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RESUMO

A faseolamina é uma proteina de origem vegetal, encontrada apenas em leguminosas como o
feijao branco. E uma proteina que tem sido muito utilizada para reduzir o sobrepeso e também
tem sido foco de muitos estudos, pois possui capacidade como um anti-hiperglicemiante em
portadores de diabetes, sendo justificado a necessidade de obtencdo dessa proteina com elevado
grau de pureza. Os criogéis supermacroporosos podem ser usados como suportes
cromatograficos para purificacdo de proteinas, principalmente quando se deseja manter a
bioatividade da molécula alvo. Assim, foi desenvolvido um criogel de poliacrilamida
funcionalizado com polietilenoimina (PEI) para ser utilizado como um trocador anidnico em
estudos de adsor¢do de faseolamina em diferentes condicbes de pH (7,2, 7,8 e 8/4) e
concentragéo de sal [Tris-HCI] (20 mM, 60 mM e 100 mM). O criogel funcionalizado com PEI
(cryo-PEI) apresentou poros interconectados, estrutura uniforme e esponjosa, coloracdo
esbranquicada. O cryo-PEI apresentou baixa resisténcia ao fluxo e permeabilidade (Kw) de 5,03
x 103 m?. Os resultados de disperséo axial (Dax) do cryo-PEI foram bons, variando de 2,75
x 107 m?/s a 3,27 x 10 m?/s. Foi possivel observar as melhores condi¢bes em pH 7,8 e
concentracéo de sal de 100mM Tris-HCI para o rendimento e o fator de purificagéo, resultando
no maior fator de purificacdo (10,838) e maior rendimento (149,706%). Este estudo demonstrou
um método de purificacdo bem sucedido para a captura de faseolamina por cromatografia de
troca idnica.

Palavras-chaves: Troca i6nica. Criogel. Feijdo Branco. Proteina. Captura



ABSTRACT

Phaseolamine is a protein of plant origin, found only in legumes such as white beans. It is a
protein that has been widely used to reduce overweight and has also been the focus of many
studies, as it has the ability to be an anti-hyperglycemic in patients with diabetes, justifying the
need to obtain this protein with a high degree of purity. Supermacroporous cryogels can be used
as chromatographic supports for protein purification, especially when it is desired to maintain
the bioactivity of the target molecule. Thus, a polyacrylamide cryogel functionalized with
polyethyleneimine (PEI) was developed to be used as an anion exchanger in phaseolamine
adsorption studies under different conditions of pH (7,2, 7,8 and 8,4) and salt concentration [
TRIS-HCI] (20 mM, 60 mM and 100 mM). The cryogel functionalized with PEI (cryo-PEI)
showed interconnected pores, uniform and spongy structure, whitish color. The cryo-PEI
showed low flow resistance and permeability (Kw) of 5,03 x 10 m?. The axial dispersion
(DAX) results of the cryo-PEI were good, ranging from 2,75 x 107" m?/s to 3,27 x 10 m?/s. It
was possible to observe the best conditions at pH 7,8 and salt concentration of 100mM TRIS-
HCI for yield and purification factor, resulting in the highest purification factor (10,838) and
highest yield (149,706%). This study demonstrated a successful purification method for
capturing phaseolamine by ion exchange chromatography.

Keywords: lon Exchange. Criogel. White Beans. Protein. Capture.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A maior parte da dieta humana é constituida por carboidratos, cuja ingestdo em excesso
acarreta aumento de peso corporal, tendo, como consequéncia, problemas como hipertenséo,
doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, dentre outros. A condi¢do de sobrepeso e a obesidade
vem aumentando rapidamente na popula¢do mundial, sendo considerados como um problema
de saude publica, associado a reducdo da expectativa de vida. Neste sentido, a introducdo de
suplementos alimentares que reduzam a ingestdo e absorcéo de carboidratos tem se tornado

uma pratica, podendo para isso serem utilizados inibidores de enzimas digestivas (a-amilases).

