se obteve a enzima purificada 

(VuPox). A VuPox mostrou um ponto isoelétrico de 3,5. Sua atividade enzimática foi 

avaliada em diferentes pHs (2-10), sendo que a melhor atividade foi observada em torno 

do pH 6. Perda total de atividade foi observada em pH 9. Com relação à sua estabilidade 

térmica, a enzima reteve 100% de atividade quando aquecida a 75 °C por uma hora. 

Quanto à temperatura ótima de catálise, a enzima foi capaz de atuar numa ampla faixa de 

temperaturas (30 – 90 ºC). A enzima purificada apresentou grande afinidade pelos 

substratos peróxido de hidrogênio e guaiacol, com valores de Km de 120 µM e 33,44 mM, 

respectivamente. Também, foi avaliado o seu potencial antifúngico, sendo observada 

atividade inibitória de germinação de esporos dos fungos fitopatogênicos Colletotrichum 

gloeosporioides e Fusarium oxysporum, mas não de Fusarium Solani, indicando 

seletividade em relação à espécie testada. 

 Palavras-Chave: Peroxidase, Feijão de Corda, pH, Temperatura, Fungos, Eletroforese. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Plant peroxidases are enzymes that catalyze the oxidation of a variety of substrates, and 

play important physiological functions, such as the removal of H2O2, the biosynthesis and 

degradation of lignin present in plant cell walls, and protection against various pathogens. 

These enzymes have broad substrate specificity which makes them potentially useful for 

industries, biomedicine and analytical processes. This work was developed in order to 

purify and characterize a peroxidase (VuPOx) of cowpea (Vigna unguiculata). Cowpea 

seeds were germinated and grown and the primary leaves inoculated with spores of the 

fungus Colletrotrichum gloeosporioides. After inoculation, the roots were macerated for 30 

minutes in the presence of the extraction buffer. The extract obtained after centrifugation 

was fractionated with ammonium sulfate in the range of 0-90% saturation. The pellet was 

resuspended in the extracting buffer and applied on a chitin column. The enzyme activity 

was concentrated in the non-retained peak (PNRQ). Then the PNRQ was submitted to ion 

exchange chromatography on Resource Q column, equilibrated with 0.05 M-Na acetate 

buffer, pH 5.2, through which the enzyme (VuPox) was purified to homogeneity. The 

VuPox showed a pI of 3.5. The enzymatic activity conducted at different pHs (2-10), 

demonstrated that the highest activity was at around pH 6, but at pH 9 the enzyme lost 

completely its activity. Thermal stability assay, showed that the enzyme preserve its full 

activity when treated at 75 °C for one hour. The optimum temperature for catalysis was 

within a range from 30 - 90 °C. The purified enzyme showed a great affinity for hydrogen 

peroxide and for guaiacol as substrates, with Km values of 120 mM and 33,44 mM, 

respectively. Evaluation of antifungal potential, of VuPox  showed that it inhibited the spore 

germination of the phytopathogenic fungi Colletotrichum gloeosporioides and Fusarium 

oxysporum, but not of Fusarium solani, showing species selectivity. 

Keywords: Peroxidase, pH, temperature, fungi, Electrophoresis. 
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Capítulo 1 

INTRODUÇÃO 

1. INTRODUÇÃO 

 

A importância da preservação do meio ambiente vem sendo amplamente difundida 

ao longo das ultimas décadas. Nesse contexto, muitas indústrias têm buscado meios de 

tornar os seus processos industriais menos impactantes e associados ao desenvolvimento 

sustentável que visa à preservação de importantes fatores ambientais como a 

biodiversidade, água, ar e solo (OECD, 2009). Estes fatores sustentam a idéia da 

substituição de processos químicos por processos de biotransformação e biocatálise 

(KURTS & ELBA, 2006). Essas biotecnologias já vem sendo empregadas nas indústrias por 

levar a produtos de melhor qualidade e propiciar menor consumo de energia, além de 

fortalecer a ideia de preservação do meio ambiente (OECD, 2001). Em decorrência dos 

benefícios econômicos, aliados ao benefício ambiental que estas tecnologias oferecem, há 

uma crescente demanda para a pesquisa, aperfeicoamento e elaboração de novos 

processos utilizando biocatalisadores enzimáticos, permitindo o desenvolvimento mais 

acelerado e competitividade internacional de um país. Estes catalisadores biológicos estão 

presentes em muitos processos aplicados em varias áreas como na medicina, na indústria 

alimentícia, têxtil, de papel, química e muitas outras (KURTS, 2006). 

 

Entre as várias enzimas que são utilizadas na indústria destacam-se as 

peroxidases como promissor potencial biotecnológico. Além de desempenhar funções 

importantes na defesa da planta e por ter sido por muitos anos alvo de estudo e pesquisa, 

não demoraria muito para se descobrir mais atribuições para esta classe de enzimas.  

 Na indústria, com a descoberta da via enzimática para a produção de químicos e 

derivados, logo se utilizou peroxidases na síntese de compostos orgânicos e polímeros 

(OGUCHI et al., 1999). Na indústria têxtil, no tratamento de corantes e descolorização de 

pigmentos de jeans (DE SOUZA et al., 2007). Algumas novas aplicações destas enzimas 

sugerem ação no processo de remoção de contaminantes fenólicos de águas industriais e 

remoção de peróxido de alimentos (AGOSTINI et al., 2002).   
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Métodos utilizando tratamentos enzimáticos vêm sendo amplamente 

desenvolvidos e têm apresentado vantagens em relação às tecnologias tradicionais. Em 

primeiro lugar, enzimas são catalisadores moleculares altamente seletivos e eficientes na 

remoção de compostos específicos. Outro aspecto relevante é a solubilidade e, com relação 

às peroxidases, estas têm se mostrado bastante solúveis em águas contaminadas (AITKEN, 

1993; WILBERG et al., 2002). Outra vantagem é que estas enzimas são raramente inibidas 

por substâncias tóxicas presentes nas águas contaminadas que debilitam a vida dos 

organismos que habitam ambientes lacustres (HAMID et al., 2009). Com relação aos custos, 

estes poderiam eventualmente ser menores do que de outras tecnologias convencionais 

empregados para estes fins. Enzimas podem ser produzidas em apreciáveis quantidades 

através de ferramentas de biologia molecular como clonagem e expressão gênica usando 

sistemas heterólogos, podendo, assim, ser produzida em larga escala em biorreatores 

(TORRES & AYALA, 2010). Além dessas vantagens, esses catalisadores biológicos podem 

operar sobre uma ampla gama de concentrações de substratos alvos, requerendo menos 

tempo e um menor curto em relação a outros métodos de tratamento (BISWAS et al., 1993).  

Com base neste contexto industrial e no conhecimento de que as peroxidases 

podem atuar como proteínas de proteção para a planta, a purificação e caracterização 

dessas enzimas são de fundamental importância. Por exemplo, com o auxílio da 

bioengenharia, tornando possível a expressão controlada dessas enzimas, vislumbra-se a 

obtenção de vegetais mais resistentes a patógenos, fator que pode contribuir para o aumento 

da produção e da qualidade dos alimentos de origem vegetal. Portanto, um aspecto que deve 

ser destacado é que uma vez sendo uma peroxidase purificada e caracterizada, surge uma 

enorme variedade de estudos e possíveis aplicações, sobretudo na área de biotecnológica. 

