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RESUMO

Titulo: Aplicacdo de Peroxidase para degradacéao de Deoxinivalenol

Autor: Ana Carla Penteado Feltrin
Orientador: Profa.Dra. Jaqueline Garda Buffon

Deoxinivalenol (DON), uma das principais micotoxinas encontradas em matrizes
alimentares, € um composto quimico que possui em sua estrutura um anel epéxido que
Ihe confere alto grau de toxicidade. A aplicacdo de enzimas em processos de
degradacdo de DON vem se destacando, pela estabilidade durante o processo
reacional e baixo custo de producédo. O objetivo desse trabalho foi estudar o potencial
de peroxidase proveniente de farelo de arroz (FA) e farelo de soja (FS) para degradar
DON. As condicbes de obtencdo da PO a partir de FA foram definidas por
planejamento experimental DCCR 2°, sendo extraida de 5 g de farelo com 50 mL de
tampé&o fosfato 0,04 mol L™ pH 5, agitados orbitalmente durante 60 min a 100 rpm, e
para a PO obtida de FS as condi¢cdes diferenciaram somente quanto a solugéo
extratora, tamp&o fosfato 0,01 mol L™ pH 4,7. A técnica que apresentou melhores
indices de purificacdo para a enzima foi a particdo trifdsica apresentando fator de
purificacdo e recuperacao de 5,6 e 50 % para a obtida de FA e 13,61 e 50 % para FS.
A PO de FA apresentou maior atividade em tampao fosfato 5 mmol L™ pH 5,5 para as
formas bruta e pura, diferindo na temperatura de reacdo de 25 °C e 10 °C, Ky de 0,15 e
0,06 mmol L™ e Vs de 769 e 667 U mg™, respectivamente. A PO de FS as condicdes
foram: tamp&o fosfato 5 mmol L™ pH 5, reacéo a 35 e 30 °C durante 10 e 5 min, Ky de
0,17 e 0,05 mmol L™* e Vs de 196 e 182 U mg™, respectivamente. A PO de FA
demonstrou maior estabilidade em pH 5 enquanto que a de FS em pH 6, ambas
enzimas apresentaram maior estabilidade térmica a 0 °C, as massas moleculares
encontradas por eletroforese foram 41 e 34 kDa, respectivamente. Ao final das etapas
de obtencéo, purificacdo e caracterizacdo obteve-se uma atividade especifica de 116 e
794 Umg™’, e 4363 e 17453 U g*, respectivamente para PO de FA e FS. A
determinacdo de DON e De-DON foi realizada por HPLC-DAD e LC-ESI-MS/MS para
avaliacdo dos ensaios de degradacdo. A enzima comercial HRP, mostrou maior
potencial de reducdo sobre DON (55% ap6s 1 h de reacdo), no entanto em 3 h de
reacao, a concentracao inicial da micotoxina DON foi verificada, o que evidencia que a
reducdo pode ocorrer por adsor¢cdo ou por formacédo de um composto de degradacao
gue apresente a mesma massa molecular. O emprego da enzima PO obtida de FA e
FS na degradacédo necessita de uma avaliagéo cinética micotoxicologica para defini¢céo
das condic¢des de reducao significativa dos niveis de DON.

Palavras-chave: Peroxidase, Deoxinivalenol, degradacédo, farelo de soja e farelo de
arroz.
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ABSTRACT

Title: Application of Peroxidase to degradation Deoxynivalenol
Author: Ana Carla Penteado Feltrin
Advisor: Prof. Dr. Jaqueline Garda Buffon

Deoxynivalenol (DON), a major mycotoxins found in food matrices, is a chemical
compound that has a ring in its structure epoxide which gives a high degree of toxicity.
The application of enzymes in the degradation processes DON has been highlighted by
the reaction during the process stability and low production cost. The aim of this work
was to study the potential of peroxidase from rice bran (RB) and soybean meal (SBM)
to degrade DON. The conditions for obtaining the PO from FA were determined in
experimental design DCCR 22 is extracted from 5 g of bran with 50 ml phosphate buffer
0,04 mol L™ pH 5 orbitally shaken for 60 min at 100 rpm, and to PO obtained from FS
conditions differed only as the extraction solution, phosphate buffer 0,01 mol L™ pH 4,7.
The technique presented the best rates for the enzyme purification was presenting the
partition phase recovery and purification factor of 5,6 and 50% for RB and obtained
13,61 and 50% for SBM. The RB showed a higher PO activity in phosphate buffer 5
mmol L™ at pH 5,5 for pure and crude forms, differing in reaction temperature from
25 ° C to 10 ° C, Ky of 0,15 and 0,06 mmol L™ and Vmax of 769 and 667 U mg™,
respectively. The PO RB showed increased stability at pH 5 while SBM at pH 6, both
enzymes had higher thermal stability at 0 °C, the molecular weights found for
electrophoresis were 41 and 34 kDa, respectively. At the end of the steps of obtaining,
purification and characterization obtained a specific activity of 116 and 794 U.mg™, and
4363 and 17453 U g, respectively for PO RB and SBM. The determination of DON and
De-DON was performed by HPLC-DAD and LC-ESI-MS/MS to evaluate the degradation
tests. The commercial enzyme HRP showed the greatest reduction potential of DON
(55% after 1 h of reaction), but with 3 h reaction initial concentration of the mycotoxin
DON was measured, which demonstrates that the reduction may be occuring by
adsorption or degradation with formation of the compound that show the same
molecular weight. PO enzyme from FA and FS, can be applied to degradation need the
micotoxin kinetic evaluation to define the reduction conditions of DON.

Keywords: Peroxidase, Deoxynivalenol, degradation, soybean meal and rice bran.



1. INTRODUGAO

Micotoxinas tém um alto potencial toxico, decorrente de suas propriedades
fisico-quimicas, sendo por isso necessérias concentracdes muito baixas (ug kg™), para
desencadear danos agudos e cronicos em animais, em cultivo celular e humanos.
Dentre seus efeitos estd a carcinogenicidade, teratogenicidade, neurotoxicidade,
mutagenicidade, efeitos estrogénicos que causam diminuicdo da reproducdo e do
desenvolvimento da espécie. Esses compostos toxicos sao produzidos por espécies de
fungos filamentosos, principalmente dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, e
guimicamente apresentam grupamentos como pironas, antraguinonas, cumarinas,
macrolideos, esterdides, lactonas e polipeptideos ciclicos, que justificam um amplo
espectro de seus efeitos toxicos (CIGIC e PROSEN, 2009; SHERIF et al., 2009;
HOOFT et al., 2011; ZAIN, 2011).

Dentre essas micotoxinas, Deoxinivalenol (DON) tem sido estudado em
amostras de alimentos e ambientais, pois apresenta alta estabilidade mesmo sob
condicdes drasticas. DON possui uma estrutura quimica altamente reativa, onde se
destaca um anel ep6xido entre os carbonos 12 e 13 e uma dupla ligacdo entre os
carbonos 9 e 10. Frequentemente, esta toxina € detectada em cereais utilizados como
matéria-prima para a producao de alimentos, esta € considerada um contaminante que
oferece grande perigo a salde de humanos e animais. Sua alta ocorréncia e a
crescente divulgacdo de estudos epidemioldégicos em diversos paises no mundo
norteiam a busca por alternativas que visem sua degradacdo e/ou descontaminacao,
com fim de diminuir a sua toxicidade. Os processos de descontaminacdo envolvem
procedimentos fisicos, quimicos e biolégicos, sendo que os fisicos e quimicos
demonstram elevados percentuais de degradacdo, podendo modificar a estrutura
nativa, resultando em compostos por vezes mais toxicos que 0s iniciais.

Estudos recentes relatam o emprego de agentes biologicos como alternativa
para processos de reducdo ou descontaminacdo de DON, estes, ao contrario de
processos quimicos e fisicos, apresentam menor efeito nas propriedades finais das
matrizes onde se encontra o contaminante. Enzimas tem se mostrado como agentes

eficientes para degradacdo em decorréncia de sua especificidade sobre grupamentos



quimicos, possibilitando a reducdo dos efeitos toxicos e, muitas vezes, a eliminacéo
total.

A descontaminacédo de DON por via enzimatica possibilita a aplicagédo industrial,
principalmente quando relacionada ao processamento de alimentos tanto para
consumo humano como animal, mostrando-se como uma perspectiva interessante para
o desenvolvimento de novas tecnologias. A especificidade enzimética juntamente com
a atuacdo em condi¢cdes moderadas, ja tem sido utilizada no tratamento de efluentes e
na reducéo da carga orgéanica de residuos sélidos.

Para fins de biorremediacdo, as enzimas oxidativas, como por exemplo, a
Peroxidase (PO) tem sido bastante estudada (BON, FERRARA e CORVO, 2008). A PO
age em estruturas de compostos tendo como mecanismo de acdo a oxidacao de
grupamentos doadores de elétrons. Se tratando da degradacdo de DON, a perda de
sua toxicidade se da principalmente pela quebra do anel epéxido. Sendo assim, esta
enzima, pode atuar sobre o anel epoxido presente na estrutura quimica da micotoxina,
deepoxidando-a, podendo resultar na descontaminagédo total do material (GARDA-
BUFFON, KUPSKI E BADIALE-FURLONG, 2011).

Os residuos agroindustriais tem se destacado como fontes pata obtencdo de
enzimas com aplicacdo para diversos fins. O farelo de soja (FS) e o farelo de arroz
(FA), provenientes da extracdo do 6leo e beneficiamento dos graos sdo bons exemplos
de fontes, pelo aporte proteico e valor comercial.

Soja e arroz sdo consideradas as principais culturas do Rio Grande do Sul,
segundo dados do CONAB (2013) € estimada uma produc¢éo de 7.933,20 mil toneladas
de arroz na safra 2012/13, correspondendo a 66,9% da producao nacional. Para soja a
producdo estimada no mesmo periodo € de 12.534,9 mil toneladas. O farelo como
subproduto, € um residuo dos processos agroindustriais e apresenta alto valor nutritivo,
nao na sua totalidade, mas principalmente quando empregado na producéo de racdes
animais (KHAN et al, 2011). Estudos desenvolvidos com estes subprodutos (FA e FS)
relataram a alta concentracdo protéica, destacando-se diversas classes enzimaticas
gue podem estar vinculadas a um emprego comercial (INDIANI et al., 2000; CAO et al.,
2009).

Considerando entéo, a evolucao de processos ambientais na gestdo de residuos

industriais, em carater de reutilizacdo, reducado da fonte e reciclagem, conceituando



assim tecnologias limpas sem o uso de produtos que agridam o meio ambiente, é que
esse trabalho propfe o estudo da extracdo e purificacdo da enzima PO a partir de
subprodutos agroindustriais, FA e FS, para aplicagdo na degradacdo da micotoxina
DON.

O presente trabalho propde a aplicacdo da enzima PO na degradacdo da
micotoxina DON, com prévio estudo da obtencdo, purificacdo e caracterizacao
enzimatica. Esse projeto parte de estudos preliminares realizados no Laboratoério de
Micotoxinas e Ciéncias de Alimentos por Garda-Buffon e Badiale-Furlong (2010), que
estudou a degradacédo de DON durante fermentacdo submersa e verificou que a maior
atividade da enzima PO foi acompanhada pela maior velocidade de degradacdo da

micotoxina, no intervalo de tempo entre 0 e 96 horas de cultivo.



2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL
Estudar a degradacdo de DON empregando a enzima peroxidase extraida de

farelo de arroz e farelo de soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Descrever procedimento para extracdo de peroxidase a partir de farelo de

arroz e farelo de soja.

e Estabelecer condi¢cdes de purificagdo enzimatica que propiciem sua maior

eficiéncia.

e Estudar a diminuicao dos niveis de DON em material contaminado.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo metabolitos secundéarios de baixa massa molecular, altamente
toxicos produzidos por fungos filamentosos. Uma grande variedade de espécies dos
géneros fungicos Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps, Alternaria e
Trichoderma podem produzir esses metabdlitos. Cerca de 400 compostos s&o
reconhecidos como micotoxinas (SALEM e AHMAD, 2010; SKRBIC et al., 2012), porém
apenas algumas podem ser detectadas em produtos alimenticios e racdes produzidos
a partir de cereais (trigo, centeio, milho, aveia e arroz), leguminosas e amendoins
(BATA e LASZTITY, 1999; SALEM e AHMAD, 2010). Dentre as micotoxinas mais
comumente encontradas em grdos de cereais estdo as aflatoxinas, ocratoxina A,
fumonisinas, tricotecenos e zearalenona (BULLERMAN e BIANCHINI, 2007; ZAIN,
2011).

A producéo e disseminacao de micotoxinas por fungos em plantas é influenciada
pela deficiéncia de nutrientes, e por um conjunto de fatores bidticos e abioticos,
estando entre estes alteracBes climaticas que causam estresse para 0S mesmos,
condicdo propicia para a producdo micotoxicolégica. Caracteristicas dos climas
temperado e tropical também favorecem o desenvolvimento de espécies flngicas em
cereais, tais como Aspergillus flavus produtores de aflatoxinas, Aspergillus ochraceus
produtores de ocratoxina A, Fusarium graminearum produtores de tricotecenos,
zearalenona e produtor de ocratoxina A e Penicillium verrucosum produtor de
ocratoxina A (MAGAN E ALDRED, 2007). Nas etapas seguintes ap0s producdo, como
o transporte e armazenamento, 0s graos contaminados entram em contato com graos
sadios, 0 que pode aumentar os niveis de contaminacao.

Micotoxinas sdo capazes de causar depressdes no sistema imunoldgico,
dependendo do nivel de exposi¢do, aguda ou cronica, produzem efeitos cancerigenos,
mutagénicos, teratogénicos e estrogénicos em animais. Essas doengas causadas por
micotoxinas s&o chamadas micotoxicoses e acabam muitas vezes nao sendo

diagnosticadas devido ao seu amplo espectro de efeitos bioldgicos, explicados pelas



diversas estruturas quimicas e origens biossintéticas. Sendo assim sado classificadas
pelos oOrgaos que afetam (hepatotoxinas, nefrotoxinas, neurotoxinas), essa
classificacdo segue para quimicos organicos, de acordo com a estrutura quimica
(lactonas, cumarinas, pironas) e para bioguimicos pela origem biossintética
(policetideos, derivados de aminoacidos) (ZAIN, 2011).

Os tricotecenos, uma classe de micotoxinas, sdo compostos sesquiterpendides
tetraciclicos de baixa massa molecular (200-500 Da) que apresentam em comum uma
dupla ligacéo entre os C-9 e C-10 e um grupo epdxido entre o C-12 e C-13 (PESTKA,
2007; WARTH et al., 2010; MENEELY et al., 2011; RUIZ et al., 2011; ARUNACHALAM
e DOOHAN, 2013). Dividem-se em 4 grupos, tipos A, B, C e D, esta diferenca
explicada em maioria pelo grupo funcional substituinte no C-8, (Figura 1). O grupo A,
possui um grupo funcional isovalerii no C-8, nesse grupo esta a Toxina T-2 a
micotoxina de maior efeito agudo; no grupo B na posicdo 8 esta uma carbonila, como
no caso do DON e NIV (nivalenol). A crotocina classificada no grupo C, possui 2 anéis
epoxido, sendo um entre os C-12 e C-13 e outra epoxidacao adicional nos C-7 e C-8;
no grupo D diferente dos demais esta um anel macrociclico com um diéster ou um
triéster entre os C-4 e C-5, onde estdo a satratoxina e roridina E (PESTKA, 2007;
MENEELY et al.,, 2011; RUIZ et al., 2011; LIU et al.,, 2012; ZOU et al., 2012;
ARUNACHALAM e DOOHAN, 2013).

Figura 1. Estruturas quimicas dos tricotecenos tipos A (Toxina T-2) (a), B (DON) (b), C
(Crotocina) (c) e D (Roridina E) (d).



Os tricotecenos dos tipos A (Toxinas T-2 e HT-2, Diacetoxiscirpenol) e B (DON e
NIV) sédo os tricotecenos que sdo detectados com maior frequéncia. A Toxina T-2 é
mais téxica que DON para mamiferos, embora DON seja a toxina mais frequente em
trigo. A dupla ligagéo e o anel ep6xido conferem a estas micotoxinas a possibilidade de
inibir a sintese protéica em diferentes pontos. Como consequéncia os tecidos mais
afetados sdo o0s que apresentam maior divisdo celular, como o imunoldgico, as
mucosas e o tecido sanguineo (DANICKE et al., 2006; DOLL et al., 2009).

3.1.1 Deoxinivalenol (DON)

DON é uma micotoxina pertencente ao grupo B dos tricotecenos, produzido
principalmente por fungos das espécies Fusarium graminearum e Fusarium culmorum,
principais contaminantes de milho, trigo e cevada em regides de clima temperado. DON
€ também conhecido como Vomitoxina pela inducdo a efeitos eméticos apos
exposicao. Sua molécula possui sete centros estéreos, um sistema sesquiterpeno de
anel triciclico, cuja férmula molecular € C;5H,00s denominada tricotec-9-en-8-ona,
12,13-epoxi-3,7,15-tri-hidroxi-(3a,7a)-(9Cl) (KLINGLMAYR et al., 2010; WARTH et al.,
2010). Além de trés hidroxilas, ha também um grupamento cetdnico conjugado e um
éter ciclico (NAGY et al., 2005, MA e GUO, 2008; BENSASSI et al., 2009; TURKER e
GUMUS, 2009). Também possui ponto de ebulicdo de 543.9 + 50.0 °C e ponto de
fusdo de 151-153 °C, por ser considerado um composto polar frente a outras toxinas &
sollvel em solventes organicos polares e até mesmo em mistura com agua (SOBROVA
et al, 2010).

A rota biossintética para a formag¢do de DON comeca com a ciclizacdo do farnesil
pirofosfato para tricodieno pela enzima sintase tricodieno. A via posterior envolve uma
série de reacbes de oxigenacbes, isomerizaclOes, ciclizacdes e esterificacfes
(SWEENEY e DOBSON, 1999). DON é um composto muito estavel a pH abrangendo
uma faixa de 1 a 10 e a temperaturas de 170 a 350 °C (SOBROVA et al., 2010). Devido
a sua estabilidade, este composto pode permanecer nos alimentos por um longo
periodo de tempo, causando efeitos adversos a saude (LATTANZIO et al., 2011).

Esse tricoteceno, assim como os demais, tem seu efeito toxico relacionado ao
anel epoxido. A exposicao aguda (altas doses) induz a efeitos radiomiméticos, vomitos,

diarréia, leucocitose, hemorragias e necrose do trato gastrointestinal. Estudos mostram



que a toxicidade crbnica leva a anorexia, imunotoxicidade, necrose no trato
gastrointestinal e tecidos linféides. A ingestdo diaria toleravel de 1 ug kg dia foi
estabelecida pela Unido Europeia com base em efeitos imunotdxicos e tdxicos em geral
de dois anos de estudo em cobaias (KOLF-CLAUW et al., 2009). Por essa razao, varias
nacdes vém implementando regulamentos para evitar uma exposicdo a produtos com
uma concentracdo elevada da micotoxina DON. No Brasil, esta em vigor uma nova
legislacdo que dispbe sobre os Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em
alimentos, entre elas, estdo estabelecidos os limites para DON (Tabela 1).

Tabela 1. Limites Maximos Tolerados (LMT) da presenca de DON em alimentos.

APLICAQAO LMT ALIMENTO
(ug Kg™)
750 Arroz beneficiado e seus derivados.
2011 200 Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil

(lactentes e criancas de primeira infancia)
2000 Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral,
farelo de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada.
2012 Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e
1750 sal, e produtos de panificacdo, cereais e produtos de
cereais
exceto trigo e incluindo cevada malteada.
3000 Trigo e milho em gréos para posterior processamento
1500 Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral,
2014 farelo de trigo, farelo de arroz, grdo de cevada.
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e
1250 sal, e produtos de panificacdo, cereais e produtos de
cereais
exceto trigo e incluindo cevada malteada.
1000 Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral,
farelo de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada.
2016 Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e
750 sal, e produtos de panificacdo, cereais e produtos de
cereais
exceto trigo e incluindo cevada malteada.

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, RDC n° 7, de 18 de Fevereiro de 2011.

No entanto, para controle e manutencédo da auséncia da ingestdo ou de acordo
com a tolerada diariamente, se torna necessario adequacédo de laboratérios para
avaliacdo da contaminacdo, bem como o de estes desenvolverem métodos execuiveis
e adaptados para a avaliagdo da contaminacao micotoxicologica e posterior estudos da

exposicao a que humanos e animais estdo submetidos.



