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RESUMO

A presente investigacdo trata da produgao, purificacdo e incorporacdo da enzima polifenoloxidase
(PPO), extraida do inhame bruto (Alocasia macrorhiza), em fosfato de calcio esfoliado com tetrabutilambnio,
seguido por um tratamento subsequente com acetato de celulose. O difratograma de raios-X apresentou um
composto de fosfato de calcio amorfo esfoliado apds a adicdo da solugdo de enzima. Na curva
termogravimétrica este composto final apresentou perda de massa devido a saida da enzima polifenoloxidase e
a partir do espectro de infravermelho foram identificadas as bandas atribuidas as ligagées NH a 1550 cm™ e a
1600 cm™'. Também bandas em 1040 e 1200 cm™ esta relacionado com estiramento dos grupos fosfato. O
processo de intercalagédo acontece devido a mudanga na cristalinidade do fosfato com a adigdo de PPO.

Palavras-chave: enzima, polifenoloxidase, fosfato de calcio.

ABSTRACT

The present investigation deals the production, purification and incorporation of the enzyme
polyphenoloxidase (PPO), from yam crude extracted (Alocasia macrorhiza), on exfoliated calcium phosphate
with tetrabutylammonium, it was followed by a subsequent treatment with cellulose acetate. The X-ray
diffractogram shows an amorphous exfoliated calcium phosphate compound after adding the enzyme
solution. In the thermogravimetric curve this final compound presented also mass losses due to the output of the
enzyme polyphenoloxidase and through infrared spectrum were identified the bands assigned to NH bonds at
1550 cm™ and at 1600 cm™. Also bands at 1040 and 1200 cm™ related to phosphate stretching groups. The
intercalation process occurs because of change in crystallinity of the phosphate with the addition of PPO.

Keywords: enzyme, polyphenoloxidase, calcium phosphate.
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INTRODUGAO

A enzima polifenoloxidase (E.C 1.10.3.2)
esta associada ao escurecimento decorrente da
acdao da mesma, quando em presenga de
substratos fendlicos (Murata et al., 1995,
Mazzafera et al.,, 2002, Vieira et al., 1998).
Considerando a presenca dessa enzima nos
vegetais, tais como erva mate, batata, inhame
etc, vislumbra-se a possibilidade de extragao
destas enzimas oxidativas que apresentam
potencial de aplicacdo tecnoldgica. Algumas
publicagcbes indicam uma tendéncia recente da
utilizacdo de tecidos e/ou extratos brutos, em
substituicao as enzimas purificadas, como na
confecgdo de biossensores e/ou procedimentos
de analise, pois sdo extremamente econémicos e
geralmente possuem tempo de vida superior
aqueles métodos que utilizam enzimas
purificadas. A polifenoloxidase de cogumelos e
batatas imobilizadas ¢é wusada sobre uma
membrana externa de um eletrodo de oxigénio,
para determinar substratos fendlicos em aguas
residuais de cozinhas industriais. Também foi
desenvolvido um biossensor para substrato
fendlico, utilizando como fonte enzimatica o
extrato bruto de polifenoloxidase, oriundo de
diversos vegetais (Mazzafera et al., 2002, Vieira
et al., 1998, King et al., 1980).

Apesar deste cenario, ainda sao poucos
os métodos enzimaticos descritos que empregam
extrato bruto de tecidos vegetais. Atualmente, a
biocatalise que consiste na aplicacao de enzimas
em sintese, representa uma alternativa viavel em
sintese orgénica para a chamada “quimica
ecologicamente correta” (Quimica Verde),
principalmente pelo controle ambiental. Os
métodos enzimaticos convencionais tém sido
empregados em meio aquoso, principalmente
devido a ideia preconcebida de que este € um
bom ambiente, para a manutencido da
conformacao estrutural da enzima
cataliticamente ativa (Mazzafera et al., 2002,
Vieira et al., 1998, King et al., 1980, Clément et
al., 2005).

