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Resumo. A polifenoloxidase de casca de coco verde foi extraida e precipitada com etanol e
acetona. O precipitante mais eficaz foi o etanol, na faixa entre 30 e 70% (v/v). A atividade
especifica resultante foi de 18,9 UE/mg proteina, com rendimento de 34,7%, e grau de
purificacdo de 1,52 vezes. A acetona, por sua vez, considerada a faixa entre 30 e 70%,
resultou em atividade especifica de 7,80 UE/mg proteina, que corresponde a somente 63,1%
da atividade do extrato bruto, o que indica auséncia de purificacdo. A enzima obedeceu a
cinética de Michaelis-Menten, sendo que os valores de velocidade maxima (Vm) e da
constante de Michaelis-Menten (Km) resultaram em 27,26 UE-mL™ e 5,93 mmol/L, tendo sido
utilizado o catecol como substrato.

Introducéo

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de coco tendo atingido, em 2008, a
marca de 2,149 bilhGes de frutos (IBGE, 2008). De acordo com o Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, cerca de 15% da producgdo € consumida como fonte da dgua de coco, conhecida
popularmente como isotdnico natural com excelentes qualidades nutricionais (Senhoras,
2005). Entretanto, o consumo do coco verde em larga escala traz um inconveniente: a geracéo
de enorme quantidade de casca, de lenta degradacdo, que representa cerca de 70% do lixo
solido gerado no litoral de grandes centros urbanos (Barroso, 2005), material esse que
corresponde a cerca de 85% do fruto, em massa.

Embora ja haja, na literatura cientifica, estudos de aplicacdes para a casca de coco
verde, nada ha sobre a obtencdo e nem sobre as caracteristicas da polifenoloxidase dessa
potencial matéria prima.

Nos trabalhos com a polpa de cocos verdes, realizados nos laboratérios do Instituto
Maué de Tecnologia, foi verificado que logo apds o corte da casca, ocorre um escurecimento
muito rapido do material celulésico. Isso despertou o interesse em estudar as enzimas
responsaveis pelo fendmeno, em especial polifenoloxidases, que comprovadamente estdo
presentes na agua e na polpa do coco verde (Abreu & Faria, 2007; Matsui et al., 2008).

Polifenoloxidases ou tirosinases sdo enzimas que contém cobre no seu sitio ativo, e
sdo capazes de inserir oxigénio na posi¢do orto a um grupo hidroxila presente em um anel
aromatico, seguida pela oxidagdo do difenol a quinona correspondente (figura 1). Oxigénio
molecular é consumido na reagdo. No sitio ativo da enzima, o cobre €é ligado a seis ou sete
residuos de histidina e a um residuo de cisteina. A enzima ocorre em plantas, animais,

bactérias e bolores (Mayer, 2006).
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Figura 1- Conversdo do fenol e do difenol & quinona.



Embora essa enzima esteja quase sempre associada a problemas, ja que causam
escurecimento de frutas e vegetais, tanto antes quando durante o processamento industrial de
alimentos, j& ha estudos que demonstram potencial aplicagdo desse catalisador.

Em Quimica Analitica, por exemplo, ha trabalhos de desenvolvimento de eletrodos
para a andlise quantitativa de substancias fendlicas; no tratamento de efluentes industriais, é
sugerida a aplicacdo como auxiliar da biorremediacdo. Em processos de fabricacdo de
alimentos como o cha e chocolate a aplicacdo ja € bem conhecida e utilizada no
desenvolvimento do escurecimento desses alimentos durante a fermentacéo, por exemplo.

Em se sabendo que uma das dificuldades do aproveitamento da casca reside no alto
teor de agua nela contida, surgiu o interesse em se obter a polifenoloxidase e estudar suas
caracteristicas.

A idéia do projeto é obter um produto que possa, no futuro, conter valor comercial.
Para isso, tem-se como objetivo extrair a enzima da casca do coco verde e realizar uma
purificacdo parcial, tendo em vista suas possiveis aplicacdes. Além disso, pretende-se
caracteriza-la parcialmente.

E importante ressaltar que outras aplicacdes ja estdo sendo estudadas para o residuo da
extracdo da agua de coco verde (polpa e fibra).

Material e Métodos

Material
Os cocos verdes (Cocos nucifera L) foram provenientes do mercado local.

Métodos

Para extrair a enzima os frutos foram higienizados e, em seguida, acondicionados em
caixas plasticas previamente lavadas e higienizadas. A agua de coco, também denominada
endosperma liquido, foi retirada manualmente e os frutos divididos em duas partes, no sentido
longitudinal. Apdés a remogdo manual da polpa, cada metade foi prensada em uma
embutidora, processo que permitiu obter um extrato (extrato bruto) e as fibras. Utilizou-se a
polivinilpirrolidona 1%, um adsorvente de substancias fendlicas, para proteger a enzima
durante o processo de purificacdo. Uma aliquota foi analisada quanto a atividade da enzima e
ao teor de proteinas sollveis.

