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NOMENCLATURA

AE Atwvidade de Peroxidase
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CAIMI Cromatografia de Afinidade com Ions Metalicos Imobilizados
Ceval Ceval Alimentos S.A.

CSFF Chelating Sepharose Fast Flow

CSFF-IDA-Cv**  Complexo Chelating Sepharose Fast Flow-Acido Iminodiacético-Cobre
Da/kDa Dalton / kilodalton

EBCS Extrato Bruto da Casca da Soja

EDTA Acido Etilenodinitrilotetracético Sal Dissédico
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R Rendimento
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SDFA Sistema de Duas Fases Agquosas

U Unidade de Atividade Enzimatica



Resumo

RESuUMO

Foram investigadas estabilidade frente a pH e temperatura e condigbes 6timas da
enzima peroxidase do extrato bruto da casca da soja (Glycine max). Foi verificada a
afinidade entre a enzima e ions cobre imobilizados no gel “Chelating Sepharose Fast Flow”
(CSFF) e também fo1 estudado o efeito do pH sobre a adsor¢do desta enzima. Foram
construidas isotermas de adsor¢do para a peroxidase do extrato bruto de casca da soja e

para as peroxidases padrio de soja € de nabo (horseradish), para verificar a capacidade

méxima de adsorgio do complexo CSFF-IDA-Cu® para estas enzimas. Curvas de ruptura

para a peroxidase do caldo bruto de casca da soja foram construidas para estudar a
eficiéncia do compiexo na adsor¢do da enzima, A purificagiio da peroxidase do extrato
bruto da casca da soja foi estudada na coluna HR 5/5 empacotada com o complexo CSFE-
IDA-Cu*" equilibrado com tampéo fosfato de sédio 0,1M a pH 6,0.

Foi verificado que a peroxidase do extrato bruto da casca da soja apresentou
condigdes otimas de atividade a pH 4,5, mostrou-se estavel por trés horas em temperaturas
entre 1 e 55°C. Fo1 observado que a adsorgdo mais seletiva da peroxidase do extrato bruto
de casca da soja se deu a pH 6,0, quando 51% da enzima foi retida apds dez minutos de
contato entre a peroxidase e o complexo CSFF-IDA-Cu®" a 25°C em tampéo fosfato de
sodio 0,IM. A adsorcio das peroxidases da casca da soja, padrio comercial de nabo e
padrio comercial de soja no complexo CSFF-IDA-Cu”” obedeceu ao modelo Proposto por
Langmuir. Com a construgio das curvas de ruptura foi verificado que a pH 6,0 houve a
melhor seletividade na separacio da atividade de peroxidase, quando 96,9% de atividade
foi recuperada. Na adsorcdo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja na coluna HR
5/5 empacotada com CSFF-IDA-Cu®" a pH 6.0, foi obtido um fator de purificagio de 5,9

vezes com um rendimento de 83,4%.

Palavras-chave: Peroxidase; Soja; Glycine max; Cromatografia de Afinidade com Metal

Imobilizado; Downstream Processing.
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Abstract

ABSTRACT

The conditions for the soybean hull peroxidase activity were investigated for pH
and temperature. It was observed that the best pH for maximum activity was at 4.5,
however the activity was only 5% reduced at pH values 5.0 and 5.5 and was 20% reduced
for pH’s between 6.0 and 7.0 and 45% reduced at pH 8.0. It was stable at this pH interval
for four hours period, however, 1t lost 20% activity at pH 4.5 after one hour incubation.
Best temperature for the enzyme active was 55 °C and it was stable from 1 to 55 °C for at

least three hours.

The affinity between the soybean hull peroxidase and copper ions immobilized in

a solid matrix was investigated. The maximum capacity of the CSFF-IDA-Cu”" to interact
with the enzyme was calculated by plotting the concentrations of the proxidase found in the
liquid phase in equilibrium with the peroxidase concentrations found in the solid phase
(isotherms). Breakthrough curves were built to study the effictency of CSFF-IDA-Cu”* bed
to adsorb the peroxidase of soybean hull and also two standards peroxidases commercially
available from soybean and from horseradish. The effect of pH on the adsorption of the
enzyme was also investigated and it was observed that the most selective adsorption of the
soybean hull peroxidase was at pH 6.0. Purification of the soybean hull peroxidase was
studied in the column HR 5/5 packed with the complex CSFF-IDA-Cu®" in 100 mM
phosphate buffer at pH 6.0. The adsorption of the soybean hull peroxidase, soybean and
horseradish peroxidases by the CSFF-IDA-Cu”" was observed to follow Langmuir model.
The final peroxidase purified by the process developed in this work showed that the
specific activity of the enzyme was about 5.9 fold higher than that of crude extract and the
yield was about 83.4%.

Keywords: Peroxidase; Soybean; Glycine max; Immobilized Metal Ion Affinity

Chromatography; Downstream Processing.
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Introdugdio

1 - INTRODUCAO

As peroxidases sdo heme-proteinas que tem como fungfo biossintese de parede
celular, defesa e outros processos oxidativos que usa peroxido de hidrogénio como aceptor

de elétrons. A semente de soja € uma fonte abundante de peroxidase e estio sendo
desenvolvidas tecnologias utilizando peroxidase de soja como uma alternativa econdmica
para técnicas de oxidagio quimica incluindo branqueamento de polpa e papel, tratamento
de aguas residuanas industrials, remediagdo de solos e sinteses orgdnicas (VIERLING e
WILCOX, 1996},

Parte substancial do custo de obtencdo de produtos de origem biotecnologica é
resultante dos processos de extragio e purificacio (“Downstream-Processing”). A
cromatografia por afinidade tornou-se um importante método para a purificagio de
moléculas biclogicamente ativas. Um grande nimero de proteinas foi assim purificadas
sendo as enzimas, a maior categoria dessas macromoléculas. De acordo com COLLINS e
al. (1997) os primeiros trabalhos descrevendo esta modalidade de cromatografia datam de
1959, empregando anticorpo anft-haptenos, possibilitando o emprego da cromatografia de
afinidade na purificagio de tirosinase. No entanto, foi no inicio da década de 60 que esse
tipo de cromatografia teve um grande impulso, passando a ser amplamente empregada

como método de purificagdo de macromoléculas.

Cromatografia por Afinidade com Jfon Metalico Imobilizado (CAIMI) ou
Immobilized Metal lon Affinity Chromatography (IMAC) é um versatil procedimento de
separagdo que explora diferencas na afinidade exibida em muitos biopolimeros por ions
metélicos. A técnica envolve a quelagio do ion metalico em um suporte sélido, onde a

superficie foi quimicamente modificada com ligantes polidentados. O ligante com o ion

1



Introdugdo

metalico quelado tem um potencial de coordenagiio com grupos doadores de elétrons

residentes na superficie de interacfio de proteinas (CHAQOUK e HEARN, 1999).

Diversos pesquisadores tém usado o complexo acido iminodiacético-cobre (IDA-
Cu®) como um ligante covalentemente preso a um suporte, para recuperar e purificar
diversas enzimas em cromatografia que possuem afinidade por este metal. Um fator
importante na interagdo proteina-metal é a acessibilidade dos residuos de histidina expostos
na superficie da proteina (PORATH ef al., 1975; WUENSCHELL et al., 1990; ARNOLD,
1991; BIRKENMEIER et al., 1991).

O Laboratério de Engenharia Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP vem desenvolvendo pesquisas em processos ndo-convencionals de purificagio
de proteinas e/ou enzimas e na redugdo do nimero de etapas operacionais. SILVA e
FRANCO (2000) extrairam e purificaram a peroxidase de soja por partigio liquido-liquido
em sistema de duas fases aquosas (SDFA), utilizando o complexo IDA-Cu®* acoplado a

polietilenoglicol (PEG).

O objetivo deste trabalho foi extrair e purificar a enzima peroxidase do extrato
bruto da casca da soja (Glycine max) utilizando a adsor¢io de afinidade em um suporte
solido com ion cobre imebilizado, visando reduzir o namero de etapas da purificagio

eliminando matenial interferente e desenvolvendo a reciclagem do suporte sélido.



Revisdo Bibliogrdfica

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Peroxidases

Peroxidase, doador: hidrogénio-perdxido oxidorredutase EC 1.11.1.7, pertence a
uma classe de proteinas que tem como fungio oxidar uma variedade de doadores de
hidrogénio (CHEN e VIERLING, 2000; DURAN e ESPOSITO, 2000). Possuem uma
variedade de funcbes biossintéticas e degradativas usando perdxido de hidrogénio como
aceptor de elétrons (GIJZEN et al, 1999). Estas enzimas sdo encontradas em bacténas,
fungos, plantas e vertebrados (DAWSON, 1988).

A peroxidase tem sido extensivamente estudada em plantas e tem sido implicada
em uma variedade de processos fisiologicos incluindo biossintese de lignina,
polimerizagdo, cicatrizagdo de fenmentos (CHEN e VIERLING, 2000). E a enzima mais
freqlientemente usada na produgio de kits de imunoanalises e em medidas colorimétricas

do peréxido de hidrogénio.

De acordo com CHEN e VIERLING (2000} a familia de peroxidases de soja

consiste em aproximadamente vinte isoenzimas.

GILLIKIN e GRAHAM (1991) relataram a existéncia de uma Unica isoenzima na

casca da semente de s0ja com uma alta estabilidade térmica até a baixo pH (McELDOON
21 al., 1995). Os autores concluiram, através de experimentos de impress&o em tecido, que a
atividade de peroxidase na casca da semente de soja € 99 vezes maior que a observada no
cotilédone da semente em peso seco. Foi verificado por estes autores que a relativa

facilidade em isolar esta 1soenzima foi devido ao fato da casca da semente de soja madura

3



Reviséo Bibliogrifica

ndo conter uma variedade de complexos de proteinas solliveis. Além disso, a peroxidase
representa uma porgao significativa do total de proteinas solivers da casca da semente.
Baseado em dados de purificacio foi sugerido que a casca da semente de soja poderia
representar uma das mais ricas fontes de uma tnica isoenzima peroxidase ja descrita em

plantas.

Poucas peroxidases tém a estrutura da cadeia de seus carboidratos analisada em
detalhes. A peroxidase da casca da semente da soja, uma glicoproteina com ponto
isoelétrico 4,1, foi encontrada em quantidades substanciais no bioproduto da indistria de
soja (GILLIKIN e GRAHAM, 1991) com um teor de carboidratos ligados 4 enzima de
18,2% (GRAY et al., 1996).

A peroxidase de nabo (horseradish peroxidase) ¢ bem conhecida por ser uma

glicoproteina (WELINDER, 1985), com o conteado de carboidratos, em alguns casos, de
17% da mossa molar da peroxidase. Novas peroxidases de plantas tém sido isoladas e
caracterizadas e geralmente sfo também glicosiladas (McMANUS e ASHFORD, 1997). A
lactoperoxidase proveniente do soro de leite também apresenta quantidades substanciais de
carboidratos (STEFANO ef al., 1994).

A Tabela 1 descreve a composigio de algumas peroxidases.

Tabela I: Composicdo de aminodcidos, carboidratos e massa molar de peroxidases de diferentes origens.

4 Histidinas
. . L GRAY etal (1996),
Peroxidase de saja 9 Cisteinas 18.2% 37.000
) SESSA e ANDERSSON (1981)
1 Triptofano
2 Histidinas
. L 5,0%
Peroxidase de nabo 8 Cistetnas 17.0% 40.000 Enzyme Handbook (1994)
LYo
1 Triptofano
15 Histidinas
] STEFANO et al. (19943,
Lactoperoxidase 16 Cisteinas 8,0% 82.000

' DUNFORD e STILLMAN (1976)
16 Trptofanos
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2.1.1 — Aplicacoes da Peroxidase

A principal fung¢iio da enzima peroxidase € oxidar uma variedade de doadores de
hidrogénio com consumo de perdxido de hidrogénio ou oxigénio molecular em reagdes de
oxidacio (VIERLING e WILCOX, 1996).

Peroxidase ¢ a enzima mais freqientemente utilizada em imunoensaios
enzimaticos (MIRANDA er al, 1995) e em diagnésticos médicos (MIRANDA e
CASCONE, 1994). E usada na determinagio enziméatica de pequenas quantidades de
glicose, especialmente para pessoas que sofrem de diabetes (LOBARZEWSKI e
GINALSKA, 1995).

De acordo com EGOROV e GAZARYAN (1993), a peroxidase também pode ser
empregada nos biossensores (RUZGAS er al, 1996, ROSATTO et al, 1999), na
transformagio quimica de medicamentos, na fabricacio de produtos quimicos, na
degradagiio de compostos aromaticos e no controle do meio ambiente (GANJIDOUST ez
al., 1996).

POKORA (1995) relatou o uso de peroxidases em processos de sintese de diversos
intermediarios quimicos, como a resina fendlica isenta de formaldeido. Outra importante
classe de materiais produzidos por reages catalisadas por peroxidase em solventes
organicos sdo as aminas poliaromaticas e os polifendis (AKKARA er al, 1999). A
peroxidase de soja pode ser usada para clareamento de papel, substituindo oxidantes
quimicos para oxidar anilina no processo de producio de polianilina e quando
microencapsulada, a peroxidase de soja é liberada produzindo um papel-carbono, com uma

mudangca de cor, sem as manchas deixadas pelo carbono.
HELLER e VREEKE (1998) produziram um biossensor eletroquimico com uma
peroxidase termoestavel denvada da soja, capaz de medir peréxido de hidrogénio em

temperaturas em torno de 37°C em ambientes biologicos.

KIM et al. (1998) produziram polifendis usando a peroxidase da casca da soja
como biocatalisador (sensores de metais) para determinar a presenca de ions metalicos

especificos em solugdes aquosas em concentragdes menores que 10 mM.
WRIGHT e NICELL (1999) usaram a peroxidase de soja para remogio de fenois e

5
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outros compostos arométicos de aguas residudrias industriais. Foi obtida uma remoc¢io
maxima de 99,7% de compostos aromaticos e fendis em pH 6,0 usando 3,3 U/mL de

atividade peroxidisica.

KINSLEY e NICELL (2000) usaram a peroxidase de soja para catalisar a
polimerizagdo de compostos fendlicos presentes em aguas residuarias industriais. Foi
testado o uso do polietilenoglicol para aumentar a vida catalitica da enzima. Reagles
lineares foram encontradas entre a quantidade de fenol tratado (de 1 a 10 mM), doses
otimas de peroxidase de soja e polietilenoglicol (de massa molar 3.500) requerendo uma

remogio de fenodis mator que 95%.

MUNIR e DORDICK (2000) usaram a peroxidase de soja para catalisar reagdes de

halogenagéo. A peroxidase de soja mostrou-se como um efetivo catalisador da brominagio
do alcool veracil em derivados do 6-Bromo.

As vantagens do uso da peroxidase de soja além das tecnologias oxidativas,
incluem disponibilidade, baixo custo, maior reatividade, baixa producio de co-produtos, e
uma habilidade de oxidar completamente compostos orginicos em didxido de carbono,
agua e sais (VIERLING e WILCOQX, 1996).

2.2 - Processos de Extracido e Purificacdo da Peroxidase

Diferentes métodos tem sido descritos para extracio e purificacdo de peroxidase,
envolvendo principalmente cromatografia de troca i6nica (SHANNON er al, 1966),
precipitagio com sais (LASCU et al, 1986), cromatografia de interagio hidrofdbica
(CHAVEZ e FLURKEY, 1984), cromatografia de afinidade usando concavalina A como
ligante (BRATTAIN er al, 1976), anticorpos monoclonais (ELLING er al, 1991),
complexo IDA-Cu®* como um ligante covalentemente preso ao polietilenoglicol (SILVA e
FRANCO, 2000) e separacio por particio em sistemas de duas fases aquosas (SDFA)
(MIRANDA et al., 1998).