3.2 METODOS ANALITICOS DE DETERMINACAO DE DON

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos com avangos significativos a fim de
melhorar a determinacdo de micotoxinas, em geral em amostras de cereais e
derivados. As razbes para a determinagdo de micotoxinas sdo: o controle e
monitoramento da qualidade de fontes alimentares, a ocorréncia das micotoxinas, para
assim determinar a exposicado que ha durante o consumo de produtos contaminados, e
o cumprimento da legislacdo. A avaliacdo da descontaminacdo e detoxificacdo, para
maior compreensao da relacao entre os fungos e os seus metabdlitos, e para estudar o
seu destino durante processamento de grédos, sdo também atividades em que a
determinacdo das micotoxinas se torna necessaria (GARDA-BUFFON, 2008;
MENEELY et al., 2011).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High-Performance
Liguid Chromatography), talvez a mais frequente técnica aplicada para determinacéo
de micotoxinas, vem sendo utilizado em muitos trabalhos em relagdo a DON,
principalmente utilizando detector UV (ultravioleta). Este é detectado em um
comprimento de onda de 219 nm. A utilizacdo da cromatografia liquida acoplada a
detector de espectdmetro de massas (MS, do inglés Mass Spectrometry) para deteccdo
de micotoxinas € cada vez maior, desempenhando um papel importante na analise
devido a sua alta seletividade e sensibilidade (REN et al.,, 2007). Esta permite a
determinacdo de tricotecenos e também a determinacdo simultinea de micotoxinas
multiclasses em diferentes matrizes (CAVALIERE et al., 2006; MENEELY et al., 2011).
Métodos multimicotoxinas sdo também altamente estudados e, por conseguinte atraem
forte interesse (KRSKA e MOLINELLI, 2007).

Os métodos para quantificacdo, determinacdo, confirmacdo e rastreio de
concentracbes de DON em amostras, geralmente utilizam a técnica de separacao
cromatografica para obtencdo de resultados precisos, tanto por cromatografia de
camada delgada (CCD), como também cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) e liquida acopladas a detectores especificos como UV, fluorescéncia
(FL), MS, detector com ionizador de chama (FID, do inglés Flame lonization Detector),
detector com arranjo de diodos (DAD, do ingés Diode Array Detection), e detector de

captura de elétrons (ECD, do ingés Electron Capture Detector).
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Para determinacéo de tricotecenos em geral, a técnica mais empregada é a GC,
utilizando detectores de MS e FID. Embora tenha alta precisdo para compostos mais
volateis e apolares, compostos polares e pouco volateis também podem ser analisados
com o auxilio da derivatizacdo. Para DON, a derivatizacdo se realiza por reacdes de
silanizacéo, acilagao e alquilacdo (MENEELY et al., 2011; RAN et al., 2013). A acilacao
emprega acido trifluoroacético (TFAA, do inglés Trifluoroacetic Anhydride) (JELEN e
WASOWICZ, 2008), acido heptafluorobutirato anidro (HFBAA) (VEGA e CASTILLO,
2006) e pentafluoropropidnico anidro (PFPA) (IBANEZ-VEA, LIZARRAGA E
GONZALEZ-PENAS 2011), nesses casos ha a utilizacdo de detectores de MS, FID
(JELEN e WASOWICZ, 2008) e ECD (VEGA e CASTILLO, 2006).

Todos os métodos para a analise de DON prop@e a extracdo a partir da matriz em
um solvente organico seguido por uma etapa de clean-up para remover guaisquer
impurezas ou interferentes, além de concentrar o extrato para sua quantificacdo (JUAN
et al., 2012). Os métodos devem ser validados através do estabelecimento de varios
indicativos de eficiéncia: sensibilidade, seletividade, linearidade, limite de deteccéao,
limite de quantificacdo, precisdo, exatiddo, robustez e recuperacéo (CIGIC e PROSEN,
2009).

3.3 DEGRADACAO DE DON

Algumas alternativas vém sendo utilizadas para o controle da contaminagéo de
DON no campo, tais como rotacdo de culturas, silagem e uso de fungicidas. Os
conservantes a base de acidos alifaticos sdo usados para prevenir a deterioracdo e
contaminacdo de produtos armazenados, especialmente produtos alimentares. Uma
alternativa ao uso de fungicidas sdo Oleos essenciais e antioxidantes que impedem o
crescimento e acumulacdo de micotoxinas em graos parcialmente secos (JOUANY,
2007; KLINGLMAYR et al., 2010).

Durante a pés-colheita, no armazenamento de produtos, para garantir que a
contaminagdo com DON seja minimizada e que o0 grdo armazenado possa prosseguir
através da cadeia alimentar para o processamento, sdo recomendados cuidados de
higiene e separacdo de graos danificados fisicamente (JOUANY, 2007; MAGAN E
ALDRED, 2007).
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Ha uma grande preocupacado da industria em busca de métodos para reducdo ou
descontaminacdo de DON e demais micotoxinas antes do contato com a cadeia
alimentar. Contudo, segundo Bata e Lasztity (1999) toda e qualquer que seja a
estratégia de descontaminacdo micotoxicolégica usada, deve atender alguns
procedimentos basicos, tais como a inativacdo da micotoxina em compostos nao
toxicos e a destruicdo de micélios e esporos fungicos o que evita a formacao de novas
toxinas, mantendo o valor nutritivo, as propriedades quimicas e fisicas do material sem
alteracdes significativas. Também deve ser considerado que o custo do procedimento
deve ser inferior ao valor do produto descontaminado.

O DON pode ser desativado quando submetido a condicbes drasticas em
solucdes acidas ou alcalinas, como também na presenca de hidretos de aluminio, litio e
peréxidos ou por hidratacdo em autoclave, o que pode levar a abertura do anel
epoxido. Tratamentos microbiologicos e enzimaticos também podem ser usados para
alterar a estrutura desse tricoteceno, detoxificando-o (HE et al., 2010).

As estratégias de degradacdo de DON visam remover ou reduzir suas
concentracdes a niveis aceitaveis. Reacdes de transformagédo em tricotecenos incluem
alcalinizacdo, oxidacédo, reducao, hidrélise, hidratacdo e conjugacédo (HE et al., 2010).
Abordagens bioldgicas estdo sendo estudadas aplicando micro-organismos e/ou
enzimas em produtos contaminados e tem mostrado maior eficiéncia que os métodos
fisicos e quimicos (VARGA et al., 2005; AMEZQUETA et al., 2009).

Os processos fisicos podem ter efeitos sobre a reducdo dos niveis de DON,
incluindo limpeza, moagem, cozimento, forneamento, fritura, conservas e extrusao. A
maior parte dos procedimentos aplicados a alimentos tem efeitos variaveis sobre esta
toxina, conforme demonstrado na Tabela 2.

Processos como moagem, também diminuem significativamente os niveis de
DON nos insumos alimenticios aonde sao retiradas as camadas externas de graos
(farelo). De acordo com Sekiyama et al. (2007), um processo que vem sendo bastante
utilizado atualmente principalmente para protecdo animal, é a adicdo de adsorventes
misturados a reacdes. Materiais adsorventes, ndo nutritivos, se unem a micotoxina no
trato gastrointestinal, diminuindo assim sua biodisponibilidade a associagfes toxicas.
Os principais tipos de adsorventes sao: aluminossilicato de calcio e sodio hidratado,

carvao ativado, colestiramina, glucomanano e argila, bentonite, fragmentos de madeira
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e zeolitas que vem sendo mais utilizadas por seus bons resultados na aplicacdo em
alimentos (AMEZQUETA et al., 2009).

Tabela 2. Métodos fisicos de descontaminacdo de DON.

Método Fonte Reducdo Autores
Extruséo - 180 °C + 1% Cazzaniga et al.(2001)
Na,S,05— 95%
Cozimento Trigo 33a77% Visconti et al. (2004)
Hidrotérmico Trigo 96% Danicke et al. (2005)
Térmica Trigo 52% Pronyk, Cenkowski e
Abramson (2006)
Forneamento  PA&o, cookies e 24,71 e 35%, Bullerman e Bianchini
biscoitos Respectivamente (2007)
Microondas 100% Park et al. (2007)
por plasma i
Lavagem Cevada e milho 65 a 69% Pereira, 2008
Lavagem Trigo 20 a 30% Rubert et al. (2011)
Cozimento Macarrao 43,2 e 66,6% Farahany e Jinap (2011)

A técnica mais promissora para a detoxificacdo quimica de DON é a reacdo com
bissulfito de sédio. O tratamento de milho contaminado (4,4 mg kg™) com solucdo de
bissulfito de sédio a 80 °C por 18 h pode converter 85% de DON em um DON-
sulfonado conjugado que parece ser néo toxico para porcos (BATA e LASZTITY, 1999;
JOUANY, 2007; DOLL e DANICKE, 2011; KARLOVSKY, 2011;).

Abramson et al. (2005) estudaram lotes de cevada canadense naturalmente
contaminados com DON em concentracdes de 4,3 a 18,4 ug g*. As amostras foram
aquecidas a 80 °C, com pequenas quantidades de agua ou solugdo 1 mol L™ de
carbonato de sédio e incubadas por 8 dias, para o estudo da taxa de reducdo de DON.
O tratamento com carbonato de sédio resultou em uma reducdo de 100% ao final dos 8
dias.

Os processos de degradacdo bioloégica sdo também conhecidos como
biotransformacao, biodegradacdo ou biorremediacdo e consistem em procedimentos
gue utilizam micro-organismos e enzimas para degradar contaminantes em compostos
menos téxicos ou ndo téxicos (KALOGERAKIS e PSILLAKIS, 2005). Varios estudos
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levam a identificacdo de microbios, bactérias, leveduras, enzimas, ascomicetos
filamentosos e basidiomicetos, como agentes capazes de detoxificar micotoxinas
(PATHARAJAN et al., 2011).

Bactérias do sistema digestivo de bovinos, ovinos, aves e ratos, sdo capazes de
reduzir o grupo epoéxido de tricotecenos, gerando derivados 9,12-dieno. A estrutura do
produto da de-epoxidacdo de DON foi elucidada quase trés décadas atras. Desde
entdo, a de-epoxidacdo de tricotecenos por populacdes mistas de bactérias ruminais e
intestinais tem sido extensivamente documentado (ERIKSEN, PETTERSON e LUNDH
2004; JOUANY, 2007; KARLOVSKY, 2011).

Leveduras também vém sendo empregadas em processos de degradacédo. O
conhecimento sobre a interacdo de leveduras com micotoxinas, remonta ha mais de
trés décadas (ZINEDINE et al.,, 2007). Garda et al. (2005) empregando malte
contaminado artificialmente com DON e Toxina T-2, e observaram que havia uma
reducdo nos niveis de tricotecenos ap6s 120 horas de fermentacdo com
Saccharomyces cerevisiae, de 47% e 46% para DON e Toxina T-2, respectivamente.

Objetivando a avaliacdo da capacidade de espécies fungicas Aspergillus oryzae e
Rhizopus oryzae em degradar DON em fermentagcdo submersa, Garda et al. (2005)
estudaram a cinética de degradacéo desta micotoxina. A degradacao ocorreu durante o
processo, onde se observou, a adsorgédo da toxina como via de degradacédo principal
até o intervalo de 144 horas (74% de degradacéo). Rhizopus oryzae ocasionou a maior
diminuicdo na concentracdo de DON, aproximadamente 90% em 240 horas, e
Aspergillus oryzae, 74% de reducdo em 96 horas.

A acédo degradadora de micro-organismos se estabelece por acdo de vias
enzimaticas especificas. A detoxificagdo enzimatica estd sendo discutida desde a
década de 1970 como uma estratégia para a eliminacao de micotoxinas de alimentos e
graos (KARLOVSKY, 2011). Assim, o uso de enzimas é explicado como mais
conveniente do que o uso de produtos quimicos ou métodos de descontaminacdo fisica
ou quimica, uma vez que enzimas apresentam alta especificidade e facil aplicacédo
(ABRUNHOSA, SERRA e VENANCIO 2002).



14

3.4 ENZIMAS

Enzimas sdo macromoléculas protéicas, imprescindiveis aos seres vivos, pois
aceleram as reacdes quimicas que mantém e regulam os processos vitais (SAID e
PIETRO, 2004). Algumas das vantagens das enzimas quando comparadas com
catalisadores quimicos, sdo a especificidade e a atuacdo em condi¢des brandas de pH
e temperatura, resultando em menores problemas ambientais e toxicolégicos
(SANTOS, 2007). Também conhecidas como biocatalisadores, as enzimas podem ser
extraidas de tecidos animais (pancreatina, tripsina, pepsina e renina) e fontes vegetais
(papaina, bromelina, ficina, malte, peroxidase) (BON, FERRARA e CORVO 2008).

De acordo com a classificacdo da Comissdo de Enzimas (CE) para reacdes
bioguimicas, a cada enzima é atribuido um namero de quatro digitos (ijkl). O primeiro
nivel de classificacao (i) denota o tipo quimico: oxidorredutases compdem a classe 1,
transferases a classe 2, hidrolases a classe 3, liases a classe 4, isomerases a classe 5
e ligases compreendem a classe 6. O segundo (j) refere-se ao grupo funcional
especifico influenciado pela enzima. Por exemplo, 1.1 relacionado a oxirredutases
atuantes no CH-OH grupo de doadores. O terceiro nivel de classificagao (k) implica nos
cofatores utilizados pela enzima. Por exemplo, 1.1.1 denota oxirredutases atuantes em
grupamentos CH-OH usando NAD* ou NADP* como aceptor. O quarto nivel é
especifico para os substratos e produtos da reacdo. Por exemplo, a enzima 1.1.1.1 age
sobre alcoois primarios (HATZIMANIKATIS et al., 2004).

A atividade de uma enzima é expressa em unidades (U), definida como a
quantidade de enzima necessaria para catalisar a transformacdo de 1 umol de
substrato por min sob condicbes O6timas (MOTAMED, GHAEMMAGHAMI e
ALEMZADEH, 2009). Esta depende muito da estrutura da proteina, o numero de
cadeias peptidicas dessas estruturas, da natureza do substrato ou também da natureza

do grupo prostético.
3.4.1 Extracdo, concentragao e purificacdo de enzimas

As operagdes durante downstream sdo de extrema importancia em termos de
preparacdo, separando as proteinas por tamanho, carga e propriedades de ligacéo;
finalidade de aplicacdo; e custos empregados nas etapas de extracao (solido-liquido),

concentracdo (precipitacdo) e purificagdo (técnicas cromatograficas, sistema aquoso
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bifasico (SAB) e particdo trifasica (TPP, do inglés three-phase partitioning). A
caracterizacdo final das proteinas separadas e purificadas pode ser realizada por
eletroforese para estabelecimento da massa molecular e confirmacdo de sua pureza
(SRINIVAS, RASHMI e RAVAGHARAO, 1999).

A extracdo enzimatica mais comumente utilizada ocorre pela homogeneizacao da
fonte enzimatica em solucdo tampao adequada. Exemplos de métodos de extracao
sdo, o congelamento/descongelamento, moagem umida (blender), cisalhamento liquido
sob alta pressdo e sonificagdo (ultrassom). Nesta etapa, fatores como tempo de
extracdo, pH e forca ibnica do meio utilizado para extracdo sdo de fundamental
importancia com vistas em manter a estabilidade da enzima e evitar a0 maximo sua
desnaturacdo (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008). Um segundo passo é a
centrifugacéo que separa a subfracdo celular apropriada.

Técnicas de concentracdo proteica sdo basicamente utilizadas para eliminacao de
impurezas e aumento da atividade especifica da enzima. A precipitacdo isoelétrica
consiste na precipitacdo induzida por mudancas de pH. Salting-out com sais
inorganicos € o procedimento de precipitacdo mais utilizado, com base no aumento da
forca ibnica e no decréscimo da atividade da agua, havendo a diminuicdo da reacédo
das moléculas de agua e os grupos polares das proteinas. Solventes organicos
(acetona e &lcoois) também podem ser utilizados para a precipitacdo, sendo essa
realizada pela diminuicdo da constante dielétrica, apresentando como vantagem a
recuperacdo do solvente apds utilizacdo. A precipitacdo por polimeros como
polietilenoglicol (PEG) segue o0 mesmo mecanismo dos solventes organicos, através da
solvatacdo. Na ultrafiltracdo, basicamente, utiliza-se de uma membrana semipermeavel
que permite a separacdo das moléculas do solvente, das moléculas enzimaticas
grandes, assim, apenas as moléculas pequenas podem permear a membrana quando
a pressao osmobtica é excedida (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

O método a ser empregado no processo de purificacdo depende muito da
aplicacdo a ser dada a enzima em estudo. Enzimas com aplicacbes especificas como
medicina clinica, area farmacéutica, biossensores e engenharia genética, exigem um
grau de pureza mais elevado, por conta disso o custo do processo de purificacdo torna-
se maior. Para aplicagcbes industriais um menor grau de purificacdo € necessario. A

atividade especifica € uma medida da pureza da enzima, ela aumenta durante a
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purificacdo e torna-se maxima e constante quando a enzima esta pura (LEHNINGER,
NELSON e COX, 2002; COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

A purificacdo empregando cromatografia € baseada na separacdo de acordo com
a distribuicdo dos componentes em fase estacionaria e em uma fase mével. Na
cromatografia de troca-idnica, o mecanismo de separacdo esta baseado nas cargas
das proteinas presentes no extrato. A purificacdo por cromatografia de interacdo
hidrofébica é baseada na interacdo das regides hidrofébicas das proteinas com os
grupos hidrofébicos da matriz. A cromatografia de afinidade se baseia na ligacdo
especifica de enzimas com os ligantes (substratos ou inibidores) presentes no suporte
da coluna, no caso da purificacdo por imunoafinidade séo utilizados anticorpos que
interagem especificamente com a enzima (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).

A Figura 2 ilustra o mecanismo de purificacdo baseado na exclusdo por massa
molecular, onde a separacdo das moléculas de proteina ocorre de acordo com sua
forma e massa molecular efetiva, utilizando matrizes (géis) com porosidade definida. O
gel é descrito como uma matriz tridimensional, aberta, formada por ligagbes cruzadas,
contendo poros de diferentes tamanhos, que permitem o acesso de apenas algumas
moléculas. Um exemplo de matriz formada por ligacbes cruzadas de dextrana € o
Sephadex. Nesta, moléculas maiores ndo conseguem penetrar nos poros do gel,
enquanto as moléculas menores penetram o gel movendo-se mais lentamente por
percorrerem um caminho maior (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

J

Figura 2. Mecanismo de purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular

(http://www.ioc.fiocruz.br/gpesb/aulas_artigos/Aula_SecMals.pdf).

Técnicas de purificacdo utilizam também particdo liquido-liqguido em sistemas
bifasicos e trifasicos, e sdo considerados métodos de purificagdo priméaria por nao

necessitarem da etapa de precipitagdo. Estes oferecem varias vantagens como baixo
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tempo de processo, baixo consumo de energia, biocompatibilidade ambiental e
biomolecular, pelas elevadas quantidades de agua no sistema, além de remover acidos
nucleicos que sao interferentes no processo (SRINIVAS, RASHMI e RAVAGHARAO,
1999; MOTAMED, GHAEMMAGHAMI e ALEMZADEH, 2009). A purificacdo por
sistema aquoso bifasico pode ser de duas formas, uma utiliza dois polimeros (PEG —
dextrana) e outra um polimero e um sal (PEG - sais fosfato, citrato, etc) que se
separam em duas fases por diferencas de densidade, cada uma das fases €
enriquecida com seu constituinte (BHAVSAR et al., 2012).

A purificagcdo por particdo trifasica € um método praticamente novo e um
procedimento simples e eficiente, sugerido para o0 enriquecimento de componentes
protéicos tais como enzimas a partir de misturas complexas. Este é composto pela
adicdo de um sal, geralmente sulfato de amoénio ao extrato bruto, seguido de adicdo de
um solvente organico para desidratacao da fase salina. A mistura se separa em 2 fases
e na interface destas ha a concentracdo de proteinas, a fase superior retira do meio
pigmentos, lipidos e inibidores da enzima, enquanto que 0os componentes polares como
carboidratos sdo enriquecidos na fase inferior salina (PAULE et al., 2004; OZER et al.,
2010).

Para a finalizacdo da caracterizacdo enzimatica, a eletroforese € uma técnica de
separacdo das massas moleculares pela diferenca da mobilidade das proteinas num
campo elétrico. A taxa de migracdo dessas particulas, quando submetidas a campo
elétrico, € proporcional a forca do campo e a carga efetiva das particulas é
inversamente proporcional ao atrito dependendo de sua forma e tamanho. A
eletroforese em gel (de amido, agarose e poliacrilamida) permite uma maior resolugéo
das amostras. A revelacdo do gel de proteina pode ser feita empregando-se
substancias cromoéforas especificas como Comassie Brilliant Blue, bromofenol — ZnSQO4
- acido acético ou nitrato de prata. Um método comumente utilizado para estimativa de

pureza e da massa molecular usa o detergente dodecildulfato de sddio (SDS).
3.4.2 Caracterizacdo enzimatica

O que possibilita a exploracdo das caracteristicas bioquimicas de uma enzima,
para a aplicacdo em biotecnologia e em processos industriais além de sua purificagao é

sua caracterizacdo. Para tanto, sdo realizados estudos relativos a parametros cinéticos
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e termodinamicos. Fatores como concentracdo de substrato, pH do meio, temperatura,
e adicdo de moduladores (ativadores ou inibidores de atividade) que podem influenciar
na velocidade das reac¢des enzimaticas (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002; BON,
FERRARA e CORVO 2008; COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

A velocidade da reacdo catalisada por uma enzima, e como ela se altera em
resposta a modificacbes nos parametros experimentais sdo avaliados pela cinética
enzimatica. Com isso, ha a avaliacao da influéncia de fatores (tempo, temperatura, pH
e forca ibnica do meio reacional) que podem aumentar ou diminuir a velocidade de
reacdo. No caso do pH, as enzimas possuem em seu sitio ativo grupos ionizados que
podem sofrer alteracbes em pH baixo ou elevado, provocando alteracbes na
conformacdo da enzima e até sua desnaturacdo. Em determinada temperatura, a
enzima assume uma atividade maxima, temperaturas acima ou abaixo desta podem
causar a inativacao ou desnaturacao (CAl et al., 2012).