Materiais hospedeiros tais como os
fosfatos inorganicos lamelares sdo excelentes
para a imobilizacdo de proteinas e enzimas, pelo
fato de apresentarem-se como 6timos trocadores
ibnicos e sdo capazes de ligar-se a uma
variedade de ions metalicos e a cations
organicos nas regides lamelares. A utilizagdo do
estudo da intercalacao serve para verificar o

comportamento ou a orientacdo do hdspede
dentro do espaco interlamelar. Como os efeitos
interativos entre as lamelas dos fosfatos séao
fracos, a distancia entre as mesmas pode ser
facilmente aumentada, para proporcionar uma
melhor acomodacgdo das moléculas intercaladas
(Kim et al., 1993, keller et al., 1994, Suarez et al.,
1997, Ogawa et al., 1997, Ferreira et al., 1994).
As moléculas hdspedes incluidas, por exemplo,
um complexo metalico tris(diimina), ciclodextrina
ou enzimas, podem se ligar eletrostaticamente
ou por interacbes de van der Waals, com as
lamelas ativadas em ambos os lados. Nessa
direcdo, o composto a-fosfato de zirconio,
Zr(HPQO4),.nH,0O, abreviado como o-ZrP é um
solido acido lamelar que pode ser ativado por
reacdo com uma base, tal como, o ion volumoso
n-tetrabutilaménio, TBA*, que ¢é forgcado a
intercalar por neutralizagdo nos espagos
interlamelares acidos, até formar um coloide
permanente (Erlanger et al., 2001, Chen et al.,
2001, Chun et al., 2003, Gornael et al., 1949).

A presente investigagdo trata da
afinidade, a organizacdo, a atividade e o
potencial natural da fracdo extraida de inhame
que contém a enzima polifenol a ser incorporada
no fosfato inorgénico lamelar esfoliado, apds a
sua agdo em acetato de celulose proveniente de
filtros de cigarros ("filter tow"), usado como
suporte para migracdo de polifenoloxidase a
baixa temperatura (Vieira et al., 1998, Samios et
al., 1997).

Dentro deste contexto é importante que
se desenvolva novos e eficazes materiais e se
conte com metodologias de determinagéo e
quantificagdo dos diversos tipos de poluentes,
com rapidez e seletividade, caracteristicas
encontradas, por exemplo, em sensores
quimicos ou biossensores (Vieira et al., 1998,
Cesario et al., 2011, Bhatia et al., 2010, Calvo et
al., 1997, Campanella et al., 1993, Mohammadi
et al., 2009).

PARTE EXPERIMENTAL

Todos os reagentes sdo de grau analitico,
como fosfato de aménio, (NH.).HPO,, cloreto de
calcio, CaCl,.2H,0, hidréxido de tetrabutilamoénio,
(C4Ho)sN*OH-, sulfato de cobre, CuS0,.5H,0,
iodeto de potassio, Kl, tartarato de sédio e
potassio, KNaCsHs06.4H,0, hidréxido de sodio,
NaOH. O inhame (alocassia macrorhiza) foi
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obtido no mercado de Mossor6, RN. O
antioxidante utilizado foi o acido ascoérbico. As
pontas de cigarros consumidos sem tratamento
prévio foram coletadas na cidade de Mossoro,
RN. O pirogalol e as solugbes foram preparadas
em tampéo fosfato 0,10 mol dm® em pH 7,0.
Todas as solugdes foram preparadas com agua
destilada.

O procedimento para obtencido dos
resultados discutidos neste artigo segue o
diagrama como mostrado na Figura. 1. Em uma
primeira etapa é feita a extragdo, anadlise e
purificacdo da polifenoloxidase (PFO) e logo
apos é feita a sintese de fosfato de calcio (CaP),
sua esfoliagdo com hidroxido tetrabutilaménio
(TBA'OH'), adicdo da solugdo enzimatica e
mistura de fibras de acetato de celulose e
finalmente obtencdo do material para biossensor.

As medidas da atividade da enzima foram
conduzidas usando um espectrofotbmetro UV
mini 1240 SHIMADZU e as medidas da tensao
superficial usando um tensidmetro de Du Nouy.

