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OBTENÇÃO DE NOVA FONTE DE PEROXIDASE DE FOLHA DE  
Copaifera langsdorffii Desf. COM ALTA ATIVIDADE1

Hermelinda Penha Freire MACIEL2, Cibele Marli Cação Paiva GOUVÊA3,*, Gláucia Maria PASTORE2

RESUMO
Objetivou-se neste trabalho extrair peroxidase de folha de Copaifera langsdorffii (COP), medir sua atividade, compará-la com a 
peroxidase de raiz forte (Horseradish peroxidase - HRP) e determinar o pH ótimo, a melhor solução extratora e o efeito de aditivos 
sobre a atividade da COP. Os resultados mostraram que a COP atingiu 81,6% da atividade de HRP e a faixa de pH ótimo foi de 5,5 a 
6,0. A melhor solução extratora da enzima foi o tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0 e o melhor aditivo foi o PVPP. Concluindo, a 
COP apresenta atividade mais alta que outras peroxidases de diferentes fontes citadas na literatura. 
Palavras-chave: Copaifera langsdorffii, peroxidase, atividade enzimática, horseradish peroxidase, extrato vegetal.

SUMMARY
OBTENTION OF A NEW SOURCE OF PEROXIDASE FROM Copaifera langsdorffii LEAF, Desf. WITH HIGH ACTIVITY.  The purpose of 
this work was to extract peroxidase from Copaifera langsdorffii leaves (COP), measure its activity, compare it to that of Horseradish 
peroxidase and determine the optimum pH, the best extraction solution and the effect of additives on the COP activity. The results 
showed that COP has 81.6% of the activity of HRP and an optimum pH range between 5.5-6.0. The best extraction solution was a 
sodium phosphate buffer 50 mM, pH 6.0 and the best additive was PVPP. In conclusion, COP presents higher activity than peroxidases 
from different sources reported in the literature.
Keywords: Copaifera langsdorffii, peroxidase, enzyme activity, horseradish peroxidase, vegetal extract.

1 - INTRODUÇÃO
As peroxidases de plantas (E.C. 1.11.1.7) têm atraído, 

consideravelmente, o interesse de pesquisadores, pelo en-
volvimento dessas enzimas em diversas reações biológicas, 
como: reações de oxidação, processos de diferenciação 
celular, crescimento, controle de funções metabólicas e re-
sistência a patógenos [15, 30, 36]. As peroxidases também 
estão envolvidas na polimerização de fenil propanóides, 
que iniciam a síntese de lignina, flavonóides e outros com-
postos fenólicos [6], alguns com atividade antioxidante, 
como os flavonóides, podem prevenir o envelhecimento 
celular [17].

A capacidade de ligação específica a anticorpos ou 
outras proteínas, torna amplo o uso da peroxidase em kits 
diagnósticos laboratoriais de interesse médico [34]. Elas 
podem ser usadas como biossensores em análises clínicas 
e avaliação do conteúdo de ácido L-ascórbico em formula-
ções farmacêuticas [12]. São úteis em várias atividades de 
pesquisa laboratorial, como determinação de microrganis-
mos patogênicos [10], toxinas [11] e ensaios de higiene de 
alimentos [9]. Métodos de diagnósticos têm sido desenvol-
vidos usando peroxidases por médicos dermatologistas, 

para avaliar e monitorar o tratamento em processos como 
psoríase e câncer de pele, bem como quantificação de ní-
veis de radicais livres no sangue [33]. A peroxidase ligada 
pode ser revelada através de reação com H2O2, na presença 
de vários doadores de H+, como o guaiacol, que se oxida 
desenvolvendo um composto colorido, o tetraguaiacol, que 
pode ser medido por espectrofotometria [24].

Na indústria de alimentos, a peroxidase pode ser usada 
na determinação de testes de autenticidade de alimentos [4] 
e na determinação quantitativa de glicose [8, 28]. Vários 
constituintes de alimentos são identificados pela propriedade 
das peroxidases se ligarem a diferentes doadores de H+ [5]. 
Devido à alta estabilidade e fácil detecção, estas enzimas 
são as mais usadas para determinar se o processamento de 
vegetais pelo calor foi adequado [2]. 

No meio ambiente, o índice de poluição de águas pode 
ser avaliado através de testes utilizando peroxidases [14, 18] 
e ainda a diminuição de resíduos poluentes de indústria de 
tecidos, que utilizam estas enzimas em processos de desco-
loração, evitando a formação de compostos tóxicos [29].

Muitos procedimentos têm sido propostos na literatura 
para a obtenção de peroxidases, bem como o desenvol-
vimento de métodos, para extração, utilizando técnicas 
simplificadas e equipamentos de menor custo operacional 
[12, 19, 23].