O presente trabalho foi conduzido com o intuito de se estabelecer um protocolo de 

purificação de peroxidases de raízes de feijão-de-corda (Vigna unguiculata); avaliar a cinética 

dessa enzima; verificar seu potencial em remover compostos fenólicos e seu potencial 

biotecnológico de ação antifúngica contra fungos fitopatogênicos. 
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Capítulo 2 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Neste capítulo, informações sobre as peroxidases, abordando definições, 

mecanismos das reações, características estruturais e moleculares, bem como, principais 

aplicações industriais, aplicação com fins ambientais e desafios futuros para aplicações de 

peroxidases serão apresentadas. Também, apresentará informações sobre os fungos 

fitopatogênicos C. gloeosporioides e F. oxysporum utilizados neste trabalho para a avaliação 

do potencial fungicida desta enzima e informações sobre o feijão-de-corda como a fonte da 

peroxidase em estudo. 

2.1 PEROXIDASES 

 

2.1.1 Importância  

 

Peroxidases são heme proteínas que estão amplamente distribuídas na natureza. 

Essas enzimas contêm um átomo de ferro denominado de ferriprotopofirina IX, que funciona 

como seu grupo prostético (ALMAGRO et al., 2009). Com massa molecular variando entre 

30.000 a 150.000 Da, há uma grande variedade de peroxidases que são comumente 

classificadas como ácidas neutras ou básicas, de acordo com o seu ponto isoelétrico 

(YOSHIDA et al., 2002). Nas plantas, há um grande número de isoenzimas de peroxidase, 

onde atuam de forma direta em processos fisiológicos e no ciclo de vida da planta 

(PASSARD et al., 2005). 

As peroxidases atuam como oxidoredutases oxidando uma variedade de 

substratos orgânicos utilizando o peróxido de hidrogênio como agente redutor (IKEHATA et 

al., 2005). Este mecanismo catalítico faz com que a atividade dessas enzimas realize 
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importantes funções nas plantas, microorganismos e animais (HIRAGA et al., 2001). Nas 

plantas, elas desempenham funções fisiológicas que incluem a remoção de peróxido, 

oxidação de compostos fenólicos (HAMID et al., 2009), catabolismo de auxinas, biossíntese 

e degradação de lignina na parede celular e respostas de defesa contra patógenos (Fungos, 

vírus e insetos) (MANU et al., 2009).  

Nas últimas décadas, aplicações de peroxidases em processos industriais tem 

sido propostas devido às suas características peculiares (TORRES & AYALA, 2010). Essas 

enzimas possuem potencial biotecnológico já que pode haver a possibilidade de substituição 

de processos químicos convencionais pelos processos bioquímicos que, ao contrário dos 

químicos, utilizam insumos renováveis (JULSING  et al., 2008). No entanto, os processos 

baseados no uso de peroxidases tinham o fator econômico como uma resistência a esse 

avanço tecnológico. Suas aplicações estavam restritas a kits de diagnósticos (ensaios de 

imunidade) e ferramentas de pesquisa (AEHLE et al., 2004).  A Figura 2.1 mostra o número 

de publicações ao longo de 100 anos, de artigos científicos com a palavra “peroxidase” nos 

titulos dos trabalhos publicados nesse período na revista Science. O número de publicações 

está por volta de 400 trabalhos por ano observados nos últimos 30 anos. Deste total, 25% 

correspondem às áreas de bioquímica e biologia molecular, o restante está relacionado a 

objetivos concretos de aplicação dessas enzimas, sendo um terço voltado para aplicações 

em engenharia visando à indústria de modo geral (TORRES & AYALA, 2010, 2010). Esse 

levantamento mostra a tendência das pesquisas em estudar as propriedades estruturais, 

físico-químicas, biológicas e principalmente, os mecanismos de biocatálise dessas enzimas, 

que, sendo esclarecidos, podem possibilitar o uso extensivo dessas proteínas na indústria.   
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Figura 2.1 - Quantidade de artigos científicos publicados por ano relacionados 

com peroxidase (TORRES & AYALA, pág. 3, 2010).  

 

Com o inicio da utilização de peroxidases em ensaios de imunidade e aplicações 

em bioquímica clínica (LIN, CHEN, & ZHANG, 1996), novas aplicações sugeridas para 

peroxidases firmaram ainda mais a importância de estudos aprofundados sobre essas 

enzimas. Com esses estudos, surgiram propostas de aplicações em tratamento de águas 

contaminadas com compostos fenólicos, sínteses de produtos em química fina, remoção de 

peróxido de produtos alimentícios, descolorização de corantes sintéticos, pesticidas, 

biossensores e produção de bicombustíveis com peroxidases fúngicas (AGOSTINI et al., 

2002; HAMID et al., 2009).  
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2.2 Algumas aplicações de Peroxidases 

 

2.2.1 Remoções de contaminantes fenólicos. 

Compostos fenólicos e aminas aromáticas constituem uma das maiores classes 

de poluentes do setor industrial (MAMOUNATA et al., 2011). Eles estão presentes em águas 

residuais de vários ramos da indústria, entre eles os setores de resinas e plásticos, 

revestimento de metais, refino de petróleo, têxtil, mineração, papel, carvão e corantes 

(NICELL et al., 1993). Esses compostos, além de agredirem o meio ambiente, são 

extremamente nocivos a saúde humana. Sua exposição pode causar problemas 

cancerígenos, anemia e até complicações respiratórias devidas à sua ação tóxica (REN, 

2003). Por exemplo, 10 dias de consumo de água contaminada com baixas concentrações (3 

ppm) de 2,4-diclorofenol pode causar vômitos paralisia e até morte em crianças 

(KOBAYASHI et al., 1972; AOYAMA et al., 2005). Fenol, 2-clorofenol e 2,4 diclorofenol estão 

na lista entre os 250 poluentes mais perigosos (US ENVIRONMENTAL PROTECTION 

AGENCY, 1991).       

 

 

 

 

 

Figura 2.2 - Compostos fenólicos encontrados em efluentes industriais (TORRES 

& AYALA, 2010). 

 Muitos processos convencionais foram propostos para remoção de compostos 

fenólicos de efluentes industriais como extração, adsorção em carbono ativado, oxidação 

química, irradiação e técnicas eletroquímicas etc. (AITKEN et al., 1993; LIU et al., 2002; 

BRATKOVKAJA et al., 2004). No entanto, muitos destes processos são dispendiosos de 
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tempo e dinheiro, por terem baixa eficiência na remoção desses compostos, formação de 

subprodutos também perigosos e aplicabilidade baixa por requererem uma faixa limitada de 

concentrações (LIU et al., 2002; REGALADO et al., 2004).  

O tratamento enzimático tem sido proposto como uma alternativa em potencial 

para a substituição dos métodos convencionais para a remoção de compostos fenólicos. Isso 

se deve às características funcionais das enzimas, como sua alta especificidade pelo 

substrato, condições brandas de processo (temperatura e pressão), e facilidade de 

solubilização nas águas de tratamento (KIM & NICELL, 2006). As peroxidases, alvo desse 

presente estudo, tem-se mostrado bastante promissoras visto que são capazes de oxidar, 

eficientemente, uma ampla faixa de compostos fenólicos (BOLLAG et al., 1992; SELVAN et 

al., 2003). Alguns trabalhos desenvolveram e aperfeiçoaram o processo de remoção destes 

contaminantes obtendo altas taxas de reação, condições operacionais abaixo dos padrões 

convencionais e concentrações residuais mínimas de compostos fenólicos pós tratamento 

(KARAM et al., 1997; HUSAIN et al., 2000; BODALO et al., 2006). O mecanismo de ação de 

peroxidases na presença de peróxido de hidrogênio promove a conversão desses fenóis 

para radicais livres denominados de radicais fenox (Fig 2.3). Esses radicais, por serem 

instáveis, logo se aglomeram formando um precipitado polimérico (WARD et al., 2001; 

NICELL et al., 1993) que, facilmente, pode ser removido da água.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3 - Mecanismo de atuação de Heme-peroxidases com substratos fenólicos. 

