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RESUMO

A peroxidase (CE 1.11.1. X) catalisa a oxidacdo de uma variedade de substratos orgénicos,
tendo o peroxido de hidrogénio ou outros perdxidos organicos como moléculas aceptoras.
Esta enzima pode ser obtida a partir de vegetais, tecidos e secrecbes de animais e
micro-organismos. Obter esta enzima através de coprodutos da agroindustria possibilita a
reducdo de custos de producéo e sua aplicacdo industrial. O farelo de arroz, um coproduto
resultante do beneficiamento do arroz, dispde de diversas enzimas, as quais incluem as
peroxidase, 0 que o torna uma fonte potencial para obtencdo desta. Devido a sua natureza
oxidativa, especificidade e atuacdo em condi¢cdes moderadas, a peroxidase pode ser aplicada
para fins de biorremediacéo, com destaque para a redugdo dos niveis de micotoxinas. Estudos
na area sugerem que a purificacdo de peroxidase pode aumentar a sua capacidade de degradar
certos substratos, o que torna interessante o estudo de técnicas de purificacdo possiveis de
ampliacdo de escala, que resultem em maior pureza da enzima e com maior rendimento
possivel. Assim, este trabalho teve por objetivo purificar a enzima peroxidase de farelo de
arroz utilizando cromatografia de troca i6nica (CTI) em leito expandido integrado a
ultrafiltracdo (UF), e aplica-la na reducdo dos niveis de deoxinivalenol (DON). O trabalho foi
dividido em dois artigos, onde o primeiro consistiu em avaliar os principais parametros das
etapas de adsorcédo, lavagem e eluicdo para a purificacdo de peroxidase por CTI em leito
expandido. O uso do tampédo acetato de sddio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expanséao de
2,5 foram as condigdes definidas para a adsor¢do de peroxidase em trocador catidnico
Streamline™ SP, apresentando capacidade de adsorcdo no equilibrio (g*) de 2,68 U/mL de
resina e capacidade dindmica de adsorcao (Qio9 ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na
lavagem e a combinacdo da eluicdo do tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear
salino de 0,15 a 1 mol/L de NaCl acrescido de CaCl, 0,001 mol/L em tampdo acetato de sddio
0,025 mol/L pH 5,5, proporcionaram a purificacdo da peroxidase em 14,6 vezes com
recuperacdo enzimatica de 51,5%. No segundo artigo, foi avaliada a possibilidade de integrar
a CTI em leito expandido a UF para purificacdo de peroxidase, bem como a aplicacdo da
enzima na reducdo dos niveis de DON em sistema modelo. O uso de membrana de massa
molar limite de 10 kDa, temperatura de 10°C, seis ciclos de diafiltracdo (DF) e adicdo de
CaCl, 0,004 mol/L a solucdo dialfiltrante resultou nos valores de fator de purificacdo e
recuperacdo enzimatica de 4,4 vezes e 79,4%, respectivamente. O processo global integrando
duas técnicas resultou na purificacdo da peroxidase em 75,1 vezes e recuperacao enzimatica
de 22,8%. O perfil eletroforético da peroxidase purificada revelou duas possiveis isoenzimas
de massa molecular de 35,6 kDa e 65,4 kDa. A aplicacdo da peroxidase purificada por CTI
em leito expandido integrado a UF resultou na reducdo em 81,7% nos niveis de DON, ainda
que utilizando baixa atividade enzimatica no meio reacional (0,01 U/mL).

Palavras-chaves: Biorremediacdo. Diafiltracdo. Farelo de arroz. Micotoxinas.

Oxidorredutases.
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ABSTRACT

Peroxidases (EC 1.11.1.X) are enzymes whose main function is to catalyze the oxidation of a
wide range of organic substrates by either H,O, or organic peroxides as terminal oxidants.
They are widely found in plants, animal tissues and secretions, and microorganisms.
Obtaining peroxidases from by-products of agro-industry enables production costs reduction
and their industrial application. Rice bran, a by-product of the polishing of rice grain, is a
potential source for obtaining peroxidases because it contains various enzymatic systems that
use these enzymes. Due to the oxidative nature, substrate specificity and capacity to catalyze
in mild conditions, peroxidases are useful for bioremediation applications, especially for
reducing mycotoxins levels. Besides that, studies suggest that peroxidase purification can
improve certain substrate degradation, which makes interesting to study purification
techniques that result in a product with purity and yield as high as possible. Thus, the goal of
this work was the purification of peroxidase from rice bran by ion exchange chromatography
(IEC) in expanded bed mode integrated to ultrafiltration (UF), and enzyme application in
deoxynivalenol (DON) levels reduction. In first article, the main parameters of adsorption,
washing and elution steps for peroxidase purification by IEC in expanded bed mode were
evaluated. The use of 0.025 mol/L sodium acetate buffer pH 4.5 and expansion degree of 2.5
proved the most suitable conditions for peroxidase adsorption in Streamline™ SP cation
exchanger, showing adsorption capacity in equilibrium (g*) of 2.68 U/mL resin and dynamic
binding capacity (Qio%) Of 0.18 U/mL resin. The highest process efficiency was observed
using pH 5.5 in washing and elution steps, as well as the elution in step-wise mode with
0.15 mol/L NaCl coupled to linear gradient mode from 0.15 to 1 mol/L NaCl increased with
0.001 mo/L CaCl, in 0.025 mol/L sodium acetate buffer pH 5.5, which resulted in a
purification factor of 14.6-fold with enzymatic recovery of 51.5%. In second article, the
possibility of integrating IEC in expanded bed mode to UF for peroxidase purification was
evaluated, as well as enzyme application in reducing DON levels in model system. The use of
molecular mass cut-off membrane of 10 kDa, temperature of 10°C, six cycles of diafiltration
(DF) and adding 0.004 mol/L CaCl, in DF solution promoted the enzyme purification in
4.4-fold and enzymatic recovery of 79.4%. The global purification process integrating two
techniques resulted in the peroxidase purification in 75.1-fold with an enzymatic recovery of
22.8%. Electrophoretic profile of purified peroxidase showed two possible isoenzymes with
molecular mass of 36.5 kDa and 65.4 kDa. Purified peroxidase application for IEC in
expanded mode integrated to UF resulted in the reduction of 81.7% in DON levels, even
using low enzyme activity in reaction system (0.01 U/mL).

Key words: Bioremediation. Diafiltration. Mycotoxins. Oxidoreductases. Rice bran.
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1 INTRODUCAO

O arroz é um cereal que apresenta alta aplicabilidade e capacidade de ser
cultivado nas mais diversas regides. Razbes vinculadas as caracteristicas proprias do arroz
impedem que ele possa ser consumido tal qual a natureza produz, sendo necessario submeté-
lo ao processo de beneficiamento, tendo como produto principal o arroz polido (ELIAS;
OLIVEIRA; VANIER, 2012). O farelo de arroz, um coproduto do beneficiamento do arroz,
contém inlmeras enzimas, dentre as quais se destacam as peroxidases, 0 que 0O torna uma
fonte potencial para a obtencdo destas (LUH et al., 1991).

As peroxidases (CE 1.11.1.X) séo enzimas que catalisam a oxidagao de substratos
organicos tendo o perdxido de hidrogénio ou outros per6xidos como moléculas aceptoras
(MATHE et al., 2010; FAWAL et al., 2013). Estas enzimas estdo amplamente distribuidas na
natureza e podem ser obtidas de vegetais, tecidos e secre¢cdes de animais e micro-organismos
(BALASUBRAMANIAN; BOOPATHY, 2013). A capacidade oxidativa destas enzimas
permite que as mesmas sejam utilizadas em areas como biomédica, clinica, biotecnoldgica,
ambiental e industrial, substituindo as técnicas convencionais de oxidacdo (HAMID;
REHMAN, 2009; SOMTURK; RAMAZAN; OZDEMIR, 2014).

As micotoxinas correspondem a metabdlitos secundarios produzidos por fungos
em condicdo de estresse, normalmente apds a fase de crescimento equilibrado (MELLO;
MACDONALD, 1997). O deoxinivalenol (DON, vomitoxina) é uma micotoxina pertencente
ao grupo dos tricotecenos produzida principalmente pelos fungos das espécies Fusarium
graminearum e Fusarium culmorum (TURKER; GUMUS, 2009). A ocorréncia frequente de
DON em cereais norteia a busca por alternativas que visem a degradacdo ou reducdo dos
niveis desta micotoxina, sendo os métodos fisicos (ZHANG; WANG, 2014) e quimicos (HE
et al., 2010) os mais amplamente estudados e aplicados industrialmente. No entanto, o uso de
métodos bioldgicos (micro-organismos e enzimas) na degradacdo de DON vem ganhado
espaco devido a maior especificidade e atuacdo em condi¢des moderadas. A peroxidase, por
sua natureza oxidativa, pode ser aplicada na degradacdo ou redugdo dos niveis de DON
(FELTRIN, 2013; GARDA-BUFFON; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011).

Diversos estudos envolvendo a purificacdo de peroxidases tém sido reportados na
area cientifica (GALENDE et al., 2015; KRAINER et al., 2014; JAOAUDI et al., 2014;
SONKAR et al., 2015). No entanto, o emprego de técnicas de purificacdo, em sua maioria,
visa a posterior caracterizacdo enzimatica, onde a prioridade € obter a enzima altamente

purificada sem se preocupar com o rendimento da mesma. Adicionalmente, a purificagdo da
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peroxidase pode melhorar a sua estabilidade térmica (BOUCHERIT; ABOUSEOUD;
ADOUR, 2013; NADAROGLU et al., 2013) e capacidade de degradacéo de alguns substratos
(ZENG et al., 2013), o que torna interessante o estudo de estratégias que permitam obter esta
enzima purificada. Técnicas como ultrafiltracdo (SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARADO,
2002) e cromatografia de troca idnica (GAUTERIO et al., 2015) se mostram promissoras na
purificacdo e concentracdo de peroxidases por apresentarem diversas vantagens relacionadas a
praticidade, alta resolucéo, baixo custo e possibilidade de ampliacéo de escala.

A cromatografia de troca idnica (CTI) € uma das técnicas mais utilizadas para
separacdo de proteinas e biopolimeros relacionados (LEVISON, 2003). A CTI se baseia na
competicdo entre os grupos constituintes de uma proteina e os contra ions de uma solucéo
tampdo pelos grupos carregados presentes em um trocador i6nico (CUTLER, 2004; ROE,
2001). A CTI pode ser operada tanto em modo fixo ou expandido, onde esse Ultimo consiste
no uso de adsorventes particulados com diferentes seletividades, os quais residem em coluna
cromatografica. A operacdo em modo expandido permite integrar a separacdo sélido-liquido,
maior interacdo entre a matriz ligante e a molécula alvo e obten¢do do produto purificado em
grandes volumes (ANSPACH et al., 1999; TOLEDO et al., 2007).

A ultrafiltracdo (UF) consiste no transporte de solucdes através de membranas
semipermedveis, poliméricas ou inorganicas, sendo utilizada na separacdo de espécies em
solugdes aquosas pela massa molar, forma e/ou carga (CUTLER, 2004; SCHMIDELL et al.,
2001). A técnica opera em pressGes e temperaturas relativamente baixas e ndo envolve a
mudanca de fase ou aditivos quimicos, o que minimiza a extensdo da desnaturacao,
desativacdo e degradacdo de produtos bioldégicos (CHARCOSSET, 2006; ZEMAN;
ZYDNEY, 1996). Adicionalmente, a UF pode ser operada no modo de diafiltracdo (DF), a
qual proporciona melhor separacdo e maior pureza do composto de interesse (WANG,;
ZHANG; OUYANG, 2002).

Uma vez que a peroxidase pode ser aplicada na degradacdo ou reducdo dos niveis
de micotoxinas, e que a purificacdo da enzima pode aumentar a sua capacidade de degradar
certos substratos, € interessante que se estude diferentes estratégias de purificacdo possiveis
de integracdo e ampliacdo para a escala industrial. A existéncia de técnicas de purificacdo que
resultem em elevado rendimento de peroxidase, bem como grau de pureza suficiente para
provocar a reducdo dos niveis DON, colabora com pesquisas voltadas a aplicacdo desta
enzima na substituicho ou complementacdo as técnicas tradicionais de degradacdo de

micotoxinas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Purificar a enzima peroxidase de farelo de arroz utilizando a cromatografia de
troca idnica em leito expandido integrado a ultrafiltracao, e aplica-la na reducdo dos niveis de

deoxinivalenol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito do pH e da solugdo tamponante na adsor¢édo da peroxidase em resina
de troca ibnica;

e Estudar a etapa de adsorcdo da peroxidase em coluna de leito expandido através da
obtencdo das curvas de ruptura em diferentes graus de expansao;

o Aperfeicoar a purificacdo de peroxidase por cromatografia de troca iénica em coluna
de leito expandido por meio de modificacBes nas etapas de lavagem e eluicéo;

e Determinar as condi¢des mais favoraveis para a purificacdo da peroxidase por
ultrafiltracéo;

e Integrar a ultrafiltracdo a cromatografia de troca iénica em coluna de leito expandido,
visando tanto a purificacdo e concentracdo da peroxidase quanto a retirada do sal.

e Avaliar o potencial da peroxidase bruta e purificada frente a reducdo dos niveis de

deoxinivalenol em sistema modelo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FARELO DE ARROZ

O arroz pertence a familia Poacea, subfamilia Oryzaidea e género Oryza. Cerca de
trinta espécies desse género sdo conhecidas, das quais as espécies Oryza rufipogon (arroz
vermelho) e Oryza sativa (arroz comum) sdo as mais difundidas. Estima-se que 80% do gréo
de arroz compreende a cariopse, a qual é composta por endosperma (93%), embrido (4%),
pericarpo e tegumento (3%), enquanto que os 20% restantes abrangem a casca do arroz, a qual
é removida no processo de beneficiamento do grédo (KOBLITZ, 2011).

Conforme o relatério do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), de 12 de janeiro de 2016, a producdo mundial arroz devera ser de 470,1 milhdes de
toneladas de arroz beneficiado para a safra de 2015/2016. O Brasil esta entre os dez paises
gue mais produzem arroz, com uma estimativa de 11,5 milhdes toneladas para safra de
2015/2016, a partir da area de 2,1 milhdes de hectares plantados. A regido Sul é maior
produtora de arroz, com destaque para o estado do Rio Grande do Sul, o qual produziu 8,6
milhGes de toneladas de arroz com casca na safra 2014/2015, representando 63,3% da
producdo nacional deste cereal (CONAB, 2016).

A maior propor¢do do arroz é consumida na forma de grdos inteiros,
compreendendo trés tipos de produtos: arroz beneficiado polido, arroz parboilizado e arroz
integral. Razdes vinculadas as caracteristicas proprias deste grdo impedem que ele possa ser
consumido tal qual a natureza produz, sendo necessario submeté-lo ao processo de
beneficiamento, cujo produto principal é o arroz polido. Neste processo, sdo removidas a
pelicula, germe e parte da cariopse amilacea da periferia do gréo, as quais constituem o farelo
integral; casca e grdos polidos quebrados (quirera) também resultam do polimento do arroz
(ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2012).

O farelo de arroz possui aspecto farinaceo, fibroso e suave ao tato, representando
cerca de 10% da massa total do grdo (HOSENEY, 1991; PARRADO et al., 2006). Este
coproduto provém da cobertura externa do grdo de arroz logo abaixo da casca, a qual é
removida do gréo de arroz durante o seu processamento, durante a etapa de brunimento. As
caracteristicas fisicas e quimicas do farelo de arroz variam conforme a cultivar, processo de
beneficiamento empregado, grau de polimento ao qual o grdo foi submetido e presenca de
fragmentos da casca (AMISSAH et al., 2003; ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2012; UNIDO,
1985).
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Aplicagdes alimentares sdo atribuidas ao farelo de arroz, tais como cereais
matinais, panificagdo, massas, snacks, bebidas isotdnicas, chas gelados e alimentos livres de
gluten (KAHLON, 2009). Em maior proporcado, o farelo de arroz é utilizado em fertilizantes
organicos e no enriquecimento de racfes animais (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2006). O
farelo de arroz também é destinado para a producdo de 6leo refinado e demais subprodutos do
processo de refino. Segundo Balachandran et al. (2008), para uma producdo anual de 40
milhdes de toneladas de farelo de arroz, a estimativa do potencial para a producdo de 6leo
seria de 15 a 20%, embora a maior parte disso seja destinada a producdo de racbes para
bovinos e aves.

Devido a réapida degradacdo lipidica pela acdo de lipases presentes no farelo de
arroz, a aplicacdo deste coproduto em alimentos se torna limitada, pois resulta em um produto
com odor e/ou sabor a ranco. Apesar da estabilizacdo (inativacdo térmica de enzimas) ser uma
alternativa promissora na aplicacéo do farelo de arroz em produtos alimenticios, a maioria dos
paises produtores de arroz ndo dispbe de tecnologia ou infraestrutura para a realizagdo desta
operacdo unitaria (BORRESEN; RYAN, 2014; FACCIN et al., 2009; KAHLON, 2009).

Na area cientifica, inUmeras pesquisas estdo voltadas a obtencdo de biomoléculas,
em especial as enzimas, a partir de residuos e subprodutos da industria alimenticia. Materiais
de descarte tém sido utilizados tanto como substrato para a producdo de enzimas a partir
micro-organismos, quanto como substrato para a extracdo direta destas. No caso especifico do
farelo de arroz, Luh et al. (1991) reportam que este contém inimeras enzimas tais como a-

amilase, B-amilase, catalase, lipases, lipoxigenases e peroxidases.

3.2 PEROXIDASE

A peroxidase (CE 1.11.1.X) pode ser definida como uma enzima que catalisa a
oxidagédo de uma variedade de substratos organicos tendo o peroxido de hidrogénio e outros
peroxidos como moléculas aceptoras (FAWAL et al., 2013; MATHE et al., 2010). Em sua
maioria, as peroxidases sdo consideradas heme proteinas de massa molecular entre 30 a
150 kDa, e que contém em sua estrutura uma protoporfirina IX de ferro 11l como grupo
prostético, o qual é responsavel pela atividade catalitica. Algumas excecdes (ndo heme)
contém citrocomo c, selénio ou vanadio no seu centro catalitico. O termo peroxidase pode
representar um grupo de enzimas especificas como NADH peroxidase (CE 1.11.1.1),

glutationa peroxidase (CE 1.11.1.9) e iodeto peroxidase (CE 1.11.1.8), bem como um grupo



33

de enzimas ndo especificas conhecidas simplesmente por peroxidases (HAMID; REHMAN,
2009; WELINDER et al., 2002).

As peroxidases estdo largamente distribuidas em duas superfamilias, a saber: as de
origem animal, e as de origem vegetal e microbiana. As peroxidases de origem animal
incluem a peroxidase eosinofilica, lactoperoxidase, tireoide peroxidase e glutationa
peroxidase, sendo esta Ultima também encontrada em plantas. As peroxidases de vegetais e
micro-organismos sao divididas em trés subclasses: I, Il e I1l. Na classe | estdo incluidas as
peroxidases procaridticas intracelulares, tais como citocromo c peroxidase (CcP, CE
1.11.1.5), ascorbato peroxidases (APxs, CE 1.11.1.11), catalase peroxidase (CP, CE 1.11.1.6),
e as peroxidases bacterianas de genes duplicados. A vasta distribuicdo das peroxidases da
classe I, em particular sua presenca em procariotos, sugere que esta provavelmente deu
origem as outras duas classes. A classe Il abrange as peroxidases extracelulares de fungos e
compreende a lignina peroxidase (LiP, CE 1.11.1.14), a peroxidase dependente de manganés
(MnP, CE 1.11.1.13) e a peroxidase versatil (VP, CE 1.11.1.16). A classe Il compreende as
peroxidases extraidas de vegetais (POX, CE 1.11.1.7), dentre as quais se destaca a peroxidase
de rabanete classica (HRP) (HIGARA et al., 2001; SMITH; VEITCH, 1998; WELINDER,
1992; WELINDER et al., 2002).