A fonte comercial mais utilizada de peroxidase é a raiz 
forte, que é geralmente cultivada e colhida em países de 
clima frio. Assim, novas fontes de peroxidases precisam ser 
obtidas, para atender a crescente demanda desta enzima. A 
Copaífera langsdorffii é uma árvore leguminosa, nativa e 
amplamente distribuída no território brasileiro, com pro-
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dução abundante de folhas durante todo o ano. O objetivo 
deste trabalho foi extrair peroxidase de folhas de Copaifera 
langsdorffii (COP), medir sua atividade e compará-la a HRP, 
extraída em condições idênticas. Também foram determina-
dos a faixa de pH ótimo, a solução extratora mais adequada 
e o efeito de aditivos sobre a atividade da COP.

2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Tecido fonte de peroxidases

2.1.1 - COP

Folhas de Copaifera langsdorffii foram colhidas de 
árvores do câmpus da Unicamp, pela manhã (até as 9 h). 
As folhas foram lavadas em H2O destilada, secas com papel 
absorvente e em seguida submetidas à extração de peroxi-
dase (COP).

2.1.2 - HRP

Raiz de Armoracia rusticana, conhecida como raiz 
ardida, raiz forte, rábano de cavalo ou rábano rusticana, 
foi obtida do cultivo do sítio Nosso Recanto, Estrada de 
Vila Élvio, Piedade (SP). A raiz foi lavada e, após divisão 
em partes menores, foi submetida à extração de peroxidase 
(HRP).

2.2 - Obtenção da peroxidase das duas fontes

Para avaliação da atividade da peroxidase de folhas de 
C. langsdorffii (COP), como nova fonte desta enzima, foi 
realizada extração de acordo com procedimento descrito por 
JACKSON & RICARDO [20], com modificações. As folhas de 
C. langsdorffii foram pesadas para trituração, na proporção 
de 1 g de folha para 4 mL (p/v) de tampão Tris-HCl 50 mM, 
pH 7,2 gelado (solução extratora). A amostra foi então co-
locada em liquidificador para homogeneização por 5 min, 
em baixa rotação. Em seguida, o homogeneizado foi filtrado 
em gaze com malha reduzida por 6 dobras, sendo o filtrado 
recolhido em banho de gelo e centrifugado a 11.000 x g, a 
5 °C, por 15 min. O sobrenadante foi submetido à medida 
de atividade da COP. Procedeu-se também a extração de 
peroxidase da raiz forte (HRP). A raiz foi dividida em partes 
menores e submetida ao mesmo procedimento descrito para 
obtenção da COP.

2.3 - Determinação da atividade de peroxidase

A atividade foi determinada segundo KHAN & ROBINSON 
[22]. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a atividade 
que causa aumento de 0,001 unidades de absorbância.min-1 
a 470 nm a 25 °C, usando-se como meio de reação: 1,5 mL 
de guaiacol 1% (v/v); 0,4 mL de H2O2 0,3% (v/v) ou 0,1 M; 
0,1 mL de enzima (mantida em banho de gelo) e 1,2 mL de 
tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0.

2.4 - Influência da solução extratora na 
atividade da COP 

Este processo foi realizado para determinar a solução 
extratora que fornece melhor atividade enzimática. A ex-
tração de peroxidase foi realizada conforme descrito no 
item 2.2 e foram utilizados: tampão fosfato de sódio 50 mM, 
pH 6,0, H2O destilada e tampão Tris- HCl 50 mM, pH 7,2 
como soluções extratoras. Foram feitas três repetições para 
cada extração.

2.5 - Determinação do pH ótimo de atividade 
da COP

Utilizando-se a solução extratora de maior atividade, foi 
determinada a faixa de pH ótimo. Para tanto se adicionaram 
0,1 mL de enzima em meio de reação contendo 1,5 mL de 
guaiacol 1% (v/v); 0,4 mL de H2O2 0,3% (0,1 M) e 1,5 mL de 
ácido succínico 0,1 M com valores de pH de 3,0-7,0, com 
variação de 0,5 unidades.

2.6 - Influência de aditivos na atividade da 
COP

Utilizando-se a solução extratora de maior atividade foi 
feita a incorporação de aditivos, para avaliar-se a influência 
na atividade enzimática, de acordo com método de Hols-
chuh [16]. Foram utilizados NaCl 0,2 M; KCl 0,2 M; CaCl2 
0,2 M, PEG (polietilenoglicol) a 2% (v/v), PVPP (polivinil 
polipirrolidona) a 2% (p/v) e EDTA 10 mM, os quais foram 
incorporados ao tampão fosfato de sódio 50 mM pH 6,0. 
Em todas as etapas de extração foi medida a atividade, 
conforme descrito no item 2.3. Foram feitas 3 repetições 
para cada tratamento.

