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RESUMO

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo hemoproteinas que catalisam processos redox e
durante a oxidacdo sdo gerados radicais livres, formando produtos poliaromaticos
insoluveis em &gua, facilitando sua remocdo do meio aquoso. O objetivo deste trabalho
foi extrair as peroxidases da casca de soja e do chuchu, realizar aminacdo na superficie
da estrutura terciaria das enzimas e imobilizarem estas enzimas nos suportes
alternativos de celulose vegetal (pé de sabugo de milho) e de celulose bacteriana ativada
e utilizar os derivados obtidos para descoloragdo do azul de bromofenol 0.01 mM. A
quantidade de proteinas nos extratos foram determinada por Bradford com valores
médios de 0,235 mg mL™ para soja e 0,290 mg mL™ para o chuchu, a atividade
especifica de peroxidase foi determinada com ABTS 1 mM em presenca de H,0, 100
mM em A= 430nm, obtendo-se os valores médios de 86,06 pmol min™ mg™ e 9,04 umol
min mg™ respectivamente, em tamp&o acetato de sédio 100 mM, pH 4,0. Aminacio
das peroxidases soluveis foram feitas em tampédo etilenodiamina pH 4,75 e
carbodiimida, 10 e 50 mM, a funcionalizacdo das celuloses e imobilizacdo covalente
multipontual foram semelhantes as descritas para agarose (Guisan).'® As peroxidases
aminadas 10 e 50 mM foram imobilizadas covalentemente nos suportes ativados SM-
glioxil e CB-glioxil. Para a descoloragdo do azul de bromofenol 0.01 mM, utilizou-se os
derivados estabilizados em presenga de H,O; em A= 590nm. Os derivados foram
reutilizados por cinco reciclos, mantendo-se a propriedade catalitica, sugerindo que
estes derivados sdo uma alternativa de baixo custo, ndo s6 para o tratamento de aguas
residuais como também com potenciais usos em outros processos industriais.

Palavras-chave: Peroxidases, imobilizacdo multipontual, p6 de sabugo de milho,
celulose bacteriana, descoloragao de 4guas residuais



ABSTRACT

The peroxidases (EC 1.11.1.7) are hemoproteins that catalyze redox processes; during
the oxidation the generated free radicals are forming poly-aromatic products insoluble
in water, facilitating their removal from aqueous medium. The objective of this study
was to extract peroxidases from the coat soybean and the chuchu (Sechium edule L), to
make aminations on the tertiary structure of the enzymes surface, and immobilize these
enzymes in the alternative supports of plant cellulose (powdered corn cob) and active
bacterial cellulose, to use the derivatives obtained for the discoloration of the
bromophenol blue 0.01 mM. The amount of protein in the extracts were determined by
Bradford methods, with average values of 0,235 mg mL™ for soybean and 0,290 mg
mL™ for chuchu peroxidases, the specific activity of peroxidase was determined with
ABTS 1 mM in the presence of H,O, 100 mM in A= 430nm, obtaining the mean values
of 86,06 umol min mg® and 9,04 umol min™® mg™ respectively, in sodium acetate
buffer 100mM, pH 4,0. Amination of soluble peroxidases were made in buffer
ethylenediamine pH 4,75 and carbodiimide, 10 and 50mM, the functionalization of
cellulose and multipoint covalent immobilization were similar to those described for
agarose (Guisan).'® The amino peroxidases 10 and 50 mM were covalently immobilized
on activated supports SM-glioxil and CB-glioxil. For discoloration of bromophenol blue
0.01 mM, we used derivatives of stabilized in H,O, presence in A= 590nm. The
derivatives were reused for five recycling maintaining the catalytic property, suggesting
that these products are a low cost alternative, not only for the treatment of wastewater as
well as potential uses in other industrial processes.

Keywords: Peroxidases, multipoint immobilization, corn cob powdered, bacterial
cellulose, wastewater discoloration.
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1. INTRODUCAO

As enzimas, conhecidas como os catalisadores biologicos, sdo macromoléculas
de origem protéica envolvidas em numerosas transformacdes quimicas. Sdo polimeros
lineares e ndo ramificados, compostos de vinte aminoacidos diferentes. A alta
especificidade, tanto nas reagdes que catalisam como na selecdo dos substratos, é sua
caracteristica mais marcante. As principais caracteristicas que diferenciam as enzimas
de outros catalisadores sdo: a diminuigcdo da energia de ativacdo necessaria para levar
até o final deuma reacdo; sua especificidade; e a capacidade de regular as catalises por
véarios compostos naturais.”® Dentro da variedade de reacSes possiveis, nos
ocuparemos, principalmente, das enzimas que participam em processos de éxido-
reducdo. Essas enzimas sdo conhecidas como oxido-redutases.

As enzimas tém especificidade por uma ou varias moléculas de uma mesma
familia, denominadas de substratos. Os substratos sdo reconhecidos especificamente e
transformados quimicamente em produtos com uma velocidade de 102 a 10%° vezes
maior que em auséncia da enzima, frente as mesmas condic¢des. A capacidade catalitica
enzimatica varia consideravelmente. Uma molécula de enzima é capaz de transformar
entre 0.5 e 6000000 de moléculas de substrato em um segundo, velocidade que pode ser
alterada pela presenca de inibidores ou ativadores. Por diversas técnicas bioquimicas, as
enzimas podem ser extraidas dos organismos que as sintetizam. Apds a extrac¢do, elas
podem ser trabalhadas “in vitro” e incorporadas aos sistemas de interesse. >/2>2"%

Uma das oxido-redutases mais utilizadas na indastria dos alimentos é a
peroxidase. Trata-se de uma glicoproteina que contém um grupo heme no sitio ativo.
Ela decompde o peréxido de hidrogénio em presenca de um doador de hidrogénio. ® As
peroxidases estdo amplamente distribuidas no reino animal e vegetal e tém sido

encontradas em todas as plantas superiores investigadas.”® A peroxidase tem a



habilidade de catalisar a polimerizagdo, seguido de uma precipitacdo ou decantacdo dos
compostos aromaticos provenientes das solugdes aquosas.

A utilizacdo de enzimas imobilizadas em géis € bastante descrita na literatura, e
geralmente apresenta vantagens operacionais como: possibilidade de reutilizacdo; reacdes em
batelada ou continua; rapida interrupcdo da hidrolise; formacdo controlada; e facil separacdo do
produto. *> No entanto, ndo existe um método ideal de imobilizagio enzimética, mas o método
mais usado é o da imobiliza¢do por ligagdes covalentes. O procedimento de imobilizacéo a ser
utilizado devera estar de acordo com a finalidade do produto e com as caracteristicas proprias da
enzima a ser utilizada.

A imobilizacdo de enzimas e células é um campo para o qual as perspectivas
foram ampliadas recentemente. Com 0s avancos da bioguimica, biologia molecular e
quimica organica, a técnica ndo sO6 se favoreceu como também se mostrou uma
ferramenta Gtil nas industrias de alimentos,®* além de estar entre as areas de pesquisas
mais relevantes na atualidade, e o progresso neste campo tornou possivel a producdo de
biossensores.®

A atividade industrial desenvolvida pelo homem tem causado a eliminacdo de
grandes quantidades de compostos toxicos, 0s quais afetam a flora e a fauna das regides
envolvidas, motivo pelo qual é importante eliminar contaminantes dos residuos
industriais. Os compostos aromaticos tais como o fenol, 2-clorofenol, 2-metoxifenol,
resorcinol, entre outros, formam a maior classe de agentes contaminantes em aguas
residuais de varias industrias quimicas e de alimentos.

Os fenois séo considerados como contaminantes altamente toxicos. A presenca
destes compostos em aguas de irrigacdo se manifesta através do dano a tecidos vegetais,
provocando pigmentacdes anormais, assim como também se pode chegar a observar

coloragdes incomuns em carne bovina e pescados.



O ingresso destes compostos nos lencdis aquiferos se traduz na alteragdo da
cadeia alimenticia que gera o crescimento anormal de algas e da flora aquatica. Com
isso, ha uma maior demanda bioquimica de oxigénio, que por ndo ser suprida leva a
morte da fauna aquéatica. Para 0 homem, significa um potencial de risco importante
devido a exposigdo continua a estes compostos, que podem provocar a morte do
individuo. Um dos métodos para sua remocao inclui a polimerizacdo usando enzimas
redox.2'14'19‘36‘38‘39'56'97

Devido a uma ampla utilizacdo das peroxidases, ha um interesse crescente por
novas fontes destas enzimas e por métodos de imobilizacdo de enzimas e proteinas. O
Brasil possui ampla variedade de vegetais que sdo fontes inesgotaveis de enzimas.”

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo principal extrair e caracterizar
parcialmente as peroxidases da casca da soja e do chuchu (Sechium edule (Jacq.)
Swartz). Também objetivou obter nova fonte destas enzimas e imobilizar
covalentemente em suportes de celulose vegetal (pé de sabugo de milho) e celulose

bacteriana, além de ensaiar as descoloracGes do azul de bromofenol com os derivados

estabilizados formados.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Imobilizar de forma multipontual as peroxidases extraidas da casca da soja e do
chuchu nos suportes alternativos, pé de sabugo de milho e celulose bacteriana, e propor

uma aplicacao dos derivados enzimaticos estabilizados resultantes.

2.2. Objetivos especificos
e Extrair e caracterizar peroxidases da casca de soja e do chuchu.
e Realizar imobilizagfes multipontuais de peroxidases da soja e do chuchu nos
diferentes suportes, por diferentes metodologias por ligacdes covalentes.
e Determinar agentes de estabilizagdo a serem aplicados.
e Determinar eficiéncia da atividade e da estabilidade dos derivados ativos e
comparar estes dados entre os derivados obtidos.

e Propdr uma utilidade de interesse industrial para o material selecionado.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.
3.1. Peroxidases

As peroxidases sdo hemoproteinas que catalisam reacfes de oxidacao-reducdo
de sustancias organicas e inorganicas utilizando peréxido de hidrogénio. Estas enzimas
contem ferriprotoporfirina X como grupo prostético, sua massa molar varia de 30 a 150
kDa. O termo “peroxidase” abrange enzimas especificas como NADH peroxidase (EC
1.11.1.1) e glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9), bem como enzimas ndo especificas,
simplesmente definidas como peroxidases.®® A Comissio de Enzimas da Unio
Internacional de Bioquimica as tem classificado dentro da subclasse das Oxido-
redutases como EC 1.11.1.7 (Internacional Union of Biochemistry, 1984).

As peroxidases sio encontradas tanto em animais como em vegetais.”** Para as
plantas, estas enzimas desempenham func¢bes como defesa contra patdgenos e estresse
mecanico, biossintese e degradacdo de lignina, remocdo de perdéxido de hidrogénio e
oxidacdo de xenobibticos toxicos.”’ As peroxidases vegetais, como a horseradish
peroxidase (HRP), possuem aproximadamente 300 residuos de aminodcidos com um
grupamento heme ligado ndo covalentemente em sua estrutura protéica e tém uma
massa molecular de 44 kDa. Enquanto que as peroxidases de mamiferos sdo muito
maiores (576-783 residuos de aminoacidos) e apresentam o grupamento heme ligado
covalentemente a estrutura protéica.>’ Outro exemplo é o da peroxidase da casca da soja
(SBP), que possui massa molecular de 37 kDa® e a do chuchu com massa molecular +
25kDa.

A peroxidase tem sido utilizada tanto na biotecnologia quanto nas varias outras
areas da ciéncia: para estabelecimento de diagndsticos clinicos e avaliacdo de processos
patoldgicos;?32%323°407% em andlise de controle de qualidade de alimentos;**%#% na

construcdo de biossensores para analise qualitativa e quantitativa de formulacgdes
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farmacéuticas e cosméticas; e em outras analises que envolvem a presenca ou a
formacao de per6xidos e outros processos enzimaticos,?#>8192.9.101
A atividade enzimatica é determinada, usualmente, mediante a formacdo de um
produto colorido. Uma caracteristica essencial do mecanismo de acdo de peroxidases é
o seu ciclo catalitico, que envolve distintas formas intermediérias da enzima ** e pode
ser representada pelo ciclo de reacOes a seguir:
E + H,0, — Ei + H,O

Ei + AH, — Eii + (-AH)
Eii + AH, —» E + (-AH) + H,0O

No passo inicial, a enzima férrica nativa é oxidada por peréxido de hidrogénio
ou outro peroxido para formar um intermediario instdvel chamado Composto | (Ei),
com a consequente reducdo do peréxido. Entdo, o Composto | oxida um substrato
doador de elétron (AH2) para formar o Composto Il (Eii), liberando um radical livre.
Posteriormente, 0 Composto 1l é reduzido por um segundo substrato, regenerando Fe
(111) e produzindo outro radical livre.

A reacdo enzimatica geral apresenta-se a continuacao:

H202 +2AH2 — 2(-AH) + 2 H20

As peroxidases sdo utilizadas para o tratamento de compostos aromaticos
contaminantes em aguas procedentes de diferentes fontes, mas principalmente, usa-se a
peroxidase de Horseradish (HRP) para a remogdo de contaminantes fendlicos, assim
como também wusados para remover anilinas aromaticas, hidroxiquinoleina e
carcinogénicos como benzidinas e naftilaminas.®® Porém, por ser uma enzima
importada, seu custo é alto. A partir da década de 80 se prop6s o uso de fungos da
podriddo branca como alternativa para realizar a descoloracdo de efluentes. " Estes
organismos possuem um sistema enzimatico extracelular de carater ndo especifico,

capaz de romper uma grande quantidade de enlaces e degradar diferentes compostos
6



organicos. Dentre as enzimas constituintes do complexo multi-enzimatico destes
fungos, encontram-se a lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase, que tém
demonstrado serem eficientes no tratamento de efluentes industriais coloridos.”> Com a
peroxidase do chayote, tem sido possivel eliminar fenol e alguns dos seus derivados de
4guas artificialmente contaminadas a baixas concentracdes. °" Isto incentiva sua
utlizacdo na eliminagdo de compostos mais complexos, como 0s corantes de tecidos,
que podem ser potencialmente perigosos devido seu alto grau de toxicidade quando séo
degradados no ambiente.

A capacidade de reducdo de peroxidos por substratos doadores de elétrons torna
as peroxidases Uteis em varias aplicacdes industriais e analiticas. A peroxidase de soja
(SBP) é uma enzima substancialmente mais termoestavel do que a peroxidase do
rabanete™ e vem se destacando desde a década de 90 em biociéncia, biocatalise,
biorremediacdo e em diagnostico clinico. Na area de biorremediacdo, embora a maioria

22525473 ala 6 estudada

dos trabalhos aponte ao uso da peroxidase do rabanete (HRP),
para a detoxificacdo de aguas contaminadas, principalmente por compostos fendlicos e
clorados. Assim, atualmente, outras fontes de peroxidases como da soja (SBP) e do
chuchu tem-se mostrado uma alternativa.?*" 397101

O chayote (Sechium edule L.) é uma espécie nativa da América Central, do sul
do México e Guatemala, onde se encontra a maior diversidade genética, assim como
também a presenca de materiais em estado silvestre. Pode-se encontrar o chayote
amplamente distribuido desde o nivel do mar até mais de 2.000 m de altitude sobre o
nivel do mar e ele é reconhecido como de grande importancia na alimentacdo das
culturas pré-colombinas que habitaram o México e a Guatemala.*

O Estado de S&o Paulo produz por ano 100.000 toneladas de chuchu (chayote),

em 2.000 hectares de plantio, distribuido por 21 regifes agricolas e 56 municipios. A
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producao estd bem concentrada nas regides agricolas de Braganga Paulista, S&o Paulo e
Registro. Em cada uma destas regides, 0s municipios que sdo grandes produtores:
Amparo na Regido Agricola de Braganca-Paulista; Iguape em Registro; e Sdo Paulo na
Regido Agricola de Sdo Paulo. Este municipios juntos concentram 77% da producao

paulista.®*

3.2. Contaminacdo por fendis

Os fendis sdo compostos organicos e a sua estrutura consiste de um anel
aromatico unido a um ou mais grupos hidroxila. Os fenois simples sdo liquidos ou
solidos, de cheiros caracteristicos, pouco hidrossoliveis e muito soliveis em solventes
organicos.”” O composto mais representativo deste grupo é o fenol (CsHsO).