SESSA e ANDERSSON (1981) purificaram a peroxidase de soja obtendo um
aumento de 628 vezes no fator de punficacio desta enzima, usando uma seqiiéncia de

procedimentos: fracionamento com sulfato de amdnio, cromatografia de filtragio em gel,

6
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cromatografia de troca i0nica, cromatografia de afinidade e cromatografia hidrofobica,

obtendo um baixo rendimento de 4%.

Peroxidase de algas marrons for purificada por particio em SDFA convencional
{(VILTER, 1990). Um sistema feito com 10% de PEG 1.550 e 15% de carbonato, pH 11,8,
foi usado, obtendo-se um coeficiente de particio de 97 e um rendimento de 93%. De acordo
com este autor, a inativagio da peroxidase resultante do tratamento com carbonato de

potassio a elevados pH foi revertida por troca de tampéo.

GILLIKIN ¢ GRAHAM (1991) extrairam e purificaram a peroxidase da casca da
semente de soja usando sucessivas cromatografias: troca iénica, afinidade e filtracdo em

gel, aumentando o fator de purificagdo para 41 vezes com um rendimento de 14%.

DALTON et al. (1996) extrairam e purificaram a ascorbato peroxidase de soja,

aumentando o fator de purificagio para 7,7 vezes, usando cromatografia de afinidade

seguida por cromatografia de filtragio em gel, obtendo um rendimento de 27%.

Um processo de purificacio e extracdo da peroxidase de soja em um outro SDFA
termossensivel com Triton X-45, Triton X-100 e acetato de sodio a pH 5,5 foi desenvolwvido
por MIRANDA et al. (1998} com rendimento de 99% e fator de purifica¢do de 6 vezes.
Cromatografia de afinidade foi usada para punficar a enzima em uma segunda etapa,
aumentando o fator de purificacio para 41 vezes e com rendimento para 28% de
peroxidase. A dissociacio da enzima do complexo de afinidade foi executada com adigdo
de uma fase salina (10% fosfato a pH 7,0).

LIU et al. (1999) extrairam e purificaram a peroxidase da casca da soja
aumentando o fator de purificagio de 57 vezes, usando uma seqiéncia de procedimentos:
fracionamento com sulfato de aménio, cromatografia de troca ibnica, cromatografia de

afinidade e cromatografia de filtragdo em gel, obtendo um rendimento de 16,4%.

SILVA e FRANCO (2000) extrairam e purificaram a peroxidase de soja por
partigio em SDFA, utilizando o complexo IDA-Cu” acoplado a polietilenoglicol. Foi
observado que a peroxidase foi fortemente particionada para a fase contendo cobre e que
64% da enzima praticamente pura podia ser purificada em apenas duas etapas. O aumento

no fator de punifica¢io obtido neste processo foi de 145 vezes.



Revisdo Bibliogrifica

2.3 - Cromatografia por Afinidade

Segundo COLLINS et al. (1997) a cromatografia por afinidade distingue-se dos
outros métodos cromatograficos por basear-se nas propriedades funcionais das espécies que

mteragem: a substdncia a ser separada e a fase estacionaria.

O pnncipio da cromatografia por afinidade é o isolamento seletivo de
macromoléculas biologicas, através da utilizagio das propriedades dessas substincias de

unirem-se reversivelmente a ligantes especificos imobilizados a suportes sélidos.

Basicamente, a metodologia da cromatografia por afinidade envolve a preparagiio

de uma fase estaciondria seletiva, por imobilizagdo de ligantes especificos & matriz ou

suporte solido. A amostra ¢ aplicada a coluna contendo o ligante especifico acoplado ao
suporte solido. As moléculas da amostra que nfo possuem apreciavel afinidade pelo ligante
passam pela coluna livremente, enquanto que as macromoléculas capazes de unirem-se a

este sio retidas na coluna.

A eluigio das moléculas pode ser feita por alteragio do pH e/ou forga idnica do
meio, que tornam o complexo molécula-ligante menos estavel, levando a dissociagdo do
mesmo, ou ainda pelo emprego de substincias com mator afinidade pelo ligante do que a

molécula que se deseja purificar.

O sucesso do emprego desse tipo de cromatografia depende da selegio adequada
do suporte insoliivel ou matriz, do ligante especifico, das condigdes de ligagio entre ambos

e das condigdes de retencio e eluigio das moléculas em questio.

As enzimas purificadas através da cromatografia por afinidade podem ser
divididas em duas categorias: a primeira compreende as enzimas de especificidade restrita,
as quais sdo purificadas com auxilio de inibidores ou substratos; a segunda categoria

compreende as enzimas que se acoplam a um ligante geral, isto é, um ligante comum para

um grande nimero de proteinas.
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2.4 - Cromatografia por Afinidade com fon Metilico Imobilizado

A Cromatografia por Afinidade com fon Metilico Imobilizado (CAIMI) ou
Immobilized Metal Ion Affimty Chromatography (IMAC) envolve a quelagdo do ion
metalico em um suporte sélido, onde a superficie foi quimicamente modificada com

ligantes polidentados.

De acordo com GABERC-POREKAR et al. (1999) esta técnica cromatografica
mostrou-se simples, altamente seletiva, econdmica e viavel para aumento de escala, capaz
de separar em um Unico passo a proteina de interesse de outras proteinas e contaminantes

biologicos.

A Figura 1 mostra um esquema simplificado da técnica de CAIML

Injecio Adsorgio Eluicdao
o0& Ab
Aeﬂ N ® Proteina de Interesse
@» A @J ® A & A A 0 Contaminantes
YT ey Y A
3(‘% ) 342‘, v Agente Quelante
g Al e Jon Metdlico
A e, e

v v v

Figura 1: Cromatografia por afinidade com ion metdlico imobilizado - CAIMI.

A cromatografia de afinidade usando metais imobilizados como ligantes foi
introduzida por PORATH et al. (1975). E fundamentada na interagio entre metais de
transi¢do quelados pelo 4acido iminodiacético (IDA) e os grupos doadores de elétrons

presentes na superficie da proteina, os quais sfo residuos de aminoacidos presentes nas

proteinas (PESLIAKAS ef al., 1994, GABERC-POREKAR et al., 1999).

Diversos pesquisadores tem usado o complexo IDA-Cu*" como um ligante
covalentemente preso a um suporte, para recuperar e purificar proteinas em cromatografia

que possuem afinidade por este metal (PORATH e al., 1975, WUENSCHELL et al., 1990;

9
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ARNOLD, 1991; BIRKENMEIER et al, 1991; SILVA ¢ FRANCO, 2000). A Figura 2
representa o sitio de ligagio de uma proteina contendo o aminoacido histidina que se acopla

ao complexo sélido-IDA-Cu®",

4

%, SUPORTE SOLIDO

T N\ -NH NEE
5o j: %) NH o
PROTEINA
0
Mg ¥
LY
31

Figura 2: Sitio de ligagio entre a proteina contendo histidina e o suporte sélido acoplado ao IDA-Cu’".
Fonte: SILVA 1999,

Segundo SULKOWSKI (1985) os ions metalicos sdo altamente solvatados em
uma solucdo aquosa como resultado da coordenagio com moléculas de agua (Figura 3).
Neste processo o ion metilico pode ser considerado um acido de Lewis (aceptor de par de
elétrons) e a molécula de 4gua como uma base de Lewis (doador de par de elétrons). A
molécula de dgua pode ser substituida por uma base forte resultando em um complexo
metélico (Figura 3b). O grupo combinado com o ion metéalico é chamado ligante (atomo, ou
grupo doador de elétrons). A substituicdo de um grupo doador de elétrons por outro é
referida como troca de ligante, um atomo doador (N, S, O) com um par de elétrons livres
constitu: um ligante simples ou monodentado (Figura 3¢). Quando dois ou mais atomos
doadores estio presentes em uma molécula ligante, o ligante é polidentado e sua
¢oordenagiio com o ion metalico resulta em um quelato metalico (Figura 3d). A ligagio do
ion metalico com o ligante é mais forte em um quelato metalico do que num complexo

metalico (efeito quelato).

10
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Figura 3: fa) Coordenagdo de ions metélicos com moléculas de dgua; (b) Complexo metdlico; (¢) Complexo
metdlico monodentado; (dj Quelaio metdlico. Fonte: SULKOWSKI (1985).

Aminodcidos formam quelatos estaveis com ions metalicos. Ambos grupos amino
e carboxil dos aminoacidos participam na formagio do quelato. Alguns aminoacidos
(cisteina, histidina e triptofano) tém atomos doadores de elétrons em seus anéis. Peptideos
contendo residuos de histidina formam compostos de coordenagfio muito mais estadveis com

ions metalicos devido 4 participa¢io do anel imidazol na quelagio (SULKOWSKI, 1985).

Geralmente os ions Cu®*, Ni**, Co*" ou Zn*" (metais de transi¢éio) sio imobilizados
em suportes, que sdo materiais modificados com um composto quelante tridentado (acido
iminodiacético — IDA), permitindo interagdes seletivas entre o complexo quelante-M>"
mmobilizado com residuos de histidina expostos na superficie da proteina. Deste modo a
cromatografia de adsorgiio, seletivamente ocorre pelas propriedades da base doadora de
Lewis pelo par de elétrons livres do nitrogénio ou pelos elétrons N-n do anel imidazol dos

aminoacidos (CHUNG et al., 1994; LABOUREAU et al, 1996, KRONINA ef al., 1999).

11
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Figura 4: Disposigdo octaédrica de ligantes ao redor de um ion metdlico central. Fonte: SULKOWSKI
(1985).

De acordo com os autores PORATH er al (1975), PORATH e OLIN (1983),
PORATH (1985), PORATH (1988) e SUH e ARNOLD (1990) somente os residuos dos

aminoacidos histidina, cisteina e triptofano presentes na superficie da proteina podem ser
considerados sitios primarios da interagio proteina-metal imobilizado. Estudos mais
recentes mostraram que os residuos de histidina disponiveis na superficie da biomolécula

parecem ser os que 1o formar o complexo metal-biomolécula mais estivel

(SULKOWSK], 1985; PORATH, 1988; HEMDAN et a/., 1989; BELEW ¢ PORATH,
1990, ZHAO et al., 1991; MULLER et al., 1998).

A Figura 5 representa a formula estrutural dos aminoacidos histidina, cisteina e
triptofano.

H
H E
| i E -
0= o0 Q:-ﬁm{ﬁaﬁ*—coo
CH NH
HE\\C/NH ﬁf_ﬁg ‘?‘HB N/ + 3
| :
H

Histidina Cisteina Triptofano

Figura 5: Formula estrutural dos aminodcidos histidina, cisteina e triptofano.

As principais vantagens do uso de metais como ligantes sio:

o Podem ser reciclados diversas vezes com insignificante perda do comportamento;

12
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O

Elevada quantidade de metal imobilizado e conseqiiente elevada capacidade para a

proteina ser “atraida”;

o]

Relativa facilidade na eluigiio da proteina e regeneragio do ligante;

o Baixo custo dos metais (ARNOLD, 1991);

o Séo estaveis na presenca de diversos solventes e temperaturas;

© Sua interagdo com biomoléculas é especifica e reversivel (CHUNG et al., 1994).

A Tabela 2 descreve alguns exemplos de proteinas purificadas por adsorgio a metal

imobilizado a suportes sélidos.

Tabela 2: Purificagio de proteinas por adsorgdo (cromatografia) a metais imobilizados a suportes solidos.

Proteinas do Plasma Fe* Ni** PORATH € OLIN, 1983
Fosfoproteinas Fe' ANDERSSON ¢ PORATH, 1986
Lactato desidrogenase Fe’ CHAGA etal., 1992
Lactoperoxidase Cu?* STEFANO et al., 1994
Colagenase Zn™* HARRIS e ANGEL, 1995
Ascorbate Peroxidase de Soja Ni** DALTON et al, 1996
Peptideos Sintéticos Cu™ KRONINA et al., 1999
Dipeptidase Cu®' MAGBOUL e McSWEENEY, 1999(a)
Fosfatase Acida Cu®” MAGBOUL e McSWEENEY, 1999(b)
Alcool Desidrogenase Ni*", zn*, Cu®* WILLOUGHBY eral., 1999
B-Galactosidase Ni™*, Zn™", Cu™, Co™ CLEMMITT e CHASE, 2000(a)
Glutatione-S-Transferase Ni¥", zo*, Cu™ CLEMMITT e CHASE, 2000(b)

13
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2.4.1 - Interacdo entre Metais e Peroxidase

A mteracio direta de alguns metais como cilcio, cobre, zinco e manganés com a
peroxidase é significativa nas propriedades e fungbes da enzima (BAKARDIJIEVA et al,
1997). Foi verificado que o Ca”" é um componente obrigatério da molécula de peroxidase
contribuindo para a conformac¢do proxima ao sitio ativo da enzima e a ligagdo heme
(BARBER et al, 1995). A valéncia e raio 16nico sio suficientes para explicar os efeitos do
metal na atividade total da peroxidase, mas para explicar os efeitos dos metais nas

isoenzimas da peroxidase € necessario entender a preferéncia do ligante.

BAKARDIIEVA et al. (1997) usaram uma concentragdo final de cobre (CuSOy)
de 1,7 x 10* M e mostraram que, & 20°C, a peroxidase de musgo apresenta perda de 6% da
atividade, enquanto que 3 60°C sofre perda de 29%.

TEISSEIRE e GUY (2000) estudaram as modificagdes na atividade de enzimas
antioxidantes na presenga de sulfato de cobre para determinar os efeitos da toxicidade do
metal. Uma forte estimulagio das atividades de guaiacol peroxidase e pirogalol peroxidase
foram observadas com uma baixa concentragio de cobre testada (0,25 pM). Quando a
guaiacol peroxidase fo1 mantida em meio com alta concentracio de CuSQy (5 a 10 uM) for
observado um aumento de 240-280% em sua atividade, esta estimulagdo alcangou valores
maximos entre 12 e 36 horas de exposi¢io. A ascorbato peroxidase foi fracamente
estimulada em baixa concentragio de CuSOs e uma longa exposi¢io conduziu  inibigio de

sua atividade acima de 40% depois de 96 horas de exposi¢io em 1,6 uM de CuSO,.

2.5 — Suportes Solidos

2.5.1 - Chelating Sepharose Fast Flow

Chelating Sepharose Fast Flow (CSFF) é um material fabricado pela Amersham
Pharmacia Biotech e tem a capacidade de reter seletivamente proteinas com histidina
exposta quando um ion metalico adequado esta imobilizado. Residuos expostos de cisteina

14
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e triptofano também podem estar envolvidos na ligagio com o ion metalico imobilizado,
mas a contribuigio para a ligacio é muito menor que a contribuigio dos residuos expostos
de histidina. A for¢a de ligagdo € afetada pelo pH do tampio e pelo ion metilico

selecionado.

CSFF contém grupos do acido iminodiacético acoplados a Sepharose Fast Flow
(agarose com 6% de ligagOes cruzadas), por ligacdes éteres estaveis via um brago espagador

de sete carbonos (Figura 6).

_CH,COOH
Matriz—0—CH;—CH—CH,~0—CH,—CH—CH,—N_
(‘)H (I)H CH,COOH

Figura 6: Estrutura parcial do adsorvente Chelating Sepharose Fast Flow (CSFF).

