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ABSTRACT

The manuscript describes the current analytical methodologies used in obtaining plant enzymes for biotechnological
applications. The isolation and partial purification methods are reported, summarized in chromatographic electropho-
retic techniques. The importance of these enzymes in biotechnology research, with a focus on its applications, charac-
teristics and peculiarities, are emphasizing either. With regard to the applicability, the article brings several examples
in food production, manufacturing and production of biosensors for determination of various analytes. About biore-
mediation, we aimed on pollutant removal of the natural environment and its conversion into less harmful products,
using those plant enzymes. Industrial interests are also discussed.

Keywords: biotechnology; food production; biosensing techniques; bioremediation.

RESUMO

O artigo descreve as metodologias analiticas atuais mais utilizadas na obteng@o de enzimas vegetais para aplicagdes
biotecnoldgicas. Sdo relatados os métodos de isolamento e purificagdo parcial, que se resumem nas técnicas croma-
tograficas e eletroforéticas, enfatizando a importancia dessas enzimas nas pesquisas em Biotecnologia, com foco nas
suas aplicagdes, caracteristicas e peculiaridades. No que se refere a aplicabilidade, o artigo traz diversos exemplos na
producido de alimentos, na fabricagdo e produgdo de biossenssores para determinagdo de diversos analitos ¢ na bior-
remediagdo, que que tem como objetivo a remogao de poluentes do ambiente natural e a sua conversdo em produtos
menos prejudiciais, utilizando, para isso, as enzimas vegetais. Interesses industriais também sao discutidos.

Palavras-chave: producédo de alimentos; técnicas biossensoriais; biorremediagéo.

|N'|'RODU(; AO consideradas catalisadores bioldgicos, por exercerem a
funcdo de acelerar ou mesmo possibilitar reagdes entre
componentes quimicos (3). Estdo presentes em todos os
sistemas biologicos, sdo produzidas por todos os orga-

A Biotecnologia é o conjunto de técnicas que per-
mitem gerar produtos de interesse econdomico e social a
partir de organismos vivos ou de seus componentes (1).
Nas ultimas décadas apresentou uma expansdo de apli-
cacdes bem sucedidas em produtos e técnicas, principal- As enzimas s@o o principal alvo da pesquisa em
mente aquelas envolvendo enzimas (2). As enzimas sao Biotecnologia, ndo apenas por seu papel crucial nos me-

nismos vivos € s30 responsaveis por VArios processos
metabolicos (4).
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canismos celulares, mas também por seu potencial de
aplicacdo na substituicdo de processos quimicos con-
vencionais, fazendo com que estes passem a ser mais
utilizados em processos industriais, e até mesmo em ati-
vidades domésticas no decorrer dos anos (5, 6, 7).

Enzimas possuem caracteristicas particulares pela
sua alta eficiéncia em condigdes fisiologicas e alta espe-
cificidade (biocatalisadores), sendo inclusive capazes de
catalisar reacdes estercoespecificas, em situagdes extre-
mas como em meio organico, sistemas bifasicos e meio
reacional contendo liquidos idnicos. Tais potenciais
enzimaticos sdo amplamente utilizados em diferentes
setores produtivos, desde industrias de beneficiamento
e producdo de alimentos até produtos farmoquimicos.
Uma vez que € necessaria a sintese de compostos enan-
tiomericamente puros, a manipulagdo enzimatica me-
lhora a produgdo de farmacos, produtos agroquimicos,
flavorizantes, aromas (fragrancias) (8, 9).

Ainda no que concerne a producdo, as enzimas
se destacam também na tecnologia petroquimica, em
processos industriais que usam a microbiologia na
produgdo de biogéds, com acentuada comercializagdo
mundial (10).

As enzimas também podem se constituir em bio-
marcadores igualmente relevantes no diagnostico de pa-
tologias como na determinagdo de espécies taxondmicas
(11). Por sua vez, dada sua inerente seletividade e efi-
ciéncia, as enzimas apresentam ainda outras aplicagdes
biotecnologicas, tais como desenvolvimento de ensaios
de diagnosticos (12) e biossensores (13).

Neste contexto, novas fontes enzimaticas tém sido
investigadas no sentido de oferecer ao mercado biotec-
noloégico produtos com precos acessiveis com boa es-
tabilidade e seletividade (14). Os vegetais Ananas co-
mosus (abacaxi), Avena sativa (aveia) e Carica papaya
(mamao), por exemplo, por serem conhecidos como
grandes produtores de enzimas, destacam-se neste ce-
nario (15).

O Brasil tem uma grande diversidade de vegetais
que podem constituir em fontes sustentaveis de enzi-
mas para serem aplicados nas mais diversas areas do
conhecimento (16). Uma proporc¢do desses vegetais se
apresenta como fonte primaria de alimentos ¢ também
¢ usada como medicamentos fitoterapicos, portanto ¢é
uma alternativa promissora na obtengdo de enzimas para
inumeras aplicagdes biotecnologicas, alinhando conhe-
cimentos populares com evidéncias cientificas (17).

Em razdo da grande demanda e utilizagdo destas
enzimas vegetais, processadas e purificadas, o presente

trabalho tem como objetivo contextualizar e revisar o
cenario dos processos de isolamento e purificacdo de en-
zimas vegetais de suas diversas fontes, bem como mos-
trar algumas de suas principais aplicagdes. Sdo descritos
os principais métodos utilizados na obtengdo do mate-
rial vegetal, extragdo, isolamento e purificagdo das en-
zimas e as aplica¢des biotecnologicas em que elas estdo
inseridas.

Métodos de Obtenciao de Amostras e Enzimas Ve-
getais

Dentre as etapas frequentemente envolvidas em
procedimentos sequenciais de purificagdo, destacam-se:
a preparacdo do material vegetal (fonte enzimatica), a
purificacdo parcial e o isolamento enzimatico e a sua ca-
racterizacdo (18).

Obtencio de tecido vegetal. As amostras obtidas
de vegetais sdo muito variaveis quanto aos aspectos fisi-
cos tais como friabilidade, maleabilidade e dureza. Com
isso, o preparo do material vegetal antes das analises se
torna de fundamental importancia. Folhas, frutos, tubér-
culos e raizes geralmente sdo faceis de serem rompidos
usando um moinho, por exemplo. Por outro lado, cascas,
caules e sementes possuem paredes celulares rigidas e
requerem equipamentos mais especificos (19).

Seja qual for o tecido escolhido como fonte enzi-
matica, deve ser levado em conta também as varia¢des
sazonais, genéticas e o estidgio de vida das plantas na
determinagao do teor dos produdos almejados pois eles
sofrem interferéncia direta em seus niveis (20, 21).