Inibidores das enzimas digestivas podem ser encontrados em diversas fontes
alimenticias, tal como o feijdo, produto alimentar consumido pela maioria dos brasileiros.
Alguns dos inibidores sdo considerados inibidores especificos, como a glicoproteina
faseolamina, uma proteina oligomérica composta por trés subunidades polipeptidicas com
massa molecular entre 43 a 54 kDa. Essa proteina é extraida do feijdo comum e do feijao branco

e atua principalmente na inibigdo da enzima a-amilase humana.

Diante do papel importante e das funcionalidades que as proteinas possuem, destacando-
se a faseolamina que esta presente no feijdao branco, € necessario a aplicacdo de técnicas
especificas para a obtencdo dessas proteinas com certo grau de pureza, incluindo desde o
processo de extragdo, separacdo e principalmente as etapas de purificacdo. Assim, muitas
técnicas de separacao tem sido estudadas e encontra-se um destaque especial para as técnicas

cromatograficas, que tem conferindo principalmente uma maior purificacéo.

A extracdo e purificacdo da faseolamina é objeto de estudo desde a década de 1980. Sua
separacgdo engloba a precipitacdo, dialise, tratamento térmico e cromatografia, como excluséo
molecular, troca idnica e intera¢fes hidrofdbicas. Estas técnicas apresentam limitaces em seu
uso, uma vez que, para obter resultados satisfatorios, faz-se necessario a aplicacdo de varias
etapas no processo. A cromatografia por troca idnica, que se baseia na separacdo de
biomoléculas ionizaveis de acordo com sua carga elétrica superficial € um método amplamente
empregado na separacdo de aminodacidos, peptideos e proteinas, fazendo o reconhecimento

entre o ligante e uma dada proteina, podendo promover a interagdo ou uma reducdo de
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interagBes, e também proporciona o aumento do rendimento operacional e elimina facilmente

contaminantes indesejaveis.

Adsorventes funcionalizados com polietilenoimina tém atraido a atencdo em aplicacfes
para purificagdes. A quaternizacdo da polietilenoimina resulta em um trocador anionio, de tal
forma que sua interagdo com proteinas ocorre através de forcas eletrostaticas. Essa técnica tem
demonstrado vantagens em termos de simplicidade e eficiéncia econdbmica em compara¢ao com
outras técnicas baseadas na proteina A. Sendo assim, neste projeto foi estudada a purificacao
da faseolamina a partir do isolado proteico do feijdo branco, utilizando cromatografia por troca
ibnica. Foi produzido um criogel de poliacrilamida e a sua ativacdo consistiu de ligagéo de
polietilenoimina sobre os grupos epoxis e posterior quaternizacdo com epiclorohidrina. O

isolado proteico foi obtido por solubilizacdo alcalina da farinha do feijao.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Proteinas do feijdo branco

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma semente dicotileddnia, pertencente a familia
Fabaceae e é considerado um dos alimentos mais importantes da dieta do brasileiro. Composto por
componentes quimicos como, proteinas (20-30%), carboidratos (60%), fibras (24-30%), célcio, ferro,
fosfato de potassio, magnésio, lipidios, glicidios, vitaminas do complexo B (KAN et al., 2017), e
diversas propriedades medicinais, dentre elas fortalecedora, hipoglicémica e nutritiva. E uma das
principais fontes de proteina vegetal e possui, em matéria seca, cerca de 26% de proteina na sua
totalidade (IRSHAD; SHARMA, 1981).