A purificacdo parcial foi feita da seguinte maneira: foram testados dois precipitantes
diferentes: acetona e etanol. O extrato foi submetido a precipitacdo fracionada para se
identificar, com cada precipitante, a melhor faixa de concentracdo que resultasse em maior
atividade especifica e maior rendimento. Cada precipitado foi separado do sobrenadante por
centrifugacdo a 10950 x g, sob refrigeracao.

Os precipitados foram suspensos em tampdo fosfato 0,05 M, pH 6,0 e analisados
guanto a atividade enzimatica e ao teor de proteinas.

Os precipitantes foram testados, um de cada vez, adicionando-se quantidades que
permitissem obter concentra¢fes pré-determinadas. Exemplo: primeira adi¢do: etanol até se
obter 10% em volume. A solucdo resultante foi centrifugada e o sobrenadante separado do
precipitado. O precipitado foi suspenso em tampdo. O sobrenadante sofreu, entdo, outra
adicdo de etanol até atingir 20% em volume. O processo foi repetido de 10 em 10% ate
alcancar a concentracao de 80%. Em cada etapa uma aliquota da suspenséo de precipitado foi
retirada para analise.

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com o método descrito por Hyodo
& Yang (1973) com modificagdes. Em duplicata, foram colocados 3,6 mL de tampéo fosfato
0,05 M e pH 6,0 em tubo de ensaio gelado, 1 mL do extrato enzimatico, 0,1 mL de catecol
0,1 M. A mistura foi agitada em vortex por 15 segundos e colocada em um banho a 30 °C por
30 minutos. Apos este tempo, a mistura foi transferida para um banho de gelo e um volume de



0,2 mL de &cido perclérico a 1,4% foi transferido ao tubo. Apds agitacdo em vortex por 15
segundos, o tubo foi deixado em repouso por 10 minutos e a absorbancia foi lida em 395 nm
em espectrofotdbmetro. A atividade da enzima foi expressa em UE (unidade de atividade
enzimatica), sendo que uma unidade foi definida como a quantidade de enzima capaz de
causar um aumento de 0,001 unidade de absorbancia por minuto, nas condigdes do ensaio.

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1984) e
convertido em proteina utilizando-se o fator de 6,25.

Os parametros cinéticos, Km e Vm, foram determinados medindo-se a atividade da
enzima com concentracgdes do catecol variando entre zero e 0,030 mol/L. O tempo de reacéo,
entretanto, foi de 60 segundos, mantidas as demais condi¢fes de ensaio. Os resultados de
velocidades de reacdo em funcdo das concentragfes de substrato foram ajustados de acordo
com o modelo de Lineweaver-Burk para a obtencdo do Km e do Vm.

Resultados e Discussao

As tabelas 1 e 2 apresentam os resultados de atividade enzimatica da PPO, teor de
proteina, atividade especifica, purificacdo e rendimento dos precipitados com etanol e
acetona, respectivamente. A atividade da PPO no extrato bruto foi de 6,78 EU/mL, mais alta
do que a encontrada na agua de coco por Abreu & Faria (2007), de 2,33 UE/mL a 25 °C.
Deve-se observar, entretanto, que as condi¢cdes de ensaio ndo foram exatamente as mesmas,
pois embora o pH tenha sido idéntico, a temperatura e o tempo (10 minutos) foram diferentes.
Além disso, estes resultados ndo podem ser comparados com os desse trabalho, pois ainda ndo
se sabe se a PPO da &agua de coco é a mesma PPO do liquido da casca de coco.

Tabela 1-Resultados os obtidos com etanol como precipitante.

Fracoes Vol. Atividade  Proteina é‘st &ZL??%Z Purif.  Rendimento

0, 0,

(%) (mL) (UE/mL)  (mg/mL) (UE/mg prot.) (vezes) (%)

0 46,0 6,78 0,549 12,4 1,00 100
0-30 10,2 10,5 0,283 37,2 3,01 34,4
30-40 11,8 2,48 0,154 16,0 1,30 9,36
40-60 11,6 2,88 0,103 27,9 2,26 10,7
60-70 13,2 3,45 0,206 16,8 1,36 14,6
70-80 37,5 2,68 0,206 13,0 1,05 32,2

Tabela 2-Resultados obtidos com acetona como precipitante.