Em todos os casos, o material vegetal deve ser pre-
ferencialmente micromizado ou reduzido a po, a fim
de elevar a area de contato com liquidos extratores. O
uso de solventes apolares como éter ou acetona tem
sido preconizado para remogdo de compostos hidrofo-
bicos, tais como latex, lipidios e terpenos. Posterior a
este processo comumente referido como desengordu-
racdo, da-se a extragdo em solventes mais polares, que
frequentemente incluem o uso de uma solugéo tampao
adequada (22, 23).

Os derivados de vegetais variam muito quanto a
seus componentes quimicos e respectivos teores. As-
sim, dependendo de suas caracteristicas intrinsecas,
estes componentes podem causar modificacdo estru-
tural de proteinas no momento do isolamento. Como
exemplo, a presenga de derivados fenolicos e proteases
pode formar complexos inativando ou inibindo algumas
enzimas (24).



Conservagao da amostra vegetal. Levando em
consideracdo que muitas vezes € necessario dissecar o
tecido vegetal e homogeneiza-lo, ¢ obtida, assim, uma
solugdo chamada extrato vegetal bruto. Para que isso
ocorra, alguns métodos fisicos, quimicos e até mesmo
enzimaticos sdo utilizados nesse procedimento para se
obter a enzima vegetal por meio da extragdo aquosa con-
vencional (25, 7). Por exemplo, no intuito de manter a
atividade enzimatica, algumas estratégias tém surgido
no sentido de processar o fruto fresco previamente con-
gelado (submetidos ou ndo ao estresse salino) e obten-
¢do do po (26), ou pasta gelada / sorvete (27).

Obtencdo de enzimas vegetais. Outra questio
diz respeito a conservagdo (manutencdo) da estrutura
terciaria na forma ativa da enzima, pois muitos proces-
sos de purificagdo e isolamento podem levar a desna-
turagdo desses polipeptidios, frequentemente de forma
irreversivel. Logo, as técnicas devem primar por condi-
¢Oes mais brandas, evitando sempre a possivel utiliza-
cdo de pH extremos, solventes organicos, detergentes,
meios hidrofoébicos ou mesmo de colunas cromatogra-
ficas cuja afinidade possa comprometer a integridade da
enzima (28, 29).

Em um processo de purificagdo deve ser levado em
conta a aplicag@o na qual a proteina sera utilizada e, con-
sequentemente, a quantidade de enzima necessaria, que
pode variar de poucos miligramas a quilogramas (30).
E importante ressaltar que esse processo estara sujeito
a limita¢des operacionais, relacionadas ao custo, facili-
dade de obtengdo da enzima e fatores fisicos, tais como
a capacidade de suporte do sistema de separagdo (31).

Um dos grandes desafios dos processos de purifi-
cacdo das proteinas, principalmente quando se trata de
enzimas vegetais, ¢ o exaustivo trabalho para se encon-
trar a melhor combinacdo de métodos para a obtencdo
da purificagdo pretendida, chegando as caracteristicas
necessarias para o uso de tal proteina (18).

Métodos de Isolamento e Purificacdo Parcial de En-
zimas Vegetais

Uma gama de biomoléculas proteicas, de origem
vegetal, tem sido utilizada gragas ao rapido processo
ocorrido na engenharia genética, o que permitiu o de-
senvolvimento de proteinas recombinantes, expressas
em diversas plantas (23). As células vegetais tém sido
utilizadas como uma alternativa vantajosa como plata-
formas de processamento de proteinas na produgdo de
produtos farmacéuticos, agentes de diagnostico mole-
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cular e enzimas (11). Os desafios da produgdo vegetal
estdo relacionados as diferencgas de cultivos, o alto custo
de produgido, principalmente relacionando ao proces-
samento pos-producdo, que interferem diretamente na
producgdo enzimatica. Em contrapartida, a obtencdo da
enzima vegetal necessita de técnicas e procedimentos
adequados. Tais técnicas sdo eficientes em escalas la-
boratoriais (pequena escala), mas de custo elevado em
escala industrial (larga escala), como exemplificado pela
cromatografia de afinidade. As etapas de separacdo e pu-
rificagdo compreendem uma peca chave na produgéo de
tais componentes (2).

Os métodos de purificagdo deixam o produto dese-
jado com maior grau de pureza, entretanto a estratégia
de separagdo e purificagdo de uma proteina é empirica,
ou seja, baseada em tentativa-erro, ¢ deve ser desenhada
para cada proteina individualmente (8).

Existe uma grande variedade de métodos visando
a separacdo e o isolamento de biomoléculas. Muitas ve-
zes, a biomolécula que se pretende purificar € uma pro-
teina que pertence a um grupo de maior diversidade, e
sera necessario um maior numero de metodologias para
alcangar os objetivos de purificacdo. Os métodos mais
classicos utilizados nesses processos sdo: a precipitacao,
a centrifugagfo, a clarificacdo, a dialise, seguidos dos
métodos especificos de cromatografia (23, 31, 2), que
sdo, em geral, usados sequencialmente, de modo que o
material obtido numa fase anterior é o ponto de partida
para o passo seguinte. O processamento pos-producio
de proteinas tem levado a melhorar as diversas técni-
cas e procedimentos de obtengdo das biomoléculas, uma
vez que as caracteristicas especificas de cada biomolé-
cula podem necessitar de uma combinag@o especifica de
métodos para obter um grau de pureza satisfatorio com
o maior grau de recuperacdo possivel (30).

Precipitacfdo. A precipitacdo ¢ uma das operagdes
mais tradicionais utilizadas para purificar produtos de
origem vegetal, uma vez que obtido o extrato enzima-
tico bruto, a precipitagdo € utilizada na separagdo de
materiais proteicos e ndo-proteicos. Esta etapa apresen-
ta como principal vantagem o baixo custo, podendo ser
aplicada em pequena e grande escala (32, 33).

Neste procedimento ha a formagdo de precipitados
proteicos que sdo agregados compostos por diferentes
moléculas proteicas capazes de se sedimentarem. A téc-
nica de precipitagdo pode ser dividida em dois grupos:
a solubilidade da proteina ¢ diminuida devido alteragdes
no solvente e quando ha diminui¢@o na solubilidade de-
vido altera¢des na propria proteina (34).



A precipitagdo de proteinas nem sempre propor-
ciona elevada capacidade de purificagdo quando esta
operagdo se realiza em apenas uma unica etapa, portanto
no processo de precipitagdo, ha a etapa conhecida como
precipitacdo seletiva, quando ha necessidade de separar
uma determinada proteina de uma solugdo que contém
varias outras proteinas. Neste processo, a eficiéncia da
precipitacdo € avaliada principalmente por um fator de
purificacdo e separagdo. A escolha do agente precipi-
tante para a separagdo de uma determinada proteina é
considerada fundamental no procedimento de purifica-
¢do (35). Entre os precipitantes, estdo acidos, bases, sais
neutros, solventes orgénicos, polieletrolitos, polimeros
ndo i6nicos e ions metalicos multivalentes (33).