Os difratogramas de raios X foram obtidos
em um difratbmetro, modelo XD3A, marca
Shimadzu, com velocidade de varredura de
0,030 ° s™, utilizando como fonte de radiagéo o
CuKa (A = 1,54 nm com 26 variando entre 1,5 a
70°), voltagem de 2 mV, a temperatura ambiente
e a distancia interlamelar foi calculada usando a
Lei de Bragg, a qual estabelece a relagao entre o
angulo de difragcao e a distancia entre os planos
que a originaram na fase cristalina, dada pela
expressao:

2dsenf= nL (Eq. 1)
Onde d é o espaco basal e 8 variando é o angulo
de difragdo para n, um valor inteiro (Lima et al.,
2004, Hyuk-Nyun et al., 1997).

Os espectros de absorcao na regidao do
infravermelho  foram  obtidos através do
espectrofotdmetro de marca Bomem, modelo MB
Series, com transformada de Fourier, utilizando
pastilhas de Kbr com 1 % de amostra, na regiao
de 4000 a 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e
32 acumulagdes.

As curvas termogravimétricas foram
obtidas em uma termobalanga, marca DuPont,
modelo 1090, em um intervalo de 300 a 1200 K,
com razdo de aquecimento de 0,16 K s, em
atmosfera de nitrogénio.

2.1. Obtencdo do extrato bruto de polifenoloxidase

Para preparar o extrato bruto de PFO,
100 g do tubérculo de inhame foram
homogeneizadas em liquidificador com 200 cm?®
de tampao fosfato 0,170 mol dm™, pH entre 6 e 8,
contendo 10 g de acido ascoérbico. Utilizou-se
acido ascorbico para diminuir a oxidagdo da
enzima polifenol oxidase durante o processo. A
seguir, o material foi filtrado e centrifugado a
6000 rpm, durante 60 min. As solugdes
sobrenadantes foram armazenadas em
refrigerador e utilizadas como fonte enzimatica
na construgdo de membranas para biossensor
(Lima et al., 2004, Hyuk-Nyun et al., 1997,
Skladal, 1991, Anderson et al., 1968, Carneiro et
al., 2003).

2.2. Efeitos do pH

A atividade da enzima foi determinada no
intervalo de pH entre 6 e 8 usando 0,10 mol dm=
de tampao fosfato e pirogalol (trifenol) como
substrato.

2.3. Atividade da enzima

A atividade da enzima foi determinada
pela medida de absorbancia em 450 nm, da
melanina resultante da polimerizagdo da
quinona, formada apds a reagéo entre 0,20 cm?®
da solugédo sobrenadante e 2,8 cm® de solugdo
0,050 mol dm™ de pirogalol em tampao fosfato
0,170 mol dm™ com pH entre 6 e 8 a 298 K. A
atividade enzimatica (A;, U/cm?) foi calculada a
partir da curva de absorbéancia versus o tempo de
reacdo usando a expressao:

At = 1000 Aabs
V x At

(Ea. 2)

Sendo, V o volume da solugao resultante
(enzima mais pirogalol) 3,0 cm?, At a variagédo do
tempo da reacao enzimatica e Aabs a variagao
da absorbancia da solugao da reagao observada.
Uma unidade de polifenoloxidase (U) é definida
como a quantidade de enzima que causa um
aumento de 0,0010 na absorbancia por min
dentro das condi¢des descritas (Eunice et al.,
2002).

2.4. Dialise

A purificagdo de uma proteina inicia-se
com a liberagao do material biolégico onde
ocorre em orgaos, tecidos ou células isoladas,
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como hemacias, bactérias e leveduras, através
do rompimento destas estruturas, que pode ser
obtido por metodologias diversas (Gornael et al.,
1949, Solomom et al., 1993, Kavrayan et al,,
2001). O método de purificagédo a ser escolhido
dependera da proteina que se pretende isolar, e
usualmente, empregam-se combinacgdes
sequenciais de diferentes métodos.
Frequentemente, o primeiro passo empregado
para separacao de proteinas de extratos brutos &
a precipitacao por adicao de sais como sulfato de
aménio ou solventes orgénicos misciveis com
agua. Neste caso a separagdo baseia-se em
diferencas de solubilidade apresentadas pelas
proteinas. Na presente investigacao, o processo
rotineiramente utilizado foi o da dialise, que
representa um tipo de filtragdo molecular.