O fenol forma-se naturalmente durante a decomposicdo de sustancias protéicas,
mas a maior parte do fenol presente no meio ambiente é de origem antropogénica. Este
composto quimico de alta toxicidade € muito utilizado nas indudstrias e as suas principais
aplicacdes sdo:

e Fabricacdo de resinas fenolicas em industria plastica.

e Fabricacdo de desinfetantes (derivados clorados do fenol).

e Fabricacdo de herbicidas, inseticidas e fungicidas (cresais).

e Como constituinte de pinturas, tintas, germicidas e agentes de impregnacdo de
madeiras (pentaclorofenol).

e Antioxidantes nas industrias da borracha (metilfenois).

e Reagente de sinteses organicas: acido salicilico, fenolftaleina, acido picrico,
benzeno, clorofendis, ciclohexanol e diversas drogas farmacoldgicas.

e Na indlstria téxtil, para os processos de: tintura, retirada da goma,

impermeabilizagdo de seda e impressdo de tecidos. *



Estes compostos aromaticos, os fenois e seus derivados, sdo a maior classe de
poluentes encontrados em efluentes de industrias quimicas e alimenticias. *°

Alguns fendis sdo carcinogénicos e podem ser acumulados na cadeia alimentar.
Devido a toxicidade, os fenois sdo regulados em muitos paises e devem ser removidos
dos efluentes antes do despejo no ambiente.®*® Na presenca de H,0,, o qual age como
receptor de elétrons, peroxidases podem catalisar a polimerizacdo oxidativa destes
fendis, anilinas e outros aromaticos em oligdmeros insoldveis - Figura 1.2 Estes
oligbmeros insoliveis podem, entdo, ser removidos usando sedimentacdo simples ou
sistemas de filtracdo.>* Como foi citado, grande parte dos trabalhos de detoxificacio de
efluentes contaminados com fendis, cresois e fendis clorados utiliza HRP. E,
14,38,37,97

recentemente, peroxidases de outras fontes, como de soja e chayote (chuchu),

tém sido sugeridos como alternativas a HRP.

POLIMERIZACAO

Figura 1. Diagrama do mecanismo de polimerizacdo do fenol (Lapuente, 2000).

3.3. Imobilizagdo de enzimas
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Enzimas imobilizadas sdo definidas como “enzimas fisicamente confinadas ou
localizadas em uma regido definida de espago, com retencdo de sua atividade catalitica,
e que podem ser usadas repetidamente e continuamente”. O termo enzima imobilizada
foi adotado pela primeira vez na Conferéncia de Engenharia Enzimatica, em Hennicker,
New Hampshire, Estados Unidos, em 1971.

A imobilizacdo de biocatalizadores tem atraido a atencdo para sua utilizacdo
pratica em bioprocessos. Em geral, biocatalisadores imobilizados s@o estaveis e de facil
manuseio quando comparados as suas formas livres. Uma das mais importantes
caracteristicas é que podem ser usados repetidamente nas hidrolises em “batch” ou nos
sistemas com fluxo continuo. Varios métodos de imobilizacdo de biocatalizadores tém
sido desenvolvidos e, atualmente, sdo utilizados extensivamente. ** No entanto, n&o
existe um método ideal de imobilizagdo enzimatica, o procedimento de imobilizacao a
ser utilizado devera estar de acordo com a finalidade do produto e com as caracteristicas
préprias da enzima que seré utilizada. A Tabela 1 mostra algumas comparacdes entre as

caracteristicas das enzimas e dos catalisadores quimicos.

Tabela 1. ComparacBGes entre as caracteristicas das enzimas e dos catalisadores
quimicos.

Caracteristicas Enzimas Catalisadores quimicos
Especificidade ao substrato Alta Baixa

Natureza da estrutura Complexa Simples

Sensibilidade a temperatura Alta Baixa

Condicdes de reacao Suaves Dréstica (geralmente)
Custo de obtencao Alto Moderado

Consumo de energia Baixo Alto

Formacéo de subprodutos Baixa Alta

10
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Separacdo catalisador/produto Dificil e cara*  Simples
Atividade em temperatura ambiente  Alta Baixa
Presenca de cofatores Sim Néo
Estabilidade Baixa* Alta
Energia de ativagdo Baixa Alta
Velocidade de reacéo Alta Baixa

*enzimas sollveis. Fonte: Zanin e Moraes (2004).

De acordo com Brena & Batista-Viera (2006), o histérico do desenvolvimento
dos procedimentos de imobilizacdo pode ser dividido em trés fases:

1.- No inicio do século 19, no ano 1815, 0 uso empirico de imobilizacdo de
microorganismos para producédo de acido acético e tratamento de aguas residuais;

2.- Nos anos 1960, a producdo de L-aminoacidos e isomerizacdo da glicose
através de imobilizacdo de uma enzima.

3.- Nos anos 1985-1995, a imobilizacdo de multiplas enzimas, incluindo
cofatores regeneradores e imobilizacdo de células para a producdo de L-aminoacidos a
partir de ceto-acidos em reatores de membrana. Entretanto, ainda na década de 1970, a
enzima penicilina-G-acilase passou a ser imobilizada e utilizada na produgéo de acido
amino-penicilinico (6-APA), que é precursor de penicilinas semi-sintéticas. 1sso
aconteceu na Inglaterra e, a0 mesmo tempo, nos Estados Unidos. Iniciou-se a producéo
de xarope de alto teor de frutose a partir da isomerizacdo de glicose com a enzima
glicose isomerase imobilizada. Atualmente, estes processos estdo plenamente ativos e
comprovam a eficiéncia da utilizacdo de enzimas imobilizadas.

A Figura 2 mostra esquemas de procedimentos de imobilizacdo que podem

ocorrer atraves de métodos reversiveis e irreversiveis, como ligacdo covalente,
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adsorc¢do, deposigdo fisica para uso em meios organicos, aprisionamento em géis ou

microcapsulas, membranas ou sistemas de fases organico/aquoso ou aquoso/aquoso.

Figura 2. Representacdo dos tipos de imobilizacdo de enzimas mais utilizados.

A utilizagdo de enzimas imobilizadas em diferentes suportes esta descrita na
literatura e, geralmente, apresenta vantagens operacionais como: possibilidade de
reutilizacdo nas reacdes em batelada ou continua; rapida interrup¢do da hidrolise;
2.3,27,31,47,49,60,61,88,96,97 No

formacdo controlada; e facil separacdo do produto - Tabela

entanto, ndo existe um método ideal de imobilizacdo enzimética.
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Tabela 2. Comparacéo entre os métodos de imobilizacao

Caracteristicas Ligacdes Adsorcéo Ligacdo Ligacdo Ligacdo Ocluséo
cruzadas Fisica 16nica Metalica Covalente

Preparagéo Intermediério Simples Simples Simples Dificil Dificil

Forga da ligagao Forte Fraca Intermediéria Intermediéria Forte Intermediério

Atividade Baixa Intermediéria Alta Alta Alta Baixa

Recuperacédo do Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel

suporte

Custo Intermediério Baixo Baixo Intermedidrio Alto Intermedidrio

Estabilidade Alta Baixa Intermediéario Intermediério Alta Baixa

Aplicabilidade geral Né&o Sim Sim Sim Néo Sim

Protecdo microbiana  Intermediério Né&o Néao Néao Nao Sim

Fonte: FUKUI, 1990; POWELL, 1996; BICKERSTAFF, 1997.

Técnicas de imobilizacdo geralmente melhoram as propriedades das enzimas.
Entre essas técnicas podemos citar a estabilizacdo pela imobilizacdo randémica,
rigidificacdo da estrutura 3D, estabilizacdo de enzimas multiméricas, modificagdes
quimicas das enzimas imobilizadas, geracdo de um microambiente hiper-hidrofilico,
hiper-ativacdo (por exemplo, de lipases), modulacdo da enantiosseletividade (também
no caso de lipases) e reducdo da inibicdo.®! Ligacdes covalentes multipontuais podem
aumentar a rigidez da molécula da enzima imobilizada, como também induzir uma
maior resisténcia a pequenas alteragdes conformacionais causadas por aquecimento,
solventes organicos, agentes desnaturantes, entre outros.®’

Atualmente, alguns produtos sdo produzidos através de enzimas imobilizadas,
como: acido-6-aminopenicilinico, acrilamida, acido S-2-cloropropionico, diltiazem,

acido L-aspartico, esteroides, L-alanina, R-glicidil butirato, L-tert-leucina, D(-)
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hidroxifenilglicina, L-carnitina, acido L-hidroxinicotinico, aspartame, acido L-malico,
L-aminoécidos, 4cido L-ascorbico, R-glicidol e frutose.”® Entretanto, o maior desafio
para a utilizagdo de enzimas imobilizadas em escala industrial ¢ justamente o “scale
up”, porém o reator de hidrélise pode ser operado em “batch” com ou sem agitagdo, ou
em modo continuo em uma coluna.

Existem estratégias que permitem imobilizar proteinas multipontualmente por
trés vias diferentes de residuos: amino-terminal, residuos de lisina e grupos
carboxilicos. Estes sdo os residuos mais freqiientemente encontrados sobre a superficie
das proteinas®™ e a técnica de imobilizacdo estd entre as areas de pesquisa mais
relevantes na atualidade.

De maneira geral, ndo h4 um material de suporte ou método de imobilizacdo
ideal para fornecer um padréo de imobilizacdo,* o que determinara este suporte serdo
suas caracteristicas e a forma de ligacdo entre a enzima e ele. De qualquer maneira,
suas caracteristicas fisicas e quimicas, solubilidade, resisténcia, seguranca, custos de
producéo e rendimento da reagdo devem ser considerados.® Assim, é possivel encontrar
na literatura os mais diferentes tipos de suporte para imobilizagdes enzimaticas,
covalentemente ou reversiveis, e diferentes metodologias para a estabilizacdo dos
derivados.

A imobilizacdo multipontual de uma enzima consiste na formacdo de varias
ligagBes covalentes entre uma molécula de enzima e varios grupos ativos do suporte.®
A ligacdo da enzima ao suporte da-se entre grupos amino da enzima e grupos aldeido
alifaticos pequenos do suporte. A imobilizacdo multipontual covalente da enzima pode
melhorar fortemente a estabilidade, a atividade e a seletividade da enzima. Muitas
enzimas industriais tém sido altamente estabilizadas por ligagdo covalente multipontual.

Obviamente, a formacdo de ligacGes deste tipo, quando adicionadas intensamente em
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diferentes regibes da superficie da enzima, pode promover diversos efeitos funcionais
da enzima, como a inativacdo enzimatica.”®

A agarose (Figuras 3 e 4) é um polissacarideo natural extraido de algas
vermelhas, e sua estrutura quimica permite que geis muito resistentes sejam formados.
Estes geéis ttm uma estrutura macro-reticular com uma malha muito aberta, que pode ser
modificada simplesmente variando-se a concentracdo de agarose. Esta estrutura é
mantida por ligacdo de hidrogénio, mas a auséncia de grupos idnicos faz com que seja

neutra e inerte.®’

Figura 3 - Microscopia eletronica de gel de agarose (Fonte: DNA Engeneering/Agarose Gel
Electrophoresis)."’

A agarose também possui hidroxilas livres nas quais podem ser ligados “bracos”
quimicos para a imobilizacdo das enzimas, produzindo suportes glioxil-agarose, amino-
agarose (ou monoaminoetil-N-aminoetil — MANAE) ou glutaraldeido-agarose. Estes
estudos tiveram inicio com o pesquisador Dr. José Manuel Guisan, na Espanha em
1988. Essas transformacfes quimicas ndo sdo possibilidades exclusivas da agarose,
podem ser realizadas em outros tipos de suporte, *° como na celulose vegetal do sabugo

de milho e na celulose bacteriana.
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Sobre os suportes agarose-glioxil, a imobilizacdo ocorre através das regides da
superficie da enzima, que possui maior densidade de grupos amino primarios, e nao
através do grupo amino mais reativo, como ocorre na maioria das outras técnicas de
imobilizac4o.*” Para que ocorra a imobilizacdo, faz-se reagir os grupos amino primarios
da proteina com o suporte agarose previamente ativado, de modo que na superficie
apresentem uma mono-capa de aldeidos ligeiramente afastados da parede do suporte e

totalmente expostos ao meio reacional.?®

Em um primeiro passo, ocorre a formagao de
enlaces tipo base de Schiff (grupos imino) entre os &-NH, das lisinas e os grupos
aldeidos do suporte. Os aminoacidos lisinas sdo normalmente abundantes na superficie
protéica, quando estdo expostos ao meio e, quando estdo desprotonados, sdo muito
reativos como nucleofilos. Para que ocorra esta reacdo, torna-se necessario trabalhar
com pH proximo ou superior ao pKa dos grupos e-NH3z" (pH 10.05).

Esta primeira interacdo entre a enzima e o suporte ocorre pelo menos através de
dois pontos e a enzima deve se auto-orientar rumo ao suporte para sua regido mais rica
em grupos amino reativos.> Isto leva a formagdo de uma unio fraca e reversivel. Em
um seguinte passo, reduzem-se as bases de Schiff a enlaces amino secundarios com
boroidreto de sddio. Esta reducdo permite, além de estabilizar o enlace enzima-suporte,
converter todos os grupos aldeido remanescentes em grupos hidroxilas, dando lugar a
uma matriz inerte e hidrofilica.®> Segundo Guisan, quando ndo se faz o bloqueio dos
grupos reativos remanescentes, podera ocorrer um nimero de reacdes indesejadas ou

ndo controladas, de tal forma que desestabiliza a proteina, o que leva a inativacdo da

enzima.*®
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Motif de base de 1'agarose

Figura 4. Estrutura quimica da agarose. A) Mondmero de agarose; B) Representacédo do poro da
agarose (Fontes: http://ead.univ-angers.fr).

Existem estratégias que permitem a estabilizagdo de enzimas multiméricas,
como a que ocorre com a adicdo de glutaraldeido as enzimas previamente imobilizadas.
Neste procedimento, a molécula de glutaraldeido liga-se ao grupo amino das lisinas e
esta molécula ligada ao grupo amino primario do suporte, estabelece uma ligacdo
covalente multipontual. Seu uso também é possivel em suportes epoxi-acrilicos, como o
Sepabeads, antes ou apds a adsorcdo das enzimas.****% Pessela et al. (2005) relataram
que suportes recobertos com polietilenoimina (PEI) permitem uma significante
estabilizacdo de enzimas multiméricas.

Outra técnica que pode ser utilizada para a estabilizagdo de enzimas
multiméricas é o uso de macromoléculas polifuncionais que mantém a integridade das
subunidades da enzima (Figura 5). Dextranas comerciais atuam bem nesta técnica de
pos-imobilizacdo. As dextranas oxidadas por periodato produzem uma estrutura poli-
aldeidica adequada para reagir com 0s grupos amino das proteinas. A reacao entre 0s
poli-aldeidos e a proteina ocorre através da formacdo de bases de Schiff, e entdo a

reacdo é finalizada com a reducdo por boroidreto, no qual as bases de Schiff sdo
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reduzidas a grupos amino secundarios e os poli-aldeidos s&o convertidos em poli-

alcoois.203

MULTI - SUBUNIT COVALENT IMMOBILIZATION

Polyaldehydes

Figura 5. Esquema da estabilizacdo de enzimas multiméricas com utilizacdo de
macromoléculas polifuncionais (Fonte: FERNANDEZ-LAFUENTE et al. 1999).

A modificacdo quimica dos grupos carboxilicos de superficie (carboxil terminal,
acido aspértico e acido glutamico) com 1-etil-3-(dimetilamino-propil) carbodiimida
(EDAC), na presenca de etilenodiamina (EDA), também é utilizada na estabilizacdo de
enzimas. Nesta reacdo ocorre a formacdo de uma amida entre o grupo carboxilico
ativado da proteina e o grupo amino do EDA, o que forma um grupo amino primario
livre. Este novo grupo amino apresenta um valor de pk ao redor de 9,2, sendo mais
reativo que os grupos amino dos residuos de lisina da superficie da proteina. Além
disso, o grau de modificacdo pode ser controlado pela concentracdo de EDAC usado
durante a reacdo. ***°

Betancor et al. (2005) descreveram um procedimento de cobertura da enzima
imobilizada com aldeido dextrana para prevenir a inativacdo das enzimas em sistemas
que necessitam de agitacdo forte e bolhas de gas, embora admitam que possam ocorrer
problemas estericos.