Formação de produto precipitado (4,4-Bifenoquinona) (TORRES & AYALA, 

2010). 
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2.3 Estrutura química e Propriedades das Peroxidases 

 A super família de peroxidases de plantas, fungos e bactérias são categorizadas 

em três classes baseadas na sequencia de alinhamento e origem biológica, tal como 

inicialmente proposta por K. G. Wellinder usando cristalografia (WELLINDER, 1992 e 1993).A 

figura 2.4 mostra diagramas de fita da estrutura molecular de algumas heme peroxidases 

como a CcP peroxidase (Citocromo C ), LiP Lignina peroxidase de Basidiomiceto  (Fungo) e 

a  (HRP) peroxidase do rabanete (Armoracia rusticana). Como pode ser observado, há 

grande semelhança na estrutura helicoidal dessas enzimas, principalmente para a CCP e a 

LiP.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4 - Diagrama de fita da estruturas de algumas heme peroxidases. (a) Citocromo c 

peroxidase (CcP); (b) P.chrysosporium (LiP); (c) Horseradish (HRP) 

(TORRES & AYALA, 2010). 

 

Essa classe de peroxidases apresenta um átomo de ferro denominado 

ferriprotopofirina IX (grupamento Heme), não covalente, que atua como sítio ativo da 

proteína, estando localizado em cavidades internas da enzima, com um estado de oxidação 

+3, podendo realizar até 6 ligações coordenadas (BANCI et al., 1997). As Hemes 

peroxidases, usualmente, possuem 10 a 12 α-hélices conservadas, incorporadas ao grupo 

prostético, 2 folhas β e 4 pontes dissulfeto (ALMAGRO et al., 2009).    
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Peroxidases são as enzimas encontradas na natureza com o maior potencial 

oxidativo (CUSANOVICH et al., 1989).  O potencial redox desempenha papel importante na 

determinação de peroxidases hábeis para catalisar, de forma eficiente, as reações de 

oxidação (TORRES & AYALA, 2010). No entanto, esse não é o único fator, pois em outras 

heme proteínas a atividade também depende das interações eletrostáticas, orientação do 

substrato e atividade do sítio catalítico (CUSANOVICH et al., 1989). São observadas três 

etapas no mecanismo redox de peroxidases (Fig 2.5); São as mudanças de nox do átomo de 

Ferro, que são nomeadas pelas etapas Fe3+/ composto 1, composto 1/composto 2, composto 

2/ Fe3+ que sofrem influências termodinâmicas e da cinética do ciclo catalítico (DUNFORD et 

al., 1999).     

 

Figura 2.5 - Mecanismo enzimático das Heme-peroxidases (GIANANTONIO et al., 2010). 

 

 

 

 

Enzima nativa 

Composto 1 Composto 2 
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2.4 Peroxidases e meio ambiente 

 

Apesar de peroxidases se mostrarem versáteis e bastante eficientes na 

transformação de moléculas nocivas ao meio ambiente, o seu uso ainda é restrito em 

aplicações em larga escala. Sua aplicação para fins ambientais ainda precisa ser revisado 

com cautela (AYALA et al., 2008). É preciso melhorar alguns fatores relevantes, fatores estes 

envolvendo o aprimoramento das condições operacionais e de estabilidade, ampliação 

eficiente quanto à faixa de compostos aromáticos a serem oxidados e o desenvolvimento de 

protocolos para sua expressão heteróloga que atenda a escala industrial (CONESA et al., 

2002). A principal limitação para a produção, em larga escala, de peroxidases é a inativação 

pelo peróxido de hidrogênio, que é o seu substrato natural, fato que pode ser generalizado 

para todas as Hemes peroxidases, tornando-se um problema, em potencial, que precisar ser 

analisado e resolvido para que em grandes quantidades esse substrato não possa causar 

problemas operacionais (VALDERRAMA et al., 2002).   

 

2.5 Feijão-de-Corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.]         

        

O feijão-de-corda é uma leguminosa de grande importância para o Brasil, em 

especial para a região nordeste. Devido ao seu valor nutritivo, destacou-se com um dos mais 

importantes alimentos, constituindo parte da culinária de diversas populações que vivem nas 

regiões de clima quente. Com uma fácil adaptação a solos de baixa fertilidade e grande 

tolerância às condições de seca e salinidade, o feijão-de-corda se cosntitui uma opção 

vantajosa para os agricultores em comparação com outras culturas que apresentam custos 

de produção mais elevados e que dependem de grande volume de insumos como 

fertilizantes e defensivos agrícolas (SILVA et al., 2011; TEOFILO et al., 2008). Como um 

constituinte básico nos hábitos alimentares de diversas populações no Brasil e no mundo, 

desde 1960 vem sendo pesquisado em várias áreas científicas que vão desde banco de 
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dados para o material genético até o melhoramento genético de espécies não tolerantes a 

condições estressantes de natureza biótica e abiótica (FREIRE FILHO et al., 2009).  

No Brasil, diversos projetos genômicos sobre o feijão-de-corda estão sendo 

desenvolvidos. Estes projetos envolvem aspectos de mapeamento genômico, funcional e 

estrutural dessas espécies, visando seu melhoramento genético e obtenção, de variedades 

mais resistentes contra ataques de pragas, fungos, vírus, bactérias e nematóides (SILVA, 

2011; PADOVAN et al., 2010).      

 

 

2.6 Fungos fitopatogênicos 

Dentre os vários fatores que limitam a produção e a qualidade do feijão-de-corda 

produzido no Brasil, encontram-se as doenças causadas por agentes patogênicos. Nesse 

contexto, os vírus e os fungos são os patógenos que apresentam maior número de espécies 

nocivas a essa cultura (SOBRINHO et al., 2000). Para o desenvolvimento do presente 

trabalho, foi utilizado a espécie de fungo fitopatogênico Colletotrichum gloesporioides, agente 

causador da doença denominada antracnose, caracterizada por lesões necróticas profundas 

nas folhas (JOSÉ et al., 2004). Também foram usadas as espécies de Fusarium solani e 

Fusarium oxyporum, responsáveis pela doença conhecida por murcha-de-fusário, que causa 

podridão seguida de queda das folhas e morte da planta (COELHO 2001 & SOBRINHO et 

al., 2005).  
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Capítulo 3 

 

3. Materiais e Métodos 

 

3.1   Materiais 

 

3.1.1 Sementes 

As sementes de feijão-de-corda [Vigna unguiculata (L) Walp.], genótipo TE-97 

411, foram obtidas da Empresa brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) – Meio 

Norte, Teresina – PI. 

 

3.1.2 Fungos para os ensaios de inibição 

Os fungos Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani e Fusarium oxyporum 

foram obtidos na micoteca do Laboratório de Proteínas Vegetais de Defesa do Departamento 

de Bioquímica e Biologia Molecular da UFC. Os fungos foram mantidos em placas de Petri 

contendo o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), a 22 °C, em câmara de crescimento 

de microorganismos. 