2.7 - Análise estatística

Os dados obtidos para os experimentos realizados foram 
expressos como média ± erro padrão e foram comparados por 
teste t-Student ou por análise de variância pelo teste ANOVA, 
seguido do teste de Tukey-Kramer, quando p < 0,05.

3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 - Obtenção do extrato bruto

A peroxidase de folhas de Copaifera langsdorffii (COP) 
apresentou alta atividade (81,6%) quando comparada à ati-
vidade do extrato bruto de peroxidase de raiz forte (HRP), 
obtidas nas mesmas condições. A peroxidase de folhas de 
Copaifera langsdorffii e raiz forte apresentaram atividade de 
19.920 ± 60 e 24.410 ± 53 U/mL respectivamente. A análise 
pelo teste t não mostrou diferença significativa (p = 0,07) 
entre a atividade das enzimas.

Os resultados comparativos, entre as atividades das 
duas enzimas, indicaram alta atividade da enzima extraída 
de folhas C. langsdorffii (COP). A atividade da COP foi mais 
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alta que a descrita para outras plantas tais como: uva [7,32], 
carambola [16], morango [27] e tremoço [31]. 

3.2 - Influência da solução extratora na 
atividade da COP

Diferentes soluções para extração de peroxidase 
têm sido descritas na literatura, destacando-se: tampão 
Tris-HCl 50 mM, pH 7,2 [20], água destilada [26], tampão 
Tris-HCl contendo CaCl2 e ácido ascórbico [27]. 

A atividade da COP mostrou diferença significativa 
pelo teste de Tukey-Kramer (p < 10-3), dependente da so-
lução extratora. Foi obtida maior atividade com o tampão 
fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0 (73.146 ± 5.213 U/mL), 
seguida da extração com água (60.935 ± 4.716 U/mL) e com 
Tris-HCl 50 mM, pH 7,2 (24.820 ± 196 U/mL).

3.3 - pH ótimo de atividade da COP

A atividade da COP mostrou variação significativa 
(p < 0,001) em função do pH. A COP apresentou atividade 
ótima na faixa de pH 5,5 - 6,0 (Figura 1).
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Figura 1 – Efeito do pH sobre atividade de peroxidase de folhas 
de Copaifera langsdorffi (COP). 
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Figura 1 – Efeito do pH sobre atividade de peroxidase de folhas 
de Copaifera langsdorffi (COP). 

maior aumento da atividade da COP, seguido do NaCl 0,2 M, 
CaCl2 0,2 M e PEG 2%. A adição de KCl 0,2 M e EDTA 10 mM 
provocou diminuição da atividade enzimática (Figura 2).
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Figura 2 – Influência dos aditivos sobre a atividade de peroxi-
dase de folhas de Copaifera langsdorffii (COP). Letras dife-
rentes indicam diferença significativa (p < 0,05), pelo teste de 
Tukey‑Kramer.
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Figura 2 – Influência dos aditivos sobre a atividade de peroxi-
dase de folhas de Copaifera langsdorffii (COP). Letras dife-
rentes indicam diferença significativa (p < 0,05), pelo teste de 
Tukey‑Kramer.

A variação de pH determinou diferença da atividade de 
COP, com valores semelhantes aos obtidos por outros auto-
res [25,26]. Em pH ácido a COP apresentou diminuição de 
atividade. Essa diminuição da atividade pode ter ocorrido 
principalmente por alterações químicas no grupo heme da 
enzima ou desnaturação protéica. Isto também foi observado 
por ADAMS [1], em um estudo da regeneração e cinética 
da inativação de HRP. A COP apresentou baixa atividade 
em valores de pH iguais ou superiores a 7,0 e também em 
pH 3,0 a 25 °C.

3.4 - Influência de aditivos na atividade da 
COP

Ocorreu variação significativa (p < 0,05) da atividade 
da COP sob a influência de aditivos. O PVPP 2% induziu o 

Os resultados do presente trabalho indicam que, embora 
tenha ocorrido aumento significativo da atividade de COP 
com alguns aditivos, especialmente com PVPP a 2%, a ativi-
dade apenas com tampão fosfato foi alta. Diversos trabalhos 
descrevem um melhoramento significativo na atividade e 
estabilidade de enzimas, quando o procedimento de extra-
ção é realizado em presença de aditivos [35]. Os aditivos 
têm sido utilizados para proteção da inativação da enzima, 
retenção da camada de água ao redor do biocatalisador e 
como dipersantes das moléculas da enzima e facilitadores de 
transporte de massa. O contato do aditivo com a enzima pode 
apresentar comportamento antagônico, isto é, a interação 
pode apresentar um efeito negativo na reação de interesse. 
Nem todos os aditivos são eficientes como estabilizantes e 
a influência do aditivo na atividade enzimática ainda não 
está totalmente esclarecida [35]. 