CSFF ¢ um adsorvente estavel que pode ser usado com pH na faixade 22 14. A
capacidade de ions metalicos esta entre 22 a 30 umoles M*/mL de gel seco. A ligagiio dos
fons metalicos na CSFF, usualmente ocorre na faixa de pH entre 5,5 a 8,5, e a ligacfo €

muitas vezes mais forte nos pHs mais altos do intervalo (PHARMACIA).

Diversos autores usaram a CSFF para purificagio de enzimas. WILLOUGHBY et
al. (1999) purificaram a enzima dlcool desidrogenase de levedura de pdo clarificada usando
um sistema de adsor¢do em leito empacotado com CSFF com os fons Zn?', Cu®" e Ni’,
para determinar as condigOes Otimas de eluigdo da enzima usando EDTA e o ion que
apresenta mator recuperagio da enzima. As melhores condigBes obtidas em leito
empacotado (ion Zn®* e 5 mM de EDTA para a eluigdo) foram aplicadas em leito
expandido empacotado com Streamline Chelating. O trabalho em leito expandido
demonstrou que a enzima alcool desidrogenase foi eluida com uma recuperagio de 80 a
100%, a qual for reproduzida em cinco corridas consecutivas com um rigoroso

procedimento de limpeza entre cada corrida.

MAGBOUL e McSWEENEY (199%(a)(b}) purificaram as enzimas dipeptidase ¢
fosfatase acida do Lacrobacillus curvarus DPC2024. O adsorvente CSFF imobilizado com

. 2+ . - o~ . . . .
tons Cu”', foi usado como uma etapa na purificagio das enzimas. Para a dipeptidase foi

15
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obtido um fator de purificagdo de 72,6 vezes e um rendimento de 18.5% de atividade, e
para a fosfatase acida, um fator de purificagio de 138,3 vezes e um rendimento de 32,2%
de atividade.

2.5.2~ Lewatit TP 207

Lewatit TP 207 € um matenal fabricado pela Bayer AG, resina de poliestirenc
macroporosa (poros de 0,4 a 1,25 mm) de troca idnica fracamente 4cida com grupos
quelantes de acido iminodiacético para a extracio seletiva de cations de metais pesados de

solugdes fracamente acidas ou fracamente basicas. E um adsorvente estavel que pode ser

usado em intervalos de pH entre 1,5 a 9. A capacidade de ions metalicos esta em 2,4 eq
H'/L de resina (BAYER).

A Lewatit TP 207 tem uma boa estabilidade quimica ¢ mecénica e € especialmente
util nas seguintes aplicagles: remogfo seletiva de tragos de metais pesados de efluentes;

concentraciio e extragio de metais pesados de solugdes hidrometalirgicas, entre outras.

2.6 — Teoria da Adsor¢io em Leito Empacotado

2.6.1 - Isotermas de Adsor¢io

Segundo BURKERT (1998) nos processos de adsorgdo, a taxa que o soluto liga-se
a superficte solida deve exceder a taxa na qual o soluto deixa a superficie. Pode-se assumir
que essas taxas sdo dependentes da concentragdo do soluto na solucio e na superficie do
s6lido e curvas experimentais para determinar as constantes dessas relagdes sdo essenciais
para predizer o comportamento de uma coluna de adsor¢do. Tais curvas sdo denominadas
1sotermas de adsorgfio. A isoterma de adsorgio € uma parte essencial da modelagem da

cinética de adsorcio e, portanto, do projeto da coluna e sua eficiéncia,

16



Reviséio Bibliogrifica

Isotermas de adsorgdo tipicas sio mostradas na Figura 7, de acordo com BELTER
et al. (1988). A abscissa da a concentragiio do soluto na solugio (C), usualmente em
unidade de massa de soluto por volume de solugio. A ordenada da a capacidade de
adsor¢io na superficie do adsorvente (), expressa como massa de adsorbato por volume
de fase solida do adsorvente. Uma isoterma cOncava em relagfo & abscissa é favorivel, e
forte adsorgio ocorre mesmo em solugbes diluidas. Uma isoterma cOncava em relagdo &

ordenada é descrita como nio-favorivel.

Freundlich

{massa de adsorbato/
volume de adsorvente)

Langmuir

e M e e e AW

fmassa de soluto/votume de solucdo)
Figura 7: Isoterma de adsorgiio. "C" ¢ a concentragdo de adsorbato na solucdo. ()" é a capacidade de

adsorgdo do adsorvente. Fonte: BELTER et al. (1988).

GOSLING et al. (1989) comentam que as equagdes mais usadas para descrever

fendmenos de adsor¢do sio as de Langmuir e de Freundlich,

A 1soterma linear € dada por:

e
I

k-C (1)

A isoterma de Freundlich descreve a adsor¢io de uma grande vanedade de
antibidticos, esteroéides, hormodnios, no entanto sé € valida para solucdes diluidas e nio
prediz a linearidade quando a concentragio tende a zero. Devido 4 sua simplicidade, é uma

das equagBes mais usadas para correlagdo de dados de adsorgio (KAMIMURA, 2000). A

Equacgdo 2 descreve esta isoterma.
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Q=k,-C" @

onde:
Q = capacidade de adsor¢io na fase sélida;
ks= constante de equilibrio de Freundlich;
C = concentragio de adsorbato;

n = expoente, se 1 igual a linear, >1 convexa, <1 cdncava.

GOSLING er al. (1989) mencionam que a isoterma de Langmuir foi inicialmente

proposta para descrever a adsor¢éio de gases sobre superficies, mas pode ser aproximada
para muttos sistemas, sendo bastante usada para descrever adsor¢io por afinidade e troca
1dnica de ions monovalentes. Esta 1soterma considera um nGmero finito de sitios ativos na
superficie do solido e a mexisténcia de interagdes soluto-soluto, resultando em uma

monocamada de material adsorvido.

Segundo MOORE (1976) e ATKINS (1986) o modelo de Langmuir considera que
a habilidade das particulas em ligar-se aos sitios da superficie independe do fato de sitios

proximos estarem ou ndo ocupados,

A 1soterma de Langmuir ¢ expressa pela Equagio 3.

Q==n 3)

onde:

C = concentracio de adsorbato;

Q= capacidade de adsor¢io na fase solida;

@ = capacidade maxima de enzima que pode ser adsorvida na adsorvente;
Kp = constante de equilibrio de Langmuir.
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ATKINS (1986) comenta que a isoterma de Langmuir ignora a possibilidade que a
camada inicial de material adsorvido possa agir como adsorvente. Caso contrario, pode-se
esperar que a curva aumente indefinidamente, nio tendendo a saturacio. E o que propde o

modelo multicamadas de Brunauer, Emenet e Teller (Modelo BET).

2.6.1.1 — Isoterma de Langmuir

Considerando a ligagio de uma proteina num Unico sitio de adsorgdo do ligante,

tem-se uma reagdo da forma:

Ky
P + L <« PL (4)
Cancentragde ,C (QPn-0/ kp Q_r )

nimarg de o disy

onde PL é o complexo formado entre a proteina e o ligante e ks (Ms™) e kp (s)) sdo as

constantes de associacdo e dissociagdo do complexo PL, respectivamente,

As concentragdes de proteina, do ligante e do complexo proteina-ligante sdo

designados como C (mg/mL), (0,—Q) ¢ Q (mg/g ou mg/mlL), respectivamente. (), é a
capacidade maxima de adsor¢do do suporte.

Da Equacio 4, obtém-se a seguinte equagdo da taxa de segunda ordem:

L k0, -0~ 0 ©®)

Assumindo que o equilibrio é rapidamente alcancado devido a ripida cinética de

ligagdo entre a proteina e o ligante, tem-se:

Q
—=0 6)
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0 - K500,

= 7
1+K,C @

onde Kp = kp'ks é a constante de dissocia¢gdo do complexo PL. Q é a capacidade de
adsor¢do do supoite em equilibrio com C, a concentragio de proteina em solugio. A
Equagdo 7 € conhecida como a Equagio de Langmuir. Este modelo descreve o

comportamento da adsor¢do de uma proteina pura.

Os pardmetros O ¢ Kp da Equacdo de Langmuir podem ser determinados a partir
das linearizagGes da Equagdo 7.

i:ﬁiJ,m{m (8)
¢ ¢,C g,
£=W{MC+£& 9)
o 9, 0O,
Q-m——fmg+—m (10
C K, K,
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0.5 0.5
(a) (b)
Inclinagio = Kp/Qy, Inclinagio = 1/Q.,
1/Q Cc/Q
1/Kp —1/Qn Kp K p/Qn
0,0 0.0
K 0 - 0 3
? 1/C ? ? C

15

(c)

Q/C

Figura 8: Linearizagdes de Langmuir para calcular a capacidade mdxima de adsorgdo, O, ¢ a constante de

equilibrio, Kp. (@) Equagdo 8, (b} Equagdo 9 e ic) Equagdo 10.

Para aplicar a isoterma de Langmuir algumas suposigdes devem ser consideradas:

o As moléculas sfo adsorvidas em sitios definidos e localizados;

c Cada sitio pode acomodar somente uma molécula (formacdo de uma

monocamada);

o Nio deve haver interagdo entre as moléculas adsorvidas.
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De acordo com VUNNUM et al (1998) diversos pesquisadores tem aplicado a
isoterma de Langmuir para descrever sistemas CAIML Esses autores desenvolveram um

modelo matematico para predizer a adsorgdo ndo-linear de proteinas em sistemas CAIML

2.6.2 — Curvas de Raptura (“Breakthrough Curves”)

Em colunas de leito empacotado, a adsor¢io do soluto no adsorvente pode ser

descrita pelas curvas de ruptura, obtidas expenimentaimente (BURKERT, 1998).

Neste experimento, é admitido que o soluto é aplicado a coluna com concentragio

constante, e o leito estd sem material adsorvido. A concentragdo na saida da coluna €

medida em fun¢o do tempo ou volume na saida da coluna, como mostrado
esquematicamente na Figura 9. Esta concentraco ¢ inicialmente zero e permanece pequena
por certo tempo, pois a maior parte do soluto € adsorvida. Em seguida, aumenta
abruptamente, eventualmente atingido a concentragdo de alimentagdo. Quando este

aumento brusco ocorre, ou ruptura, o fluxo é interrompido.

G (b}
&.._..,,___,_.______!_____;T o b, Zowa de
| (_:’ i | “Adsorgdo
] 'a‘; ; Py ;
B / (r Zona de Y
S e
Py f %
b/ l | | [
é : L 4 \j h
¢ Tempo th fe g Posicao i

Figura 9: (@) Curva de ruptura para adsorgdio em coluna de leito fixo. “C." é a concentragdo de ruptura. (b)
Perfil de concentragdo ao longo da coluna no tempo de ruptura (i;). Fonte: BELTER et al. (1988).

Para caracterizar esta curva, escolhe-se duas concentragdes: a concentracdo de
ruptura C,, representa © maximo que se pode descartar; a concentragdo de exaustio C,,

correspondente & concentragio no eluente quando o leito € julgado ineficaz. Essas duas
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concentragbes sfio arbitranas, sugenndo-se Gy e C, como 10 e 90% da concentragdo de

alimentacio {Cy), respectivamente.

Segundo FOUST ez al. (1982) esta representacio grafica da concentragio de saida
em fungio do tempo € bastante semelhante 3 representacio grafica em pontos ao longo do

lerto, durante o ciclo de adsorgio.

Na Figura 9b esta representado o comportamento da concentragio de soluto ao
longo da coluna, no tempo de ruptura. A zona de equilibrio é onde o leito esta saturado.
Esta zona existe de Z=0 a Z=L(1-At/4), onde Ar=tt;,. Na zona onde ocorre adsorgio tem-se
L.At4,, sendo que o soluto estd sendo transferido da solugdo de alimentagio para o
adsorvente. Essa zona de transferéncia de massa move-se regularmente ao longo da coluna,

mantendo o mesmo perfil.

A analise do processo ¢ complexa, devido 3 adsorg8o nio-linear instavel,
conseqiiéncia da ndo-homogeneidade no leito fixo de particulas, este de dificil

reprodutibilidade.

A influéncia da forma da curva de ruptura no desempenho da adsorciio em leitos
fixos é mostrada na Figura 10. A capacidade total dos leitos € a mesma em ambos 0s casos.
As 4reas hachuradas indicam a quantidade de adsorbato retido no leito para C/Cp=0,1,
portanto, a capacidade da coluna utilizada. QObserva-se que a curva “b”, com melhor
desempenho, apresenta-se ingreme. Conforme FOUST et al {1982) o coeficiente angular é
uma fungio da velocidade de adsorgio, sendo que um soluto que € adsorvido muito

rapidamente resulta em uma curva quase vertical, aproximando-se de uma fun¢io degrau.

A capacidade maxima da coluna para uma dada concentragio de entrada ¢ igual a
area acima da curva de ruptura e a quantidade de soluto remanescente no efluente é igual &

area abaixo da curva. CHASE (1984) define a eficiéncia de adsor¢do como:

Quantidadede adsorbatoretida peloleito

Eficiéncia=
Quantidade de adsorbato aplicadano leito

100 (11)
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Figura 10: Influéncia do formato da curva de ruptura no desempenho de colunas de leito fixo. 4 drea
hachurada mostra a quantidade de adsorbato que seria adsorvido na coluna, se o carregamento terminasse
quando C/C, atinge o valor de 0,1. {a) Tipo de curva obtida em coluna empacotada. (b) Curva com
inclinagiio mais acentuada, obtida na mesma coluna, com alteragdo das condigdes operacionais. Fone:

CHASE (1984).

De acordo com CHASE (1984) é importante considerar os fatores que influenciam
na forma e posigdo da curva de ruptura na analise da adsor¢8o em leito empacotado para

aumentar a eficiéncia. Estes fatores so:
o Fluxo baixo: aumenta o tempo que o adsorbato esta em contato com o adsorvente:

o Alta concentragdo de adsorbato: assegura que a capacidade total do adsorvente é

utilizada;

o Capacidade total do leito alta: a presenca de muitos sitios de ligagdo resultarid em

muito adsorbato sendo retido pelo leito;

o Baixa densidade do ligante imobilizado: a densidade do ligante imobilizado é
definida como a quantidade de ligante por unidade de volume de adsorvente
estivel. Se a capacidade total do leito foi mantida constante mas a densidade na
qual o ligante estd imobilizado ¢é reduzida, o tamanho do leitc aumenta

proporcionalmente. Se o fluxo volumétrico permanece constante, o tempo de
24



Revisdo Bibliogrdfica

residéncia do adsorbato no leito aumenta e entio aumenta a retencio do adsorbato

pelo letto. -
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

Os reagentes e sais utilizados nos experimentos foram adquiridos conforme
descrito a seguir: as cascas de soja da Ceval (Rio Grande do Sul), os sais padrio P.A. da
Synth, a resina “Chelating Sepharose Fast Flow” e o kit de marcadores moleculares LMW
da Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Suécia), a resina “Lewatit TP 207 da Bayer
AG (Leverkusen, Alemanha), as peroxidases padrio de soja e de nabo (horseradish) da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

3.2 - Extrato Bruto de Peroxidase da Casca da Soja

O extrato bruto de peroxidase da casca da soja foi preparado a partir de dois
materiais: da casca da soja gentilmente cedida pela Ceval e da casca da soja fresca (retirada
do grio horas antes da extragdo). Quinhentos gramas de casca de soja foram
desengorduradas com 1000 mL de n-hexano, sob agitagio magnética por uma horaa 4°C. A
seguir o extrato foi filtrado para separacio do n-hexano e gordura e as cascas foram secas
ao ar por uma hora. As cascas foram pesadas novamente e foi adicionado 1000 mL de
tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0. A extragio foi feita a 4°C por duas horas, a cada

vinte minutos usou-se um pistilo para agitar a massa de casca e tampio. O extrato foi
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centrifugado a 4°C por 10 minutos a 6.000g e filtrado em papel Whatman n°l. O

sobrenadante fo1 mantido 3 4°C.