3.1.3 Reagentes 

Reagentes de grau analítico como ácido ascórbico, álcool etílico, ácido acético, 

acetato de sódio, cloreto de sódio, peróxido de hidrogênio, sulfato de amônio, nitrato de 

prata, sulfato de cobre e meios de cultura de microorganismos foram obtidos comercialmente 

de fornecedores em Fortaleza – CE. Acrilamida, azul brilhante de coomassie (G e R) 250, 

azul de bromofenol, quitina, dodecil sulfato de sódio (SDS), β- mercaptoetanol, tiossulfato de 

sódio, albumina sérica bovina (BSA), N,N,N,N- tetrametiletilenodiamino (TEMED), guaiacol, 
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polivinilpolipirrolidona (PVPP) foram obtidos da Sigma Chemical Co., EUA. Matrizes 

cromatográficas e tiras de eletrofocalização foram obtidos da GE HealthCare do Brasil. 

 

3.2 Métodos 

3.2.1 Tratamento das sementes 

As sementes de feijão-de-corda foram tratadas durante 5 minutos com hipoclorito 

de sódio 1% e, em seguida, lavadas com água destilada em 5 ciclos de 2 minutos. Após a 

lavagem, as sementes foram embebidas em água destilada por 20 minutos e, 

posteriormente, submetidas a outro ciclo de lavagem igual ao procedimento já descrito. 

3.2.2 Germinação das sementes 

As sementes foram colocadas em vasos plásticos, cada um contendo 6 sementes, 

sendo o substrato, areia de rio, exaustivamente lavada e esterilizada em autoclave nas 

seguintes condições:  121 kgf/cm2 a 120 ºC durante 20 minutos. As plantas foram mantidas 

em casa de vegetação, com variações de temperatura entre 25 – 35 ºC. As plantas foram 

regadas com a solução nutritiva modificada de Hoagland e Arnon (1950) (SILVEIRA et al., 

2001), diluída na proporção de 1:10 (v/v) em água destilada. Esta solução nutritiva foi 

aplicada em intervalos de 2 dias, com volumes fixos de 100 ml por vaso. No 12° dia as 

plantas mais sadias foram selecionadas e inoculadas com a solução de esporos (105 

esporos/ml) do fungo Colletotrichum gloeosporioides, nas folhas primarias. Após 3 dias da  

inoculação, as plantas foram retiradas dos vasos e suas raízes foram separadas do restante 

da planta (BARRETO et al., 2005) e colocadas em sacos plásticos onde foram 

acondicionadas em freezer a -83 ºC, para posterior preparação de extratos protéicos.  

 

3.2.3 Preparação do extrato protéico 

Os extratos protéicos foram obtidos através da maceração das raízes com 

nitrogênio liquido e tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,2, contendo NaCl 0,5 M, ácido 
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ascórbico 0.03 M, EDTA 0.003 M e polivinilpolipirrolidona 1%. O tempo de maceração foi de, 

aproximadamente, 30 minutos sob banho de gelo. Após este tempo, foi feita uma filtração em 

pano de trama fina e a suspensão centrifugada a 12000 g a 4 ºC por 30 minutos. O 

sobrenadante obtido foi filtrado em papel de filtro e dialisado contra o tampão de extração e 

estocado em freezer a -83 ºC, para procedimentos posteriores.  

 

3.2.4 Purificação da peroxidase (VuPox) 

 

Após a extração, as proteínas do extrato dialisado (EXD) foram precipitadas com 

sulfato de amônio na faixa 0-90% de saturação. Em seguida, as frações foram centrifugadas 

a 15000 g por 30 minutos e o precipitado resuspendido e dialisado contra o tampão de 

extração. As frações obtidas foram aplicadas em coluna de afinidade de quitina (5 x 30 cm; 

Sigma®) e posteriormente, em coluna de troca iônica( FPLC Pharmacia® LKB) com a matriz 

RESOURCE-Q (troca aniônica) de onde foi obtida a VuPox eluida com 50 mM da NaCl, onde 

através de eletroforese, foi constatada sua purificação. Em seguida, o pico foi dialisado 

contra tampão sem sal e acondicionado em freezer para procedimentos posteriores. O 

procedimento descrito acima pode ser observado de forma resumida na figura a seguir: 
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 Figura 3.1 - Protocolo de purificação estabelecido para a obtenção da VuPox. 

 

3.2.5  Dosagem de proteínas   

A quantidade de proteína foi determinada seguindo a metodologia descrita por 

Bradford (1976). 2500 μL do reagente de Bradford foram adicionados a 100,0 μL de amostra 

e após 10 minutos, foram realizadas leituras de absorbâncias a 595 nm em 

espectrofotômetro (Novaspec II da Phamarcia). O cálculo da quantidade de proteínas foi feito 

através, de uma curva padrão construída a partir das leituras de absorbância obtidas para 

concentrações conhecidas de BSA. 
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3.2.6 Determinação da atividade peroxidásica. 

 

A atividade peroxidásica foi determinada, segundo a metodologia descrita por 

(URBANEK et al., 1991), tendo como parâmetro de medição, a formação do composto 

orgânico 3,3 – dimetoxi-4,4-bifenol quinona, pela ação da enzima sobre os dois substratos, o 

peróxido de hidrogênio como receptor de prótons e o guaiacol como doador de prótons.  

Para a determinação da atividade, as misturas reacionais consistiram de 980,0 μL de tampão 

de extração, 500 μL de guaiacol 20 mM e 500 μL de peróxido de hidrogênio 60 mM. A 

mistura foi, então, incubada em banho-maria a 30 °C, por 10 minutos. Posteriormente, 20 μL 

de amostra foram adicionados, perfazendo um volume final de 2 mL. As absorbâncias foram 

lidas a 480 nm durante 3 minutos. Para o cálculo de atividade, foi admitido que uma unidade 

de absorbância por minuto seja igual a uma unidade de atividade peroxidásica. 

 

3.2.7 Grau de pureza e determinação das propriedades físico-química da proteína 

purificada 

A determinação da pureza e verificação do numero de subunidades da VuPox 

foram ensaiadas em eletrofrese em gel de poliacrilamida de uma dimensão (1D) (LAEMMIL, 

1970). Para a identificação de peroxidases no gel foi utilizado Zimmograma específico para 

peroxidases pela metodologia de CARUSO et al., 1991.  Eletroforese bidimensional (SARMA 

et al., 2008) foi empregada para estimar o ponto isoelétrico e a presença de isoformas da 

proteína. 

 

 

3.2.8 Constante cinética dos substratos 

 

Para determinação da constante de Michaeles-Menten (Km) e velocidade máxima 

(Vmax) de reação para os substratos guaiacol e peróxido de hidrogêrnio, a atividade 

enzimática da VuPOX foi mensurada variando as concentrações de guaiacol (1-20 mM) e 

mantendo a concentração de peróxido de hidrogênio constante ou variando as 

concentrações de peróxido de hidrogênio (20-300 µM) e mantendo a concentração de 
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guaiacol constante. Em seguida, os dados foram linearizados através do uso do gráfico de 

dublo-recíproco de Lineaweaver-Burk, para obtenção dos valores de Km e Vmax. 