Por ser um produto de alto valor nutricional e de baixo custo, o feijdo é considerado a
leguminosa principal em diversos paises em desenvolvimento, principalmente na dieta da populagéo de
baixa renda, e possivelmente a Unica fonte diaria de proteina. Mesmo sendo observado uma queda em
relacdo ao consumo de feijao nas Ultimas décadas, pesquisas mostram que para os brasileiros ele ainda
é considerado como um alimento de alto potencial nutricional (NORNBERG, 2022). O Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2023) realizou uma pesquisa estimando que o
consumo medio no pais € de 182,9 g/dia, sendo que as mulheres consomem cerca de 79,4%
dessa totalidade. A farinha de feijdo branco € amplamente comercializada pela internet ou no
comeércio local. Por néo se tratar de um produto purificado, os efeitos do seu uso sdo desconhecidos,
podendo apresentar possiveis maleficios decorrentes, principalmente, da presenca de componentes anti-
nutricionais na sua composic¢éo. De acordo com a literatura, grande parte dos suplementos para controle

de peso nédo possui estudos que justifiqguem seu uso (testes em seres humanos) (SILVA; FERREIRA,
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2014). Dado a grande importancia do consumo da farinha branca é possivel destacar as proteinas
que existem em diversas variedades do feijao.

Existe uma grande variedade de feijdo, e uma das variacBes é o feijdo branco (Phaseolus
vulgaris L.) que est4 dentro da familia Fabaceae. No Brasil, esse feijdo vem sendo cada vez mais
consumido e indicado para pessoas com alto indice de obesidade. Atualmente, essa doenga tem sido um
dos maiores problemas de saude publica, se tornando um fator preocupante. Seu tratamento é
imprescindivel, pois acarreta o surgimento de outras diversas doencas crénicas (COELHO, 2018). Em
regides de alta producdo de feijdo branco, além do comércio dos graos, tem-se comercializado também
a sua farinha. Para regides onde a producgdo é menor tem chegado também este subproduto através do
comércio pela internet (SILVA et al., 2014).

As proteinas podem ser classificadas, de acordo a sua estrutura, em albuminas,
globulinas, prolaminas e gluteninas (DURIGAN et al., 1987). Por conta do alto teor de
aminoacidos essenciais (lisina, leucina, isoleucina, asparagina, glutamina) e baixo teor de sulfurados
(metionina, cisteina, triptofano, valina, tirosina), o consumo do feijdo branco necessita de reforco
nutricional, que é encontrado ao combinar cereais, como arroz, milho e/ou trigo, na dieta para balancear
a ingestdo desses nutrientes (MONTOYA et al.,2010).

A proteina do feijdo possui um valor nutritivo de proteina baixo quando se utiliza o feijdo com
a Unica fonte proteica, pois este possui baixos teores de aminoacidos sulfurados. Porém, quando
combinado com outros alimentos como como o arroz, juntos fornecem uma mistura de proteinas
significativa e nutritiva. Em relagdo a produtos de origem animal que também fornecem proteinas, o
feijdo tem essa importancia alimentar devido ao menor custo de aquisicao e por isso existem inimeros
trabalhos com esse vegetal e ele tem se destacado nas pesquisas (MESQUITA e RIVIELLI, 2007).

As sementes de feijao acumulam reservas durante o seu desenvolvimento, sendo essas reservas
constituidas em sua maior parte de proteinas, como as globulinas. Essas proteinas podem ser
classificadas de acordo com seu coeficiente de sedimentagdo, como 7S (grupo das vicilinas) com 40-
50% do nitrogénio total do grdo e 11S (grupo das leguminas) com 10% de nitrogénio total. Esses grupos
podem limitar o acesso de enzimas proteoliticas (MONTOYA et al., 2010; CHAGAS; SANTORO,
1997; DURANTI; GIUS, 1997). As vicilinas estdo presentes nas sementes na sua forma trimérica, com
massas moleculares que variam de 140 a 190 kDa. A faseolamina é classificada como uma vicilina e
tem a sua estabilidade estrutural trimérica mantida por forgas intramoleculares do tipo hidrofébicas,
eletrostaticas e pontes de hidrogénio. As pontes dissulfidicas ndo contribuem na manutencdo da
estabilidade. Apresenta temperatura de desnaturacdo de aproximadamente 90 °C, em pH 7 (tampéo
fosfato 10 mmol.L?); sua estrutura é desnovelada quando em presenca dos fons iodeto (1 M) ou
tiocianato (1 M), com pH 7 (MARSHALL; LAUDA, 1975; YIN et al., 2008). A depender do pH do
meio, a faseolamina tende a possuir comportamento de associacao-dissociacdo da cadeia polipeptidica,