Centrifugacido. O processo de centrifugagio ¢
simples e frequentemente utilizado na separagdo de
biomoléculas. A separagdo ¢é rapida e eficiente, sendo
uma das primeiras etapas utilizadas no procedimento de
purificacdo de proteina a partir de extratos brutos (36)
(Figura 1).

Figura 1. Processo de centrifugacdo. Separacdo de pequenas
e grandes particulas que ocorrem pela aplicacdo de diferentes
forgas centrifugas ao extrato.

A centrifugagdo € uma técnica que torna possivel a
obtengdo de fragdes subcelulares, bem como organelas.
Nesta técnica, a separa¢do de pequenas e grandes parti-
culas ocorre pela aplicag@o de diferentes forgas centrifu-
gas ao extrato. As particulas maiores ¢ mais densas sedi-
mentam primeiro, ficando no sobrenadante as particulas
pequenas e menos densas (13) (Figura 1).

Clarificacido. A clarificagdo é um procedimento
fisico-quimico utilizado para reduzir impurezas em sus-
pensdo e turvidez de uma determinada solug@o, no qual
produtos quimicos (floculantes e coagulantes) sdo adi-
cionados para se obter uma amostra limpida (34).

Os processos para obtencdo de enzimas em extrato
vegetal levam inicialmente a ruptura de tecidos vegetais,

liberando impurezas, compostos constituintes da estru-
tura celular da planta, tais como DNA, RNA, alcaloides,
polissacarideos, clorofila e proteinas soluveis (37). A
presenca de polifenois em plantas também é considera-
da inconveniente, uma vez que esses compostos podem
promover mudangas conformacionais e estruturais na
proteina, originando assim agregados proteinas-poli-
fenois. A remogdo preliminar dos compostos polifend-
licos dos extratos ¢ de suma importincia no processo
de purificagdo (38, 39). A filtragdo e a centrifugagdo sdo
estratégias recomendadas para promover a clarificagdo
do extrato (40), no entanto podem ser responsaveis por
até 25% dos custos da etapa pds processamento (41)

(Figura 2).
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Extrato Bruto Sedimentacao

Floculacao

Figura 2. Representacdo esquematica do processo de clarifi-
cagdo. Reducdo de impurezas em suspensdo na utilizagdo de
produtos quimicos (floculantes) e sedimentacdo esponténea.

Separacio por membrana (didlise). A separacdo
por membrana ¢ um método utilizado para separar os
componentes de uma mistura, por meio do seu tamanho,
utilizando membranas semipermeaveis com tamanho
do poro definido, de maneira a permitir a passagem se-
letiva de moléculas de interesse (42). O procedimento
baseia-se nos diferentes indices de difusdo dos compo-
nentes da mistura (43). A separagdo por membrana tem
se tornado um método bastante usual, para remog¢ao de
residuos (i.e. endotoxinas, acidos nucleicos, proteinas de
baixa massa molecular), especialmente em processos de
producdo que oferece facil escalabilidade (mudanga de
escala), condi¢des ndo desnaturante, e custos mais bai-
x0s. O principio da separagdo por membranas com poros
de tamanho pré-definidos e possibilidade de aplicagdo
de baixas pressdes permitiu o desenvolvimento de mo-
dulos de filtragdo seletiva e uma melhor compreensio
dos fatores que envolvem e/ou afetam a retengdo das
particulas (44) (Figura 3).

Cromatografia. A cromatografia ¢ um método fi-
sico-quimico de separagdo, que pode ser aplicado a se-
paracdo de proteinas dissolvidas em uma solucdo. Tra-
ta-se de uma técnica amplamente utilizada devido suas
condigdes brandas de separagdo ¢ alta resolugdo (45).



Alguns tipos de cromatografias sdo mais utilizadas para
esta afinidade, tais como: cromatografia de exclusao mo-
lecular (SEC — filtragdo em Gel), cromatografia de troca
ionica (IEC) (cromatografia de troca anidnica (AEC) e/
ou cromatografia de troca catidnica (CEC), cromato-
grafia de interag@o hidrofébica (HIC), cromatografia de
afinidade (AFC), cromatografia de modo misto (MMC)
(46). Todas essas técnicas cromatograficas estdo dispo-
niveis comercialmente; desta forma, a escolha ideal do
método e o prego tornam-se importantes como critérios
de selecdo (47).

Figura 3. Dialise. Utilizacdo de membranas semipermeaveis
com tamanho do poro definido que permitir a passagem sele-
tiva de moléculas de interesse.

Cromatografia de exclusdo molecular ou filtra-
¢do em gel. A cromatografia de exclusdo molecular ou
filtracdo em gel separa proteinas pelos seus diferentes
volumes moleculares.

Figura 4. Cromatografia de exclusdo molecular. Separacdo de
proteinas por diferentes volumes moleculares. Adaptado de
Moraes e cols. (2013)

A matriz ¢ constituida por esferas com poros de ta-
manho bem definido. As moléculas menores do que o
diametro dos poros penetram nas esferas, ao passo que
as maiores sdo forgadas a percorrer um caminho diferen-
te, por fora das esferas (48). Deste modo, as moléculas
menores percorrem, ao longo de uma coluna, um trajeto
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muito maior do que as moléculas maiores, que sairdo da
coluna em primeiro lugar (49) (Figura 4).

As vantagens desse método de separagdo consti-
tuem a ndo utilizagdo de energia, forcas cisalhantes des-
preziveis, sistemas simples de automagdo, alta recupe-
ragdo aliada a maxima resolug@o. Consequentemente as
desvantagens resumem-se aos problemas de dilui¢do no
processo de elui¢ao da coluna (50).

Cromatografia de troca iénica.A cromatografia de
troca i0nica baseia-se na intera¢do entre cargas (posi-
tivas ou negativas) da proteina que esta sendo isolada,
com uma matriz contendo moléculas ionizaveis de car-
ga oposta (trocadores idnicos, cujos sitios de interacao
estdo carregados positiva ou negativamente), que com-
pdem a coluna (51).

'3
% %

Figura 5. Cromatografia de troca idnica. Separa por interacdo
entre cargas.

Essa cromatografia ¢ uma variante da cromatogra-
fia liquida que utiliza resinas de troca idnica para separar
ions atdbmicos ou moleculares com base na sua intera¢do
com a resina. A separagdo dos analitos é conseguida de
forma isocratica ou por aplicacdo de gradiente (52).

E também utilizada para a analise de fons inorgani-
cos em varias matrizes como aguas residuais ou caldos
de fermentagdo (anions tais como cloreto, fluoreto, ni-
trito, nitrato e sulfato; cations como litio, calcio, amo-
nia, magnésio, potassio e sodio) (53). Permite analisar
acidos organicos alifaticos e acidos sulfénicos organi-
cos, espécies bioquimicas como carboidratos — mono,
dissacarideos e alguns oligossacarideos; alcoois deriva-
dos de carbo-hidratos, aminoacidos, proteinas e outros
compostos. Além das aplicagdes enunciadas ¢ possivel
desenvolver métodos especificos para outros analitos
desde que estejam dentro da gama de operacdo do equi-
pamento (54) (Figura 5).