As trés classes de peroxidases de vegetais diferem entre si através de suas
estruturas e propriedades cataliticas, porém todas apresentam o grupamento heme em sua
estrutura, dez ligagcdes a-hélices em comum e cinco aminoacidos posicionados
separadamente, 0s quais sdo importantes para a catalise e estrutura, bem como a dobragem
helicoidal de todo o polipeptidio (HIGARA et al., 2001; WELINDER, 1992). As peroxidases
pertencentes a classe | ndo contém qualquer ponte de dissulfeto, carboidrato e ions célcio. As
peroxidases das classes Il e 11l sdo glicosiladas na superficie da proteina e apresentam dois
ions calcio e pontes de cisteina. Todos os residuos de cisteina presentes na proteina (cerca de
8 a 10) formam pontes dissulfeto, o que confere alto grau de rigidez a molécula proteica. As
peroxidases da classe Il possuem entre 40 a 60 aminoacidos no carbono terminal a mais que
as peroxidases das classes | e 11l (BANCI, 1997; ZAMOCKY; FURTMULLER; OBINGER,
2010; SCHULLER et al., 1996).

A atividade da peroxidase esta relacionada a presenca de isoenzimas cationicas
e/ou anidnicas termolabeis e termorresistentes. Conforme Veitch (2004), cada espécie vegetal
contém um conjunto de isoenzimas que realizam uma variedade de funcdes diferentes. As
isoenzimas presentes em raiz forte, como o rabanete, séo estudadas de forma mais intensa por

apresentarem maior atividade. No entanto, estudos visando a obtencéo de peroxidases a partir
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de residuos ou subprodutos de vegetais tem se tornado cada vez mais frequente. Alguns
exemplos incluem o farelo de trigo (MANU; RAO, 2009), casca de feijdo-da-india (ALIJA;
RAO, 2009), soja (STEEVENSZ et al., 2013), laranja (VETAL; RATHOD, 2014), tangerina
(NOUREN et al., 2012) e batata doce (MALONEY et al., 2012), e sementes de laranja e macé
(ZIA etal., 2011).

As peroxidases possuem inumeras aplicagdes, incluindo o tratamento de
contaminantes fenolicos na presenca de perdxido de hidrogénio (DEVA et al.,, 2014),
descoloracdo de corantes (VUJCIC et al., 2015), elaboracdo de ensaios imunoenzimaticos
(MONTSERRAT et al., 2015), desodorizagdo de dejetos de suinos (PARKER et al., 2012),
kits de diagndstico rdpido (MUNIR; KHAN; PARK, 2015), construcdo de biossensores
(MOYO; OKONKWO, 2014) e sintese de polimeros (SAKAI et al., 2014). Devido a sua
natureza oxidativa, especificidade e atuacdo em condi¢des moderadas, a peroxidase também
pode estar associada a degradacdo de micotoxinas (FELTRIN, 2013; GARDA-BUFFON;
KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011).

3.3 RECUPERACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS

O processo de recuperacdo de proteinas ou enzimas € caracterizado pela obtencao
do produto em solucéo a partir do sistema de producéo, e compreende as etapas de separacao
e ruptura das células (esta ultima somente para proteinas intracelulares) e concentracdo. A
purificacdo tem por objetivo a obtencdo da proteina ou enzima de interesse de forma
individual, a partir de uma solucdo multiproteica (LIENQUEO; ASENJO, 2000).

Visando obter um produto com maior grau de pureza, inimeras técnicas tém sido
utilizadas para a purificacdo e recuperacdo deste. No entanto, para obter a forma purificada, é
interessante que se escolha operagdes unitarias adequadas e que estas se integrem de forma
I6gica em um design de purificagdo. Qualquer estratégia que permita a redugdo das etapas
envolvidas no processo de purificacdo deve ser vista com interesse. No caso especifico de
producdo de enzimas ou proteinas comerciais em larga escala, € importante que se desenvolva
um processo eficiente e de baixo custo, que resulte em um rendimento adequado e forneca a
pureza desejada do bioproduto em questdo, sem alterar a sua atividade biologica (AZEVEDO
et al., 2009; LIENQUEO; ASENJO, 2000; NFOR et al., 2008; YANG et al., 2010).

Ao desenvolver um design de purificagéo, deve-se levar em consideragdo alguns
critérios pelos quais se define o processo ideal, tais como o custo e a velocidade de mercado.

A aplicacéo final do produto determinaré o percentual de pureza que este deve alcancar, assim
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como a concentracdo de impurezas especificas que serdo admissiveis neste (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH, 2001; WHEELWRIGHT, 1989).

3.3.1 Cromatografia de troca i6bnica em coluna de leito expandido

A CTI baseia-se na competicdo entre 0s grupos constituintes de uma proteina e 0s
contra ions de uma solucdo tampéo pelos grupos carregados presentes em um trocador idnico,
0 qual pode ser catiébnico ou aniénico. As cargas moleculares de uma solucdo tampéo séo
oriundas dos diferentes componentes salinos do meio, enquanto que a carga liquida da
proteina se deve a combinacdo dos diferentes aminoacidos presentes nesta (CUTLER, 2004;
ROE, 2001).

A CTI é uma das técnicas mais utilizadas na industria biotecnoldgica para a
separagdo de peptideos, proteinas, acidos nucleicos e biopolimeros relacionados (LEVISON,
2003). Apresenta vantagens como a possivel ampliacdo para a escala industrial, alta
resolucdo, elevada capacidade de ligacdo, versatilidade e habilidade de suportar rigorosos
protocolos de limpeza (CUTLER, 2004). Além disso, a troca idnica pode ser operada em
modo fixo ou em leito expandido.

A CTI em coluna de leito expandido € uma operacdo em que proteinas de
interesse sdo purificadas a partir de extrato bruto ou clarificado. A técnica permite integrar a
separacdo solido-liquido, a reducéo de volume pela ligacdo da proteina e a purificacdo parcial
em um anico processo, sem comprometer sua eficiéncia, porém economizando consideravel
tempo de operacdo e custos iniciais de investimento. O processo é baseado no uso de
adsorventes particulados com diferentes seletividades, os quais residem em coluna
cromatografica (BOERIS et al., 2012; BUYEL; TWYMAN; FISCHER, 2015; LIN et al.,
2013). Adicionalmente, a técnica proporciona o aumento da produtividade do processo e
maior interagdo entre o adsorvente e a molécula alvo devido a expansdo do leito
(TOLEDO et al., 2007; TONG; DONG; SUN, 2002).

O equipamento utilizado na CTI em coluna leito expandido é similar ao
empregado nos processos cromatogréficos de leito fixo. A excecdo fica por conta do design da
coluna de leito expandido, a qual possui duas caracteristicas que a distingue da coluna
cromatografica convencional: a entrada de liquido e o adaptador no topo. Uma vez que ndo ha
gueda de pressdo ao longo do leito expandido, esta deve ser gerada através de placa perfurada

na entrada de distribuicdo do liquido na coluna. Além disso, o adaptador no topo é movel,
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permitindo que a coluna seja operada em diferentes alturas de leito, o que é necessario durante
cada estagio do processo em leito expandido (HJORTH, 1997).

Alguns autores consideram o leito expandido como parte integral da tecnologia de
leito fluidizado e ndo fazem distingcdo entre as duas expressdes. No entanto, em um leito
fluidizado, a turbuléncia e o grau de mistura sdo elevados, tanto do sélido como da fase fluida,
tornando-o muito similar a um processo descontinuo em tanque agitado (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH, 2008; CHASE, 1994). A CTI em leito expandido explora o
fendmeno da segregacdo do leito fluidizado, que consiste na tendéncia das particulas menos
densas permanecerem na parte superior da coluna, enquanto as mais densas permanecem na
regido inferior, proximas do distribuidor. Deste modo, embora as particulas adsorventes
estejam em suspensdo, o0 agrupamento destas, em camadas bem definidas, torna a fluidizacao
estavel e controlada, reduzindo a mistura de particulas no sentido axial, verificada no leito
fluidizado. O resultado é a combinacdo das propriedades hidrodinamicas do leito fluidizado
com as propriedades do leito empacotado (PESSOA-JR; KILIKIAN; 2005). As diferencas

entre 0s modos de operacao do leito estdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Comparacdo entre 0 movimento das particulas (a) em leito fluidizado e (b) em
leito expandido. Na fluidizacdo estavel de um leito expandido, apenas pequenos movimentos
circulares das particulas adsorventes podem ser vistas.
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Fonte: Adaptado de AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH (2008).

Quando comparado com a cromatografia classica em leito fixo, 0 processo em
leito expandido utiliza um adsorvente adequado para expandir na coluna com a fase mével
fluindo no sentido ascendente, formando assim o leito expandido. A matriz adsorvente, ou
resina, deve demonstrar caracteristicas apropriadas de fluidizac&o, tais como a capacidade de
expandir até o grau requerido (aproximadamente duas a trés vezes mais que a altura do leito
sedimentado) quando aplicada uma velocidade de fluxo adequada. Além disso, as particulas
adsorventes devem possuir uma gama de didmetros que sejam adequados para a geracao de
leito expandido estavel (CHASE, 1994; XIA; LIN; YAO, 2007; ZHAO; YAO; LIN, 2009).
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As matrizes adsorventes comumente empregados na CTI em leito expandido sé&o
as de celulose, agarose, dextrana e poliacrilamida. Os ligantes classicos (SP- sulfopropil,
DEAE- dietil aminoetil e IDA-acido iminodiacético) sdo acoplados ao suporte das particulas
adsorventes (agarose-quartzo ou agarose-metal) elevando sua densidade e viabilizando a
expansdo do leito. Devido as proteinas serem anfifilicas e possuirem tanto carga positiva
como negativa, podem ser utilizados trocadores anidnicos ou catidnicos. Algumas matrizes
adsorventes sao estaveis numa ampla faixa de pH (2-12) e sdo chamadas de trocadores fortes,
enquanto outras matrizes mudam a carga conforme a alteragdo do pH e sdo denominados
trocadores fracos (PESSOA-JR; KILIKIAN, 2005).

A Figura 2 apresenta as etapas envolvidas na CTIl em leito expandido. Num
primeiro momento, a matriz adsorvente é expandida e equilibrada através da aplicacdo de uma
solucdo tamponante de baixa forca ibnica em fluxo ascendente. Um leito fluidizado é formado
quando as particulas adsorventes sdo suspendidas em equilibrio devido ao balanco entre a
velocidade de sedimentacdo da particula e a velocidade do liquido ascendente. Nesta etapa, 0
pistdo é posicionado na parte superior da coluna, permitindo assim a expansao do leito. Apds
0 equilibrio, o material a ser purificado é aplicado ao leito expandido com o mesmo fluxo
ascendente utilizado na etapa anterior (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 2008).

Figura 2 - Esquema dos passos na adsorcao em leito expandido, onde as colunas mostram 0s
diferentes estagios de operacdo do sistema e as setas indicam a direcdo do escoamento.
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Fonte: Adaptado de AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH (2008).

Posteriormente, uma etapa de lavagem é necessaria para a remoc¢do do material
particulado e fracamente ligado ao adsorvente, sendo esta realizada também com fluxo
ascendente e com leito de forma expandida. Apds a retirada de todo o material fracamente

ligado a matriz, o fluxo de liquido é interrompido e as particulas de adsorvente sdo
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sedimentadas. Entdo, o adaptador no topo da coluna é baixado até a superficie do leito
sedimentado, dando inicio a eluicdo em fluxo descendente das proteinas capturadas através da
utilizacdo de condicdes de tampdo adequadas. Por fim, um procedimento de limpeza no local
é realizado tanto para remover o material ndo ligado ao adsorvente, como para regenerar 0
leito & sua forma original (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 2008).

Diversos autores apresentam aplicacdes bem sucedidas da CTI em leito expandido
na purificacdo proteinas como as nativas do tomate (STRAETKVERN; SCHWARZ, 2012),
lactoferrina e imunoglobulina G (DU et al., 2013; DU et al., 2014), papaina (YUHAI; CHIK;
CHIN, 2014), B-galactosidase (BOERIS et al., 2012), quitosanase (ARAUJO et al., 2016),
inulinase (KALIL; MAUGERI-FILHO; RODRIGUES, 2005), xilanase (SANTOS;
GUIRARDELLO; FRANCO, 2002), peroxidase (GAUTERIO et al., 2015), entre outras.
Outros usos desta técnica se estendem a purificacdo de corantes naturais como a C-ficocianina
(BERMEJO; RAMOS, 2012; MORAES et al., 2014) e B-ficoeritrina (BERMEJO; RUIZ,;
ACIEN, 2007), antigenos de Leishmania infantum chagasi (SOUSA JUNIOR et al., 2015) e
hepatite B (NG; TAN; TEY, 2012), e &cido salviandlico de plantas medicinais (LI et al.,
2014).

Na CTI, o comportamento na adsor¢cdo em leitos fixos ou fluidizados pode ser
caracterizado através das curvas de ruptura (breakthrough curves), as quais indicam a
quantidade de proteina que pode se ligar a matriz adsorvente, conforme mostra a Figura 3.
Estas curvas relacionam o volume da solucdo injetada ou o tempo com a concentracao de
adsorbato na saida da coluna. De acordo com Mozammel et al. (2007), a curva de ruptura
ocorre até 0 momento em que a concentracdo de adsorbato na saida (C) seja igual a
concentracdo de solucdo inicial injetada (Cp). Ap0s este ponto, a troca idnica deixa de ocorrer,
pois a matriz adsorvente estd com seus sitios ativos totalmente preenchidos. O ponto de
ruptura (breakthrough point) é considerado como o tempo de conclusao do ciclo de adsorcao
em aplicacOes industriais.

Nesta técnica, a medicdo da concentracdo do adsorbato na saida da coluna €
realizada em funcdo do volume de solucdo injetada ou do tempo, tornando possivel a
obtencdo da curva de ruptura do sistema. A capacidade de ligacdo do leito é obtida por
integracdo da area sob a curva de ruptura. Na prética, a coluna é alimentada com a solugéo
proteica de interesse. Inicialmente, a concentracdo da solugdo proteica na saida da coluna
(local onde o monitoramento é realizado) é nula e a curva toca o eixo das abscissas, indicando

que a resina esta ligando toda a proteina que percorre o leito. Conforme o processo continua, a
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concentracdo de proteinas aumenta, vagarosamente no inicio, e de modo abrupto no final.

Quando a ruptura ocorre, a alimentagdo é interrompida (ARAUJO, 1996).

Figura 3 - Curvas de ruptura obtidas para diferentes alturas de leito, utilizando solucéo de
albumina de soro bovino com concentracao inicial de 3,0 mg/mL.
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Fonte: ARAUJO (1996).

De acordo com Chase (1994), a interrupcdo da alimentacdo na coluna pode ser
feita quando o nivel de proteinas na saida sobe acima de certo nivel. Caso a alimentacédo
continue, quantidades consideraveis de proteina podem passar pela coluna sem serem ligadas.
A gquantidade de proteina que pode ser alimentada, antes que este nivel exceda, ird depender

da forma apresentada pela curva de ruptura.

3.3.2 Processos de separacéo por membranas

Em termos simples, membranas podem ser consideradas como barreiras que
separam duas fases e que restringem, total ou parcialmente, o transporte de uma ou varias
espécies quimicas (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Os processos de separagdo por
membranas (PSM) se destacam nas mais diversas areas devido a seu principio de separacédo
unico, isto é, o transporte seletivo em comparacdo a outras operacdes unitarias existentes. Os
PSM oferecem alta superficie por unidade de volume, ndo envolvem mudancas de fase ou
adicdo de aditivos quimicos, e podem ser utilizados na separagdo de substancias
termossensiveis, uma vez que operam a temperatura ambiente ou a baixas temperaturas.

Devido as propriedades unicas das membranas, 0 aumento ou a reducdo de escala dos PSM,
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assim como sua integragdo em outros processos, sao relativamente simples (BAKER, 2004,
SAXENA et al., 2009; ZEMAN; ZYDNEY, 1996)

Os PSM tém sido utilizados em inumeros setores de atividade na industria
quimica, médica, alimenticia, biotecnolédgica e farmacéutica. Algumas aplicagbes incluem a
separacdo de substancias termolabeis, desidratagdo de etanol, fracionamento de proteinas,
purificacdo de enzimas, esterilizagdo de meios de fermentagdo, esterilizacdo do ar,
concentracdo de leite, soro de queijos e sucos de frutas, clarificacdo e desalcoolizacdo de
vinhos e cervejas, producdo de ar enriquecido com oxigénio, esterilizacdo de solucgdes
injetaveis, entre outras (HABERT; BORGES;NOBREGA, 2006).

Os PSM podem ser agrupados de acordo com as forcas motrizes aplicadas, a
saber: processos baseados na pressdo, os quais incluem a microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo
(UF), nanofiltracdo (NF) e osmose inversa (Ol); processos baseados nha concentracao,
chamados de diélise e osmose; processos baseados no potencial elétrico como a eletrodilise;
processos movidos por pressdo parcial e pressdo de vapor, chamados de pervaporacdo e
destilacdo por membrana; e processos regidos pela diferenca de potencial quimico, tendo
como exemplo as membranas liquidas suportadas, membranas contactoras e reatores de
membrana (WIBISONO et al., 2014).

Entre os PSM existentes, 0s mais empregados na area biotecnoldgica, em especial
na concentracdo e purificacdo de macromoléculas, sdo os que utilizam a diferenca de pressdo
como forca motriz, os quais podem ser entendidos como a extensdo dos processos de filtracdo
classica que empregam membranas cada vez mais fechadas, ou seja, com poros cada vez
menores (PESSOA; KILIKIAN, 2005). A Tabela 1 apresenta as espécies retidas nos PSM que

utilizam como forga motriz a diferenca de pressao.

Tabela 1 - Espécies retidas nos PSM que utilizam a diferenca de pressdo como forca motriz.

Espécie Massa molar (Da) Tamanho (nm) Processos aplicaveis

Ol NF UF MF
Leveduras e fungos 10° a 10* X
Células bacterianas 300 a 10* X | X
Coloides 100 a 10° X | X
Virus 30 a 300 X X
Proteinas 10* a 10° 2210 X
Polissacarideos 10% a 10° 2a10 X | X
Enzimas 10%a 10° 2a5 X | X
Acucares simples 200 a 500 0,8a1,0 X | X
Organicos 100 a 500 0,4a0,8 X | X
fons inorganicos 10 a 100 0,2a0,4 X

Fonte: Habert, Borges e Nobrega (2006).
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A Tabela 2 apresenta as principais caracterisicas dos PSM em termos de tipo de

membrana, forga motriz e mecanismo de transporte.

Tabela 2 — Caracteristicas dos PSM em termos de tipo de membrana, forca motriz e
mecanismo de transporte.

Processo Tipo de membrana Forca motriz (AP) Mecanismo de transporte
Membrana isotropica Presséo Peneiramento
Microfiltracdo Oou anisotropica com hidrostatica, 0,05 a (excluséo por tamanho)
poros entre 0,1 a 10 pm 0,2 Mpa
Membrana Presséo

Peneiramento

Ultrafiltragéo anisotrdpicas com hidrostatica, 0,1 a <
poros entre 2 a 10 nm 0,5 Mpa (exclusdo por tamanho)
Membranas I - :
: ~ P Pressdo hidrostatica Peneiramento
Nanofiltracéo anisotropicas com 05225 MPa (exclusio por tamanho)
porosentre5a 10 A
Osmose Membrana anisotrépica Pressdo hidrostatica « I
inversa densa de 1 a 10 MPa Sorgao e difusdo

Fonte: Adaptado de Wibisono et al. (2014).

Em razdo da aplicacdo a que se destinam, as membranas apresentam diferentes
estruturas, podendo ser classificadas em duas grandes categorias: densas e porosas. Tanto as
membranas densas quanto as porosas podem ser isotropicas ou anisotrépicas, isto €, podem ou
ndo apresentar as mesmas caracteristicas morfoldgicas ao longo de sua estrutura. Membranas
anisotrépicas sao caracterizadas por uma regido superior fina (préxima a 1 um), mais fechada
(com poros ou ndo), chamada de “pele”, suportada em estrutura porosa. Ambas as regioes
podem ser constituidas do mesmo material (membrana anisotropica integral) ou de materiais
diferentes (membranas anisotropica composta) (PESSOA; PESSOA; KILIKIAN, 2005).