Outra metodologia para aperfeicoar a estabilidade conformacional de uma

enzima é sua imobilizacdo em suportes ativados com grupos epoxidos.***%? Este

suporte apresenta as seguintes vantagens:
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Permite que “bracos” espagadores curtos sejam ligados;
e Uma camada simples e muito densa de grupos epdxidos estaveis e
reativos pode ser facilmente preparada;
e Os grupos epdxidos permitem a imobilizacdo por diferentes grupos da
superficie da enzima (amino, tiol, fenol, imidazol, hidroxila);
e A reacdo enzima-suporte pode ser facilmente interrompida através do
blogueio dos grupos epdxi com diferentes reagentes.
3.4. Suportes alternativos para imobilizacéo
O sabugo de milho é a parte central da espiga na qual os grdos estdo presos, que
é o residuo gerado apds o milho ser debulhado. Para cada 100 kg de espigas de milho,
aproximadamente 18 kg (70% base (mida) sdo formados pelo sabugo.™
Estruturalmente, o sabugo é formado por quatro partes distintas: palha fina, palha
grossa, anel lenhoso e medula. A palha fina constitui, aproximadamente, 4,1% do
sabugo de milho em peso; a palha grossa, 33,7%; o anel lenhoso, 60,3%; e a medula,
1,9%. Todo esse material, depois de moido, transforma-se no p6 de sabugo de milho -

Figura 6.

Figura 6. P4 de sabugo de milho utilizado como suporte para imobilizacdo de enzimas.

Devido as caracteristicas de dureza e resisténcia a abrasdo, os componentes do

sabugo serviram de base ao inicio de suas aplicacdes nas industrias. 1%
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As Figuras 7 e 8 apresentam a estrutura fibrosa do sabugo de milho, analisadas

por microscopia eletronica.

Figura 7. Imagens de microscopia 6ptica do sabugo de milho. (A): Panoramica; (B) Objetiva
(aumento 10x) (Fonte: BENEDETT]I, 2009).

Figura 8. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) do sabugo de milho —
(A)1.000 X, (B) 2.000 X, (C) 5.000 X (Fonte: BENEDETT]I, 2009).

As fibras lignoceluldsicas apresentam hidroxilas reativas acessiveis, podendo
reagir com outros grupos funcionais polares, como, por exemplo, 0s presentes nas

resinas fenolicas. &
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A celulose € um biopolimero lineal de unidades B- (1,4)-D glucopiranosa
(Figura 9) e é um componente estrutural da parede celular das plantas em forma de
microfibrilas de 2 a 20 nm de didmetro e de 100 a 40.000 nm de comprimento e que

forma uma rede com outros carboidratos.®
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Figura 9. Estrutura linear da celulose. As linhas pontilhadas esquematizam as ligac6es de
hidrogénio possiveis (DONINI, et al,2010).*

Algumas bactérias como a Gluconacetobacter. xylinus.*®e Acetobacter xylinum
produzem celulose.*®**™ A celulose de plantas e a celulose bacteriana tém a mesma
estrutura quimica, porém, diferentes propriedades fisico-quimicas e de tamanho como
mostrado na Figura 10. **’® As bactérias geralmente produzem celulose como um
componente extracelular para protecdo de agentes mecanicos e quimicos, assim como

para facilitar a adesdo de células e tecidos héspedes.”®*

£

Figura 10. Diferencas entre as fibras de celulose bacteriana (a) e vegetal (b).*?
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Pelo fato da celulose vegetal do sabugo de milho e da celulose bacteriana
apresentarem hidroxilas livres reativas, estdo sendo muito usadas em Varios processos
biotecnolégicos.>®“®"® A estas hidroxilas podem-se ligar bracos quimicos para a
imobilizacdo de enzimas, produzindo diferentes suportes como o SM-glioxil e CB-

glioxil, 3102
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1. RESUMO

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo hemoproteinas que catalisam processos redox.
Durante a oxidacdo sdo gerados radicais livres, que formam produtos poliaromaticos
insoliveis em &gua, o que facilita sua remocdo do meio aquoso. Os objetivos deste
trabalho foi extrair as peroxidases da casca de soja e do chuchu, realizar aminacdo na
superficie da estrutura terciaria das enzimas, imobilizar estas enzimas no suporte de
celulose bacteriana altamente ativado e utilizar os derivados obtidos para descoloracao
do azul de bromofenol. A quantidade de proteinas no extrato foi determinada por
Bradford com valores médios de 0,235 mg mL™ para soja e 0,290 mg mL™ para o
chuchu. A atividade especifica de peroxidase foi determinada com ABTS (acido 2,2’-
azino-bis (3-etil benzotiazolina-6-sulfénico) 1 mM em presenca de H,O, 100 mM em
A= 430nm, obtendo-se os valores médios de 86,06 pmol min™ mg™ e 9,04 pmol min™
mg™ respectivamente, em tampao acetato de sodio 100 mM, pH 4,0. As aminagdes das
peroxidases soluveis foram feitas em tampé&o etilenodiamina pH 4,75 e carbodiimida,
10 e 50 mM, a funcionalizagdo da celulose bacteriana e imobilizacdo covalente
multipontual foi semelhante & descrita para agarose (Guisan).’® As peroxidases
aminadas 10 e 50 mM foram imobilizadas covalentemente no suporte ativado CB-
glioxil, com atividade recuperada de 82% para o derivado CB-Gli-S-NH; 50 mM e 92%
para o0 derivado CB-Gli-Ch-NH; 50 mM. Para a descoloracdo do azul de bromofenol,
utilizou-se os derivados estabilizados em presenca de H,0, em A= 590nm. Utilizando-
se os derivados obtidos na descoloracdo do azul de bromofenol 0,01mM, obteve-se em
60 min, 100% de descoloracdo com os quatro derivados das peroxidases aminadas,
foram reutilizados por cinco reciclos mantendo-se em média 40% a propriedade
catalitica. Isto sugere que estes derivados sdo uma alternativa de baixo custo, ndo sé
para o tratamento de &guas residuais como também com potenciais usos em outros
processos industriais.

Palavras-chave: Peroxidases, imobilizacdo, celulose bacteriana, fendis em aguas
residuais.
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2. ABSTRACT

Peroxidases (EC 1.11.1.7) are haemoproteins that catalyze redox processes, generating
free radicals during the oxidation and polyaromatic products insoluble in water,
facilitating its removal from the aqueous medium. The objective of this research was to
extract the peroxidases of soybean hulls and chayote, insert amine groups in the amino
acids of the tertiary structure surface of enzymes, immobilize these enzymes in bacterial
cellulose support highly activated and use the derivatives obtained for discoloration of
bromophenol blue. The amount of protein in the extract was determined by Bradford
method’s, with average values of 0.235 mg mL™ for soybeans and 0.290 mg mL™ for
the chayote; specific activity of peroxidases was determined with ABTS (2,2 '-bis-Azin
(3-ethyl-6-sulfonic benzotiazoline) 1 mM in the presence of 100 mM H,0, at A=430nm,
yielding average values of 86.06 mol min™ mg™ and 9.04 mol min™ mg™, respectively,
in sodium acetate buffer 100 mM, pH 4.0. Amination of soluble peroxidases were
realized in ethylenediamine buffer pH 4.75 and carbodiimide 10 and 50 mM.
Functionalization of bacterial cellulose and multipoint covalent immobilization was
similar to that described to agarose (Guisan, 1988). Amined peroxidases 10 and 50 mM
were covalently immobilized on the support CB-glyoxyl, with recovered activity of
82% to the derivative CB-Gly-S-NH; 50 mM and 92% for the derivative CB-Gly-Ch-
NH; 50 mM. To achieve the bromophenol blue discoloration it was used derivatives
stabilized in the presence of H,O, at A=590nm. It was obtained total discoloration of
bromophenol blue 0.01 mM in 60 min, using the four amino derivatives of peroxidases.
The derivatives were reused for five cycles maintaining an average of 40% of catalytic
properties, suggesting that these products are a low cost alternative, not only for
wastewater treatment as well as for other industrial processes.

Keywords: Peroxidases, enzyme immobilization, bacterial cellulose, phenols in
wastewater.

3. INTRODUCAO

As peroxidases, classificadas como EC 1.11.1.7, sdo encontradas tanto em
animais como em vegetais. °***® Para as plantas, estas enzimas desempenham funcéo de
defesa contra patogénicos e estresse mecénico, biossintese e degradacdo de lignina,
remocdo de per6xido de hidrogénio e oxidacdo de xenobidticos toxicos.*: As
peroxidases vegetais, como a peroxidase do rabanete (HRP), possuem aproximadamente
300 residuos de aminoacidos, com massa molecular de 44 kDa, sendo que 0 grupamento

heme esta ligado ndo covalentemente na estrutura protéica. Entretanto, as peroxidases
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de mamiferos sdo maiores (576-783 residuos de aminoacidos) e apresentam o
grupamento heme ligado covalentemente a estrutura protéica.** A atividade de
peroxidase presente nos tegumentos das sementes de soja, a qual possui massa
molecular de 37 kDa'’, varia entre os cultivares de soja e serve como técnica alternativa
ou complementar na identificacdo de diferentes variedades. A capacidade de reducéo de
peroxidos por substratos doadores de elétrons torna as peroxidases uteis em Vvarias
aplicacdes industriais e analiticas. '**° A peroxidase de soja (SBP) é uma enzima
substancialmente mais termoestavel do que a peroxidase de rabanete®® e vem se
destacando desde a década de 90 em biociéncia, biocatalise, biorremediacdo e em
diagnostico clinico. Na area de biorremediacdo, sabe-se que a maioria dos trabalhos

16,35,38,50

aponta 0 uso da peroxidase do rabanete (HRP) para a detoxificacdo de aguas

contaminadas por compostos fendlicos e clorados. Mas, atualmente, outras fontes de
peroxidases como da soja e do chuchu tem-se mostrado como uma alternativa. >23246061

O chayote (Sechium edule L.) é uma espécie nativa da Ameérica Central,
especificamente do sul do México e Guatemala, paises nos quais se encontra a maior
diversidade genética e a presenca de materiais em estado silvestre. Pode se encontrar
amplamente distribuido em uma variedade ampla de altitude, desde o nivel do mar até
mais de 2.000 m sobre o nivel do mar. Também & reconhecido que o fruto foi
importante na alimentacdo das culturas pré-colombinas que habitaram México e
Guatemala.®

O Estado de Sao Paulo produz por ano 100.000 toneladas de chuchu (chayote),
em 2.000 hectares de plantio, distribuido por 21 regiGes agricolas e 56 municipios. A

producdo estd bem concentrada nas regifes agricolas de Braganca Paulista, Sdo Paulo e

Registro. Em cada uma dessas regides, 0s municipios que sd@o os grandes produtores
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sdo: Amparo na Regido Agricola de Braganca-Paulista, Iguape em Registro e Sdo Paulo
na Regido Agricola de S&o Paulo, que juntos concentram 77% da producéo paulista.*®

A atividade industrial desenvolvida pelo homem faz com que grandes
quantidades de compostos téxicos sejam eliminadas afetando a flora e fauna das regifes
envolvidas. Os compostos aromaticos, tais como o fenol e seus derivados, s&o a maior
classe de agentes contaminantes em &guas residuais de varias inddstrias quimicas e de
alimentos.®*#?%"3840 Um dos métodos para sua remocao inclui a polimerizacdo usando
enzimas redox, na presenca de H,O,, que age como receptor de elétrons. As peroxidases
podem catalisar a polimerizacdo oxidativa destes fenois, anilinas e outros aromaticos,
em oligbmeros insolGveis,* que por sua vez podem ser removidos usando simples

sedimentacao ou sistemas de filtracdo - Figura 1.

POLIMERIZACAO

Figura 1. Diagrama do mecanismo de polimerizacdo do fenol (Lapuente, 2000).

A utilizagdo de enzimas imobilizadas em diferentes suportes esta descrita na
literatura e, geralmente, apresenta vantagens operacionais como: possibilidade de
reutilizagdo nas reacBes em batelada ou continua; rapida interrup¢do da hidrolise;

formacéo controlada; e facil separacdo do produto.’'82131:33444558:5960 N5 entanto, ndo
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existe um método ideal de imobilizacdo enzimatica. Liga¢des covalentes multipontuais
podem aumentar a rigidez da molécula da enzima imobilizada, e ainda induzir a uma
maior resisténcia as pequenas alteracbes conformacionais causadas por temperaturas
elevadas, por solventes organicos, por agentes desnaturantes, entre outros.®” Existem
estratégias que permitem imobilizar proteinas multipontualmente por trés vias diferentes
de residuos: amino-terminal, residuos de lisina e grupos carboxilicos. Estes estudos
tiveram inicio com o pesquisador Dr. José Manuel Guisan, na Espanha, em 1988. Essas
transformacdes quimicas ndo sdo possibilidades exclusivas da agarose, podendo ser
realizadas em outros tipos de suporte.2%:2%2960

Sobre os suportes agarose-glioxil, a imobilizacdo ocorre através das regides da
superficie da enzima, que possui maior densidade de grupos amino primarios, e nao
através do grupo amino mais reativo, como ocorre na maioria das outras técnicas de
imobilizacdo.* Para que ocorra a imobilizacdo, faz-se reagir os grupos amino primarios
da proteina com o suporte agarose previamente ativado, de modo que na superficie
apresentem uma mono-capa de aldeidos ligeiramente afastados da parede do suporte e
totalmente expostos ao meio reacional.”® Em um primeiro passo, ocorre a formacéo de
enlaces tipo base de Schiff (grupos imino) entre os &-NH; das lisinas e os grupos
aldeidos do suporte. Os aminoacidos lisinas sdo normalmente abundantes na superficie
protéica, quando estdo expostos ao meio e, quando estdo desprotonados, sdo muito
reativos como nucleofilos. Para que ocorra esta reacdo, torna-se necessario trabalhar
com pH préximo ou superior ao pKa dos grupos e-NH3z" (pH 10.05).

Esta primeira interacdo entre a enzima e o suporte ocorre pelo menos atravées de
dois pontos e a enzima deve se auto-orientar rumo ao suporte para sua regido mais rica

em grupos amino reativos.>* Isto leva a formacdo de uma unido fraca e reversivel. Em

um seguinte passo, reduzem-se as bases de Schiff a enlaces amino secundarios com
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boroidreto de sodio. Esta reducdo permite, além de estabilizar o enlace enzima-suporte,
converter todos os grupos aldeido remanescentes em grupos hidroxilas, dando lugar a
uma matriz inerte e hidrofilica.®> Segundo Guisan, quando ndo se faz o bloqueio dos
grupos reativos remanescentes, podera ocorrer um numero de reacdes indesejadas ou
ndo controladas, de tal forma que desestabiliza a proteina, o que leva a inativacdo da
enzima.*

A celulose € um biopolimero lineal de unidades B- (1,4)-D glucopiranosa
(Figura 2), é um componente estrutural da parede celular das plantas em forma de
microfibrilas de 2 a 20 nm de diametro e de 100 a 40.000 nm de cumprimento, que
forma uma rede com outros carboidratos. **

Algumas bactérias como a Gluconacetobacter xylinus™ e Acetobacter xylinum

82851 A celulose de plantas e a celulose bacteriana tém a mesma

produzem celulose.
estrutura quimica, porém, diferentes propriedades fisicoquimicas.>® As bactérias
geralmente produzem celulose como um componente extracelular para protecdo de
agentes mecanicos e quimicos, assim como para facilitar a adesdo de células e tecidos

hospedes.>*°°
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Figura 2. Estrutura linear da celulose. As linhas pontilhadas esquematizam as ligacGes
de hidrogénio possiveis. *?

Pelo fato da celulose bacteriana apresentar hidroxilas livres reativas, ela esta
sendo muito usada em varios processos biotecnoldgicos. ***°** A estas hidroxilas
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podem-se ligar bracos quimicos para a imobilizagdo de enzimas, produzindo diferentes
suportes como o0 CB-glioxil. 2

A estrutura terciaria das enzimas pode ser submetida a modificacdes quimicas
nos grupos carboxilicos de superficie (carboxil terminal, acido aspartico e acido
glutamico) com 1-etil-3-(dimetilamino-propil) carbodiimida (EDAC), na presenga de
etilenodiamina (EDA), promovendo estabilizagdo. Nesta reacdo ocorre a formacdo de
uma amida entre o grupo carboxilico ativado da proteina e o grupo amino do EDA, o
que forma um grupo amino primario livre. Este novo grupo amino apresenta um valor
de pka ao redor de 9,2, sendo mais reativo que 0s grupos amino dos residuos de lisina
da superficie da proteina. Além disso, o grau de modificacdo pode ser controlado pela
concentracio de EDAC usado durante a reagéo.”**2

Devido a uma ampla utilizagdo das peroxidases em diversos setores industriais,
ha um interesse crescente por novas fontes desta enzima. Nesse contexto, este trabalho
teve como objetivo principal extrair a peroxidase da casca da soja, imobilizar de forma

multipontual e covalentemente em suporte pé de sabugo de milho e ensaiar

descoloragdo de azul de bromofenol.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

Utilizou-se casca de soja, proveniente da UNISOJA da FCF-
UNESP/Araraquara, e chuchu comercial, para a extragdo das enzimas peroxidases. A
celulose bacteriana utilizada foi doada pelo Laboratério de Materiais Fotonicos do
Instituto de Quimica da UNESP/Araraquara, para ser utilizado como suporte

alternativo.
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4.2. Métodos
4.2.1. Extracdo da enzima peroxidase

Adicionou-se agua destilada na razdo de 1:10 (gramas de casca de soja por mL
de &gua destilada ) e em seguida triturou-se em liquidificador por 5 minutos. O chuchu
foi cortado em cubos pequenos com cerca de 2 cm por lado e triturado em liquidificador
por 5 minutos. Os extratos foram filtrados em gaze para retirada de impurezas, para

posterior centrifugacdo a 4°C por 20 minutos a 7.552 g.

