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RESUMO - As peroxidases sdo enzimas capazes de catalisar rea¢fes de 6xido-reducao de substratos organicos.
Essas enzimas possuem diversas aplicacdes e, dependendo da sua finalidade, é necessario que as mesmas sejam
submetidas ao processo de purificagdo. Dentre as técnicas existentes destaca-se a cromatografia de troca idnica
(CTI) em coluna de leito expandido, a qual oferece vantagens como maior produtividade de processo, maior
interacdo entre a matriz ligante e a molécula de interesse, e possibilidade de aumento de escala. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o uso combinado da eluigdo do tipo degrau e linear na purificacdo da peroxidase de
farelo de arroz através da CTI em coluna de leito expandido. Como resultado, 0 uso combinado da elui¢do do
tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 0,15 a 1 mol/L de NaCl em tamp&o acetato de
sodio 0,025 mol/L pH 5,5, proporcionou fator de purificacdo e recuperacdo enzimética de 13,7 vezes e 43,4%,

respectivamente.
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1 INTRODUCAO

As peroxidases (CE 1.11.1.X) sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de diversos substratos organicos
gragas a varios peroxidos que atuam como receptores de elétrons (FAWAL et al., 2013). Essas enzimas estdo
amplamente distribuidas na natureza e podem ser extraidas de vegetais, tecidos animais e alguns fungos
(BALASUBRAMANIAN; BOOPATHY, 2013). Inimeras aplicacBes sdo atribuidas as peroxidases em areas
como biomédica, clinica, biotecnolégica e industrial (SOMTURK; RAMAZAN; OZDEMIR, 2014), no entanto,
dependendo do seu uso final, é necessario que as mesmas sejam submetidas a um processo de purificacéo.

Diversas técnicas tém sido empregadas na purificacdo de peroxidases, tais como precipitacdo por sais
(KHARATMOL,; PANDIT, 2012), solventes organicos (SINGH; PRAKASH; SHAH, 2012) ou polieletrolitos
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(VALETTI; PICO, 2013), ultrafiltragdo, sistema aquoso bifasico (SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO,
2002), particdo trifasica (VETAL; RATHOD, 2014) e processos cromatograficos em geral (GONG et al., 2015).
Recentemente, 0 uso da CTIl em coluna de leito expandido se mostrou como alternativa na purificacdo de
peroxidases através de um Unico processo, proporcionando a purificacdo da peroxidase em 2,4 vezes e
recuperacio dessas enzimas em até 41% (GAUTERIO et al., 2015). O estudo da etapa de eluicdo na CTI pode
proporcinar a obtencdo de peroxidases mais puras e com maior recuperacdo das mesmas. Neste sentido, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso combinado da elui¢do do tipo degrau e linear purificacdo da

peroxidase por CTI em coluna de leito expandido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do extrato clarificado de peroxidase

A extracdo de peroxidase foi realizada a partir de farelo de arroz integral (granulometria inferior a 0,425
mm) e solu¢do tamponante fosfato de sédio 0,040 mol/L em pH 5,0, na proporcdo 1:10, respectivamente. O
extrato permaneceu sob agitacdo orbital (100 rpm) a 25°C, durante 60 min. Apoés, o extrato foi centrifugado
(3300xg) a 4°C por 10 min, e filtrado em sistema a véacuo, tendo-se assim o extrato clarificado de peroxidase
(FELTRIN, 2013).

2.2 Purificacéo de peroxidase por CTI em coluna de leito expandido

A purificacdo da peroxidase por CTIl em coluna de leito expandido foi realizada conforme Gautério et
al. (2015). A coluna contendo 10 cm de leito de resina Streamline™ SP foi equilibrada com solu¢do tampao
acetato de sdédio 0,025 mol/L em pH 4,5 de modo a obter um leito estavel no grau de expansdo de 2,5. Em
seguida, foi feita a alimentagdo em fluxo ascendente do extrato clarificado de peroxidase diluido 1:1 e ajustado
no pH 4,5.