3.3.2.1 Ultrafiltracdo

A UF por membrana consiste no transporte de solucbes através de membranas
anisotropicas com poros de didmetro de 2 a 10 nm, sob pressdo de transmembrana de 100 a
500 kPa e fluxo de filtrado de 10 a 200 L/h.m?, sendo utilizada na separagdo de espécies em
solucBes aquosas pela massa molar, forma e/ou carga. Neste processo, a agua e outras
moléculas pequenas passam pela membrana, enquanto que moléculas de tamanho superior ao
diametro do poro da membrana ficam retidas sobre esta (CUTLER, 2004; ROE, 2001,
SCHMIDELL et al., 2001; WIBISONO et al. 2014).
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A habilidade de retengdo das membranas de UF é determinada com base na sua
massa molar limite (cut off), que compreende a faixa de 5 a 500 kDa ou maior. A retencéo
nominal de uma membrana € definida como sendo a massa molar para a qual a membrana
apresenta coeficiente de rejeicdo de 95%. As membranas de UF podem ser feitas de
polimeros, materiais ceramicos e metélicos, sendo esta Ultima a menos utilizada em
aplicagdes de larga escala. A maioria dos processos de ultrafiltragdo fazem o uso de
membranas poliméricas, constituidas principalmente de polissulfona, polietersulfona e
celulose regenerada. Membranas poliméricas sdo quimicamente inertes, termicamente
estaveis e possuem estrutura assimétrica composta de duas camadas distintas: uma pelicula
fina com poros extremamente pequenos (10 a 400 A), responsavel pela a seletividade da
membrana; e uma subestrutura espessa e porosa, a qual proporciona o suporte mecanico
necessario (CUI, 2005; CUTLER, 2004; REIS; ZYDNEY, 2007; WHEELWRIGHT, 1989).

Um problema comum durante os processos de UF é a perda de desempenho da
membrana devido a polarizacdo por concentracdo e incrustacdes (fouling), fenbmenos que
levam a reducdo do fluxo do permeado através da membrana ao longo do tempo (PEEVA et
al., 2012). A polarizacdo por concentracdo se refere ao acumulo de solutos préximo a
superficie da membrana, devido a sua rejeicdo pela barreira semipermeavel, ocorrendo
imediatamente ap6s a UF ser iniciada. Esse fendmeno pode ser minimizado conforme o modo
de operacdo da célula de UF. As incrustragdes podem ocorrer tanto pela adsor¢cdo sobre e no
interior dos poros, como pela formacdo de depdsitos e/ou obstru¢do dos mesmos, causando
alterac@es irreversiveis nas propriedades da membranas (REIS; ZYDNEY, 2007; SAXENA
et al., 2009).

Existem dois modos de operacdo da UF, a saber: escoamento convencional ou
tangencial (Figura 4). Na UF convencional, quando uma solugdo ou suspensdo € pressionada
contra a membrana, ocorre a passagem do solvente por esta, enquanto que o soluto ou
materiais em suspensdo sdo retidos, acumulando-se proximo a superficie da membrana, no
fendmeno de polarizacéo por concentracdo. Na UF tangencial, a solucéo de alimentacdo escoa
em paralelo a superficie da membrana, enquanto o permeado é transportado transversalmente
a esta. A polarizacdo por concentracdo continua presente, porém seu efeito € minimizado
(PESSOA-JR; KILIKIAN, 2005).

A UF opera em condi¢fes de temperatura e pressao relativamente baixas, ndo
envolve mudanca de fase ou adicdo de aditivos quimicos, podendo ser aplicada na
concentracdo de moléculas bioldgicas sem que ocorra a sua desnaturacdo ou degradacdo em

demasia. Trata-se de uma técnica menos dispendiosa quando comparado a outros métodos de
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separacdo e purificacdo, de fécil operagdo e ampliacdo de escala. No entanto, a maior
vantagem do processo de separacdo por ultrafiltracdo € o alto rendimento do produto (CUI,
2005).

Figura 4 — Modos de operacdo da UF (a) escoamento convencional (b) escoamento

tangencial.
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Fonte: Adaptado de Charcosset (2006).

3.3.2.2 Diafiltracéo

A diafiltracdo (DF) é considerada um modo alternativo de operar os PSM que
utilizam o gradiente de pressdo como forga motriz. E um processo com resultados idénticos
aos alcancados na dialise, porém operado sob fluxo convectivo ao invés da difusdo. Consiste
basicamente em operar a célula do PSM com alimentacdo continua de solvente em vazéo
igual a vazdo de permeado. O objetivo dessa operacdo € remover 0s contaminantes associados
ao composto de interesse, substituindo-os por outras espécies de baixa massa molecular.
Dessa forma, os contamintes séo eliminados no permeado, enquanto que a membrana retém o
composto-alvo (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; WHEELWRIGHT, 1989). A DF é
utilizada no ramo biotecnologico para separar aglcares, sais e acidos de solugdes contendo
proteinas, pectinas e outras macromoléculas, aumentanto o rendimento do produto
(YAZDANSHENAS et al., 2005)

A DF pode ser operada em modo continuo e descontinuo. No modo continuo, o
diluente (normalmente solucdo tamponante ou &gua) é adicionado ao sistema & mesma vazao
do permeado, enquanto que no modo descontinuo a adi¢do do diluente é feita em etapas e a
vaz0es iguais ao do permeado. O modo descontinuo de DF pode ser operado de duas formas,
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conforme mostra a Figura 5: diluicdo sequencial, a qual envolve a diluicdo da amostra com o
diluente a um volume pré-determinado, e concentracdo desta ao seu volume original; e
reducdo do volume, a qual compreende a concentracdo da amostra a um volume fixo e sua
posterior diluicdo com diluente. Em ambas as formas de operacdo descontinua da DF, o
processo é repetido até que os contaminantes presentes na amostra inicial sejam removidos
(SCHWARTZ, 2003; WHEELWRIGHT, 1989).

Figura 5 - Operacao descontinua da DF (a) diluicdo sequencial (b) reducédo de volume.
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Fonte: Adaptado de Schwartz (2003).

Uma das vantagens da DF em relacdo a dialise € o menor tempo de processo.
Além disso, a DF é mais eficiente em termos de quantidade de diluente requerida, realiza a
concomitante remoc¢édo dos contaminantes e concentragdo do composto de interesse, aumenta
a pureza do material filtrado e proporciona menor risco de perdas e contaminagdes, uma vez
que todo o processo é realizado na mesma célula de separacdo por membrana (SCHWARTZ,
2003; WANG; ZHANG; OUYANG, 2002).

3.3.3 Purificacédo de peroxidases

Nos ultimos anos, a literatura cientifica tém apresentado trabalhos que abordam a
purificacdo de peroxidases de origem vegetal, desde o uso de procedimentos simples até o
emprego de uma sequéncia de técnicas sofisticadas. A maioria destes estudos visam a
posterior caracterizacdo enzimatica, onde a prioridade € a obtengdo de peroxidase altamente
purificada, mesmo que em baixo rendimento; outros tém por objetivo obter a peroxidase pura
para posterior imobilizacdo e aplicacdo industrial, onde o nivel de pureza e o rendimento
dependem fortemente do uso final da enzima. Nesse segundo caso, a purificagdo se torna

ainda mais necessaria quando propriedades da enzima sao aprimoradas, tais como estabilidade
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térmica (BOUCHERIT et al., 2013; NADAROGLU et al., 2013; RUDRAPPA et al., 2007) e
capacidade de degradacéo de alguns substratos (ZENG et al., 2013).

Inimeras técnicas tém sido empregadas na purificacdo de peroxidases, tais como
precipitacdo por sais (KHARATMOL; PANDIT, 2012), solventes organicos (SINGH;
PRAKASH; SHAH, 2012) ou polieletrdlitos (VALETTI; PICO, 2013), propano comprimido
(FRICKS et al., 2012), UF (GOTTSCHALK; BON; NOBREGA, 2008), sistema aquoso
bifasico (SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO, 2002), particdo trifasica (VETAL;
RATHOD, 2014) e processos cromatograficos em geral (GONG et al., 2015). Recentemente,
0 uso da CTI em coluna de leito expandido se mostrou como alternativa na purificacdo de
peroxidases através de um Unico processo, proporcionando a purificacdo da peroxidase em 2,4
vezes e recuperacio dessas enzimas em até 41% (GAUTERIO et al., 2015).

A CTI é uma das técnicas mais aplicadas na purificacdo de peroxidases, sendo
utilizada em conjunto a outras técnicas cromatograficas e/ou posteriormente as tecnicas
preliminares de purificagdo, tais como precipitacdo por sais (JAOUADI et al. 2014) e
solventes organicos (ARNALDOS et al. 2001). A Tabela 3 apresenta a compilacdo de
técnicas associadas a CTI para purificacdo de peroxidases de vegetais.

A UF ¢é frequentemente aplicada na concentracdo de peroxidases antes ou apos o
uso de técnicas cromatograficas (CHEN; CHUNG; CHANG, 2012; DAS; SHARMA,
MISHRA, 2011; MARQUEZ et al., 2008; MOHAMED; DARWISH; EL-SHISHTAWY,
2013; SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO 2002). Quando usada nas primeiras etapas
de purificacdo, a técnica pode fornecer elevado rendimento da enzima para 0s estagios
seguintes. Na purificacdo de folhas de tamareira (Phoenix dactylifera), Al-Senaidy e Ismael
(2011) fizeram o uso da UF como etapa prévia a cromatografia de troca idnica e exclusdo
molecular. A técnica promoveu a recuperacao da enzima em 96% e fator de purificacdo de 1,4
vezes. Dentre as trés técnicas utilizadas na purificacdo de manganés peroxidase, Boer et al.
(2006) obtiveram somente na UF o fator de purificacdo de 1,38 vezes e 95,4% de recuperacédo
enzimética. Elevados rendimentos da enzima também foram observados nos trabalhos de
Ikehata et al. (2005) (72%) e Zeng et al. (2013) (90%).

Né&o foi encontrado até o momento relatos na literatura a respeito da purificagéo

de peroxidases utilizando CTI em leito expandido integrado a UF.
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Tabela 3 — Purificagdo de peroxidases de origem vegetal por associagdo de técnicas.

FP REC

Fonte Sequéncia de técnicas utilizada Referéncia
(vezes) (%)
Morango Precipitacdo com acetona;
(Fragaria cromatografia de troca anibnica, 128,6 1,9 Arnaldos et
- « (2001)
ananassa) afinidade e exclusdao molecular
) Precipitacdo com sulfato de amonio;
Agua de coco cromatografia de troca cationica, 98 128 Balasubramanian e
(Cocos nucifera) interacdo hidrofdbica e excluséo ' ’ Boopathy (2013)
molecular
Folhas de pinhao Precipitacdo com sulfato de amonio;
manso cromatografia de exclusdo molecular e 226 37,6 Cai et al. (2012)
(Jatropha curcas) troca anidnica
Folha de palma Cromatografia de troca anionica e Deepa e Arumughan
(Elaeis « 429 54
. . exclusédo molecular (2002)
guineensis)
Sementes de Precipitacdo com sulfato de amonio;
milheto pitagao c . ’ Devaiah e Shetty
) cromatografia de troca aninica e 12,5 4,7
(Pennisetum « (2009)
exclusédo molecular
glaucum)
Sistema aquoso bifésico;
Flores de Cytisus cromatografia de interacéo 11678 378 Galende et al.
multiflorus hidrofobica, troca catibnica e excluséo ’ ’ (2015)
molecular
Manga (Mangifera Precipitagdo com sulfato de_ amonio; Khan e Robimson
SN cromatografia de troca anionica e 48 1,7
indica) x (1993)
exclusdo molecular
Folhas de
esp_lnafr_e Precipitacao com sulfato de amonio e 226 42 Koksal (2011)
(Spinacia cromatografia de troca catidnica
oleracea)
Batata doce C;roma}to_grafla de mte_rf;lggo 117 15 Leon et al. (2002)
(Ipomoea batatas) hidrofobica e troca anidnica
Flores de Precipitacdo com sulfato de amoénio;
alcachofra cromatografia de interacéo 54 23 Lépez-Molina
(Cynara hidrofobica, exclusdo molecular e ’ et al. (2003)
cardunculus) troca cationica
Raizes de rabanete  Precipitacdo com sulfato de aménio;
. : . Motamed
(Armoracia cromatografia de troca anionica e 29,3 15,7
. ~ et al. (2009)
rusticana) exclusdo molecular
Folhas de racula Precipitagao com sulfato de_ amonto; Nadaroglu et al.
L cromatografia de troca catidnica e 220,3 80,8
(Eruca vesicaria) x (2013)
exclusdo molecular
Folhas de Precipitacdo com acetona; Pandev e Dwivedi
Leucaena cromatografia de troca anionica, 89,3 26,1 y
< . (2011)
leucocephala exclusdo molecular e afinidade

FP = Fator de purificacdo; REC = Recuperagdo enzimatica
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4.5 MICOTOXINAS: CONCEITOS E METODOS DE DEGRADACAO

As micotoxinas correspondem a diversos grupos de compostos produzidos por
fungos, normalmente apos a fase de crescimento equilibrado. No entanto, a producao de uma
micotoxina em particular € geralmente limitada a um pequeno numero espécies de fungos ou
mesmo cepas especificas. Os fungos das espécies Aspergillus, Fusarium, Penicillium e
Alternaria sao considerados os maiores produtores destes metabolitos, estando presentes em
grande numero de hospedeiros como, por exemplo, os cereais. O acimulo de micotoxinas
pode ocorrer no campo, durante o armazenamento, processamento ou producgdo final de
alimentos e ragOes. Dentre as micotoxinas comumente encontrada em alimentos estdo as
aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearelona e fumosinas (KUMAR; BASU;
RAJENDRAN, 2008; MELLO; MACDONALD, 1997; SIEGEL; BABUSCIO, 2011).

Os tricotecenos sdo compostos sesquiterpenoides tetraciclicos caracterizados pela
presenca de uma dupla ligacéo entre C-9 e C-10 e de um grupo epdxido entre C-12 e C-13, 0
qual é responsavel pela sua atividade biologica (ARUNACHALAM; DOOHAN, 2013;
TURKER; GUMUS, 2009). Dividem-se em quatro grupos, A, B, C, e D, de acordo com 0s
grupos funcionais presentes na posicdo C-8 da estrutura bésica dos tricotecenos, conforme
mostra a Figura 6. O grupo A (toxina T-2 e toxina HT-2) e grupo B (deoxinivalenol e
nivalenol) se distinguem pela auséncia ou presenca de um grupamento carbonila na posicéo
C-8, respectivamente. O grupo C (crotocina) apresenta um anel epdxido adicional em sua
estrutura entre as posicdes C-7 e C-8. O grupo D (satratoxina e roridina) contém um anel
macrociclico entre as posi¢des C-4 e C-5 (SUDAKIN, 2003).

Deoxinivalenol (DON, vomitoxina) é uma micotoxina pertencente ao grupo B dos
tricotecenos e produzida principalmente pelos fungos das espécies Fusarium graminearum e
Fusarium culmorum. Sua ocorréncia esta predominantemente relacionada aos cereais como
trigo, cevada e milho, e com menos frequéncia a aveia, arroz, centeio, sorgo e triticale. A
molécula do DON é caracterizada como um sesquiterpeno tetraciclico com sete centros
estéreos, cuja férmula molecular é CisH200s nomeada tricotec-9-en-8-ona,12,13-epoxi-
3,7,15-tri-hidroxi-(3a,7a)-(9CI). Além de duas hidroxilas secundarias e uma primaria, a
molécula também dispGe de um grupamento cetdnico conjugado e um éter etilico. DON é
estavel a temperatura de 120°C e parcialmente estavel a 210°C, tolera condic¢des fracamente
acidas e é instavel em meio alcalino (LARSEN et al., 2004; NAGY et al., 2005; TURKER;
GUMUS, 2009).
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Figura 6 - Estrutura quimica dos tricotecenos (exemplos dos grupos A-D).

Grupo A: Toxina T-2
10 . 0| ] OH

Grupo B: Deoxinivalenol

Fonte: Adaptado de SUDAKIN (2003).

Assim como os demais tricotecenos, o efeito toxico do DON esté relacionado a
presenca do anel epdxido em sua estrutura. A ingestdo de DON pode causar reacdes cronicas
ou agudas dependendo de fatores como a forma de exposicdo, estado imunolégico e dose.
Segundo Pestka (2007), a toxidade do DON é menor quando comparada a outras micotoxinas
como, por exemplo, a toxina T-2, enquanto que a presenca desta ultima em elevadas doses em
alimentos é pouco provavel. Por outro lado, Larsen et al. (2004) ressaltaram que o efeito
acumulativo do DON é preocupante, uma vez que pode levar a anorexia nervosa, reducao do
ganho de peso, ma absor¢do de nutrientes, alteragdes neuroenddcrinas e imunossupressao.

A busca por métodos de degradacdo ou reducdo dos niveis de micotoxinas tém se
tornado cada vez mais intensa, porém, independente da estratégia escolhida, alguns requisitos
devem ser considerados, a saber: a micotoxina deve ser destruida, removida ou inativada; o
processo ndo deve produzir compostos tdxicos ou carcinogénicos; os esporos dos fungos e
micélio devem ser destruidos, evitando que novas toxinas sejam formadas; as propriedades
fisicas e quimicas do material ndo devem ser alteradas de forma significativa; e o material
deve reter seu valor nutritivo e permanecer palatavel (BEAVER, 1991).

A degradacéo ou reducédo dos niveis de micotoxinas pode ser alcancada atraves de
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos. Alguns dos processos fisicos que contribuem para a
eliminacdo e/ou redugdo da contaminagdo de DON incluem a moagem (ZHANG; WANG,
2014), cozimento (FARAHANY; JINAP, 2011), micro-ondas por plasma (PARK et al.,
2007), fritura (SAMAR et al., 2007), extrusdo (CAZZANIGA et al., 2001) e uso de
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adsorventes (KONG; SHIN; KIM, 2014). Os processos quimicos seguem as reacdes de
transformacdo de tricotecenos, tais como alcalinizacdo, oxidacdo, reducgdo, hidrolise,
hidratacdo e conjugacdo (HE et al., 2010).

O processo de degradacdo bioldgica, também conhecido como biorremediacéo,
envolve a exploragdo da atividade bioldgica de micro-organismos ou enzimas por migracao
ou eliminacéo de efeitos nocivos causados por poluentes ambientais (LORENZO, 2008). Este
processo apresenta vantagens como especificidade do produto, levando a diminuicdo da
toxidade ou a produtos nédo toxicos; atuacdo em condi¢cdes moderadas de reacdo, tais como pH
proximo ao neutro e temperaturas brandas; e viabilidade de aplicacdo na industria de
alimentos e ragdes. Além disso, o uso de agentes biolégicos causa menor efeito nas
propriedades finais nas matrizes onde se encontra o contaminante, em comparacdao aos de
processos quimicos e fisicos (HE et al., 2010).

A habilidade de bactérias &cido-laticas e propidnicas em remover DON e outras
toxinas produzidas por Fusarium de meio de cultura contaminado foi investigada por
Niderkorn, Boudra e Morgavi (2006). O estudo revelou que as bactérias acido-laticas se
mostraram mais eficientes na remoc¢do de DON, sendo esta superior a 55%. He et al. (2008)
estudaram a capacidade de biotransformacdo do DON por Aspergillus tubinigens, e obtiveram
como resposta a taxa de 94,4% de transformacéo ap6s duas semanas de cultivo. Garda-Buffon
e Furlong (2010) avaliaram a cinética de degradacdo do DON por Aspergillus oryzae e
Rhizopus oryzae em fermentacdo submersa. Os autores constataram que a espécies Rhizopus
oryzae e Aspergillus oryzae foram responsavel pela diminuicdo de 90% e 74% da
concentragdo da micotoxina em 240 h e 96 h, respectivamente. Garda et al. (2005) verificaram
a reducdo dos niveis de tricotecenos empregando malte contaminado artificialmente com
DON e toxina T-2. Apo6s 120 h de fermentacdo por Saccharomyces cerevisae, 47% da
contaminacdo inicial de DON e 46% para toxina T-2 foram detectadas na porcao liquida e
solida.

Conforme Karlovsky (1999), os métodos biologicos envolvendo o uso de enzimas
oferecem especificidade e eficiéncia, além de ndo ser prejudicial ao meio ambiente. O
emprego de enzimas, de origem vegetal ou microbiana, na degradacdo ou reducdo dos niveis
de micotoxinas, se mostra como alternativa aos métodos tradicionalmente utilizados para este
fim. Enzimas como lacase de Trametes versicolor e carboxipeptidase de Rhizopus oryza
foram empregadas na reducdo dos niveis das micotoxinas ocratoxina A e zearalenona,
respectivamente (KUPSKI et al., 2013; BANU; LUPU; APRODU, 2013). Das e Mishra
(2000) estudaram a degradacao in vitro de aflatoxina B1 pela acdo de peroxidase extraida de
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raizes de rabanete. Os percentuais de degradacdo obtidos foram comparados com os da
peroxidases comercial, sendo estes valores de 33,7% e 54,7%, respectivamente. Nora (2015)
avaliou o efeito de peroxidase comercial e da peroxidase extraida de farelo de arroz na
reducdo dos niveis de ocratoxina A. O autor obteve reducéo de ocratoxina A de 59% para a
peroxidase comercial e de 41% para a peroxidase de farelo de arroz, utilizando atividade
enzimatica de 0,063 U/mL no meio reacional.