4.2.2. Determinacdo proteina
A concentragdo de proteinas nos extratos enzimaticos foram determinadas pelo

método de Bradford.’

4.2.3. Aminacéo da enzima

A aminacdo das enzimas peroxidases solUveis nativas foram feitas com solucéo
EDA (Etilenodiamina- Sigma)lM a pH 4,75, na razdo 1:1 (mililitros do extrato
enzimatico por mililitros de solugdo de EDA), e carbodiimida sdlida (Sigma), em
diferentes concentracdes de 10 mM e 50 mM. Depois, a soluc¢do foi dialisada com agua
destilada por 18 horas a 4°C.° O extrato dialisado foi usado parar imobilizacdo nos

diferentes suportes.

4.2.4. Determinacéo da atividade enzimatica
As atividades enzimaticas das peroxidases livres, nativas e aminadas, no

processo de imobilizacdo, das peroxidases imobilizadas, como também nos processos
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de inativagdo, foram determinadas utilizando-se como substrato 2,5 mL de ABTS [&cido
2,2’-azino-bis (3-etil benzotiazolina-6-sulfonico) Sigma] 1mM em tampéo acetato de
sodio 0,1M pH 4,0; 25 pL de H,0, 100mM em tampéo acetato de sddio 0,1M pH 4,0;
10 pL do extrato enzimatico ou 10 pL da suspensdao com o derivado enzimatico, o
acompanhamento da reacdo foi seguida no espectrofotometro FEMTO 700S em A=430
nm.37,47

As atividades tanto das peroxidases livres como das imobilizadas foram

realizadas a 25°C e no seu pH étimo igual a 4,0.

4.2.5. Atividade enzimatica especifica
A atividade especifica das peroxidases foi calculada através da relacdo entre o
namero de unidades por miligrama de proteina, com coeficiente de extingdo molar de

31.100 M * L™ cm ™ para o cation radical do ABTS™

4.2.6. SDS-PAGE

A eletroforese em condicdo desnaturante foi realizada em gel de poliacrilamida-
SDS, de acordo com o método de LAEMMLI (1970),% usando- se acrilamida 8%. As
bandas protéicas foram visualizadas com corante Brilliant G- colloidal concentrate

(Sigma).

4.2.7. PAGE
A eletroforese em condicdo ndo desnaturante, foi realizada em gel de
poliacrilamida-SDS, *® sem TEMED e sem tampdo de ruptura usando- se acrilamida

8%. As bandas protéicas foram visualizadas com guaiacol em presenca de H,0.
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4.3. Preparacao dos suportes e ativagao:

A celulose bacteriana foi funcionalizada seguindo os mesmos métodos utilizados
para os suportes de agarose.” Pelo fato da CB apresentar hidroxilas livres reativas,
podem ser ligados bracos quimicos para a imobilizagdo das enzimas, produzindo
suportes CB-glioxil.®*? A uma aliquota de 20 g de celulose bacteriana hidratada (CB)
foi adicionado 6 mL de agua milliQ, 9,52 mL de uma solugdo NaOH 1,7 N,
previamente a frio, contendo 0,2714 g de NaBH, ( boroidreto de sédio) e sob agitacéo
suave gotejou-se lentamente 6,86 mL de glicidol (2,3- epoxi-propanol), mantido em
banho de gelo. A suspensdo manteve-se 18 horas sob suave agitacdo em recipiente
aberto em temperatura de 25°C. A suspensdo foi filtrada e lavada sob vacuo com &gua
destilada, abundantemente. Desta maneira, as matrizes ativadas passam a apresentar
grupos ativos gliceril em sua estrutura.

A sequir, as matrizes foram submetidas a oxidacdo na presenca de periodato de
s6dio (NalO,) 100 mmol. L?, sob agitacdo suave, por 90 minutos, reagindo para
formacdo de grupos glioxil (aldeidos). Transcorrido esse tempo, o residuo ativado foi

filtrado sob vacuo e lavado com agua destilada.

4.4. Preparo de derivados enzimaticos

As peroxidases aminadas foram colocadas em contato com os suportes glioxil-
CB. Foram utilizados 4 mL das solu¢fes enzimaticas aminadas, diluidas em 16 mL de
tampao bicarbonato de sodio 0,1M pH 10. Desta solucdo, retirou-se 1 mL como enzima
controle, o restante foi adicionado a 2 g do suporte.. A suspensdo foi mantida a 25 °C
sob agitacdo constante suave e, em intervalos regulares de tempo, foram retiradas duas

aliquotas da suspensdo, uma para analise da atividade enziméatica de peroxidase na
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suspensao e outra para ser centrifugada e analisar a atividade enzimatica de peroxidase
no sobrenadante, juntamente com a solugdo enzimatica controle, para acompanhamento
das atividades enzimaticas. Ap6s o processo de imobilizacdo, aos derivados foi
acrescentado boroidreto de sédio (1mg/mL de suspensdo) e mantido por 30 minutos sob
agitacdo suave, para reducdo dos grupos ativados remanescentes no suporte e das bases
de Schiff, apds a ligacdo da enzima. Em seguida, o derivado assim obtido foi lavado
com 4gua destilada e estocado a 4°C. Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas.

4.5. Temperatura de inativagao

As temperaturas de inativacdo foram testadas entre 45°C e 65°C, tanto para as
enzimas solUveis como para os derivados, até a inativacdo do 90% da atividade da
enzima. Foram preparadas as amostras suspendendo-se 0,300 g do derivado em 3,0 mL
de tampdo fosfato de sddio 0,1 M e 2,0 mL dos extratos enzimaticos, colocaram-se as
amostras nos diferentes banhos, a cada determinad fracdo de tempo, pegou-se 10 pL das
suspencbes para medir a atividade, pelo método descrito para atividade enzimatica.
Estas atividades foram comparadas a atividade inicial a 25°C e expressas em

porcentagem.

4.6. pH otimo do extrato e dos derivados
Para a determinacdo das condi¢des otimas de pH do extrato e os derivados,
utilizaram-se tampdes citrato de sodio, 0,1M (pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0), fostato de sddio

0,1M (pH 7,0; 8,0; ) e bicarbonato de sédio 0,1 M (pH 9,0; 10).
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4.7. Descoloracao do azul de bromofenol

Os derivados CB-glioxil-peroxidases de casca de soja e do chuchu aminadas e
estabilizados foram ensaiados na descoloracdo do azul de bromofenol. Foram colocados
0,300 g de cada derivado no reator e adicionados 4,0 mL de azul de bromofenol 0,01
mM, acrescentados de 100 uL de H,O, 100 mM, manteve-se sob agitacdo suave por 60
minutos, fazendo o acompanhamento de leituras no espectrofotémetro FEMTO 700S
cada 10 minutos, em A=590 nm. Todos o0s experimentos foram realizados em

triplicatas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de proteinas totais presentes nos extratos obtidos pela
metodologia descrita neste trabalho foi de: 0,235 mg mL™ para soja e 0,290 mg mL™
para o chuchu, e a atividade especifica de peroxidase foi de 86,06 pumol min™ mg™ e
9,04 pmol min™ mg™ respectivamente, em tamp&o acetato de sédio 100 mM pH 4,0. As
enzimas peroxidases aminada 10 mM mantiveram 88% da atividade e as aminadas 50
mM mantiveram 100% para peroxidase da soja e 52% para peroxidase do chuchu, da
atividade inicial da peroxidase nativa (Tabela 1). As atividades tanto das peroxidases

nativas como das aminadas foram realizadas a 25°C e no seu pH 6timo 4,0.

TABELA 1. Porcentagens de atividade especifica recuperada ap6s a aminacao das
peroxidases da casca da soja e do chuchu.

PEROXIDASES Nativa Aminada 10 mM Aminada 50 mM
SOJA 100 88 100
CHUCHU 100 88 52
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As eletroforeses dos extratos da casca da soja e do chuchu mostram as diferentes
peroxidases, observam-se as bandas protéicas através da eletroforese desnaturante
(SDS-PAGE) e as bandas de atividade reveladas com guaiacol em presenca de peroxido

de hidrogénio, na eletroforese ndo desnaturante (PAGE) - Figura 3.

SDS-PAGE PAGE

A B C D E F G

Figura 3. SDS-PAGE. (A) padrdo massa molecular, (B) peroxidase comercial de rabanete, (C)
peroxidase da casca da soja, (D) peroxidase do chuchu. PAGE. Reveladas com guaiacol em
presenca de H,O,. (E) peroxidase comercial de rabanete, (F) peroxidase da casca da soja, (G)
peroxidase do chuchu.

Na eletroforese PAGE sem adicdo de mercaptano-etanol, para manter as enzimas
sem desnaturar, pode-se observar que as peroxidases da soja e do chuchu tém outras
bandas de atividade, isto nos demostra que ndo é apenas uma enzima, podendo conter
izoenzimas que podem apresentar diferentes propriedades fisico-quimicas.

A inativacdo da enzima peroxidase da soja nativa e da aminada 10 mM a
temperatura de 60°C foi semelhante entre elas, mantendo 75% da sua atividade em 120

horas de tratamento, enquanto que a aminada 50 mM, apds 120 horas apresentou apenas
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10% da atividade. Isto demonstra que a maior aminacéo altera a estrutura tridimencional
da enzima e, por este motivo, o centro catalitico fica comprometido e a estabilidade da

enzima diminui (Figura 4).

120
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FIGURA 4. Porcentagem relativa da atividade residual das peroxidases da soja
soluveis: m nativa; ® aminada 10 mM ¢ Aaminada 50 mM, frente a temperatura de
60°C.

A peroxidase do chuchu é menos estdvel em temperaturas elevadas que a
peroxidase da soja, por este motivo a sua inativacdo frente a temperatura foi feita a
45°C. A enzima nativa manteve os 54% da sua atividade inicial em 120 horas de
tratamento, enquanto que a aminada 10 mM nas 120 horas diminuiu para 22% da
atividade. A enzima aminada a 50 mM perdeu toda a sua atividade, demonstrando que a

enzima mais aminada tem maior mudanca na sua estrutura tridimencional, modificando

0 centro catalitico e por este motivo perde a estabilidade da enzima (Figura 5).
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FIGURA 5. Porcentagem relativa da atividade residual das peroxidases solGveis do chuchu: m
natural, A aminada 10 mM; eaminada 50 mM, frente a temperatura de 45°C.

Os resultados da imobilizagdo multipontual das peroxidases da casca da soja e
do chuchu no suporte celulose bacteriana ativado com grupos glioxil, apresentados
neste trabalho, foram conseguidos seguindo os protocolos descritos por Guisan para
agarose-glioxil.*®

Determinou-se que 0,235 mg de proteinas da soja e 0,290 mg de proteinas do
chuchu, presentes nos extratos enzimaticos com atividade de peroxidase por grama de
suporte ativado, foram as concentragbes que permitiu a maxima recuperacao de
atividade . A imobilizacdo covalente multipontual das peroxidases sobre suportes CB-
glioxil a pH 10,0 foi desenvolvida através das zonas aminadas da superficie
tridimensional. Em pH 10,0 estas aminas estdo desprotonadas permitindo o ataque
nucleofilico dos grupos amino sobre os aldeidos do suporte, formando os derivados CB-
glioxil-S-NH210mM; CB-glioxil-S-NH,50mM; CB-glioxil-Ch-NH,10mM; CB-glioxil-
Ch-NH,50mM.

Resultados obtidos neste trabalho mostram que as peroxidases aminadas a

50mM tém rendimentos de imobilizacdo maiores que as aminadas a 10 mM. Isto deve-

se & maior quantidade de grupos amino reativos na enzima® para formar enlaces com
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0s grupos carboxilas do suporte CB, 92% para soja e 69% para chuchu, sendo que a
atividade recuperada foi de 82% e 92% respectivamente, em trés horas de processo de
imobilizacdo (Tabela 2). Valores similares de imobilizacdo e atividade foram

apresentados em outros estudos de imobilizacéo de peroxidases. %

TABELA 2. Atividade enzimatica no processo de imobilizacdo das peroxidases da soja
e do chuchu aminadas em suporte CB-glioxil.

IMOBILIZAGAO DAS PEROXIDASE DA CASCA DA SOJA E DO CHUCHU

Derivado % de imobilizacdo % suspensdo % recuperado
CB-GIi-S-NH2 10 mM 47 82 25
CB-GIi-S-NH2 50 mM 92 71 82
CB-GIi-Ch-NH2 10mM 35 91 62
CB-Gli-ChNH, 50 mM 69 73 92

CB-Gli-Ch-NH, 10 mM Peroxidase do chuchu aminada 10mM imobilizada em suporte celulose
bacteriana;. CB-Gli-Ch-NH, 50 mM Peroxidase do chuchu aminada 50mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana; CB-Gli-S-NH, 10 mM Peroxidase da soja aminada 10mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana;CB-Gli-S-NH, 50 mM Peroxidase da soja aminada 50mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana.

Verificou-se que a atividade recuperada do derivado CB-glioxil-S-NH,50mM ¢é
57% maior que o derivado CB-glioxil-S-NH,10mM e o derivado CB-glioxil-Ch-
NH250mM é 30% maior que o derivado CB-glioxil-Ch-NH,10mM. Este fato deve-se ao
processo de aminacdo dos grupos glutamatos e aspartatos das enzimas nativas, o que
aumenta o namero de aminas na superficie da enzima, consequentemente elevando o
namero de ligacdes peptidicas entre a enzima e o suporte CB-glioxil (Tabela 2). Caso
similar acontece quando s enzimas sdo adicionadas cadeias de histidinas.*> A aminacio

da enzima se fez necessaria e propiciou a ligacdo da enzima ao suporte, enquanto que
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ndo foi possivel a obtencdo de imobilizagdo, quando se utilizou a enzima nativa, embora
se experimentasse suportes ativados diferentemente.

Foi possivel observar que o derivado CB-glioxil-S-NH,10mM, foi o que
apresentou melhor estabilidade, a 60 °C por um periodo de 120 horas, mantendo 82%
da atividade inicial, o derivado com a enzima aminada 50mM manteve 57% da

atividade inicial (Figura 6).
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FIGURA 6. Porcentagem relativa da atividade residual dos derivados CB-glioxil das
peroxidases da soja: m aminada 10 mM e Aminada 50 mM, frente a 60°C de
temperatura.

O derivado CB-glioxil-Ch-NH,10mM de carbodiimida foi o que apresentou
melhor estabilidade, a 45 °C por um periodo de 120 horas, mantendo 28 % da atividade
inicial, enquanto que o derivado com a enzima aminada 50mM manteve 20 % da
atividade inicial, o que demonstra a melhora da estabilidade frente a enzima aminada

livre (Figura7).
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FIGURA 7. Porcentagem relativa da atividade residual dos derivados CB-glioxil das
peroxidases do chuchu: m aminada 10 mM e Aminada 50 mM, frente a 45°C de
temperatura.

As peroxidases de soja e chuchu com maior grau de aminacdo ligaram-se ao
suporte com alta afinidade e velocidade, formando desta forma, maior nimero de
enlaces covalentes. Entretanto, a estabilidade foi menor, provavelmente pela mudanca
conformacional espacial nativa, levando a uma estrutura um pouco mais rigida, motivo
pelo qual o centro catalitico pode estar comprometido (Figura 4 e 5).