onde, em altas variacOes de pH, ocorrem alteracdes nas caracteristicas estruturais e de sedimentacao. As



15

formas trimérica (160 kDa), dodecamérica (650 kDa) e monomérica (50 kDa) apresentam conformacgées
distintas umas das outras, uma vez que a forma trimérica da vicilina é formada em estado de alta acidez,
neutralidade e baixa alcalinidade, sendo as demais formas formadas em condic¢des contrarias (SUN et
al., 1975).

No feijao comum foi descoberto presenca de alguns compostos bioativos como polifendis,
flavonoides, fibras alimentares (amido resistente, polissacarideo ndo amilaceo) e também a faseolamina
gue é considerada como um inibidor de a-amilase (a-Al). Desses compostos, o que vem sendo mais
estudado no feijdo € a faseolamina, pelo fato de apresentar efeitos anti-obesidade, pois é capaz de inibir
a saliva e a amilase pancreética, impedindo a hidrélise do amido nos alimentos. O potencial de inibigcdo
da a-amilase faz com que tenha uma diminuicdo de carboidratos principais e também modula a
microbiota intestinal composta in vivo, assim, a faseolamina pode ser utilizada para restringir a sintese
de gordura sem causar efeitos colaterais (SHI et al., 2021).

Udani et al., (2009) fez um estudo onde utilizou-se um extrato de feijdo branco para diminuir o
indice glicémico em humanos. Foi produzido um extrato aquoso de feijao branco (Phaseolus vulgaris
L.) com uma padronizagdo descrita na literatura de forma a inibir a alfa-amilase. O feijdo foi moido e
extraido por 4 horas, em seguida o liquido foi filtrado e concentrado sob vacuo. O extrato foi novamente
filtrado e, em seguida, pasteurizado antes de ser seco por spray para obtencdo do p6. O produto foi
dosado em p6 (misturado na manteiga) e em capsulas. Para testar se houve reducéo do indice glicémico,
foram feitas formulagdes com e sem insercéo do extrato de feijdo branco no p&o branco, seguindo para
aplicagdo em 10 individuos e concluido de acordo com as diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) com metodologia padrdo usando glicose como alimento padrdo. Utilizando dosagem e
formulacédo apropriada, o extrato de feijdo branco mostrou ser um método novo e potencialmente eficaz
para reduzir o indice Glicémico (IG) de alimentos existentes, sem modificar seu perfil de ingrediente.
Dado o interesse e o0s beneficios potenciais das dietas de baixo IG, estudos adicionais da produgdo do
extrato e inser¢do no pao, com uma amostragem populacional de estudo maior e em combinagdo com
outros alimentos com alto 1G sdo indicados para uma maior contribuicdo de resultados, bem como

confirmagdo de acéo inibidora da alfa-amilase.

2.2 Inibidores das enzimas digestivas

Inibidores da enzima a-amilase (1-4 o D-glucanglucanohidrolase, EC 3.2.1.1) sdo
comuns em plantas, alguns cereais como trigo e centeio e presentes no feijdo. Essa enzima tem
a funcdo de hidrolisar polissacarideos, como o amido ou glicogénio, em moléculas de maltose
(primeiro produto obtido ap6s a digestdo — glicose-glicose) e dextrinas. Sdo encontrados poucos
trabalhos que certificam a presenca do inibidor da a-amilase no feijéo, entretanto, Marshal e

Lauda (1975) encontraram apds etapas de purificacdes, propriedades proteicas nesse inibidor.
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Existem seis classes de inibidores proteicos de a-amilase encontrados em plantas
superiores e podem ser definidas pela similaridade na sequéncia e estrutura tridimensional. As
seis classes correspondem aos tipos: lectina, knotina; inibidor AAL; Kunitz; taumatina e -
purotionina. (BOLETI et al., 2007; GAD et al., 2006).