 

3.2.8 Ótimo de pH  

Para o estudo cinético da dependência de pH, foram utilizados os tampões citrato 

(pH 3-4), acetato (pH 5-6), fosfato (pH 7), Tris (pH 9) e glicina (pH 10), na concentração de 

50 mM, sob temperatura de 30 ºC.  

 

3.2.9 Ótimo de temperatura do ensaio 

    Para a determinação da temperatura ótima de atividade da VuPox, a mistura 

reacional foi incubada a 30, 40, 50, 60, 70, 80, 85 e 90 ºC em tampão acetato de sódio 50 

mM, pH 6. O ensaio foi realizado no tempo de 3 minutos. 

 

3.2.10 Estabilidade térmica  

Para avaliar a estabilidade térmica da VuPOX, a enzima foi incubada nas 

temperaturas de 75 e 85 °C, num intervalo de tratamento variando de 5 a 90 minutos. Após 

cada tempo, alíquotas de 100 µL foram retiradas e a atividade medida conforme protocolo 

descrito no item 3.2.6.  

 

3.2.11 Preparação da suspensão de esporos dos fungos  

 

Os microorganismos foram cultivados em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-

Ágar) em placas de Petri. Passados 15 dias após a repicagem, as culturas foram lavadas 

com água Milli-Q. Os esporos foram coletados do meio de cultura com auxilio de uma alça de 

Drigalsky e, a seguir, foi feita filtração em pano de trama fina estéril. A concentração de 
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esporos foi determinada com auxílio da câmara de Neubauer em microscópio óptico 

(Olympus System Microscope BX 60). 

 

3.2.12 Ensaio de atividade antifúngica da peroxidase purificada  

 

A avaliação da ação da peroxidase sobre a germinação de esporos de vários 

fungos fitopatogênicos (Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani etc.) foi avaliada 

colocando em contato 10 μL da suspensão de esporos (2,0 x 105 esporos/mL), com 

concentrações crescentes das amostras. O controle negativo, ou seja, de não inibição da 

germinação, foi feito usando água estéril em substituição à solução de peroxidase e o 

positivo, ou seja, que promovia inibição da germinação, com peróxido de hidrogênio 0,5 M. 

Durante 24 horas, as placas permaneceram em temperatura de 37 °C, acondicionadas em 

caixa com fundo contendo papel de filtro umedecido para conservação da umidade próxima a 

100 ºC (JT E KUÉ, 1996). Após este período, o efeito sobre a germinação dos esporos foi 

avaliada pela visualização da placa por microscopia óptica (Olympus System Microscope BX 

60) e fotografado com câmara digital Sony, modelo MCV-CD350 (3,2 megapixels). O esporo  

foi considerado como tendo germinado  quando apresentou tubo germinativo 

correspondendo a 2 vezes o tamanho do esporo não germinado. 

O ensaio, in vitro, da inibição do crescimento vegetativo dos fungos pela 

peroxidase foi realizado segundo método descrito por (BROEKAERT et al., 1990), em placas 

do tipo ELISA, com 96 poços. Cada poço da placa continha um volume final de 200 µL, 

sendo 100 µL de meio YPD líquido + 10 µL de solução contendo 2 x 103 esporos dos fungos 

testados (C. gloeosporioides, F. solani etc.) e 90 µL da solução de peroxidase na 

concentração desejada. Inicialmente, os esporos foram depositados nos poços e deixados 

incubados por 12 horas, a 30 ºC, no escuro, a fim de permitir sua germinação. Em seguida, 

as soluções de peroxidase e os controles (H2O estéril; tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 

5,2; H2O2, 0,5 M) foram adicionados aos esporos germinados. A primeira leitura no leitor de 

ELISA (Automated Microplate Reader, modelo ELX800-Bio-Tek Instruments, Inc.) foi 
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realizada no momento em que as soluções de peroxidase foram adicionadas, sendo, 

portanto, este instante considerado o ponto de partida (t=0) em comparação aos sucessivos 

monitoramentos da turbidez de cada poço mensurada pela absorbância medida a 630 nm, 

executados de 12 em 12 horas até completar o tempo estimado de 72 horas.  

 

3.2.13 Oxidação do guaiacol utilizando a VuPox 

 Todo o procedimento descrito abaixo segue a metodologia desenvolvida por 

(LAVERY 2010) com ajustes. Todos as reações foram realizadas no tampão acetato de sódio 

50 Mm, pH 6, na temperatura de 60 °C. Inicialmente, a mistura reacional (1 mL)  foi 

preparada pela adição de 20 mM de guaiacol e  10 mM de peróxido de hidrogênio para 

950 µL de tampão (No caso do branco o peróxido de hidrogênio foi excluído da mistura 

reacional). 50 µL da amostra de VuPox (0,004 mgP/ml) foram adicionados à mistura 

reacional em triplicatas nos tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min. Ao final de cada tempo, 

foram adicionados 50 µL de catalase (2000 U/ ml) para a decomposição residual de peróxido 

e assim parar a ação da VuPox. Este procedimento informara a capacidade de remoção da 

VuPox em diferentes tempos. 

 A análise da capacidade de oxidação do guaiacol foi determinada adicionando 

150 µL de Ferricianeto de potássio (83,4 mM em 250 mM de bicarbonato de sódio) e 150 µL 

de 4-aminoantipirina (20,8 mM em 250 M de bicarbonato de sódio) para o branco do 

experimento (Branco) e as outras triplicatas (Exp). A concentração remanescente de guaiacol 

foi visualizada por medição colorimétrica em espectrofotômetro com leitura em 505 nm.   

Para o calculo da concentração residual de fenol foi utilizada a fórmula abaixo:  
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Capítulo 4 

Resultados e Discussão  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 Purificação da VuPox 

4.1.1 Extração e precipitação das proteínas  

 

Raízes de plantas de feijão-de-corda, 3 dias após inoculação com o fungo 

Colletotrichum gloeosporioides, foram coletadas, e as plantas colocadas em sacos plásticos 

onde foram acondicionadas em freezer a -80 ºC, para  preparação de extratos protéicos e 

posterior fracionamento com sulfato de amônio na faixa 0-90% de saturação. O resultado dos 

teores de proteínas no extrato e na fração 0-90% são mostrados na figura 4.1. De acordo 

com o resultado, metade das proteínas presentes no extrato foi perdida após precipitação 

com sulfato de amônio. A menor quantidade de proteínas presente na fração 0-90% pode 

estar associada à ausência de compostos presentes no extrato como fenóis e pigmentos que 

superestimam a quantidade de proteínas e a perdas inerentes ao processo de purificação 

das peroxidases.            

 

 

 

 

 

Figura 4.1. - Teores de proteínas totais solúveis de raízes de feijão-de-corda 

encontrados no extrato e fração 0-90%. As proteínas das raízes foram 

extraídas com tampão de extração. 
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4.1.2 Cromatografia em coluna de quitina 

A fração 0-90%, obtida a partir da precipitação do extrato protéico com sulfato de 

amônio, foi aplicada em coluna de quitina a fim de separar possíveis proteínas ligantes a 

quitina, como por exemplo, as quitinases, que são enzimas que também estão relacionadas 

com a defesa vegetal da planta. Essa cromatografia gerou um pico não retido que 

concentrou toda atividade peroxidásica e dois picos retidos pequenos eluídos com ácido 

acético 0,1 M ausentes de atividade peroxidásica (Figura 4.2). A separação das peroxidases 

das proteínas com interação a quitina não foi satisfatória, pois o resultado mostrou que 

praticamente a maioria da proteína aplicada na quitina não interagiu com a matriz . Pelo perfil 

de atividade foi visto que as isoformas de peroxidases de raízes ficaram todas no pico não 

retido. Esse resultado pode ser explicado pela ausência de um sítio de ligação nas 

peroxidases que reconheceriam quitina.   