A etapa de lavagem foi realizada com o mesmo tampé&o de equilibrio da resina, porém em pH 5,5. Esta
etapa se procedeu até que a absorvancia a 280 nm fosse menor que 0,05 e permanecesse constante. Na elui¢do, o
adaptador foi movido até a posi¢do 10 cm e esta foi feita em modo fixo e fluxo descendente a 100 cm/h por

quatro volumes de coluna. As condicdes de eluigcdo nos trés ensaios realizados sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Condicdes de eluigdo avaliadas na purificacdo de peroxidase por CTI em leito expandido.

Ensaio Eluicdo

1 Gradiente linear salino de 0 a 1 mol/L de NaCl em tamp&o acetato de so6dio 0,025 mol/L pH 5,5

2 Degrau de 0,1 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 0,1 a 1 mol/L de NaCl em tamp&o acetato de
sodio 0,025 mol/L pH 5,5
3 Degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 0,15 a 1 mol/L de NaCl em tampéo

acetato de sédio 0,025 mol/L pH 5,5
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Em todo processo de purificacdo, fragdes foram coletadas na saida da coluna e submetidas a medicédo do
volume (mL), atividade enzimatica (U/mL), concentracdo de proteinas (mg/mL), leitura da absorvancia a 280 nm
e pH. A eficiéncia do processo foi determinada pelo célculo do fator de purificacdo (FP) e recuperacéo
enzimatica (REC), conforme as Equaces 1 e 2, respectivamente.

_ A.EP
AGEI

AEP

FP .
A EI

(1) REC(%) = 100 (2)

Onde AEP ¢ a atividade especifica (U/mg) do extrato enzimatico purificado; A.EI é a atividade
especifica do extrato enzimatico clarificado inicial; A{EP é a atividade total (U) do extrato enzimatico purificado;
e AEI é a atividade total do extrato enzimatico clarificado inicial.

2.3 Determinacéo da atividade enzimatica e concentracéo de proteinas

A atividade enzimatica de peroxidase foi determinada conforme Devaiah e Shetty (2009) com
modificagfes. A 1 mL de extrato enzimatico, foram adicionados 1,5 mL de tamp&o fosfato de sédio 0,005 mol/L
em pH 5,5, 2 mL de &gua destilada, 0,5 mL de solugéo de guaiacol 1% e 1 mL de peroxido de hidrogénio 0,08%.
A mistura reacional permaneceu em banho termostatico a 25°C por 20 min. Apoés, a transmitancia foi lida em
espectrofotdmetro a 470 nm. Uma unidade da atividade de peroxidase (U) representa a quantidade de enzima que
catalisa a oxidagdo de 1 pmol de guaiacol (¢ = 26600 L.mol-1.cm-1) em 1 min. A concentracdo de proteinas foi
determinada segundo Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta o cromatograma obtido no primeiro ensaio de purificacdo de peroxidase.

Figura 1 — Cromatograma da purifica¢do de peroxidase: elui¢do gradiente linear salino 0-1mol/L de NaCl em
tampdo acetato de sodio 0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 1).
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Conforme mostra a Figura 1, o inicio da eluigdo tanto da peroxidase quanto de outras proteinas
presentes no extrato enzimatico ocorre em baixas concentracdes salinas (menores que 0,2 mol/L), porém o pico
maximo de eluicdo para estas biomoléculas se distingue (0,4 e 0,5 mol/L para as proteinas contaminantes e
peroxidase, respectivamente). Além disso, a eluicdo das proteinas contaminantes provocou a diminuicdo do pH
do meio, o que pode levar a desnaturacdo da peroxidase e, consequentemente, menor recuperacdo da mesma. O
uso da eluicdo em modo linear (Ensaio 1) proporcionou a obtencdo de peroxidase purificada em 4,8 vezes com
REC de 50,6%. Visando a separacdo dos picos de eluigdo das proteinas contaminantes e de interesse, bem como
0 aumento da eficiéncia do processo de purificacdo por CTI, ensaios de purificacdo utilizando a combinacéo da

eluicdo dos tipos degrau e linear foram realizados, e o resultado é apresentado nas Figuras 2 e 3.