O feijdo comum possui trés isoformas com potencial de inibicdo da a-amilase sendo, alfa-Al,
alfa-Al12, alfa-Al. Destas, existem estudos especificos voltados para a forma iso alfa-Al por possuir
atividade anti-amilase em seres humanos. Essa enzima é encontrada apenas nos eixos embrionarios e
nos cotilédones dessa planta e ndo é encontrada em outros érgdos da planta. Ela é classificada como
uma proteina de defesa da semente ou como anti-alimentar, devido a ndo ser atico contra as a-amilases
de vegetais. O inibidor da alfa-amilase previne a digestdo do amido, promovendo um bloqueio total ao
sitio dessa enzima. Existem alguns fatores que afetam diretamente a atividade do inibidor da isoforma
alfa-Al, sendo eles, o pH, a temperatura, o tempo de incubagao e a presenca de ions especificos. O pH
e a temperatura 6tima para o inibidor sdo respectivamente 4,5a 5,5 e de 22 a 37°C, e ndo existe atividade
a 0 °C, ocorrendo assim a inibicdo completa por fervura durante um tempo de 10 minutos. Com
diferentes estudos estima-se que o periodo ideal de incubagdo seja em intervalos de 10, 40 e 120
minutos. Acredita-se que os diferentes usos de condicOes de testes em casa ensaio, como pH de 6,9 em
incubacGes mais longas e um pH de 4,5 para os periodos de incubagdo menores que ocasiona em
resultados diferentes de tempos de incubagdo, como o apresentado anteriormente (BARRETT e UDANI,
2011).

2.3 Faseolaminas

A faseolamina é uma proteina de origem vegetal encontrada exclusivamente em
leguminosa, como o feijdo branco (Phaseolus vulgaris L.) (KAN et al., 2016). Utiliza-se essa
proteina para reduzir o sobrepeso e efeito hipoglicemiante em pacientes portadores de Doencas Cronicas
ndo Transmissiveis (DCNT) como por exemplo, portadores de diabetes. Para individuos que possuem
altos valores do IMC (indice de Massa Corporal), faz-se necessario a introducao dessa proteina na dieta,
uma vez que a mesma reduz indiretamente o teor de glicose absorvido pelo organismo ao ingerir
alimentos ricos em amido (ZHU; JIANG; THOMPSON, 2012). Isso s6 é possivel devido a acéo da
faseolamina, uma inibidora da enzima a-amilase, que inibe a digestéo de amido (ARBO et al.,
2009).

Por esses fatos, a faseolamina é considerada um fitoterapico eficaz para a reducéo do
sobrepeso e doencas relacionadas a obesidade. De acordo com a Resolucdo da Diretoria
Colegiada n°48 de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 0s
fitoterapicos séo: “todos 0s medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou partes de

plantas medicinais, como, por exemplo, cascas, raizes, sementes, frutos, flores ou folhas as
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quais tenham propriedades sendo reconhecidas como prevencdo, diagnostico, ou tratamento de
doengas”. Existem algumas contraindicacbes para o uso da proteina faseolamina por
hipoglicémicos e gestantes, uma vez que se faz necessario a absor¢do de macromoléculas como
a glicose para esse tipo de patologia e/ou situacdo (CINTRA, 2014)

Os primeiros estudos com a faseolamina do feijdo branco foram realizados por
MARSHALL; LAUDA, (1975). Os autores afirmaram que a faseolamina é uma glicoproteina de
massa molar entre 45 e 55 kDa, sendo ela especifica para inibi¢do da o-amilase animal, mas ndo atua
sobre as a-amilases bacterianas e de plantas. A faseolamina tem um baixo grau de hidrélise devido a
sua estrutura compacta e rigida e ao fato de ndo ser muito hidrofilica (MONTOYA et al., 2010).