Garda-Buffon, Kupski e Furlong (2011) correlacionaram a degradacdo de DON e
0 aumento da atividade enzimética da peroxidase produzida por Aspergillus oryzae e
Rhizopus oryzae. A degradagdo de DON foi atribuida a acdo oxidativa da peroxidase sobre o
grupamento epdxido presente na estrutura da micotoxina, resultando na perda da sua toxidade.
Feltrin (2013) obteve 55% de reducdo nos niveis de DON pela acdo de peroxidase comercial
em sistema modelo, apds 1h de reacdo. No entanto, o autor verificou que a concentracao
inicial de DON aumentou em 3 h de reacdo, evidenciando que a reducdo pode ocorrer por
adsor¢édo ou formacdo de um composto de degradagcdo de mesma massa molecular do DON.



CAPITULO Il
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO






ARTIGO 1
PURIFICACAO DE PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
EM LEITO EXPANDIDO: ESTUDO DO PROCESSO






55

PURIFICACAO DE PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
EM LEITO EXPANDIDO: ESTUDO DO PROCESSO

RESUMO

As peroxidases sdo enzimas capazes de catalisar reacdes de Oxido-reducdo de substratos
organicos. Estas enzimas possuem diversas aplicacdes e, dependendo da sua finalidade, é
necessario que as mesmas sejam submetidas ao processo de purificacdo. Dentre as técnicas
existentes destaca-se a cromatografia de troca ionica (CTI) em coluna de leito expandido, a
qual oferece vantagens como maior produtividade de processo, maior interagdo entre a matriz
adsorvente e a molécula de interesse, e possibilidade de aumento de escala. Este trabalho teve
como objetivo avaliar os principais parametros das etapas de adsorc¢éo, lavagem e eluicdo para
a purificacdo de peroxidase por CTI em leito expandido. Como resultados, o0 uso do tampé&o
acetato de sodio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expansdo de 2,5 se mostraram as condices
mais adequadas para a adsorcdo de peroxidase em trocador catidnico, apresentando
capacidade de adsorcdo no equilibrio (g*) de 2,68 U/mL de resina e capacidade dinamica de
adsorcéo (Qio0% ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na lavagem e a combinacdo da
eluicdo do tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 0,15 a 1 mol/L de
NaCl acrescido de 0,001 mol/L de CaCl, em tampéo acetato de sodio 0,025 mol/L pH 5,5,
proporcionaram a purificacdo da peroxidase em 14,6 vezes com recuperacao enzimatica de
51,5%.

Palavras-chave: Farelo de arroz. Streamline™ SP. Oxidorredutases. Recuperacao
enzimatica.






57

1 INTRODUCAO

As peroxidases (CE 1.11.1.X) sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de diversos
substratos organicos gragas a Vvarios perdxidos que atuam como receptores de elétrons
(FAWAL et al., 2013). Essas enzimas estdo amplamente distribuidas na natureza e podem ser
obtidas a partir de vegetais (GALENDE et al., 2014), secrecdes de mamiferos (ATASEVER
et al., 2013) e micro-organismos (ZENG et al., 2013). Em sua maioria, as peroxidases séo
consideradas heme proteinas que contém em sua estrutura a protoporfirina 1X de ferro 111
como grupo prostético, sendo as peroxidases de vegetais e micro-organismos divididas em
trés subclasses com base nas suas estruturas e propriedades cataliticas (CONESA et al., 2002;
HIGARA et al., 2001; WELINDER et al., 2002).

A atividade das peroxidases esta relacionada a presenca de isoenzimas cationicas
e/ou anidnicas termolabeis e termorresistentes. As isoenzimas presentes em raiz forte, como o
rabanete, sdo estudadas de forma mais intensa por apresentarem maior atividade. No entanto,
estudos visando a obtencdo de peroxidases a partir de residuos ou subprodutos de vegetais
tem se tornado cada vez mais frequente devido ao elevado custo das peroxidases comerciais.
Alguns exemplos incluem o farelo de trigop (MANU; RAO, 2009), cascas de soja
(STEEVENSZ et al., 2013), de laranja (VETAL; RATHOD, 2014), de tangerina (NOUREN
et al., 2012) e de batata doce (MALONEY et al., 2012), e sementes de laranja e maca (ZIA et
al., 2011). O farelo de arroz, um coproduto do beneficiamento do arroz, contém inimeras
enzimas, dentre as quais se destacam as peroxidases, 0 que o torna uma fonte potencial para a
obtencdo dessas (LUH et al., 1991).

Inimeras aplicagdes sdo atribuidas as peroxidases em areas como biomédica,
clinica, biotecnoldgica e industrial (SOMTURK; RAMAZAN; OZDEMIR, 2014), porém,
dependendo do seu uso final, é necessario que as mesmas sejam submetidas a um processo de
purificacdo. Técnicas de purificacdo tém sido empregadas obtencdo de peroxidases mais
puras, tais como precipitacdo por sais (KHARATMOL; PANDIT, 2012), solventes organicos
(SINGH; PRAKASH; SHAH, 2012) ou polieletrélitos (VALETTI; PICO, 2013),
ultrafiltracdo (LIU; YANG; CHEN, 2013), sistema aquoso bifasico (SRINIVAS; BARHATE;
RAGHAVARAO, 2002), particdo trifasica (VETAL; RATHOD, 2014) e processos
cromatograficos em geral (GONG et al., 2015). No entanto, o emprego de técnicas de
purificacdo, em sua maioria, visa a posterior caracterizagdo enzimatica, onde a prioridade é

obter a enzima altamente purificada sem interesse no seu rendimento.
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Recentemente, o uso da CTl em coluna de leito expandido se mostrou como
alternativa na purificacdo de peroxidases através de um unico processo, proporcionando a
purificacdo da peroxidase em 2,4 vezes e recuperacdo dessas enzimas em até 41%
(GAUTERIO et al.,, 2015). A CTI baseia-se na competicdo entre os ions de interesse,
contaminantes e os contra ions de uma solucéo tampé&o pelos grupos carregados presentes em
um trocador iénico, o qual pode ser catidnico ou aniénico. A CTI é uma das técnicas mais
utilizadas na inddstria biotecnologica para a separacdo de peptideos, proteinas, acidos
nucleicos e biopolimeros relacionados, podendo ser operada em modo fixo ou em leito
expandido (CUTLER, 2004; LEVISON, 2003; ROE, 2001).

A CTI em leito expandido é uma técnica em que proteinas de interesse podem ser
purificadas a partir do extrato bruto ou previamente clarificado. Quando comparado com a
cromatografia classica em leito fixo, o processo em leito expandido utiliza adsorvente
particulado com diferentes seletividades para expandir na coluna com a fase mével fluindo no
sentido ascendente, formando assim o leito expandido (XIA; LIN; YAO, 2007). A técnica
permite integrar a separacdo solido-liquido, a reducdo de volume pela ligacdo da proteina e a
purificacdo parcial em um U(nico processo, sem comprometer sua eficiéncia, porém
economizando consideravel tempo de operacdo e custos iniciais de investimento. Outras
vantagens da técnica incluem o aumento da produtividade do processo e maior interagdo entre
0 adsorvente e a molécula alvo devido a expanséo do leito (TOLEDO et al., 2007; TONG;
DONG; SUN, 2002).

Técnicas cromatograficas sdo utilizadas com frequéncia na purificacdo de
peroxidases extraidas de vegetais, entretanto, poucos sdo os relatos que abordam o estudo das
melhores condicdes para execucdo destas. Considerando a ampla aplicabilidade da enzina e a
necessidade de sua purificacdo para certos fins industriais, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os principais parametros das etapas de adsorcdo, lavagem e eluicdo para a

purificacdo de peroxidase por CTIl em leito expandido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO EXTRATO CLARIFICADO DE PEROXIDASE

A matéria-prima utilizada para a extracdo da enzima peroxidase foi o farelo de

arroz integral, obtido do beneficiamento do arroz branco, cedido gentilmente por uma
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arrozeira da regido sul do Rio Grande do Sul. O farelo foi acondicionado a temperatura de
-18°C até a sua utilizac&o.

A extracdo de peroxidase foi realizada a partir de farelo de arroz integral
(granulometria inferior a 0,425 mm) e solucdo tamponante fosfato de soédio 0,040 mol/L em
pH 5,0, na proporcdo 1:10, respectivamente. O extrato permaneceu sob agitacdo orbital a
100 rpm e 25°C, durante 60 min. Apos, o extrato foi centrifugado (3300xg) a 4°C por 10 min,
e filtrado em sistema a vacuo, tendo-se assim o extrato clarificado de peroxidase (FELTRIN,
2013). Apos sua obtencdo, o extrato foi submetido a analise de atividade enzimatica (U/mL) e
proteina soltvel (mg/mL), e armazenado a temperatura de congelamento (-18°C) até sua

utilizag&o.

2.2 PURIFICACAO DA PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
EM LEITO EXPANDIDO

2.2.1 Sistema de purificacéo

O sistema de purificagdo por CTI em leito expandido consistiu na coluna
Streamline™ 25 (2,5 cm de didmetro interno x 100 cm de altura) e na resina de troca
catidnica Streamline™ SP, ambos da marca GE Healthcare Life Science (Uppsala, Suécia). A
resina Streamline™ SP possui o sulfopropil (O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CH,-CH,S03) como
grupo funcional, sendo constituida de uma matriz macroporosa de agarose e nucleo de
quartzo. Esta resina é constituida por particulas com densidade de 1,2 g/mL e tamanho entre
100 pm e 300 pm.

2.2.2 Efeito do pH e da solucdo tamponante na adsorcdo de peroxidase em resina de

troca ibnica

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer sob agitacdo orbital a
150 rpm e 25°C por 30 min. Nesse sistema, a resina de troca ibnica, a solucdo tamponante e o
extrato clarificado de peroxidase foram adicionados aos frascos na proporgdo 1:1:10,
respectivamente. No inicio de cada experimento, a resina foi equilibrada com as seguintes
solucBes tamponantes: fosfato de sédio 0,025 mol/L em pH de 5,0 a 7,0; acetato de sodio
0,025 mol/L em pH 3,5 a 5,5; e citrato-fosfato de s6dio 0,025 mol/L em pH 3,5a 7,0. O pH

do extrato clarificado de peroxidase foi ajustado com solugdo 3 mol/L de NaOH ou HCI aos
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valores a serem estudados. Ao término do ensaio, aliquotas foram coletadas e suas respectivas
atividades enzimaticas (U/mL) foram determinadas [adaptado de GAUTERIO et al. (2014) e
SALA et al. (2014)].

A capacidade de adsorcao de peroxidase no equilibrio (q*) foi calculada conforme

a Equagéo 1:

. _ (AO-VeX) B (Al-vt)
1= V,
r

1)

Onde Ao (U/mL) € a atividade enzimdtica inicial, A; (U/mL) é a atividade
enzimatica da peroxidase livre na fase liquida, Ve (ML) é 0 volume de extrato enzimatico, V,;
(mL) é o volume de resina e V; (mL) é o volume total de liquido adicionado ao Erlenmeyer.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Além disso, foi conduzido um
ensaio controle, o qual consistiu na adicao do extrato enzimatico (previamente ajustado no pH

de estudo) ao sistema em presenca de solucdo tampdo, porém sem a resina de troca idnica.
2.2.3 Determinacdo das curvas de ruptura em diferentes graus de expansao

A coluna contendo 10 cm de leito de resina (50 mL) foi equilibrada com solucao
tamponante acetato de sddio 0,025 mol/L em pH 4,5, de modo a obter os graus de expansdo
2,0 (20 cm), 2,5 (25 cm) e 3,0 (30 cm). Logo apds, o extrato clarificado de peroxidase
ajustado em pH 4,5 e diluido 1:1 foi alimentado na velocidade estabelecida pelo
comportamento hidrodindmico para obtencdo de cada grau de expansdo, conforme Gautério et
al. (2015). Em todos os experimentos, a atividade da peroxidase (U/mL) foi determinada na
fracdo de alimentacdo e de saida da coluna (adaptado de KALIL; MAUGERI-FILHO;
RODRIGUES, 2005).

Apos o procedimento experimental, foi construido o grafico da razdo entre a
atividade enzimatica em determinado ponto (A) e a atividade enzimatica inicial da amostra de
entrada (Ap) versus o volume coletado. Posteriormente, a capacidade dindmica de adsorcao

(Q) para A/A, = 0,1 foi determinada, a qual € dada pela Equacéo 2.

AO' (Vl—vm) - f‘;,rln Adle% (2)
Qi0% = v
r
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Onde Ao (U/mg) é a atividade enzimética inicial, A (U/mg) é a atividade
enzimética na saida da coluna, V; (mL) é o volume de extrato enzimatico injetado na coluna,

Vm (ML) € o volume morto do sistema e V, (mL) é o volume de resina adicionado a coluna.

2.2.4 Determinacao dos parametros para purificacdo de peroxidase

A purificacdo da peroxidase por CTI em leito expandido foi realizada conforme
Gautério et al. (2015). A coluna Streamline™ 25 foi preenchida com 50 mL de resina,
resultando em uma altura total de leito de 10 cm. A resina foi equilibrada com tampdo acetato
de sddio 0,025 mol/L em pH 4,5 a uma velocidade de 270 cm/h em fluxo ascendente,
proporcionando grau de expansdo (GE) de 2,5 vezes (25 cm de leito). Em seguida, a
alimentacdo do extrato clarificado de peroxidase diluido 1:1 e ajustado em pH 4,5 foi
realizada em fluxo ascendente, mantendo-se o GE de 2,5.

A etapa de lavagem em modo expandido consistiu na passagem de tampdao acetato
de sodio 0,025 mol/L pelo sistema até que a absorvancia a 280 nm fosse menor que 0,05 e
permanecesse constante. Na elui¢do, o adaptador foi movido até a posi¢do 10 cm e essa foi
feita em modo fixo e fluxo descendente a 100 cm/h. Sete ensaios de purificacdo foram
realizados variando as condicGes de lavagem e eluicdo, conforme mostra a Tabela 3 no item
3.3, tendo como ensaio padrdo a purificacdo realizada por Gautério et al. (2015). Tanto a
eluicdo em modo degrau quanto linear foi realizada com quatro volumes de leito (200 mL).

Em todos os ensaios de purificacdo, fracdes foram coletadas na saida da coluna e
submetidas a medi¢do do volume (mL), atividade enzimatica (U/mL), concentracdo de
proteinas sollveis (mg/mL), leitura da absorvancia a 280 nm e pH. A eficiéncia do processo
foi determinada pelo célculo do fator de purificacdo (FP) e recuperacdo enzimatica (REC),

conforme as Equac0es 3 e 4, respectivamente:

Fp= —2 (3)

Onde Ag, € a atividade especifica (U/mg) do extrato enzimatico purificado e A €
a atividade especifica do extrato enzimatico clarificado inicial.

0/) — Atp
REC (%) = A_ . 100 4

ti
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Onde Ay € a atividade total (U) do extrato enzimatico purificado e Ag; € a
atividade total do extrato enzimatico clarificado inicial.

2.3 DETERMINACOES ANALITICAS
2.3.1 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada conforme Devaiah e Shetty (2009) com
modificacBes. A 1 mL de extrato enzimatico, foram adicionados 1,5 mL de tamp&o fosfato de
sodio 0,005 mol/L em pH 5,5, 2 mL de agua destilada, 0,5 mL de solucdo de guaiacol 1% e 1
mL de perdxido de hidrogénio 0,08%. Logo ap6s, a mistura reacional foi levada a um banho
termostatico, onde permaneceu por 20 min a 25°C. Ao término da reacdo, a transmitancia foi
lida em espectrofotdometro a 470 nm.

Para o calculo da atividade enzimatica, a equacdo de Schittmann et al. (2014) foi
utilizada. Esta equacéo (5) considera a absorvancia a 470 nm, o volume total de reacdo (mL),
o fator de diluicdo, o comprimento 6tico da cubeta (cm), o volume de amostra adicionado
(mL), o tempo total de reacdo (min) e a absortividade molar do tetraguaicol (L/mol.cm). A
absortividade molar do tetraguaicol (g) utilizada foi de 26600 L/mol.cm (NADAROGLU et
al., 2013; VETAL; RATHOD, 2014).

AbS. Vyeaezo-FD

Atividade enzimatica (U/mL) = .10° (5)

el -Vamostra -treaqﬁo

Uma unidade da atividade da peroxidase (U) representa a quantidade de enzima
que catalisa a oxidagdo de 1 umol de guaiacol em 1 min, nas condi¢fes de ensaio. A atividade
especifica (U/mg) foi calculada pela razdo entre a atividade da enzima (U/mL) e o teor de

proteina solGveis (mg/mL). Todas as determinacgdes foram realizadas em quadruplicada.

2.3.2 Concentracdo de proteinas

A concentracdo de proteina solveis foi determinada segundo metodologia de
Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino (BSA, do inglés Bovine Serum
Albumin) como padrdo. Todas as determinacfes de proteinas foram realizadas em

quadruplicada.
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2.4 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os ensaios realizados em triplicatas foram tratados por analise de variancia
(ANOVA) e teste Tukey através do software Statistica (Statsoft, EUA). A anélise estatistica

foi realizada considerando um nivel de 95% de confianga (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DO pH E DA SOLUCAO TAMPONANTE NA ADSORCAO DE
PEROXIDASE

A fim de verificar a melhor condicdo de pH e solugdo tamponante na adsorcéo de
peroxidase em resina de troca ionica, ensaios de adsorc¢do foram realizados na faixa de pH de
3,0 a 7,5. A Tabela 1 apresenta os valores da capacidade de adsorcdo de peroxidase no
equilibrio (g*), nas trés condicBes de solucdo tamponante estudadas.

De acordo com os valores apresentados na Tabela 1, é possivel observar que,
independente da solugdo tamponante utilizada, as capacidades de adsor¢do no equilibrio
tendem a ser maiores conforme a diminuicdo do pH. Apesar de ndo haver estudos sobre o
ponto isoelétrico da peroxidase de farelo de arroz, a literatura relata que as peroxidases
catibnicas de vegetais apresentam ponto isoelétrico acima do pH 8,0 (BOEUF et al., 2000;
CARDINALI et al., 2007; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011; MELO et al., 1997). Logo,
valores de pH préximos ao do ponto isoelétrico (intervalo de 6,0 a 7,0) parecem nao favorecer
a adsor¢do da enzima em trocadores catidnicos, ao passo que valores de pH mais baixos
possibilitam o processo de adsor¢do, uma vez que nestas condi¢cdes a enzima apresenta carga
liquida positiva.

Dentre todos os ensaios realizados, foi verificado maior valor de g* em pH 4,5
para tampéo citrato-fosfato de sodio 0,025 mol/L. No entanto, este resultado ndo se diferiu
estatisticamente dos seguintes ensaios: pH 4,0 e 5,0 para tampdo citrato-fosfato de sddio
0,025 mol/L; e pH 4,0 e 4,5 para tampao acetato de sédio 0,025 mol/L. Diversos trabalhos da
area cientifica utilizam a cromatografia de troca idonica na purificacdo de peroxidases
catidnicas; esses, por sua vez, mencionam o uso de tampao acetato de baixa molaridade e em
valores de pH entre 4,0 e 5,0, tanto no processo de equilibrio da resina como nas etapas de
lavagem e eluicdo (BALASUBRAMANIAN; BOOPATHY, 2013; BOEUF et al., 2000;
CIVELLO et al., 1995; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011; LOPEZ-MOLINA et al., 2003;
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ONSA et al., 2004; SESTO; HUYSTEE, 1989). Por outro lado, Gautério et al. (2015)
verificaram que o uso de tampdo acetato em pH 4,0 ndo favoreceu a purificacdo da peroxidase
de farelo de arroz por CTI em leito expandido, uma vez que a enzima desnaturou ao percorrer

o leito em condigdes acidas.