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 4.2 - Perfil cromatográfico e atividade peroxidásica dos picos obtidos através de 

cromatografia da fração 0-90% em coluna de quitina. Foram aplicados 10,6 mg 

de proteína.  A atividade concentrou-se no pico não retido PNRQ. 

O pico não retido oriundo da coluna de quitina foi reunido e dialisado contra água 

e liofilizado. Após liofilização o material foi ressuspendido em tampão acetato de sódio pH 

5,2 50 mM e submetido à dosagem de proteínas e atividade peroxidásica como demonstrado 
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na tabela Tabela 4.1. Como mencionado anteriormente, os dados mostram considerável 

perda no teor de proteínas e atividade específica da fração 0-90% comparado ao extrato. 

Entretanto, após aplicação da fração 0-90% em coluna de quitina, houve recuperação dessa 

atividade com purificação de 1,10 vezes.   

Tabela 4.1 - Etapas de purificação da peroxidase VuPox 

 

 

4.1.3 Cromatografia de troca iônica. 

Após a cromatografia em coluna de quitina, o pico (PNRQ) não retido nessa matriz 

foi cromatografado em coluna de troca aniônica (Resource Q),acoplada a um sistema FPLC 

(cromatografia líquida de rápida performance), conforme mostra a figura 4.3. Com esse 

passo foi possível obter uma excelente separação das proteínas presentes na fração não 

retida da quitina de onde obteve-se cinco picos cromatográficos. O primeiro denominado de 

pico não retido na resource Q (PNR), o pico eluído com 25 mM de NaCl, o pico eluído com 

50 mM de NaCl, o pico eluído com 100 mM de NaCl e o pico eluído com 1000 uM de NaCl. 

Todos os picos apresentaram atividade peroxidásica com exceção do pico eluído com 25 mM 

de NaCl. Para avaliação do grau de pureza destes picos, eles foram submetidos à 

eletroforese na ausência (nativa) e presença de β-mercaptoetanol (SDS-PAGE), como 

mostrado na figura 4.5 a seguir. 

 

Amostras mgP/ml UA/ml Vol. total (mL) UA/mgP Purificação 

Extrato 0,107 187 5850 1747,66 1 

F 090% 0,31 260 170 838.70 0,47 

PNRQ 0,98 1889 7 1927,55 1,10 

RQ 50 mM 

(VuPOX) 0, 04 2798 10 52450 40.02 
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Figura 4.3 - Cromatografia do pico PNRQ em coluna de troca aniônica (Resource Q) 

acoplada a um sistema FPLC e atividade peroxidásica dos picos gerados. 

Foram aplicados 6,9 mg de proteínas solubilizadas em tampão acetato de 

sódio 50 mM, pH 5,2. Os picos retidos foram eluidos com concentrações 

crescentes de NaCl (mM). 

                       

Figura 4.4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida, na ausência (A) e presença (B) de SDS e 

β-mercaptoetanol, dos picos oriundos da cromatografia em coluna Resource Q. 

Quantidade de proteína aplicada por poço: 2 ug. Revelação do gel com prata. 

O gel (A) contém um poço vazio entre 25 e 50 e entre 100 e 1000mM. 

(A) (B) 

PNR  

100 mM 

 1000 mM  

50 mM  

25 mM 

VuPox 
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O resultado mostrado na Fig. 4.5 (B) demonstra a presença de grande quantidade de 

proteínas na fração eluida com 25 e 1000 mM de NaCl e uma menor quantidade no pico não 

retido. Em destaque nos géis estão às frações eluidas com 50 e 100 mM com atividade 

peroxidásica, como demonstrado na figura 4.5 (A), apresentando, cada uma, uma banda 

bem proeminente e destacada. Entretanto, apesar das frações eluídas com 50 e 100 mM 

apresentarem atividade peroxidásica, os resultados obtidos até esse passo não eram 

conclusivos sobre se as bandas observadas nessas frações eram peroxidases. Com o intuito 

de confirmar essa hipótese, atividade enzimática em gel de poliacrilamida (zimograma) dos 

picos da resource Q foi realizada. O resultado está apresentado na figura 4.6. 

 

Figura 4.5 - Zimmograma específico para identificação de peroxidases. Quantidade de 

proteína aplicada por poço: 2 ug. Revelação do gel com prata. 

Conforme observado na figuras 4.6, as bandas bem proeminentes na eletroforese 

nas concentrações de 50 e 100 mM realmente tratavam-se de peroxidases com expressivas 

atividades peroxidásicas. Além disso foi observada a presença de duas isoformas no pico 

não retido. Sendo assim, foi possível obter dois picos com um alto grau de pureza e uma 

elevada atividade, demonstrando um resultado satisfatório do protocolo estabelecido para 

purificação de peroxidases. Todos os passos de purificação da VuPox, bem como as 

atividades e rendimentos estão listados na Tabela 4.1. 

VuPox 
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4.1.4 Eletroforese Bidimensional 

 

A Figura 4.6, mostra o ensaio de eletroforese bidimensional da VuPox. A presença 

de quatro spots bastante próximos indica a possibilidade da existência de isoformas. O pI 

estimado para a VuPox foi de, aproximadamente, 3,5. A figura mostra, também, a ausência 

de contaminantes por todo o gel, indicando uma excelente pureza da amostra, e 

confirmando, assim, a adequação do protocolo de purificação utilizado nesse trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6 - Eletroforese SDS-PAGE 2D para a POX 50. 15 µg de proteína passaram por 

uma IEF em tiras de focalização de 13 cm, pH 3-10 linear. Coloração por CBB 

coloidal. 

spots 

pH 3 pH 10 
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4.2 Determinação dos parâmetros de ótimo da VuPox 

4.2.1 Ótimo de pH 

 

A Figura 4.7 mostra a influência do pH na atividade da VuPox. Há aumento da 

atividade peroxidásica conforme vai sendo elevado o pH da mistura reacional de 2 a 6, 

quando se observa o pH ótimo da enzima. Após esse valor de pH 6, a enzima começa a 

demonstrar decaimento na sua atividade, tendo perda total de atividade em pH 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7 - Efeito do pH na atividade peroxidásica de VuPox de V.unguiculata. A atividade 

enzimática foi mensurada após tratamento da enzima a diferentes pHs, e  

ensaiada sob condições padrões. 

O ensaio ótimo de pH é uma análise importantíssima na caracterização de uma 

enzima, uma vez que o pH altera o estado de ionização de cadeias de aminoácidos ou a 

ionização do substrato, podendo, dessa forma, alterar o comportamento catalítico da enzima. 