A inativacdo das peroxidases nativas, aminadas e dos derivados obtidos, frente a
distintos pHs, foi ensaiada por um periodo de 120 horas. Nestes experimentos, podemos
observar que os quatro derivados mantém o melhor desempenho no pH 7,0, mas os dois
derivados aminados com 50mM de carbodiimida sdo 0s que apresentaram uma maior
estabilidade e, conseugentemente, maior atividade. Cabe ressaltar que o derivado CB-
Gli-Ch-NH; 50 mM aumentou a atividade em mais de 100% nos pHs 5,0 até 10,0
devido possivelmente a um melhor arranjo do centro catalitico da enzima no suporte. O

menor desempenho destes derivados foram no pH 3,0 (Tabela3).
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TABELA 3. Porcentagem relativa da atividade residual das peroxidases da casca de
soja nativa, aminadas e imobilizadas, frente a diferentes pHs em 120 horas de
tratamento.

Forma pH 3 pH 5 pH 7 pH 10
Nativa da soja 76 67 100 100
Nativa do chuchu 18 64 17 82
Soja-Aminada 10 mMv 76 90 95 92
Chuchu-Aminadal0 mM 17 42 66 63
Soja-Aminada 50 mM 67 100 100 95
Chuchu-Aminada50 mM 8 77 58 49
CB-GIi-S-NHZIO mM 67 56 89 74
CB—GIi—Ch-NH210 mM 40 63 99 82
CB-Gli-S-NH 50 mM 70 89 82 76
CB-Gli-Ch-NH 50 mM 28 161 286 155

CB-Gli-Ch-NH, 10 mM Peroxidase do chuchu aminada 10mM imobilizada em suporte celulose
bacteriana;. CB-Gli-Ch-NH, 50 mM Peroxidase do chuchu aminada 50mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana; CB-Gli-S-NH, 10 mM Peroxidase da soja aminada 10mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana;CB-Gli-S-NH, 50 mM Peroxidase da soja aminada 50mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana.

Na tabela 4 sdo apresentados resultados de descoloracdo do azul de bromofenol,
utilizando derivados estabilizados, sob agitacdo suave por 60 minutos, na qual se
observa descoloracdo de 100% com os quatro derivados estudados no primeiro ciclo de
uso. Os derivados estabilizados foram reutilizados em cinco ciclos, e os resultados
mostraram que, por trés ciclos, a atividade do CB-Gli-S-NH; 50 mM mantém o 100%
da atividade de descoloracdo e os outros derivados mantém cerca de 50%. Apés o

terceiro ciclo, os derivados diminuem a atividade de descoloragdo, provavelmente
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diminuindo sua capacidade enziméatica de descoloracdo, esta perda acontece uma vez

que os polimeros formados no processo de descoloracdo sdo adsorvidos & enzima.

TABELA 4. Porcentagens de descoloracdo do azul de bromofenol 0,01mM, com os
derivados CB-glioxil-peroxidases aminadas 10 mM e 50 mM, em presenca de H,0, em
5 ciclos de 60 minutos.

DESCOLORAGAO DO AZUL DE BROMOFENOL 0,01 mM

Derivados / Ciclos 1° 2° 3° 4° 5°
CB-GIi-S—NH2 10 mM 100 94 77 68 32
CB-GIi-S-NH2 50 mM 100 100 100 93 74
CB-GIi-Ch-NH2 10mM 100 79 50 34 21
CB-GIi-Ch-NH2 50 mM 100 93 78 48 33

CB-Gli-Ch-NH, 10 mM Peroxidase do chuchu aminada 10mM imobilizada em suporte celulose
bacteriana;. CB-Gli-Ch-NH, 50 mM Peroxidase do chuchu aminada 50mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana; CB-Gli-S-NH, 10 mM Peroxidase da soja aminada 10mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana;CB-Gli-S-NH, 50 mM Peroxidase da soja aminada 50mM imobilizada em suporte
celulose bacteriana.

Os derivados obtidos neste trabalho tém a mesma capacidade e tendéncia de
descolorar o azul de bromofenol por processos de oxido-reducdo.®*° Valores similares

foram obtidos com a enzima peroxidase do chayote,>®

aplicada na remocdo dos
corantes téxteis que também sdo de natureza poliazo, 0 que demonstra a capacidade e
velocidade que tém estas enzimas para atuar na oxidacdo dos grupos fenolicos. O
tratamento enzimatico oferece um alto grau de especificidade, operacfes sob condicbes
suaves e alta velocidade de reacéo. 2102443560

As peroxidases sdo utilizadas para o tratamento de compostos aromaticos
contaminantes em aguas provenientes de diferentes fontes. Principalmente a peroxidase
do rabanete (HRP) tem sido usada para a remocdo de contaminantes fenolicos, assim

como também sdo capazes de remover anilinas aromaticas, hidroxiquinoleina e

carcinogénicos como benzidinas y naftilaminas.?***>>® Mas, por ser uma enzima de
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importancia, seu custo comercial é alto. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem a
possibilidade de utilizacdo dos derivados CB-glioxil-peroxidase da casca de soja
aminadas, com reciclos de pelo menos de trés vezes, diminuindo os custos da aplicagao

de enzimas.

6. CONCLUSOES

Peroxidases da casca da soja e do chuchu foram imobilizadas multipontualmente
no suporte de celulose bacteriana ativada pelo método do glioxil desenvolvido pelo Dr.
Guisan.

A aminacdo das enzimas se fez necessario e propiciou a ligacdo da enzima ao
suporte, enquanto que ndo foi possivel a obtencdo de imobilizacdo quando se utilizou a
enzima nativa. Embora se experimentasse diferentes suportes ativados, as peroxidases
enriquecidas em grupos aminos permitem aperfeicoar sua imobilizagdo multipuntual
sobre suportes CB-glioxil.

O maior fator de estabilizacdo conseguiu-se quando a enzima aminada 10mM
imobilizou-se orientada sobre o suporte através dos novos grupos aminos introduzidos,
e posteriormente incubada a pH 10.0 para otimizar a unido covalente multipontual entre
todos os residuos aminos desta regido da enzima e todos os grupos glioxil do suporte.

Os derivados estabilizados das peroxidases aminadas mostraram propriedades
cataliticas similares as suas correspondentes enzimas solUveis nativas. Os dois
derivados obtidos, CB-glioxil-peroxidases da soja e chuchu aminadas, apresentaram
6timas atividades no processo de descoloracdo do azul de bromofenol, demonstrando
que é possivel utilizar estes derivados no tratamento de efluentes ou 4guas contaminadas
que contenham fendis ou grupos fendlicos, pela facilidade do seu alto grau oxidante na

presenca de H,0,.
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Este trabalho indica que tanto a enzima peroxidase da casca de soja como do
chuchu imobilizadas em celulose bacteriana altamente ativada, sdo uma excelente
alternativa, de baixo custo, e com grande viabilidade para ser usada em lugar da
peroxidase de rabanete ndo imobilizada, uma vez que os derivados obtidos,
apresentaram oOtima estabilidade frente a temperaturas e pHs extremos. Além do
tratamento de aguas residuais oriundas de processos industriais, no futuro e com mais
pesquisa, principalmente na purificacdo das enzimas, elas poderdo ser utilizadas
também em kits de diagndsticos, substituindo os que usam a peroxidase do rabanete

(HRP).
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1. RESUMO

As peroxidases (EC 1.11.1.7) catalisam processos redox e durante a oxidagdo sdo
gerados radicais livres, que formam produtos poliaromaticos insoliveis em agua, 0 que
facilita sua remogédo do meio aquoso. O objetivo deste trabalho foi extrair a peroxidase
da casca de soja, realizar aminacdo na superficie da estrutura terciaria, imobilizar a
enzima aminada em suporte pé de sabugo de milho altamente ativado e utilizar o
derivado obtido para descoloracdo do azul de bromofenol. A quantidade de proteinas no
extrato foi determinada por Bradford com valores médios de 0,235+0,011 mgmL™, e a
atividade especifica de peroxidase foi deteminada com ABTS 1 mM em presenca de
H,0, 100 mM em A= 430nm, obtendo-se os valores médios de 86,06+1,52 pmol min™
mg™ em tampéo acetato de sédio 100 mM, pH 4,0. A aminacdo da peroxidase solGvel
foi feita com etilenodiamina e carbodiimida, 10 e 50 mM e a funcionalizagdo do po de
sabugo de milho e imobilizacdo covalente multipontual foi semelhante & descrita para
agarose por Guisan®®. A atividade especifica da peroxidase aminada 10mM manteve
88% e a aminada 50mM, 100% da atividade inicial. As peroxidases aminadas 10 e 50
mM foram imobilizadas covalentemente no suporte ativado p6 de sabugo de milho-
glioxil, com atividade recuperada de 74% e 86%, respectivamente. Para a descoloracao
do azul de bromofenol, utilizou-se os derivados estabilizados em presenga de H,O, em
A= 590nm. Utilizando-se os derivados obtidos na descoloracdo do azul de bromofenol
0,02mM, obteve-se em 30 min, 93% de descoloracdo com o derivado da peroxidase
aminada 10 mM e 89 % para o derivado com a peroxidase aminada 50 mM, e foram
reutilizados por trés reciclos mantendo-se em 60% a propriedade catalitica, o0 que sugere
que estes derivados da peroxidase da casca da soja séo uma alternativa de baixo custo,
ndo s6 para o tratamento de aguas residuais como podem ter potencial uso em outros
processos industriais.
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Palavras-chave: Peroxidases, imobilizacdo multipontual de enzimas, pé de sabugo de
milho, diminuicdo de fenois em aguas residuais.

2. ABSTRACT

Peroxidases (EC 1.11.1.7) catalyze redox processes, and during the oxidation free
radicals are generated, forming insoluble polyaromatic products, facilitating their
removal from the aqueous medium. The objective of this research was to extract
peroxidase from soybean hulls, perform amination on the surface of tertiary structure, to
immobilize the enzyme amined on support of corncob powder highly activated and use
the derivative obtained for discoloration of bromophenol blue. The amount of protein in
the extract was determined according Bradford method with average values of 0.235 +
0.011 mg mL™, and the specific activity of peroxidase was determined with ABTS 1
mM in the presence of 100 mM H,0, at A=430nm, yielding average values of 86.06 +
1.52 mmol mint.mg™! in sodium acetate buffer 100 mM, pH 4.0. Amination of
peroxidase was performed with soluble carbodiimide and ethylenediamine, 10 and 50
mM, and the functionalization of the corncob powder and multipoint covalent
immobilization was similar to that described by Guisan for agarose. The specific
activity of amined 10 mM peroxidase retained 88% and the amined 50 mM retained
100% of initial activity. The peroxidases amined 10 and 50 mM were covalently
immobilized on support corncob powder-glyoxyl with activity recovered of 74% and
86% respectively. For discoloration of bromophenol blue was used to derivatives
stabilized in the presence of H,0, at A=590nm. Obtained derivatives were used in the
discoloration of 0.02 mM bromophenol blue. After 30 min, 93% of discoloration was
achieved with the derivative corncob-glyoxyl-amined peroxidase 10 mM, and 89% for
that with 50 mM. These derivatives remained at 60% the catalytic properties when used
for three times, suggesting that the peroxidase from soybean hulls is a low cost
alternative enzyme, not only for the treatment of wastewater, but it also has potential for
use in other industrial processes.

Keywords: Peroxidases, multipoint immobilization of enzymes, powdered corncobs,
reduction of phenols in wastewater
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3. INTRODUCAO

As peroxidases, classificadas como EC 1.11.1.7, sdo encontradas tanto em
animais como em vegetais. >"*® Para as plantas, estas enzimas desempenham funcéo de
defesa contra patogénicos e estresse mecanico, biossintese e degradagdo de lignina,
remocdo de per6xido de hidrogénio e oxidacdo de xenobidticos txicos.®® As
peroxidases vegetais, como a peroxidase do rabanete (HRP), possuem aproximadamente
300 residuos de aminoacidos, com massa molecular de 44 kDa, sendo que o grupamento
heme esta ligado ndo covalentemente na estrutura protéica. Entretanto, as peroxidases
de mamiferos sdo maiores (576-783 residuos de aminoacidos) e apresentam o
grupamento heme ligado covalentemente & estrutura protéica. *° A atividade de
peroxidase presente nos tegumentos das sementes de soja, a qual possui massa
molecular de 37 kDa'!, varia entre os cultivares de soja e serve como técnica alternativa
ou complementar na identificacdo de diferentes variedades. A capacidade de reducédo de
peroxidos por substratos doadores de elétrons torna as peroxidases uteis em varias
aplicagdes industriais e analiticas. %’ A peroxidase de soja (SBP) é uma enzima
substancialmente mais termoestavel do que a peroxidase de rabanete® e vem se
destacando desde a década de 90 em biociéncia, biocatalise, biorremediacdo e em
diagnostico clinico. Na area de biorremediagdo, sabe-se que a maioria dos trabalhos

10,25,28,38

aponta 0 uso da peroxidase do rabanete (HRP) para a detoxificacdo de aguas

contaminadas por compostos fendlicos e clorados. Mas, atualmente, outras fontes de
peroxidases como da soja e do chuchu tem-se mostrado como uma alternativa. 784

A atividade industrial desenvolvida pelo homem faz com que grandes
quantidades de compostos toxicos sejam eliminadas, o que afeta a flora e fauna das

regides envolvidas. Os compostos aromaticos, tais como o fenol e seus derivados, sdo a

maior classe de agentes contaminantes em aguas residuais de varias industrias quimicas
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e de alimentos.”**?3! Um dos métodos para sua remocéo inclui a polimerizagdo usando
enzimas redox, na presenca de H,O, o qual age como receptor de elétrons. As
peroxidases podem catalisar a polimerizacdo oxidativa destes fenois, anilinas e outros
aromaticos, em oligdbmeros insoltveis,® que por sua vez podem ser removidos usando
simples sedimentaco ou sistemas de filtragdo.*

A utilizacdo de enzimas imobilizadas em diferentes suportes estad descrita na
literatura e, geralmente, apresenta vantagens operacionais como: possibilidade de
reutilizacdo nas reagdes em batelada ou continua; rapida interrupcdo da hidrolise;
formacdo controlada; e facil separacdo do produto, 21215:#1:233334414445 g entanto, ndo
existe um método ideal de imobilizacdo enzimatica. Ligacdes covalentes multipontuais
podem aumentar a rigidez da molécula da enzima imobilizada, e ainda induzir a uma
maior resisténcia as pequenas alteragdes conformacionais causadas por temperaturas
elevadas, por solventes organicos, por agentes desnaturantes, entre outros.*® Existem
estratégias que permitem imobilizar proteinas multipontualmente por trés vias diferentes
de residuos: amino-terminal, residuos de lisina e grupos carboxilicos. Estes estudos
tiveram inicio com o pesquisador Dr. José Manuel Guisan, na Espanha, em 1988. Essas
transformacdes quimicas ndo sdo possibilidades exclusivas da agarose, podendo ser
realizadas em outros tipos de suporte, 24204445

Sobre os suportes agarose-glioxil, a imobilizacdo ocorre através das regides da
superficie da enzima, que possui maior densidade de grupos amino primarios, e ndo
através do grupo amino mais reativo, como ocorre na maioria das outras técnicas de
imobilizacdo.* Para que ocorra a imobilizacdo, faz-se reagir os grupos amino primarios
da proteina com o suporte agarose previamente ativado, de modo que na superficie
apresentem uma mono-capa de aldeidos ligeiramente afastados da parede do suporte e

13
l.

totalmente expostos ao meio reacional.” Em um primeiro passo, ocorre a formacao de
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enlaces tipo base de Schiff (grupos imino) entre os &-NH, das lisinas e 0s grupos
aldeidos do suporte. Os aminoacidos lisinas sdo normalmente abundantes na superficie
protéica, quando estdo expostos ao meio e, quando estdo desprotonados, sdo muito
reativos como nucleofilos. Para que ocorra esta reacdo, torna-se necessario trabalhar
com pH proximo ou superior ao pKa dos grupos &-NH3z" (pH 10.05). Esta primeira
interacdo entre a enzima e o suporte ocorre pelo menos através de dois pontos e a
enzima deve se auto-orientar rumo ao suporte para sua regido mais rica em grupos
amino reativos.* Isto leva a formagdo de uma unido fraca e reversivel. Em um seguinte
passo, reduzem-se as bases de Schiff a enlaces amino secundarios com boroidreto de
sodio. Esta reducdo permite, além de estabilizar o enlace enzima-suporte, converter
todos os grupos aldeido remanescentes em grupos hidroxilas, dando lugar a uma matriz
inerte e hidrofilica.® Sequndo Guisan, quando nio se faz o bloqueio dos grupos reativos
remanescentes, podera ocorrer um nimero de reac@es indesejadas ou ndo controladas,
de tal forma que desestabiliza a proteina, o que leva a inativacio da enzima.?