Tabela 1 - Valores de capacidade de adsor¢do de peroxidase no equilibrio (g*).
pH g* (U/mL de resina)

7,0 0,57'+0,18
6,5 1,339+ 0,05
Tampéo fosfato de sédio 6,0 2,16%"+ 0,06
5,5 2,37°%+ 0,05
5,0 2,63+ 0,04
55 2,24%"+ 0,06
5,0 2,63+ 0,02
Tampé&o acetato de sdio 4,5 2,68%°¢+ 0,08
4,0 2,68%°+ 0,16
3,5 2,46°+ 0,03
7,0 1,12"+ 0,07
6,5 1,649+ 0,12
6,0 2,07+ 0,16
5,5 1,99"+ 0,15
Tampao citrato-fosfato de sédio
5,0 2,68%°°+ 0,08
4,5 3,00+ 0,20
4,0 2,87%+ 0,06
3,5 2,44+ 0,03

*Média de trés valores + desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam que néo ha
diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

A condicdo mais &cida testada (pH 3,5) também contribuiu para a adsor¢do da
peroxidase em resina de troca i6nica. No entanto, foi verificada a diminuicdo da atividade
enzimatica em 22,8% durante o ajuste de pH do extrato bruto (o qual possuia pH acima de
6,0) para o pH 3,5. Considerando a propria queda inerente de pH durante a passagem do
extrato enzimatico pela coluna cromatografica de leito expandido, o uso de solucao
tamponante com pH &cido pode colaborar ainda mais para a diminuicdo da atividade

enzimatica. Logo, a utilizagdo tanto do tamp&o acetato de sédio quanto do citrato-fosfato de
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sodio em pH 3,5 pode ser desfavorével na purificagdo de peroxidase por CTI em leito
expandido. Assim, conforme os valores de g* obtidos nos ensaios de adsorg¢do, bem como os
relatos da literatura acima mencionados, as condic¢Ges de pH 4,5 para tampao acetato de sodio
ou citrato-fosfato de sodio, e pH 5,0 para tampéo citrato-fosfato de sodio, se mostram as mais
favoraveis para adsorcéo de peroxidase em coluna de leito expandido.

Além do pH, outros fatores como forca idnica, capacidade tamponante e ions
presentes na solucdo tampdo, sdo de extrema importancia na escolha da fase mével a ser
utilizada em cromatografia de troca iénica. No caso da forca i6nica, recomenda-se a aplicacédo
de solugdo tampéo de baixa molaridade, de modo que esta ndo entre em competicdo com a
solucdo proteica pelas cargas presentes no trocador idnico. A capacidade tamponante esta
relacionada com o valor de pK, (logaritmo da constante de dissociacdo, K,) que cada solucéo
tampdo possui, e recomenda-se que seu valor seja = 0,5 unidades em relacdo ao pH de
trabalho, evitando oscilagdes de pH durante o processo de purificacdo. O pK, da solugédo
tampdo fosfato € mais elevado (pK, = 7,0) em comparacdo ao pK, das solu¢Bes tampdo de
acetato e citrato-fosfato (pK, = 4,7 para ambas) (JANSON, 2011; SCOPES, 1994). Assim, em
processos que adotam pH de trabalho na faixa de 4,0 a 5,0, o uso de tampdo fosfato como fase
movel é o menos indicado. Gautério et al. (2015), ao purificarem peroxidase de farelo de
arroz por CTI em leito expandido, utilizaram tampé&o fosfato de s6dio 0,025 mol/L em pH 5,0
ao longo de todo o processo. Os autores constataram a diminuicdo do pH em até 1,0 unidade
durante a eluicdo da enzima adsorvida, bem como a oscilacdo do mesmo em até 0,5 unidades
nas demais etapas. Logo, embora os valores de g* em pH 5,0 tenham se mostrado
estatisticamente iguais para as trés solugdes tamponantes estudadas, a utilizagdo de tampao
fosfato de sodio neste pH como fase mével poderia conduzir a resultados desfavoraveis na
etapa de eluicdo devido a grande variacdo de pH.

Os ions que compdem a solucdo tamponante também podem influenciar a
purificacdo por cromatografia de troca idnica, principalmente no tempo de retencdo da
proteina alvo na coluna. De acordo com Kopaciewicz e Regnier (1983), a composi¢do dos
fons no tampédo é tdo importante quanto o pH na retencdo e recuperagcdo da proteina de
interesse. Os autores verificaram que, para as trés proteinas (quimiotripsinogénio, citocromo ¢
e lisozima) aplicadas em coluna cromatografica de troca catibnica, 0s anions citrato
provocaram maior retencao destas em relacdo aos anions acetato e fosfato, durante o processo
de eluicdo. Gooding e Schumuck (1984) verificaram que os anions acetato proporcionaram
menor tempo de retengdo em coluna cromatogréfica de troca catidnica das mesmas proteinas,

quando comparado aos anions fosfato. Com base nestas observacgdes, a escolha do tampdao
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acetato como fase moével na purificagdo de peroxidase por cromatografia de troca i6nica pode
facilitar o processo de elui¢do, contribuindo para maior recuperacdo da peroxidase no final do
processo.

Diante de todas as discussdes dispostas acima, ficou estabelecido que o processo
de equilibrio da resina de troca catidnica fosse realizado com tampdo acetato de sddio
0,025 mol/L em pH 4,5, e que este valor de pH fosse mantido durante a etapa de alimentacao

do extrato enzimatico a coluna cromatografica.

3.2 CURVAS DE RUPTURAS EM DIFERENTES GRAUS DE EXPANSAO

De acordo com Jungbauer (2005), as curvas de rupturas servem como avaliacdo
dindmica do processo de adsorcao. Estas curvas fornecem informacdes sobre as concentracGes
de ruptura e de exaustdo, que sdo sugeridas como sendo 10 e 90% da concentragdo de entrada,
respectivamente. De forma prética, a curva de ruptura serve como indicativo do volume que
deve ser alimentado na coluna cromatografica, de modo que ndo haja grande perda do
composto durante a alimentacdo. Em colunas cromatogréaficas de leito expandido, o grau de
expansdo do leito influencia no formato da curva de ruptura e, por consequéncia, na
capacidade de adsorcdo e no volume que deve ser alimentado a coluna.

No presente estudo, foram construidas trés curvas de ruptura em diferentes graus
de expansdo, a fim de verificar o quanto estes influenciam na adsorcdo de peroxidase em
resina de troca ibnica. A Figura 1 dispde das curvas de ruptura obtida em cada grau de
expansao estudado, ja considerando o volume morto do sistema, enquanto que os valores de
Q109 para as trés condicdes estudadas estdo dispostos na Tabela 2.

Conforme mostra a Tabela 2, o uso dos graus de expansdao 2,5 e 3,0
proporcionaram maiores capacidades dindmicas de adsorcdo da peroxidase em coluna de leito
expandido. Este resultado indica que, para o caso especifico da peroxidase, 0 maior tempo de
interacdo entre enzima-adsorvente pode desfavorecer a posterior purificagdo da enzima
devido & desnaturacdo da mesma durante sua passagem pela coluna. Apesar do grau de
expansdo 3,0 ter proporcionado Qigy Semelhante a obtida em grau de expansdo 2,5, a
operacdo da purificacdo nesta condicdo se torna dificil, visto que o leito apresenta certa
instabilidade quando aplicada vazdes mais elevadas.
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Figura 1 - Curvas de ruptura para adsorcao de peroxidase em resina de troca iénica nos graus
de expanséo de 2,0, 2,5 e 3,0, considerando o volume morto do sistema. Altura inicial do leito
de 10 cm.
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A = Atividade enzimatica de peroxidase na saida da coluna;
A, = Atividade enzimaética inicial de peroxidase.

Tabela 2 — Valores de Q1 Obtidos a partir das curvas de ruptura nos graus de expansao 2,0,

2,5¢e3,0.
GE=20 GE=25 GE=3,0
Atividade inicial de peroxidase (U/mL) 0,14 0,15 0,16
Q1% (U/mL de resina) 0,15 0,19 0,18

GE = Grau de expansdo. Qg = Capacidade de adsor¢do para A/A, = 0,10.

Os valores de Q109 para o0s graus de expansédo 2,0, 2,5 e 3,0 representam 5,7%,
6,9% e 6,6%, respectivamente, da capacidade de adsor¢do no equilibrio (g*, 2,68 U/mL de
resina) obtida nos ensaios de adsorcdo em resina de troca idnica (item 3.1), nas mesmas
condicdes de tampdo e pH. Os baixos valores obtidos para Qi podem estar relacionados a
adsorcdo de contaminantes de carga oposta aos grupamentos carregados da resina de troca
ibnica, levando a dessorcdo da peroxidase. Du et al. (2013) obtiveram curvas de ruptura em
trés graus de expansao (2,0, 2,2 e 2,4) através da alimentacdo da coluna com solucéo de 1
mg/mL de lactoferrina. Os autores verificaram que a capacidade dindmica de adsor¢do para
A/A, = 0,10 foi cerca de 13,9% a 56,2% do correspondente valor de g*, na mesma
concentracédo de proteina. No estudo de Du et al. (2014), curvas de ruptura foram construidas
em trés diferentes graus de expansao (1,8, 2,0 e 2,2), a partir da alimentacéo da coluna com
imunoglobulina G na concentracdo de 0,025 mg/mL. Os autores relataram que o valor de

Qo9 foi cerca de 14,3% a 18,7% do correspondente g* para a mesma concentracdo de



68

imunoglobulina G. Moraes et al. (2013) obtiveram curvas de ruptura nos graus de expanséo
2,0, 25 e 3,0 através da alimentacdo da coluna com 1,5 mg/L de extrato bruto de
C-ficocianina. O estudo revelou que, para os graus de expansédo 2,0 e 2,5, os valores de Q1o
corresponderam a 29,3% e 20%, respectivamente, dos valores de Qgoy, (Saturacdo de 80%).
Com base nestas discussbes, os valores de Qioy Obtidos neste trabalho
apresentaram comportamento semelhante ao observado em outros trabalhos presentes na

literatura cientifica, ficando estabelecido o uso do GE igual a 2,5 nos ensaios de purificacao.

3.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

A purificacdo de peroxidase por CTI em leito expandido foi realizada por meio da
variacao dos principais parametros de lavagem e eluicéo, e o processo foi avaliado através do
fator de purificacdo e da recuperacdo enzimética, conforme mostra a Tabela 3. Os ensaios
foram realizados tendo a purificacdo de Gautério et al. (2015) como padrdo, e utilizando o
mesmo extrato enzimatico. Os pardmetros estudados foram responsaveis por uma ampla
variacao na purificacdo da peroxidase, sendo que o fator de purificacdo variou de 1,2 a 14,6
vezes e a recuperacdo enzimatica de 34,1 a 82,2%, demonstrando assim a importancia da
avaliacdo das etapas de lavagem e de eluicdo para maximizagdo do processo.

Conforme mostra a Tabela 3, 0 uso do pH 5,5 na lavagem proporcionou ambiente
favoravel para posterior recuperacdo da enzima, evitando a reducdo brusca do pH durante a
eluicdo e refletindo em maiores valores de FP e REC. Os intervalos de pH durante a eluicédo
se mantiveram entre 4,6 a 4,9 e 5,1 a 5,4 nos Ensaios 1 e 2, respectivamente, indicando que
condi¢Ges menos acidas contribuem para maiores valores de FP e REC. Valores de pH acima
de 5,5 ndo foram testados devido ao emprego da solucdo tamponante acetato de sddio, o qual
ndo permite o alcance de pH superior a este.

Para a purificagdo de peroxidase por CTI em leito expandido, Gautério
et al. (2015) utilizaram pH de 4,7 durante a eluicdo em modo gradiente, e obtiveram FP de 2,4
vezes e REC de 41%. Em ambos os Ensaios 1 e 2, foi possivel obter maiores valores de FP e
REC atraves do mesmo processo de purificagdo. A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido

no Ensaio 2.
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_ _ _ pH FP REC
Ensaio Modo de eluicéo Sal de eluigéo

lavagem eluicdo (vezes) (%)

1 Gradiente (0 a 1 mol/L) 5,0 NaCl 5,0 3,4 46,7

2 Gradiente (0 a 1 mol/L) 55 NaCl 55 4,8 50,6

3 Degrau (0,1 mol/L) e 5,5 NaCl 55 9,4 45,1
Gradiente (0,1 a 1 mol/L)

4 Degrau (0,15 mol/L) e 55 NaCl 55 13,7 43,4
Gradiente (0,15 a 1 mol/L)

5 Degrau (0,15 mol/L) e 5,5 KCI 55 9,8 34,1
Gradiente (0,15 a 1 mol/L)

6 Degrau (0,15 mol/L) e 55 CaCl, 5,5 1,2° 82,2
Gradiente (0,15 a 1 mol/L)

7 Degrau (0,15 mol/L) e 5,5 NaCl acrescido de 55 14,6 51,5

Gradiente (0,15 a 1 mol/L)

CaCl, 0,001 mol/L

FP = Fator de purificacdo; REC = Recuperacao enzimética. *As proteinas foram determinadas pelo método de
Bradford (1976).

Figura 2 - Cromatograma da purificacdo de peroxidase: elui¢do gradiente linear salino

0-1mol/L de NaCl em tampdo acetato de sédio 0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 2).
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De acordo com a Figura 2, o inicio da eluicdo tanto da peroxidase quanto de

outras proteinas presentes no extrato enzimatico ocorreu em baixas concentracfes salinas

(menores que 0,2 mol/L, no volume coletado proximo a 900 mL). A Figura 2 também mostra
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que a eluigdo das proteinas contaminantes provoca a diminui¢cdo do pH do meio (volume
coletado entre 850 e 950 mL), o que leva a desnaturacdo da peroxidase e, consequentemente,
menor recuperacdo da mesma. Visando a separacdo dos picos de eluicdo das proteinas
contaminantes e de interesse, bem como o aumento da eficiéncia do processo de purificacao
por CTI, ensaios de purificagdo utilizando a combinacéo da eluigdo dos tipos degrau e linear
foram realizados, e os resultados sdo apresentados nas Figuras 3 e 4.

Figura 3 - Cromatograma da purificacdo de peroxidase: elui¢do do tipo degrau em 0,1 mol/L
de NaCl e gradiente linear salino 0,1-1mol/L de NaCl em tampdo acetato de sddio 0,025
mol/L pH 5,5 (Ensaio 3).
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Segundo Moraes e Kalil (2009), a combinacéo da eluicdo dos tipos degrau e linear
pode proporcionar a remoc¢do de algumas proteinas contaminantes ligadas fracamente ao
trocador idnico, levando a maior purificacdo da biomolécula de interesse. Braga, Lemes e
Kalil (2014) também constataram que 0 uso desta combinagdo proporcionou maior FP na
purificagdo da enzima [-galactosidase. De acordo com as Figuras 3 e 4, o uso da eluigdo do
tipo degrau (volume coletado de 900 mL) proporcionou a separacao dos picos das proteinas
contaminantes e de interesse, 0 que ndo ocorria quando utilizado somente a eluicdo em modo
linear. Os cromatogramas também mostram que a separacao dos picos também evita possiveis
desnaturac@es da enzima de interesse causada pela acidez do meio, j& que ndo foi observada a
queda de pH durante a eluicéo de grande parte das isoenzimas de peroxidases.

Os ensaios adicionados da eluicdo em modo degrau proporcionaram maior
purificacdo da peroxidase, porém menor recuperacdo da mesma. Valores de FP e REC foram
de 9,4 vezes e 45,1% para o Ensaio 3, enquanto que no Ensaio 4 estes valores corresponderam

13,7 vezes e 43,4%. A diminuicdo do percentual de REC nos Ensaios 3 e 4 em relacdo ao
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Ensaio 2 pode estar associada com a eluigdo de algumas isoenzimas de peroxidase juntamente
as demais proteinas presentes no extrato enzimatico, ja que ambas sdo capazes de eluir em
baixas concentracdes salinas. No entanto, o uso combinado da eluicdo dos tipos degrau e
linear ainda se mostra vantajoso, pois proporcionou a eluicdo das proteinas contaminantes e
posterior eluicdo de grande parte das isoenzimas de peroxidase, obtendo-se assim maiores

valores de FP.

Figura 4 - Cromatograma da purificacdo de peroxidase: eluicdo do tipo degrau em 0,15 mol/L
de NaCl e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de NaCl em tampéo acetato de sodio
0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 4).
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Em ambos os ensaios acrescidos da eluicdo em modo degrau, a eluicdo das
isoenzimas de peroxidase na fase linear iniciou em concentracdes salinas proximas a
0,4 mol/L (volume coletado de 1090 mL). Apesar da perda das isoenzimas de peroxidase
durante a eluicdo do tipo degrau (volume coletado proximo a 880 mL) ter sido maior no
Ensaio 4 (20,7%) do que no Ensaio 3 (14,3%), esta é compensada pelo aumento nos valores
de FP sem afetar consideravelmente os percentuais de REC. Portanto, as condi¢6es de eluigdo
utilizadas no Ensaio 4 se mostraram mais favoraveis a purificacdo de peroxidases, sendo esta
adotada nos demais ensaios realizados.

No estudo prévio de purificacdo de peroxidases por CTI em leito expandido,
Gautério et al. (2015) avaliaram alguns parametros relacionados a etapa de adsor¢do, porém
mantiveram a eluicdo em modo gradiente. Valores de FP e REC inferiores aos demonstrados
nos Ensaios 3 e 4, 0 que mostra a importancia do uso combinado da eluicdo dos tipos degrau e

linear sob a eficiéncia do processo de purificagdo de peroxidases.
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Visando aumentar ainda mais a eficiéncia do processo de purificagdo, diferentes
sais de eluicdo foram testados em substituicdo ao NaCl, o qual € comumente utilizado como
eluente na cromatografia de troca idnica. Trabalhos na literatura cientifica (ALIJA; RAO,
2009; DEVAIAH; SHETTY, 2011; MANU; RAO, 2009) reportam que o calcio desempenha
efeito protetor as peroxidases da classe Ill, o que justifica a escolha do CaCl, como sal
eluente. A escolha do KCI se deve tanto a sua posicao na série de Hofmeister (1888) (efeito
cosmotropico) quanto ao seu uso como sal eluente na purificagdo de peroxidase em trabalhos
anteriores (IKEHATA et al., 2005).

Conforme mostra a Tabela 3, a adi¢do de ions célcio em baixas concentragdes
(Ensaio 7) colaborou para a eficiéncia do processo de purificacdo, principalmente pelo
aumento de 8% no valor da recuperacdo em relacdo ao Ensaio 4. No entanto, o uso do CacCl,
em altas concentracBes ndo surtiu o mesmo efeito protetor, provocando a eluicdo da
peroxidase juntamente as demais proteinas contaminantes durante o modo degrau (volume
coletado entre 880 e 1080 mL), afetando assim a purificagdo da enzima. As Figuras 5 e 6

apresentam os cromatogramas referentes aos Ensaios 6 e 7, respectivamente.

Figura 5 - Cromatograma da purificacdo de peroxidase: elui¢do do tipo degrau em 0,15 mol/L
de NaCl e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de NaCl acrescido de 0,001 mol/L de CaCl; em
tampé&o acetato de sédio 0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 7).
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Segundo Devaiah e Shetty (2009), os niveis de calcio em torno da peroxidase séo
importantes tanto para atividade da enzima quanto para manutencdo da conformacédo do seu
sitio ativo. Caso a concentracdo de ions célcio seja baixa, a estrutura da peroxidase se

desconfigura de modo que a por¢do heme pode ser perdida. Em termos de purificagdo, Manu
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e Rao (2009) relataram que presenca de ions célcio em solugdes tamponantes € capaz de
aumentar a atividade especifica e a recuperacdo enzimatica, devido ao efeito estabilizante que
estes ions desempenham sobre a estrutura da peroxidase. O trabalho desses autores foi tomado
como base para a realizacdo do Ensaio 7, uma vez que os mesmos utilizaram CaCl, em baixas

concentragdes na solucédo de eluicao.

Figura 6 - Cromatograma da purificacdo de peroxidase: elui¢do do tipo degrau em 0,15 mol/L
de CacCl, e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de CaCl, em tampéo acetato de sodio 0,025
mol/L pH 5,5 (Ensaio 6).
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De acordo com a série de Hofmeister (1888), cations como o potassio e sédio
estabilizam as interacBGes intramoleculares das proteinas, o que pode elevar os parametros de
eficiéncia do processo de purificagdo. Embora os ions potassio apresentem maior efeito
cosmotropico em relacdo aos ions sédio, esse ndo proporcionou a purificacdo e a recuperagédo
da peroxidase em maior grau quando comparado ao ensaio utilizando NaCl como sal eluente.
A Figura 7 apresenta o cromatograma obtido no Ensaio 5.