O efeito do pH na atividade da VuPox foi mostrado na Figura 4.7, tendo um máximo de 

atividade no pH 6. Isso está de acordo com outros trabalhos científicos como o observado 

para peroxidases de Vigna Mungo que apresensou ótimo de atividade em pH 5.5 (Ajila et al., 

2009) de Beta vulgaris L. pH 5 (Thimmaraju et al., 2007) de Vigna unguiculata pH 6 

(Fernandes et al., 2006). Também, houve uma acentuada perda de atividade em pHs 
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superiores, mostrando sua dificuldade de catálise em ambientes básicos. Nesse contexto, 

sabe-se que a liberação do grupo heme, como um sítio ativo, presente no grupo prostético da 

enzima é dependente do pH, ou seja, mudanças para valores altos ou baixos de pH podem 

levar a uma inativação da enzima pelas mudanças na estrutura conformacional da proteína 

ou ionização do grupo prostético (Lopez et al., 1995). Desta forma, a VuPox demonstrou 

aumentos significativos de atividade em pHs ácidos alcançando sua inativação em pH 9.  

 

4.2.2 Ótimo de temperatura  

 Os dados da Figura 4.8 mostram aumento gradativo da atividade peroxidásica da 

VuPox conforme vai sendo aumentada a temperatura do ensaio que ocorreu no tempo fixo 

de 3 minutos. É visto que com à temperatura de 90 °C, a enzima alcança um máximo de 

atividade específica parecendo não sofrer nenhum tipo de inativação na ampla faixa de 

temperaturas do experimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.8 - Temperatura ótima da VuPox. Os dados foram gerados com a enzima incubada 

com seus substratos na temperatura assinalada. 
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4.2.3 Ensaio de estabilidade térmica  

A Figura 4.9 mostra a atividade enzimática da VuPox nas temperaturas de 75 e 85 °C 

em função do tempo de tratamento térmico. Na temperatura de 75 °C, a atividade quase não 

variou até, aproximadamente, 1 hora de incubação. A partir daí, houve queda de atividade, 

com perda de cerca de 40% da original, aos 90 minutos. Na temperatura mais elevada de 

85 °C, a VuPox ainda demonstrou atividade residual de cerca de 40% no tempo inicial do 

ensaio, mas tendo sua atividade diminuída, progressivamente, até se extinguir, totalmente, 

aos 90 minutos de ensaio.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9 - Efeito da temperatura de 75 e 85 °C na estabilidade da VuPox. A atividade 

enzimática foi mensurada, após retirada de alíquotas de 100 µL de enzima no 

intervalo de 0-90 minutos, sobre condições padrões de ensaio. 
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As peroxidases já são bem descritas na literatura como proteínas termoestáveis, 

ou seja, proteínas que são bastante resistentes a mudanças drásticas de temperatura. Essa 

afirmativa pode ser comprovada na Figura 4.9, para a VuPox, pois, a enzima atuou com sua 

capacidade máxima à temperatura de 75 °C. Isso indica que ela não sofreu desnaturação 

significativa nessa temperatura. Essa alta estabilidade pode estar associada à presença de 

açucares em sua estrutura (MELLON et al., 1991). No entanto, este fato não pode ser 

generalizado para todas as enzimas, visto que existem várias isoformas e cada uma tem 

uma resistência especifica frente a diversas temperaturas. Esse efeito, também, pode estar 

relacionado à dissociação, mudanças ou degradação dos grupos prostéticos da enzima ou 

mudanças na conformação protéica (TAMURA et al., 1975). Todos esses argumentos 

discutidos aqui sobre a alta estabilidade térmica de peroxidases podem, também, servir 

como argumentos para explicar seu comportamento anômalo observado na Figura 4.8, que 

ilustra um ensaio de determinação de ótimo de temperatura. Nesse, a VuPox se mostrou 

bastante ativa para temperaturas altas, impossibilitando determinar sua temperatura ótima 

para catálise. Esse fato pode ser bem explicado pelo gráfico de estabilidade térmica (Figura 

4.8), visto que a atividade enzimática se manteve quase constante ao longo de 60 minutos. 

Ao compararmos com o ensaio da Figura 4.9, cujo tempo de reação foi de somente 3 

minutos, pode-se afirmar que nesse pequeno intervalo de tempo a peroxidase não sofre os 

efeitos de temperatura. Por fim, foi possível constatar que o aumento da temperatura 

maximiza a atividade da VuPox devido, provavelmente, aos substratos estarem em uma 

condição de alta energia, favorecendo os choques efetivos entre as moléculas e gerando, 

assim, uma maior atividade específica. 

 

 

 

 

 

 



30 

 

4.3 Parâmetros cinéticos  

4.3.1 Km e Vmax para o substrato Guaiacol 

O gráfico da Figura 4.10 mostra uma excelente linearização dos dados de 

atividade enzimática com diferentes concentrações de guaiacol, mantida fixa a 

concentração do H2O2, obtida através do método de Lineweaver-Burk, que permitiu a 

dedução da equação da reta y = 36,07x + 1,080, através da qual foi calculado o valor de 

Km de 33,44 mM e a velocidade máxima de 0,9259 ABS/min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10 - Gráfico duplo-recíproco de Lineweaver-Burk construído a partir de 

concentrações variadas do substrato guaiacol. Condições do ensaio 

especificadas na metodologia. 
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4.3.2 Km e Vmáx para o substrato peróxido de hidrogênio 

No gráfico duplo-recíproco representado pela Figura 4.11. Construído para 

determinação dos parâmetros cinéticos da VuPox, quando houve variação da 

concentração de H2O2, mantida fixa a concentração de guaiacol, foi possível deduzir a 

equação da reta y = 802.3x + 6.638, através da qual os valores de Km e de velocidade 

máxima foram calculados como sendo, respectivamente, de 120,91 µM e 0.150 ABS/min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.11 - Gráfico duplo-recíproco de Lineweaver-Burk, construído a partir de 

concentrações variadas do substrato peróxido de hidrogênio. Condições do 

ensaio especificadas na metodologia. 
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Em relação aos experimentos de cinética enzimática, realizados nesse trabalho, as 

Figura 4.10 e 4.11 permitem mostrar uma ótima reta experimental de dados de velocidade 

versus concentrações dos substratos, guaiacol (Fig 4.10) e peróxido de hidrogênio (Fig 

4.11), indicando boa concordância com a cinética de 1ª ordem de Michaelis-Menten. O 

baixo valor de Km para o peróxido indica alta afinidade da enzima por esse substrato. A 

faixa de concentração desse ensaio foi de 20-300 µM de H2O2, uma vez que foi observado 

no presente trabalho, que concentrações acima de 10 mM inibiram a atividade enzimática 

da VuPox. Outros trabalhos reportam essa inibição de peroxidases por peróxido (RANI 

2006; OLSEN 1979). Essa inibição está associada à oxidação do grupo heme para íon 

ferril, o que favorece a formação de oxyperoxidases. Por sua vez, o valor de Km para o 

guaiacol pode ser comparado com outros trabalhos, como por exemplo, THIMMARAJU et 

al. (2007) e FERNANDES et al., (2006) com 98,63 e 0,0048 mM, respectivamente. Esses 

resultados instigam a necessidade de estudos futuros de cinétca enzimática na presença de 

outros substratos, assim como a presença de inibidores. Com esta perspectiva, novos 

mecanismos de catálise podem ser propostos, alargando o potencial de aplicação da 

VuPox. 
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4.4 Atividade antifúngica 

De acordo com a Figura 4.13, a VuPox  apresentou propriedades antifúngicas ao 

inibir a germinação dos esporos dos fungos C. gloeosporioides e F. oxysporum, tanto 

em estado normal como aquecida. Neste ensaio, também, podemos observar que 

mesmo uma baixa concentração da proteína foi capaz de inibir, totalmente, o 

crescimento dos esporos dos fungos citados 

 

 

Figura 4.12 - Ensaio de inibição de germinação de esporos dos fungos fitopatogênicos 

gloeosporioides e F. oxysporum. Foram utilizados 4,4 µg de proteína 

purificada. 