A seleção do aditivo adequado é função do tipo de enzi-
ma. No caso de enzimas, que exigem uma interface para sua 
total atividade catalítica, o uso de aditivos macromoleculares 
tem mostrado efeitos estabilizantes significativos, por meio 
do revestimento da interface impedindo, desta forma, uma 
mudança de sua estrutura protéica. No presente trabalho 
foi demonstrado que o PVPP foi o melhor aditivo para a 
COP. Outro parâmetro que também interfere na eficiência 
de um determinado aditivo é referente à sua forma de adi-
ção no procedimento de extração enzimática, ou seja, em 
que etapa esta adição é mais indicada e qual a massa de 
aditivo necessária para promover uma estabilização satis-
fatória. Com relação ao primeiro fator, tem sido sugerido 
que a adição de aditivos seja efetuada antes da extração de 
enzima ou simultaneamente com a enzima. Neste trabalho 
os aditivos foram adicionados ao tampão antes da extração 
enzimática, pois têm sido demonstrado que a adição de 
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aditivos depois da enzima ter sido extraída não apresenta 
efeito benéfico. Quanto à massa de aditivo, recomenda-se 
uma avaliação experimental em função do tipo de aditivo 
usado, tendo em vista que o efeito do aditivo depende de 
sua massa molecular [35]. Os aditivos têm sido também 
utilizados para observar a variação da atividade, como in-
vestigação adicional do comportamento enzimático [16] ou 
para acentuar baixa atividade de enzimas, como utilizada 
por LOPES- SERRANO & ROS BARCELÓ [27] para calcular 
a inativação da peroxidase de morango. 

4 - CONSIDERAÇÕES
A peroxidase tem sido usada como enzima apropriada 

para o preparo de imunoconjugados, imunoensaios (ELISA) 
e técnicas de hibridização não-radioisotópica para investi-
gação de ácidos nucléicos [29]. Assim a utilização da COP 
no preparo desses reagentes pode trazer vantagens práticas, 
com a potencial facilidade da produção desta enzima em 
escala comercial.

Outra importante aplicação de peroxidase é a sua uti-
lização em exames clínicos, associada a outras enzimas 
como agente sensitivo, envolvendo catálise por oxidase, 
numa variedade de análises de interesse médico [3]. A oxi-
dação de substrato por oxidase específica, fornece produto 
estequiométrico da quantidade de peróxido de hidrogênio 
contido ou produzido numa amostra, a partir de compostos 
presentes nesta amostra em análise. O peróxido de hidrogênio 
então, serve para oxidar um agente cromogênico, doador de 
hidrogênio, cuja formação colorida pode ser medida por es-
pectrofotometria. A glicose do sangue e colesterol do plasma 
podem ser determinados com glicose oxidase e colesterol 
oxidase respectivamente, de acordo com este princípio. 

O sistema oxidase/peroxidase pode ser também analisado 
eletroquimicamente. Isto pode ocorrer por determinação 
amperométrica, como no caso de D-aminoácidos, usando-se 
biossensor, através de eletrodo de pasta de carbono, qui-
micamente co-imobilizado com peroxidase e D-aminoácido 
oxidase [21].

Desta forma, como as peroxidases de outras fontes 
podem ser usadas para estes propósitos, a COP precisa ser 
avaliada quanto a sua aplicabilidade. A extração simples de 
COP resultará em vantagem econômica, como baixo custo de 
produção, sem a necessidade do desenvolvimento de plantas 
transgênicas, como proposto por alguns autores [13]. Uma 
importante vantagem da C.langsdorffii como fonte de COP 
é a abundância das folhas durante todo ano, sendo ainda 
amplamente distribuída em todo o país, quer seja na forma 
nativa ou de reflorestamento, o que pode garantir o fácil 
acesso para produção de peroxidase em grande escala.

5 - CONCLUSÕES 
Os resultados obtidos indicam que a folha de Copaifera 

langsdorffii, pode ser uma nova fonte de peroxidase (COP) 
com alta atividade. O método de extração da peroxidase 
proposto neste trabalho, mostrou ser simples e economi-
camente viável, o que possibilita contribuir para a obtenção 

de peroxidase em alta escala e baixo custo. A faixa de pH 
ótimo da COP foi entre 5,5 e 6,0; a melhor solução extra-
tora da COP foi o tampão fosfato 50 mM pH 6,0 e o melhor 
aditivo foi o PVPP.
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