A concentracdo de substrato também € um fator que influencia na atividade
especifica das enzimas. Em concentracdes consideravelmente baixas de substrato a
velocidade inicial da reagdo aumenta com certa linearidade com o aumento do
substrato. Com o0 aumento das concentracdes de substrato a velocidade inicial segue
aumentando, porém, de maneira cada vez menor. Em determinado momento o
aumento da concentracdo de substrato e a velocidade inicial seguem aumentando
lentamente, essa regido de velocidade inicial parecida com um platd, esta proxima a
velocidade maxima (Vmax) (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).

Para determinacdo dos parametros cinéticos Ky (constante de Michaelis e
Menten) e Vnax deve-se manter a proporcionalidade entre taxa de reacdo enzimatica e
concentracdo enzimatica. Concentracbes muito baixas de substrato gerariam um
modelo cinético de primeira ordem, com Ky e Vmax tendendo ao infinito, enquanto que
concentracfes muito altas de substrato gerariam um modelo de ordem zero, onde se
definiria Vmax, mas ndo seria possivel definir Ky. O valor de Ky corresponde a
concentracdo de substrato necessaria para atingir metade da velocidade maxima
enzimatica. Quanto menor o valor de Ky maior € a afinidade da enzima por seu
substrato (LEHNINGER, NELSON e COX, 2002).

Algumas enzimas ndo necessitam de outros grupos quimicos além de seus

residuos de aminoacidos para a atividade. Outras, porém, requerem um componente
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quimico adicional chamado de cofator, que pode ser um ou mais ions inorganicos
(LEHNINGER, NELSON e COX, 2002). ions metalicos podem agir de diversas
maneiras, entre elas como catalisador eletrofilico, estabilizando uma carga negativa em
um intermediario de reacgdo; nucleofilico, aumentando a acidez de uma molécula
préxima como a da agua na hidratacdo do CO, pela anidrase carbonica; ou até mesmo
se ligando ao substrato aumentando o niumero de interacbes com a enzima (COELHO,
SALGADO e RIBEIRO, 2008). Moduladores enzimaticos em sua maioria sdo ions
inorganicos, solventes organicos e detergentes que agem sobre o sitio ativo da enzima
de tal forma a inibir ou favorecer a atividade enzimética.

Solventes organicos imisciveis em agua influenciam na dissolucdo das moléculas
e a presenca de uma fase separada pode levar a inativagdo da enzima, enquanto os
misciveis em &gua podem interagir com a enzima e causar diminuicAo em sua
atividade, pois esses solubilizam a camada de agua que envolve a enzima e a mantém
cataliticamente ativa, estes sdo utilizados em concentracbes moderadas. Alguns
solventes organicos e detergentes atuam de forma primaria rompendo as interacfes
hidrofébicas que constituem o nucleo das proteinas globulares o que pode levar a
desnaturacdo (SERDAKOWSKI e DORDICK, 2007; MANDRICH et al, 2012).

3.4.3 Peroxidases

Peroxidases (CE 1.11.1.X) catalisam a oxidac&o de elétrons de uma variedade de
xenobidticos oxidaveis usando peroxido de hidrogénio (H2O,) como molécula aceptora
(TEKCHANDANI e GURUPRASAD, 1998; TAFAZOLI e O’'BRIEN, 2005; MATHE et al.,
2010). Sua atividade foi identificada em plantas, micro-organismos e animais. Devido a
sua natureza oxidativa, ha diversas areas onde a PO poderia substituir as técnicas
atuais como oxidante quimico (HAMID e REHMAN, 2009). A maior parte de
degradacédo de poluentes organicos envolve reacfes de oxidacdo, sendo natural que o
emprego de enzimas nessas reacdes desperte o interesse de pesquisadores. Assim,
pode-se citar a remog¢ao por precipitacdo ou transformacgéo, de compostos téxicos ou
recalcitrantes, e a alteracdo das caracteristicas de um determinado efluente, como a
biodegradabilidade ou diminuicdo da toxicidade (KARIM e HUSAIN, 2009).

Algumas novas aplicacdes de POs incluem o tratamento de aguas residuais

contendo compostos fendlicos, a sintese de produtos quimicos aromaticos e remocao
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de peroxidos de materiais. Estes compostos sdo encontrados nas aguas residuais de
uma ampla variedadede industrias, refino de petroleo, resinas e plasticos, madeira,
corantes e produtos quimicos, téxteis, de mineracdo, pesticidas, herbicidas e outros
agroquimicos (MAY, 1999; HAMID e REHMAN, 2009). A reducédo de perdxidos a custa
de um substrato doador de elétrons faz com que as POs se tornem Uteis em processos
industriais e aplicacbes analiticas (HAMID e REHMAN, 2009). Também, sao
especialmente e temporalmente associadas a diminuicdo na taxa de multiplicacéo e
disseminacdo de patdégenos, sugerindo a PO um papel ativo de resisténcia
(CHITTOOR, LEACH E WHITE, 1997).

A PO pertence a uma classe de enzimas largamente distribuida em 3
superfamilias (vegetal, animal e micro-organismos). Essas enzimas, com origem
microbiana ou vegetal, sdo utilizadas no tratamento de efluentes e residuos industriais,
resolvendo problemas especificos. Esta é facilmente extraida das células de alguns
vegetais, nas plantas, a PO tem um papel importante, pois participa do processo
delignificacdo e do mecanismo de defesa fisica contra tecidos danificados ou
infectados (NICELL e WRIGHT, 1997; HAMID e REHMAN, 2009). Pelo que parece,
segundo Veitch (2004) cada espécie vegetal contém um conjunto de isoenzimas de PO
com potencial para realizar uma variedade de funcfes diferentes, com varias formas
moleculares e uma ampla distribuicdo subcelular (MOTAMED, ALEMZADEH e
GHAEMMAGHAMI, 2009).

O rabanete (Armoracia rusticana) € uma fonte rica de PO (VEITCH, 2004;
LAVERY et al.,, 2010), entre outras fontes vegetais de PO estédo, péssego (Prunus
persica), inhame (Alocasia macrorhiza), mandioca (Manihot utilissima), alcachofra
(Cynara scolymus L.), batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.), nabo (Brassica
campestre ssp rapifera), abobrinha (Cucurbitapepo) (ZERAIK, SOUZA e FATIBELLO-
FILHO, 2008), Copaifera langsdorffii (arvore leguminosa) (MACIEL, GOUVEA e
PASTORE, 2006), soja (NISSUM et al., 2001), farelo de trigo (MANU e RAO, 2009),
Euphorbia cotinifolia (planta medicinal) (KUMAR et al., 2011), palmas (Phoenix
dactylifera L.) (AL-SENAIDY e ISMAEL, 2011).

O estudo de diferentes fontes de PO possibilita a reducéo nos custos de producéo
dessa enzima, e viabiliza a aplicagdo em processos industriais. Nesse sentido, ha a

avaliacdo da reutilizacdo de subprodutos da agroindustria, visto que esses em sua
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grande maioria sdo empregados para desenvolvimento de racdes animais por sua alta
concentracdo de proteinas.

O farelo de arroz (FA) um subproduto do beneficiamento do arroz, € uma fonte da
PO, além dessa enzima se destaca a presenca de outras como lipases, lipoxigenases,
catalases entre outras (LUH et al., 1991). O FA apresenta um percentual de proteina
que varia entre 12 a 20%. De acordo com a origem, expressivas variacbes podem ser
encontradas para a sua composi¢cao quimica. Mesmo este sendo usado para produgéo
de alguns alimentos e ragdo animal, boa parte vem sendo descartada, porém a
extracdo de seus componentes viabiliza a reutilizacdo desse subproduto com alto valor
agregado (PESTANA, MENDONCA e ZAMBIAZI, 2008).

Assim também se apresenta o farelo de soja (FS), que € produzido apos a
extracao do 6leo do grao de soja, e também utilizado para a alimentagcédo animal, sendo
mais rico em proteinas do que aqueles derivados de outras oleaginosas como a canola
e o girassol. A PO de soja é fortemente relatada na literatura quanto a sua aplicacao
em processos de descontaminacdo ambiental, frente a corantes (SILVA et al., 2013) e

outros compostos organicos (PARKER et al., 2012).
3.5 APLICAQAO DA PEROXIDASE EM DESCONTAMINAQAO

As POs e fenol-oxidases catalisam reacfes de oxidacdo de compostos
aromaticos, uma das maiores classes de substancias poluentes e téxicas (BON,
FERRARA e CORVO, 2008). Li et al. (2011) enfatizam que entre as tecnologias de
tratamento aceitas, 0 processo enzimatico com uma enzima redox (PO de rabanete,
lignina-peroxidase, etc), na presenga de H,O, como um oxidante, obtém maior
eficiéncia de remocdo de compostos fendlicos organicos, tais como fenol,
pentaclorofenol e horménios.

Com a necessidade de melhoria na remediacdo bioldgica, técnicas como a
tecnologia enzimatica tem recebido grande atencao. Kinsley e Nicell (2000) avaliaram a
aplicacdo de uma PO obtida de soja como catalisador da reacdo de oxidacao
epolimerizacdo de compostos arométicos, na presenca de H,0O,. Os produtos
polimerizados precipitam com a solucéo, viabilizando uma degradacéo de 95% de fenol
com adicdo de PEG como aditivo para aumento da vida ativa da enzima. Uma PO

obtida de rabanete (HRP, do ingés Horseradish Peroxidase) foi empregada em
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processo de descontaminacdo de compostos fendlicos (WAGNER e NICELL, 2002),
juntamente com H,O,, resultando em 95% de remocédo de fendis (2-clorofenol, 4-
clorofenol, 2,4-diclorofenol e 2-metilfenol) em 3h.

Muitas aplicacdes tém sido estudadas na industria quimica, clinica, bioquimica,
alimenticia e biotecnolégica que utilizam enzimas para produzir ou melhorar os
produtos (MOTAMED, ALEMZADEH e GHAEMMAGHAMI, 2009; PERDANA et al.,
2012). Enzimas atuam sobre compostos especificos, e por simples reacdes podem
aumentar a biodegradabilidade de substancias toxicas ou auxiliar na sua remocéo. O
tratamento enzimatico de efluentes, como no processamento do papel auxilia o
tratamento bioldgico, pois os tratamentos quimicos acabam alterando ou destruindo a
microflora que atua no processo de degradacdo e mineralizacdo da matéria organica
do efluente.

A degradacdo de hormdnios estrogénicos naturais e sintéticos (estrona, estradiol,
estriol e etinolestradiol) por HRP, foi estudada por Auriol et al. (2006). A reacédo
catalisada pela enzima (0,0017 U mL™), em tampéo fosfato pH 7, 25 + 1 °C, levaram a
um percentual de degradacao que variou entre 92 e 100% durante 1 h de tratamento.
Segundo os autores este estudo demonstrou que o sistema catalisado por HRP é
tecnicamente viavel para a remocédo dos principais estrogénios presentes no ambiente
em baixas concentracoes.

Karim e Husain (2009) avaliaram a aplicacdo da PO extraida de abébora amarga
em processo de degradacdo por polimerizacdo oxidativa do composto bisfenol A. O
composto se mostrou resistente a acdo da enzima, porém, a oxidacdo foi aumentada
com a adigdo do substrato guaiacol ao sistema como mediador redox. O sistema de
degradacéo utilizado foi constituido por guaiacol (0,3 mmol L), H,O, (0,75 mmol L™?) e
0,32 U mL™* da enzima, em tamp&o fosfato pH 7,0 a 40 °C, chegando a um percentual
de degradacao de bisfenol A de 90% em 4 h. O produto de degradacéo foi identificado
como 4-isopropenilfenol Figura 4.
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BGP
HO O O OH ——> WOH+ polimero
H202

BPA 4 - isopropenilfenol
Figura 3. Reacao proposta para polimerizacdo de BPA (bisfenol A) catalisada por BGP
(peroxidase de abdébora amarga) (KARIM e HUSAIN, 2009).

Uma HRP, com processo catalisado por H,0O, e nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NADH), foi aplicada para remover pentaclofenol. Cerca de, 98% de
pentaclofenol a uma concentracdo de 0,05 mmol L™ foi removido pelo sistema HRP-
NADH-H,0;, a 30 °C em pH 5,0 durante 1 h. Segundo os autores, Li et al. (2011), em
comparacdo a HRP convencional, o sistema com adicdo de H,O, melhorou a
degradacdo. A adicdo de O, em sistema HRP-NADH-H,O, aumentou ataxa de
remoc¢do de PCP devido a promocao do radical hidroxila (*OH) e geracdo do anion
radical superoxido (*O27). A eficiéncia da remocdo de pentaclofenol diminuiu quando
*O,~ e H,O, foram removidos pela enzima catalase superoxido dismutase do sistema
HRP-NADH-O,, demonstrando que *OH/*O,~ desempenharam um importante papel na
degradacéo.

Silva et al. (2013), avaliaram o uso de um extrato bruto de PO obtido de cascas
de sementes de soja, de modo a catalisar a remocao da cor de uma solu¢do aguosa
contendo o corante téxtil reativo Remazol Brilliant Blue R e do efluente sintético. Esse
estudo obteve uma remocdo maxima de corante de 86% apds 13 min de reacao
usando H20, 100 mmol L™, enzima 70,4 U mL™ e 40 mg L™ do corante.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 Subprodutos agroindustriais

As amostras de FA e FS foram adquiridas no comércio local, acondicionadas em

embalagem apropriada a temperatura de 0 °C até sua utilizacao.
4.1.2 Padrbes de micotoxinas e peroxidase

Os padrdes das micotoxinas DON e De-epoxi-Deoxinivalenol (De-DON) foram
adquiridos da Sigma Chemical Company (E.U.A.). Para a preparacdo das solucbes
estoques da micotoxina DON, esta foi solubilizada em benzeno:acetonitrila (95:5) para
resultar em concentracdo de 100 pg mL™. As soluces de trabalho consistiram na
diluicdo das solucdes estoque para a concentracdo de 50 pg mL™. A determinacgéo das
concentracbes das solucdes foi realizada pela relacdo p/v e confirmadas pelo
procedimento descrito por Bennett e Shotwell (1990) e Krska et al. (2007) utilizando a
absortividade molar do padrdo em acetonitrila (219 nm). De-DON foi adquirido na
concentracdo de 50 pg mL™ tendo como solvente acetonitrila.

O padrdo de PO foi adquirido da Sigma Chemical Company (E.U.A.), como
padrdo enzimético de PO tipo VI obtida de raiz forte (HRP) liofilizada com concentracéo
de 250 a 330 U mg sélido™.

4.1.3 Instrumentacgao

e Balanca analitica de precisdo FA2104N (Bioprecisa, Sao Paulo, Brasil);

e Banho termostéatico com agitacdo — Quimis (Sao Paulo, Brasil);

e Banhos ultrassoénicos 25, 37 e 40 kHz, 150 W - UNIQUE (S&o Paulo, Brasil);
e Bomba de vacuo Prismatec — (Sao Paulo, Brasil);

e Céamara de fluxo laminar — Laboconco Corporation (Missouri, USA);

e Centrifuga refrigerada CIENTEC CT-5000R (Sé&o Paulo, Brasil);

e Coluna analitica Ascentis C18 (150 x 4,6 mm, 3 ym); (Supelco, USA);
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Coluna analitica Gemini C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym); (Phenomenex, USA);
Concentrador Tecnal TE-019 — (Sao Paulo, Brasil);

Cromatografoa liquido Shimadzu, disponivel no Laboratério de Micotoxinas -
FURG, equipado com sistema administrador CBM-20, modulo LC-20AT,
desgaseificador DGU-20As e detector UV-VIS SPD-20A, conectado em software
LC solution data aquisition, injetor Rheodyne loop 20 pL;

Cromatografo a liquido Waters (Milliford, MA, USA) equipado com bomba
guaternaria modelo 600, com sistema de elui¢cdo isocratica, Detector por Arranjo
de Diodos 2996, sistema de aquisicdo de dados software Empower PDA.
Cromatografo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters, equipado com
amostrador automatico, bomba quaternaria, sistema de desgaseificacao,
separador de massas, Micormassas Quatro Micro™ API Waters, com fonte API,
utilizado no modeo de ionizacdo por Electrospray, sistema de aquisicdo de
dados através do software Masslynx 4.0 Waters;

Destilador de Nitrogénio Tecnal TE-0363 — (S&o Paulo, Brasil);

Digestor de proteinas Gerhardt — (Sao Paulo, Brasil);

Eletroforese com fonte GSR modelo 300STD, acoplada a cuba vertical para uma
ou duas placas da marca DIGEL.

Espectrofotdmetro Biospectro SP220 (Sao Paulo, Brasil);

Espectrofotdmetro modelo Cary 100 — VarianUV-VISIBLE (Walnut Creek, USA)
Estufa (temperatura 37 a 120 °C) — Quimis (Séo Paulo, Brasil);

Microdestilador de solventes Tecnal TE-019 — (S&o Paulo, Brasil);
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel de 10 — 1000 uL;

Moinho Tecnal TE-631 — (Sdo Paulo, Brasil);

Mufla (550 °C) — Quimis (Sao Paulo, Brasil);

pHmetro Lutron pH 206

Refluxo para soxhlet — Quimis (S&o Paulo, Brasil);

Refluxo para fibras — Quimis (S&o Paulo, Brasil);

Vértex Mixer Vixar — (Coreia);

Shaker incubadora Tecnal TE-420 — (S&o Paulo, Brasil);

Sistema de filtragdo em membrana Supelco (USA);
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e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3 Millipore (Millipore, USA).
4.1.4 Reagentes e solventes

e 2- Mercaptoetanol P.A. (AMRESCO, USA);

e Acetonitrila grau HPLC (Panreac, Espanha);

e Acetonitrila P.A. (Vetec, Brasil);

e Acetona P.A. (Synth, Brasil);

e Acetona recuperada em destilador de solventes;

e Acido acético P.A. (Synth, Brasil);

e Acrilamida para eletroforese (Vetec, Brasil);

e Agua destilada;

e Agua ultrapura purificada em sistema Direct-Q UV3 Millipore (resistividade de
18,2 MQ cm);

e Albumina de soro bovino (INLAB, Brasil);

e Alcool Iso-Amilico P.A. (Vetec, Brasil);

e Azul de bromofenol P.A. (Vetec, Brasil);

e Benzeno P.A. (Vetec, Brasil);

e Bis-acrilamida (Vetec, Brasil);

e Carbonato de célcio (Synth, Brasil);

e Cloreto de bario (Vetec, Brasil);

e Cloreto de magnésio (Vetec, Brasil);

e Cloreto de potassio (Vetec, Brasil);

e Cloreto de sadio (Synth, Brasil);

e Cloroférmio P.A. (Proquimios, Brasil);

e Coomassie Blue G-250 P.A. (AMRESCO, USA);

e Diclorometano P.A. (Merk, Alemanha);

e Dodecil sulfato de sédio (Bioagency, Brasil);

e Edta (Synth, Brasil);

e Eter de petréleo P.A. (Vetec, Brasil);

e Frascos de vidro (vial), com capacidade para 1,5 mL;

e Frascos de vidro ambar com capacidade de 25, 50 e 100 mL;
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Folin Ciocalteau 2N (Préton Quimica, Brasil);

Fosfato de sédio monobasico (Vetec, Brasil);

Fosfato de sédio dibasico (Vetec, Brasil);

Gas nitrogénio;

Glicina P.A. (Sigma Chemical Company — E.U.A.)

Guaiacol P.A. (Vetec, Brasil);

Hexano P.A. (Synth, Brasil);

Hidréxido de sédio 1N (Vetec, Brasil);

Membrana de acetato de celulose 0,45 ym de didmetro de poro de 47 mm de
diametro (Millipore, S&o Paulo, Brasil) com utilizacdo na filtragcdo de solventes
para HPLC.

Metanol grau HPLC (J.T. Baker, USA);

Metanol P.A. (Synth, Brasil);

Padréo de massa molecular para eletroforese 15 — 150 kDa (AMRESCO, USA).
Padrdes analiticos: Deoxinivalenol e Deepoxi-Deoxinivalenol (Sigma Chemical
Company — E.U.A.);

Padrédo de enzima Peroxidase Horseradish (Sigma Chemical Company - E.U.A.);
Perdxido de hidrogénio 30% (Exodo Cientifica, Brasil);

Persulfato de amoénio (Sigma Chemical Company - E.U.A.);

Sephadex G-100 (Sigma Chemical Company - E.U.A));

Sulfato de amonio (Synth, Brasil);

Sulfato de cobre (Vetec, Brasil);

Sulfato de manganes (Synth, Brasil);

Sulfato ferroso (Vetec, Brasil);

Tetracloreto de carbono (Quimca Fina LTDA);

Tetrametiletilenodiamina (Vetec, Brasil);

Tetrahidrofurano 99% (Sigma Chemical Company - E.U.A.);

Tween 80 P.A. (Synth, Brasil);

Vidraria de rotina laboratorial (baldes volumétricos, tubos de ensaio, pipetas

volumétricas, copo de béquer,...).
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4.2 METODOS

O fluxograma das atividades executadas no estudo esta descrito abaixo.