O método do biureto é mais apropriado
para proteinas cujas solugdes sao incolores, ou
seja, para proteinas simples ndo conjugadas. A
cor desenvolvida numa reagao de ions de cobre
em meio alcalino com estas proteinas deve-se
unicamente a sua complexagcdo com 0s
nitrogénios das ligagbes peptidicas e a sua
intensidade é proporcional a quantidade de tais
ligacdes (Erlanger et al., 2001, Gornael et al.,
1949).

O reagente biureto é composto por 6,0 g
dm™ de sulfato de cobre, 5,0 g dm= de iodeto de
potassio, 18,0 g dm™® de tartarato de sddio e
potassio, em 0,20 mol dm= de hidréxido de sodio.
A solucdo era preparada semanalmente,
armazenada em frasco de polietileno e protegida
da luz. Cada medida foi realizada tomando-se
seis tubos de ensaio numerados, que receberam
solugdo padréo de polifenoloxidase 0,93 mg/cm?®,
agua destilada para se ter sempre 0 mesmo
volume final e reagente do biureto(14) segundo
a Tabela 1.

Os tubos foram agitados para misturar as
solugbes e encubados ao mesmo tempo em
banho-maria a 37 °C, durante 15 min, para que
houvesse desenvolvimento de cor. Ao final deste
tempo, os tubos foram retirados do banho e o
conteudo de cada um deles transferidos
sequencialmente para a cubeta do
espectrofotdbmetro.

Para calcular a concentragcdo da amostra
foi usada a expressdo (Gornael et al., 1949,
Eunice et al., 2002):

A=(A/ Cy) X 1 X Cy (Eq. 3)

sendo A, e A« as absorbancias do padrao e da
amostra desconhecida, C, e C, as respectivas
concentragoes.

2.5. Sintese do fosfato de calcio

O fosfato de calcio (CaP) foi sintetizado
adicionando-se lentamente uma solucao diluida
de cloreto de calcio diidratado a uma solugao de
fosfato de fosfato de amédnio dibasico e aquecida
a 363 K (keller et al., 1994, Lima et al., 2004). O
composto obtido foi esfoliado com solugdes de
hidroxido de tetrabutilaménio (TBA+OH-). Nessa
operagao CAP foi titulado com solugao 0,50 mol
dm?® de TBA'OH em pH 8,0 até obter uma
suspensdo (Calvo et al., 1997). Fez-se logo em
seguida, a incorporagao da enzima
polifenoloxidase as lamelas do CAPesf,
misturando-se 10,0 cm® de extrato bruto
enzimatico a 0,50 cm?® da suspensao do esfoliado
e obtivemos uma mistura denominada como
EnzCAPesf (Solomom et al., 1993, Kavrayan et
al., 2001, Zaia et al., 1998, Azevedo et al., 2005).

2.6. Reaproveitamento de Fibras de Cigarro

A polpa de filtros de acetato de celulose
sem prévio uso foi preparada em liquidificador
por desagregagdo em agua. Em seguida essa
polpa foi banhada com a mistura do extrato bruto
enzimatico e fosfato esfoliado durante dois dias
com filtragdo posterior. Um sélido branco foi
obtido e o utilizaremos futuramente como
material para biossensor.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