A concentragio do extrato bruto de peroxidase da casca da soja fo1 padronizada

como a massa de casca pesada por volume de tamp#o usado para a extracio da enzima.
3.3 - Determinacgdo da Atividade Enzimdtica da Peroxidase

A atividade enzimética da peroxidase do extrato bruto da casca da soja foi
determinada de acordo com BURDON e VAN KNIPPENBERG (1985) pelo seguinte

método: foram adicionados a uma aliquota de 3000 pL de tampéo citrato-fosfato 0,05 M,
pH 4.5, 100 pL de guatacol 1% (v/v) alcodlico e 50 pL do extrato bruto de peroxidase da

casca da soja. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 40 pL de perdxido de hidrogénio 0,08
M, e a absorbincia da solugdo foi medida no Espectrofotdmetro GBC 911A 3 436 nm,
contra branco ar. Os valores de absorbancia foram anotados por cinco minutos em

intervalos de um minuto. A Equagfo 12 foi utilizada para calculo:
Y |
et A
AE=—— 4 (UmL) (12)

onde:
V' = volume final;
v = volume da enzima adicionada;

A = absorbincia/minuto;
a = coeficiente de extingdo do produto (6,4 cm’/umole);

b = caminho optico.

Uma unidade de atividade de peroxidase (U) representa a2 quantidade de enzima

catalisando a oxidagio de 1 pmol de guaiacol em 1 minuto a 25°C (LIU et al., 1999).
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3.4 - Determinacdo de Proteinas Totais

A concentracio de proteinas foi determinada de acordo com o método de
SEDMAK e GROSSBERG (1977). Este método esta fundamentado na reagio
colonimétrica entre os grupos aromaticos da proteina e o corante azul bnlhante de

Coomassie em meio dcido (BRADFORD, 1976). A técnica estd descrita a seguir:

O corante azul brithante de Coomassie G250 0,06% (p/v) fo1 diluido em HC1 2,2%
(v/v). Esta solugio foi agitada por duas horas e filtrada em papel Whatman n°1. O filtrado
foi lido em espectrofotdmetro 4 465 nm e a absorbincia deveria estar entre 1,3 e 1,5. Esta

solucio foi estocada em temperatura ambiente.

Construiu-se uma curva padréio de albumina de soro bovino (BSA) com massas
entre 20 e 140 pg.

3.5 - Atividade Especifica da Peroxidase (AEperoxidase)

A atividade especifica da peroxidase do extrato bruto da casca da soja foi definida
como a relagio entre a atividade da enzima (U/ml.) e a concentragio total de proteinas

(mg/mL) e foi expressa em U/mg de proteina (Equacio 13).

Atividade Enzimatica(U/ml)
Concentragio de Proteinas Totais (mg/mL)

AE

(13)

peroxiduse =

3.6 — Cinética da Extracdo da Peroxidase

Foram pesadas dez gramas da casca da soja previamente desengorduradas com n-
hexano {conforme descrito no item 3.1). Foram adicionados 100 mL de tampéo fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,0. A extragio foi feita & 4°C com agitagio magnética por duas horas. A

cada vinte minutos foram tiradas aliquotas de 1,5 ml. do caldo, estas foram centrifugadas a
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4°C por 10 minutos a 6000 g. No sobrenadante foi determinada a atividade de peroxidase

realizada em duplicata.

3.7 — Determinacdo do pH Otimo da Enzima

O pH o6timo da enzima fo1 investigado, usando tampéo citrato-fosfato 0,05 M, na

faixa de pH entre 4,0 e 8,0 a 25°C, para determinagio da atividade enzimatica.

3.8 — Estabilidade da Enzima Frente a pH

A estabilidade da peroxidase do extrato bruto da casca da soja frente a pH foi
nvestigada a 25°C em tampéo citrato-fosfato 0,05 M, na faixa de pH entre 4,5 e 8,5 e em
tampéo fosfato de sodio 0,05 M contendo 0,01 M de sulfato de cobre, na faixa de pH entre
5,9 e 8,5 (intervalos de pH definidos a partir da aplicagio em CAIMI, que recomenda o uso
desta faixa de pH quando se trabalha com afinidade a metais). O caldo enzimatico foi
incubado nos diferentes tampdes: no tampao citrato-fosfato, quatro horas de incubag¢io e no
tampio fosfato de sodio, orto horas de incubagiio. A medida da atividade enzimatica foi

feita em intervalos de uma hora.

3.9 — Determinacio da Temperatura Otima da Enzima

O estudo foi feito na faixa entre 20 a 55°C, em tampéo citrato-fosfato 0,05 M, pH

4,5. Foi usado um banho termostatizado para manter a temperatura desejada no interior da

cubeta, onde acontece a reagio.
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3.10 - Estabilidade da Enzima Frente a Temperatura

Fo1 estudada a estabilidade da peroxidase do extrato bruto da casca da soja frente
as temperaturas 1, 10, 22, 37, 46 e 55°C, em tampao citrato-fosfato 0,05 M a pH 4,5. A
enzima foi incubada por trés horas em cada temperatura. Os ensaios de atividade

enzimatica foram realizados a 25°C em intervalos de uma hora.

3.11 — Imobilizaciio de Ions Cu’" em CSFF

A imobilizagdo de fons Cu”" no adsorvente Chelating Sepharose Fast Flow (CSFF)
foi feita usando a centrifuga JOAN MR-1812 para a lavagem da resina a 1200g. A resina
fo1 lavada duas vezes com agua destilada para remocio de etanol usado para estocagem e
em seguida lavada duas vezes com solugio de sulfato de cobre 0,1 M (CuSO;.5H;0).
Novamente o material foi lavado com agua destilada, cinco vezes, para remover o0 excesso
de ions cobre e este equilibrado com tampdo fosfato de sodio 0,1 M, no pH do ensaio, apds

duas lavagens.

Para a regeneracio do adsorvente, de acordo com as instrugdes do fabricante, foi
necessarno lava-lo dez vezes com solugiio de EDTA 0,05 M contendo 0,5 M NaCl, a seguir

trés vezes com agua destilada e estocado em etanol 20% a 4°C.

3.12 — Cinética de Adsor¢do para o Sistema Peroxidase-CSFF-IDA-

2+
Cu

A cinética de adsorgio da enzima no complexo CSFF-IDA-Cu®, foi acompanhada
por 60 minutos a 25°C, em frascos agitados a 180 rpm. Foi usado 1 mL de gel, 0,5 mi de
tampéo fosfato de sédio 0,1M a pH 8,0 e 9,0 mL do caldo enzimatico, de concentragio 25
mg casca de soja/mL. As aliquotas coletadas a cada cinco minutos foram centrifugadas. O

sobrenadante fo1 usado para determinar a atividade enzimatica.
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A capacidade de adsor¢io (Q) do complexo para o sistema Peroxidase-CSFF-IDA-
Cu*" foi dada pela Equagéo 14.

0= (Aif ~AE )(U/mL adsorvente) (14)
ads.

onde:
v = volume da fase liquida (mL);
AE,= atividade enzimatica inicial (antes da adsorcio) (U/mL),
AE'= atividade enzimatica no equilibrio (U/mL);

Vai, = volume de adsorvente (U/mL).

3.13 — Influéncia do pH na Adsor¢io da Peroxidase em CSFF-IDA-

2+
Cu

Foi pesado em Ependorff de 2,0 mL, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg de CSFF-
IDA-Cu”* e foi adicionado 1,0 ml de extrato bruto de peroxidase da casca da soja em
tampéo fosfato de sddio, nos pHs 6,0, 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5a 25°C. Apds dez minutos de
agitacdo a 180 rpm, as amostras foram centrifugadas e foi determinado no sobrenadante

atividade de peroxidase e proteinas totais.

3.14 - Isoterma de Adsor¢io

A 1soterma para a adsorglo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja no
complexo CSFF-IDA-Cu™", foi investigada em tamp3o fosfato de sédic 0,1 M a pH 8,0.

Foram construidas 1sotermas para a peroxidase do extrato bruto da casca da soja,
peroxidase de soja padrio e peroxidase de nabo padriio, as duas Gltimas obtidas da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
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Em tubos de Ependorff de 2,0 ml. foram adicionados 0,5 mL de adsorvente e 1,0
mL do caldo de peroxidase.

Partindo do extrato bruto da casca da soja com concentragdo de 500 mg/mL, foram
preparadas as concentragdes iniciais de 25 até 250 mg de casca de soja/ml. para a
peroxidase da casca da soja. Para as peroxidases padrbes, as concentragbes iniciais

variaram de:
o 25 até 250 pg/mL para a peroxidase de nabo Sigma;
o 4,2 até 25 pg/mL para a peroxidase de soja Sigma.
Os Ependorffs foram imobilizados na horizontal em uma placa de agitagio com

fita adesiva, e o ensaio foirealizado a 25°C, com agitagdo de 250 rpm por 20 minutos. Apos

este tempo aliquotas foram retiradas e centrifugadas por 5 minutos, no sobrenadante foi

determinada a atividade de peroxidase. Todos os ensaios foram feitos em duplicata e usados

os valores médios na construg¢do dos graficos.

3.15 — Curvas de Ruptura (“Breakthrough Curves”)

As curvas de ruptura foram construidas em coluna cromatografica HR 5/5 da
Pharmacia no sistema “Fast Protein Liquid Chromatography — FPLC” (Figura 11). Neste
método de operagdo em coluna empacotada a amostra € alimentada continuamente na
coluna até que a capacidade maxima da coluna seja esgotada e o adsorbato comece a
aparecer na saida da coluna. A concentracido de adsorbato na saida da coluna varia em

fun¢io do tempo e € conhecida como curva de ruptura (“breakthrough curve”).
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Figura 11: Sistema “Fast Prorein Liquid Chromatography — FPLC” utilizado para o estudo da

adsorgdo da peroxidase do extrato bruto do casca da sofa na coluna HR 5/3.

O extrato bruto da casca da soja centrifugado ¢ filtrado em membrana de 0,45 pm,
foi aplicado na coluna empacotada com 1,0 mL do adsorvente CSFF-IDA-Cu™ até a
saturacdo (C/Co=1) com um fluxo de 0,2 mL/min. Foram coletadas amostras de 1,0 mL
para a quantificagfio, através da determinagio de atividade enzimatica e proteinas totais
para o acompanhamento da etapa de adsorgiio até atingir a saturaciio da coluna. Foram

testados os pHs 6,0, 7,0 e 8,0 na construgéio das curvas.

A eficiéncia de recuperacgio do soluto foi calculada através da Equagio 11.

3.16 — Purificac¢do da Peroxidase do Extrato Bruto da Casca da Soja

A purificagdo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja foi realizada em
coluna cromatografica HR 5/5 da Pharmacia empacotada com 1,0 mL do adsorvente CSFF-
IDA-Cu”™ no sistema “Fast Protein Liquid Chromatography — FPLC” (Figura 11), com um

fluxo de 0,2 mL/min.

Foram realizados trés diferentes ensaios usando a mesma seqiéncia de
procedimentos: O leito foi equilibrado com tamp#o A em dez volumes de coluna. Foram
aplicados quinze volumes de coluna de extrato bruto de peroxidase da casca da soja

centiifugado e filtrado em membrana de 0,45 um (no primeiro ensaio foram usados vinte e
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cinco volumes de extrato bruto). Depois a coluna foi lavada com vinte e trés volumes de
coluna de tamp&o A (no primeiro ensaio foram usados dez volumes de coluna de tampéo A
na lavagem), em seguida foi iniciada a elui¢do com vinte volumes de coluna de tampéoc B.
Foram coletadas amostras de 1,0 mL para a determinagio de atividade enzimatica e

proteinas totais para o acompanhamento das etapas de adsorgio, lavagem e eluicfio.

Primeiro Ensaio;
Tampdo A: tampio fosfato de sédio 0,1 M, pH 8,0;
Tampdo B: tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 8,0 contendo 10 mM EDTA;
Foram aplicados 25 mL de extrato bruto com 80,3 U de atividade de peroxidase e

24,7 mg de proteinas totais, preparados a partir de 6,3 g de casca de soja.

Segundo Ensaio:
Tampéo A: tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 8,0;
Tampéo B: tampéo acetato 0,05 M, pH 4,5 contendo 50 mM EDTA;

Foram aplicados 15 mL de extrato bruto com 59,3 U de atividade de peroxidase e
11,5 mg de proteinas totais, preparados a partir de 1,5 g de casca de soja.

Terceiro Ensaio:
Tampdo A: tampZo fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,0;
Tampdo B: tampéo acetato 0,05 M, pH 4,5 contendo 50 mM EDTA;

Foram aplicados 15 mL de extrato bruto com 71,7 U de atividade de peroxidase e
8.4 mg de proteinas totais, preparados a partir de 1,5 g de casca de soja.

O fator de purificagio (PF) foi definido como a relagio entre a atividade especifica
da peroxidase depois de uma etapa de punficagfio e a atividade especifica inicial do extrato
(desde o extrato bruto de peroxidase ou desde a etapa de purificagio) (FROUND, 1995;
SILVAetal, 1997) (Equagido 15).
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PF = AEperw:idasz

AE

peraddase

determinada etapa

(15)

inicial

O rendimento (R) foi definido como a relagiio entre a atividade de peroxidase

obtida apds o processo de extragio e a atividade total de peroxidase adicionada ao sistema
(Equagdo 16).

Atividadede peroxidasena fase

R(%) = —— . — :
Atividadetotal de peroxidaseadicionadaao sistema

(16)

3.17 — Adsorcio em Batelada

Foram realizados ensaios de adsorgfo em batelada visando a aplicagfo industrial.
Foram usadas as resinas “Chelating Sepharose Fast Flow” e “Lewatit TP 207" com ions

cobre imobilizados, para verificar a eficiéncia da adsorgio.

A adsorgdo foi acompanhada por uma hora a 25°C, em frascos agitados a 200 rpm.
Em frascos de Erlenmeyer foram adicionados & uma aliquota 1,5 mL de resina equilibrada
em tampéo fosfato de s6dio 0,1M nos pH 6,0 ¢ 8,0, 12,0 mL de extrato bruto de peroxidase
da casca da soja com concentragio de 0,1 g casca de soja por mL de tampdo de extragdo,
com 56,1 U de atividade de peroxidase e 9,57 mg de proteinas totais. Apés 60 minutos de
agitagdo as aliquotas foram centrifugadas por cinco minutos a 6.000 g. O sobrenadante foi
usado para determinar a atividade enzimatica e proteinas totais. Os ensaios foram

realizados em duplicata.

3.18 — Eletroforese SDS-PAGE

Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigbes desnaturantes (SDS-PAGE)
foi executada em um gel de separa¢io homogéneo 12% (LAEMMLI, 1970; ANDREWS,
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1986). Os padrdes de massa molar usados foram fosforilase b (97 KDa), albumina do soro
bovino (66 KDa), albumina de ovo (45 KDa), anidrase carbdnica (30 KDa), inibidor
tripsina de soja (20 KDa) e a-lactoalbumina (14,4 KDa).

A eletroforese foi desenvolvida por 210 minutos a voltagem de 60 V até as
proteinas atingirem o gel de separagio, quando a voltagem foi aumentada para 100 V no

equipamento Mini-Protean da Bio-Rad de acordo com as instrug¢Ses do fornecedor.