A vantagem desta técnica ¢ que permite a deter-
minagdo de espécies organicas e inorganicas, com sen-
sibilidade em baixas concentragcdes (mg/L, ou menos),
rapido tempo de analise (média de 15 min) e pequenos
volumes de amostra (1 mL) (52). A desvantagem consis-
te em equipamentos ¢ reagentes (eluentes e regeneran-
tes) caros e mao-de-obra especializada.

Cromatografia de interacdo hidrofobica. Esse mé-
todo cromatografico possui como vantagem a utilizagdo
do nivel de hidrofobicidade da molécula para a separa-
¢do da mesma por meio da interacdo hidrofobica entre a
regido hidrofobica imével do ligante e a regido apolar da
superficie da proteina. Em contrapartida, o alto custo do
equipamento e a necessidade de operadores experientes
se caracterizam como as principais desvantagens deste
método (45).

Na cromatografia por interagdo hidrofobica a mis-
tura de proteinas ¢ aplicada a coluna na presenga de altas
concentragdes de sulfato de amonio (sal comumente uti-
lizado). Este sal remove a camada de solvatagdo das pro-
teinas, expondo as suas regioes hidrofobicas, que irdo
interagir com as regides hidrofébicas da matriz da colu-
na. Ao reduzir a concentragao de sal na coluna, reconsti-
tuindo a camada de solvatacdo, as proteinas com menor
hidrofobicidade serdo eluidas primeiro ¢ em seguida as
proteinas com maior hidrofobicidade (50).

Cromatografia em fase reversa. A cromatografia
emfase reversa utiliza a hidrofobicidade das proteinas
para separa-las (48). Esta técnica baseia-se na utilizagao
de uma fase estacionaria apolar contendo cadeias longas
de hidrocarbonetos e uma fase movel polar. As proteinas
irdo se ligar as cadeias de carbono presentes na matriz
de acordo com seu grau de hidrofobicidade. As proteinas
adsorvidas na matriz serdo eluidas em gradiente crescen-
te de solvente apolar (ex., acetonitrila), sendo as protei-
nas com menor hidrofobicidade eluidas primeiro (55).

Levando em consideragdo as vantagens e aplicabi-
lidade do método, a cromatografia em fase reversa em
comparagdo com a interag¢ao hidrofobica, apresenta uma
matriz cromatografica com alta hidrofobicidade (56).
Com isso, a utiliza¢do de solventes organicos pode levar
a desnaturacdo da proteina de interesse durante a cro-
matografia, sendo considerada a grande desvantagem da
metodologia, por isso, este tipo de cromatografia ndo se
aplica a um grande niimero de casos (57).

Cromatografia por afinidade. A cromatografia por
afinidade ¢ considerada um dos métodos mais eficien-
tes para a purificacdo de proteinas, possibilitando um
alto rendimento com nimero reduzido de etapas (58).
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A separacdo de moléculas tem como base a interagao
especifica do analito (molécula-alvo) com um ligante
imobilizado na matriz (59).

Esta técnica consiste em imobilizar na matriz cro-
matografica, na grande maioria das vezes, através de
ligagdo covalente, de determinada molécula (ligante)
pela qual a proteina que se almeja purificar tenha afi-
nidade (58). Posteriormente, o extrato proteico ¢ apli-
cado a coluna. Todas as proteinas com afinidade para
o ligante ficarfio retidas na coluna e as outras protei-
nas passardo através da coluna sem qualquer tipo de
interacdo (56).

As proteinas adsorvidas a coluna poderdo ser elui-
das com concentragdes crescentes de sal ou em valores
extremos de pH. Em alguns casos a eluigdo ¢ feita com
uma solucdo concentrada do proprio ligante (eluicao por
deslocamento de equilibrio) (60) (Figura 6).

Figura 6. Cromatografia de afinidade. (I) Matriz cromatogra-
fica com ligantes covalentemente presos a fase estacionaria.
(II) Proteinas com diferentes afinidades estdo presentes na
amostra aplicada. (III) Proteinas capazes de reconhecer o li-
gante da matriz interagem com a fase estacionaria o restante
sdo eluidas no lavados. (IV) Proteinas ligadas a coluna com
alta afinidade permanecem aderidas a matriz mesmo apds a
lavagem. (V) Apds alguma alteracdo na fase movel (pH, con-
centracdo de sais, presenca de solventes orgénicos ou do pro-
prio ligante na forma soldvel), as proteinas de interesse sdo
eluidas da coluna. Adaptado de Moraes e cols. (2013)

Como vantagens deste método podem ser destaca-
dos alta resolugdo, analise qualitativa, resultados quan-
titativos e alto nivel de detectabilidade. Como desvan-
tagem ha o alto custo do equipamento e manutengdes,
bem como a necessidade de operadores experientes e
bem treinados (50).

Na literatura sdo encontrados intimeros trabalhos
que envolvem diferentes tipos de métodos de purificago
¢ isolamento de enzimas vegetais. No Quadro 1 sdo re-
latados os principais métodos cromatograficos aplicados
ao isolamento dessas enzimas.



Quadro 1. Principais métodos cromatograficos aplicados no isolamento das enzimas vegetais.

ENZIMAS METODOS* COLUNA FONTE VEGETAL REFERENCIAS
. CTI:CE - Ipomea palmata (L.) Sweet (61)
Peroxidase o
CE CM-Sephadex e Sephacryl S-200 Eruca vesicaria (L.) Cav. (62)
Oxidase CE - Cassia auriculata (L.) Leaves (63, 59)
Amino-oxidase CE - Vigna vexillata (L.) Rich. (64)
. CTI - Jacaratia corumbensis (L.) Kuntze (29)
Peptidase o .
CTI Dietilaminoetilcelulose (DEAE) Ananas comosus (L.) Merril (52)
CE:CTI Triticum vulgare (L.) Pitini,
Liase : Vesipor e DEAE-Celulose Avena sativa (L.) Hausskn; (65)
Cucumis sativus (L.) Kirkbr
Isomerase CA:CE - Digitalis lanata (L.) Ehrh (66)
Didrofolato X Metotrexato-amino-hexil-sepharose . .
Redutase Ceg0z Ultrogel AcA-54 e Blue - Sepharose Gz ek ) Vel (&)
Vicia fava major (L.) Bertol;
Uricase CB Xantina-agarose Tricum aestivum (L.) Pitini; (68)
Cicer arietinum (L.) Bornm
q . DEAE-Sepharose L. .
Amilase CTI:CE Sphacryl 5-200 Salvadora pérsica (L.) Garcin (69)
Fosfato sintase CTI:CE DEAR-Celulose Lunularia cruciata (L.) Dumort (70)
SP-Sepharose
Transferase CTI:CA:CB Fractogel TSK Butil - 650 Carica papaya (L.) Gaertn (71)

Tripsina imobilizada

* (TI = Cromatografia de troca iénica; CE = Cromatografia de exclusdo;

Eletroforese. Esta técnica de separagdo tem como
objetivo separar moléculas orgédnicas, como as protei-
nas, de acordo com sua carga elétrica e volume mole-
cular (72). Esta migragdo segue a Lei de Coulomb, em
que particulas de carga positiva migram para o polo ne-
gativo (catodo) e particulas de carga negativa migram
para o polo positivo (anodo). A velocidade de migragéo
das moléculas é proporcional ao campo elétrico e inver-
samente proporcional ao seu volume molecular (73).
Assim, uma amostra submetida a eletroforese tera cada
molécula constituinte localizada em uma zona do gel,
onde moléculas com menor volume molecular irdo mi-
grar mais rapidamente e as que possuem maior volume
molecular irdo migrar mais lentamente (74).