As dificuldades inerentes a purificacao e a
multiplicidade que elas exibem contribuem para a
falta de progresso em definir a estrutura dessa
proteina. Na auséncia de cristais suficientemente
puros para analise cristalografica por raios X, a
estrutura solida das proteinas permanece
indefinida. Do ponto de vista estrutural, a
polifenoloxidase € uma enzima que contém dois
ions cobre como sitios ativos e, portanto, podem
ser determinado pelo classico método do biureto
(Mazzafera et al., 2002, Chun et al., 2003,
Gornael et al., 1949, Solomom et al., 1993).
Apesar da toxidade dos fendis e seus derivados,
devidos as atividades industriais, alguns residuos
relacionados com a intensa producdo vem de
plasticos, corantes, tintas, detergentes,
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desinfetantes, refinaria de petréleo e
principalmente de papel e celulose. As
pesquisas com tecidos vegetais de um modo
geral utilizam fendis como substratos, dai o
emprego do pirogalol. Assim, a polifenoloxidase
(PFO) catalisa a oxidagao de fenois pelo oxigénio
molecular com produg¢do de quinonas, cuja
polimerizagado forma melaninas. O decréscimo da
concentracdo de oxigénio nas reagodes
enzimaticas € inversamente proporcional as
concentragoes dos substratos fendlicos. Assim,
os fendis (pirogalol, catecol, fenol e p-cresol)
podem ser dosados diretamente em solugbes
com essa enzima. A massa molar das
polifenoloxidades varia de 57 a 62 kDa, com
excegao da PFO do cogumelo que apresenta
128 kDa, possuindo duas cadeias maiores com
massas de 43-45 kDa, onde estdo os sitios
ativos e duas menores com 13 kDa cada. O
cobre binuclear pertencente as unidades
acopladas antiferromagneticamente, situadas
préximo ao sitio ativo, capazes de se ligar ao
dioxigénio para formar um complexo dioxigénio-
dicobre (Il).

Com base na atividade enzimatica em
funcdo do pH cujo valor maximo descrito na
literatura € aproximadamente em pH 7,0,(Vieira
et al., 1998, Cesario et al., 2011, Anderson et al.,
1968, Carneiro et al., 2003) analisou-se a
concentragdo da enzima da amostra estudada,
cujos resultados sao apresentados na Figura 2.
Com base na absorbancia de 0,156 determinado
para a amostra desconhecida, o valor de Cx foi
calculado e foi igual a 0,43 mg cm™. Por outro
lado, para a concentragdo padrdao o valor
encontrado foi 0,93 mg cm™ relacionada com a
absorbancia correspondente a 0,33.

O hidrogenofosfato de calcio € um sdlido
cristalino que quando titulado com o agente
esfoliante favorece a neutralizagdo e possibilita a
intercalagcdo do cation tributilaménio (TBAY),
devido a reagdo do grupo hidroxila livre da
superficie do fosfato a lamela que fica com carga
negativa. Neste processo, o sélido deve ter uma
composigcdo  Ca(H:PO4)[TBA*),PO,].HO que
disperso em agua forma um coloide branco, com
a esperada separacao das lamelas. Devido a
baixa densidade de carga, os ions TBA* serao
deslocados quantitativamente por cations de
maior densidade de carga, ou seja, € um bom
grupo labil para as reagdes de intercalagédo
posterior (keller et al., 1994, Hyuk-Nyun et al.,
1997).