Figura 2 — Cromatograma da purificacdo de peroxidase: elui¢do do tipo degrau em 0,1 mol/L de NaCl e
gradiente linear salino 0,1-1mol/L de NaCl em tampao acetato de s6dio 0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 2).
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Segundo Morais e Kalil (2009), a combinacao da elui¢do dos tipos degrau e linear pode proporcionar a
remocdo de algumas proteinas contaminantes ligadas fracamente ao trocador i6nico, levando & maior purificagdo
da biomolécula de interesse. Braga, Lemes e Kalil (2014) também constataram que o uso desta combinacgéo
proporcionou maior FP na purificagdo da enzima B-galactosidase. De acordo com as Figuras 2 e 3, o uso da
eluicdo do tipo degrau proporcionou a separagdo dos picos das proteinas contaminantes e de interesse, 0 que ndo
ocorria quando utilizado somente a eluigdo em modo linear. Os cromatogramas também mostram que a
separacdo dos picos também evita possiveis desnaturagdes da enzima de interesse causada pela acidez do meio,
ja que ndo foi observada a queda de pH durante a eluicdo de grande parte das isoenzimas de peroxidases.

Os ensaios adicionados da eluicdo em modo degrau proporcionaram maior purificacdo da peroxidase,
porém menor recuperacdo da mesma. Valores de FP e REC foram de 9,4 vezes e 45,1% para 0 Ensaio 2,
enquanto que no Ensaio 3 estes valores corresponderam 13,7 vezes e 43,4%. A diminuicdo do percentual de
REC nos Ensaios 2 e 3 em relacdo ao Ensaio 1 pode estar associada com a eluicdo de algumas isoenzimas de
peroxidase juntamente as demais proteinas presentes no extrato enzimatico, ja que ambas sdo capazes de eluir

em baixas concentracfes salinas. No entanto, o uso combinado da eluicdo dos tipos degrau e linear ainda se
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mostra vantajoso, pois proporcionou a eluicdo das proteinas contaminantes e posterior eluicdo de grande parte
das isoenzimas de peroxidase, obtendo-se assim maiores valores de FP.

Figura 3 — Cromatograma da purificago de peroxidase: eluigdo do tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e
gradiente linear salino 0,15-1mol/L de NaCl em tampdo acetato de sddio 0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 3).
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Em ambos os ensaios acrescidos da eluicdo do tipo degrau, grande parte das isoenzimas de peroxidase
foram eluidas em concentracGes salinas proximas a 0,6 mol/L. Apesar da perda das isoenzimas de peroxidase
durante a eluicdo do tipo degrau ter sido maior no Ensaio 3 (20,7%) do que no Ensaio 2 (14,3%), esta é
compensada pelo aumento nos valores de FP sem afetar consideravelmente os percentuais de REC. Portanto, as
condicdes de eluigdo utilizadas no Ensaio 3 se mostram mais favoraveis a purificacdo de peroxidases.

Em estudo prévio de purificacdo de peroxidases por CTIl em coluna de leito expandido, Gautério et al.
(2015) avaliaram alguns parametros relacionados a etapa de adsorc¢do, porém mantiveram a eluicdo em modo
gradiente. Os autores alcancaram valores de FP (2,4 vezes) e REC (41%) inferiores aos demonstrados no
presente estudo, o que mostra a importancia do uso combinado da eluicdo dos tipos degrau e linear sob a
eficiéncia do processo de purificagio de peroxidases.

4 CONCLUSAO

Na purificacdo de peroxidases por CTI em coluna de leito expandido, o uso combinado da elui¢do do
tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e do gradiente linear salino 0,15-1 mol/L de NaCl em tampdo acetato de
sodio 0,025 mol/L pH 5,5, proporcionou FP e REC de 13,7 vezes e 43,4%, respectivamente.
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