Fracoes Vol Atividade  Proteina EA; F')\él(:??i%z Purif.  Rendimento
0, 0,
(%) (mL) (UE/mL)  (mg/mL) (UE/mg prot.) (vezes) (%)
0 45,5 6,78 0,549 12,4 1,00 100,0
0-30 13,0 4,72 0,206 22,9 1,85 19,9
30-50 10,4 2,29 0,309 7,42 0,601 7,73
50-60 11,2 2,45 0,206 11,9 0,964 8,90
60-70 18,8 2,64 0,395 6,69 0,542 16,1

70-80 17,1 2,38 0,438 5,44 0,440 13,2




O resultado da fracdo de 0-30% foi desconsiderado, para ambos precipitantes, pois
durante a analise de atividade houve turbidez devido a presenca de particulas muito finas de
PVPP residual, ndo separado pela centrifugacéo, logo apos a extragdo da enzima da casca do
coco.

O fracionamento com a acetona ndo apresentou resultados satisfatorios, pois nao se
observou purificacdo em relacdo ao extrato bruto. Em se reunindo as fragGes correspondentes
a precipitacdo entre 30 e 70%, seria obtido um extrato com atividade especifica de 7,80
UE/mg proteina. Esse valor é 63,1% da atividade do extrato bruto, indicando auséncia de
purificacdo, com rendimento de 32,7%. E possivel que tenha ocorrido desnaturacdo da
enzima.

J& os do etanol apresentaram resultados melhores. Para a caracteriza¢do cinética foram
reunidas as fracdes correspondentes a precipitacdo entre 30 e 70%. Essas fracdes reunidas
correspondem a uma atividade especifica de 18,9 UE/mg proteina, com rendimento de 34,7%
e grau de purificacdo de 1,5 vezes. A fracdo de correspondente a precipitacdo com 80% de
etanol ndo foi incluida, pois apesar de aumentar o rendimento, ocorre diminuigdo do grau de
purificacéo.

N&o foram encontrados na literatura cientifica trabalhos em que PPO de casca coco
tenha sido purificada. Nagai e Suzuki (2001) purificaram PPO de repolho. Na fase de
precipitagdo, utilizaram (NH4),SO4 entre 40 e 80% e obtiveram purificagéo de 1,8 vezes e um
rendimento de 57,9%. Yue-Ming et al. (1997) extrairam e purificaram PPO de lichia.
Também fracionando com (NH,4),SO,4 entre 50 e 80% de saturacdo, obtiveram 50,3% de
rendimento e purificacdo de 3 vezes. Sdo resultados melhores do que os obtidos nesse
trabalho até o presente momento. Entretanto, deve-se salientar que esses resultados ainda sdo
preliminares, pois sdo exploratorios. Existe a possibilidade de que as condic¢Ges de anélise de
atividade ndo sejam as melhores para a enzima em estudo, ja que os valores de temperatura e
pH o6timos, assim como as solucbes de extracdo, variam de acordo com a fonte da qual a
enzima polifenoloxidase tenha sido extraida.

Os resultados dos ensaios cinéticos estdo apresentados nas figuras 2 e 3.
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Figura 2 — Gréfico de Lineweaver-Burk para obtencdo do Vm e do Km da PPO.



Observa-se na figura 2 que os resultados experimentais apresentam bom ajuste ao
modelo de Lineweaver Burk (r> = 0,995). Foram obtidos os valores de velocidade méxima
(Vm) e de constante de Michaelis-Menten (Km), de 27,3 UE-mL™ e 5,93 mmol.L?,
respectivamente, tendo o catecol como substrato.

Aydemir (2004), pesquisando PPO de alcachofra, encontrou valores de Km e de Vm
de 10,2 mmol/Le 19,66 UE-mL™, respectivamente, utilizando o catecol como substrato. O
pesquisador demonstrou que os valores de Km e Vm sdo diferentes quando se utilizam
diferentes substratos.

O método diferencial ndo linear (FOGLER, 2009) também foi utilizado para
determinacéo de Vm e Km. Os valores encontrados foram de 28,3 UE-mL™ e 6,57 mmol-L™,
respectivamente, correspondendo a diferenca de 3,5% e 9,7%.

Utilizando-se os valores de Km e VVm obtidos neste trabalho e aplicando na equacgéo de
velocidade de Michaelis-Menten, pode-se avaliar o ajuste dos resultados ao modelo (figura 3).
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Figura 3- Curva de velocidade de catalise da PPO sobre o catecol. Comparacéo entre 0s
resultados experimentais com os tedricos.

Pode-se observar na figura 3 que a curva experimental é praticamente coincidente com
a tedrica.

Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos, a precipitacdo com etanol entre 30 e 70% (v/v)
resultou em purificacdo de 1,5 vezes e rendimento de 34,7%. A suspensdo resultante
apresentou atividade especifica de 18,9 UE/mg proteina.

A PPO de casca de coco verde apresenta equacdo de velocidade que se ajusta bem ao
modelo de Michaelis-Menten, com Vm de 27,26 UE-mL™ e Km de 5,93 mmol/L, nas
condigdes de ensaio (catecol como substrato, temperatura de 30 °C e pH 6,0).
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