A distancia basal do fosfato de calcio de
697 pm aumenta para 1514 pm quando
intercalado, como mostrado nas Figuras. 3a e
3b, respectivamente. Porém, a existéncia do pico
basal intenso e fino indica uma excelente
cristalinidade do composto. Esse fato é esperado
porque o TBA" possui uma distancia préoxima a
1000 pm. Por outro lado, quando ao composto foi
adicionado a suspensao enzimatica de
polifenoloxidase observou-se perda de
cristalinidade (Burton, 1994, Machlan et al., 1990,
Clearfield et al., 1995) como pode ser visto na
Figura 3c. A mistura composta de fosfato-TBA-
polifenol ndo produz qualquer precipitado, no
entanto, quando o acetato de celulose ¢é
adicionado ha formacédo, e é justamente o
material para biossensor. Isto ocorre devido ao
fato do éster acetato de celulose conter grupos
quimicos capazes de ligar-se a PO,> TBA".
Assim a enzima estd envolvida nesse sistema
entre os grupos fosfato-acetato que foram
estabilizados pelo crosslinking bifuncional devido
a presencga de varios grupos. Da mesma forma, a
enzima foi estabilizada nesse sistema
crosslinking com o mesmo conjunto de grupos
ativos bifuncionais. A solugdo enzimatica pode
conter na sua estrutura, além de ions cobre,
grupos fenila, oxigénio, nitrogénio e também
residuos de aminoacidos que consistem em
grupos ionizaveis e/ou grupos hidrofébicos com
reatividade quimica variavel. Associado a isso é
possivel a existéncia de pelo menos uma regiao
da macromolécula chamado de “campo” com
caracteristicas hidrofébicas. Esses residuos de
aminoacidos e/ou dominios podem participar da
interacdo da enzima com o suporte por ligagdes
fracas (adsorgdo) ou covalentes simples ou
covalentes crosslinking (Erlanger et al., 2001,
Chen et al., 2001). Considerando a afinidade dos
grupos que constituem a cadeia polimérica do
acetato de celulose com agua, conclui-se que 0s
grupos hidrofébicos acetil e os grupos hidrofilicos
hidroxila podem formar ligagdes de hidrogénio
com a agua, e interagir com o fosfato para formar
acetil-fosfato, como mostrado na Figura 1. Tal
como sugerido pelo difratograma final
apresentado na Figura 3c, a formacdo de um
composto amorfo ocorreu apds a mistura com o
substrato enzimatico. Esse comportamento
indica que a enzima deve ser inserida dentro da
cavidade interlamelar, gerando um largo pico
(Yamauchi et al., 2004). Este processo provoca
uma variacdo na tensdo superficial da agua,
como mostrado pelos valores constantes na
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Tabela 2 e também apresenta uma diminuigao
quando a enzima é intercalada.

Tabela 2. Tensao superficial (TS) e densidade
(d) das amostras envolvendo a enzima no fosfato
de calcio (EnzCaPesf)

Amostras TS (mN m”) | d(g dm?)
EnzCaPesf 20,9 £ 0,05 779
H,O 70,0 £ 0,05 990

O efeito da reacido de fosfato de calcio
com hidroxido de tetrabutilaménio € mostrado na
Figura 4. Uma banda muito intensa e larga em
3404 cm™ atribuida ao modo de estiramento
vibracional de grupos OH e de moléculas de
agua coordenadas a estrutura do fosfato de
calcio. A presenga de duas bandas em 2989 e
2866 cm™ deve corresponder ao estiramento C-
H. As bandas caracteristicas do grupo fosfato
aparecem em 1057 e 1025 cm™ e ao estiramento
simétrico da ligagéo P-O em 889 cm™.

Analisando o espectro da Figura 5, apds a
enzima ser introduzida na matriz inorganica
lamelar se identificam as bandas: a) em 1550 cm-
' e em 1600 cm™ atribuidas as ligagdes N-H, b)
em 1400-1500 cm” caracteristicas de
estiramentos C=C (aromatico), ¢) em 1730 cm™
relativa a C=0 ou efeito de conjugacao similar a
C=N e d) em 1040 cm™ e outra em 1200 cm™ dos
estiramentos relacionados ao fosfato. Nota-se
que ha, portanto, reagdes de grupos funcionais
especificos da enzima com substrato e nao
existe qualquer banda que possa ser atribuida ao
modo de estiramento vibracional de grupos OH e
de molécula de agua (Lima et al, 2004,
Yamauchi et al., 2004, Zang et al., 1996, Goni et
al., 1996).

A evidéncia da enzima no sobrenadante
apos o processo de adsorcao foi monitorada por
espectrofotometria de ultravioleta-visivel (Hyuk-
Nyun et al., 1997). A diferenca de absor¢do, em
comparagdo com a solugdo original sugere
absorgéo parcial ou incorporagdo da enzima na
estrutura inorganica. Outra prova do sucesso
desta operacdo é demonstrada através de
estudos térmicos do fosfato de calcio com
hidréxido de tetrabutilamdnio, como mostrado na
Figura 6.