Todo o processo de eletroforese ¢ realizado empre-
gando uma solugdo tampao apropriada, a qual é essen-
cial para manter um estado constante de ionizagdo das
moléculas a serem separadas (73). Qualquer variagdo no
pH pode alterar a carga e entdo a mobilidade (taxa de
migracdo no campo elétrico aplicado) das moléculas que
estdo sendo separadas.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE).
Essa forma de eletroforese ¢ o método mais utilizado
para analise de misturas de proteinas de forma qualitati-
va (75). Este método é baseado na separagdo de protei-
nas de acordo com a carga e o volume molecular. O su-

(A=
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Cromatografia de afinidade; CB = Cromatografia de bioafinidade

porte amplamente utilizado nessa técnica para proteinas
¢ a poliacrilamida, formada por uma malha transparente
estavel, gerada pela copolimerizacdo quimica de mond-
meros de acrilamida com N,N’-metilenobisacrilamida
(Bis-acrilamida) na presen¢a de persulfato de amonio e
tetrametiletilenodiamina (TEMED). O TEMED catalisa
a liberagdo de radicais livres do persulfato que, por sua
vez, iniciam e aceleram a polimerizagao (76) (Figura 7).

Il I 1
+ CH,=CH—C—NH—CH,~ NH—-C—CH=CH,

C—NH,
CHsCH
—CH,~CH -+ CHZ—CIIIH— CH;~CH—
Clo Cio CIO
NH NH, NH
CH, CIH2
NH NFt NH
Co Co Co

I | I
—CH,~ CH— CH,~CHF} CH,~CH—

Figura 7. Suporte (malha) de poliacrilamida. Amplamente uti-
lizado para separacdo de proteinas.

Eletroforese em condicées desnaturantes (SDS—-
PAGE). SDS-PAGE ¢ uma técnica frequentemente uti-
lizada na bioquimica e biologia molecular para deter-



minagdo das massas moleculares relativas das proteinas
presentes em uma amostra (72). Este tipo de eletroforese
pode ainda ocorrer em condigdes redutoras, por meio da
adi¢do de agentes redutores como ditiotreitol ou beta-
-mercaptoetanol. Esses agentes complementam a des-
naturacdo das proteinas através da redugdo de ligagdes
dissulfeto finalizando o processo de desmantelamento
das estruturas terciarias e quaternarias (eventuais) pre-
viamente a separagdo eletroforética (77).

(o)
(N

>s
/\/\/\/\/\/\o o— Na*

Figura 9. Detergente anidnico dodecil sulfato de sédio (SDS),
agente desnaturante

/N
o

O detergente anidnico dodecilsulfato de sddio
(SDS) forma interagdes hidrofobicas com as proteinas
na propor¢do de uma molécula de detergente para cada
dois residuos de aminoacidos das mesmas. O SDS, en-
tdo adiciona carga negativa em grande quantidade as
proteinas, conferindo-lhes uma carga negativa homoge-
nea. Além disso, o SDS ¢ um agente desnaturante capaz
de desfazer parcialmente a estrutura tridimensional de
proteinas (78). Entretanto, o detergente ndo ¢ capaz de
romper ligagdes covalentes como as pontes de dissulfeto
(Figura 8).

Eletroforese capilar. Neste tipo de eletroforese ¢
empregado um tubo capilar preenchido com uma so-
lugdo de eletrolito, assemelhando-se a técnica original
descrita por Tiselius, sendo empregada na determinagao
de amostras como proteinas, peptideos, hidrocarbone-
tos, vitaminas, dentre outras (79).

O equipamento de eletroforese capilar envolve
aplicacdo de alta voltagem em um capilar de didmetro
reduzido gerando correntes de 10 a 100 mA e um intenso
campo elétrico (permitido pela alta resisténcia elétrica
do capilar), que por sua vez favorece a diminuigao do
tempo de analise, sua eficiéncia e sua capacidade resolu-
tiva. Também sdo utilizados, neste tipo de eletroforese,
capilares cheios de gel com a aplicagdo de campos elé-
tricos elevados (80, 79).

Aplicagoes Biotecnologicas em Enzimas Vegetais

A prospecgdo de agentes produtores de enzimas ¢é
um dos campos mais promissores dentro da Biotecno-

logia, ndo somente pelo fato de agregar grande valor a
produgdo em niveis industriais de materiais de consumo
humano, como também por representar a possibilidade
de uso mais eficiente dos recursos naturais renovaveis
de todo o planeta (83). Com o avango das descobertas,
para o conhecimento de substancias bioativas descritas a
partir da década de 50, o uso de enzimas vegetais deu um
salto gigantesco, saindo do uso doméstico em pequena
escala para o uso em escala industrial de produgdo (84).

As industrias téxteis, de papel e celulose, agroqui-
mica, farmacéutica, processamento de couro, biocom-
bustiveis e alimenticia sdo responsaveis pelo crescimen-
to exponencial do mercado de enzimas vegetais, entre
outras. De maneira geral, as enzimas extraidas de vege-
tais sdo utilizadas para promover rea¢des de compostos
presentes em uma mistura, tendo como objetivo adquirir
o produto final dessa reacdo, como em processos que
envolvem coalho (como na fabricagdo de derivados de
laticinios) ou processos fermentativos (como na fabri-
cacdo de bebidas alcodlicas), eliminar o reagente nocivo
inicial gerando um produto in6cuo (como na degradacdo
de poluentes e contaminantes de leitos d’agua e residuos
industriais), ou, por fim, na identifica¢@o e quantifica¢do
de substancias, quando participam de uma reagdo que
possui um efeito fisico-quimico tnico e detectavel por
métodos analiticos (como em ensaios imunoldgicos ra-
pidos ¢ métodos eletroanaliticos) (17).