O sabugo de milho € a parte central da espiga na qual os gréos estdo presos, que
é o residuo gerado apds o milho ser debulhado. Para cada 100 kg de espigas de milho,
aproximadamente 18 kg (70% base (mida) sdo formados pelo sabugo.®
Estruturalmente, o sabugo € formado por quatro partes distintas: palha fina, palha
grossa, anel lenhoso e medula. A palha fina constitui, aproximadamente, 4,1% do
sabugo de milho em peso; a palha grossa, 33,7%; o anel lenhoso, 60,3%; e a medula,
1,9%. Todo esse material, depois de moido, transforma-se no pé de sabugo de milho.*

As fibras lignocelulésicas apresentam hidroxilas reativas acessiveis, podendo
reagir com outros grupos funcionais polares como, por exemplo, 0s presentes nas

resinas fenolicas.” Pelo fato do p6 de sabugo de milho apresentar hidroxilas livres
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reativas, o que favorece ligacOes de bracos quimicos imprescindiveis na imobilizacao
de enzimas, é possivel produzir suportes pé de sabugo de milho-glioxil.**#?

A estrutura terciaria das enzimas pode ser submetida a modificacdes quimicas
nos grupos carboxilicos de superficie (carboxil terminal, acido aspartico e acido
glutamico) com 1-etil-3-(dimetilamino-propil) carbodiimida (EDAC), na presenga de
etilenodiamina (EDA), promovendo estabilizacdo. Nesta reacdo, ocorre a formacgédo de
uma amida entre o grupo carboxilico ativado da proteina e o grupo amino do EDA,
formando um grupo amino primario livre. Este novo grupo amino apresenta um valor
de pka ao redor de 9,2, sendo mais reativo que 0s grupos amino dos residuos de lisina
da superficie da proteina. Além disso, o grau de modificacdo pode ser controlado pela
concentracdo de EDAC usado durante a reacdo.?**! Devido a uma ampla utilizacio das
peroxidases em diversos setores industriais, ha um interesse crescente por novas fontes
desta enzima. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo principal extrair a

peroxidase da casca da soja, e imobilizar de forma multipontual e covalentemente em

suporte po de sabugo de milho, além de ensaiar descoloracgao de azul de bromofenol.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

Utilizou-se casca de soja, proveniente da UNISOJA da FCF-UNESP/Araraquara
para a extracdo da enzima peroxidase, e o p6 de sabugo de milho, doado pela empresa
RASUL-Industria e Comércio de Ragdes LTDA BR-369, Km 39 - ANDIRA - PR -

Brasil, para ser utilizado como suporte de baixo custo.
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4.2. Métodos
4.2.1. Extracdo da enzima e dosagem de proteina

Extracdo da enzima peroxidase da casca da soja (SBP): adicionou-se agua
destilada na razdo de 1:10 (gramas de casca de soja por mL de agua miliQ ) e em
seguida triturou-se em liquidificador por 5 minutos. Apos a trituracdo o extrato foi
filtrado em gaze para posterior centrifugacdo a 4°C por 20 minutos a 7.552 g. para

retirada de impurezas.

4.2.2. Determinacdo proteina

A concentragdo de proteinas nos extratos enzimaticos foram determinadas pelo
método de Bradford.*
4.2.3. Aminacao da enzima

Aminacdo da enzima peroxidase soluvel nativa foi feita com tampdo EDA
(Etilenodiamina- Sigma)1M a pH 4,75, na razdo 1:1, e carbodiimida sélida (Sigma), até
concentracdo final de 10 mM e 50 mM.® O extrato dialisado estara pronto para ser

imobilizado nos diferentes suportes.

4.2.4. Determinacdo da atividade enzimatica

As atividades enzimaticas das peroxidases livres, nativas e aminadas, no
processo de imobilizacdo, das peroxidases imobilizadas, como também nos processos
de inativagdo, foram determinadas utilizando-se como substrato 2,5 mL de ABTS [4acido
2,2’-azino-bis (3-etil benzotiazolina-6-sulfonico) Sigma] 1mM em tampéo acetato de
sodio 0,1M pH 4,0; 25 pL de H,0, 100mM em tampao acetato de sédio 0,1M pH 4,0;
10 pL do extrato enzimatico ou 10 pL da suspensdo com o derivado enzimatico, o
acompanhamento da reacdo foi seguida no espectrofotometro FEMTO 700S em A=430

nm.27,35

68



69

As atividades, tanto das peroxidases livres como das imobilizadas, foram

realizadas a 25°C e no seu pH 6timo igual a 4,0.

4.2.5. Atividade enzimatica especifica

A atividade especifica das peroxidases foi calculada através da relacdo entre o
namero de unidades por miligrama de proteina, coeficiente de extingdo molar de 31.100
M L™ cm " para o cation radical do ABTS*

4.3. Preparacéo dos suportes e ativagao:

Realizou-se um pré-tratamento: para cada 100g de pé de sabugo de milho (SM)
adicionou-se 1L de NaOH 2M, mantidos sob agitacdo suave, por 24 horas, a
temperatura ambiente, e ap0Os este periodo, foram filtrados em papel sob vacuo e
lavados abundantemente com agua destilada. O pd de sabugo de milho foi trabalhado
seguindo os mesmos métodos utilizados para os suportes de agarose. > A celulose
vegetal do sabugo de milho (SM) apresenta hidroxilas livres reativas, nessas hidroxilas
podem ser ligados bracos quimicos para a imobilizagdo das enzimas, produzindo
suportes glioxil-SM.**?? A uma aliquota de 20 g de SM ativado, foi adicionado 6 mL de
agua milliQ, 9,52 mL de uma solugdo NaOH 1,7 N, previamente a frio, contendo
0,2714 g de NaBH, ( boroidreto de sodio) e, sob agitacdo suave, gotejou-se lentamente
6,86 mL de glicidol (2,3- epoOxi-propanol), mantido em banho de gelo. A suspensao
manteve-se 18 horas sob suave agitacdo em recipiente aberto em temperatura de 25°C.
A suspensdo foi filtrada e lavada sob vacuo com agua destilada abundantemente. Desta
maneira, as matrizes ativadas passam a apresentar grupos ativos gliceril em sua
estrutura.

Depois, os grupos gliceril do sabugo de milho foram submetidos & oxidacao na

presenca de periodato de sédio (NalO4) 100 mmol. L™, sob agitacdo suave, por 90
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minutos, reagindo para formacéo de grupos glioxil(aldeidos). Transcorrido esse tempo,
0 residuo obtido foi filtrado sob vacuo e lavado com &gua destilada.
4.4, Preparo de derivados enzimaticos:

As peroxidases aminadas foram colocadas em contato com os suportes glioxil-
SM. Foram utilizados 4 mL das solu¢fes enzimaticas aminadas, com uma concentracao
de proteina de0,12 mg mL™ e diluidas em 16 mL de tamp&o bicarbonato de sédio 0,1M
pH 10. Desta solug&o retirou-se 1 mL como enzima controle, o restante foi adicionado a
2g do suporte. A suspensdo foi mantida a 25°C sob agitacdo constante suave, e em
intervalos regulares de tempo foram retiradas duas aliquotas da suspensdo, uma para
analise da atividade enzimatica de peroxidase na suspensao e outra para ser centrifugada
e analisar a atividade enzimatica de peroxidase no sobrenadante, juntamente com a
solucdo enzimética controle, para acompanhamento das atividades enzimaticas no
processo de imobilizacdo. Apds o processo de imobilizacdo, aos derivados foi
acrescentado boroidreto de sédio (1mg/mL de suspensdo) e mantido por 30 minutos sob
agitacdo suave, para a reducdo dos grupos ativos remanescentes no suporte e reducao
das bases de Schiff, apds a ligacdo da enzima. Em seguida, o derivado assim obtido foi
lavado com 4gua milliQ e estocado a 4°C. Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas.

4.5. Temperatura de inativagao:

As temperaturas de inativacdo foram testadas entre 45°C e 65°C , tanto para as
enzimas solUveis como para os derivados, até a inativacdo do 90% da atividade da
enzima. Prepararam-se as amostras suspendendo 0,300 g do derivado em 3,0 mL de
tampdo fosfato de sodio 0,1 M e 2,0 mL dos extratos enzimaticos, colocaram-se as

amostras nos diferentes banhos, a cada fragdo de tempo tomaram-se 10 pL das
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suspencOes para medir a atividade, pelo método descrito para atividade enzimatica.
Estas atividades foram comparadas contra a atividade inicial a 25°C e expressas em

porcentagem.

4.6. pH 6timo do extrato e dos derivados:
Para a determinacdo das condicBes 6timas de pH do extrato e os derivados,
utilizaram-se tampdes citrato de sdédio, 0,1M (pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0), fostato de sédio

0,1M (pH 7,0; 8,0; ) e bicarbonato de sodio 0,1 M (pH 9,0; 10).

4.7. Descoloracdo do azul de bromofenol:

Os derivados SM-glioxil-peroxidases de casca de soja aminadas e estabilizados
foram ensaiados na descoloracdo do azul de bromofenol. Foram colocados 0,300 g de
cada derivado no reator e adicionados 4,0 mL de azul de bromofenol 0,01 mM,
acrescentados 100 uL de H,0, 100mM, manteve-se sob agitacdo suave por 60 minutos,
fazendo o acompanhamento de leituras no espectrofotdmetro FEMTO 700S cada 10

minutos, em A=590 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de proteinas totais presentes no extrato de casca de soja obtido
pela metodologia descrita neste trabalho foi de 0,235+0,011 mg mL™, e a atividade
especifica de peroxidase foi de 86,06 umol min™ mg™ em tamp&o acetato de sédio 100
mM pH 4,0. A enzima peroxidase aminada 10 mM manteve-se com 88% da atividade e
a aminada 50 mM com 100% da atividade inicial da peroxidase nativa (Tabela 1).

A inativagdo da enzima peroxidase nativa e da aminada 10 mM, a temperatura
de 60°C, foi semelhante, mantendo 75% da sua atividade em 120 horas de
experimentacdo, enquanto que a aminada 50 mM, ap6s 120 horas, apresentou apenas
10% da atividade, o que demonstra que a maior aminacdo altera a estrutura
tridimencional da enzima e por este motivo o centro catalitico fica comprometido e a

estabilidade da enzima diminui (Figura 1).

Tabela 1. Atividade especifica recuperada apds a aminagéo da peroxidase da casca da soja.

PEROXIDASES Atividade especifica (%0)
Nativa 100
Aminada 10 mM 88
Aminada 50 mM 100
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Figura 1. Porcentagem relativa da atividade residual das peroxidases solGveis da soja: m
nativa;e aminada 10 mM ¢ A aminada 50 mM, frente a temperatura de 60°C.

Os resultados da imobilizacdo multipontual das peroxidases da casca da soja no
suporte sabugo de milho (SM) ativado, apresentados neste trabalho, foram conseguidos
seguindo os protocolos descritos por Guisan para agarose-glioxil =3

Determinou-se que 0,235 mg de proteinas presentes no extrato enzimatico, com
atividade de peroxidase por grama de suporte ativado, foi a concentracdo que permitiu a
maxima recuperagdo de atividade. A imobilizacdo covalente multipontual das
peroxidases sobre suportes SM-glioxil a pH 10,0 foi desenvolvida através das zonas
aminadas da superficie tridimensional. Em pH 10,0, estas aminas estdo desprotonadas
permitindo o ataque nucleofilico dos grupos amino sobre os aldeidos do suporte,
formando os derivados - SM-glioxil-NH,10mM e SM-glioxil-NH,50mM. Resultados
obtidos neste trabalho mostram rendimentos de 74% de imobilizacdo de peroxidase
aminada 10 mM e 86% para a aminada 50 mM, sendo que a atividade recuperada foi de
57% e 69% respectivamente, em trés horas de processo de imobilizacdo (Tabela 2).

Valores similares de imobilizacdo e atividade foram apresentados em outros

estudos de imobilizacdo de peroxidases. ** Verificou-se que a atividade recuperada do
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derivado SM-glioxil-NH,50mM é 21% maior que o derivado SM-glioxil-NH210mM.
Este fato deve-se ao processo de aminacdo dos grupos glutamatos e aspartatos da
enzima nativa, que aumentam o numero de aminas na superficie da enzima, e
consequentemente elevam o nimero de ligagdes peptidicas entre a enzima e 0 suporte
SM-glioxil (Tabela 2). Caso similar acontece quando as enzimas sdo adicionadas

cadeias de histidinas.?®

Tabela 2. Porcentagem das atividades enzimatica nos diferentes passos do processo de
imobilizacdo das peroxidases da soja aminadas no suporte SM-glioxil

Derivado imobilizado suspensao recuperado
% % %

SM-Gli-NH, 10 mM 74 76 57

SM-GIi-NH, 50 mM 86 70 69

SM-GIi-S-NH, 10 mM Peroxidase da soja aminada 10mM imobilizada em suporte sabugo de milho
SM-GIi-S-NH, 50 mM Peroxidase da soja aminada 50 mM imobilizada em suporte sabugo de milho

Foi possivel observar que o derivado SM-glioxil-peroxidase aminada com 10
mM, foi o que apresentou melhor estabilidade, a 60 °C por um periodo de 120 horas,
mantendo 92% da atividade inicial, enquanto que o derivado com a enzima aminada
50mM manteve 66% da atividade inicial. A peroxidase de soja com maior grau de
aminacédo ligou-se ao suporte com alta afinidade e velocidade, formando desta forma,
maior numero de enlaces covalentes. Entretanto a estabilidade foi menor,
provavelmente pela mudanga conformacional espacial nativa, o que leva a uma estrutura
um pouco mais rigida, motivo pelo qual o centro catalitico pode estar comprometido

(Figura 2).

74



75

100

w0
o
1

[=2]
o
1

Atividade (%)

40

—=— SM-gll-Soja-NH2-10

20 -

—&— 3M-gli- Soja-NH2-50

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Tempo (h)

Figura 2. Porcentagem relativa da atividade residual dos derivados SM-glioxil-
peroxidases: m aminada 10 mM e A minada 50 mM, frente a temperatura de 60°C.

A inativacdo da peroxidase nativa, aminadas e dos derivados obtidos, frente a
distintos pHs, foi ensaiada por um periodo de 120 horas. Nestes experimentos, podemos
observar que o derivado com a enzima aminada 10 mM foi o melhor, retendo
aproximadamente 100% da atividade inicial nos pHs entre 3 e 10, enquanto que 0
derivado da peroxidase aminada 50 mM, reteve atividades nos pHs 3 e 10 acima de
90% e ao redor de 80% nos pHs 5 e 7 (Tabela 3). A aminacdo da enzima se fez
necessaria e propiciou a ligacdo da enzima ao suporte, enquanto que nédo foi possivel a
obtencdo de imobilizacdo ao se utilizar a enzima nativa, embora tenham sido

experimentados suportes ativados diferentemente.
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Tabela 3. Porcentagens relativa da atividade residual das peroxidases da casca de soja
nativa, aminadas e imobilizadas, frente a diferentes pHs em 120 horas de tratamento.

Forma pH 3 pH 5 pH7 pH 10
Nativa 76 67 100 100
Aminada 10 mM 76 90 95 92
SM-Gli-NH 10 mM 96 95 100 100
Aminada 50 mM 67 100 100 95
SM-GIi-NHZSO mM 96 82 81 91

SM-GIi-S-NH, 10 mM Peroxidase da soja aminada 10mM imobilizada em suporte sabugo de milho
SM-GIi-S-NH, 50 mM Peroxidase da soja aminada 50 mM imobilizada em suporte sabugo de milho

Na tabela 4 sdo apresentados resultados de descoloracéo do azul de bromofenol,
utilizando derivados estabilizados, sob agitacdo suave por 60 minutos, na qual se
observa descoloragdo de 85% com o derivado SM-glioxil-peroxidase aminada 10 mM e
89 % com o derivado SM-glioxil-peroxidase aminada 50 mM. Os derivados
estabilizados foram reutilizados em cinco ciclos, e os resultados mostraram que por trés
ciclos a atividade mantém-se ao redor de 60%. Apés o terceiro ciclo, os derivados
diminuem a atividade de descoloracdo, provavelmente reduzindo sua capacidade
enzimatica de descoloracéo, esta perda acontece uma vez que os polimeros formados no

processo de descoloragdo sdo adsorvidos & enzima.?®
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Tabela 4. Porcentagens de descoloracdo do azul de bromofenol 0,02mM, com o0s
derivados SM-glioxil-peroxidases aminadas 10 mM e 50 mM, em presenca de H,0,, em
5 ciclos de 60 minutos.