A coloragio dos géis foi realizada em 12 horas com solugiio de Azul de Coomassie
R250 0,1% (p/v) em 40% de metanol e 10% &cido acético (v/v) (ANDREWS, 1986). A

solugio descorante usada foi de 10% acido acético e 40% metanol (v/v).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram feitas varias extragGes de peroxidase com diferentes lotes de casca de soja
nas condigdes Otimas de pH e temperatura. Foi observado uma variagfo na atividade
enzimatica dependendo da concentragio da casca da soja no extrato, do lote da casca da
semente de soja usado e das condig¢des de armazenamento da casca. A Tabela 3 descrevea
variagio na atividade enzimatica e nas proteinas totais presentes nos diferentes lotes de

casca da soja.

Tabela 3: Atvidade enzimdtica e proteinas totais nos diferentes lotes de casca da soja.

Casca da Saja Fresca 0,1 26,7 5.330 Nd Nd

Casca da Soja Ceval

0.5 364 1.480 20 17,9
{Lote margo/2000)
Casca da Soja Ceval

0,5 18.8 750 3.7 5,1
{Lote dezembro/2000)

Nd = niio determinado.

Quando a peroxidase foi extraida da casca da semente de soja descascada no
laboratério, foi obtida a concentragdo de atividade de peroxidase de 26,7 U/mL com uma

concentracio de 0,1 g de casca de soja por mL de tampio de extragio. Para obtencio de
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36,4 U/ml. de atividade de peroxidase na casca de soja Ceval foi necessario aumentar 80%
a concentragdo do extrato, ou seja, 0,5 g de casca de soja por mL de tampio de extracio.
Isto significa que quanto mais fresca estiver a casca da semente de soja, maior serd a
atividade de peroxidase neste extrato. As condi¢des de transporte, tempo e local de
armazenamento do lote de casca de soja podem estar interferindo diretamente na atividade

de peroxidase da casca da soja.

Para verificar se a peroxidase do extrato bruto da casca da soja é solivel em meio
aquoso, foi acompanhada a cinética da extra¢io da enzima. A Figura 12 representa a

cinética da extragfo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja em duas horas.

12

1,0 4

0,6 -

0,4

Atividade Enzimética (U/mL)

0,2

00 ® T : T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (minutos)

Figura 12: Cinética da extragéio da peroxidase.

Através da Figura 12 podemos verificar que maiores tempos de extragdo
methoraram a extracio da enzima tendendo ao equilibrio, indicando que a peroxidase do
extrato bruto da casca da soja ¢ soluvel em meio aquoso. GILLIKIN ¢ GRAHAM (1991)
relataram que a peroxidase do extrato bruto da casca da soja representa uma por¢do

significativa do total de proteinas soluveis da casca da semente de soja.
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4.1~ Caracteriza¢ido da Enzima Frente a pH e Temperatura

A peroxidase do extrato bruto da casca da soja apresentou méxima atividade de
peroxidase a pH 4,5 (Figura 13). Nio houve reducio significativa na atividade de
peroxidase no intervalo de pH entre 5,0 e 6,0. Foi observada uma redugdo na atividade
mferior a 20% para pH entre 6,0 e 7,0 ¢ para o pH 8,0 foi venficada uma reducio de 45%

na atividade de peroxidase.

100% -

80% 1

Atividade Relativa

60%

40% ~ g \ T ; T T :
4,0 4,5 5.0 55 6,0 6,5 7.0 7.5 8.0

pH

Figura 13: pH 6timo de atividade de peroxidase.

Todas as leituras, para cada pH, foram realizadas em duplicata e foi utilizado para
a confeccdo do grafico o valor meédio das duplicatas com um desvio padrio de 0,7 U/mL
(equivalente a 7,4%). Quando as duplicatas apresentavam valores duvidosos o teste era
repetido para ser obtido um valor mais confidvel, sempre usando o valor médio para se tirar
qualquer conclusdo.

A estabilidade da peroxidase do extrato bruto da casca da soja no intervalo de pH
entre 4,5 e 8,5 foi investigada em tampéo citrato-fosfato 0,05 M (Figura 14), e no intervalo
de 5,9 a 8,5 em tampdo fosfato de so6dio 0,05 M contendo 0,01 M de sulfato de cobre
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(Figura 15). As amostras foram pré-incubadas nestes pHs por quatro horas, no tampio
citrato-fosfato, e oito horas, no tampio fosfato de sédio, e a seguir teve o pH reajustado a

4,5 (pH otimo) para fazer o ensaio de atividade enzimatica.

A Figura 14 mostra que a peroxidase do extrato bruto da casca da soja é estavel
por até quatro horas em intervalos de pH entre 5,5 e 8,5, ndo importando o tempo em que
fot pré-incubada. Entretanto, foi observada uma redugdo significativa de 20% na primeira
hora de incubagio a pH 4,5 (pH otimo de sua atividade), a qual decresceu quase que

linearmente com o tempo de incubagéo.

‘; ................................................... ¢ pH43
100% ¢ g g X o O pHS5S
: B TR RN « USSR ? A pHES
= @ X pH75
% 0% 4! ° O pHE&S
5 A +7 A%
- I 7.4%
=
60% - o
o
40% i P
0 1 2 3 4

Tempo (h)

Figura 14: Estabilidade da peroxidase em tampéo citrato-fosfato 0,05 M, em diferentes pHs.

A estabilidade da peroxidase na presenca de sal de cobre foi investigada com o

objetivo de venficar sua resisténcia em condicSes de um possivel processo industrial.
Assim, quando o caldo fo1 pré-incubado na faixa de pH de 5,9 € 8,5, em tampZo contendo
sulfato de cobre por oito horas, a atividade enzimatica foi preservada na faixa de pH entre

5,9 € 7,3 e no pH 8,5 a atividade permaneceu estavel por até seis horas (Figura 15).
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Figura 15: Estabilidade da peroxidase em tampdo fosfato de sodio 0,05 M conterdo 0,01 M CuSCO« JH 0, em
diferentes pks.

Para fazer o estudo de temperatura 6tima de atividade peroxidasica usou-se um
banho termostatizado para manter estavel a temperatura no interior da cubeta do
espectrofotdmetro, pode-se afirmar que a peroxidase do extrato bruto da casca da soja
apresentou uma temperatura 6tima entre 40° e 55°C (Figura 16) e manteve-se estavel frente

as temperaturas de 1°, 10°,22° 37°C, 46° ¢ 55°C por até duas horas (Figura 17}.
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Atividade Relativa
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Figura 16: Temperatura dtima de atividade de peroxidase.
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Figura 17: Estabilidade da peroxidase em diferentes temperaturas.

Foi observado na Figura 16 uma tendéncia de aumento de atividade com o
aumento da temperatura de incubagfo, ou seja, em temperaturas maiores que 55°C. A
Figura 17 indica que 3 55°C a peroxidase do extrato bruto da casca da soja foi de 115% em

duas horas, indicando que nesta temperatura a sua atividade foi maxima.
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A Tabela 4 compara trabalhos que realizaram estudos de caracterizagio de

diferentes peroxidases de soja frente a pH e temperatura.

Tabela 4: Caracterizagdo da peroxidase EBCS frente a pH e temperatura com dados da literatura.

4667 40°C 55°C SESSA e ANDERSSON (1981)

Grdo de Soja 5.5

Casca da Soja 4.6 25115 45°C Nd LiU et al. (1999)

Casea da Soja 4.5 55-85 55°C 1°-55°C Este trabalho

Nd = nfo determinado.
4.2 - Cinética de Adsorgio do Sistema Peroxidase~-CSFF-IDA-Cu’*

O tempo necessario para a peroxidase do extrato bruto da casca da soja adsorver
no complexo CSFF-IDA-Cu”", foi mvestigado em até 60 minutos. A Figura 18 representa a
cinética em 60 minutos, podendo ser observado que nos primeiros dez minutos de contato
entre peroxidase e o complexo CSFF-IDA-Cu®", os sitios para interagio foram ocupados,
em tampdo fosfato de sodio 0,1 M a pH 8,0, tampio que houve a melhor seletividade entre

a adsorgido de atividade de peroxidase e proteinas totais, a 25 °C.

120% i
90% -

60% - e °

Afividade Relativa

30% -

0% T ‘ y T T
0 10 20 30 40 30 60

Tempo (mimto)

Figura 18: Cinética de Adsorgdo parva o sistema Peroxidase-CSFF-IDA-Cu’” em tampdo fosfato de sédio
0,IM, pH 8,0 & 25°C.

43



Resultados e Discusses

Através do estudo cinético, for possivel venficar que existe a formacdo do

complexo entre a peroxidase do extrato bruto da casca da soja e o sistema CSFF-IDA-Cu*”

?

apesar da elevada contaminacdo por outras proteinas.

4.3 — Influéncia do pH na Adsorgio da Peroxidase em CSFF-IDA-

2
Cu’"

Foi estudada a influéncia do pH na adsor¢io da enzima e das proteinas

contaminantes presentes no extrato de soja pelo complexo CSFF-IDA-Cu®* (Tabela 5).

Tabela 5:Estudo do pH na adsorgdo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja e as proteinas
contaminantes em CSFF-IDA-Ci”" em tampéo fosfato de sodio 0,1M a 25°C.

6,0 514 >160,0
70 27.1 83.0
7,3 13,4 64.2
8,0 41,1 43,1
8,5 17,5 40,6

Em pH 6.0 foi observado que embora todas as proteinas presentes no extrato bruto
de peroxidase da casca da soja tenham sido adsorvido no complexo CSFF-IDA-Cu™, a
adsorcio da peroxidase também foi favorecida com 51% de adsor¢io da enzima presente
no extrato (maxima adsor¢do da peroxidase). Em pH 7,0 e 7,5, 83 e 64% das proteinas
contaminantes foram adsorvidas pela CSFF-IDA-Cu” e no pH iguais a 8,0 ¢ 8,5, 43 ¢ 41%
das proteinas foram adsorvidas, respectivamente. Entretanto, a adsor¢io da peroxidase niio
decresceu diretamente com o aumento do pH, no pH 8,0 a adsorgio foi de 41%. O pH 6,0

foi considerado ideal para a ligagio da enzima. E importante escolher valores de pH em que
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a adsorgdo seletiva de peroxidase ocorra, em detrimento das demais proteinas

contaminanies.

4.4 - Isotermas de Adsorgio

Isotermas de adsor¢iio sfio usadas para representar o equilibrio entre as
concentragdes do soluto adsorvido sobre a superficie do solido e as concentragdes do soluto
em soluco. No equilibrio, a taxa de soluto que esta sendo adsorvido na superficie sélida é
igual 4 taxa de soluto que deixa a superficie (BURKERT, 1998). A isoterma indica a

quantidade de adsorvente requerida e a sensibilidade do processo de adsor¢io quanto a

concentragdo do soluto.

A Figura 19 representa a adsor¢io das diferentes peroxidases no complexo CSFF-

IDA-Cu*" e a Figura 20 apresenta as linearizagdes da equagio de Langmuir.
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Figura 19: Isoterma de adsor¢do a 25°C em tampdo fosfato de sédio 0,1M a pH 8,0: (a) peroxidase do

extraio bruto da casca da soja; (b) peroxidase padrio de nabo; (¢} peroxidase padrio de soja.
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Figura 20: Linearizagdes da isoterma de Langmuir: Equagdo 8 para (a) peroxidase do extrato bruto da

casca da soja e (b) peroxidase padrio de nabo ¢ Equagdo 9 para (c) peroxidase padrdo de soja.

Foi observado que a adsorgéo das trés diferentes peroxidases no complexo CSFF-

IDA-Cu*, tem uma tendéncia a seguir o modelo proposto por Langmuir (Equagio 7).

Os dados da regressfo linear (Figura 20) seguindo a linearizagiio da Equagio de

Langmuir (Equagdes 8 e 9) nos forneceu o valor estimado da capacidade maxima de

peroxidase adsorvida no complexo CSFF-IDA-Cu®” (Qm) e a inclinagio da reta nos

forneceu o valor estimado da constante de dissociagio (Kp) do complexo peroxidase-CSFF-

IDA-Cu™* conforme descreve a Tabela 6.
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Tabela 6: Valores das constantes (., e Kp para as diferentes peroxidases.

Extrato Bruto da Casca da Soja 5.1 2,7
Nabeo Padrdo 311 22,9
Soja Padrio 3,2 0,5

O valor de Kp, constante de dissociagdo que descreve o equilibrio da reagéo de
adsorgdo, mostrou que o complexo CSFF-IDA-Cu* possui afinidade pela peroxidase do

extrato bruto da casca da soja. Os valores da constante Kp (Kp=kp/ka) descritos na Tabela
6, indicam que a constante de dissociagdo do complexo kp pode ser maior que & constante

de associagio do complexo ka. Isto ocome devido & adsorgdo de proteinas contaminantes
presentes no extrato bruto de enzima estar interferindo na adsorcdo especifica da

peroxidase.

SILVA e FRANCO (2000) relataram que a peroxidase de soja comercializada
como padrio apresentava mais impurezas que a peroxidase de soja punficada por partigio
em sistema de duas fases aquosas formado por PEG-IDA-Cu” /fosfato. Eles observaram em
gel de eletroforese SDS-PAGE a existéncia de cinco bandas protéicas na peroxidase de soja

padrio e apenas trés bandas no produto purificado em uma (inica etapa extrativa.

4.5 — Curvas de Ruptura

Foram construidas curvas de rupturas para a peroxidase do extrato bruto da casca

da soja em diferentes pHs para calcular a eficiéncia da adsor¢io no complexo CSFF-IDA-

Cu”™* (Figura 21).
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Figura 21: Curvas de ruptura para (¢} atividade de peroxidase no extrato bruto da casca da soja e (0)

proteinas totais: (a) pH 6,0; (b) pH 7,0 e (¢) pH 8,0.

Foi observado na Figura 21a, que a melhor separagfo entre a peroxidase do extrato
bruto da casca da soja e as proteinas contaminantes em pH 6,0 ocorreu com
aproximadamente 10 mL do extrato bruto a 10% da ruptura. No pH 7,0 (Figura 21b) foi
observado que a separagio deu-se somente quando foi atingido 50% de ruptura (12 mL de
extrato bruto), onde as proteinas contaminantes foram mais fortemente retidas (foram

necessanos 25 ml de extrato bruto para atingir a ruptura). Na Figura 21¢, em pH 8,0,

observou-se que a methor separagiio ocorreu quando 40% da ruptura foi atingida (17 mL de
extrato bruto), fot venficado na curva de atividade enzimatica em 40% de ruptura uma

separagdo que pode indicar a presenga de uma isoenzima.

Segundo JOHNSON et al. (1996) sob condigdes acidas (pH entre 5,0 ¢ 6,0), a

formagiio do complexo proteina-ligante IDA-Cu”" pode ser limitada exclusivamente aos
ca p p
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aminoacidos histidina, cisteina e triptofano presentes na superficie da proteina. Em
contraste, sob condi¢gdes basicas, proteinas que ndo possuem o aminoacido histidina na
superficie parecem particionar fortemente para o suporte em pH maiores que 7,5, indicando
a contribuigfio adicional dos outros grupos de coordenago proteina-metal, principalmente
aminas da superficie (aminas tercianias e/ou aminoécidos lisina) na retengio das proteinas

em condigdes basicas.

A Tabela 7 descreve a capacidade maxima de adsor¢io em coluna empacotada
com 1,0 mL do complexo CSFF-IDA-Cu”" e a eficiéncia de recuperagio do soluto que foi

calculada através da Equacéo 11 (pagina 23).

Tabela 7: Capacidade mdxima de adsorcéio da peroxidase e proteinas totais no complexo CSFF-IDA-Cu’* e

eficiéncia para as curvas de ruptura da peroxidase do extrato bruto da casca da soja.