Producio de alimentos. As enzimas tém destaca-
do um papel importante no setor alimenticio, pois po-
dem influir na composi¢do, no processamento e na de-
terioracdo dos alimentos. Elas as vezes sdo indesejaveis
e provocam, por exemplo, o escurecimento de frutas e
vegetais (¢ o caso das polifenoloxidases), o rango de
farinhas (lipases e lipoxigenases) e o amolecimento de
tecidos vegetais (enzimas pécticas) (86). Em certas si-
tuacdes, porém, a detecgdo da atividade prejudicial de
uma enzima em um produto pode servir como indicador
da eficiéncia de uma operagao (87).

Por outro lado, existem varios exemplos do uso de
enzimas vegetais com o objetivo de modificar matérias-
-primas e obter produtos especificos (84). Na industria
de laticinios, a quimosina promove a coagulagdo do leite
(para a produgdo de queijos) e varias plantas fornecem
essa peptidase que desestabiliza a caseina do leite, pro-
movendo a coagulagdo, exemplo: Euphorbia tirucalli
(L.) Klotzsch, Euphorbia nerifolia (L.) Chev., Euphor-
bia nivuliae (L.) Buch, Pedilanthus tithymaloides (L.)
Steinm e Jacaratia corumbensis (L.) Kuntze (19, 88,
11). Também, as proteases sdo utilizadas em razdo de



seu efeito proteolitico e fibrinolitico, que alteram as
propriedades de alimentos e outros produtos com alto
teor proteico (como em amaciantes de carne). O ma-
mao e o abacaxi, respectivamente Carica papaya (L.)
Gaertn e Ananas comosus (L.) Merril, sdo espécies mui-
to comuns no Brasil e sdo utilizadas como fonte dessas
enzimas (24).

Na panificag@o, a enzima alfa-amilase promove a
decomposi¢do do amido, que leva a produgdo de mal-
tose, aumentando a maciez ¢ a textura da massa ¢ do
miolo e mantendo o pao fresco por mais tempo. A ami-
lase maltogénica e a xilanase ddo estabilidade & massa,
enquanto a protease altera a elasticidade e a textura do
gliten e melhora a cor e o sabor do pao (89). No proces-
samento de amidos, enzimas como glicose isomerase,
alfa-amilase, beta-amilase, pululanase e isoamilase con-
vertem o amido em dextrose ou xaropes ricos em aguica-
res simples. Algumas dessas enzimas também podem ser
encontradas em plantas, como ocorre com a alfa-amila-
se, a qual pode ser extraida da Salvadora pérsica (L.)
Garcin, popularmente conhecida como escova de dente
natural (69).

A beta-amilase ¢ uma exoenzima que remove uni-
dades de maltose sucessivas de ndo redugdo das cadeias
de glicidios. A agdo ¢ interrompida no ponto onde o aco-
plamento alfa-1,6-glicosideo ndo pode ser quebrado pela
alfa-amilase. As combinagdes resultantes sdo nomeadas
dextrina limite. Malte de cevada, trigo, batata-doce e fei-
j@o de soja sdo boas fontes de beta-amilase (89).

Em sementes, as lipases podem hidrolisar gordu-
ra, a menos que as enzimas sejam destruidas pelo calor.
O 6leo de palma produzido por métodos primitivos na
Africa consistia em mais do que 10% de acidos graxos
livres. Também sdo encontrados tais problemas de des-
perdicio em grios e na farinha. A atividade da lipase em
trigo e outros graos ¢ altamente dependente do conteudo
de agua. Na aveia, por exemplo, os elevados indices de

lipideos sdo almejados quando se destina a alimentagdo
animal, mas pelo elevado teor caldrico, ¢ fracionada
consideravelmente quando se destina a alimentagdo hu-
mana. Assim o potencial de rancificagido, desencadeada
pela agdo das lipases no processo de descasque ou moa-
gem dos graos na auséncia de agua, ¢ diminuido. A ati-
vidade lipolitica de aveias ¢ mais alta do que a maioria
dos outros graos (90).

A estabilidade e instabilidade das enzimas vege-
tais se mostram como um fator determinante para o seu
funcionamento. As enzimas possuem uma vida finita de
trabalho, devido a instabilidade fisica inerente, a agdo
de antagonistas/inibidores e a intoxicagdo por contami-
nantes na mistura de reagdo. Em tecnologia de alimen-
tos, a instabilidade fisica pode ser induzida pelo efeito
de pH e temperatura, mas também por forcas relativa-
mente leves, como a tensdo superficial em espumas e
emulsoes (91).

A maioria dos inibidores de enzima ndo estd pre-
sente nos alimentos, porque geralmente sdo agentes
toxicos (metais pesados e compostos organometalicos,
por exemplo); porém, muitos antagonistas da enzima e
venenos cataliticos sio comuns nos géneros alimenticios
e matérias-primas (i.e., respectivamente, enzimas pro-
teoliticas e radicais livres de acidos graxos insaturados
oxidados) (92).

A estabilidade absoluta de uma enzima s6 pode ser
determinada em sistemas alimenticios reais. Qualquer
medigdo de estabilidade via proteinas purificadas em sis-
temas tampdes aquosos somente fornece uma orientagao
de como podera se comportar a enzima na pratica, ou
primeira decisdo a ser tomada ¢ se o processo ira benefi-
ciar de enzimas estaveis ou instaveis (93).

O Quadro 2 mostra exemplos de fatores especiais
que influenciam a estabilidade das enzimas nos alimen-
tos e o Quadro 3 traz alguns exemplos de enzimas utili-
zadas na biotecnologia de alimentos.

Quadro 2. Fatores que influenciam a estabilidade das enzimas nos alimentos.

CONDIC(.)ES ESTABILIDADE CAUSAS SUBJACENTES REFERENCIAS

Fase delconcentragio da enzima Estabiliza Aumenta a energia necessaria por unidade de volume para (94)
desnaturar a enzima.

Presenca de outras proteinas ps Diminui a proporcao de energia desnaturante ou fonte

< Ao Estabiliza : G D e (95)
nao enzimaticas molecular disponiveis para desnaturar proteinas enzimaticas.
Presenca de outras proteinas - Se acompanhadas de enzimas ou proteinases, podem degradar (96)
s Desestabiliza p s e ..

enzimaticas a proteina enzimatica adicionada.
Danos quimicos induzidos por radicais livres & enzima

Feseien e s Desestabiliza (principalmente lipases), qualquer enzima por atomos de metais (97)

pesados bloqueando o sitio ativo, metal que requerem enzimas

por agentes quelantes como o acido citrico ou polifosfatos.



Quadro 3. Enzimas provenientes de plantas utilizadas na fabricacdo de alimentos.

ENZIMAS FONTE ACAO ALIMENTOS APLICACAO REFERENCIAS
Alfa-amilase Serpentes de cereais H1d.rol1se {10 amido em Bl (99)
(milho) polissacarideos.

Beta-amilase Cevada Hidrélise do amido em maltose Producédo de xaropes de alta (100)
pura. maltose.