5

Padroniza¢ao Padronizacao
da extracao da extracao

v v

Obtencao do extrato bruto

v v

Purificacao Purificagdo

v v

Obtengao do extrato puro —_

v v

Caracterizacao Caracterizacao

N Atlyld?tfle
enzimatica

Atividade
enzimatica

| )
!

Estudo de
degradacaode
DON

Figura 4. Representacdo esqueméatica do desenvolvimento experimental.
4.2.1 Caracterizacao quimica dos farelos

O teor de umidade foi determinado empregando o método gravimétrico de
secagem em estufa a 105°C de acordo com o método n° 935.29, os lipidios foram
determinados pela extracdo com éter de petréleo de acordo o método n° 920.85; a
determinacao de cinzas por método gravimeétrico, através de incineracdo das amostras

em mufla a 550°C; método n° 923.03; e 0s niveis protéicos determinados pelo método
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de micro-kjeldahl, n° 920.87 e o teor de fibra bruta segundo o método n° 991.43, todas
da A.O.A.C. (2000).

Os percentuais de carboidratos foram estimados por diferenca, considerando o
somatorio dos teores de proteinas, lipidios, cinzas, umidade e fibra alimentar total.

4.3 OBTEN(;AO DAS ENZIMAS
4.3.1 Estabelecimento das condi¢des de extracao

A extracao da enzima PO foi realizada a partir dos subprodutos agroindustriais,
FA e FS. As condic¢es iniciais para extracdo da enzima foram baseadas em método
descrito por Cardinali et al. (2011), onde, 0 meio tamponante extrator a uma
concentracdo de 5 mmol L™ foi adicionado aos farelos, seguido de agitacdo mecanica
por 60 min a temperatura ambiente, para rompimento da estrutura celular e
solubilizagé@o proteica. Para obter condi¢cdes Otimas de extracdo da PO, as variaveis,
tempo de extracdo, volume de solvente extrator e pH do solvente extrator, foram
avaliadas através de delineamento composto central rotacional DCCR 23. As variaveis
e 0s niveis avaliados encontram-se na Tabela 3, gerando 17 experimentos que
contavam com pontos centrais em triplicata, para determinagcédo do erro experimental, e
pontos axiais que viabilizam a maximizacdo dos resultados da extracdo da PO em
termos de atividade especifica.

Os extratos enzimaticos brutos provenientes dos difrentes experimentos foram
centrifugados a 3220 x g por 10 min a uma temperatura de 4 °C, os sobrenadante
filtrados, para quantificacdo da proteina sollvel e da atividade especifica da PO em
cada um deles.

Apbs o estabelecimento das condigbes de extracao foi avaliada a influéncia da
forca ibnica do tampdao fosfato nas concentracdes variando entre 0,005 e 0,050 mol L™.

Foram testados também as condi¢cdes de agitacdo orbital (100 rpm), agitacao
ultrassonica (25, 37 e 40 kHz) e blender (5 min).
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Tabela 3. Niveis e variaveis analisadas no delineamento composto central rotacional
DCCR 2°.

FA
Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Tempo (min) 34,8 45 60 75 85,2
pH 3,3 4 5 6 6,7
Volume (mL) 16,4 30 50 70 83,6
FS
Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Tempo (min) 34,8 45 60 75 85,2
pH 3,3 4 5 6 6,7
Volume (mL) 16,4 30 50 70 83,6

4.3.2 Moduladores de atividade enzimatica

A avaliacdo do efeito de moduladores sobre a atividade enzimatica foi verificada
com a adicdo de sais inorganicos, cloretos, sulfatos e carbonato, como cloreto de
potassio (KCI), cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de bario
(BaCl,), sulfato de manganés (MnSQO,), sulfato de ferro (FeSO,), sulfato de cobre
(CusO,) e carbonato de calcio (CaCO;); solventes organicos polares, acetona,
acetonitrila (ACN), cloroférmio (CH3Cl) e metanol (CH;OH) e um apolar benzeno;
detergentes, SDS e Tween 80; e acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Estes
adicionados em duas concentragdes no solvente extrator. A escolha desses modulares
foi realizada de acordo com dados da literatura (VERMA e SATYANARAYANA, 2012).

As duas concentracdes adicionadas ao solvente extrator para 0s sais inorganicos
foram 0,1 mol L* e 0,2 mol L, os solventes organicos foram adicionados nas
concentracbes 5 e 10%, detergentes 0,1 e 0,5% e EDTA em concentracbes de
0,01 mol L™ e 0,02 mol L. Os resultados obtidos foram expressos em atividade

relativa, de acordo com a Equacéo 3.
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4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ESPECIFICA

A determinacdo da atividade especifica foi realizada a partir do método de
Devaiah e Shetty (2009). O meio reacional foi constituido por 2 mL de agua, 1,5 mL de
tampdo fosfato, 0,5 mL de guaiacol 0,080 mol L* e 1 mL de H,O, 0,08%, a
transmiténcia dos compostos oxidados foi obtida em espectrofotometro a 470 nm. A
atividade enzimatica foi estimada em termos de atividade especifica, através da reacdo
de oxidacdo do substrato a tetraguaiacol caracterizado pela coloracao laranja. Uma
unidade de atividade especifica da enzima PO foi definida como a massa de proteina
capaz de causar um aumento da unidade de absorvancia em 0,001 por minuto
(GARDA-BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2010).

A quantificacdo de proteina nos extratos (mg mL™) foi realizada pelo método de
Lowry (1951), utilizando albumina de soro bovino (BSA, do inglés Bovine Serum

Albumin) como padrao.
4.5 PURIFICAC;AO DAS PEROXIDADES

Os extratos brutos obtidos de FA e FS foram submetidos a purificacdo
empregando cromatografia de exclusdo molecular (BOER et al., 2006) e particdo

trifasica (OZER et al., 2010), visando rendimento e fator de purificacdo das PO.
4.5.1 Concentragao protéica

Os extratos enzimaticos brutos obtidos apds estabelecidas as condicbes de
extracdo foram submetidos a concentracdo proteica por precipitacdo de acordo com
método de Boer et al. (2006) adaptado para este trabalho. Para isto foi empregado
solvente organico, acetona na propor¢ao 1:3. A mistura foi mantida sob refrigeragao por
24 h, seguido de centrifugacdo a 3220 x g, 4 °C durante 40 min, com posterior
solubilizacdo dos precipitados em tamp&o fosfato 5 mmol L™ com pH 5 e pH 6,
respectivamente para FA e para FS. A eficiéncia da etapa era indicada pela

determinacao da atividade especifica e teor de proteina soluvel.
4.5.2 Cromatografia de exclusdo molecular — Sephadex G-100

Seguindo método de Boer et al. (2006), o extrato enzimatico obtido segundo o

item 4.5.1, foi submetido a purificacdo em coluna cromatografica de exclusdo molecular
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com dimensfes de 1,5 cm de diametro x 30 cm de altura, empacotada com Sephadex
G-100 por um periodo de 24 h antes do uso. Volumes de extrato enzimatico
correspondente a 35,4 mg de proteina para FA e 38 mg de proteina para FS foram
eluidos na coluna cromatogréfica em uma vazdo de 0,4 mL min™. Aliquotas de 2 mL
foram recolhidas para determinacdo da concentracdo protéica em espectrofotdmetro a

280 nm e a medida da atividade especifica da PO (item 4.4).
4.5.3 Particéo trifasica (TPP)

Conforme procedimento de Ozer et al. (2010), em um tubo de centrifuga de
15 mL contendo 2 mL de extrato enzimético bruto, foi adicionado sulfato de amémio,
até obtencdo de 50% de saturacdo a temperatura ambiente, seguido de
homogeneizacdo em voértex. Apés, foi adicionado acetona em uma propor¢cédo 1:1 e o
sistema homogeneizado em vértex durante 1 min, permanecendo em repouso por 1 h
para separacdo das fases. A etapa seguinte foi a centrifugacdo a 3220 x g, 4 °C
durante 10 min para melhor separacao das fases.

A fase de topo (acetona) e de fundo (sal) foram separadas da interface formada
durante a centrifugacdo. As fases, salina e contendo acetona, foram retiradas com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur e na fracdo precipitada contendo a PO foram
adicionados 2 mL de tamp&o fosfato 5 mmol L™ pH 5 para o precipitado obtido de FA e
pH 6 para FS. Em todas a fases e nos extratos enzimaticos purificados, foi determinada
a atividade especifica da PO (U mg™) e a concentracdo de proteina (mg mL™?). Os
parametros, percentual de saturacdo do meio com sulfato de aménio (20, 30, 40, 50 e
60%, m/v) e volume das fases de fundo e topo (extrato bruto: solvente - 1:0,5; 1:1; 1:1,5
e 1:2, vlv), foram avaliados quanto a sua influéncia no fator de purificacdo e
recuperacédo da PO.

Os parametros recuperacédo e fator de purificacdo enzimatica foram calculados

de acordo com as Equacgdes 1 e 2, respectivamente.

o/ _ AcEP 3
REC (%) = AZB X 100 Equacéo 1
Fp = 2P Equacéo 2

A.EB
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Onde:

REC — Recuperagéo enzimatica

FP — Fator de purificacdo enzimatica

AEP — Atividade total (U;) do extrato purificado

AEB — Atividade total (U;) do extrato bruto

A.EP — Atividade especifica (U mg™) do extrato purificado
A.EB — Atividade especifica (U mg™) do extrato bruto

4.6 CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS PO

Foram analisados fatores pH, tempo, temperatura, for¢a idnica e concentracao
de substrato na atividade dos extratos enzimaticos. O efeito do tempo de reacao foi
estudado incubando a enzima e seu substrato em diferentes intervalos de tempo, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 e 55 min. O efeito das temperaturas de incubacéo foram
estudados em 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70 e 80 °C. O efeito do pH na reacéo
enzimatica foi avaliado pela adicdo de tamp&o fosfato 5 mmol L™ em pH de 4,5; 5,0;
5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5. O efeito da forca ibnica do meio foi avaliada em
diferentes concentracdes salinas do tampéo fosfato, 0,005; 0,010; 0,020; 0,030; 0,040 e
0,050 mol L™. Os resultados obtidos foram expressos em termos de atividade relativa,

de acordo com a Equacéao 3:

Ae

A (%) = y X 10 Equacéo 3

emax

Onde:
A — Atividade relativa
A — Atividade especifica (U mg™)

Aemax — Atividade especifica maxima (U mg™)
4.6.1 Parametros cinéticos

Para a determinacdo dos parametros cinéticos Ky e Vnax, a atividade da PO foi

avaliada em diferentes concentragfes iniciais de substrato. O efeito de diferentes
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concentracdes de substrato enziméatico guaiacol (de 8 a 160 mmol L™) sobre a
atividade enzimatica é descrita pela constante de Michaelis-Menten (Ky), que pode ser

obtida através do gréafico da velocidade versus a concentracdo de substrato.

__ Vmax|[S]

= Kmt[s] Equacdo 4

0

Os parametros cinéticos Ky e Vmax foram estimados a partir da linearizacdo da

equacao de Michaelis-Menten pelo método grafico de Lineweaver-Burk (Equacéo 5).

1 Km\ 1 1 3
- = ( - )—+ - Equacdo 5
v Vmax/ [S] Vmax

Os valores de Ky e Vnax foram obtidos pelos coeficientes angular e linear da

Equacéo 5, respectivamente.
4.6.2 Estabilidade enzimética

A influéncia do pH na estabilidade enzimética foi avaliada através da
solubilizacdo do extrato enzimatico, obtido de acordo com item 4.5.1, em tampao
fosfato pH de 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5, durante 40 dias sob temperatura de
refrigeracao (10 °C).

O estudo da termoestabilidade da PO dos extratos brutos e purificados por
particdo trifasica foi realizado incubando os extratos nas temperaturas de 0, 10, 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 e 120 °C até perda total de atividade, em pH 6. A
avaliagdo da termoestabilidade foi realizada até o momento em que nao foi detectada
acdo enzimética.

A medida da atividade especifica dos extratos indicou a estabilidade, conforme
Equacéo 3. O tempo de meia vida (t”:) (Equacao 6) no meio reacional, nas diferentes
temperaturas também foi determinado pelo periodo em que a enzima manteve 50% de
sua atividade (MDLULI, 2005);
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In2 E 50 6
= — uacao
1/2 Ky quag
Onde:
t/,- tempo de meia vida

Kg- constante de desnaturacao térmica.

A constante de desnaturacdo térmica (Kg) da enzima em meio reacional foi
determinado a partir do gréafico logaritmico semi-natural da atividade residual em funcao
do tempo; a energia de desativacdo da reacdo (Eq) foi estabelecida de acordo com a

Equacéo 7;

InK; = InK — (%) Equacéo 7
RT

Onde:

Eq - energia da reacdo de desativacao

Kq - constante de desnaturacéo térmica

K - constante de Boltzmann (1.3806 x 10%J K™

T - temperatura absoluta em Kelvin

R - constante dos gases (8,314 x 10 KImol*K™).

O valor da reducédo decimal D (Equacao 8), tempo necessario para a reducéo de
90% da atividade em uma determinada temperatura (MDLULI, 2005) e o valor de z
(variacdo de temperatura em um sistema para que ocorra uma reducdo decimal na
velocidade de reacgéo) foi dado pelo inverso do coeficiente angular da reta construida a
partir de log (D) versus a temperatura (°C) (HEIDTMANN et al., 2012).

2,30 ~
D =— Equacio 8
Ka

Onde:
D — valor da reducéo decimal

Kg — constante de desnaturacao térmica
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4.6.3 Parametros termodinamicos

A avaliacdo termodinamica foi realizada para as temperaturas avaliadas no
estudo de estabilidade térmica da enzima, expressa em termos de energia livre de
Gibbs (AG*), o que possibilita o estudo de parametros como entropia de inativagao
(AS*) e entalpia de inativagdo (AH*), ambos relacionados a AG* pela relacdo de Gibbs-

Helmholtz, conforme Equacéo 9:
AG* = AH* - TAS* Equacédo 9
4.6.4 Determinagdo da massa molecular das proteinas dos extratos enzimaticos

A avaliacdo da massa molecular e a confirmacao da pureza do extrato purificado
foram verificadas através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A coloracédo dos géis foi realizada em solucéo
contendo: &cido acético 13,5% (v/v), metanol 54% (v/v) e Comassie Blue G-250 0,27%
por aproximadamente 15 min, e a descoloracao através de solucdo contendo 7% (v/v)
de &cido acético e 30% (v/v) de metanol, sendo renovada a solucdo a cada 45 min até
obtencéo de uma revelacéo nitida (WEBER e OSBORN, 1969).

Para preparo das amostras para andlise em eletroforese, retiraram-se aliquotas
dos extratos brutos que correspondiam a 2 e 2,5 mg de proteina para os extratos de FA
e FS respectivamente, sendo estes, precipitados com acetona, para concentracdo
enzimatica por precipitacdo. O sistema foi mantido sob refrigeracdo durante 24 h e
posteriormente centrifugado (3220 x g, 4 °C durante 10 min). O precipitado obtido foi
solubilizado em 100 pL de tamp&o de desnaturacéo (tris HCl 0,15 mol L™ pH 6,8, 10 %
SDS, 20 % 2 - Mercaptoetanol, bromofenol e glicerol) e 12 uL de glicerol. Em seguida,
as amostras foram submetidas a desnaturacdo em banho-maria a 100°C por 7 min e
analisadas imediatamente ou apds armazenadas a 0 °C (PORZIO e PEARSON, 1977).

As corridas eletroforéticas foram realizadas em cuba com miliamperagem fixada
em 20 mA, 200V, durante 2 h e 30 min. As concentracdes do gel de separacao e do gel
de concentracdo foram de 10,5% e 3,8%, respectivamente. A quantidade de proteina
aplicada no gel foi padronizada em 400 ug por poco para FA e 200 pg por pogo para
FS. Cada sistema de separacéo proteica foi comparado simultaneamente por padréo
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de massa molecular com variacédo de 15 a 150 kDa e por padréo de enzima HRP com

massa molecular de 44 kDa.
4.7 ESTUDO DE DEGRADACAO DE DEOXINIVALENOL

4.7.1 Condi¢cdes cromatograficas para separacao e quantificacdo de Deoxinivalenol e

De-epoxi-Deoxinivalenol

O método cromatografico para separacéo e quantificacdo das micotoxinas DON
e De-DON, foi otimizado primeiramente em HPLC-UV e HPLC-DAD com deteccdo em
219 nm, através de uma eluicdo isocratica. Foram testadas duas colunas
cromatograficas, Ascentis C18 com tamanho de particula de 3 ym e 150 mm x 4,6 mm
de diametro interno e Gemini C18 com tamanho de particula de 5 um e 250 mm x 4,6
mm de diametro interno. Os solventes utilizados para eluicdo dos compostos foram:
ACN, metanol, tampéo fosfato em pH 6, 5 mmol L™, e 4gua ultra pura de sistema Milli-
Q com uma resistividade de 18,2 MQ cm, estes solventes utilizados no sistema foram
filtrados em bomba de vacuo com a utilizacdo de membranas de acetato de celulose de
0,45 ym e também desgaseificados em banho ultrassénico de 40 kHz em temperatura
ambiente.

As proporcdes testadas para a coluna Ascentis C18, foram: H,O:ACN:tampéo
fosfato (TF) — 85:5:10, 80:10:10 e 85:10:5 e para a coluna Gemini C18, foram:
H,O:ACN:metanol — 30:70:0, 20:80:0, 20:75:5, e 25:75:0. A vazdo de fase moével (FM)
avaliada variou de 0,2 a 0,5 mL min™ para a coluna Gemini C18 e 0,6 mL min™ para a
coluna Ascentis C18.

A avaliacé@o da separacdo de DON e De-DON foi realizada em padrdes diluidos
conforme item 4.1.2 através do tempo de retencdo (tr) de cada analito, fator de
separacao (a) e fator de retencéo (k) (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006). De acordo
com as Equacdes 10 e 11 foram determinados k e a, respectivamente.

trR—tm
k =——=

Equacéo 10
tm

Onde:

k = fator de retencao;
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tr = tempo de retencdo de um analito, tempo transcorrido desde a injecéo até o ponto
de maximo do pico;

tw = tempo de retencao de um analito ndo retido.

a=— Equacédo 11

Onde:

a = fator de separacéo;

ko = fator de retencéo do segundo composto a eluir na corrida cromatogréfica;
k; = fator de retencéo do primeiro composto a eluir na corrida cromatogréfica.

A confirmacédo da degradacdo de DON e presenca de De-DON, ocorreu por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com espetrébmetro de massas sequencial. O
cromatdgrafo utilizado foi um Cromatografo a Liquido Alliance Separations modelo
2695 Waters (Milford, MA, USA) equipado com amostrador automéatico, bomba
guaternaria, sistema de desgaseificacdo, detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API
Waters com fonte API, utilizando o modo de ionizagdo por Electrospray, sistema de
aquisicdo de dados através do software Masslynx 4.0 Waters e coluna analitica Kinetex
2,6 um 100 A (50 x 3 mm de didmetro interno), Phenomenex.

A fase moével utilizada foi composta por metanol:H,O ultrapura 5 mmol L™ de
acetato de aménio (70:30, v/v) com eluicdo no modo isocratico e uma vazdo de
0,2 mL min™. As condicdes cromatograficos foram otimizadas no LC-ESI-MS/MS, para
diminuir o tempo de corrida ja estabelecido em HPLC-DAD.

As condicfes no espectrometro de massas foram otimizadas pela injecao direta
da solucdo analitica do padrdo de DON 1 pug mL™. A partir da injecéo foi definido para
DON (296,3 de massa molecular o modo de ionizacéo da fonte (eletrospray negativo),
energia de colisdo (11/8), voltagem do cone (17/17) e transicdo (m/z) ion presursor —
ion produto (355>58,8 e 355>295,2-este usado para quantificacdo). Com essas
condicdes definidas, foram selecionados os ions a serem monitorados para

guantificacéo e qualificacao.
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4.7.2 Validacdo de método analitico

Apos as condi¢cdes de separacao e quantificacdo das micotoxinas estabelecidas,
foi realizada a validacdo. Neste trabalho, as figuras de mérito utilizadas para validacéo
do método instrumental foram: linearidade, curva analitica, limite de detec¢édo (LD) e
limite de quantificacdo (LQ), sensibilidade, seletividade, exatiddo (recuperagao) e
precisdo (repetibilidade) (ANVISA, 2003; RIBANI, 2004; LANCAS, 2009; HARRIS,
2011).

A avaliacdo da linearidade (R) foi realizada a partir da curva analitica, com
relacdo a area do pico do analito (sinal da amostra — sinal do branco) (HARRIS, 2011).
A faixa linear variou entre 0,49 a 4,08 yg mL™ para HPLC-UV, HPLC-DAD e LC-ESI-
MS/MS. Para construcdo das curvas analiticas foi preparada uma solucdo padréo
contendo a mistura dos dois compostos em estudo.