Derivado/ciclos 1° 2° 3° 4° 5°
SM-GIi-NH, 10 mM 85 76 57 41 10
SM-GIi-NH, 50 mM 89 89 65 47 10

SM-GIi-S-NH, 10 mM Peroxidase da soja aminada 10mM imobilizada em suporte sabugo de milho
SM-GIi-S-NH, 50 mM Peroxidase da soja aminada 50 mM imobilizada em suporte sabugo de milho

Os dois derivados obtidos neste trabalho, ttm a mesma capacidade e tendéncia
de descolorar o azul de bromofenol, por processos de oxido-reducdo.'®* Valores
similares foram obtidos com a enzima peroxidase do chayote,* aplicada na remogéo
dos corantes téxteis que também sdo de natureza poliazo, demonstrando a capacidade e
velocidade que tém estas enzimas para atuar na oxidacdo dos grupos fendlicos. O
tratamento enzimatico oferece um alto grau de especificidade, operacdes sob condicdes
suaves e alta velocidade de reacéo. °1018:323945

As peroxidases sdo utilizadas para o tratamento de compostos aromaticos
contaminantes em aguas provenientes de diferentes fontes. Principalmente a peroxidase
de rabanete (HRP) tem sido usada para a remoc¢do de contaminantes fendlicos, assim
como também sdo capazes de remover anilinas aromaticas, hidroxiquinoleina e
carcinogénicos como benzidinas y naftilaminas.’*?****® Mas, por ser uma enzima de
importancia, seu custo comercial € alto. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem a
possibilidade de utilizacdo dos derivados SM-glioxil-peroxidase da casca de soja

aminadas, com reciclos de pelo menos de trés vezes, diminuindo os custos da aplicacédo

de enzimas.
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6. CONCLUSOES

O resultado principal deste estudo foi imobilizar a peroxidase de casca de soja
multipontualmente no suporte SM-glioxil. Os derivados estabilizados das peroxidases
aminadas mostraram propriedades cataliticas muito similares as suas correspondentes
enzimas sollveis nativas. Os dois derivados obtidos, SM-glioxil-peroxidases da soja
aminadas, apresentaram 6timas atividades no processo de descoloracdo do azul de
bromofenol, demonstrando-nos que poderdo ser utilizados no tratamento de efluentes ou
aguas contaminadas que contenham fenois ou grupos fenolicos, pela facilidade do seu
alto grau oxidante na presenca de H,O..

Este trabalho demonstra que a enzima peroxidase da casca de soja imobilizada
em pé de sabugo de milho altamente ativado, é uma excelente alternativa, de baixo
custo, e com grande viabilidade para ser usada em lugar da peroxidase de rabanete ndo
imobilizada, uma vez que os derivados obtidos apresentaram 6tima estabilidade frente a
temperaturas e pHs extremos. Além do tratamento de aguas residuais oriundas de
processos industriais, podera ser utilizada também em Kits de diagndsticos substituindo

0S que usam a peroxidase do rabanete (HRP).
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Capitulo IV

IMOBILIZACAO MULTIPONTUAL DA PEROXIDASE AMINADA
DO CHUCHU EM SUPORTE PO DE SABUGO DE MILHO ATIVADO
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IMOBILIZACAO MULTIPONTUAL DA PEROXIDASE AMINADA DO

CHUCHU EM SUPORTE PO DE SABUGO DE MILHO ATIVADO
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WUniversidade Estadual Paulista — Campus Araraquara — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas.

@Universidade Estadual Paulista — Campus Araraquara — Instituto de Quimica

1. RESUMO

As peroxidases sdo hemoproteinas que catalisam reagdes de oxidagdo e reducdo de
substancias organicas e inorganicas utilizando peréxido de hidrogénio. Durante a
oxidacdo, sdo gerados radicais livres, que formam produtos poliaromaticos insolaveis
em agua, o que facilita sua remocdo do meio aquoso. O objetivo deste trabalho foi
extrair e caracterizar parcialmente a peroxidase do chuchu (Sechium edule L.),
imobilizar no suporte p6 de sabugo de milho e descolorir o azul de bromofenol. A
quantidade de proteinas no extrato foi determinada por Bradford. A aminacdo das
peroxidases solUveis foram feitas com EDA e carbodiimida, 10 mM e 50 mM.
Deteminou-se a atividade enziméatica com ABTS 1 mM em presenca de H,O0, 100 mM
em A= 430 nm. Funcionalizacdo do sabugo de milho e imobilizacdo covalente
multipontual foi a metodologia utilizada para agarose (Guisan)*%. Descoloracéo do azul
de bromofenol, utilizando os derivados em presenca de H,O, em A= 590 nm. A
atividade especifica da peroxidase do chuchu foi 9,04 umol min™ mg™ em pH 4,0, a
peroxidase aminada 10 mM manteve 88% da atividade e a aminada 50 mM 52% da
atividade. As peroxidases aminadas 10 e 50 mM foram imobilizadas covalentemente no
suporte ativado de sabugo de milho-glioxil, com atividade recuperada de 85% e 100%,
respectivamente. Utilizando os derivados obtidos na descoloracdo do azul de
bromofenol 0,01 mM, obteve-se em 60 min, 70% de descoloracdo com o derivado da
peroxidase aminada 10 mM e 51 % para o derivado com a peroxidase aminada 50 mM.
A peroxidase do chuchu é uma alternativa de baixo custo, ndo s6 para o tratamento de
aguas residuais como também em outros processos industriais.

Palavras-chave: Peroxidases, imobilizacdo, multipontual, p6 de sabugo de milho
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2. ABSTRACT

The peroxidases are hemoproteins that catalyze oxidation-reduction reactions of organic
and inorganic substances, using hydrogen peroxide and during the oxidation are
generated free radicals, forming poly-aromatic products insoluble in water, facilitating
its removal from aqueous medium. The objective of this study was to extract and partial
characterize the chayote peroxidase (Sechium edule L.), immobilize on corncob powder
support and discolor the bromophenol blue. The amount of protein in the extract was
determined by Bradford methods. The peroxidases soluble aminatios were made with
EDA and carbodiimide, 10 mM e 50 mM. The enzymatic activity was determined with
ABTS 1 mM in the presence of H,0, 100 mM in A=430 nm. The functionalization of
the corncob powder and multipoint covalent immobilization was the agarose
methodology (Guisan)*® The discoloration of bromophenol blue was carried on
using derivatives in the H,O, presence in A= 590 nm. The specific activity of chayote
peroxidase was 9,04 pmol min® mg® in pH 4,0, the amino peroxidase 10 mM
maintained 88% of the activity and the amino peroxidase 50 mM 52% of the activity.
The amino peroxidases 10 and 50 mM were covalently immobilized on the support SM-
glioxil activated, with activity recovered of the 85% and 100% respectively. Using the
derivatives obtained in the discoloration of bromophenol blue 0,01 mM, obtained in 60
min, 70% of discoloration with the derived amino peroxidase 10 mM and 51 % with the
derived amino peroxidase 50 mM. The peroxidase chayote is a low cost alternative, not
only for the treatment of wastewater but also for other industrial processes.

Keywords: Peroxidases, multipoint immobilization, corncob powdered

3. INTRODUCAO

As peroxidases sdo hemoproteinas que catalisam reacdes de oxidacdo-reducédo
de sustancias organicas e inorganicas utilizando peréxido de hidrogénio. Estas enzimas
contém ferriprotoporfirina X como grupo prostético, sua massa molar varia de 30 a 150
kDa. O termo “peroxidase” abrange enzimas especificas como NADH peroxidase (EC
1.11.1.1) e glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9), bem como enzimas ndo especificas,
simplesmente definidas como peroxidases.”® As peroxidases classificadas como E.C.
1.11.1.7 sdo encontradas tanto em animais como em vegetais. >"° Para as plantas, estas

enzimas desempenham varias fungdes como: defesa contra patdogenos e estresse
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mecanico, biossintese e degradacgdo de lignina, remocdo de perdxido de hidrogénio e
oxidacdo de xenobidticos t6xicos.®® As peroxidases vegetais, como a peroxidase do
rabanete (HRP), possuem aproximadamente 300 residuos de aminoacidos com um
agrupamento heme ligados ndo covalentemente em sua estrutura protéica, com uma
massa molecular de 44 kDa, enquanto que as peroxidases de mamiferos sdo muito
maiores (576-783 residuos de aminoacidos) e apresentam o agrupamento heme ligado
covalentemente a estrutura protéica.”®

A capacidade de reducdo de peroxidos por substratos doadores de elétrons torna
as peroxidases Gteis em vérias aplicacdes industriais e analiticas.®*® A maioria dos

trabalhos aponta para o uso da peroxidase do rabanete (HRP) 10232537

na detoxificacdo
de &guas contaminadas, principalmente por compostos fendlicos e clorados. Porém,
atualmente, a peroxidase do chuchu ou chayote tem-se mostrado uma alternativa.>**

O chayote (Sechium edule L.) é uma espécie nativa da América Central,
especificamente do sul do México e Guatemala, paises nos quais se encontra a maior
diversidade genética e a presenca de materiais em estado silvestre. Pode se encontrar
amplamente distribuido em uma variedade ampla de altitude, desde o nivel do mar até
mais de 2.000 m sobre o nivel do mar. Também é reconhecido que o fruto foi
importante na alimentacdo das culturas pré-colombinas que habitaram México e
Guatemala.

O Estado de S&o Paulo produz por ano 100.000 toneladas de chuchu (chayote),
em 2.000 hectares de plantio, distribuido por 21 regifes agricolas e 56 municipios. A
producado estd bem concentrada nas regides agricolas de Braganca Paulista, Sdo Paulo e
Registro. Em cada uma dessas regifes, 0s municipios que sdo os grandes produtores

sdo: Amparo na Regido Agricola de Braganga Paulista, Iguape em Registro e S&o Paulo

na Regido Agricola de S&o Paulo, que juntos concentram 77% da producéo paulista.®®
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A atividade industrial desenvolvida pelo homem faz com que grandes
quantidades de compostos toxicos sejam eliminadas afetando a flora e fauna das regides
envolvidas. Os compostos aromaticos, tais como o fenol e seus derivados, sdo a maior
classe de agentes contaminantes em aguas residuais de varias industrias quimicas e de
alimentos.”*"?>?” Um dos métodos para sua remocdo inclui a polimerizacdo usando
enzimas redox, na presenca de H,O,, que age como receptor de elétrons. As peroxidases
podem catalisar a polimerizacdo oxidativa destes fenois, anilinas e outros aromaticos,
em oligbmeros insoltveis,® que por sua vez podem ser removidos usando simples
sedimentac&o ou sistemas de filtracio.'’

Com a peroxidase do chayote tem sido possivel eliminar fenol e alguns dos seus
derivados de aguas artificialmente contaminadas a baixas concentracdes,** isto nos
motiva a utiliza-la na eliminacdo de compostos mais complexos, como sdo 0s corantes
de tecidos, os quais podem ser potencialmente perigosos devido seu alto grau de
toxicidade ao serem degradados no ambiente.

A utilizagdo de enzimas imobilizadas em diferentes suportes esta descrita na
literatura e, geralmente, apresenta vantagens operacionais como: possibilidade de
reutilizacdo nas reacdes em batelada ou continua; rapida interrupcdo da hidrolise;
formacao controlada; e facil separacdo do produto, 21114192131 32404144 g entanto, ndo
existe um método ideal de imobilizacdo enzimatica. Ligacdes covalentes multipontuais
podem aumentar a rigidez da molécula da enzima imobilizada, e ainda induzir a uma
maior resisténcia as pequenas alteragdes conformacionais causadas por temperaturas
elevadas, por solventes organicos, por agentes desnaturantes, entre outros.®® Existem
estratégias que permitem imobilizar proteinas multipontualmente por trés vias diferentes
de residuos: amino-terminal, residuos de lisina e grupos carboxilicos. Estes estudos

tiveram inicio com o pesquisador Dr. José Manuel Guisan, na Espanha, em 1988. Essas
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transformacdes quimicas ndo sdo possibilidades exclusivas da agarose, podendo ser
realizadas em outros tipos de suporte, 3184344

Sobre os suportes agarose-glioxil, a imobilizacdo ocorre através das regides da
superficie da enzima, que possui maior densidade de grupos amino primarios, e nao
através do grupo amino mais reativo, como ocorre na maioria das outras técnicas de
imobilizac4o.%* Para que ocorra a imobilizacdo, faz-se reagir os grupos amino primarios
da proteina com o suporte agarose previamente ativado, de modo que na superficie
apresentem uma mono-capa de aldeidos ligeiramente afastados da parede do suporte e
totalmente expostos ao meio reacional.”> Em um primeiro passo, ocorre a formacéo de
enlaces tipo base de Schiff (grupos imino) entre os &-NH, das lisinas e os grupos
aldeidos do suporte. Os aminoacidos lisinas s&o normalmente abundantes na superficie
protéica, quando estdo expostos ao meio e, quando estdo desprotonados, sdo muito
reativos como nucleofilos. Para que ocorra esta reacdo, torna-se necessario trabalhar
com pH préximo ou superior ao pKa dos grupos e-NHz" (pH 10.05). Esta primeira
interacdo entre a enzima e o suporte ocorre pelo menos através de dois pontos e a
enzima deve se auto-orientar rumo ao suporte para sua regido mais rica em grupos
amino reativos.? Isto leva a formacéo de uma unido fraca e reversivel. Em um seguinte
passo, reduzem-se as bases de Schiff a enlaces amino secundarios com boroidreto de
sodio. Esta reducdo permite, além de estabilizar o enlace enzima-suporte, converter
todos os grupos aldeido remanescentes em grupos hidroxilas, dando lugar a uma matriz
inerte e hidrofilica.® Segundo Guisan, quando n&o se faz o bloqueio dos grupos reativos
remanescentes, poderd ocorrer um numero de reacGes indesejadas ou ndo controladas,
de tal forma que desestabiliza a proteina, o que leva a inativacdo da enzima.?

O sabugo de milho é a parte central da espiga na qual os grdos estdo presos, que

é o residuo gerado apds o milho ser debulhado. Para cada 100 kg de espigas de milho,

88



89

aproximadamente 18 kg (70% base (mida) sio formados pelo sabugo.*
Estruturalmente, o sabugo é formado por quatro partes distintas: palha fina, palha
grossa, anel lenhoso e medula. A palha fina constitui, aproximadamente, 4,1% do
sabugo de milho em peso; a palha grossa, 33,7%; o anel lenhoso, 60,3%; e a medula,
1,9%. Todo esse material, depois de moido, transforma-se no pé de sabugo de milho.*

As fibras lignocelulésicas apresentam hidroxilas reativas acessiveis, podendo
reagir com outros grupos funcionais polares como, por exemplo, 0s presentes nas
resinas fendlicas.** Pelo fato do p6 de sabugo de milho apresentar hidroxilas livres
reativas, o que favorece ligacGes de bracos quimicos imprescindiveis na imobilizacdo
de enzimas, é possivel produzir suportes pé de sabugo de milho-glioxil.***°

A estrutura terciaria das enzimas pode ser submetida a modificagcdes quimicas
nos grupos carboxilicos de superficie (carboxil terminal, acido aspartico e acido
glutdmico) com 1-etil-3-(dimetilamino-propil) carbodiimida (EDAC), na presenca de
etilenodiamina (EDA), promovendo estabilizacdo. Nesta reacdo, ocorre a formacédo de
uma amida entre o grupo carboxilico ativado da proteina e o grupo amino do EDA,
formando um grupo amino primario livre. Este novo grupo amino apresenta um valor
de pka ao redor de 9,2, sendo mais reativo que 0s grupos amino dos residuos de lisina
da superficie da proteina. Além disso, o grau de modificacdo pode ser controlado pela
concentracdo de EDAC usado durante a reacéo.™®?

Devido a uma ampla utilizagdo das peroxidases em diversos setores industriais,
ha um interesse crescente por novas fontes desta enzima. Nesse contexto, este trabalho
teve como objetivo principal, extrair a peroxidase do chuchu (Chayote), e imobilizar
multipontual e covalentemente em suporte pé de sabugo de milho e ensaiar a

descoloragdo do azul de bromofenol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material:
Extrato enzimatico do chuchu. P6 de sabugo de milho ativado, doado pela
empresa RASUL-Industria e Comércio de Racdes LTDA BR-369, Km 39 - ANDIRA -

PR - Brasil, para ser utilizado como suporte de baixo custo.