Lipoxigenase Trigo e Soja _Oxidagéo ) Melhora a massa do pao (101)
insaturados na farinha. :

Bromelina Suco de abacaxi e caule H1drol1se_ s OIS misculares Tenderizagdo de carne. (102)
e do tecido conjuntivo.

Papaina Latex dos frutos verdes Hidrélise de proteinas em Tenderizagdo de carnes; (103)

de papaia

Biossensores. Os biossensores representam uma
alternativa promissora, devido a sua caracteristica de
facilidade de automacdo e construgdo de equipamentos
simples e portateis para um monitoramento rapido (104).
De acordo com a Unido Internacional de Quimica Apli-
cada (IUPAC), os biossensores sdo caracterizados como
dispositivos analiticos que incorporam um material bio-
logicamente ativo a um transdutor que, por sua vez, con-
verte a resposta da interagcdo com o analito de interesse
em um sinal elétrico passivel de ser quantificado. Geral-
mente, a enzima interage de forma especifica com um
dado analito, fato este que permite o desenvolvimento
de biossensores com elevada especificidade (105).

Biossensores sdo capazes de efetuar analises quan-
titativas ou semi-quantitativas especificas, integrando
um elemento de reconhecimento bioldgico, no caso en-
zimas vegetais com um elemento apropriado de transdu-
¢do de sinal. Os biossensores amperométricos destacam-
-se entre os demais biossensores, pela seletividade do
agente de reconhecimento biologico (106).

Biossensores eletroquimicos contém elementos de
transdugd@o de sinal em uma célula eletroquimica com-
pleta, sendo comumente aplicaveis a sistemas em fluxo

alimentos e bebidas.

prevencao de névoa na cerveja.

(38). Dividem-se em trés categorias: amperométricos,
potenciométricos e condutométricos. Sensores quimicos
sdo utilizados em diversas areas: industriais (controle de
processos, controle de qualidade dos produtos, controles
ambientais), governamentais (monitoramento de emis-
soes de automoveis, monitoramento de efluentes) e mé-
dicas (diagnosticos clinicos). Diante destas aplicagdes,
sensores quimicos tem resultado em beneficios econo-
micos e sociais (107, 108).

O uso de extrato bruto de vegetais como fon-
te enzimatica para constru¢do de biossensores tem se
tornado frequente, devido a simplicidade e facilida-
de de obtengdo da enzima, ao baixo custo do proces-
so, a estabilidade e ao tempo de vida superior aqueles
métodos que utilizam enzimas purificadas. Abacate,
abobrinha, batata doce, banana, berinjela, jilo, pepino,
vegetais disponiveis, podem ser matérias-primas para
a constru¢do de biossensores, podendo ser aplicados
em analises de grande interesse nas areas alimenticia,
ambiental, bioldgica, farmacéutica e industrial, entre
outras (109, 110, 111). O Quadro 4 traz exemplos de
biossensores enzimaticos desenvolvidos com extratos
brutos vegetais.

Quadro 4. Biossensores baseados na extracdo de enzimas de vegetais.

ENZIMA

Polifenol oxidase

FONTE VEGETAL

Solanum melongena (L.) Dunal

Peroxidase Phaseolus vulgaris (L.) Macfad
Urease Canavalia ensiformis (L.) DC
Peroxidase Euterpe oleracea (L.) Mart.

Fenol oxidase -

Polifenol oxidase Musa acuminata (L.) Colla

Carboxilesterases Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Peroxidase Brassica rapa subsp. Rapa (L.) Metzg

ANALITO/AMOSTRA REFERENCIAS
Determinagdo de paracetamol (27)
Determinagdo de agrotéxicos. (123)
Determinacdo de ureia, i6n aménio, gas aménia e

i (120)
diéxido de carbono.
Deteccdo de hexazinona. (124)
Deteccdo de pesticidas por métodos calorimétricos. (117)
Determinacdo de quinonas e compostos fendlicos. (125)
Deteccao e determinagao de hidrolise de xenobidticos

; (126)

e produtos naturais.
Determinacdo de bioglicerideos em biodiesel. (111)
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Tradicionalmente, as determinagdes sdo feitas com
o emprego de enzimas ja purificadas, com custos altos.
Mas a utilizag@o de tecidos ou extratos vegetais brutos,
além de outras vantagens, faz com que os custos caiam a
patamares minimos, eliminando inclusive a necessidade
de gastos com o processo de importagdo que, além de
oneroso, ¢ geralmente lento. Ha diversas formas de se
aplicar o tecido vegetal na confec¢do dos biossensores,
sendo a utiliza¢do de extratos brutos enzimaticos imo-
bilizados, a forma mais citada na literatura (112, 113,
108, 111).

O principal problema durante o processo de imobi-
lizacdo de uma enzima pode ser a perda parcial ou total
da atividade, que pode ser atribuida a diversos fatores,
como propriedades da propria enzima, do suporte, dos
reagentes utilizados e das condigdes experimentais. O
desenvolvimento de técnicas de imobilizagao e purifica-
¢do tem sido importante por proporcionar a reutilizagdo
das enzimas, aumentar a estabilidade, reduzir custos e
aumentar, em alguns casos, a atividade enzimatica. Es-
ses fatores dependem principalmente da escolha apro-
priada do suporte e dos reagentes utilizados no processo
de imobilizagdo (109).

Biossensores utilizando extratos vegetais como
fonte de peroxidase sdo muito comuns tendo in‘imeras
aplicagdes. Partindo do extrato bruto de jilo (Solanum
gilo (L.) Rusby) foi imobilizada a enzima peroxidase
com quitosana quimicamente interligada com picloridri-
na e glutaraldeido com a finalidade de determinar rutina
em formulas farmacéuticas (114). E com extrato de nabo
(Brassica napus (L.) Mill) foi possivel analisar gliceri-
deos em amostras de biodiesel (111).

As polifenoloxidases tém sido utilizadas na prepa-
racdo de biossensores e na identificagdo de compostos
fendlicos e determinagdo de fenodis totais, em produ-
tos e alimentos que tém este atributo como parametro
representativo de sua capacidade antioxidante (115).
Existem também varios outros usos como analisar
quinonas, pesticidas e analise de aguas residuais (116,
117, 118).

Com a enzima lacase ¢ possivel determinar com-
postos fendlicos em bebidas (sucos de frutas, vinho e
cerveja) além de determinar a atividade antioxidante em
varios outros produtos naturais (119, 105). A determina-
¢do de ureia, ion amonio, gas amonia e dioxido de car-
bono foi realizada com tecido vegetal imobilizado em
rede de nylon por glutaraldeido. O biossensor teve vida
util de 70 dias, tendo resposta linear e concentragdo 1 a
20 ppm (120).
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A enzima superdxido dismutase permite desenvol-
ver um biossensor para determinacdo da atividade antio-
xidante de diversos produtos naturais (121). Ascorbato
oxidase tem utilidade na identificagdo de acido ascorbico,
amplamente presente em diversas formulac¢des terapéuti-
cas devido ao seu alto potencial antioxidante (63, 104).