A detectabilidade do meétodo foi estabelecida de acordo com os limites de
deteccdo e quantificacdo. Os LD e LQ foram estimados pela relacdo sinal/ruido,
considerando, respectivamente a concentracdo que gerou no minimo um sinal de 3 e
10 vezes maior que a razédo do sinal pela linha de base (ruido). Os limites instrumentais
foram obtidos pela calibragéo externa no solvente em uma solucéo padrao contendo a
mistura dos dois compostos em estudo (LANCAS, 2009).

A sensibilidade do método foi determinada pela inclinacdo da reta obtida pela
curva analitica, correspondendo ao coeficiente angular da equagédo linear (LANCAS,
2009). A seletividade foi avaliada pelo sinal do analito gerado em HPLC-DAD através
do espectro eletrénico do sinal do analito comparado ao do padrdo analitico.

A exatiddo do método foi definida em termos de recuperacdo, sendo esta
calculada com base na concentracdo conhecida do analito adicionada aos sistemas no
estudo de cinética de degradacéao, conforme item 4.7.4 e determinada ap0s extracao e
quantificacdo segundo metodologia desenvolvida. A recuperacdo, expressa em
porcentagem, foi obtida correlacionando-se a concentracdo de DON pela curva
analitica com o teor inicial no meio tamponante.

A precisédo foi avaliada em funcéo da repetibilidade (RIBANI, 2004), onde foram
realizados ensaios em triplicata de extracdes e quantificacdo utilizando o método de
particdo liquido-liquido. A partir das inje¢des das triplicatas foi calculado o RSD (%),

obtido a partir da Equagao 12.
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RSD (%) = —— x 100 Equacéo 12

Onde:
S = estimativa do desvio padréo

Xm = média de uma série de medidas (replicatas)
4.7.3 Cinética de degradacéo

Apés a definicdo das condi¢cdes oOtimas de obtencdo, purificacdo e reacao
enzimatica, além da caracterizacdo bioquimica da enzima PO foi avaliado o potencial
degradativo sobre DON. Os experimentos para verificar a degradacdo de DON foram
realizados em meio tamponante, conduzidos segundo as condi¢des Otimas de atividade
das enzimas de FA e de FS na forma purificada e pela enzima HRP na forma
comercial, acompanhando a acdo da enzima PO, a concentracdo de DON e/ou
formacao de De-DON, visando a comparacéo da aplicabilidade e custo do processo de
degradacao micotoxicolégica.

Os experimentos em que foi empregada a enzima PO obtida de FA, foram
conduzidos sob as condi¢cdes 6timas, empregando a proporcdo de solvente tampao
fosfato pH 5,5 com forca i6nica de 5 mmol L™ :ACN (80:20 — v/v), e temperatura de
20 °C. Quando utilizado a enzima obtida de FS, as condi¢des foram tampéo fosfato pH
5 com forca iénica de 5 mmol L™::ACN (80:20 — v/v) a uma temperatura de 30 °C. Para
a enzima comercial HRP, nos experimentos foi utilizado tampé&o fosfato em pH 6 com
forca i6nica de 5 mmol L™ & temperatura ambiente (25 °C), conforme o descrito pelo
fornecedor Sigma Chemical Company (E.U.A.).

A avaliacdo da cinética de degradacao foi constituida de etapas que envolveram
diferentes sistemas: na presenca da micotoxina em meio tamponante (D); na presenca
da micotoxina em meio tamponante contendo PO e o cofator de atividade enziméatica
H.O, (DPOP); na presenca da micotoxina em meio tamponante contendo PO e o
substrato de acdo enzimatica guaiacol (DPOG) e na presenca da micotoxina em meio
tamponante contendo PO, o cofator de atividade enzimatica H,O, e o substrato
guaiacol (DPOPG).
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No estudo cinético foram avaliados diferentes tempos de incubacéo (15, 30, 45,
60 e 90 minutos, 3, 5, 10, 24, 32 e 48 h), para os sistemas D, DPOP, DPOG e DPOPG
sob agitacdo constante de 150 rpm para as enzimas na forma purificada extraidas de
FA e FS. Os ensaios foram realizados em triplicata, em vidro ambar fixando o volume
total de 13 mL, além das concentracdes de 2 pg mL™* para DON, 4 pyg mL™ para
peréxdo de hidrogénio, 2 ug mL™ de guaiacol e 50 yg mL™ de PO. A avaliacdo da acdo
degradativa da enzima comercial HRP, ocorreu sob condi¢gbes diferentes das demais
enzimas, visto que esta possui condi¢des Otimas de agdo estabelecidas pelo fabricante.
A cinética ocorreu em 10 tempos de incubacéo (15, 30, 45, 60 e 90 min, 3, 5, 10, 24 e
48 h), com os mesmos sistemas testados para as POs de FA e FS. Estes ensaios
foram realizados em triplicata, em vidro ambar fixando o volume total de 15 mL, além
das concentragdes de 4 pg mL™ para DON, 8 ug mL™* para peréxido de hidrogénio,
4 ug mL™ de guaiacol e 32,4 ug mL™* de PO.

As concentracdes estabelecidas para os compostos integrantes do sistema
reacional, nos ensaios de degradacdo, foram baseadas na curva analitica de DON,
utilizando para avaliagdo da enzima comercial a maior concentracdo de DON da curva
e para as POs de FA e FS a concentracdo intermediaria visto o grau de purificacdo; a
concentracdo do substrato enzimatico guaiacol foi estabelecida como a mesma
concentracdo de DON, visto que os compostos poderiam estabelecer uma relagao
competitiva pelo sitio ativo da PO; a concentracao de H,O, utilizada teve como ponto
de relacdo com a relacédo volume de guaiacol:H,O, em meio reacional enzimatico que &
1:2, mesma relacdo serviu de base para estabelecimento da concentracdo da enzima
PO.

A cada intervalo de tempo, a amostragem foi realizada correspondendo a
aliquotas de 1mL onde foi realizada a extracdo, concentracdo e quantificacdo da
micotoxina. Para o acompanhamento da cinética de degradacdo, foi utilizado o
LC-ESI-MS/MS.

4.7.4 Extracéo de Deoxinivalenol do sistema reacional

Para determinacdo da presenca de DON nas aliquotas obtidas das diferentes

condicbes estudadas foram avaliadas duas técnicas de extracdo de DON: particdo
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liquido-liquido (LLE, do ingés Liquid-Liquid Extraction) e microextracao liquido-liquido
dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction).

a) particao liquido-liquido: para extracdo de DON por essa técnica foi realizada a
adi¢ao de 200 uL de coloroférmio, seguida da agitacdo em vértex durante 30 segundos
e 3 min em banho ultrassénico de 25 kHz e retirada da fase organica. Esse processo
foi repetido por 3 vezes em cada amostra para extracdo da micotoxina residual,
chegando a um volume final de 600 pL, que foram secos sob corrente de nitrogénio.

b) DLLME (microextracao liquido-liquido dispersiva): uma aliquota de 1 mL foi
adicionado 500 pL de solvente dispersor e 150 uL de solvente extrator, o sistema foi
agitado em voértex durante 1 min, e banho ultrassénico durante 5 min, seguido de
centrifugacéo a 3220 x g durante 3 min para melhor separacao das fases. Da fase com
a presencga do solvente extrator foram removidos 100 uL utilizando microseringa, e
estes evaporados utilizando corrente de nitrogénio. Para realizacdo da DLLME foram
avaliados como solventes extratores: tetracloreto de carbono (CCl,), diclorometano
(CH.CI,), cloroférmio (CHsCl) (ARROYO-MANZANARES, GAMIZ-GRACIA e GARCIA-
CAMPANA, 2013) e tolueno, como solventes dispersores foram utilizados acetona
(RIDGWAY, LALLJIE e SMITH, 2007), ACN, tetrahidrourano (THF) e metanol (CH3OH)
(ARROYO-MANZANARES, GAMIZ-GRACIA e GARCIA-CAMPANA, 2012).

As amostras secas sob corrente de nitrogénio foram armazenadas sob

temperatura de 8 a 10 °C até o momento de analise.
4.8 RECUPERAQAO DE SOLVENTE ORGANICO

O sobrenadante (acetona + tampéo fosfato) de centrifugacdo nos estudos dos
itens 4.5.1, 4.5.3 e 4.6.5, foi separado e submetido a recuperacdo de acetona em

destilador de solventes, Tecnal —=TE-012.

4.9 TRATAMENTO DE RESIDUOS QUIMICOS E LIMPEZA DE VIDRARIA

A limpeza do material utilizado nos diferentes experimentos e os residuos de
ensaios foram tratados através de imersdo do material ou preparo de solucdes
contendo a concentracdo de 3% de hipoclorito de sodio. Este reagente garante a
degradacdo da estrutura quimica e a auséncia de recontaminacdo ambiental pelo

descarte de material.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada por ANOVA considerando as
médias de triplicatas dos ensaios por teste de Tuckey, utilizando o programa “Statistica”
(versdo 7.0, StatSoft, Inc., Tulsa, USA), tendo atividade especifica da PO (U mg™?)
atividade relativa (%), como resposta das variaveis em estudo. O nivel de significancia
foi fixado em 95% para o modelo matemético e para a superficie resposta. A
importancia dos coeficientes de regressao, p (t), foram determinados por meio do teste
t de Student, a significancia do modelo descrito pela equacao foi determinada pelo
teste de Fisher. A variancia explicada pelo modelo foi dada pelo coeficiente de

multiplas determinacdes: R?.
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5. APRESENTAGCAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS SUBPRODUTOS

A composicao proximal do FA e do FS, utilizados para obten¢do da enzima PO

expressos em massa seca, estao indicados na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacao quimica de FA e FS.

Amostra Umidade Proteina Cinzas Lipidios Fibras  Carboidratos*

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
FA 10,4 (1,2)* 14,6 (5,4) 10,4 (0,6) 20,8(0,9) 3,5(5,3) 40,3
FS 9,8(1,5 48,9(1,4) 57(3,3) 16,0(10) 3,9 (4,2) 15,7

*Carboidratos estimados por diferenca. **RSD (%) obtido no experimento.

Os resultados mostraram que o FA apresentou uma quantidade 4,8% maior de
lipidios do que o FS. Cabe salientar o alto percentual de proteina de FS, o que faz
desse subproduto uma potencial fonte da enzima PO. Os resultados encontrados na
composicado proximal de ambos os subprodutos estdo dentro da faixa descrita na
literatura (HUANG et al., 2005; REDONDO-CUENCA et al., 2006; KADER et al., 2012;
MOONGNGARM, DAOMUKDA e KHUMPIKA, 2012).

5.2 CONDICOES DE EXTRACAO DA PEROXIDASE

Na Tabela 5 estdo expressos o0s resultados encontrados no delineamento
experimental DCCR 23, utilizado para verificar a influéncia das variaveis tempo de
extracdo (min), volume (mL) e pH do tampé&o fosfato utilizado como solvente extrator,
buscando assim uma melhor condi¢cdo para obtencdo da enzima PO a partir de FA e
FS com base em estudos preliminares. Os resultados mostram que no ponto central
(ensaios 9, 10 e 11) se observa os maiores valores em termos de atividade especifica
para FA, 87 U mg?, e para FS, 100 U mg™.
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Tabela 5. Matriz do planejamento experimental DCCR 2°, com varidveis e niveis

avaliados em funcéo da atividade especifica (U mg™) de PO de FA e FS.

-T
_ Volume Tempo PO (Umg™)
Ensaio . Experimental Predito
(mL) (min)
pH FA FS FA FS
1 1(4) -1(30) -1(45) 38,40 83.55 44,04 84.85
2 14 -1 (30) +1(75) 42,00 7755 44,04 84,85
3 1) +1 (70) -1 (45) 44,28 8179 26,76 84,85
4 14 +1 (70) +1 (75) 30,06 75 34 26,76 84,85
5 +1(6) -1 (30) -1 (45) 3891  gggs 44,04 74,45
6 +1 (6) -1 (30) +1 (75) 45,62 26,76 44.04 7445
7 +1 (6) +1 (70) -1 (45) 44,47 7519 26,76 74.45
8 +1 (6) +1 (70) +1 (75) 41,84 66.44 26,76 74.45
9 0(5) 0 (50) 0 (60) 87,67 0611 8650 (L3 106,07 (9,3)
10 0 (5) 0 (50) 0 (60) 83,01 102.88 86,50 (4,0) 106,07 (3,0)
1 0 (5) 0(50) 0(60) 9141 19774  8650(57) 106,07 (4,1)
12 0(5) 0 (50) -1,68(348) 2491 11540 32,44 106,07
13 0 (5) 0 (50) +1,68 (85,2) 24,61 126.56 32.44 106,07
14 168(33) 0 (50) 0 (60) 20,36 03,87 27,05 85,16
15 0 (5) -1,68 (16,4) 0 (60) 82,13 68 55 70,42 61,18
17 +1,68 (6,7) 0 (50) 0 (60) 18,34 70,05 27,06 67,73

*Variabilidade entre os resultados experimentais e preditos para validagdo do modelo.

A andlise estatistica dos resultados da Tabela 6 foi realizada resultando em um
modelo empirico codificado da atividade especifica da PO em funcdo do tempo de
extracdo, volume e pH do solvente extrator. Na avaliacdo da otimizacdo da obtencéo
da PO de FA os parametros volume como termo linear, pH, volume e tempo em termos
quadraticos foram encontrados como estatisticamente significativos (p<0,05),
mostrando que com um aumento do pH ocasiona uma diminuicdo de 42 U mg™’ na
atividade especifica da PO, bem como com o aumento do tempo e volume ocorre uma
diminuicdo de 38 e 22 U mg™, respectivamente. Assim, para FS os parametros pH
linear, pH e volume quadraticos foram encontrados como estatisticamente
significativos. A avaliacdo dos efeitos das variaveis sobre a atividade demonstrou que
com o aumento de pH ocorreu uma diminuicéo de até 9 U mg™ na atividade e que com

o aumento do volume do solvente extrator foi observado uma diminuicéo de 14 U mg™.
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Tabela 6. Efeitos sobre a atividade especifica (U mg™?) no DCCR 23 utilizado na

extracdo da PO.

Enzima Fatores CR EE EP t(2) P
Média 101,080 101,080 2,089 48,380 0,000
pH (X,)(L) 5,201  -10,403 1,962 -5,301 0,033
pH (X,)(Q) 9,354  -18,708 2,159 -8,662 0,013
Volume (X;)(L) -1,048 -2,097 1,962 -1,068 0,397
FS Volume (X;)(Q) -14,766 -29,532 2,159 -13,673 0,005
Tempo (X3)(L) 0,770 1,541 1,962 0,785 0,514
Tempo (X;)(Q) 3,911 7,823 2,159 3,622 0,068
X1 X, -0,001 -0,001 2,563 -0,000 0,999
X1 X3 1,451 2,903 2,563 1,132 0,374
X, X3 -2,138 -4.277 2,563 -1,668 0,237
Média 86,509 86,509 2,424 35,676 0,000
pH (X,)(L) 0,930 1,861 2,277 0,817 0,499
pH (X;)(Q) -21,087 -42,174 2,506 -16,824 0,003
Volume (X;)(L) -8,649 -17,298 2,277 -7,595 0,016
FA Volume (X;)(Q) -10,857 -21,715 2,506 -8,662 0,013
Tempo (X5)(L)  -0,515 -1,031 2,277 -0,452 0,695
Tempo (X5)(Q) -19,174  -38,348 2,506  -15298 0,004
X1 X, 0,982 1,964 2,975 0,660 0,576
X X;5 1,838 3,676 2,975 1,235 0,342
X, X3 -3,396 -6,792 2,975 -2,282 0,149

CR- coeficiente de regressado, EE- efeito estimado, EP- erro puro, t- t de Student, p- nivel de
significAncia.

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente por ANOVA, utilizando um
intervalo de confianca de 95%. A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para
determinar a adequacidade do modelo gerado pelas variaveis significativas. Neste
trabalho a analise foi realizada pelo teste estatistico de Fisher para a variancia. O valor
de F foi obtido da razdo entre a média dos quadrados da regressdo e a média dos
qguadrados do residuo. Este teste indica o significado de cada um dos fatores
controlados sobre o modelo testado. Em ambas as analises a ANOVA (Tabela 7)
apresenta um coeficiente de correlacdo (R) elevado, para FA igual a 0,79 e para FS
0,80. O valor do teste Fcacuado para a atividade especifica da enzima PO de FA foi de
16,85, sendo 5,1 vezes maior que 0 Fiapelado (P= 0,00007), enquanto que para FS o
Fcaiculado €ncontrado foi de 21,14, 6,2 vezes maior que 0 Fiapelado (P = 0,00003), portanto
estes dados resultam em dois modelos preditivios e significativos. Os valores de R e F
mostraram que os modelos das Equacbes 13 e 14 foram capazes de representar 0s

dados experimentais das variaveis em analise tanto para FA como para FS,
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respectivamente. Estes modelos deduzidos permitiram gerar superficies de resposta

apresentadas nas Figuras 5 e 6.

Tabela 7. ANOVA para a resposta em atividade especifica (U mg™?) para o DCCR 2° da
extragdo da PO.

Enzima Fonte GL SQ MQ Fcalculado
Regressao 4 11508,14 2877,03 16,85
Residuo 12 2049,45 170,787
FA Falta de ajuste 10 2014,03
Erro puro 2 35,42
Total 16 10190,23
R 0,79 Fiabelado = 3,26
Regressao 3 4864,83 1621,61 21,14
Residuo 13 997,21 76,71
FS Falta de ajuste 11 970,92
Erro puro 2 26,29
Total 16 5114,30
R” 0,80 Ftabelado = 3,41
GL- graus de liberdade, SQ- soma dos quadrados, MQ- média dos quadrados
FA (Umg™) = 86,50 — 21,08pH? — 8,64V — 10,85V? — 19,17t Equacéo 13
FS (U mg™)= 106,07 — 5,20pH — 10,50pH? - 15,92V/2 Equacéao 14

Na Figura 5, a regido de maior atividade especifica (U mg™) da enzima PO de
FA esta correspondendo ao ponto central avaliado no planejamento. As condi¢cbes
otimizadas mostraram que o volume de tamp&o fosfato utilizado como solvente extrator
foi de 50 mL quando em pH 5 quando utilizado como tempo de extracdo 60 min. Assim,
valores de extremos de pH, volume e tempo avaliados nesse estudo tendem a reduzir a
extracdo de PO. Segundo Srinivas, Barhate e Raghavarao (2002) a PO nao é estavel
em pH abaixo de 4,0, o que também foi verificado nesse trabalho onde a menor
recuperacao ocorreu na extracao realizada a pH 6,0 (SILVA, MARTINS e MILAGRES,
2008).

O pH 5,0 para extracdo é também relatado com frequéncia para extracdo de
POs de varias espécies. A presenca de proteases e amilases atuantes respectivaente
em pH 4 e 6 pode estar relacionada com este comportamento das POs, visto que
ambas podem afetar a eficiéncia delas (SILVA, MARTINS e MILAGRES, 2008).
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Figura 5. Superficies de resposta geradas através do planejamento experimental
DCCR 23, para extracdo da enzima PO de FA.

As mesmas condicfes definidas pela otimizacéo da extracdo de PO de FA foram
definidas para PO de FS (Figura 6). Os resultados indicam uma maior atividade
especifica da enzima obtida de FS (U mg™), chegando a atingir uma atividade duas
vezes maior que a detectada para FA. A maxima atividade de PO foi alcancada para
um volume de solvente extrator variando entre 40 e 60 mL e um pH entre 4 e 5,5. Esta
regido permite uma grande flexibilidade para a aplicacdo da presente enzima, uma vez
que as variacdes ao redor do ponto 6timo ndo afetam a sua atividade, possibilitando
sua aplicacdo em processos de descontaminacdo ambiental, como na degradacao de

corantes téxteis, pesticidas, herbicidas e outros (PATAPAS et al, 2007; LI et al, 2011,
MARCHIS, et al, 2011).
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Figura 6. Superficies de resposta geradas através do planejamento experimental
DCCR 23, para extracdo da enzima PO de FS.

Através da superficie de resposta gerada no modelo da Figura 6, pode-se obter
as melhores condicfes de extracdo da PO de FS que resultam em maior valor de
atividade especifica. E possivel observar que a maior atividade especifica (U mg™), foi
obtida tendo como tempo de agitacdo 60 min, volume de solvente extrator (tampéao
fosfato) 50 mL em pH do tampao utilizado como solvente extrator 4,7. Essas condi¢des
foram obtidas através da derivada da Equacdo 14. A partir dessas foi realizado novo
experimento a fim de validar o processo de extracdo, cuja atividade de 100 U mg™,

demonstrando que é possivel identificar uma condicéo ideal de ativacdo, a0 mesmo
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tempo garantindo as condicbes desejadas para obtencdo do produto final
(RODRIGUES E LEMMA, 2009). Estes dados confirmam assim o0s resultados
experimentais das condi¢des otimizadas com uma variagdo média de 3%.