 

. Já, de acordo com a figura 4.14, ficou demonstrado que a VuPox não foi capaz 

de inibir a germinação de esporos do fungo Fusarium Solani, indicando seletividade em sua 

atividade antifúngica.  
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Figura 4.13 - Ensaio de inibição de germinação de esporos do fungo fitopatogênico F. 

Solani. Foram aplicados 2 µg de proteína purificada. 

 

A figura 4.13 mostra a ação inibitória da VuPox sobre a germinação dos esporos 

de dois fungos fitopatogênicos – C. gloeosporioides e F. oxysporum. Poucos trabalhos 

descrevem as propriedades antifúngicas de peroxidases, mas, muitos deles reportam a 

indução de sua expressão durante a resposta de defesa vegetal contra ataque de patógenos 

(HILAIRE et al., 2001). Alguns trabalhos têm atribuído às heme-peroxidases ações de defesa 

contra patógenos. Dentre as principais hipóteses que justificam essa afirmativa estão: a 

formação de barreiras estruturais como lignificação, suberização (HAMMERSCHMIDTAND & 

KUC, 1982; ESPELIE et al., 1986), ligações “cross-linking” (BRADLEY et al., 1992) e 

dimerização de fenóis antimicrobianos pela ação catalítica dessas enzimas (MARTINEZ et 

al., 2000). Nos ensaios in vitro, alguns trabalhos, também, reportam a inibição do 

crescimento dos fungos por peroxidases na presença de H2O2 (Joseph et al., 1998; Yang e 

Anderson, 1999). No entanto, outros trabalhos sugerem que a natureza antifúngica de 

peroxidases específicas independe de H2O2. Ye e Ng (2002) isolaram uma peroxidase de 

feijão verde (Phaseolus vulgaris L.) que exibiu atividade antifúngica contra os fungos das 

espécies Coprinus comatus, Mycospaerella arachidicola, Fusarium oxysporum e Botrytis 

cinerea. Essa inibição pode ter sido causada por radicais livres de oxigênio liberados pelas 

peroxidases que, de forma indireta, são descritos como citotóxicos para fungos (LAURA et 

al., 2008). A não inibição do fungo F. Solani pela VuPox (Figura 4.14) pode ter sido devido à 

ocorrência de uma parede celular mais resistente neste patógeno, evitando, assim, o ataque 

catalítico por parte da VuPox. Outra hipótese é que o fungo em questão não tenha sofrido 

efeitos deletérios com a liberação das espécies reativas de oxigênio. Também, a quantidade 
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de enzima utilizada no experimento pode ter sido insuficiente para provocar uma inibição 

evidente. Contudo, é preciso elucidar ainda mais os mecanismos antifúngicos destas 

enzimas para uma maior compreensão desses resultados.   

  

 

4.5  Remoção do Guaiacol utilizando a VuPox 

 

Como observado na Figura 4.15, foi realizado ensaio de remoção do guaiacol, 

em diferentes tempos, utilizando a VuPox. Houve aumento de 10% de remoção nos 

primeiros 10 minutos de ensaio, chegando aos 40% com 30 minutos e assim permanecendo. 

A conclusão é de que há fatores que estão influenciando diretamente na ação da VuPox  em 

catalisar a remoção do guaiacol em função do tempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.14 - Efeito do tempo na remoção do guaiacol pela ação enzimática da VuPox. O 

ensaio foi promovido no ótimo de pH na temperatura de 60 °C. O calculo da 

remoção fenólica esta descrito nos materiais e métodos. 
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O resultado obtido com a VuPox, demonstrado na figura 4.15, pode ser explicado 

pelo fato de todas as peroxidases serem inativadas pelo peróxido de hidrogênio, este fato é 

conhecido como o suicídio das peroxidases ( VALDERRAMA et al., 2002). Com peróxido em 

excesso e ausência de doadores de elétrons pontuais, a enzima em questão é inibida 

irreversivelmente com o tempo (VLASITS et al., 2010). Esta inativação inclui a destruição do 

grupo Heme e a oxidação de amino ácidos essenciais (TORRES E AYALA, 2010). Em 

adição a esta discussão, outros estudos sugerem a inativação das heme-peroxidases pela 

estabilidade do  radicais fenox em conjugação π com o composto 1, que é um estado 

intermediário no mecanismo catalítico desta enzima e a adsorção de moléculas da enzima no 

polímero fenólico produzido, limitando a difusão do substrato para o sítio ativo (KIBANOV et 

al., 1983). Com base nessa discussão, pode-se tentar descobrir meios de diminuir esses 

efeitos contra a atividade de heme-peroxidases. Por exemplo, há relatos na literatura 

cientifica pertinente do uso de alguns aditivos, como polietileno glicol (PEG) e gelatina, para 

mitigar esses efeitos (NAKAMOTO & MACHIDA, 1992; TATSUMI et al., 1996). Duarte e 

colaboradores observaram que 50 mg/L de PEG proveram um aumento de 99% na remoção 

do bisphenol, 3-clorophenol e m-cresol com a peroxidase livre do Nabo (Brassica napus) 

(DUARTE et al., 2003). Isso ocorre por que a presença de PEG na mistura reacional protege 

a enzima da polimerização dos radicais fenólicos (QUINTANILLA et al., 2008). Dessa forma, 

estudos futuros da avaliação da VuPox frente a compostos fenólicos sugerem a adição de 

PEG e uma concentração otimizada do peróxido de hidrogênio, para melhor avaliação da 

enzima em questão.   

. 
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Capítulo 5 

Conclusão 

 

5. CONCLUSÃO  

 

Foi possível estabelecer um excelente protocolo de purificação para a VuPox,  

visto que somente foram utilizados 2 passos cromatográficos e, ainda, além de se obter uma 

quantidade de enzima purificada satisfatória, uma vez que foi possível realizar vários ensaios 

de caracterização físico-química. E como pode ser visto no zimmograma (Figs. 4.6) há a 

presença de novas peroxidases em condições bastante promissoras de purificação tornando 

um protocolo que pode ser muito bem utilizado para a descoberta futura de novas 

peroxidases da raiz do feijão de corda Vigna unguiculata.  

Nesse trabalho foram obtidos vários parâmetros importantes para a caracterização 

da VuPox, como a obtenção do pH ótimo, pI, estabilidade térmica e Km e Vmax para seus 

dois substratos, guaiacol e peróxido de hidrogênio. Também, foram identificados dois 

importantes fungos fitopatogênicos suscetíveis a ação desta enzima, demonstrando um 

grande potencial biotecnológico dessa enzima.  

Em relação ao estudo enzimático da remoção fenólica da VuPox, a enzima foi 

totalmente inibida pela ação do peróxido e radicais fenox. Em experimentos futuros é 

sugerida a adição de PEG, visto que ele é um aditivo que implica em melhores resultados, 

como relatado em estudos similares com peroxidases.  

Assim, podemos concluir que o trabalho realizado ao longo destes 2 anos obteve 

bons resultados tendo em vista que boa parte dos objetivos foi alcançada bem como a 

obtenção de dados que serão importantíssimos para um estudo futuro da enzima VuPox  na 

busca para sua aplicação biotecnológica.  
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