Este composto apresentou uma perda de
massa constante na curva termogravimétrica, no
intervalo de 323 a 523 K, demonstrando que o

fosfato de calcio decompbe-se quando se
aumenta a temperatura. Comportamento
semelhante também foram observado quando a
enzima foi incorporada ao composto lamelar. Da
mesma forma, a curva térmica diferencial mostra
a mesma decomposi¢ao para chegar também ao
residuo de 10 % (Bideau et al., 1993).

CONCLUSOES:

A enzima polifenoloxidase extraida do
inhame apresenta uma atividade de 860 U/mg
em solugdo tampao 0,10 mol dm= em pH 7,0.
Forma-se uma solugdo coloidal esbranquigada
quando intercalada com TBA'OH. A enzima
polifenoloxidase quando sorvida pelas lamelas
do fosfato de calcio provoca um aumento na
absorbancia, o que sugere uma parcial sor¢ao ou
incorporacdo. Os resultados aqui obtidos
confirmam o que ja se propunha anteriormente
em relacao a polifenoloxidase. Dessa forma, abri-
se uma nova perspectiva de trabalho com
membranas.

Considerando a concentragdo em funcgao
da absorbancia, através do método do biureto da
amostra desconhecida C, pode-se calcular o teor
de enzima 0,43 mg cm™ para uma absorbancia
de 0,156, o que se compara com a concentragao
do padrdo 0,93 mg cm? para uma absorbancia
de 0,33. No processo de intercalagdo acontece
mudanca na cristalinidade do fosfato com a
adicdo da polifenoloxidase, como se comprova
pela presenca de bandas C-C e PO, nos
espectros na regido do infravermelho, como
também demonstram as perdas de massa
referente a fragdo organica. Na mistura de
enzima com composto intercalado obtém-se um
material branco, rigido e sélido, o qual lembra
muito bem uma membrana enzima-fosfato ou
material para biossensor, o qual sera objeto de
estudo futuro.
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Tabela 1. Método do biureto com amostras em tubos de ensaio (Tub) para quantificacdo da PPO em
volume da amostra desconhecida (Vdes), tenho o volume da solugdo padrdo (Vpad) 0,93 mg cm?,
com adigdo de volume de agua (Vag), sempre com um volume de reagente do biureto de 2,5 cm?

Tubo Vpadl_l;ng Vdesl_gng Vag/cm?
cm cm
1 15
2 0,10 0,10 1,4
3 0,20 0,20 1,3
4 0,40 0,40 1,1
5 0,70 0,70 0,8
6 1,00 1,00 0,5
12 passo Dialise

(Purificac3o)
/ (PFO)
Extrato de inhame \_‘

(Atividade da PFO)
Analise UV-visible

2° passo
Fosfato de
Calci CaP
alcio ) PEO
CaP .,g :
FEELEP B STERE T LSS O AT esfoliado -‘%:f:
g i 4 g + = (CaPex) ) gl
P’ % TBA™OH i . EnzCaPex
L S, S —_— —_—
APy oy i
¢ o Acetato
I G L 77T \ de
Celulose

Figura 1. Passos na obtengdo do material para biossensor.
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Figura 2. Concentragdo da PFO na amostra em estudo.
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Figura 3. Difratograma de raios-X do fosfato de calcio (a), na forma esfoliada (b) e fosfato de célcio
esfoliado apds reagao com a mistura de extrato bruto da polifenoloxidase e da polpa de filtros de ace-
tato de celulose (c)
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Figura 4. Espectro infravermelho do fosfato de calcio apés reagcao com o TBA'OH"
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Figura 5. Espectro infravermelho do fosfato de calcio apds reagcdo com o substrato enzimatico.
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Figura 6. Curva termogravimétrica (TG) e analise térmica diferencial (DTA) do fosfato de calcio tra-
tado com a enzima.
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