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, a CT1 em leito expandido se
mostrou uma técnica viavel e promissora a purificagdo de peroxidases. A repetibilidade do
processo de purificacdo foi avaliada através da realizagdo do Ensaio 7 (melhor condi¢do) em
triplicata e com novo extrato clarificado de peroxidase. O processo resultou no FP médio de
14,1 (x1,3) vezes e REC média de 49,8% (+ 2,5), 0 que mostra pequena variabilidade nos
resultados, indicando que o método de purificacdo nas condicfes avaliadas € repetivel. Em
termos de obtencdo, o processo de purificacdo da peroxidase resultou, para cada g de farelo de
arroz integral, 0,6 U de enzima purificada, valor este trés vezes menor quando comparado ao

extrato enzimatico clarificado (2 U/g de farelo de arroz integral).
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Figura 7 - Cromatograma da purificacdo de peroxidase: elui¢do do tipo degrau em 0,15 mol/L
de KClI e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de KCI em tampéo acetato de sodio 0,025 mol/L
pH 5,5 (Ensaio 5).
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S8o poucos os trabalhos relatados na literatura que utilizam uma Unica etapa
cromatografica para a purificagdo de biocompostos. No entanto, os resultados apresentados
neste trabalho mostram que, através do estudo dos parametros que influenciam a CTIl em leito
expandido, € possivel obter biocompostos mais puros sem o uso de procedimentos
preliminares ou posteriores de purificacdo, o que pode reduzir custos e o tempo de processo, e
simplificar a operacionalidade.

Balasubramanian e Boopathy (2013) purificaram peroxidase de agua de coco
atraves da associacdo de quatro técnicas, a saber: precipitacdo com sulfato de aménio (60% de
saturacdo), cromatografia de troca catiénica em coluna CM-Celulose, interacdo hidrofébica e
exclusdo molecular em coluna. Considerando os resultados obtidos com a etapa de
cromatografia de troca ibnica, os autores obtiveram FP de 1,54 vezes e REC de 5,71%.
Lépez-Molina et al. (2003) utilizaram a mesma sequéncia de purificacdo dos autores citados
anteriormente na purificacdo de peroxidases oriundas de flores de alcachofra. A purificacédo
por cromatografia de troca catiénica em coluna Resource-S resultou em FP e REC de 54
vezes e 2,3%, respectivamente. Na purificacdo de peroxidases de folhas de espinafre, Koksal
(2011) utilizou as técnicas de precipitacdo com sulfato de amonio (50-90% de saturacédo) e
cromatografia de troca catibnica em coluna CM-Sephadex. O processo cromatografico
resultou na purificacdo a enzima em 22,6 vezes e recuperacao de 4,2%. Com base no exposto

acima, o presente estudo proporcionou a obtencdo de peroxidases mais puras através de uma
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Unica etapa cromatografica, com FP ou REC superiores aos processos envolvendo multiplos

estagios de purificacao.

4 CONCLUSAO

No presente trabalho, foram avaliados os principais parametros das etapas de
adsorcéo, lavagem e eluicdo para a purificacdo de peroxidase por CTI em leito expandido. O
uso do tampdo acetato de sédio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expansdo de 2,5 se
mostraram as condi¢des mais adequadas para a adsorcéo de peroxidase em trocador catidnico,
apresentando capacidade de adsorcdo no equilibrio (g*) de 2,68 U/mL de resina e capacidade
dindmica de adsorcdo (Qioy% ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na lavagem e a
combinacdo da eluicdo do tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de
0,15 a 1 mol/L de NaCl acrescido de CaCl, em tampdo acetato de sédio 0,025 mol/L pH 5,5,
proporcionaram a purificacdo da peroxidase em 14,6 vezes com recuperacao enzimaética de
51,5%.

A purificacdo de peroxidase obtida a partir de um coproduto da agroindustria
através de uma Unica etapa cromatografica se torna promissora frente a associacéo de técnicas
normalmente utilizada para este fim. Adicionalmente, a determinacdo das condi¢cbes mais
favoraveis para cada etapa do processo de purificacdo facilita a posterior ampliacdo de escala,
colaborando para a obtencdo de peroxidases mais puras e com maior recuperacdo das

mesmas.
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PURIFICACAO DE PEROXIDASE E SUA APLICACAO NA REDUCAO DOS NiVEIS
DE DEOXINIVALENOL EM SISTEMA MODELO

RESUMO

Peroxidases sdo enzimas que catalisam a oxidagdo de varios substratos organicos. Dentre as
aplicacdes atribuidas as peroxidases ressalta-se 0 uso na reducdo dos niveis de deoxinivalenol
(DON), uma micotoxina produzida principalmente por alguns fungos do género Fusarium. A
purificagdo de peroxidases pode aumentar a capacidade destas enzimas em degradar certos
substratos, 0 que torna interessante o estudo de técnicas que permitam obté-las mais puras e
com e maior rendimento possivel. A cromatografia de troca idnica (CTI) em leito expandido
se mostra como alternativa frente as técnicas cromatograficas existentes, e pode ser integrada
a ultrafiltracdo (UF), de modo a purificar e concentrar a enzima de interesse. Este trabalho
teve como objetivo integrar a CTI em leito expandido a UF para purificacdo de peroxidases, e
aplica-las na reducdo dos niveis de DON em sistema modelo. O uso de membrana de 10 kDa,
temperatura de 10°C, seis ciclos de diafiltracdo, adicdo de CaCl, 0,004 mol/L a solucédo
dialfiltrante e concentragdo da enzima ao final do processo, proporcionou os valores globais
de fator de purificacdo e recuperacdo enzimatica de 75,1 vezes e 22,8%, respectivamente. O
perfil eletroforético da peroxidase purificada revelou a presenca de duas possiveis isoenzimas
de 35,6 kDa e 65,4 kDa. A aplicacdo da peroxidase purificada por CTI em leito expandido

integrado a UF resultou na reducdo em 81,7% nos niveis de DON em sistema modelo.

Palavras-chave: Bioremediagdo. Diafiltragdo. Farelo de arroz. Streamline™ SP.
Oxidorredutases. Micotoxinas.
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1 INTRODUCAO

As peroxidases (CE 1.11.1.X) sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de varios
substratos organicos tendo o peroxido de hidrogénio como molécula aceptora (MATHE et al.,
2010). Em sua maioria, as peroxidases sao consideradas heme proteinas de massa molecular
entre 30 a 150 kDa, e que contém em sua estrutura a protoporfirina IX de ferro Ill, a qual é
responsavel pela atividade catalitica (HAMID; REHMAN, 2009; WELINDER et al., 2002).
Estas enzimas estdo distribuidas em duas superfamilias - origem animal, e origem vegetal e
microbiana -, onde as peroxidases de vegetais e micro-organismos sdo divididas em trés
subclasses de acordo com suas estruturas e propriedades cataliticas (HIGARA et al., 2001).

Embora as peroxidases estejam amplamente presentes na natureza, a principal
fonte disponivel comercialmente destas enzimas é a raiz forte (rabanete) (VALETTI; PICO,
2013). Devido ao elevado custo das peroxidases comerciais, estudos envolvendo a obtencao
destas enzimas a partir de residuos e subprodutos agroindustriais, tais como folhas
(JONGMEVASNA; YAIYEN; PRONOUSOONTORN, 2013) e cascas (STEEVENSZ et al.,
2013) de alimentos, tém se tornado cada vez mais frequentes. O farelo de arroz, um coproduto
do beneficiamento do arroz, contém inUmeras enzimas, dentre as quais se destacam as
peroxidases, 0 que o torna uma fonte potencial para a obtengédo destas (LUH et al., 1991).

Diversas aplicacGes sdo atribuidas as peroxidases nas areas biomédica, clinica,
biotecnoldgica e industrial (SOMTURK; RAMAZAN; OZDEMIR, 2014), sendo utilizadas
principalmente na elaboracdo de ensaios imunoenzimaticos (MONTSERRAT et al., 2015),
em kits de diagnostico rapido (MUNIR; KHAN; PARK, 2015) e na remocdo de corantes e
compostos fendlicos de efluentes industriais (JIANG et al., 2014). Em razdo da sua natureza
oxidativa, as peroxidases podem ser aplicadas na degradacdo ou reducdo dos niveis de
micotoxinas (GARDA-BUFFON; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011), as quais
correspondem a diversos grupos de compostos produzidos por fungos em condicdo de estresse
(MELLO; MACDONALD, 1997). O deoxinivalenol (DON) é uma micotoxina pertencente ao
grupo dos tricotecenos produzida pelos fungos das espécies Fusarium graminearum e
Fusarium culmorum, sendo sua ocorréncia predominantemente relacionada aos cereais como
trigo, cevada e milho (TURKER; GUMUS, 2009).

A necessidade de purificacdo prévia das peroxidases esta fortemente relacionada
com o seu uso final. Em geral, aplicacBes terapéuticas requerem alto grau de pureza da
peroxidase, enquanto que certas aplicacdes industriais em larga escala permitem o uso do

extrato enzimatico bruto ou parcialmente purificado. As peroxidases tém sido purificadas a
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partir de uma série de organismos incluindo bactérias (JAOUADI et al., 2014), fungos
(KRAINER et al., 2014; ZENG et al., 2013) e plantas (GALENDE et al., 2015; SONKAR et
al., 2015).

Dentre as técnicas aplicaveis a purificacdo de peroxidases se destaca a CTl, a qual
se baseia na interacdo entre os ions presentes na fase movel (molécula de interesse,
contaminantes e solucdo tampé&o) e os grupos carregados presentes em um trocador iénico, o
qual pode ser cationico ou aniénico (CUTLER, 2004). A CTI pode ser operada em modo fixo
ou expandido, onde este ultimo consiste no uso de adsorventes particulados com diferentes
seletividades, os quais residem em coluna cromatogréfica. A operacdo em modo expandido
permite a integracdo da separa¢do sélido-liquido, o aumento da produtividade do processo,
maior interacdo entre a matriz adsorvente e 0 composto de interesse, e a obtencdo do produto
purificado em grandes volumes (BUYEL; TWYMAN; FISCHER, 2015; LIN et al., 2013;
TOLEDO et al., 2007; TONG; DONG; SUN, 2002).

Outra técnica utilizada tanto para concentrar como purificar peroxidases é a UF, a
qual se baseia no principio da permeacao seletiva de solutos em membranas semipermeaveis,
poliméricas ou inorganicas, utilizando a pressdo mecanica como forca motriz para a
transferéncia de massa através da membrana (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). No
caso das peroxidases, a UF é frequentemente aplicada na concentracdo destas antes ou ap6s 0
uso de técnicas cromatograficas (CHEN; CHUNG; CHANG, 2012; DAS; SHARMA,
MISHRA, 2011; SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO 2002).

Um modo de operacdo da UF é a diafiltracdo (DF), a qual proporciona melhor
separacdo e maior pureza do composto de interesse. Na DF, a alimentacdo é diluida com
adicdo de solvente (dgua ou tampdo) para reduzir a concentracdo de componentes permeaveis
(sais e polimeros) e para remové-los, fazendo estes permearem através da membrana
(WANG; ZHANG; OUYANG, 2002). Os processos de DF proporcionam vantagens como
baixo consumo energético, seletividade, sistemas compactos e facilidade no aumento de
escala (ZEMAN; ZYDNEY, 1996).

Apesar das técnicas cromatograficas serem utilizadas com frequéncia na obtencéo
de peroxidases puras, ndo ha relatos na literatura que reportem a purificacdo destas enzimas
por processos que integrem a CTI em leito expandido a UF, tampouco a aplicacdo de
peroxidase em diferentes graus de purificacdo na reducdo dos niveis de micotoxinas. Desta
forma, o presente trabalho teve como objetivo integrar a CTIl em leito expandido a UF para

purificacdo de peroxidases, e aplica-las na reducdo dos niveis de DON em sistema modelo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DO EXTRATO CLARIFICADO DE PEROXIDASE

A extracdo de peroxidase foi realizada a partir de farelo de arroz integral
(granulometria inferior a 0,425 mm) e tampdo fosfato de sédio 0,040 mol/L em pH 5,0, na
proporcao 1:10, respectivamente. O extrato permaneceu sob agitacdo orbital a 100 rpm e
25°C, durante 60 min. Apos, o extrato foi centrifugado (3300xg) a 4°C por 10 min, e filtrado
em sistema a vacuo, tendo-se assim o extrato clarificado de peroxidase (FELTRIN, 2013). O
extrato foi submetido a andlise de atividade enzimética (U/mL) e proteina solivel (mg/mL), e

armazenado a temperatura de congelamento (-18°C) até sua utilizacao.

2.2 PURIFICACAO DA PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
EM LEITO EXPANDIDO

A purificacdo da peroxidase por CTIl em leito expandido foi realizada conforme
Gautério et al. (2015) com modificacbes. A coluna Streamline™ 25 (2,5 cm de didmetro
interno x 100 cm de altura) foi preenchida com 50 mL de resina Streamline™ SP, resultando
na altura total de leito de 10 cm (Figura 1). A resina foi equilibrada com tampdo acetato de
sodio 0,025 mol/L em pH 4,5 a uma velocidade de 270 cm/h em fluxo ascendente,
proporcionando grau de expansdo de 2,5 vezes (25 cm de leito). Em seguida, a alimentacdo do
extrato clarificado de peroxidase diluido 1:1 e ajustado em pH 4,5 foi realizada em fluxo
ascendente, mantendo-se o GE de 2,5.

Figura 1 - Coluna cromatografica utilizada na CTI em leito expandido.
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A etapa de lavagem em modo expandido consistiu na passagem de tampé&o acetato
de sddio 0,025 mol/L em pH 5,5 pelo sistema até que a absorvancia a 280 nm fosse menor
que 0,05 e permanecesse constante. Apds a lavagem, o adaptador foi movido até a posicao de
10 cm para a operacdo da eluicdo em modo fixo. A eluicdo foi realizada em fluxo descendente
a 100 cm/h e em modo degrau 0,15 mol/L e gradiente linear de 0,15 a 1 mol/L de NaCl
acrescido de 0,001 mol/L de CaCl, em tampéo acetato de sodio 0,025 mol/L em pH 5,5. Ao
final do processo, as fracGes purificadas foram submetidas a medicdo do volume (mL),

atividade enzimatica (U/mL) e concentracdo de proteinas soltveis (mg/mL).
2.3 CONCENTRAGAO E PURIFICACAO DE PEROXIDASE POR ULTRAFILTRAGAO
2.3.1 Sistema de ultrafiltracéo

Para a purificacdo e concentracdo da peroxidase por UF, 0 médulo de membrana
com configuracdo do tipo convencional (dead-end) foi utilizado, o qual possui volume util de
160 mL e agitacdo promovida por barra magnética, sendo operado em modo descontinuo
(Figura 2). O sistema foi operado com agitacdo constante e pressao de 1,5 kgf/cm?

(manométrica). O gas utilizado para a operacao foi o nitrogénio.

Figura 2 - Mdédulo de UF utilizado na purificacdo e concentracdo da enzima peroxidase.

2.3.2 Selecdo da membrana

O uso de membranas de celulose regenerada (Milipore, Massachusetts, Estados

Unidos) de 10 kDa e 30 kDa foi avaliado através de ensaios com adi¢cdo de 40 mL de extrato
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enzimaético clarificado de peroxidase ao médulo de UF, sendo estes realizados a temperatura
de 25°C e presséo de 1,5 kgf/cm2. Os ensaios foram realizados para a escolha da membrana
mais adequada ao processo, a qual permite a passagem de menor quantidade de enzima para o
permeado. A atividade enzimética de peroxidase (U/mL) e a concentracdo de proteinas
soltveis (mg/mL) foram determinados na fracdo de entrada, no retido sob a membrana e no
permeado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A eficiéncia do processo de purificacdo e concentracdo da ultrafiltracdo foi
determinada pelo calculo do fator de purificacdo e recuperacdo enzimatica (item 2.5). Além
disso, a retencéo e o fator de concentragdo do composto de interesse (atividade enzimaética ou
proteinas) foram determinados, conforme as EquacGes 1 e 2, respectivamente.

~ G
Retengao = (1- C—) 1)

a

Onde C, e C, correspondem a atividade enzimatica total (U) ou proteina solGvel

total (mg), nas fragGes de alimentagdo e permeada, respectivamente.

X
Fator de concentracao = (X—r) (2)

a

Onde X; e X, correspondem a atividade enzimatica (U/mL) ou concentracdo de
proteinas solUveis (mg/mL), nas fracdes de alimentacdo e retida, respectivamente.

O fator de concentracdo de volume foi calculado conforme mostra a Equacao 3.
« Va
Fator de concentrac¢do do volume = (—) (3)

Onde V, e V, correspondem ao volume alimentado (mL) e o volume da fragdo
retida membrana (mL), respectivamente.

O percentual de rejeicdo da enzima pela membrana foi calculado conforme a
Equacdo 4 (GOTTSCHALK; BON; NOBREGA, 2008).

L Xp
Rejeicao (%) = (1 - X_) .100 4)
r
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Onde X, e X, correspondem a atividade enzimatica (U/mL) na fracéo permeada e

retida, respectivamente.

2.4 INTEGRACAO DA CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM LEITO
EXPANDIDO A ULTRAFILTRACAO

2.4.1 Determinagéo do numero de ciclos de diafiltracao

Para determinar o nimero de ciclos necessarios para a remocdo completa e/ou
parcial do NaCl foram realizados ensaios com solucdo salina 1 mol/L. O processo de UF foi
operado no modo DF em unidade de bancada conforme descrito no item 2.3.1, utilizando
membrana com massa molar limite de 10 kDa (Millipore™, celulose regenerada), pressdo de
1,5 kgf/cm? e temperatura de 25°C. Ao modulo da membrana foram adicionados 10 mL de
solucdo de NaCl 1 mol/L e 20 mL de tampdo acetato de sodio 0,025 mol/L em pH 5,5,
representando dois diavolumes.

A cada ciclo foram permeados aproximadamente 20 mL, o processo foi
interrompido e alimentado com tampdo em volume igual ao volume permeado, e assim
sucessivamente, até a completa/parcial remocdo de NaCl. A remocdo de NaCl foi
acompanhada através da condutividade elétrica (uS/cm) na fracdo inicial e na fracdo
permeada em cada ciclo, medida esta realizada em condutivimetro da marca Oakton. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

2.4.2 Influéncia da temperatura no processo de diafiltracéo

A influéncia da temperatura na etapa de UF em modo DF foi avaliada através de
ensaios realizados nas temperaturas de 10°C e 25°C. O processo foi operado em unidade de
bancada conforme descrito no item 2.3.1 com membrana de massa molar limite de 10 kDa
(Millipore™, celulose regenerada) e pressao de 1,5 kgf/cm2. Ao mddulo da membrana foram
adicionados 10 mL de extrato purificado de peroxidase (fracdo oriunda da CTI em leito
expandido) e 20 mL tampao acetato de sodio 0,025 mol/L em pH 5,5.

A cada ciclo foram permeados aproximadamente 20 mL, o processo foi
interrompido e alimentado com tampdo em volume igual ao volume permeado, e assim
sucessivamente, até completar seis ciclos. A atividade enzimatica (U/mL) e a concentracdo de

proteinas soldveis (mg/mL) foram determinadas nas fragdes de entrada, permeado de cada
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ciclo e retido. A eficiéncia do processo integrando as duas técnicas de purificacdo foi
determinada pelo célculo do fator de purificacdo e recuperacdo enzimaética (item 2.5).

2.4.3 Influéncia da concentracao de CaCl, no processo de diafiltracdo

A influéncia da CaCl, foi avaliada através da adicdo do sal em diferentes
concentracdes ao tampao de DF, conforme mostra a Tabela 1. Ao todo foram realizados seis
ensaios associando a CTI em leito expandido a UF em modo DF, os quais foram realizados
conforme citado no item 2.4.2 & 10°C. A atividade enzimética (U/mL) e a concentracdo de
proteinas soltiveis (mg/mL) foram determinadas nas fragcGes de entrada, permeado de cada
ciclo e retido. A eficiéncia do processo integrando as duas técnicas de purificacdo foi

determinada pelo calculo do fator de purificacdo e recuperacdo enzimatica (item 2.5).

Tabela 1 — Integracdo da CTIl em leito expandido a UF na purificacdo de peroxidase:
uso de CaCl, ao tampéo de DF.