Durante a extracdo é muito importante a avaliagdo do pH e da forca ibnica do
tampdo, para assim conhecer a composi¢cdo do meio utilizado na extracdo (COELHO,
SALGADO e RIBEIRO, 2008). Para verificar a influéncia da forca ibnica do tampéao
fosfato utilizado como solvente extrator na atividade especifica da enzima PO durante o
processo de obtencdo enzimatica, os dados obtidos dos diferentes experimentos foram
analisados por teste de Tuckey e estdo expressos na Figura 8, em termos de atividade
relativa. Segundo os resultados da Figura 7 (a), se observa uma maior atividade
relativa da enzima PO extraida de FA a uma forca iénica de 0,040 mol L™, na Figura 7
(b) 0,010 mol L™ é a forca iénica que exerce maior efeito sobre a atividade da enzima
PO obtida de FS.
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Figura 7. Influéncia da forca iénica (mmol L™) do tampé&o fosfato pH 5,5 na extracéo da

enzima PO para FA (a) e pH 5 na extracdo de FS (b).

A Figura 8 apresenta o efeito dos diferentes sistemas de extracdo de PO
apresentados como atividade relativa, mostrando que quanto mais quanto mais
eficiente a condi¢cdo extratora, menor foi a atividade especifica da PO. O maior efeito
das condicdes testadas foi verificado com o emprego de blender para
descompartimentalizagdo ds tecidos, o que reduziu a atividade em até 60% quando

comparado a agitacdo orbital, para as duas fontes. Para FA avaliando estas mesmas
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condi¢cbes, a diminuicdo da atividade fica em torno de 50%. Esse efeito pode ser
explicado pela forca do atrito que ocasiona desnaturacdo da cadeia proteica
desprotegida da parede e membrana celular (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

A acdo do ultrassom na extracdo enzimética é utilizada industrialmente em
processos de extracdo, desgaseificacédo, filtracdo e oxidacdo. Ondas ultrassénicas de
alta intensidade provocam alteracfes no sistema como: elevacdo das temperaturas,
pressbes e forcas de cisalhamento, o que acaba por desnaturar as enzimas
(JAMBRACK et al.,, 2009). Assim como o ultrassom, o blender oferece forcas de
cisalhamento muito intensas, 0 que nesse caso pode ter ocasionado a desnaturacao
das enzimas e a assim uma diminuicdo no rendimento da extracdo de estruturas ativas.
Com isso, a melhor forma de extracdo para as enzimas obtidas dos dois subprodutos

foi por agitacao orbital a 100 rpm.
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Figura 8. Sistemas de agitacao utilizados para extracdo das POs (a) FA e (b) FS.
Onde: agitacdo orbital (1) 100 rpm, agitacéo ultrassénica (2) 40 kHz, (3) 37 kHz, (4) 25
kHz e (5) em blender.

5.2.1 Moduladores de atividade enziméatica

Nesse estudo se objetivou analisar a tolerancia enzimatica aos compostos
analisados, correlacionando os mesmos com a estrutura e funcédo da enzima, tendo em

vista a potencial aplicacdo em processos quimicos industriais (DOUKYU e OGINO,
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2010). Os resultados obtidos sdo expressos em termos de atividade residual (%),

conforme Tabela 8.

Tabela 8. Efeito de moduladores na atividade da PO de FA e FS em termos de
atividade relativa (%) e RSD (%).

Sais FA FS
0,1 M 0,2M 0,1M 0,2M
KClI 13,66* (0,3)** -24,66 (1,1) -21,08 (3,0) -14,77 (0,7)
CusO, -57,26 (0,2) -87,17 (1,9) -14,07 (0,5) -62,27 (1,1)
MnSO, -75,13(0,5) -49,41(0,3) -81,32(0,4) -81,85(0,0)
MgCl, 10,58 (0,7) 22,97 (0,5) -32,01(0,4) -16,74 (1,1)
NaCl -9,52 (0,5) 26,24 (0,6) -42,09(1,8) 9,05(0,1)
BaCl, -33,81(1,7) -3,95(0,7) 5,92(4,6) -34,13(0,2)
CaCO; -28,83(2,4) 36,50 (0,2) -15,44(0,1) 39,60 (0,2)
FeSO, -93,60 (4,4) -57,58 (2,1) -48,39 (4,1) -67,14 (1,3)
0,01 M 0,02 M 0,01 M 0,02 M
EDTA -38,66 (0,5) -61,27(2,0) 10,94 (0,7) -10,68 (0,7)
Solventes 5% 10% 5% 10%
Benzeno 13,66 (0,6) -50,31(0,8) -12,29 (0,4) -10,00 (1,3)
Metanol 43,66 (0,4) 69,64 (0,5) -4,59 (0,5 36,21(1,2)
Acetona 4,68 (0,5) -34,75(0,9) 9,19 (0,2) 21,09 (0,8)
Cloroférmio -1,43 (0,2) 22,55(0,9) 22,56(1,3) -13,18(0,7)
Acetonitrila -7,40 (0,4) 7,63(0,6) -4,78(0,4) 30,20(3,2)
Detergentes 0,1% 0,5% 0,1% 0,5%
Tween 80  -67,93(2,1) -38,68(2,0) -0,86(0,8) -2,66(0,4)
SDS -61,71(3,0) -97,49 (0,0) -24,82 (1,0) -32,28(1,3)
Controle 100 (0,2) 100 (0,3) 100 (0,3) 100 (0,8)

A atividade sem a adi¢do de moduladores foi estabelecida como 100%.
*Os dados apresentados séo valores médios de triplicatas.**RSD (%).

Sais inorganicos fornecem um conjunto diverso de pequenas moléculas que se
ligam a estrutura das macromoléculas de agua, e influenciam na estabilidade e
atividade das biomoléculas (SERDAKOWSKI e DORDICK, 2007). Com a adicdo de
ions, oriundos dos sais BaCl, e CaCO3; nha maior concentracao testada, as atividades
da PO de FA e FS foram ligeiramente aumentadas. Efeito positivo também foi
observado para KCl e NaCl, no entanto na menor concentracdo. Segundo Devaiah e
Shetty (2009) e Ajila e Rao (2009), os niveis de célcio em torno da PO séo importantes
para a atividade da enzima na manutencdo da integridade da conformacéo do sitio
ativo.

Quando a concentragdo de calcio é baixa, a estrutura terciaria da PO se

desconfigura em certa medida que a por¢cao heme pode ser facilmente perdida. O SO,
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por sua vez, apresentou acado inibitéria para as enzimas avaliadas, explicado por
Vamos-Vigyazé (1981), por estes eliminarem o H,0,, blogueando a atividade
enzimatica e mantendo o substrato doador na forma reduzida. O MgCl, causou um
aumento de aproximadamente 23% na atividade da PO de FA. Marquez et al. (2008)
relataram que alguns fons metalicos apresentaram efeito inibitério, Mg®*,Cu?*, Ca®* e
Fe?*, por exemplo, o que significa que esse efeito depende da estrutura quimica dos
ions metalicos utilizados.

A natureza do solvente orgéanico usado pode provocar alteracdes nas
propriedades do meio de reacéo, por afetar a flexibilidade conformacional deformando
a enzima, e altera a solubilidade e a polarizacdo do substrato. Solventes organicos
podem desnaturar a enzima provavelmente pela ruptura do nudcleo hidrofébico
(MANDRICH et al., 2012; SERDAKOWSKI e DORDICK, 2007). Os resultados indicam
0 benzeno como potencial inibidor da atividade catalitica da PO avaliadas. A acetona e
o MeOH apresentam-se como ativadores sendo que o MeOH tem destaque por
demonstrar uma ativacao de aproximadamente 70% na atividade da PO de FA.

O efeito de detergentes sobre a atividade da PO também foi avaliado. Sua
adicdo em ambas as concentracdes na extracdo resultou em uma perda consideravel
da atividade, chegando a uma inibicdo de praticamente 100%. Nos processos de
enovelamento, inibidores de agregacdo, em particular detergentes, muitas vezes
inibem as interacdes intra e extramoleculares das proteinas, por esses agentes
ligarem-se fortemente a superficies hidrofébicas de intermediarios de enovelamento
(YAMAMOTO, YAMAGUCHI e NAGAMUNE, 2011).

5.3 PURIFICACAO DA ENZIMA

Nesse trabalho, a enzima PO foi obtida de FA e FS e posteriormente purificada
utilizando dois métodos de purificacdo, sendo um deles cromatografia liquida de
exclusdo molecular e outro por particao trifasica (TPP). Os dois métodos foram
estudados para comparar a eficiéncia deles quanto a preservacdo da atividade

enzimaética.
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5.3.1 Cromatografia de exclusdo molecular

O extrato bruto obtido de ambas as enzimas foi submetido a precipitacdo com
acetona, segundo método proposto por Boer et al. (2006), foi adaptado as condicdes
do estudo e do laboratério a temperatura ambiente (25 °C).

Durante a eluicdo cromatografica se busca a fracdo proteica com elevada
atividade enzimatica, cuja concentracdo de proteinas seja a menor possivel. Na Figura
9 (a) pode-se observar que em um intervalo entre as aliquotas 26 e 44 (56 a 88 mL de
fase mével) encontra-se a maior atividade da PO de FA, assim como entre as aliquotas
25 e 45 (50 a 90 mL de fase médvel) encontra-se a maior atividade da PO de FS, Figura
9 (b). Nos intervalos de maior atividade enziméatica, as aliquotas foram recolhidas e
reunidas, e nestas a atuacdo foi determinada por recuperacdo (REC) e o fator de
purificacéo (FP) (Tabela 9).

Tabela 9. Purificacdo de PO obtida de FA e FS.

Fonte Etapa de Atividade Proteina total Atividade REC
purificacédo total (Uy) (mg) especifica (U mg'l) (%) FP
Extrato bruto 51103,00 1475,00 34,65 100 1,00
EA Precipitacédo
14331,70 593,10 24,16 28 0,70
acetona
Sephadex G-100 10446,15 146,15 71,48 20 2,06
Extrato bruto 137731,00 760,00 181,23 100 1,00
Precipitacédo
FS priag 116424,00 198,80 585,63 84 3,23
acetona
Sephadex G-100 27474,34 115,18 238,53 20 1,32

O processo de purificagdo para a PO de FA ndo se mostrou eficiente pois o FP
na etapa de concentracdo por adicdo de acetona foi menor que 1, valor minimo
necessario para que uma etapa de purificacdo possa ser considerada eficiente. Porém,
durante purificacdo, pode-se observar claramente um pico de maxima atividade da
enzima PO o que demonstra a necessidade de aplicar outra estratégia para
concentragdo das proteinas. A exemplo de Ajila e Rao (2009), que empregaram
cromatografia DEAE-Sephacel, antecedendo a exclusdo molecular, obtendo um FP de
44 e uma REC de 44%.
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Figura 9. Perfil de eluicdo obtido a partir de cromatografia de exclusdo molecular com
Sephadex G-100, das POs de FA (a) e FS (b).

Um comportamento cromatografico muito semelhante ao encontrado para PO de

FS foi encontrado para a PO obtida de ¢leo de palma por Deepa e Arumughan (2002),
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quando utilizaram trés etapas para purificacdo sendo a ultima o emprego de
cromatografia de exclusdo molecular com uma coluna de Sephadex G-100.

Os resultados para as purificagcdes de ambos os extratos, em termos de REC,
sugerem que o Sephadex G-100 removeu alguns componentes de baixa massa
molecular necessarios para a atividade enzimatica, assim como mostrado por Mdluli
(2005) que encontrou um percentual de recuperacédo de 25%, para PO de Sclerocarya
birrea (fruta africana), apos 3 etapas de purificacdo. Manu e Rao (2009) apos 4 etapas

de purificagdo alcangaram uma recuperacao de 17% de PO obtida de farelo de trigo.
5.3.2 Patrticao trifasica (TPP)

O método de purificacdo por particao trifasica foi também estudado para avaliar
a possibilidade de aumentar a recuperacao enzimatica, o FP e também para diminuir o
tempo e os custos. Para isto, o extrato enzimatico bruto foi submetido a precipitacdo
seletiva das proteinas (em um primeiro estagio) promovida pela adi¢cdo de sulfato de
amonio que permite a estabilizacdo das proteinas por favorecer as interacfes
hidrofébicas. Em seguida foi adicionado solvente (acetona) para retirar pigmentos,
lipideos e inibidores enzimaticos do extrato, fazendo com que duas fases se formem e
a enzima em estudo se concentre em uma interface. A adicdo da acetona desidrata a
fase aquosa aumentando a concentracdo de sal a tal ponto que a proteina de interesse
migre da solugéo.

No método original foi utilizado t-butanol para desidratar a fase de fundo, mas
neste trabaho optou-se por acetona por sua facil recuperagcéo ao final do processo, e
contribui da mesma maneira para a separagao proteica que o t-butanol. Os resultados
da avaliacdo do efeito dos parametros saturacdo de sal e proporcdo de extrato
bruto:acetona durante a purificacdo estdo na Tabela 10.

Para purificar a enzima PO geralmente sdo usadas varias etapas como no
estudo de purificagdo da PO de farelo de trigo por Manu e Rao (2009) que iniciou pela
precipitacdo em diferentes saturacdes de sulfato de amoénio, eluicdo em coluna
dietilaminoetil (DEAE)-celulose, dialisee nova eluicdo em coluna de carboximetil (CM)-
celulose, além da utilizagdo de cromatografia de filtracdo em gel em Sephadex G-100
para as aliqguotas que permaneciam com atividade de PO, portanto 5 etapas. A TPP é

um meétodo rapido, barato e eficiente de purificacdo enzimatica, que por suas poucas
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etapas diminui o risco de desnaturar o diluira a enzima. Neste caso cabe salientar que

ele ndo tem sido aplicado para PO de FA.

Tabela 10. Efeito da saturacdo de sulfato de amonio e razdo extrato bruto:acetona na

purificagéo da enzima PO obtida de FA e FS.

Saturacao de sal (%) FA FS
FP REC (%) FP REC (%)
20 1,49 (3,1) 48(2,1) 38,42(9,6) 96 (0,7)
30 1,79(9,3) 46(0,9  23,62(2,4) 96(0,1)
40 158((5,5 56(5,3) 13,92(0,5 79(0,3)
50 1,76 (29) 67 (6,6) 12,37(6,2) 101 (1,1)
60 1,15(6,1) 38(8,00 12,22(6,2) 88 (0,5)
Extrato bruto:acetona FP REC (%) FP REC (%)
1:0,5 0,43 (4,6) 3(9,1) 10,49 (4,5) 54 (0,1)
1:1 431(1,1) 38(6,4) 5,17(10,3) 35(0,1)
1:1,5 2,82 (8,3) 49(0,5) 13,37 (4,6) 50 (0,6)
1:2 5,69 (8,5 50 (5,6) 8,41(9,2) 48(0,2)

Os dados apresentados séo valores médios de RSD (%) de triplicatas.

A otimizagdo da saturagdo do extrato bruto foi conduzida em 2 mL de extrato
bruto ao qual era adionado o gradiente salino para obter o precipitado interfacial onde a
enzima seria concentrada. Os resultados (Tabela 10) demostram a melhor REC da
enzima PO de FA a 67% com uma saturacdo de 50%, e o maior FP, 1,76 como
esperado. Os resultados obtidos para a otimizagdo da razdo extrato bruto:acetona,
demostram que a proporgéo 1:2 foi a melhor condicdo, apresentando os maiores FP e
REC, 5,7 e 50%, respectivamente.

Para a PO de FS com 20% de saturacao do extrato enzimatico foi obtido o maior
FP. Porém, 20% de saturacdo foi insuficiente para formacdo de um precipitado
interfacial consistente, muito embora o obejtivo da técnica seja a reducdo da
concentracdo de proteinas no meio, também ocorreram perdas com relacdo a
recuperacdo enzimatica. Sendo assim, este trabalho utilizou para saturacdo do meio
30% de sulfato de amdnio para purificacdo de PO de FS. O resultado da otimizacdo da
guantidade relativa de acetona, os melhores resultados obtidos estdo na razdo 1:1,5
extrato bruto:acetona a 30% de saturacdo com sulfato de amonio, com um FP de 13,37
e REC de 50%.
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Singh e Singh (2003) e Narayan, Madhusudhan e Raghavarao (2008)
encontraram os melhores resultados, nestas mesmas condicdes, para purificar a PO de
nabo e Ipomoea palmata, respectivamente.

Os autores Ozer et al. (2012), descrevem em seu estudo a avaliacdo da melhor
faixa de pH ajustadas pela adicdo de HCI e NaOH. Neste trabalho optou-se por nédo
realizar este estudo tendo em vista que o pH obtido apos a adicdo do sal e da acetona
foi 6, que para PO de FS é aquele onde a enzima é mais estavel. Para a PO de FA cujo
pH de estabilidade € 5, foi avaliada a influéncia do pH com a adicdo de HCI até a
solucéo alcancar o pH desejado. Condi¢do que promoveu a dimunicdo do FP e da REC
da PO, o FP de FA de 5,69 diminuiu para 0,13 (1,3), e a REC de 50% para 1% (1,3).
Portanto para estas fontes enziméticas é necessario ajuste do pH nestas etapas.

Para o método de TPP, os passos das purificacdes estdo descritos na Tabela
11. Comparando os dois métodos estudados (Tabela 9 e 11), pode-se considerar que
as recuperacdes por purificacdo por Sephadex G-100 que obtiveram um maximo de
20% estdo abaixo das recuperacfes encontradas por TPP, 50%, efeito também
observado para FP.

Em vista desses resultados, € indicado para trabalhos futuros a realizacdo de
uma avaliacdo mais aprofundada do método de purificacdo por TPP para a PO,

avaliando também o emprego de t-butanol como solvente.

Tabela 11. Etapas de purificacdo por TPP da PO obtida de FA e FS.

Fonte Etapa de Atividade  Proteinatotal Atividade especifica REC FP
Purificagdo total (U (mg) (Umg™) (%)
Extrato bruto 785,51 38,60 20,35 100 1,00
FA TPP — precipitado
interfacial 392,80 3,39 115,79 50 5,69
TPP — fase aquosa 0,22 2,03 0,11 0,02 0,003
Extrato bruto 2296,01 38,66 59,39 100 1,00
FS TPP — precipitado
interfacial 1148,25 1,44 794,04 50 13,61

TPP — fase aquosa 0,052 1,63 0,32 0,004 0,001
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5.4 CARACTERIZACAO DA ENZIMA
5.4.1 Tempo 6timo de reacéo

No caso da PO de FA o tempo 6timo de reacdo encontrado foi de 5 min para os
extratos bruto e purificado por TPP, para a PO de FS os tempos 6timos de reacao
foram em 10 e 5 min de reacgdo, respectivamente para os extratos bruto e purificado,
demonstrada na Figura 10.

Na literatura, tempos reduzidos de reacdo equivalentes aos determinados nesse
trabalho séo relatados por: Dalal e Gupta (2010) que definiram como condicdo de
reacao um tempo de reacdo de 10 min, para uma PO extraida de Brassica rapa, e acao
da enzima PO de batata doce foi medida apds 1 min de reagdo por Zeraik, Souza e
Fatibello-Filho (2008); Srinivas, Rashmi e Raghavarao (1999), utilizaram um tempo de
reacdo de 3 min para a enzima PO obtida de tamareira, tempo esse também utilizado

por Al-Senaidy e Ismael (2011) para PO de Phoenix dactylifera.
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Figura 10. Perfil do efeito do tempo (min) na reacéo da atividade da enzima PO de FA
(@) e PO de FS (b), em pH 6 a 30 °C.

5.4.2 Temperatura 6tima da enzima

Este estudo foi realizado apds a avaliacdo do tempo 6timo de reacdo, pois a

temperatura 6tima de reagdo é fortemente dependente do tempo de reagdo. A
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temperatura pode acarretar efeitos antagonicos na atividade enzimética, bem como
aumentando a reatividade do complexo ES (enzima + substrato), aumentando a
velocidade de inativagdo através de alteragdes na forma tridimensional do sitio ativo da
enzima (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

Com isso temperaturas que se encontram abaixo ou acima do 6timo de acéo
enzimatica acabam por desnaturar a enzima ou diminuir a velocidade de reagcdo. A PO
de FA demonstrou o perfil apresentado na Figura 11 (a), onde a temperatura 6tima de
atividade foi de 25 °C para enzima no extrato bruto e 10 °C para PO no extrato
purificado por TPP. De acordo com Cai et al. (2012), a temperatura de reagéo em 25 °C
€ encontrada em muitas fontes de PO, e é interessante para aplicacdo da enzima em
processos industriais e biomédicos. A PO de FS, mostrou que na temperatura 6tima, 35
e 30 °C para os extratos bruto e purificado respectivamente, ocorria a diminuicdo da
atividade, prevalecendo a desnaturacédo, que ocorre pelo desdobramento da estrutura

quaternaria e terciaria, conforme demonstra Figura 11 (b).
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Figura 11. Perfil do efeito da temperatura (°c) na reacao da enzima PO de FA (a) e PO
de FS (b), em pH 6.
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5.4.3 pH 6timo de reacéo

O pH 6timo de reacao definido tanto na forma bruta como na forma purificada
por TPP, para FA foi o pH 5,5, e para FS de 5, resultados estes apresentados na
Figura 12 (a) e (b), respectivamente. A literatura, menciona que a PO de fontes
vegetais apresentam maior atividade em condi¢des de pH acido, como neste trabalho
(CAI et al., 2011, REGALADO, GARCIA-ALMENDAREZ e DUARTE-VAZQUEZ, 2004,
CARDINALI et al., 2011). Segundo Mohamed et al. (2011), a faixa de pH &cida como
definida neste trabalho potencializa a PO, como candidata para aplicagdo em
processos de descontaminagdao ambiental, no entanto para Ajila e Rao (2009), a faixa

de atuacao esta dentro da abrangéncia encontrada para HRP (4,6 a 5,8).
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Figura 12. Perfil do efeito do pH do tampéo fosfato utilizado na reacdo da enzima PO
FA (a) e PO FS e (b).