4.2. Métodos:
4.2.1. Extracdo da enzima e dosagem de proteina:

Cortou-se o chuchu em cubos pequenos de 2 cm por lado, triturou-se em
liquidificador por 5 minutos, filtrou-se e recolheu-se o filtrado para posterior

centrifugacdo a 4°C, por 20 minutos, a 7.552, para retirada de impurezas.

4.2.2. Determinacdo da proteina
A concentragdo de proteinas nos extratos enzimaticos foram determinadas pelo

método de Bradford.*

4.2.3. Determinacdo da atividade enzimatica

As atividades enzimaticas das peroxidases livres e imobilizadas foram
determinadas utilizando-se como substrato 2,5 mL de ABTS [acido 2,2’-azino-bis (3-
etil benzotiazolina-6-sulfénico) Sigma] 1mM em tampéo acetato de sédio 0,1M pH 4,0;
25 pL de H,O, 100mM em tampdo acetato de sodio 0,1M pH 4,0; 10 pL do extrato
enzimatico ou 10 pL da suspensdo com o derivado enzimatico, o acompanhamento da

reacdo foi sequida no espectrofotdmetro FEMTO 700S em A=430 nm. 34
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As atividades tanto das peroxidases livres como das imobilizadas foram

realizadas a 25°C e no seu pH 6timo igual a 4,0.

4.2.4. Atividade enzimatica especifica
A atividade especifica das peroxidases foi calculada através da relacdo entre o
namero de unidades por miligrama de proteina, coeficiente de extin¢cdo molar de 31.100

M L™ cm " para o cation radical do ABTS*

4.2.5. Aminagdo da enzima

A aminac¢do das enzimas peroxidases sollveis nativas foram feitas com solucédo
EDA (Etilenodiamina- Sigma)lM a pH 4,75, na razdo 1:1 (mililitros do extrato
enzimatico por mililitros de solucdo de EDA), e carbodiimida sélida (Sigma), em
diferentes concentracfes de 10 mM e 50 mM, entdo, a solucdo foi dialisada com agua
destilada por 18 horas a 4°C. O extrato dialisado estara pronto para ser imobilizado nos

diferentes suportes.’

4.3. Preparacao dos suportes e ativacdo

A funcionalizagdo do p6 de sabugo de milho foi idéntica a utilizada para os
suportes de agarose.®> A uma aliquota de 20 g de sabugo de milho (SM), foi adicionado
6 mL de agua milliQ, 9,52 mL de uma solucdo NaOH 1,7 N, previamente a frio,
contendo 0,2714 g de NaBH, ( boroidreto de sddio) e, sob agitacdo suave, gotejou-se
lentamente 6,86 mL de glicidol (2,3- epoxi-propanol), mantido em banho de gelo. A
suspensdo manteve-se 18 horas sob suave agitacdo em recipiente aberto, em temperatura

de 25°C. A suspensio foi filtrada e lavada sob vacuo com &gua destilada
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abundantemente. Desta maneira, as matrizes ativadas passam a apresentar grupos ativos
gliceril em sua estrutura.

Depois, estas foram submetidas a oxidacdo na presenca de periodato de sddio
(NalO4) 100 mmol. L™, sob agitacdo suave, por 90 minutos, reagindo para formacéo de
grupos glioxil(aldeidos). Transcorrido esse tempo, o residuo funcionalizado foi filtrado

sob vacuo e lavado com &gua destilada.

4.4. Preparo de derivados enzimaticos

As peroxidases aminadas foram colocadas em contato com o suporte glioxil-SM.
Foram utilizados 4 mL (0,15 mg mL™) das soluces enzimaticas diluidas em 16 mL de
tampdo bicarbonato de sodio 0,1M pH 10. Desta solucéo, retirou-se 1 mL como enzima
controle, o restante foi adicionado a 2g do suporte SM-glioxil. A suspenséo foi mantida
a 25 °C sob constante agitacdo suave, e em intervalos regulares de tempo foram
retiradas duas aliquotas da suspensdo, uma para andlise da atividade enzimatica de
peroxidase na suspensdo e outra para ser centrifugada e analisar a atividade enzimatica
de peroxidase no sobrenadante, juntamente com a solucdo enzimatica controle, para
acompanhamento das atividades enzimaticas no processo de imobilizacdo. Apds o
processo de imobilizacdo, aos derivados foram acrescentados boroidreto de sodio
(Img/mL de suspensdo) e mantidos por 30 minutos sob agitacdo suave, para reducao
dos grupos ativados remanescentes no suporte, ap6s a ligacdo da enzima. Em seguida,
os derivados assim obtidos foram lavados com agua milliQ e estocados a 4°C. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicatas.
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4.5. Descoloracgéao do azul de bromofenol

Foram usados 0,300 g dos derivados SM-glioxil-peroxidase do chuchu aminado
e estabilizados, na descoloracdo de 4,0 mL de azul de bromofenol 0,01lmM, em
presenca de 100 uL de H,O, 100 mM, sob agitacdo suave por 60 minutos, fazendo o
acompanhamento de leituras no espectrofotometro FEMTO 700S em A=590 nm. Todos

0s experimentos foram realizados em triplicatas.

4.6. Temperatura de inativacao

As temperaturas de inativagdo foram testadas entre 45°C e 65°C , tanto para as
enzimas solUveis como para os derivados, até a inativacdo do 90% da atividade da
enzima. Prepararam-se as amostras suspendendo 0,300 g do derivado em 3,0 mL de
tampéo fosfato de sodio 0,1 M e 2,0 mL dos extratos enzimaticos, colocaram-se as
amostras nos diferentes banhos, a cada fracdo de tempo tomaram-se 10 pL das
suspencbes para medir a atividade, pelo método descrito para atividade enzimatica.
Estas atividades foram comparadas contra a atividade inicial a 25°C e expressas em

porcentagem.

4.7. pH 6timo do extrato e dos derivados
Para a determinacdo das condicBes 6timas de pH do extrato e os derivados,
utilizaram-se tampdes citrato de sodio, 0,A1M (pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0), fostato de sddio

0,1M (pH 7,0; 8,0; ) e bicarbonato de sédio 0,1 M (pH 9,0; 10).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
A concentracdo de proteinas totais presentes no extrato do chuchu obtido pela

metodologia descrita neste trabalho foi de 0,290+0,011 mg mL™, e a atividade
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especifica de peroxidase foi de 9,04 umol min™ mg™ em tampao acetato de sédio 100
mM pH 4,0. A enzima peroxidase aminada 10 mM manteve-se com 88% da atividade e

a aminada 50 mM com 52% da atividade inicial da peroxidase nativa (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem da atividade especifica recuperada depois da aminacdo da
peroxidase do chuchu

PEROXIDASES Atividade especifica (%0)
Nativa 100
Aminada 10 mM 88
Aminada 50 mM 52

A inativacdo da enzima nativa a 45°C de temperatura manteve o 54% da sua
atividade inicial em 120 horas de experimentacdo, enquanto que a aminada 10 mM nas
120 horas caiu para 22% da atividade e a aminada 50 mM perdeu toda a sua atividade, o
que demonstra que a aminagdo muito forte altera a estabilidade da enzima (Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem relativa da atividade residual das peroxidasas do chuchu
soluveis: m nativa; A aminada 10 mM; eaminada 50 mM, frente a 45°C de temperatura.
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Determinou-se que 0,30 mg de proteinas presentes no extrato enzimatico, com
atividade de peroxidase por grama de suporte ativado, foi a concentragdo que permitiu a
maxima recuperacdo de atividade. A imobilizacdo covalente multipontual das
peroxidases sobre suportes SM-glioxil a pH 10,0 foi desenvolvida através das zonas
aminadas da superficie tridimensional. Em pH 10,0, estas aminas estdo desprotonadas,
permitindo o ataque nucleofilico dos grupos amino sobre os aldeidos do suporte, e
formam os derivados (SM-glioxil-NH,10mM e SM-glioxil-NH,50mM). Os resultados
obtidos neste trabalho mostram rendimentos de 72% de imobilizacdo de peroxidase
aminada 10 mM e 96% para a aminada 50 mM, sendo que a atividade recuperada foi de
85% e 100%, respectivamente, em trés horas de processo de imobilizacdo (Tabela 2).

Valores similares de imobilizacdo e atividade foram apresentados em outros
estudos de imobilizacdo de peroxidases. ** Verificou-se que a atividade recuperada do
derivado SM-glioxil-NH,50mM foi 15 % maior que o derivado SM-glioxil-NH,10mM.
Este fato deve-se ao processo de aminacdo dos grupos glutamatos e aspartatos da
enzima nativa, aumentando o nimero de aminas na superficie da enzima,
consequentemente elevando o nimero de ligagdes peptidicas entre a enzima e o suporte
SM-glioxil (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagens de atividade enzimatica no processo de imobilizagdo das
peroxidases aminadas da soja no suporte SM-glioxil

IMOBILIZACAO DAPEROXIDASE DO CHUCHU

Derivado % de imobilizacdo % suspensdo % recuperado
SM-GIi-Ch-NH2 10 mM 72 85 85
SM—GIi—Ch-NH2 50 mM 96 90 100

SM—GIi—Ch—NH2 10 mM: Peroxidase do chuchu aminada 10 mM, imobilizada em sabugo de milho
SM-GIi-Ch-NH2 50 mM: Peroxidase do chuchu aminada 10 mM, imobilizada em sabugo de milho
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Foi possivel observar que o derivado SM-glioxil-peroxidase aminada com 10
mM de carbodiimida foi o que apresentou melhor estabilidade, a 45°C, por um periodo
de 120 horas, mantendo 51 % da atividade inicial, enquanto que o derivado com a
enzima aminada 50 mM manteve 38 % da atividade inicial. Podemos observar que as
peroxidases aminadas e imobilizadas tiveram uma maior estabilidade que as respectivas
soltveis. A peroxidase do chuchu com maior grau de aminacéo ligou-se ao suporte com
alta afinidade e velocidade, formando desta forma, maior nimero de enlaces covalentes.
Entretanto, a estabilidade foi menor, provavelmente pela mudanga conformacional
espacial nativa, levando a uma estrutura um pouco mais rigida, motivo pelo qual o
centro catalitico pode estar comprometido (Figura 2).

A inativacdo da peroxidase nativa, aminadas e dos derivados obtidos, frente a
distintos pHs, foi ensaiada por um periodo de 120 horas. Nestes experimentos, podemos
observar que o derivado com a enzima aminada 50 mM foi o melhor, retendo 100% da
atividade inicial nos pHs entre 5,0 a 10,0, e melhorando a estabilidade no pH 3,0 em
60% ao ser comparada com a sollvel, enquanto que o derivado da peroxidase aminada
10 mM reteve atividades nos pHs 3,0 a 10,0 acima de 63% (Tabela3). A aminacdo da
enzima se fez necessario e propiciou a ligacdo da enzima ao suporte, enquanto que nao
foi possivel a obtencdo de imobilizacdo, quando utilizou-se a enzima nativa, embora

tenham sido experimentados suportes ativados diferentemente.
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Figura 2. Porcentagem relativa da atividade residual dos derivados SM-glioxil das
peroxidases aminadas do chuchu: m aminada 10 mM e A minada 50 mM, frente a 45°C
de temperatura.

Tabela 3. Porcentagem relativa da atividade residual das peroxidases nativa, aminadas e
imobilizadas do chuchu, frente a diferentes pHs, em 96 horas de tratamento.

PORCENTAGEM RELATIVA DA ACTIVIDADE RESIDUAL

pH3 pH5 pH7 pH10
Nativa 18 64 17 82
Aminada 10 mM 17 42 66 63
SM-GIi-NH210 mM 63 73 63 67
Aminada 50 mM 8 77 58 49
SM—GIi—NHZSO mM 77 100 100 100

SM—GIi—Ch—NH2 10 mM: Peroxidase do chuchu aminada 10 mM, imobilizada em sabugo de milho
SM—GIi—Ch—NH2 50 mM: Peroxidase do chuchu aminada 10 mM, imobilizada em sabugo de milho

Na tabela 4 sdo apresentados resultados de descoloragdo do azul de bromofenol,
utilizando derivados estabilizados, sob agitacdo suave por 60 minutos, na qual observa-

se descoloracdo de 70% com o derivado SM-glioxil-peroxidase aminada 10 mM e 51%
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com o derivado SM-glioxil-peroxidase aminada 50mM. Os derivados estabilizados
foram reutilizados em cinco ciclos, e os resultados mostraram que por trés ciclos a
atividade mantém-se ao redor de 27%. Apo0s o terceiro ciclo os derivados diminuem a
atividade de descoloragdo, provavelmente reduzindo sua capacidade enzimatica de
descoloragdo, esta perda acontece uma vez que os polimeros formados no processo de

descoloracdo sdo adsorvidos & enzima.?>*’

Tabela 4. Porcentagens de descoloragdo do azul de bromofenosl 0,01mM, com os
derivados SM-glioxil das peroxidases do chuchu aminadas 10 mM e 50 mM, em
presenca de H,O,, em 5 ciclos de 60 minutos.

DESCOLORACAO DO AZUL DE BROMOFENOL 0,01 mM

Derivado/ Ciclos 1° 2° 3° 4° 5°
SM-GIli-NH, 10 mM 70 54 29 8 6
SM-GIli-NH, 50 mM 51 40 24 8 5

SM-GIi-Ch-NH2 10 mM: Peroxidase do chuchu aminada 10 mM, imobilizada em sabugo de milho
SM—GIi-Ch—NH2 50 mM: Peroxidase do chuchu aminada 10 mM, imobilizada em sabugo de milho

Uma solucdo a este problema foi proposta por Nakamoto & Machida (1992),% a
qual se baseia na adicdo de proteinas a polimeros hidrofilicos (aditivos), 0s quais inibem
a adsorgdo da enzima nos polimeros fenolicos. Os aditivos que se tém proposto sdo a
gelatina, caseina, soroalbumina bovina, alcool polivinilico, borato de sédio
polietilenglicol.

Os dois derivados obtidos neste trabalho tém a mesma capacidade e tendéncia de
descolorar o azul de bromofenol, por processos de oxido-reducéo.*®*° Valores similares
foram obtidos com a enzima peroxidase do chayote,** aplicada na remogéo dos corantes
téxteis que também sdo de natureza poliazo, demonstrando a capacidade e velocidade

que tém estas enzimas para atuar na oxidacdo dos grupos fendlicos. O tratamento
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enzimatico oferece um alto grau de especificidade, operagdes sob condicdes suaves e
alta velocidade de reacéo. 810303344

As peroxidases sdo utilizadas para o tratamento de compostos aromaticos
contaminantes em aguas provenientes de diferentes fontes. Principalmente a peroxidase
do rabanete (HRP) tem sido usada para a remocdo de contaminantes fenolicos, assim
como também sdo capazes de remover anilinas aromaticas, hidroxiquinoleina e
carcinogénicos como benzidinas y naftilaminas.’®*"* Mas, por ser uma enzima de
importancia, seu custo comercial € alto. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem a
possibilidade de utilizacdo dos derivados SM-glioxil-peroxidase do chuchu aminadas,

com reciclos de pelo menos de trés vezes, diminuindo os custos da aplicacdo de

enzimas.

6. CONCLUSOES

O resultado principal deste estudo foi imobilizar a peroxidase do chuchu
multipontualmente no suporte SM-glioxil. Os derivados estabilizados das peroxidases
aminadas mostraram propriedades cataliticas diferentes das suas correspondentes
enzimas solUveis nativas. Os dois derivados obtidos, SM-glioxil-peroxidases do chuchu
aminadas, apresentaram atividades médias no processo de descoloracdo do azul de
bromofenol, demonstrando-nos que poderdo ser utilizados no tratamento de efluentes ou
aguas contaminadas que contenham fenois ou grupos fendlicos, pela facilidade do seu
grau oxidante na presenca de H,0,.

Este trabalho demonstra que a enzima peroxidase do chuchu, imobilizada em po
de sabugo de milho altamente ativado, € uma excelente alternativa, de baixo custo, e
com grande viabilidade, para ser usada em lugar da peroxidase de rabanete ndo

imobilizada, uma vez que os derivados obtidos, apresentaram étima estabilidade frente a
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temperaturas moderadas e pHs extremos. Além do tratamento de &guas residuais
oriundas de processos industriais, podera ser utilizada também em kits de diagndsticos

substituindo os que usam a peroxidase do rabanete (HRP).
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