A faseolamina é a maior proteina de armazenamento do feijio. E uma proteina
oligomérica composta por trés subunidades polipeptidicas —a, B, Y- com massa molecular entre
43 a55kDa (YIN etal., 2008). Durigan et al. (1987) avaliaram o contetido de globulinas e albuminas
em 12 cultivares de feijdo brasileiro. E observada uma variacio de globulinas e albuminas de (33,4 a
52,9)% e (9,2 a 20,1)%, respectivamente. A faseolamina (fracdo 7S), principal fracdo globulinica,
representa 40 a 50% do nitrogénio total do gréo, enquanto na 11S representa apenas 10%.

Pode-se encontrar faseolamina disponivel no mercado, em diferentes graus de atividade,
a depender da sua fonte comercial e também pode ser encontrada em diversos suplementos que
sdo utilizados em dietas e também em produtos voltados para esse fim (OLIVEIRA et al., 2014).
Nota-se que varios estudos vém avaliando a faseolamina para verificar a sua eficacia como inibidor de
amido através de extratos purificados. Ainda se esperam avangos nesses processos de extracéo,
purificacdo e padronizacédo de proteinas de vegetais como os das plantas de feijao, buscando sempre um

melhor indice de resultados quanto a atividade de inibi¢do desse carboidrato (MICHELI, 2019).

2.4 Fatores mais estudados na separacao e purificacdo de proteinas

As proteinas do feijdo branco sdo divididas em quatro fragdes: albumina, que apresenta
solubilidade em &gua; globulinas que sdo insollveis em &gua, mas solGveis em solugdes salinas;
prolaminas, que apresentam solubilidade em solucdo alcodlica relativamente fortes (60 - 70%),
entretanto, sdo insollveis em agua e solucdo salina; e as gluteninas que, diferente das demais, sdo
insollveis em solucdo aquosa neutra, alcoolica ou salina, mas podem ser extraidas por alcalis
(OSBORNE, 1924). Essas proteinas do feijao branco apresentam baixa ou nenhuma solubilidade
em pH proximo do ponto isoelétrico, em que a repulsdo eletrostatica € minima e a interacéo
hidrofobica entre as superficies ndo polares sdo maximas (RIBEIRO et al., 2009). Alguns
estudos mostram que geralmente ndo ha solubilidade no ponto isoelétrico (PI), entretanto, a
presenca de contra-ions provocam uma minima solubilidade das proteinas exatamente no Pl
(TREVINO; SCHOLTZ; PACE, 2008). Guerrero et al. (2002) identificou que a solubilidade
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ou insolubilidade das proteinas podem estar relacionados a fatores extrinsecos, como a
composi¢do e sequéncia de aminoacidos, tamanho e conformacdo das moléculas e com a
relacdo hidrofobicidade/hidrofilicidade.

Os fatores de hidrofobicidade e hidrofilicidade sdo considerados como 0s mais importantes
que afetam as caracteristicas de solubilidade, quando esses fatores estdo relacionados a camada de
superficies das proteinas, devido ao contato direto da superficie da proteina com a &gua que esté ao seu
redor. Ao ser submetido a um processamento térmico, como, por exemplo, o cozimento, pode ocorrer
mudangas fisico-quimicas das proteinas e também em outros componentes do vegetal, no caso o feijao,
afetando também o seu valor nutricional (RAMIREZ-CARDENAS, et al., 2008).