Alguns frutos do cerrado também ja foram utiliza-
dos como base para extragdo de extratos vegetais para
confecgdo de biossensores. Um exemplo ¢ o trabalho de
Lima e cols (2007), que imobilizaram polifenoloxidases
de Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) em quitosana
reticulada em cloreto ciandrico para determinacdo de
tiodicarbamato (122).

Biorremediacao. A Biorremediagdo ¢ uma tecno-
logia para tratar locais contaminados mediante o uso de
agentes biologicos capazes de modificar ou decompor
poluentes alvos. Consistindo no principio da remogao de
poluentes do ambiente natural ¢/ou a sua conversdo em
produtos menos prejudiciais, utilizando, para isso, co-
munidades de microrganismos endogenos do ambiente
contaminados (127).

O objetivo da biorremediagdo no tratamento em
areas contaminadas ¢ induzir ou acelerar os processos
bioldgicos naturais de compostos de interesse, incluin-
do compostos organicos ou inorganicos utilizando a ca-
pacidade intrinseca dos microorganismos de degradar
matéria organica para degradar compostos organicos e
inorganicos toxicos, tanto de origem natural como com-
postos sintéticos (128).

A biorremediagdo varia de acordo com o tipo de
tratamento, as técnicas sdo denominadas in situ € ex situ,
adotadas considerando ndo sé os poluentes, mas o custo
dos processos ¢, principalmente, a concentragdo final do
contaminante, no término do tratamento, aceitavel para
o tipo de residuo e para o uso futuro da area (129).

Este método de remover concentragdes de poluen-
tes tem sido recomendado pela comunidade cientifica,
devido ao fato de ndo causar poluicdo secundaria, ou
causar menos. Sdo métodos que podem ser implantados
em aguas superficiais e subterraneas, solos e efluentes
industriais (130).

Os fatores que podem influenciar a biodegradagao,
serdo fatores fisicos e quimicos no qual vdo depender da
composi¢do da matriz do ambiente (pH, salinidade, po-
tencial oxirreducdo e outros), fatores extrinsecos (tem-
peratura, umidade) e fatores relacionados ao poluente
(estrutura quimica, presenga de outros compostos, bio-
disponibilidade) (131) Cada processo de biorremediagao
¢é particular e quase sempre necessita de adequagao e oti-



mizagdo especifica para a aplicagdo em diferentes locais
afetados, requerendo sempre uma andlise integrada de
parametros fisicos, quimicos e biologicos (132).

Para a implementag@o de um processo de biorreme-
diagdo devemos levar em consideragdo primeiramente:
a avaliacdo da natureza do composto, a caracterizacao
da contaminag8o, o planejamento do tipo de biorreme-
diagdo e a decisdo por biorremediagdo in situ ou ex situ
(127).

O ambiente ¢ continuamente poluido por uma gran-
de variedade de produtos nocivos, com diferentes estru-
turas e diferentes niveis de toxicidade que sdo liberados
a partir de varias fontes antropogénicas e naturais. Trés
principais fontes antropogénicas de polui¢do podem ser
identificadas: atividades industriais, lixo urbano, pra-
ticas agricolas e transportes (133). O desenvolvimen-
to acentuado da industria quimica tem produzido uma
grande variedade de substancias que incluem pesticidas,
combustiveis, solventes, alcanos, hidrocarbonetos aro-
maticos policiclicos (HAP), explosivos, corantes, ou-
tros. Embora estes compostos tenham contribuido para
auxiliar o nosso estilo de vida, varios deles podem se
acumular no solo, agua ¢ ar. Eles sdo altamente persis-
tentes no meio ambiente e prejudica a satide humana e
ambiental, por causa de seus efeitos cancerigenos e mu-
tagénicos (134).

Diversas estratégias foram concebidas para corrigir
e restaurar ambientes poluidos: métodos fisicos e quimi-
cos ¢ abordagens biolodgicas, exigindo o envolvimento
de agentes bioldgicos. O desenvolvimento das tecnolo-
gias limpas, ou seja, que reduzem o impacto ambiental
de uma atividade industrial, também conta com a parti-
cipacdo de enzimas. As enzimas sdo aplicadas ainda no
tratamento de efluentes e residuos industriais. As aguas
residuais das industrias alimenticias, por exemplo, con-
tém gorduras sélidas ou liquidas (graxas e 6leos), que
causam sérios problemas de polui¢do, ao formar filmes
na superficie dos corpos receptores (impedindo o fluxo
do oxigénio necessario a vida aquatica) e ao causar en-
tupimentos (128, 130, 133). A adicdo de lipases a esses
efluentes gera substancias mais simples, facilmente de-
gradadas, evitando tais problemas.

A industria téxtil ¢ uma das maiores geradoras de
efluentes liquidos, em geral toxicos e contendo coran-
tes (135). Tais residuos sdo normalmente tratados por
processos fisico-quimicos que precipitam e/ou coagu-
lam parcialmente os residuos, seguidos de tratamento

biolégico com lodos ativados, que contém bactérias
capazes de degradar as substincias organicas ainda ndo
removidas. Por isso, tém sido estudados varios microor-
ganismos capazes de degradar poluentes téxteis com efi-
ciéncia e baixo custo. Neste contexto as plantas também
podem ser importantes na degradagdo desses contami-
nantes (134). Degradagdo de corantes téxteis mediadas
por plantas com peroxidases, enzimas responsaveis pela
catalise de reagdes de oxirredugdo, como é o exemplo da
Ipomea palmata e da Saccharum spontaneum que po-
dem ser usadas como alternativa para a descoloragdo de
corantes téxteis, principalmente corantes azo, isso apos
o processamento de suas enzimas. Assim, tem sido em-
pregada para diferentes fins como degradagdo de tintu-
ras téxteis, como em muitas pesquisas também apontam
como alternativa o uso de biossensores eletroquimos
para a degradagdo de hormdnio presentes na agua po-
tavel (61) a utilizagdo em eletrodos modificados para
eletroanalise ambiental (136).

CONCLUSAO

Considerando a grande complexidade e a importan-
cia da Enzimologia e suas aplicagdes na biotecnologia,
o presente trabalho apresentou procedimentos analiticos
empregados em tecidos e extratos brutos de vegetais. Em
virtude da grande biodiversidade encontrada no Brasil,
ha certamente um nimero muito grande de procedimen-
tos analiticos que poderdo ser desenvolvidos utilizando
enzimas vegetais com apelo sustentavel. Caracteristicas
importantes como baixo custo e estabilidade fazem com
que o emprego de tais materiais seja aplicado em diver-
sas metodologias analiticas.

Por fim, esta revisdo apresenta-se contextualizada
frente aos processos de isolamento e purificacdo das en-
zimas vegetais de diversas fontes, bem como algumas de
suas principais aplicagdes na biotecnologia do cenario
atual.
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