Atividade Enzimdtica 7,10 96,9%
pH 6,0

Proteinas Totais 25mg 67,9%

Atividade Enzimdtica 520 91,1%
pH 70

Proteinas Totais 2,3 mg 60,9%

Atividade Enzimitica 6,90 82.1%
pH 8,0 '

Proteinas Totais 1.9 mg 95,3%

Os dados da Tabela 7 mostram que a pH 6,0 foi obtida a melhor separagio entre a
atividade enzimatica e as proteinas totais, com uma eficiéncia de 96,9% na recuperacio da
atividade enzimatica contra 67,9% de eficiéncia para as proteinas totais. A pH 7,0, a
eficiéncia da recuperagdo diminuiu para 91,1% para atividade enzimatica e 60,9% para as
proteinas totais, e o perfil das curvas (Figura 21b) mostrou que a recuperag¢io nio foi
significativa. Ja a pH 8,0, a separagio foi mais eficiente para as proteinas totais, 95,3%,

enquanto para a atividade enzimatica foi obtido 82,0% de eficiéncia.
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4.6 — Purificacdo da Peroxidase do Extrato Bruto da Casca da Soja

Foram investigadas trés diferentes condigdes para a purificagio da peroxidase do

extrato bruto da casca da soja em coluna de leito empacotado com o complexo CSFF-IDA-

2+
Cu™.

A Figura 22 representa o cromatograma obtido na purificagio da peroxidase do

extrato bruto da casca da soja. Foram aplicados 25 mL de extrato bruto com 80,3 U de

atividade de peroxidase e 24,7 mg de proteinas totais, preparados a partir de 6,3 g de casca

de soja, 10 mL de tampéo fosfato de sodio 0,1M a pH 8,0 na etapa de lavagem e foi usado

como eluente para a dessor¢io o tampéo fosfato de sédio 0,1M a pH 8,0 com 10 mM de

EDTA (primeiro ensaio).
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Figura 22: Cromatograma de purificagdo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja em pH 8,0

{primeiro ensaio).
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A Tabela 8 apresenta o fator de purificacio e o rendimento obtido no primeiro

ensaio de purificagio da peroxidase do extrato bruto da casca da soja.

Tabela 8: Rendimento ¢ fator de purificagéio para a dessorgdo da peroxidase do extrato bruto da casca da

soja adsorvida em CSFF-IDA-Cu”" em pH 8,0 (primeiro ensaio).

Carga 25 80,3 24,7 3,3 I 1000

*Capacidade - 6,9 1.9 36 0 e .
Lavagem 10 e R J— — ————
Eluigio 23 Lo 0,05 224 6,2 146

* Capacidade de adsorgiio da peroxidase no complexo CSFF-IDA-Cu® (Tabela 7), usada para calcular o fator
de purificagio e rendimento.

Foi verificado que a peroxidase néo foi fortemente adsorvida no complexo CSFF-
IDA-Cu™, somente 1,0 U de atividade de peroxidase foi recuperada quando a elui¢io foi
iniciada.

A capacidade maxima de adsorcdo da peroxidase no complexo CSFF-IDA-Cu®"
{Qu) na coluna HR 5/5 empacotada com 1,0 ml de adsorvente foi de 6,9 U de peroxidase
(Tabela 7) e em batelada foi de 5,1 U de peroxidase (Tabela 6). Como foi aplicado na
coluna um grande volume de enzima (80,3 U), grande parte desta enzima nio foi adsorvida
por ndo haver sitio de interagio suficiente. Como na etapa de eluigiio recuperou-se 1,0 U,

considerando a capacidade méaxima de adsor¢do em coluna, foi alcangado um rendimento

de 14,6% e um fator de punificacio de 6,2 vezes.

A Figura 23 representa o cromatograma obtido na purificagdo da peroxidase do
extrato bruto da casca da soja. Foram aplicados 15 mL de extrato bruto de peroxidase da
casca da soja com 59,3 U de atividade de peroxidase e 11,5 mg de proteinas totais,
preparados a partir de 1,5 g de casca de soja., 24 ml. de tampéo fosfato de sodio 0,1M, pH
8,0 na etapa de lavagem e foi usado como eluente para a dessor¢do 50 mM de EDTA em

pH 4,5 (pH otimo da peroxidase) (segundo ensaio).
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Figura 23: Cromatograma de purificagio da peroxidase do extrato bruto da casca da soja em pH 8,0

(segundo ensaic).

A Tabela 9 apresenta o fator de purificagdo e o rendimento obtidos no segundo

ensaio de purificagio da peroxidase do extrato bruto da casca da soja.
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Tabela 9: Rendimento e fator de purificacéio para a dessor¢do da peroxidase do extrato bruto da casca da

soja adsorvida em CSFF-IDA-Cu™* em pH 8,0 (segundo ensaio).

Carga 15 59,3 11,5 52 1 100,0

*Capacidade - 6,9 1,9 36 — —
Lavagem 24 —— S - ——m —
Eluicdo 20 3.1 1,2 25 0.7 45,1
**Eluicdo - 3,2 1,2 43 0,8 75,3

* Capacidade de adsorgéo da peroxidase no complexo CSFF-IDA-Cu®* (Tabela 7), usada para calcular o fator
de purificagio ¢ rendimento. ** Atividade eluida considerando a estabilidade da peroxidase no pH 4,5, em
duas horas de eluigio foi perdida 40% da atividade de peroxidase,

Quando a eluigdo foi feita usando tampio com 50 mM EDTA foi observado que
na etapa de eluigdo houve a presenga de dois picos sendo um pico de proteinas e um de
peroxidase indicando que uma adsor¢do preferencial das proteinas contaminantes pode ter
ocorndo nestas condigdes de ensaio. Foram recuperadas 3,1 U de atividade de peroxidase

quando a eluigdo foi iniciada.

A capacidade méxima de adsor¢do da peroxidase no complexo CSFF-IDA-Cu®
(Qw) na coluna HR 5/5 empacotada com 1,0 mL de adsorvente foi de 6,9 U de peroxidase
(Tabela 7). Foram aplicados na coluna 59,3 U de atividade de peroxidase que ndo foi
totalmente adsorvida por ndo haver sitio de interagio suficiente. Como na etapa de eluigdo
recuperou-se 3,1 U, considerando a capacidade maxima de adsor¢io em coluna, foi
alcancado um rendimento de 45,1%. Considerando a perda de atividade da peroxidase
decorrente da estabilidade da enzima frente ao pH 4,5 (pH do tampé&o usado na etapa de
eluigdo) pode-se verificar que em duas horas a perda de atividade fica em torno de 40%,

entio a atividade eluida seria de 5,2 U e o rendimento seria de 75,3%.

A Figura 24 representa o cromatograma obtido na purifica¢io da peroxidase do
extrato bruto da casca da soja. Foram aplicados 15 mL de extrato bruto com 71,7 U de
atividade de peroxidase e 8,4 mg de proteinas totais, preparados a partir de 1,5 g de casca
de soja, 23 mL de tampdo fosfato de sodio 0,1M, pH 6,0 na etapa de lavagem e foi usado
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como eluente para a dessorgio 50 mM de EDTA em pH 4.5 (pH ‘6timo da peroxidase)

(terceiro ensaio).
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Figura 24: Cromatograma de purificagdo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja em pH 6,0

(terceiro ensaio),

A Tabela 10 representa o fator de purificagio e o rendimento obtido no terceiro

ensaio de purificagdo da peroxidase do extrato bruto da casca da soja.
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Tabela 10: Rendimento e fator de purificagdo para a dessorgdo da peroxidase do extrato bruto da casca da
soja adsorvida em CSFF-IDA-Cu’™* em pH 6,0 (terceiro ensaio).

Carga 15 71,7 24 13,9 i 100,0
*Capacidade -~ 7.1 2,5 28 e P
PicoA 13 59,8 0,73 82,1 59 834
Lavagem 23 mmm e - —— e
Eluicdo 20 6,2 34 1.8 0,65 87.2
**Eluiciio e 10,3 3.4 3.1 0,22 1450

* Capacidade de adsorgfio da peroxidase no complexo CSFF-IDA-Cu™ (Tabela 8), usada para calcular o fator
de purificagdio e rendimento. ** Atividade eluida considerando a estabilidade da peroxidase no pH 4,5, em
duas horas de eluigio foi perdida 40% da atividade de peroxidase.

O cromatograma apresentado na Figura 24, indica que as proteinas contaminantes
presentes no extrato bruto da casca da soja foram preferencialmente e fortemente
adsorvidas em pH 6,0, enquanto que a peroxidase alvo adsorveu fracamente sendo eluida
na etapa de lavagem (Pico A, Figura 24), onde foram recuperadas 59,8 U de atividade de

peroxidase com um rendimento de 83,4%.

Quando a eluigdo foi feita usando tampédo com 50 mM EDTA fo1 observado que
na etapa de elui¢io houve a presenca de um pico de proteinas ou de uma isoenzima
peroxidase. Pode ter ocorrido uma adsor¢io preferencial das proteinas contaminantes nestas
condi¢des de ensaio. Foram recuperadas 6,2 U de atividade de peroxidase quando a elui¢io
fo1 iniciada. Considerando a capacidade maxima de adsor¢io em coluna neste pHde 7,1 U
(Tabela 7), fo1 alcangado um rendimento de 87,2%. Considerando a perda de atividade da
peroxidase decorrente da estabilidade da enzima frente ao pH 4,5 (pH do tampéo usado na
etapa de eluigcdo) pode-se verificar que em duas horas a perda de atividade fica em tomo de

40%, entio a atividade eluida seria de 10,3 U e o rendimento sena de 145,0%.

Foi observado que quando a adsorgdo da peroxidase do extrato bruto da casca da
soja deuse a pH 6,0, houve uma adsorcio seletiva das proteinas contaminantes com

maxima separagio entre estas proteinas e a peroxidase alvo.
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A Figura 25 apresenta o gel de eletroforese SDS-PAGE onde foram aplicadas as

amostras correspondentes ao pico de proteina da Figura 23 e do Pico A da Figura 24.

Foskailase B - 97 060 Da

Altramine Bowina - 66.000 Da

Crooalnaning - 45.000 Da

Anidrese Cefbdnica - 30,000 De

Inbidor Tripsioa de Sojs. - 20.000 Da

Figura 25: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS. 1) Padrdes de marcadores moleculares (Da); 2} Pico
A na adsorgdo em pH 6,0 (Figura 24); 3) Extrato bruto de peroxidase da casca da soja; 4) Pico de proteinas
na adsorgdo em pH 8,0 (Figura 23).

Quando a adsorgdo foi realizada em pH 6,0 (coluna 2 da Figura 25), foi observada
uma banda bem concentrada de proteina, com massa molar equivalente a 35,5 kDa, valor
este que quando comparado com dados da literatura (Tabela 11} pode-se concluir que esta
pode ser a peroxidase alvo. Entretanto no processo de adsor¢io a pH 8,0 (coluna 4 da

Figura 25), pode ser verificado que a intensidade da banda protéica era menor que no pH
6,0.

A Tabela 11 compara os valores da massa molar de diferentes peroxidases de soja

determinadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS.
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Tabela 11: Dados dua literatura que comparam a massa molay de diferentes peroxidases de soja.

Grdo de Soja 37.0 SESSA ¢ ANDERSSON (1981)
Casca da Soja 37,0 GILLIKIN e GRAHAM (1996)
Casca da Soja 37,0 GRAY etal (1996)
Casca da Soja 38,0 LIU et al. (1999

4.7 — Adsorcido em Batelada

Com o objetivo de desenvolver um processo industrial visando a obtengdo da
peroxidase purificada, partindo do residuo mais abundante da induistria de 6leo de soja, a
casca da semente, um esquema experimental simplificado foi desenvolvido e aplicado para
separacdo entre as proteinas contaminantes e a peroxidase do extrato bruto da casca da soja
(Figura 26).
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Figura 26: Esquema simplificado para a extragdo e separagdo da peroxidase do extrato bruto da casca da

soja das proteinas contaminantes visando o aproveitamenio do residuo da industria de soja.

Foram testadas duas diferentes resinas, “Chelating Sepharose Fast Flow —
Amersham Pharmacia Biotech” e “Lewatit TP 207 - Bayer”, para a separagio da peroxidase
do extrato bruto da casca da soja das proteinas contaminantes. A Tabela 12 compara a
eficiéncia das diferentes resinas para a adsor¢io seletiva da peroxidase do extrato bruto da

casca da soja.
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Tabela 12: Comparagdo na eficiéncia da adsoredo em batelada das resinas “Chelating Sepharose Fast

Flow” ¢ “Lewatit TP 207" em uma hora de adsorgdo.

CSFF | 561 60 107 893 84 | 96 69 724 276 04 | 210
pH 6,0

Lewatit | 56,1 62 11,1 889 80 9.6 41 432 568 13 6,2

CSFF 56,1 44 79 921 11,7 | 96 46 488 512 11 16,6

pH 8,0
Lewatit | 56,1 39 71 929 131 ]| 96 10 102 89,8 88 1,5

Foi verificado na Tabela 12 que em pH 6,0 a separagdo entre a peroxidase do
EBCS das proteinas contaminantes fol mais efetiva quando fol usada a resina “Chelating
Sepharose Fast Flow”, quando foi obtida uma relagfio de porcentagem adsorvida na fase
liguida pela porcentagem adsorvida na fase sélida, de 8,4 para a peroxidase contra 0,4 para
as proteinas totais, indicando um aumento na atividade especifica da peroxidase do EBCS
de 21 vezes. Isto mostra que as proteinas contaminantes foram preferencialmente retidas na
fase so6lida e a peroxidase alvo permaneceu no sobrenadante. Em pH 8,0 a resina “Chelating
Sepharose Fast Flow” também fo: eficiente na reten¢io das proteinas contaminantes,
obtendo-se uma raziio entre porcentagens de 11,7, o alto valor indica a presenca da
peroxidase alvo no sobrenadante contra 1,1 para as proteinas contaminantes, indicando um

aumento na atividade especifica da peroxidase do EBCS de 10 vezes.

Em gel de eletroforese SDS-PAGE (Figura 27) foram investigados os

sobrenadantes das adsorg¢des na resina Lewatit TP 207 nos pHs 6,0 ¢ 8,0.
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Figura 27: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS para adsor¢do na resing Lewatit TP 207 em uma hova.
1) Padrdes de marcadores moleculares; 2) Adsorgdo em pH 6,0; 3) Extrato bruto de peroxidase da casca da
soja; 4) Adsorgdo em pH 8,0.

Pode ser observado que na adsorggo em pH 6,0 (coluna 2) as bandas protéicas
estio menos intensas que na adsorgdo em pH 8,0 (coluna 4). Isso significa que a adsorgéo
em pH 6,0 usando a resina Lewatit TP 207 foi mais efetiva que no pH 8,0. A Tabela 12
mostra que na adsor¢do da peroxidase do EBCS na resina Lewatit TP 207 em pH 6,0,
houve um aumento de 6 vezes na atividade especifica da peroxidase, contra 1,5 vezes na

adsorcio nesta resing em pH 8,0,

Apesar da resina macroporosa Lewatit TP 207 ser mais econdmica (U$ 200/Litro
de resina), quando comparada com a resina microporosa Chelating Sepharose Fast Flow
{US$ 2000/Litro de resina), na etapa de imobilizagio dos ions cobre na Lewatit TP 207 e na
etapa de regeneracio, para reutilizacfio da resina foram consumidas enormes quantidades de
sulfato de cobre (para a imobilizagio) e de solugio de EDTA (para a regeneraciio), devido a
elevada capacidade i6mica da resina, o que a torna inviavel para ser usada em escala
industnal.