5.4.4 Forcga ibnica do tampéo de reacao

Assim como o pH do tampéo utilizado na reacdo enzimatica, a sua forca i6nica
exerce grande efeito sobre a atividade enzimatica. A forca iGnica encontrada para
ambas enzimas foi a mesma, 5 mmol L™?, tanto na forma bruta como purificada por

TPP, conforme demonstra a Figura 13 (a) e (b).
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Figura 13. Efeito da forca idnica (mmol L™) do tampéo fosfato de reacdo da enzima PO
de FA (a) e PO de FS.

5.4.5 Parametros cinéticos

Para cada enzima ha um substrato natural especifico, que apresenta maior
afinidade (menor Ky). Estdo disponiveis para avaliacdo da atividade enzimética
substratos sintéticos baseados na especificidade das enzimas (COELHO, SALDADO e
RIBEIRO, 2008), que no caso da PO pode ser guaacol que € oxidado por ela a

tetraguaiacol em presenca de H,O, (Figura 14).

OCH;s OCHs
OCHs
OH
4 + 4 HO; ———> + 8 H.O
OCHs OCHs

Figura 14. Reacgéo de formacdo do composto oxidado tetraguaiacol.

A determinacéo dos parametros cinéticos Ky e Vmax foi realizada para a PO de FA
e FS, ambas nas formas bruta e purificada, nas condi¢cdes oOtimas de reacdo. Os

resultados foram obtidos através da linearizacdo dos resultados pelo método grafico de
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Lineweaver-Burk, que emprega o inverso da concentracao inicial de substrato versus o
invers da atividade enzimatica, conforme Apéndice 1.

Os valores encontrados para Ky € Vmax da PO em estudo, estdo na Tabela 12,
sendo que o Ky na forma bruta ndo diferiu significativamente da purificada. A Vmax
encontrada para PO de FA foi aproximadamente 3,6 vezes maior que para FS, este
resultado demonstra que a PO de FA possui uma maior velocidade ao consumir seu

substrato, aumentando assim a velocidade com que ocorre a reagao.

Tabela 12. Parametros cinéticos da PO de FA e FS.

PO FA FS
Bruto Puro Bruto Puro
Km (mmol L'l) 0,15 0,06 0,17 0,05
Vmax (U mg'l) 769,23 666,66 196,07 181,81

Estes resultados demonstram que as enzimas obtidas dos subprodutos nesse
estudo, tem alta possibilidade de emprego em processos de descontaminacdo
ambiental, visto que o Ky encontrado nesse estudo € inferior ao encontrado na
literatura, que varia entre 0,28 e 18,5 mmol L™ (SUZUKI et al., 2006; SRINIVAS,
BARHATE e RAGHARAVAOQ, 2002). Singh et al. (2012), relatam que a PO extraida de
arroz apresentou Ky de 5,58, este mesmo valor foi encontrado por Ichi et al.(2008) com
a enzima extraida de Allium sativum (bulbo de alho). Aradjo et al. (2004), avaliaram a
extracdo de POs de tré fontes, Daucuscarota, I[pomoea batatas e Solanum aviculare,

estas apresentaram Ky de 1,2; 1,7 e 1,9 mmol L™, respectivamente.
5.4.6 Estabilidade da enzima

A estabilidade estrutural da enzima responde a fatores tais como forcas fisicas
resultantes de interacbes que ocorrem dependendo da disposicdo e orientacdo dos
grupos funcionais da molécula. Distante das faixas adequadas de pH e temperatura a
enzima tende a perder sua atividade catalitica e suas func¢des, tornando-se inativa.
Dados referentes a estabilidade enzimatica sdo de extrema importdncia para o
processo de purificagdo, visto que estes acabam por aumentar a eficiéncia do método
utilizado, bem como para a aplicacéo industrial da enzima.

O pH afeta o estado de ionizagédo das cadeias de aminoacidos ou a ionizagédo do

substrato. Sendo o pH de estabilidade enzimética para o extrato bruto da PO de FA foi
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5 com uma diminuicdo da atividade de cerca de 40% apds os 39 dias de estudo,
conforme Figura 15 (a). Para FS a maior estabilidade foi em pH 6 demonstrando uma
diminuicdo da atividade em torno de 35% apdés os 42 dias de estudo conforme a Figura
15 (b), a PO de FS demonstrou ndo ser resistente a incubagédo a pH acido como 5 e
5,5, sendo que a atividade apresentou uma reducdo maior que 90% apoés 30 dias de
estudo.

Ito et al. (1991), ao avaliarem a estabilidade da enzima PO extraida de arroz,
também observaram que a mesma possuia maior estabilidade em pH 5. O mesmo
valor de pH de estabilidade, 6, encontrado para PO de FS foi encontrada por Singh e
Singh (2003) em PO extraida de nabo, e também Fodil et al. (2011) em PO obtida de
Streptomyces sp. AM2.
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Figura 15. Estabilidade em pH da enzima PO de FA (a) e PO de FS (b) incubadas em
diferentes pH a temperatura de refrigeragéo (10 °C).

A temperatura de armazenamento da enzima tem destaque em vista que este é
um fator determinante para a manutencdo de sua atividade catalitica, sendo um
potencial agente desnaturante (FRANCA-SANTOS et al., 2009).

A velocidade de desnaturacao usualmente é considerada como sendo de primeira
ordem em relacdo a concentracdo de enzima, conforme a lei de Arrhenius (SAID e
PIETRO, 2004). Com isso, para cada temperatura avaliada foi construido o gréafico de

In/[A] (VIVo) em funcéo do tempo, para obtengéo do Ky, estes graficos encontram-se no
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Apéndice 2. Os valores dos coeficientes angulares encontrados correspondem ao valor
da constante de desnaturacao térmica (Kg).

De acordo com os resultados obtidos (Tabelas 13, 14, 15 e 16), foi observado que
a atividade enzimética da PO obtida de FA e FS nas formas bruta e purificada tornou-
se mais estavel quando armazenada a baixas temperaturas. Os extratos foram
armazenados em pH 6, visto que ambas enzimas apresentam estabilidade frente a este
pH. Na temperatura de 0 °C, a PO de FA e FS em extrato bruto apresentaram um
tempo de meia-vida em meio reacional de 12 e 144 dias, respectivamente. O menor
tempo de meia-vida foi da PO obtida de FA, podendo estar relacionado a presenca de
proteases no extrato bruto, atuando na hidrélise e degradando-as. No extrato purificado
da PO de FS, foi observado um tempo de meia-vida de 72 dias na mesma temperatura,
que ao contrario do encontrado para PO de FA, aumentou sua estabilidade apos
purificacdo, apresentando um tempo de meia-vida de 48 dias. Estes dados comprovam
a necessidade de purificacdo de PO de extratos proteicos quando obtido de FA, com

um aumento do tempo de meia-vida em 4 vezes.

Tabela 13. Valores dos parametros cinéticos e termodinamicos de estabilidade térmica
da PO de FA na forma bruta.

Temperatura Pardmetros cinéticos e termodinamicos da PO bruta de FA
(°C) Kd t1/2 D z (°C) Ed AG AH AS
(min™) (h) (min) (Kcalmol™)  (KImol™ (KImol™)  (KImol™)
0 0,002 288,81 959,41 98,99 73,40 -0,094
10 0,003 231,04 767,53 102,18 73,32 -0,102
25 0,006 119,50 397,00 106,08 73,19 -0,110
40 0,029 23,90 79,40 107,36 73,07 -0,110
50 0,119 5,84 19,43 107,09 72,98 -0,106
60 0,396 1,75 5,81 107,15 72,90 -0,103
70 0,999 0,69 2,30 107,81 72,82 -0,102
80 3,700 0,18 0,62 107,19 72,73 -0,098
100 10,443 0,06 0,22 110,21 72,57 -0,101
110 12,285 0,05 0,18 112,73 72,48 -0,105
120 18,036 0,03 0,12 114,50 72,40 -0,107

0,037 75,66




66

Tabela 14. Valores dos parametros cinéticos e termodinamicos de estabilidade térmica

da PO de FA na forma purificada.

Temperatura Parametros cinéticos e termodinamicos da PO purificada de FA
(°C) Kd t1/2 D z Ed AG AH AS
(min™) (h) (min)  (°C)  (Kcalmol®)  (KJ mol™ (KImol™)  (KJI mol™®
0 0,0006 1155,25 3837,67 102,14 81,55 -0,075
10 0,002 346,57 1151,30 103,13 81,47 -0,077
25 0,048 14,44 47,97 102,87 81,30 -0,071
40 0,1302 5,32 17,69 106,84 81,13 -0,080
50 0,3839 1,81 6,00 107,23 81,05 -0,079
60 2,4172 0,29 0,95 105,29 80,97 -0,071
70 6,8061 0,10 0,34 105,40 80,88 -0,069
80 13,854 0,05 0,17 106,32 80,80 -0,070
100 14,211 0,05 0,16 109,25 80,72 -0,076
110 17,397 0,04 0,13 111,62 80,63 -0,081
120 25,052 0,03 0,09 113,43 80,55 -0,084
0,042 83,72

Tabela 15. Valores dos parametros cinéticos e termodinamicos de estabilidade térmica
da PO de FS na forma bruta.

Temperatura Parametros cinéticos e termodinamicos da PO bruta de FS
(°C) Kd t1/2 D (min) z(°C) Ed AG AH AS
(min™) (h) (Kcalmol™®)  (KImol™) (KImol™)  (KJImol™)
0 0,0002 3465,7 11513,00 104,63 77,79 -382,78
10 0,001 693,14  2302,60 105,14 77,70 -369,73
25 0,0019 364,81 1211,89 108,84 77,58 -364,81
40 0,0032 216,60 719,56 113,09 77,46 -360,90
50 0,0189 36,67 121,83 112,02 77,37 -346,40
60 0,2431 2,85 9,47 108,49 77,29 -325,43
70 0,4984 1,39 4,62 109,79 77,21 -319,71
80 0,4978 1,39 4,62 113,07 77,12 -319,97
100 2,8836 0,24 0,79 114,20 76,96 -305,83
110 3,7191 0,18 0,61 116,53 76,87 -303,94
120 4,0763 0,17 0,56 119,36 76,79 -303,40

0,040 80,06
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Tabela 16. Valores dos parametros cinéticos e termodinamicos de estabilidade térmica

da PO de FS na forma purificada.

Temperatura Parametros cinéticos e termodinamicos da PO purificada de FS
(°C) Kd t1/2 D z (°C) Ed AG AH AS
(min™) (h) (min) (Kcal mol™)  (KImol™  (KImol™  (KJI mol™
0 0,0004 1732,86 5756,50 104,63 81,45 -382,78
10 0,0016 433,21 1439,12 108,46 81,37 -382,79
30 0,0017 407,73 1354,47 116,12 81,20 -382,81
40 0,0036 192,54 639,61 119,95 81,12 -382,81
50 0,0042 165,03 548,23 123,79 81,03 -382,82
60 0,0191 36,29 120,55 127,62 80,95 -382,83
80 0,0979 7,08 23,51 135,28 80,78 -382,84
90 1,9016 0,36 1,21 139,11 80,70 -382,85
100 4,6919 0,14 0,49 142,94 80,62 -382,86
110 19,336 0,03 0,11 146,77 80,53 -382,86
120 31,681 0,02 0,07 150,60 80,45 -382,87
0,045 83,72

Para obtencédo da energia de desativacdo da reacdo de desnaturacédo (Eg), foi
realizada a linearizacdo da equacdo de Arrhenius, conforme Apéndice 3, onde o
coeficiente angular corresponde a E4/R.

Altas temperaturas aumentam a velocidade de inativagéo da enzima e diminuem
seu tempo de meia-vida, assim como o valor de D (BALSAN et al., 2012). O valor de D
representa a resisténcia a uma determinada temperatura, enquanto o valor de z
representa a dependéncia da mudanca de temperatura para a desnaturacdo do fator
termodegradavel (HEIDTMANN et al., 2012). Com os valores D determinados pode-se
verificar a maior estabilidade da PO a 0 °C, ou seja, a temperaturas mais baixas, como
no caso da PO na forma bruta de FS que apresentou um D de 11513,00 min. O baixo
valor de z de 0,04 °C, indica que uma pequena variacdo na temperatura pode afetar
fortemente a estabilidade enzimatica, jA& que uma pequena variacdo no valor de z,
resulta em uma alteracé@o no valor de D em um ciclo logaritmico.

As energias de desativacao de reacdo encontradas para a PO de FA nas formas
bruta e purificada foram 75,66 e 83,72 Kcal mol™, respectivamente, enquanto que para
PO de FS estas foram de 80,06 e 83,72 Kcal mol™, para as formas bruta e purificada. A
PO a partir de FS apresentou maior Eq4 para ambas as formas estudadas em relacdo a

PO de FA. Portanto, uma elevagao na temperatura causa uma maior velocidade de
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desnaturacao para a PO de FS e na PO na forma purificada de FA o que € confirmado
em comparacao ao tempo de meia-vida encontrado para as enzimas em estudo.

Para melhor compreenséo do mecanismo de desnaturacdo da PO obtida de FA
e FS nas formas brutas e purificadas, foram avaliados os parametros termodinamicos.
Segundo Ortega et al. (2004), parametros como AH* e AS*, demonstram o0 numero de
ligacbes ndo covalentes quebradas e as mudancas na desordem enzima/solvente
associada com a formacao do estado de transi¢cdo. De acordo com as Tabelas 13, 14,
15 e 16, os valores de AS* encontrados sdo negativos, 0 que sugere que a desordem
foi significante ndo havendo nenhuma alteracdo na estrutura terciaria das enzimas
(USTOK et al., 2010). Os valores de AH* encontrados variaram entre 72,40 e
81,55 KJ mol™ para a PO de FA e entre 76,79 e 81,45 KJ mol™ para a obtida de FS.
Isto indica uma baixa desnaturacdo térmica das enzimas, porém também apresenta
uma maior estabilidade as temperaturas, principalmente apresentada na PO de FS na
forma bruta.

Em termos de estabilidade térmica o pardmetro de maior confiabilidade, para
avaliacdo € a energia livre de Gibbs (AG*) (SAQIB et al., 2010). A obtencéo de um valor
negativo ou pequeno indica que a reacao favorece a desnaturacdo térmica. Os valores
encontrados neste trabalho variam entre 98,99 e 114,50 KJ mol™* para a PO de FA e
entre 104,63 a 150,60 KJ mol™* para a PO de FS em ambas as formas avaliadas, o que

confirma a alta estabilidade dessa enzima.
5.4.7 Determinacao da massa molecular

A determinacdo da massa molecular das POs de FA e FS empregando SDS-
PAGE, mostrou mais de uma banda de massa molecular que indica de subunidades
enzimaticas, formadas por desnaturacdo ou a presenca de isoenzimas no extrato
enzimatico. A massa molecular da PO comercial HRP, 44 kDa, encontrada
comercialmente na forma liofilizada também foi utilizada como forma de comparacéo da
massa molecular. As presencas, de demais bandas eletroforéticas, evidenciam a
necessidade da avaliacdo de um método de purificagdo que tornem a PO mais pura,
para atender algum outro tipo de aplicacéao dele.

As massas moleculares da enzima de FA e FS foram identificadas por medidas

manuais para o calculo do fator de retencdo entre migragéo total das proteinas pela
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distancia percorrida pela enzima no gel (Rf), com estes valores foram construidas

curvas analiticas, conforme mostrado na Figura 16.

150 . 150

100

75 [£]

Massa Molecular (kDa)

50 50

35
25 .

y = 24,3668 + 182,7676°X 35 y = 167,026 + 337,391°x
r? = 0,9358 50 . r’ = 0,9380

0,20 0,33 0,46 0,62 0,70 0,87 0,5288 0,6058 0,6731 0,7500 08077 0,8942
Rf Rf

(a) (b)

Figura 16. Curvas de correlacdo entre a Massa Molecular (kDa) e o fator de retencéo

no gel SDS-PAGE, para padrdo de marcador molecular para FA (a) e FS (b).

Com isso, foi possivel estimar a massa molecular nas faixas de migracdo
encontradas nos géis, as curvas apresentaram linearidade dentro da faixa propostas
pelo INMETRO, sendo aceito um valor de r? acima de 0,90 (RIBANI, 2004). A massa
molecular encontrada para a PO de FA foi de 41 kDa e para a PO de FS foi de 34 kDa,
estas massas moleculares estdo dentro da faixa de massas das peroxidases de plantas
que varia entre 30 e 60 kDa (CIJZEN, HUYSTEE e BUZZELL, 1993). A banda
correspondente a migracao da enzima PO nos géis foi estabelecida tomando em conta
a recuperacao e o fator de purificacdo enzimatica e dados da literatura que apontam a
massa molecular das fontes enzimaticas (ITO et al.,, 1991; CIJZEN, HUYSTEE e
BUZZELL, 1993; SOUZA, 2001).

Embora essas massas moleculares tenham sido determinadas como sendo a
enzima PO, se observa na Figura 17 a presenca de isoenzimas ou contaminantes com
massas moleculares de 9 e 97 kDa, assim como na Figura 18 que apresentam

contaminantes em aproximadamente 11 e 86 kDa.
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Figura 17. Perfil eletroforético do extrato proteico para PO de FA, realizado em
amostras em condi¢cdes de desnaturacdo e in natura. Onde: (1) padrdo de massa
molecular, (2) extrato bruto in natura, (3) extrato bruto desnaturado, (4) extrato bruto
precipitado com acetona, (5) extrato purificado por Sephadex G-100, (6) extrato
purificado por TPP e (7) padréo de HRP 44 kD.
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Figura 18. Perfil eletroforético do extrato proteico para PO de FS, realizado em
amostras em condi¢cdes de desnaturacdo e in natura. Onde: (1) padrdo de massa
molecular, (2) extrato bruto in natura, (3) extrato bruto desnaturado, (4) extrato bruto
precipitado com acetona, (5) extrato purificado por Sephadex G-100, (6) extrato

purificado por TPP, (7) padrdo de HRP 44 kDa e (8) extrato purificado in natura.

Na Figura 18, além do perfil eletroforético, também esta presente uma corrida

eletroforética (8) que representa o extrato purificado por TPP in natura, mostrando a
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presenca de uma banda no inicio da migracao proteica ndo observada apos a etapa de
desnaturacdo. A presenca dessa banda somente é observada nos extratos in natura,
assim como uma banda de 112 kDa.

5.5 CINETICA DE DEGRADACAO DE DEOXINIVALENOL

5.5.1 Condi¢des cromatograficas otimizadas para separacdo e determinacdo de
Deoxinivalenol e Deepoxi-Deoxinivalenol em HPLC-UV, HPLC-DAD e LC-MS/MS

Com o intuito inicial de avaliar a degradacao de DON por a¢ao da PO, por HPLC-
UV, investigando a agdo de cada componente do meio reacional enzimético (guaiacol e
H.O,) no processo de degradacédo, foi desenvolvido um método analitico utilizando
tampdo fosfato como integrante da FM. Para melhorar a separacdo das micotoxinas
DON e De-DON, foram estudadas diferentes proporcdes dos solventes da fase movel
(FM), descritos na Tabela 17, avaliando parametros como: fator de retengéo e fator de
separacao, indicando assim a seletividade do método cromatografico para os dois
compostos que eluem na coluna em tempos de retencéo diferentes.

A separacao cromatografica efetuada na coluna Ascentis C18 — 3 ym, 150 x 4,6
mm, utilizando como solventes H,O:ACN:tampéo fosfato, com eluicdo no modo
isocratico e um fluxo programado para 0,6 mL min™, utilizando uma mistura dos dois
padrdes nas concentragdes de 1,5 e 1,75 uyg mL™, respectivamente para DON e De-

DON, obteve como melhor resultado o teste 3.

Tabela 17. Testes realizados para melhor separagédo de DON e De-DON.

Teste  Composicéo Vazao tr (Min) k A
Coluna daFM daFM
H,O:ACN:TF  (mL min™)

DON De-DON DON De-DON DON/De-DON

Ascentis 1 85:5:10 0,6 2,1 2,4 0,16 0,33 2,06
C-18 2 80:10:10 0,6 31 5,6 0,55 1,80 3,20

3 85:10:5 0,6 4.8 8,1 1,40 3,05 2,20

H,O:ACN:MeO

4 30:70:0 0,5 53 5,5 0,12 0,17 1,41

Gemini 5 20:80:0 0,5 54 55 0,14 0,17 1,21
C-18 6 20:75:5 0,5 54 5,6 0,22 0,27 1,22
7 30:70:0 0,3 8,7 9,1 0,24 0,30 1,25

8 30:70:0 0,2 13,1 13,6 0,19 0,23 1,21

9 25:75:0 0,2 13,2 13,4 0,20 0,21 1,05
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Este resultado se deve ao maior fator de retencdo para o primeiro composto eluido

(DON), permitindo uma melhor separacdo dos interferentes que na maioria dos

sistemas eluem no inicio da corrida cromatografica de 12 min, com um volume de

injecdo de 20 pL. Na Figura 19 estao apresentados os cromatogramas dos diferentes

testes (1), (2) e (3) realizados utilizando a coluna Ascentis C18 — 3 um, 150 mm x 4,6

mm.