Ensaio Concentracéo de CaCl; (mol/L)
1 0,001
2 0,002
3 0,004
4 0,006
5 0,008
6 0,010

2.5 EFICIENCIA DO PROCESSO PURIFICACAO

A eficiéncia do processo de purificacdo foi avaliada através do fator de
purificacdo (FP) e da recuperagdo enzimética (REC), conforme mostra as Equagdes 5 e 6,

respectivamente.

A.EP
P =
A,EI

()

Onde A.EP ¢é a atividade especifica (U/mg) do extrato enzimatico purificado e

AEIl ¢ a atividade especifica (U/mg) do extrato enzimatico clarificado inicial.
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AEP

REC (%) =
t

. 100 (6)

Onde AEP é a atividade total (U) do extrato enzimatico purificado e AEIl é a

atividade total (U) do extrato enzimatico clarificado inicial.

2.6 ELETROFORESE

A massa molecular e a confirmacdo da pureza dos extratos purificados por
diferentes estratégias foram verificadas atraves da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), a qual foi realizada conforme
0 método de Laemmli (1970). Para analise das amostras com diferentes graus de purificacdo
por eletroforese, solucBes contendo 1 mg/mL de proteina foram preparadas, onde 75 pL
destas solucdes foram adicionados de 25 pL de tampdo de desnaturacédo (tris HCI 0,15 mol/L
pH 6,8, SDS 10%, 2- Mercaptoetanol 20%, bromofenol 0,02% e glicerol). Apés, as amostras
foram desnaturadas em banho-maria a 100°C por 7 min.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em cubas com miliamperagem fixada
em 25 mA, 150 V por 2 h e 30 min. As concentracGes do gel de separacdo e do gel de
concentracdo foram de 12,5% e 3,8%, respectivamente. A quantidade de proteina aplicada em
cada poco do gel foi a mesma tanto para o extrato bruto quanto para os extratos purificados.
No gel também foi aplicado o marcador de baixa massa molar da GE Healthcare Life Science,
que apresenta proteinas na faixa de 97 a 14,4 kDa (fosforilase b 97 kDa, albumina 66 kDa,
ovoalbumina 45 kDa, anidrase carbdnica 30 kDa, inibidor de tripsina 20,1 kDa e
a-Lactoalbumina 14,4 kDa). Ao final da eletroforese, as proteinas foram reveladas com
nitrato de prata.

Para estimar a massa molecular da peroxidase, medidas manuais da migracéo total
de proteinas e da distancia percorrida pela enzima no gel foram realizadas, para posterior

determinacéo do fator de retencdo (Rf), conforme mostra a Equagéo 7.

Re= (7

oo

-

Onde De e Dy representam a distancia percorrida pela enzima (cm) e distancia

total de corrida (cm), respectivamente. A massa molecular da peroxidase foi estimada através
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da equacdo da curva de correlagdo do logaritmo da massa molecular versus o fator de
retencéo.

2.7 APLICACAO DE PEROXIDASE NA REDUCAO DOS NIVEIS DE
DEOXINIVALENOL

2.7.1 Determinacdo da concentracao de deoxinivalenol

As condicbes cromatograficas utilizadas para a separagdo e quantificacdo de DON
foram conforme as determinadas no trabalho de Feltrin (2015) para cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo em 219 nm, utilizando a coluna cromatogréafica
Gemini™ C18 (250 mm x 4,6 mm de diametro interno). Para tal, foi utilizado o cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia Shimadzu™ (Quioto, Japdo) constituido por sistema de bombas
(modelo LC-AT), desgaseificador da fase mdvel (modelo DGU), controlador (modelo CBM-
20A), injetor manual com al¢ca de amostragem de 20 pL (modelo 77251i) e com sistema de
deteccdo espectrofotométrico (modelo SPD-20A). O controle do equipamento e aquisicao dos

dados foi feito pelo software LC Solution.

2.7.2 Reducdo dos niveis de deoxinivalenol em sistema modelo

Os ensaios de reducdo dos niveis de DON pela acdo da enzima peroxidase foi
realizada conforme Feltrin (2015), sendo conduzida segundo as condic¢Ges étimas de atividade
da enzima peroxidase. O meio reacional foi constituido pelo padrdo da micotoxina, tampéao
fosfato de sddio 0,005 mol/L em pH 5,5, peroxido de hidrogénio 0,08% e a peroxidase na sua
forma bruta e purificada por diferentes estratégias. Testes preliminares foram realizados com
a peroxidase purificada por CTI em leito expandido a fim de estabelecer a atividade
enzimatica que propiciasse maior reducdo dos niveis de DON, sendo testadas 0,001 U/mL,
0,005 U/mL e 0,01 U/mL, mantendo a concentracdo de DON em 1 pg/mL. Para os testes
utilizando a peroxidase bruta e purificada por diferentes estratégias, a atividade enzimatica
utilizada no meio reacional foi de 0,01 U/mL. Todos os extratos enzimaticos utilizados nos
ensaios foram previamente liofilizados, e o padrdo de DON foi adquirido da empresa Sigma-
Aldrich™ (Missouri, Estados Unidos).



94

O ensaio de redugdo dos niveis de DON consistiu na adi¢cdo de 75 uL de DON
(equivalente a 1,08 ug) em frascos de vidro e posterior evaporacdo do solvente (benzeno). Em
seguida, 750 pL tampdo foram adicionados aos frascos e os mesmos foram submetidos a
agitacdo em vortex por 30 s e banho ultrassénico de 25 kHz por 3 min. Ao término da
solubilizacdo, 25 uL de perdxido de hidrogénio e 1 mL de extrato enzimatico foram
adicionados aos frascos, 0s quais permaneceram sob agitacao orbital a 100 rpm e 25°C por 90
min.

Para a extracdo de DON do meio reacional, a técnica de extracdo por particdo
liquido-liquido foi realizada, a qual consistiu na adicdo de acetonitrila, seguido de agitacdo em
vortex por 30 s e banho ultrassénico de 25 kHz por 3 min. A fase organica foi retirada e o
processo foi repetido trés vezes. O volume final obtido foi seco em banho termostatico a
75°C, e ressuspendido em acetonitrila para quantificagdo do DON por CLAE com detecgéo
UV a 219 nm (FELTRIN, 2013). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

O percentual de reducdo de DON foi determinado utilizando-se a Equacéo 8:

Redugio de DON (%) = 100 (DONf 100) (8)
edugao de 0) = - \Don. -

Onde DON¢ e DON; representam a concentragéo final e inicial (ug/mL) de DON,

respectivamente, calculadas de acordo com a curva analitica da micotoxina.
2.7.3 Avaliacdo do mecanismo de reducdo do deoxinivalenol em sistema modelo

De modo a avaliar a possibilidade de adsor¢do do DON pela peroxidase, ensaios
adicionando a enzima previamente desnaturada ao meio reacional foram realizados. A
desnaturacdo da peroxidase consistiu na submissdo de uma solugdo enzimatica (0,01 U/mL) a
temperatura de 120°C por 1 h. Apos, a solucgéo foi transferida para banho de gelo e submetida
a determinacéo da atividade enzimatica. Os ensaios foram realizados conforme descrito no

item 2.7.2 e o percentual de adsorcéo foi calculado conforme a Equagéo 8.
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2.8 DETERMINACOES ANALITICAS

2.8.1 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada conforme Devaiah e Shetty (2009) com
modificagcdes. A 1 mL de extrato enzimatico, foram adicionados 1,5 mL de tampdo fosfato de
sodio 0,005 mol/L em pH 5,5, 2 mL de agua destilada, 0,5 mL de solucdo de guaiacol 1% e 1
mL de perdxido de hidrogénio 0,08%. Logo apos, a mistura reacional foi levada a um banho
termostético, onde permaneceu por 20 min a 25°C. Ao término da reacdo, a transmitancia foi
lida em espectrofotdmetro a 470 nm.

Para o célculo da atividade enzimatica de peroxidase, a equacdo de Schittmann et
al. (2014) foi utilizada considerando o coeficiente de absortividade do tetraguaiacol (g) de
26600 L/mol.cm. Uma unidade da atividade da peroxidase (U) representa a quantidade de
enzima que catalisa a oxidagdo de 1 pmol de guaiacol em 1 min, nas condigdes de ensaio. A
atividade especifica (U/mg de proteina) foi calculada pela razdo da atividade da enzima
(U/mL) e o teor de proteina sollveis (mg/mL). Todas as determina¢des foram realizadas em
quadruplicada.

2.8.2 Concentracao de proteinas

A concentragdo de proteina sollveis foi determinada segundo metodologia de
Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino como padrdo. Todas as

determinaces de proteinas foram realizadas em quadruplicada.

2.9 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Os resultados foram tratados por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey,
ou teste t-Student, atraves do software Statistica™ (Statsoft, Tulsa, Estados Unidos). A
analise estatistica foi realizada considerando um nivel de 95% (p<0,05) ou 90% (p<0,10) de

confianca.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SELECAO DA MEMBRANA DE ULTRAFILTRACAO

A fim de determinar a massa molar limite necessaria a purificagdo de peroxidase
por UF, ensaios com membranas de celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa foram
realizados. Segundo Higara et al. (2001), as peroxidases extraidas de vegetais possuem massa
molecular entre 28 kDa e 60 kDa. Além disso, estudos prévios realizados por Feltrin (2013) e
Gautério et al. (2015) verificaram que a peroxidase extraida de farelo de arroz apresentou
massa molecular proxima a 35 kDa, o que justifica a escolha das membranas no presente
trabalho.

Parametros da UF como pH, pressdo de operacdo e temperatura foram
pré-estabelecidos levando em consideracdo as condi¢des 6timas da peroxidase e estudos
prévios de concentracdo de outras biomoléculas. O uso da pressdo de 1,5 kgf/cm?2 tem como
base os bons resultados apresentados na concentracdo de B-galactosidase (MOLON et al.,
2011), queratinase (MACHADO et al., 2012) e C-ficocianina (MOLON et al., 2013) por UF.
O uso da temperatura de 25°C e pH 5,5 tém como base as condi¢des Otimas de peroxidase
(FELTRIN, 2013).

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para o fator de purificacdo (FP) e
recuperacdo enzimatica (REC) para ambas as membranas avaliadas. Ndo houve diferenca
significativa entre os parametros de eficiéncia de processo para as membranas em estudo. Os
baixos valores de FP obtidos para as membranas de 10 kDa (1,7 vezes) e 30 kDa (1,8 vezes)
podem estar relacionados ao fato das proteinas contaminantes do extrato clarificado
possuirem massa molar semelhante a da enzima de interesse, ou ainda possuirem massa molar
menor, mas serem retidas pela membrana dinamica formada pela camada de proteinas retidas
na superficie da membrana.

A Tabela 2 mostra os fatores de retencdo e concentracdo para as membranas de
10 kDa e 30 kDa, os quais nao diferem significativamente do ponto de vista estatistico. Para
ambos os ensaios, o fator de retengdo da atividade enzimética e o percentual de rejeicdo da
enzima pela membrana foram proximos a 1 e a 100%, nesta ordem, indicando que a
peroxidase foi retida sob ambas as membranas estudadas. Em relagé@o aos valores obtidos para
fator de concentracdo de atividade enzimatica, proteina e volume, os ensaios realizados com
ambas as membrana demonstram a eficiéncia do processo de UF, principalmente quando o

intuito é concentrar o biocomposto de interesse ap0s outras técnicas de purificacao.
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Figura 3 - Fator de purificacdo e recuperacao de peroxidase expressos como valores médios
com desvio padrdo para as membranas de celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa.
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Tabela 2 — Fatores de retencéo e concentragdo (atividade enzimatica, proteinas e volume) e
percentual de rejeicdo para as membranas de celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa.

Membrana Fator de retencéo Fator de concentragéo Rejeicao (%)

Atividade Proteinas  Atividade Proteinas Volume

enzimatica enzimatica

10kDa  0,99°+0,01 0,61*+0,05 7,82°+1,08 4,60°+0,79 7,98°+1,35 99,9 + 0,08
30kDa  0,99°+0,01 0,65%+0,04 6,92°+0,26 3,77°+0,19 6,83°+0,27 99,9 +0,10

*Média de trés valores + desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre
as médias pelo teste t-Student (p<0,05).

A Figura 4 apresenta o fluxo médio de permeado durante o processo de UF
utilizando as membranas de 10 kDa e 30 kDa. Nas duas condic¢des estudadas foi observada a
queda do fluxo de permeado com o tempo de permeacdo, comportamento este tipico dos
fendmenos de polarizagdo de concentracdo e de incrustacdo da membrana. Segundo Ghosh e
Cui (2000), conforme a solucéo é concentrada, a concentracdo de proteinas na superficie da
membrana se eleva, aumentando a camada polarizada. Dependendo da situacdo, pode ocorrer
a formacdo de uma camada gel, a qual leva a uma maior queda do fluxo de permeado. Em
membrana de 10 kDa, o fluxo médio variou entre 9,1 a 7,2 L/h.m?, enquanto que em

membrana de 30 kDa esta variacdo foi de 10,1 a 6,9 L/h.m2. A redugéo do fluxo de permeado
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para as membranas de 10 kDa e 30 kDa foi de 20,7% (desvio padrdo de + 3,9) e 28,9%
(desvio padrdo de £ 1,6), nesta ordem, os quais se diferiram estatisticamente pelo teste
t-Student (p<0,05).

Figura 4 - Fluxo médio de permeado durante o processo de UF usando membranas de
celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa.
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Os trabalhos que mencionam o uso da UF na concentracdo de peroxidases de
vegetais, em sua maioria, utilizam membranas de massa molar limite de 10 kDa, seja para
concentrar 0 extrato bruto (ZENG et al., 2013) ou purificado por processos cromatograficos
(CHEN; CHUNG; CHANG, 2012; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011). No estudo de
Gottschalk, Bon e Nobrega (2008), o uso da membrana de 10 kDa colaborou na concentracédo
de lignina peroxidase, a qual proporcionou 90% de retencdo da atividade enzimatica, 99% de
rejeicdo da enzima pela membrana e 74% de recuperacao enzimatica. Apesar das membranas
ndo apresentarem diferenca significativa na maioria dos seus pardmetros de avaliacdo,
optou-se por utilizar a membrana de 10 kDa do decorrer do presente trabalho, em virtude da
menor queda de fluxo apresentada por esta massa molar limite.

Al-Senaidy e Ismael (2011) utilizaram membrana de 10 kDa na concentragdo de
extrato bruto de peroxidases de folhas de palma (Phoenix dactylifera), e obtiveram FP de 1,4
vezes e REC de 96%. Boer et al. (2006) utilizaram membrana de 10 kDa para concentrar
manganés peroxidase por UF, e alcancaram valores de FP e REC de 1,4 vezes e 95,4%,

respectivamente. Marquez et al. (2008) concentraram peroxidase de baunilha (Vanilla
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planifolia) através do uso de membranas de 10 kDa em UF, e obtiveram como FP de 1,9
vezes e REC de 72,7%. Os resultados apresentados no presente trabalho se mostram coerentes
com o observado na literatura em termos de FP e REC, o que torna a UF um processo

possivel de purificacdo parcial e concentracdo de peroxidases.

3.2 INTEGRACAO DOS PROCESSOS DE PURIFICACAO

3.2.1 Numero de ciclos de diafiltracéo

Para estabelecer o numero de ciclos de DF necessarios a remocéo do sal da fracao
purificada de peroxidase, ensaios com solucdo de NaCl 1 mol/L e tampéo acetato de sodio
0,025 mol/L em pH 5,5 foram realizados. A escolha de uma solugdo de NaCl 1 mol/L se deve
ao fato de que esta é a concentracdo salina méxima utilizada na etapa de eluicdo da CTI em
leito expandido. O acompanhamento da remocdo de sal foi realizado através da medicdo da
condutividade elétrica, conforme mostra a Figura 5, visto que eletrolitos inorganicos como
NaCl apresentam esta propriedade. Trabalhos como de Wang, Zhang e Ouyang (2002) e de
Baldasso, Barros e Tessaro (2011) também utilizaram a condutividade elétrica como
indicativo da remocdo de sais durante a DF.

A remocdo de NaCl ocorreu durante os seis primeiros ciclos de DF e, logo apds, a
quantidade de sal no permeado permaneceu constante e na ordem de 1800 uS/cm. Assim,
ficou estabelecido que o processo de DF fosse operado ao longo de seis ciclos e cada ciclo
com adicdo de dois diavolumes de tampéo acetato de sodio 0,025 mol/L.

Para avaliar o comportamento da fracdo purificada de peroxidase durante o
processo de separacdo por membrana, um ensaio acoplando os processos de CTI em leito
expandido a DF foi realizado. A fracdo purificada foi diafiltrada com solucdo de acetato de
sodio 0,025 mol/L por seis ciclos de DF. A Figura 6 apresenta o fluxo de permeado e 0s
fatores de retencédo da atividade enzimatica e de proteina. Os fatores de retencdo da atividade
em todos os ciclos foram iguais a 1,0, indicando que ndo houve partigdo da enzima para 0
permeado. Os fatores de retencdo de proteinas decresceram ao longo da DF e alcancaram
valores na ordem de 0,36 nos dois ultimos ciclos, evidenciando que 0 processo promoveu a
purificacdo do biocomposto de interesse.

O fluxo de permeado aumentou ao longo do processo de DF, onde este aumento
correspondeu a 25% no sexto ciclo em relacdo ao fluxo inicial. O aumento do fluxo pode estar

relacionado ao seguinte fato: a medida que o NaCl permeia pela membrana, a concentracdo
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deste na fragdo retida proximo a superficie da membrana diminui, levando ao aumento do
fluxo. A condutividade elétrica também foi monitorada durante a DF, e alcancou valores
constantes na ordem de 1800 uS/cm nos dois ultimos ciclos, indicando que o uso de seis

ciclos de DF foi suficiente para a remogao do NaCl.

Figura 5 - Acompanhamento da remogdo de NaCl em cada ciclo de DF através da
condutividade elétrica (uS/cm).
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Figura 6 - Fluxo de permeado e fatores de retengdo da atividade enzimética e de proteina.
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3.2.2 Influéncia da temperatura e da concentracédo de CaCl, na diafiltracio

A influéncia da temperatura foi avaliada através de ensaios associando a técnica
de CTI em leito expandido a DF, os quais foram realizados a 10°C e 25°C. A Figura 7
apresenta os fatores de retencdo de atividade enzimaética e proteina para os ensaios realizados
a diferentes temperaturas. O fator de retencdo de proteinas diminuiu ao longo dos ciclos de
DF em ambas as condi¢cfes de temperatura, porém a queda foi mais abrupta no ensaio a 10°C,
indicando que nesta temperatura a remocao das proteinas contaminantes foi mais eficiente. Os
resultados de FP refletem a maior eficiéncia na purificagdo em temperaturas menores, Vvisto
que a 10°C a peroxidase foi purificada 3,4 vezes (etapa), enquanto que a 25°C o FP alcancou
valores de 2,5 vezes (etapa). A integracdo das técnicas de CTI em leito expandido e DF
resultaram nos valores de FP globais de 29,8 e 28,2 para as temperaturas de 10°C e 25°C,

respectivamente.

Figura 7 - Fatores de retencédo de atividade enzimatica e proteina durante a DF realizada em
diferentes temperaturas.
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Para ambas as condicGes de temperatura, o fator de retencdo da atividade
enzimética foi igual a 1,0, o que mostra que ndo ocorreu perda da peroxidase para a fracéo
permeada. No entanto, a REC na etapa de DF para dois ensaios foi baixa, compreendendo os
valores de 42,7% (10°C) e 49,7% (25°C), enquanto que as REC globais do processo de
purificacdo foram de 14,7% (10°C) e 23,2% (25°C). Apesar do menor percentual de REC
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obtido no ensaio a 10°C, este pode ndo estar relacionado com temperatura na qual a DF é
realizada, mas sim com outro fator que leve a desnaturagdo da peroxidase.

Uma vez que a DF promove a remocao dos sais presente na fracdo purificada de
peroxidase, parte do CaCl, adicionado na etapa de eluicdo da CTI em leito expandido também
é removido, 0o que pode levar & desestabilizacdo da enzima e, consequentemente, menor
percentual de REC da mesma. Estudos prévios afirmam que as peroxidases pertencentes a
classe I1l, por serem dependente de calcio, perdem sua atividade enzimatica na auséncia deste
fon (VEITCH, 2004). A fim de verificar se a concentracdo de CaCl, poderia influenciar na
REC da etapa de DF, ensaios a temperatura de 10°C e 25°C adicionando CaCl, 0,001 mol/L
na solucdo de DF foram realizados, e os resultados obtidos para os fatores de retencdo da

atividade enzimatica e proteina sao apresentados na Figura 8.