Ja para a resina “Chelating Sepharose Fast Flow”, tanto na etapa de separacio da
peroxidase do extrato bruto da casca da soja, quanto nas etapas de imobilizagio e
regeneragio da resina, foram necessarios pouco tempo e volume de solugdes para que a

resina pudesse ser reutilizada.
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que:

5 - CONCLUSOES

No desenvolvimento deste projeto de dissertagiio de mestrado foi possivel concluir

O teor de atividade de peroxidase no EBCS varia conforme o lote de casca de soja,
tempo e condigdes e armazenamento das cascas da soja e a concentragio do extrato
bruto. Foram obtidas 26,7 U/mL de atividade de peroxidase no EBCS fresca (5.300
Ulg casca) ¢ 36,4 U/mL de atividade de peroxidase no EBCS Ceval (1.500 U/g

casca).

A peroxidase do EBCS ¢ facilmente solubilizada em meio aquoso, em tampéo
fosfato de sédio 0,1M a pH 7.0

A peroxidase do EBCS apresentou condigdes oOtumas de atividade a pH 4,5 e
mostrou estabilidade entre os pHs 5,5 e 8,5. A enzima permaneceu estavel entre 1 e

55°C por trés horas.

Fo1 possivel observar que existe a afinidade entre a peroxidase do EBCS e o
complexo CSFF-IDA-Cu”’, verificada através do estudo cinético da adsor¢do da

enzima no complexo.

O pH do meio interferiu fortemente na adsorgdo da peroxidase do EBCS. Foi

observado que a pH 8,0 ocorreu & adsorgio mais seletiva da enzima em detrimento

das proteinas contaminantes. A adsor¢io maxima de enzima foi de 51% em pH 6,0.

A adsor¢io das peroxidases do EBCS, padrio de nabo e padrio de soja no
complexo CSFF-IDA-Cu™ seguiu o modelo proposto por Langmuir onde as
capacidades maximas de adsorcio obtidas foram de 5,1, 31,1 e 3,2 U/mL de
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adsorvente, e as constantes de dissociagio do complexo Peroxidase-CSFF-IDA-
Cu”* foram de 2,7,22,9 € 0,5 U/mL, respectivamente.

A curva de ruptura para a peroxidase do EBCS apresentou-se ingreme em pH 6,0,
onde foi obtida melhor condigio de separacio entre atividade, 96,9% de atividade
recuperada, e proteinas totais, 67,9% de recuperagdo. Em pH 8,0 verificou-se que as
proteinas totais foram 95,3% recuperadas contra 82% de atividade recuperada. J4
em pH 7,0 a inclinagdo da curva ndo apresentou uma boa separagio, sendo este pH
constderade 0 que permitiu pior separacdo entre a peroxidase e as proteinas

contaminantes.

A purificagdo da peroxidase do EBCS foi realizada em tampio pH 6,0 e a na etapa
de dessorgio foi usado como eluente tampdo em pH 4,5 contendo 50 mM de EDTA.

Na etapa de adsorcio na coluna, foi verificada que houve uma separacio seletiva
entre a atividade de peroxidase e as proteinas totais com um fator de purificagdo de
5,9 vezes com 83,4% de rendimento. Na etapa de elui¢éo foi obtido um rendimento
de 87,2% para a peroxidase da casca da soja. Quando foi considerada a perda de
atividade da enzima no pH 4,5, devido a estabilidade neste pH, foi obtido um
rendimento de 145,0%.

A melhor condi¢do para a purificagio da peroxidase do EBCS deu-se quando a
adsorcdo foi realizada em pH 6,0 (terceiro ensaio), onde as proteinas contaminantes
foram preferencialmente adsorvidas e a atividade de peroxidase foi eluida ainda na
etapa de adsor¢do (83,4% de rendimento), com utilizacdo da resina de modo
“inverso” do usual, ou seja, com a adsorcio dos contaminantes ao invés da

peroxidase alvo.

Na adsorgéo da peroxidase do EBCS na resina CSFF em batelada foi obtida uma
razdo entre a atividade de peroxidase na fase liquida (sobrenadante) pela atividade
de peroxidase na fase sélida (adsorvida) de 8,4 contra 0,4 para as proteinas totais em
pH 6.0, com um aumento na atividade especifica da peroxidase do EBCS de 21,0
vezes no sobrenadante. Em pH 8,0, para a atividade de peroxidase fo1 obtida uma
razio entre fases de 11,7 e de 1,1 para as proteinas totais, o que fomeceu um
aumento na atividade especifica da peroxidase do EBCS de 10,6 vezes. Os dados

mostraram que apesar da adsorgéo preferencial das proteinas contaminantes houve a

63



Conclusdes

separagio entre estas proteinas e a peroxidase alvo, que permaneceu na fase liquida

(sobrenadante).
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Sugestdes para Proximos Trabalthos

6 — SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

As sugestOes para os trabathos futuros envolvendo a peroxidase do extrato bruto

da casca da soja sdo:

o Verificar a afinidade da peroxidase do EBCS pelos metais Fe’', Ni*", Co™ e Zn”"
imobilizados no complexo CSFF-IDA,

Na etapa de dessorgdo da peroxidase do EBCS adsorvida no complexo CSFF-
IDA-Cu”™, usar como eluente tampio em pH 5.5 (neste pH a peroxidase

apresentou estabilidade por até quatro horas) contendo EDTA;

Explorar melhor a utilizagdo da resina Lewatit TP-207, com menor concentragio

de metal imobilizado;

Utilizar as resinas “Streamline Chelating — Amershan Pharmacia Biotech” e
“Lewatit TP 207 - Bayer” para a adsorgfio da peroxidase do EBCS em leito
expandido, usando os metais Fe**, Cu®, Ni’, Co®" e Zn®>" imobilizados nas

matrizes.
Avaliar inventano de pardmetros para possivel investigacio do “Scale-up”.

Utilizar superficie de resposta para fazer a modelagem estatistica.
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EXTRACAO E PURIFICACAO DE PEROXIDASE DE SOJA (Glycine max) POR
METALOAFINIDADE
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Palavras-chave: Peroxidase; Soja; Glycine max; Afinidade por Metal; downstream-processing

Peroxidases  (doador:  hidrogénio-perdxido
oxidoredutase EC 1.11.1.7) sfio heme-enzimas que
possuem uma varedade de fungdes biosintéticas e
degradativas usando perdxido de hidrogénio como
seeptor de elétrons. Estas enzimas sfio encontradas em
bactérias, fungos, plantas e vertebrados (DAWSON,
1588). O esquema abaixo exemplifica a reagfio de
Gxido-redugdo catalisada pela peroxidase.

Doador + HayOy ~» Doador oxidado + 2 Hzo

Peroxidase é a enzima mais flegientemente
utlizada eom imunoensaios enzimdticos ¢ em
diagnosticos médicos (MIRANDA et al, 1995). E
usada na determinagfio enzimatica de pequenas
quantidades de glicose, especialmente para pessoas que
sofremn de diabetes. De acordo com diversos autores, a
peroxidase tembém pode ser ecmpregada em
biosensores, transformagio quimica de medicamentos,
na fabricagio de produtos guimicos, na degradagéio de
compostos arométicos, no controle do meio ambiente ¢
em processos de sintese de diversos intermedidrios
quimicos, como a resina fendlica isenta de formaldeido.
Outra importante classe de materiais produzidos por
reagbes catalisadas por peroxidase em solventes
orginicos sdc as aminas poliaromaticas ¢ os polifendis
(AKKARA et al., 1999). A peroxidase de soja pode ser
usada nos seguintes processos: como substituto para
fons cloreto no clarcamento de papel, substituindo
oxidantes quimicos para oxidar anilina, na produgdoc de
polianilina; quando microencapsulada, 2 peroxidase de
soja ¢ liberada produzindo um papel-carbono, com uma
mudanga de cor, sem as manchas deixadas pelo
carbono, na degradag@o de compostos aromdticos ¢
controle ambiental (EGOROV & GAZARYAN, 1993).

O objetive deste trabatho € o de comparar a
extragio da peroxidase de extrato bruto de soja (Ghcine
max) por dois processos por particBo em sistema de
duas fases aguosas (SDFA) utilizando metalo-ligante
(FRANCO et al,, 1997) e por adsomiio a suporte sélido
contendo o metal cobre imobilizado.

O processo de extragio e purificagfio da
peroxidase em SDFA de afinidade constou de duas
efapas: o primeiro sistema era composto de 14% de
polietilenoglicol 4000 ¢ 8% de sulfato de sodio, com

concentragbes crescentes de PEG-Cobre-IDA (metal
complexado a0 polimero  acoplado a0 acido
iminodizcéticn) substituinde o PEG simples. Na
segunda etapa, a interaglo entre a peroxidase e o
metalo-ligante fol revertida pela adigio de 10% de
fosfato 4 fase polimérica. Foi observado que o melhor
sistema de purificagio da peroxidase foi o empregando
10% de PEG-Cobre-IDA, 4% PEG 4000 simples ¢ 8%

de sulfato de sédio (primeira etapa). Na segunda etapa, o
melhor sistema foi aquele composto pela fase polimérica
coletada da primeira etapa na presenca de 10% de fosfato.
QO rendimento obtido foi de 64% da enzima na fase salina,
com aumento do fator de purificagiio de 145, Foi
observado por eletroforese (SDS-PAGE) que a peroxidase
de soja punficada pelo processo desenvoivido em nosso
laboratério é mais pura do que 2 enzima comercial padefio

(Figura 1)

[ d

(SDS-PAGE).
fosforilase b (94kDa), BSA (67kDa), ovalbumina
(43kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), Inib. Trips.Soja (20
kDa), lactalbumina (14,4 kDa), b) extrato bruto de soja;
¢ipadrio comercial de peroxidase de soja; dperoxidase
extraida pelo presente processo; ¢) fase mferior do SDEA

a
Figl  Eletroforese aymarcadores:
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Anexo 2

EXTRACAO E PURIFICACAO DE PEROXIDASE DE SOJA (Glycine max) POR ADSORCAO DE
AFINIDADE A METAL IMOBILIZADO

Kathia Assis de Sousa; Telma Teixeiva Franco
kathia@feq.unicamp.br
LEB ~Laboratorio de Engenharia Bioguimica

Peroxidases (doador: hidrogénio-perdxido oxidoredutase EC 1.11.17) sfo heme-enzimas que
possuem uma variedade de fungSes biosintéticas e degradativas usando peroxido de hidrogénio como aceptor
de elétrons. Estas enzimas sfo encontradas em bactérias, fungos, plantas e vertebrados. O esquema abaixo
exemplifica a reagfio de dxido-reducfio catalisada pela peroxidase.

Doador + H;0; ~» Doador oxidado + 2 H;O
Peroxidase ¢ a enzima mais freqlentemente utilizada em imunoensaios enzimdticos em diagndsticos

médicos. E usada na determinagio enzimdtica de pequenas quantidades de glicose, especialmente para
pessoas que sofrem de diabetes. De acordo com diversos autores, a peroxidase também pode ser empregada

em biosensores, transformagiio quimica de medicamentos, na fabricagio de produtos guimicos, na degradagio
de compostos aromaticos, no controle do meio ambiente e em processos de sintese de diversos intermedidrios
quimicos, como a resina fenodlica isenta de formaldeido. Outra importante classe de materiars produzidos por
reaghes catalisadas por peroxidase em solventes orginicos sdo as aminas poliaromaticas e os polifendis. A
peroxidase de soja pode ser usada nos seguintes processos: como substituto para ions cloreto no clareamento
de papel, substitnindo oxidamntes quimicos para oxidar snilina, a peroxidase pode ser usada no processo de
produgiio de polianilina, quando microencapsulada, a peroxidase de soja ¢ liberada produzindo um papel-
carbono, com uma mudanga de cor, sem as manchas deixadas pelo carbono. A aplicagiio da peroxidase se d4
também em analises imunoquimicas, biosensores, degradagio de compostos arométicos e controle ambiental.

O objetivo deste trabalho € extrair e purificar a peroxidase de extrato bruto de soja (Gheine max) por
adsorciio a suporte solido contendo o metal cobre imobilizado. Objetiva-se desenvolver um processo de
adsorcdo da enzima ao metal cobre, imobilizado ao suporte "Chelating Sepharose". Serfio construidas
1sotermas de adsorglio € curvas de ruptura para a peroxidase e a dessorciio sers realizada em trés formas: 1)
gradiente ascendente de concentragio de cloreto de sodio, 2) gradiente com EDTA e 3) gradiente descendente
de pH, para desestabilizar a interagfio entre a enzima e o metal. Portanto, pretende-se desenvolver a
reciclagem do suporte solido contendo o metal imobilizado para reutilizagio potencial da matriz, alcangando

rendimento ¢ fator de purificaco mais elevados e a reducdo do custo.

Palavras-chave: Peroxidase; Soja; Glycine max; Cromatografia de Afinidade por Metal.
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ANEXO 3

“Extragdo e purificagio de peroxidase da casca da soja (Glycine max)”
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Anexo 3

EXTRACAO E PURIFICACAO DE PEROXIDASE DA CASCA DA SOJA (GLYCINE MAX)

Kathia Assis De Sousa; Cristiane Fozzatti; Telma Teixeira Franco
Laboratério de Engenharia Bioquimica- FEQ - Faculdade de Engenharia Quimica
UNICAMP - Universidade Fistadual de Campinas - Cx Postal 6066 — 13081-970 — Campinas/SP
E-mail: franco@feq.umicamp.br

REsumo

Foi observado que a peroxidase da casca da soja (Glycine max) apresentou condigdes Otitnas de atividade a
pH 4.5 ¢ temperatura entre 30 a 55°C, de estabilidade & temperaturas entre 10 e 55°C e ndo demonstrou
sensibilidade ao congelamento. Em condi¢Bes Gtimas, a atividade enzimatica foi de 5.330 U/g casca de soja.
Foi desenvolvido um sistema de duas fases aquosas (SDFA) contendo polietilenoglicol (PEG) 4000, fosfato ¢
diferentes concentragSes de cloreto de sddio (NaCl). Observou-se que no sistema com 9% (p/v) de NaCl,
houve uma seletividade de 75 vezes ¢ uma recuperagio de 55% da enzima adicionada ao sistema,
possibilitando uma boa separacfio entre a enzima ¢ as proteinas contaminamtes. Foi também estudada a
afinidade da enzima por fons cobre (Cu2+) imobilizados no gel "Chelating Sepharose Fast Flow". Apéds cinco
minutos de contato, verificou-se que 33% da enzima presente no caldo foi adsorvida reversivelmente em

tamip o fosfato de sodio, pH 8,0

Palavras-chave: Peroxidase; Glycine max, Sistema de Duas Fases Aquosas, Metalo-Aftnidade.

INTRODUCAO

Peroxidases (doador: perdxido de hidrogénio
oxidorredutase, EC 1.11.1.7), s80 enzimas que tem
finciio de oxidar wma variedade de doadores de
hidrogémio através do consumo de perdxido de
hidrogénio.

O esquema abaixo excmplifica a reagiio de
dxido-redugdo catalisada por peroxidases.