Os parametros das curvas analiticas e dos parametros de validagdo estdo

apresentados na Tabela 18. As determinacdes em HPLC-DAD, ndo foram possiveis

pois a repetibilidade dos tempos de retencdo dos compostos DON e De-DON

apresentaram um coeficiente de variacdo de 31,2% e 40,6%, respectivamente. A

oscilacdo ocorreu em todos os intervalos em que foi interrompido a eluicdo da fase

movel de 8 a 12 h, conforme demonstrado na Figura 20 (1) e (2).

‘1(a) 2,1 min
\(b) 2,4 min

o —— —

1004

(a) 4,8 min

(b) 8,1 min

T
0 15 50 5 100
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15 00 25 50 75 100 )

50

T
15 100

Figura 19. Cromatogramas de eluicio de DON (a) e De-DON (b) em diferentes
propor¢cdes de FM. FM: H20: ACN: tampao fosfato (1) 85:5:10, (2) 80:10:10 e (3)

85:10:5.
1 5 2
l | |
\ (@) 6,0 min _ ul /l (@) 2,7 min
M f\i (?) 11,7 min : , fl (l;:) 4,6 min
\ n \“\‘_u._/ AN
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Figura 20: Perfil cromatografico encontrado para DON (a) e De-DON (b) em diferentes

dias de analise. Em (1) 8 h ap0s separagdo e em (2) 12h.
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O tampéao fosfato na fase moével, desestabilizou a interagdo entre os analitos e a
fase estacionaria pela alta concentracao de ions e principalmente pela interacao destes
com a 4gua presente na FM. Buscando a repetibilidade do tempo de retencao, foi
necesséria a avaliacdo de outras composicbes de FM e uma segunda coluna
cromatografica. As condicbes cromatograficas avaliadas nesse estudo, bem como os
fatores de retencéo e separacdo das micotoxinas, estdo expressas na Tabela 17.

A condicao cromatografica do Teste 8 foi a que apresentou a melhor separacao,
sendo que nesta foi possivel manter uma separacdo minima das micotoxinas, mesmo
com o aumento de suas concentragcfes (Figura 21 (1), (2), (3), (4), (5) e (6)), nas
concentracdes 1 pg mL™ de DON e 0,4 pg mL™ de De-DON, estas com um tempo de
retencdo de 13,12 e 13,60 min, respectivamente, com um tempo de corrida de 16 min.
A validagéo esta descrita na Tabela 18. Embora o Teste 9 também tenha apresentado
uma boa separacédo entre as micotoxinas houve um alargamento dos picos o que leva
a uma diminuicéo da resolucao.

Quanto aos parametros avaliados na separacdo cromatografica, pode-se
ressaltar que a determinacéo de k é importante, pois este € um parametro amplamente
utilizado para descrever as velocidades de migracdo dos analitos nas colunas
(COLLINS, BRAGA e BONATO et al.,, 2006). Os valores ideais de k para os dois
componentes da separacdo devem ser maiores que 1, envolvendo mudltiplos
componentes sdo aceitos valores maiores que 0,5 (COLLINS, BRAGA e BONATO et
al., 2006), cujo valor maior indica melhor a separacdo entre os analitos (COLLINS,
BRAGA e BONATO et al., 2006).

Os valores encontrados de k na coluna Ascentis C18 sao satisfatérios, porém na
coluna Gemini C18 estes se mostraram abaixo de 1 o que pode evidenciar a baixa
eficiéncia da coluna para separacdo. Portanto, em funcdo da andlise dos dados, a

maior que 1 para separacao de DON e De-DON, foi mantido uso a coluna Gemini C-18.
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Figura 21. Cromatogramas de eluicdo de DON (a) e De-DON (b) em diferentes razdes
de FM em HPLC-DAD. Sendo H,O:ACN em (1) 30:70 — 0,5 mL min™, (2) 80:20 —
0,5 mL min™, (4) 30:70 — 0,3 mL min™, (5) 30:70 — 0,2 mL min™, (6) 25:75 - 0,2 mL min™
e em (3) H,O:ACN:MeOH 25:70:5 — 0,5 mL min™.

5.5.2 Validacdo do método analitico

As moléculas de DON e De-DON e sua solubilidade em soventes organicos e
agua faz da técnica de HPLC a mais apropriada para sua deteccdo. A linearidade dos

métodos foi avaliada através da construgdo de curvas analiticas, utilizando-se de
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padronizacdo externa no solvente. A determinacdo do LD foi realizada através da
variacdo do ruido do sistema analitico em estabilidade. O LQ é a menor concentracao
quantificada com exatiddo e com fidelidade determinada, este também foi calculado
com relacdo a variacdo do sinal ruido. A equacao encontrada para as curvas analiticas
de DON e De-DON, bem como o coeficiente de correlacdo, o LD e LQ encontram-se na
Tabela 18.

Em relacdo a sensibilidade dos sistemas de HPLC-UV e HPLC-DAD utilizados
nesse trabalho, observa-se pelos coeficientes angulares das curvas analiticas que o
sistema HPLC-UV demonstra maior sensibilidade, 2,28 vezes, para DON e 1,22 vezes
para De-DON, isto por apresentarem um maior angulo de inclinacdo das retas,
fornecendo um sinal analitico maior em relagdo com o aumento da concentracao
quando comparado ao HPLC-DAD. As curvas analiticas, utilizando diferentes colunas,
teste 5 da Figura 21 e teste 3 da Figura 19, demonstraram que a coluna Gemini C18
mostrou uma maior sensibilidade, com um coeficiente angular 4,46 vezes maior
comparado com a coluna Ascentis C18, evidenciando a eficiéncia da coluna durante a
determinacdo no método analitico. A comparacdo entre as curvas analiticas
encontradas nos dois sistemas para DON e De-DON em tampéo fosfato em HPLC-UV
e HPLC-DAD e DON em tampao fosfato e ACN em HPLC-DAD, nas duas colunas
testadas estdo dispostas no Apéndice 4 deste trabalho.

Tabela 18. Valores de diferentes parametros avaliados para validacdo de método

analitico.
Método LD LQ Linearidade (9) Curva analitica
(igmL™")  (ugmL")  (ngmL")

DON em TF — HPLC-UV 0,40-4,06 0,998 y=36250x -1099,4
DON em TF — HPLC-DAD 0,45 - 4,08 0,991 y = 15845x - 78,22
De-DON em TF — HPLC-UV 0,5-4,00 0,994 y=23196x + 209,74
De-DON em TF — HPLC-DAD 0,5-4,00 0,997 y = 18951x — 8065
DON em ACN — HPLC-DAD 0,003 0,03 0,49 - 3,23 0,992 y=70691x - 6631,8

ACN — acetonitrila; TF — tamp&o fosfato

Estes dados mostram que o0 meétodo estudado € adequado para as
guantificacdes e determinacdes das micotoxinas DON e De-DON, como a linearidade,
em que foram utilizados valores superiores e inferiores da substadncia em analise,
atendendo aos requisitos de precisdo e exatiddo. Os coeficientes de correlacao

maiores que 0,99 demonstram a estimativa da qualidade da curva, quanto mais
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proximo de 1 este for, menor a incerteza dos coeficientes de regresséo estimados. De
acordo com a ANVISA o coeficiente de correlacdo deve ser igual a 0,99 e para o
INMETRO é aceito um valor acima de 0,90 (RIBANI, 2004).

A seletividade do método foi estabelecida pela verificacdo da pureza dos picos
cromatograficos, com o emprego da cromatografia liquida com detector de arranjo de
diodos acoplado.

A recuperagao nesse trabalho avaliada foi definida como a concentracido da
substancia de interesse, adicionada na por¢cdo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI, 2004). O método de particdo liquido-
liquido utilizando como solvente extrator cloroférmio, apresentou recuperacdes
percentuais de 118%, 90% e 85%, com coeficientes de variacdo de analise de 4,4; 3,5
e 2,6%, respectivamente. Estes valores foram obtidos para as recuperacdes em trés
diferentes concentragées 1,49; 2 e 3,23 yg mL™ de DON em meio tamponante.

Essas concentracdes foram escolhidas, por 2 pg mL* ser a concentragéo
utilizada nos ensaios de cinética de degradacdo por ser um dos pontos centrais da
curva analitica. Estes dados forneceram ao método um intervalo de aplicacdo, uma vez
gue o procedimento revela-se satisfatorio do ponto de vista da exatiddo. Os intervalos
aceitaveis de recuperacédo para analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%,
com precisdo de até + 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15% (RIBANI,
2004). Sendo assim as recuperacdes encontradas nesse trabalho estdo dentro da faixa
aceitavel.

Para a técnica de DLLME nenhum dos testes realizados apresentou
recuperacdo de DON. A escolha dos solventes foi baseada com dados da literatura
para micotoxinas em geral, visto que para DON né&o ha relatos de estudos utilizando
DLLME (ARROYO-MANZANARES, GAMIZ-GRACIA e GARCIA-CAMPANA, 2012).

5.5.3 Estudo da cinética de degradacdo de DON

A Tabela 19 apresenta os resultados encontrados durante avaliagcdo da
degradacédo de DON em meio tamponante. Nesta se observa que o ensaio realizado
utilizando a enzima comercial HRP, obteve apdés 30 min de reacdo uma reducao de
40% na concentracdo de DON nos meios DPOPG e DPOP, estes mesmos
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experimentos, apos 1 h de reacédo, mantiveram a reducéo da concentracédo chegando a
55%. Os mesmos resultados néo foram observados para o sistema DPOG, assim, ha a
possibilidade do maior percentual de reducdo da concentracdo de DON estar
relacionado com a presenca de peroxido de hidrogénio no meio reacional, sendo este
um cofator de atividade enzimatica, sua presenca no meio € de fundamental
importancia para a catalise enzimatica.

Esta possibilidade foi confirmada por Li et al. (2011) que afirmam que a adicéo
de peroxido de hidrogénio melhorou a degradacgéo, segundo 0s autores sua presenca
como oxidante fornece maior eficiéncia ao processo de remocdo de contaminantes.
Kinsley e Nicell (2000) e Silva et al. (2013), também evidenciam o uso do perdoxido em
no meio reacional avaliado.

Porém, na terceira hora de reacdo a concentracdo de DON voltou aos niveis
iniciais, mantendo-se com pequena variacdo até o final da andlise. Estes dados
expressam que DON pode estar sendo adsorvido pela enzima PO. Como, a PO e DON
se encontram em baixas concentracdes 32,4 ug mL™ e 4 yg mL*?, respectivamente, a
interacdo enzima/substrato entre ambos ndo se torna efetiva, fazendo com que DON
seja novamente liberado no meio reacional.

Outro fator que pode ser evidenciado é a influéncia do guaiacol na quantificacéo
de DON a 219 nm, j& observada por varredura em espectrofotdbmetro em ensaios
preliminares. Ainda, também ha a possibilidade de acao enzimatica oxidando o grupo
epoxido, formando um grupo cetbnico, tendo a mesma massa molecular e assim sendo
detectado por LC-ESI-MS/MS como DON.

Em contrapartida, o emprego das enzimas POs obtidas, purificadas e
caracterizadas neste estudo a partir de FA e FS, apresentou um perfil diferente da
enzima comercial HRP. Durante esses ensaios de degradacdo, se observa muita
variabilidade nos resultados e praticamente nenhuma acdo na degradacdo de DON.
Estes podem ser explicados pela baixa pureza apresentada pelas enzimas e pelas
condicbes do meio reacional, ndo terem sido otimizadas para o substrato guaiacol.
Assim, estudos envolvendo avaliagdo do meio reacional para estas duas enzimas e

DON se fazem necessarios, estes podendo ser definidos por estudo cinético.
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Tabela 19. Resultados encontrados durante avaliagdo da cinética de degradacdo de

DON em diferentes sistemas reacionais.

Tempo Concentragéo relativa de DON (%)

(h) D HRP PO de FA PO de FS

DPOPG DPOP DPOG DPOPG DPOP DPOG DPOPG DPOP DPOG

025 100 10940 14150 11245 10420 10320 9850 103,80 98,20 114,73
(113) (02 (00 (65 (03 @4 (08 (07 @D

05 100 9854 101,71 87,10 97,80 1010 9827 12820 108,40 107,00
12 (13 42 (02 (24 @5 (02 (10 (10

075 100 5648 6060 9292 9250 109,90 12586 103,40 106,20 100,87
02 @7 (06 @n (18 (00 (24 (09 (02

1 100 4988 4393 111,75 100,00 97,40 80,38 10350 100,20 107,11
200 @68 (07 @D (06 (06 (10 (12 (06

15 100 5390 49,70 5881 10510 10580 111,08 10550 106,80 113,68
(15 44 (@4 (L9 (18 (05 @15 (03 (30

3 100 109,30 106,30 103,99 9490 93,20 9491 111,90 11530 126,57
40) (66 (41 (06 (03 (08 (04 (13 (20

5 100 9470 8220 9947 9460 79,70 9524 102,50 94,90 86,62
L9) (36 (14 @4 (08 (22 07 (09 (22

10 100 11270 97,90 10852 99,50 10320 101,43 10560 101,90 108,60
05 44 (33 (L) (03 (28 (06 (06 (09

24 100 101,70 9440 92,84 97,60 9290 120,24 12550 119,50 131,85
66) (24 45 (02 (18 (08 (L) (08 (07

32 100 9480 9230 93,12 8840 9430 9549
09 (04 @Yy (04 (12 (09

48 100 109,40 101,90 109,82 9920 92,10 9144 10150 96,50 102,21
15 04 (@we ©8 08 @4 @0 @15 (09

O sistema DPOG néo apresentou um perfil definido sobre sua atuacdo em
nenhum dos meios reacionais testados para a degradacdo de DON. Como ja
mencionado, aparentemente o0 guaiacol presente no meio reacional durante a
degradacéo, se apresenta como um interferente potencial.

Estes resultados evidenciam a necessidade de avaliacdo da degradacéo de
DON em maiores concentracfes da PO, o que possibilitaria a maior interagdo entre
DON e PO levando a uma metabolizagdo da micotoxina. A presenca de De-DON nao
foi observada em nenhum dos ensaios de degradacéo realizados, com isso se acentua
a possibilidade da enzima estar adsorvendo a micotoxina ou agindo na degradacéo

atraves de reacdes oxidativas.
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6. CONCLUSOES

A extracdo da enzima PO dos subprodutos FA e FS, empregando superficie de
resposta, demonstraram como melhor condicdo de extracdo de 5g de FA com um
volume de 50 mL de solvente extrator tampéo fosfato 0,040 mol L™ em pH 5 com a
adicdo de MgCl 0,1 mol L™, agitados orbitalmente durante 60 min, obtendo atividade
especifica de 91,41 U mg™. Para FS a maior atividade especifica encontrada foi de
100,14 U mg™, obtida com um tempo de extracdo de 60 min, também utilizando 100
rpm como agitacéo orbital, com o emprego de 5g em 50 mL de tampé&o fosfato 0,010
mol L™ pH 4,7 com a adicdo de de CaCO3 0,2 mol L™ como solvente extrator.

A utilizacdo do método de purificacdo TPP apresentou fator de purificacdo e a
recuperacdo maiores comparados com o0s obtidos pelo método cromatogréafico de
exclusdo molecular para ambas as POs do estudo. Esta técnica se apresenta
promissora para processos ambientais e aplicacdo industrial, com baixos custos e
tempo de aplicagcdo. Em contrapartida, para maior purificacdo das enzimas objetivando
a degradacao de DON, se faz necessaria a avaliacdo de um processo mais eficiente.

A cinética enzimética demonstra que as POs de FA e FS na forma purificada
apresentam uma maior afinidade pelo substrato. A avaliacdo de estabilidade enzimética
demonstrou que a enzima PO de FA apresentou maior estabilidade frente ao pH em
estudo, com uma maior estabilidade em pH acido. Em termos de estabilidade térmica a
PO de FS apresentou maior estabilidade, com uma manutencao de 50% da atividade
em 144 dias. A estabilidade térmica da PO de FS é consideravelmente maior quando
comparada com a PO de FA, de 48 dias.

As POs de FA e FS apresentaram uma massa molecular de 41 e 34 kDa,
respectivamente. Essas mostraram ao final do processo de obtencédo, purificacdo e
carcaterizacdo uma atividade especifica de 115,79 U mg™' para PO de FA e
794,04 U mg™ para PO de FS e 4363,35 U g e 17453,38 U g™, respectivamente.

As condi¢cbes cromatograficas otimizadas por HPLC-DAD, permitiram a
realizacdo da separacédo e de uma analise quantitativa e qualitativa das micotoxinas em

estudo, com um tempo de andlise de 16 min, com uma vaz&do de 0,2 mL min™, com
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uma razéo de solventes de 30:70 H,O:ACN. As curvas analiticas apresentaram valores
de R maiores que 0,99 para as faixas lineares que variaram de 0,4 — 4,08 ug mL™ para
DON e 0,5 — 4 ug mL™* para De-DON. Os valores das recuperacées de DON foram em
média de 101% com coeficientes de variacdo, também com média, de 3,5%. O LD
encontrado para DON foi de 0,003, enquanto que o LQ foi de 0,03.

As enzimas POs de FA e FS purificadas nesse trabalho por TPP, nas condicdes
testadas, n&o apresentaram acao degradativa sobre a micotoxina DON, em
contrapartida os resultados encontrados durante aplicagdo da enzima comercial HRP,
evidenciam que a enzima PO possui potencial degradativo sobre DON, necessitando
apenas estudos cinéticos de interacdo PO + DON e definicdo das condicbes para

aplicacao na biorremediacédo ambiental.
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Apéndice 1. Grafico de duplo reciproco de Linewavear-Burk da PO de FA extrato bruto
(a), extrato puro (b) e para PO de FS extrato bruto (c) e extrato puro (d).

0,016 0,009
0,008
0,012 0,007
o o 0,006
£ £
S 0,008 3 0,005
Z =
- 0,004
0,004 0,003
r2 = 0,9964 0,002 r2=0,9920
y= 0,0002x+ 0,0013 y= 0,0001x+ 0,0015
0,000 0,001
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
1/[S] mmol/L 1/[S] mmol/L
() (b)
0,050
0,021
0,045
0,040 0,018
0,035
=2 2 0,015
£ 0,030 £
] D -]
>
:>| 0,025 2 o012
0,020
0,015 0,009
0010 r?=0,9969 r2=0,9921
y = 0,0009x + 0,0051 0,006 y= 0,0003x + 0,0055
0,005
o 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
1/[S] mmol/L 1/[S] mmol/L
() (d)

Figura 22. Gréfico de duplo reciproco de Linewavear-Burk da PO para farelo de arroz
nas formas bruta (a) e pura (b) e para PO de FS nas formas bruta (c) e pura (d).
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Apéndice 2. Gréficos de In/[A] (V/Vo) em funcdo do tempo, para obtencdo do Ky, 0s
valores dos coeficientes angulares encontrados correspondem ao valor da constante

de dissociacao (Kg).
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Figura 23.Dados de In/[A] em funcdo do tempo para calculo do Kqa 0 °C (a), 10 °C (b),
25 °C (c), 40 °C (d), 50 °C (e) e 60 °C (f) de PO de FA bruta.
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Figura 25. Dados de In/[A] em fun¢do do tempo para calculo do K4 a 0 °C (a), 10 °C
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Figura 27. Dados de In/[A] em fun¢cdo do tempo para célculo do K4 a 0 °C (a), 10 °C
(b), 25 °C (c), 40 °C (d), 50 °C (e) e 60 °C (f) de PO de FS bruta.
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Figura 29. Dados de In/[A] em fun¢cdo do tempo para célculo do K4 a 0 °C (a), 10 °C
(b), 30 °C (c), 40 °C (d), 50 °C (e) e 60 °C (f) de PO de FS purificada.
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Apéndice 3. Obtencdo da energia de ativacdo da reacdo de desnaturacdo (Eg),
realizada pela linearizacdo da equacédo de Arrhenius, onde o coeficiente angular

corresponde a E4/R.
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Figura 31. Constantes de desnaturacdo térmica In(Ky) em funcdo do inverso da

temperatura para o calculo da energia de ativacao da reacdo de desnaturacdo (Eg4) da
PO de FA bruta (a), purificada (b) e PO de FS bruta (c) e purificada (d).



Area do sinal

107

Apéndice 4. Comparacdo entre as curvas analiticas encontradas nos dois sistemas
para DON e De-DON em tampédo fosfato em HPLC-UV e HPLC-DAD e DON em
tampao fosfato e ACN em HPLC-DAD.
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Figura 32. Comparagéo entre as curvas analiticas encontradas nos dois sistemas para
DON (a) e De-DON (b) em tampao fosfato em HPLC-UV e HPLC-DAD.
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Figura 33. Comparacao entre as curvas analiticas encontradas para DON em tamp&o

fosfato e ACN em HPLC-DAD, nas duas colunas testadas.