Figura 8 - Fatores de retencdo de atividade enzimatica e proteina durante a DF acrescida de
CaCl, 0,001 mol/L em diferentes temperaturas.
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Assim como observado na Figura 7, 0 uso da temperatura de 10°C proporcionou
maior particdo das proteinas contaminantes para a fracdo permeada, o que reflete em maiores
FP tanto na etapa de DF 5,7 vezes (10°C) e 3,1 vezes (25°C) —, como no processo global de
purificacdo — 62,5 vezes (10°C) e 35,0 vezes (25°C). O fator de retencdo da atividade
enzimatica se manteve igual a 1,0 em ambos o0s ensaios, ja que ndo houve particdo da

peroxidase para as fragcOes permeadas em cada ciclo. Os percentuais de REC na etapa de DF
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corresponderam a 57,3% (10°C) e 60,8% (25°C), valores estes superiores aos ensaios
realizados sem a adi¢do de CaCl, na solugéo de DF.

Uma vez que a REC na etapa de DF ndo foi praticamente afetada pela
temperatura, 0s ensaios subsequentes foram realizados na temperatura de 10°C, ja que a
mesma proporcionou maior remogdo das proteinas contaminantes e, por consequéncia, maior
FP nos ensaios com ou sem adicdo de CaCl, na solucdo diafiltrante. Os resultados aqui
apresentados mostram que a REC da etapa de DF é aumentada pela alimentacdo de CaCl, em
cada ciclo, visto que ions calcio desempenham efeito protetor a peroxidase. Com o intuito de
elevar a REC da DF, ensaios variando a concentragdo de CaCl, na solucdo diafiltrante foram
realizados, e os resultados séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Eficiéncia do processo e fatores de retencédo da atividade enzimatica e proteina na
etapa de DF acrescida de CaCl, em diferentes concentrac@es. Ensaios realizados a 10°C.

Atividade Fatorde Recuperacdo Retencdo

CaCl, . L o o Retencao
Etapa especifica purificagdo enzimatica  atividade ]
(mol/L) o proteinas
(U/mg) (vezes) (%) enzimatica

Sem adicéo 1,3 3,4 42,7 0,99 0,01

0,001 2,4 57 57,3 1,00 <0,01

0,002 3,0 4,7 73,7 0,99 <0,01

0,004 2,8 4.4 79,4 0,99 0,34

DF 0,006 2,3 3,5 80,2 1,00 0,17

0,008 2,0 2,9 68,6 0,98 <0,01

0,010 1,6 2,5 74,0 0,97 <0,01

*Atividade especifica do extrato bruto: 0,05 U/mg;
*Atividade especifica do extrato purificado por CTI: 0,55 U/mg.

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o aumento da concentragédo
de CaCl, na solucdo diafiltrante até 0,006 mol/L proporcionou maior recuperagdo da enzima
de interesse, enquanto que nas concentragdes maximas testadas o efeito foi contrario. O FP
diminuiu conforme o aumento de CaCl,, chegando a valores de 2,5 na maxima concentracdo
utilizada (0,010 mol/L). Liu, Yang e Chen (2013) observaram que a adi¢do de ions célcio
apresentou efeito positivo sobre a atividade especifica de peroxidase de rabanete, no entanto,
em concentracdes de CaCl, superiores a 0,010 mol/L, houve o decréscimo da mesma.

Dentre os ensaios realizados, a concentragdo de CaCl, de 0,004 mol/L se mostrou

a mais favoravel a ser utilizada na DF, proporcionando elevados valores de FP e REC. A
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integracdo dos processos de CTIl em leito expandido e DF resultou em FP e REC globais de
51,6 vezes e 33,4%, respectivamente. O mesmo ensaio foi realizado em duplicata e
concentrando a enzima apos os seis ciclos de DF, e os resultados séo apresentados na Tabela
4. A concentracdo da enzima apds a realizacdo dos seis ciclos causou a diminuicdo em 27%
da REC na etapa, em relacdo ao ensaio realizado sem concentrar a enzima ao final da DF
(REC = 79,4%). Esta diminuicdo na REC da etapa, provavelmente associada a saida de CaCl,
durante a concentracdo da peroxidase, mostra o quao importante é a adicdo de ions célcio para
manter a estabilidade da enzima durante a purificacdo. O FP na etapa de UF em modo DF foi
de 7,6 vezes (desvio médio de + 0,1), quase duas vezes maior em relacdo ao ensaio em que a
peroxidase néo foi concentrada (FP = 4,4).

Tabela 4 — Eficiéncia do processo de purificacdo de peroxidase por CTI em leito expandido

integrado a UF/DF.
Atividade
N n FP (vezes) REC (%)
Fracéo especifica
(U/mg)
Etapa Global Etapa Global
Extrato bruto 0,05 1 - 100 -
CTl em leito
i 0,55 10,4 - 44,2 )
expandido
UF/DF 405 +0,04 7,6 £0,1 751°+0,7 522°+13 228°+0,6

*Meédia de dois valores + desvio médio.

O processo de UF em modo DF também apresentou os fatores de retencdo da
atividade enzimatica e proteina de 0,97 e menor que 0,01, respectivamente, e percentual
médio de rejeicdo da membrana de 94,4%, indicando que ndo houve perda da enzima para a
fracdo permeada. Estes resultados reforcam a hipoOtese de que a diminuicdo da REC no
processo de UF em modo DF esta relacionada com a diminui¢do da concentracdo de ions
calcio, causando a desestabiliza¢do da peroxidase.

Apesar do baixo percentual de REC global (22,8%), o uso da CTI em leito
expandido associado a UF se mostrou um processo aplicavel para obtengdo de peroxidases
mais puras, proporcionando FP global de 75 vezes utilizando somente duas técnicas de
purificacdo. Em termos de obtencdo, o processo integrado de purificacdo da peroxidase

resultou, para cada g de farelo de arroz integral, 0,3 U de enzima purificada. Cabe salientar
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que ndo foram encontrados relatos na literatura que associem a CTI em leito expandido & UF
na purificacéo de peroxidase.

3.3 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DA PEROXIDASE PURIFICADA

A Figura 9 apresenta o perfil eletroforético dos diferentes extratos enzimaticos de
peroxidase de farelo de arroz. O uso da CTI em leito expandido tanto isolada quanto integrada
a UF em modo DF permitiu a retirada de proteinas contaminantes de massa molecular
superior e inferior a 66 kDa e 30 kDa, respectivamente. Os extratos bruto e purificado
apresentaram duas bandas em comum (I e 1), as quais podem indicar a existéncia de possiveis
isoenzimas de peroxidase. Uma terceira banda com massa molecular menor que 30 kDa
também foi observada nos extratos purificados, no entanto, esta ndo foi considerada como
possivel isoenzima de peroxidase. Isto se deve ao fato de que os ensaios com membrana de
30 kDa apresentaram fator de retencdo da enzima préximo a 1, indicando que se houvessem
isoenzimas de peroxidase menores que este tamanho, as mesmas apresentariam atividade na

fracdo permeada, o0 que néo foi observado.

Figura 9 - Eletroforese de peroxidase de farelo de arroz: (a) marcador molecular (b) extrato
bruto (c) extrato ultrafiltrado (d) extrato purificado por CTI em leito expandido (e) extrato
purificado por CTI em leito expandido integrado a UF.
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As massas moleculares das possiveis isoenzimas de peroxidase foram estimadas
através da equacgdo da curva de correlagdo apresentada na Figura 10, a qual apresentou
linearidade dentro da faixa proposta pela ANVISA e INMETRO (RIBANI et al., 2004). As
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massas moleculares encontradas para as isoenzimas de peroxidase foram de 35,6 kDa e
65,4 kDa.

Em geral, as peroxidases extraidas de vegetais possuem massa molecular entre
28 kDa e 60 kDa (HIGARA et al., 2001). Estudos prévios realizados por Feltrin (2013) e
Gautério et al. (2015) mostraram que a peroxidase extraida de farelo de arroz apresentou
massa molecular préxima a 35 kDa. Outros trabalhos, no entanto, reportam que peroxidases
de vegetais podem apresentar massa molecular acima de 60 kDa, como as extraidas de
Brassica oleracea (KHARATMOL; PANDIT, 2012; SOMTURK; KALIN; OZDEMIR,
2014), de Raphanus sativus (SISECIOGLU et al., 2010) e de Leucaena leucocephala
(PANDEY; DWIVEDI, 2011). Desta forma, as massas moleculares estimadas para duas
possiveis isoenzimas de peroxidase no presente trabalho se mostram de acordo com o

observado na literatura.

Figura 10 - Curva de correlacdo entre o logaritmo da massa molecular e o fator de retencéo
no gel SDS-PAGE, para padrdo molecular para peroxidase de farelo de arroz.
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3.4 REDUCAO DOS NIVEIS DE DEOXINIVALENOL EM SISTEMA MODELO PELA
ACAO DE PEROXIDASE BRUTA E PURIFICADA

A natureza oxidativa das peroxidases permite que estas sejam utilizadas para fins
de biorremediacdo, substituindo as técnicas convencionais de oxidacgdo. Existem trabalhos na
literatura cientifica que mencionam a utilizacdo de peroxidases na oxidacdo de compostos
fenolicos (CHAGAS et al., 2015), corantes (VUJCIC et al., 2015) e de compostos volateis
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responsaveis por causar odores indesejaveis (PARKER et al., 2012), no entanto, séo
extremamente escassos 0s relatos do uso destas enzimas na reducdo dos niveis de
micotoxinas.

Assim como nas aplicacOes citadas acima, o uso da peroxidase na reducdo dos
niveis de micotoxinas explora a sua ac¢do oxidativa sobre grupamentos doadores de elétrons.
No caso especifico do DON, a perda de sua toxicidade se da principalmente pela quebra do
anel epdxido. A peroxidase pode atuar sobre o anel epdxido presente na estrutura quimica da
micotoxina, deepoxidando-a, 0 que resulta na perda da sua toxidade (GARDA-BUFFON;
KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011).

Como citado no item 2.7.2, testes preliminares foram realizados com a peroxidase
purificada por CTI em leito expandido, variando a atividade enzimatica e mantendo a
concentracdo de DON fixa em 1 ug/mL. Os percentuais de reducdo de DON utilizando
0,001 U/mL, 0,005 U/mL e 0,01 U/mL foram de 11,9% (desvio médio de 4,6), 27,2% (desvio
médio de 0,8) e 53,6% (desvio médio de 2,8), respectivamente. Os resultados mostram que o
aumento na atividade enzimatica de peroxidase elevaram os percentuais de reducdo de DON,
e por este motivo, a condicdo de 0,01 U/mL foi estabelecida para as demais aplicacdes da
enzima. Ndo foram testadas atividades enziméticas mais elevadas da enzima, uma vez que a
condicdo estabelecida ja foi suficiente para reduzir os niveis de DON.

A Tabela 5 apresenta os percentuais de reducdo de DON apds a aplicacdo da
peroxidase na sua forma bruta e em diferentes graus de purificagdo. O uso da peroxidase
purificada proporcionou maior reducdo dos niveis de DON em relacdo a peroxidase na sua
forma bruta, o que mostra a importancia dos processos de purificacdo para posterior aplicacdo
da enzima. A fracdo mais purificada de peroxidase, oriunda da purificacdo por CTI em leito
expandido integrado a UF/DF, apresentou diferenca significativa em relacdo as demais
fracdes, e resultou na reducdo em mais de 80% nos niveis de DON, ainda que utilizando baixa
atividade enzimatica no meio reacional (0,01 U/mL). A Figura 11 apresenta 0s
cromatogramas de eluicdo do DON antes e ap0s a acdo da peroxidase purificada, onde é
notavel a diminuicdo do pico no tempo de retengdo proximo a 5,3 (tempo de retencdo da
micotoxina).

A aplicacédo do extrato bruto e ultrafiltrado ndo apresentou diferenca significativa
na reducdo dos niveis de DON, fato este que pode ser explicado pelo baixo fator de
purificacdo (1,7 vezes) da fracéo ultrafiltrada, uma vez que o processo em si ndo foi suficiente
para retirar boa parte das proteinas contaminantes. O uso da peroxidase purificada por CTl em
leito expandido se diferiu estatisticamente dos extratos bruto e ultrafiltrado, mostrando que a
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enzima purificada por uma Unica técnica foi capaz de reduzir os niveis de DON acima de
50%.

Tabela 5 — Percentuais de reducdo de DON pela acdo de peroxidase bruta e purificada por
diferentes estratégias.

Extrato de peroxidase % Reducgédo de DON
Bruto 43,1°+0,1
Purificado por UF 405°+7,6
Purificado por CTI em leito expandido 53,6"+ 2,9
Purificado por CTI em leito expandido + UF 81,7+ 3,4

*Meédia de trés valores + desvio padrdo. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias
pelo teste de Tukey (p<0,10).

Figura 11 - Cromatograma de eluicdo do DON (a) antes e (b) ap6s acdo da enzima
peroxidase purificada*.
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*Peroxidase purificada por CTI em leito expandido integrado a UF/DF.

Uma vez que ndo foram realizados estudos que comprovem a modificacdo da
estrutura do DON pela peroxidase, ndo se pode afirmar que a acdo da enzima no DON se da
apenas por oxidagdo da sua estrutura. Alem disso, as proteinas apresentam capacidade de
adsorcao devido a presencga de grupos ativos na superficie proteica, fendmeno este que pode

ocorrer em substituicdo a oxidacdo do DON. A possibilidade de adsorcdo do DON pela



109

peroxidase foi avaliada através da adicdo da enzima purificada previamente desnaturada ao
meio reacional. O percentual de adsorcdo de DON apresentado para os extratos purificados

estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Percentuais de adsor¢do de DON pela acdo de peroxidase purificada.

Extrato de peroxidase % Adsorcdo de DON
Purificado por CT1 em leito expandido 35,8°+1,1
Purificado por CTI em leito expandido + UF 67,3+ 6,3

*Meédia de trés valores com desvio padrdo. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa entre as
médias pelo teste t-Student (p<0,05).

O percentual de adsorcdo de DON foi maior para a peroxidase mais purificada,
indicando a existéncia de uma relacdo entre o grau de purificacdo e de adsorcdo da enzima.
Considerando os percentuais apresentados na Tabela 6, pode-se dizer que a reducao dos niveis
de DON se déa pela combinacéo dos processos de adsorcao e oxidagdo. Contudo, ndo ha como
afirmar a parcela (percentual) correspondente a oxidacgdo, ja que estes fenbmenos ocorrem
simultaneamente ao se utilizar a enzima na forma ativa. Os resultados apresentados no
presente trabalho demonstram que a purificagdo da peroxidase exerce papel fundamental para
sua posterior aplicacdo na reducdo dos niveis de DON, independente do seu mecanismo de
acao.

Como mencionado acima, sdo escassos 0s relatos na literatura cientifica que
mencionam 0 uso da peroxidase na reducdo dos niveis de micotoxinas, tornando dificil a
comparacdo dos resultados. Das e Mishra (2000) avaliaram a acdo da peroxidase na
micotoxina aflatoxina B1, utilizando enzima comercial e duas parcialmente purificadas
extraidas do rabanete. Os autores verificaram que a enzima comercial apresentou 60% de
reducdo nos niveis da aflatoxina B1, enquanto que as duas fracGes parcialmente purificadas
demostraram 30% e 38%, nas concentracfes de 20 U/mg e 30 U/mg, respectivamente. Nora
(2015) aplicou peroxidase comercial e parcialmente purificada por particdo trifasica na
reducdo dos niveis de ocratoxina A. O autor obteve 59% e 41% de reducdo utilizando a
peroxidase comercial e parcialmente purificada, respectivamente, com baixa atividade
enzimatica no meio reacional (0,063 U/mL). Os trabalhos citados ressaltam a importancia da
purificacdo na posterior reducao dos niveis de micotoxinas.

No caso especifico do DON, estudos realizados por Garda-Buffon, Kupski e
Badiale-Furlong (2011) e Feltrin (2013) mencionaram a relagéo existente entre a redugéo dos

niveis da micotoxina e a atividade da peroxidase. Por outro lado, ndo foram encontrados até o
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momento trabalhos que reportem o uso de peroxidase com diferentes graus de purificagdo na
reducdo dos niveis DON, tampouco o0 modo de acdo da enzima sobre a micotoxina. Os
resultados apresentados neste trabalho, ainda que preliminares, demonstram a possibilidade de
aplicar a peroxidase na reducdo dos niveis de DON, bem como importancia dos processos de

purificacdo frente a posterior aplicacdo de enzima para este fim.

4 CONCLUSAO

No presente trabalho, a CTI em leito expandido foi integrada & UF para
purificacdo de peroxidase, sendo esta enzima aplicada na reducdo dos niveis de DON. O uso
de membrana de massa molar limite de 10 kDa, temperatura de 10°C, seis ciclos de DF,
adicdo de CaCl, 0,004 mol/L a solucdo dialfiltrante e concentracdo da enzima ao final do
processo resultou nos valores globais de fator de purificacdo e recuperacdo enzimatica de
75,1 vezes e 22,8%, respectivamente.

Através do perfil eletroforético, duas possiveis isoenzimas de massa molecular de
35,6 kDa e 65,4 kDa foram identificadas. A aplicacdo da peroxidase purificada por CTI em
leito expandido integrado a UF/DF resultou na redugdo em 81,7% nos niveis de DON. O
percentual de adsorcéo da peroxidase purificada sobre o DON chegou a 67,2%, indicando que

0 mecanismo de acdo da enzima ocorre simultaneamente por adsorcéo e oxidagéo.
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4 CONCLUSAO GERAL

No presente trabalho, foi possivel purificar a enzima peroxidase de farelo de arroz
utilizando a CTI em leito expandido integrado a UF, bem como aplica-la na reducdo dos
niveis de DON. A CTI em leito expandido foi aperfeicoada através da avaliacdo dos
principais parametros das etapas de adsor¢éo, lavagem e elui¢do. O uso do tampé&o acetato de
sodio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expansdo de 2,5 se mostraram as condi¢cdes mais
adequada para adsorcdo de peroxidase em trocador catibnico, apresentando capacidade de
adsorcdo no equilibrio (g*) de 2,68 U/mL de resina e capacidade dindmica de adsor¢do
(Q10% ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na lavagem e a combinacgéo da eluigédo do
tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 0,15 a 1 mol/L de NaCl
acrescido de 0,001 mol/L de CaCl, em tampdo acetato de sdédio 0,025 mol/L pH 5,5,
proporcionaram a purificacdo da peroxidase em 14,6 vezes com recuperagdo enzimatica de
51,5%.

Para integrar a CTI em leito expandido a UF, as condi¢cdes mais favoraveis para a
purificacdo e concentracdo da peroxidase por UF foram determinadas. O uso de membrana de
massa molar limite de 10 kDa, temperatura de 10°C, seis ciclos de DF e adi¢do de CaCl,
0,004 mol/L a solucdo dialfiltrante resultou nos valores de fator de purificacdo e recuperacao
enzimatica na etapa de 4,4 vezes e 79,4%, respectivamente. O processo global integrando as
duas técnicas resultou na purificacdo da peroxidase em 75,1 vezes e recuperacdo enzimatica
de 22,8%. Atraves do perfil eletroforético da peroxidase purificada, duas possiveis isoenzimas
de massa molecular de 35,6 kDa e 65,4 kDa foram identificadas

O uso da peroxidase purificada proporcionou maior reducdo dos niveis de DON
em relacdo a peroxidase na sua forma bruta, 0 que mostra a importancia dos processos de
purificacdo para posterior aplicacdo da enzima. A aplicacdo da peroxidase purificada por CTI
em leito expandido integrado a UF resultou na reducdo em 81,7% nos niveis de DON, ainda
que utilizando 0,01 U/mL da enzima no meio reacional. O percentual de adsorcdo da
peroxidase purificada sobre o DON chegou a 67,2%, indicando que o mecanismo de ac¢éo da
enzima ocorre simultaneamente por adsorc¢ao e oxidacao.

A purificagdo de peroxidase obtida a partir de um coproduto da agroindustria,
através de duas técnicas possiveis de ampliacdo de escala, se torna promissora frente a
associacao de técnicas cromatograficas normalmente utilizadas para este fim. Os ensaios em
sistema modelo mostraram que a peroxidase pode ser aplicada na redugdo dos niveis de DON,

sendo necessario um estudo mais aprofundado sobre o uso da enzima pare este fim.
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