Doador + HyO5 ~» Doador Oxidado + 2 H;O

Peroxidase € a enzima mais fregiientemente
usada na produgdo de kits de imunoanalises, nas
medidas colorimétricas do perdxido de hidrogénio,
também pode ser empregada nos biosensores, na
transformaco  quimica de medicamentos, na
fabnicagiio de produtos quimicos, na degradagiio de
compostos aromaticos, no controle do meio
ambiente e nos processos de sintese de diversos
intermedidrios quimicos. A peroxidase de soja
pode ser usada como substituto para os fons cloreto
no clareamento de papel ¢ para os oxidantes
quimicos na oxidagiio de anilina no processo de
producio de polianilina™ ™4™

Ja foram descrtos diferentes métodos para
extragfio e purificagiio de peroxidase de diferentes
origens, envolvendo principalmente a
cromatografia de troca iémica™) a precipitagio
com sais’”, a cromatografia de interagio
hidrofébical”, a cromatografia de afinidade usando
concavalina A como ligante™ e anticorpos
monoclonais® e a separacio por Hartigﬁo em
sisternas de suas fases aquosas (SDFA).

Diversos pesquisadores tem usado o complexo
dcido  iminodiacético-cobre, IDA-Cu®’, como
ligante covalentemente preso a um suporte, para
recuperar e purificar diversas enzimas por
cromatografia de afinidade por este metal Um
fator importante na interaclio protefna-metal € a
acessibilidade dos residuos de histidina expostos na
superficie da proteina™?l'® Entretanto, este
ligante pode ser covalentemente imobilizado a um
polimero hidrossolivel.

SILVA er al®™ extraitam ¢ purificaram
peroxidase de soja por particBdo em SDFA,
utilizando IDA-cobre acoplado a polietilenoglicol.
Foi observado que a peroxidase era fortemente
particionada para a fase contendo cobre e que 64%
da enzima praticamente pura podia ser recuperada
em apenas duas etapas. O fator de purificagiio
obtido neste processo foi de 145.

A Figura 1 apresenta o sitio de ligagio de uma
proteina contendo histidina que se acopla ao
complexo solido ou sohivel IDA-Cu”*,
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Figura 1: Sitio de ligagdo entre a proteina contendo
lastidina e o suporte {(s6lido ou solavel) acoplado
a0 IDA-Cu™.

A peroxidase de soja foi purificadal® com
aumento de 628 vezes nmo fator de purificagio,
usando a segwinte seqiiéncia de procedimentos:
fracionamento com  sulfato de  amdnio,
cromatografia de filtragdo em gel, cromatografia de

troca ibnica, cromatografia de afimidade ¢
cromatografia hidrofobica. Com esse procedimento
obteve-se um baixo rendimento de 4%. Um povo
trabalho de purificagio da peroxidase da casca da
soja™™, usando a mesma seqiéncia de purificagdo,
obteve-se o rendimento de 16,4% com aumento de
atividade especifica da peroxidase de 57 vezes.

Um processo de punficagdio e extragio da
peroxidase de soja num sistema de duas fases
aquosas (SDFA) termossensivel com Triton X-45,
Triton X-100 e acetato de sodio a pH 5,5 foi
desenvolvido!™, cromatografia de afinidade foi
usada para purificar a enzima em uma segunda
etapa, aumentando o fator de purificagio para 41
vezes e com rendimento para 28% de peroxidase.
A dissociagio da enzima do complexo de afinidade
foi executada com a adicdio de uma fase salina
(10% fosfato, pH 7,0).

Algumes proteinas foram purificadas por
cromatografia de adsorcio a metais imobilizados.
Proteinas do plasmal'”, foram purificadas com o
metais do grupo HIA imobilizados na matriz. Para
purificar a lactato  desidrogenase!® e s
fosfoproteinas!”), foram usados jons Fe™ e para a
enzima colagenase!™, foi usado fons Zn™
imobilizados.

Portanto neste trabalho pretende-se investigar a
purificacio da peroxidase da casca da soja por
particio em sistema de duas fases aquosas simples
e por adsorgfio por metalo-afinidade.

MATERIAIS E METODOS

Extrato brute de enzima

O extrato bruto de enzima foi preparado por
trituragBio das cascas dos grios de Gheine max.
Dez gramas da casca dos grios de soja foram

desengordurados com 100 ml de n-hexano, sob
agitacdo magnética por 1 horz a 4°C. O n-hexano
foi descartado e as cascas foram secadas por 30
minutos € pesadas. Adicionou-se 100 ml de
tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0 e em
seguida mantendo-se a mistura sob agitaglo

“magnética por 1 hora a 4°C. Este caldo foi

centrifugado a 246 g por 10 mimatos. O
sobrenadante foi mantido a 4°C.

Determinacio da atividade enzimdtica da
peroxidase

A determinacBio da atividade enzimética da
peroxidase foi realizada pelo seguinte método™:
em um tubo de ensaic foi adicionado 3 ml de
tampéo citrato fosfato 50 mM, pH 4,5, 100 pL de
gualacol 1% alcodlico (vA) e 50 pl do caldo
enzimético. A reagfo foi iniciada pela adiggo de 40
pl de peréxido de hidrogénio 0,08 M, e a
absorbdncia da  solucio foi medida em
espectrofotdmetro a 436 nm, contra branco ar. A
absorbancia foi anotada a cada mmuto (até 5

minutos). A seguinte formula fol utilizada para
calculo:

V.1 A 319 A 997-A
v a-b min 0,05-64-1 min min
Onde:

V =volume total;

v = volume da enzima adicionada;

A = absorbéncia;

a=coef de extingiio do produto (cm’/umeole);
b =via dptica.

Determinacdo de proteinas totais

A, concentragiio de proteinas foi determinada
através da reaglio coloriméirica entre o5 grupos
aromaticos da proteina ¢ o corante azul brithante de
Comassic em meio 4cido (HCI 22% viwv)'¥
wilizando uma curva padrio de albumma de soro
bovine.

pH otimo

( pH otimo da enzima foi investigado, usando
tampdo citrato fosfato 50 mM, na faixa de pti entre
2,0e90a25°C,

pH de estabilidade
A estabilidade da enzima foi estudada em

tampéo fosfato de sodio 50 mM contendo 10 mM
de sulfato de cobre. Foram usados os pHs 5,9, 6,5,
7.3 € 8,5 a 25°C. O caldo enzimético foi incubado
nos diferentes tampdes por oito horas, e a medida
da atividade enzimatica foi feita em intervalos 4
uma hora.
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Temperatura otima

O estudo foi feito na faixa entre 20 € 80°C, em
tampdo citrato fosfato 50 mM, pH 4,5. Foi usado
um banho termostatizado para manter a
temperatura no interior da cubeta, onde acontece a
reacfio, na temperatura desejada.

Temperatura de estabilidade

Foi estudada a estabilidade da enzima frente is
temperaturas 10, 22, 37, 46 e 55°C, em tampdo
citrato fosfato 50 mM, pH 4,5, A enzima foi
incubada por wrés horas em cada temperatora. O
ensaio de atividade enzimatica foi realizado a 25°C
em itervalos de uma hora

Teste de estabilidade apds congelamento a
-10°C

O caldo enzimdtico foi mantido a-10°C por 144
horas. O teste de atvidade enzimatica foi realizado
a cada 24 horas, a 25°C,

Preparacio do sistema de duas fases aquosas
{SDFA)

O SDFA foi preparado com Polietilenoglicol
(PEG) 4000, fosfato de potassio acido (KH,PO,) e
basico (K.HPO,). O sistema foi preparado de
forma a ter 20 g, onde 14% eramn de PEG 4000, 10
e 11% de fosfato de potdssio e o restante de caldo
bruto da casca da soja. Adicionou-se NaCl em
diferentes concentracBes, e o sistema permaneceu
sob agitaclo magnética até total homogeneizacio,
O material foi transferido para tubos e a separagio
de fases fo1 acelerada na centrifiga, por 5 minutos.

A determinacdo dos parimetros relacionados ao
processo de separagiio em SDFA foram calcolados
de acordo com SILVA et al ],

Cindtica de adsorcio para o sistema peroxidase-
Chelating Sepharose Fast Flow”

A cinética de adsorcio da enzima no gel
“Chelating Sepharose Fast Flow™ (CSFF) com ions
Cu” imobilizados, foi acompanhada por 20
minutos a 25°C, em frascos agitados a 180 rpm. Foi
usado 1 mk de gel, 0,5 mL de tampéo fosfato de
sadio 0,1M, pH 8,0 e 9,0 ml. do caldo enzimético,
de concentraglio 25 mg casca de soja/ml. As
aliquotas coletadas a cada cinco minmtos foram
centrifigadas. O sobrenadante foi usado para
determinar a atividade enzimética.

A capacidade de adsorglio (q) do gel para o

sistema era determinada:

v- (AEO - A"E,*)

q=—r"———"
Vs

Onde:

v = yolume total da amostra;

AE, = atividade enzimatica inicial (antes da

adsorcio),

AE#* = atividade enzimatica no equilibrio,

Vaas. = volume de adsorvente;

Isoterma de adsorgio da peroxidase da casca da
soja

A isoterma para o sistema Peroxidase-Chelating
Sepharose Fast Flow (CSFF), fol investigada em
tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0. 9.0 mL de
caldo enzimdtico com a concentracdo inicial de 8,
10, 13, 17, 20 ¢ 25 mg de casca de soja/mL. Este
material foi transferido para um erlenmeyer de 50
ml com tampa. Em seguida foi adicionado 1,5 mL
de uma solugio tampio/adsorvente na proporgo
de 1:2 (v). O ensaio fol realizado a 25°C, com

agitacdo a 180 rpm por 5 minutos. Apds este tempo
as aliquotas foram retiradas e centrifigadas, ¢ a
atividade peroxidédsica foi determinada no
sobrenadante.

A capacidade méxima (qmax) de adsorgfo para
o sistema peroxidase-CSFY ¢ calculada a partir da
imearizacio do modelo proposte por Langmuir.

q 1 G

e +
c g, Uk,

RESULTADOS E DISCUSSOES

Estabilidade da enzima

A enzima apresentou maior atividade em pH
4,5 (Figura 2a) e temperatura otima entre 30 ¢ 55°C
(Figura 2b). A estabilidade da peroxidase foi
investigada com o objetivo de verificar sua
resisténeia em condigdes de processo industrial
Assim, quando o caldo foi pré-incubado na faixa
de pH de 5,9 & 8,5, em tampéo contendo suifato de
cobre por 8 horas, a atividade enzimatica foi
totalmente preservada (Figura 2¢).

A Figura 2d mostra que a peroxidase da casca
da soja manteve-se estavel frente & temperatura na
faixa entre 10 e 55°C.

A Tigura 2e representa a estabilidade da
peroxidase da casca da soja depois de congelada,
observou-se que a enzima néo apresentou reducio
significativa na atividade enzimética depois de dias
sendo congelada e descongelada.
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Figura 2: (a) pH otimo, (b) temperatura Otima, (¢) pH estabilidade, (d) temperatura de estabilidade e (¢)

estabilidade apds dias de congelamento em freezer.
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Sistema de duas fases aguosas para peroxidase

O sistema foi preparado com 10 g e com
composicio de 14% de polietilenoglicol (PEG)
4000, 10% de fosfato de potassio pH 6,0 e 76% de
caldo. Apds a separaglio de fases foram obtidos os
volumes de 4,6 mL de fase superior ¢ 3.4 mL de
fase inferior. No entanto, o sisterna com dgua
{branco) nfo apresentou separacfio das fases. De
acordo com a literatura™, isto ocorren devido ao
fato de o sisterna estar situado na regido
monofasica. A fim de possibilitar a separagio de
fases, foi awmentada a porcentagem de sal no
sistema, que passou a conter 14% de PEG 4000,
11% de fosfato de potassio e 75% de caldo.

Os volumes das fases foram: 6 ml de fase
superior ¢ 3 mL de fase inferior para o bragco ¢ 4
ml de fase superior ¢ 5 ml de fase mferior para o
sistema que continha o caldo enzimatico.

Para quantificar a presenca de enzimas e
protefnas contaminantes nas fases superior e
nfertor foram calculadas atividade enzimitica e

proteinas totais para cada uma das fases. O
resultado indicou que tanto a enzima como as
profeinas contaminantes concentraram-se na fase
inferior. Na tentativa de melhorar a seletividade do
sistema, foi testada a influéneia do NaCl
acrescentando 3, 6 e 9% (p/v). Os resultados estdo
na Tabela 1.

Tabela 1: Efeito da porcentagem de NaCl sobre a
seletividade do sistema com PEG 4000 € pH 6,0.

Vol Vol.

% Fase Fase Recup.

NaCl Superior Inferior N Koima Ko Selet o
ml,  mL

3 3,5 4,5 0,78 05 0,15 3.3 64,0
6 3,5 50 070 35 6.20 17,5 7L7
g 3.0 4,5 067 120 6,16 74,7 550

O sistema contendo 9% de NaCl apresentou
uma melhor seletividade, combinando um elevado
coeficiente de particBo de enzima ¢ um baixo
coeficiente de partigio de proteinas contaminantes.
A seletividade deste sistema foi de 75 e com uma
recuperagio de 55% da enzima adicionada na fase
superior. Desta forma, constatou-se que a
peroxidase encontrava-se npa fase superior,
enquanto as proieinas contarminantes permaneciam
na fase inferior.

Estes resultados indicam o potencial da
purificacfo priméria da peroxidase da casca da soja
por SDFA, os quais ainda podem ser maximizados
por alteragho na linha de amarracio do diagrama de
fases do sistema PEG 4000Aosfato/NaCl/Agua.
Uma segunda etapa de purificagiio seria necessério
apenas no caso da exigéneia de elevada pureza da
peroxidase, que poderia ser obtido por adsorgio
por metalo-afinidade no gel CSFF.

Cinética de adsorcio do sistema peroxidase-
Chelating Sepharose Fast Flow (CSFF)

Como mostra a Figura 3, o tempo necessario
para saturar a capacidade de adsorcdo do gel com
caldo enzimatico foi de 5 minutos. Através do
estudo cinético, fol possivel verificar gque existe a
formacfio do complexo entre a peroxidase da casca
da soja ¢ o gel com fons cobre imobilizados.

4 . ™
Cinética de Adsorcdo
120%
g
%’ 90%
'
u  H60%
-
fg 30%
< p% 4 ,
0 5 10 15 20
Tempo (minuto)

Figura 3: Cinética de Adsorgo para ¢ sistema
Peroxidase-CSFF com jons Cu2+ imobilizados.

Isoterma de adsorgdo da peroxidase da casca da
soja

Observa-se na Figura 4 que a adsorgio da
peroxidase tem uma tendéncia a seguir o modelo
proposto por Langmuir. Os dados da regressio
Inear seguindo a equacio de Langmuir nos fornece
o valor da quantidade méxima (gmax) de
peroxidase adsorvida de 11,4 U/mL de adsorvente.
O valor da constante de equilibrio (K) obtido foi de
14,3 mg de casca de soja/ml. de adsorvente. O alto
valor da constante de equilibric mostrou que o
adsorvente possui pequena afinidade pela
peroxidase da casca da soja, devido a adsorcdo de
proteinas contaminantes presentes no caldo de
casca de soja.
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Figura 4: Isoterma de adsorgio da peroxidase da
casca da soja a 25°C para o sistema peroxidase-
CSFF com {ons Cu2+ imobilizados.
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CoNCLUSAO

O estudo determinou algumas propriedades da
peroxidase da casca da soja, tais como estabilidade
frente a pIL temperatura e dois processos de
purificacgo. Resultados muite safisfatdrios foram
obtidos em SDFA com PEG 4000 e 9% de NaCl,
onde a elevada seletividade possibiliton uma boa
separago enire enzima e proteinas contaminamtes.
Verificou-s¢ que existe a afinidade enftre a
peroxidase da casca da soja e os fons cobre
mmobilizados ac estudar o potencial de purificagio
do gel “Chelating Sepharose Fast Flow” para esta
enzima, em uma segunda etapa do processo.
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