Segundo Sathe (2002), a maioria das proteinas de feijao tem ponto isoelétrico (PI1) em
pH &cido, devido a grandes quantidades de residuos de acido glutdmico e aspartico na
composicdo aminoacidica. As proteinas do feijdo, aloumina e globulinas, apresentam Pl na
faixa acida (geralmente entre 4 e 5) e sdo eficientemente solubilizadas em meio aquoso em pH
alcalino (pH de 8,5 a 10 é geralmente eficiente). Ajustando-se o pH de solucGes de proteinas
solubilizadas para a faixa de pH isoelétrico, consegue-se uma eficiente separacdo e
concentracdo das principais proteinas.

Ribeiro et al. (2009) realizaram estudos de solubilidade das proteinas do feijdo em pHs na faixa
de 2-12 (usando HCI 1N ou NaOH 1N), em diferentes periodos de armazenamento (controle, 30 e 60
dias). Os autores observaram menor solubilidade em pH 4 e 5, sendo esses valores proximos ao ponto
isoelétrico das proteinas, onde a repulsdo eletrostatica e a hidratacdo ibnica sao minimas e a interacéo

hidrofébica entre as superficies ndo polares é maxima.

2.5 Cromatografia

A cromatografia € um dos procedimentos mais utilizados para purificacdo de proteinas.
Esse processo pode ser compreendido, basicamente, como um sistema que possui uma fase
estacionaria e uma fase mdvel, e tem como principio de separacdo baseada na diferenca de

interacdo dos componentes da mistura (fase movel) com a fase estacionaria.

Além da divisdo entre fases, a cromatografia pode apresentar resolucdes alta e baixas. Técnicas
como precipitacdo possuem baixa resolugdo ao contrario das técnicas cromatograficas que possuem alta
resolucdo. Tratando-se de proteinas de fontes vegetais, o conhecimento da composi¢cdo aminoacidica
faz-se de grande importancia ao tracar estratégias para extracdo e purificacdo de proteinas, visto que as
dificuldades mais comuns s&o devido a constituicdo de ndo-proteicos com baixa massa molecular (3
kDa), como compostos polifendlicos e seus derivados (JERVIS.; PIERPOINT, 1989).
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Pereira et al. (2010) avaliaram diferentes métodos para precipitacdo do inibidor de a-
amilase. Puderam destacar que a precipitacdo salina numa concentracdo de 50% de sulfato de
amonia (COELHO; SILVA, 2000) apresentou melhor resultado. Tais processos séo utilizados
como etapa preliminar para purificacdo da proteina inibidora de a-amilase em colunas

cromatograficas.

Existem técnicas que podem ser utilizadas em conjunto para que seja obtido um grau de
pureza mais relevante das fracbes proteicas. A juncdo da solubilizacdo salina acida com
métodos cromatograficos como troca idnica (SANTI-GADELHA et al., 2006) mostram-se
excelentes para o fracionamento das proteinas globulares presentes no feijdo (TANG; SUN,
2011a). Os autores realizaram estudos sobre a solubilizacdo salina acida do feijao vermelho
(Phaseolus angularis). O isolado foi fracionado atraves da cromatografia de troca anionica,
usando tampao fosfato 50 mM pH 7,0 com gradiente de 0-0,5 M NaCl e sob vazéo de 2,5
mL.min%. A avaliacéo das fracdes foi feita por eletroforese e constatou que uma das fracdes da
globulina (vicilina 7S) predominava sobre as demais proteinas presentes nas fracdes e sua

pureza nas fracGes coletadas variava de 89,8% a 92,8%.

Estudos realizados por Hassas-Roudari (2011) a partir de metodologias de purificagdo para
obtencdo de proteinas isoladas, realizando tratamentos com etanol, cromatografia por exclusdo
molecular e cromatografia de troca i6nica, destacaram que o tratamento feito a partir do etanol levou a
eliminacéo de constituintes ndo proteicos do contetdo total presente no extrato. Os extratos tratados
com etanol demonstraram serem mais vantajosos quando comparado aos extratos que ndo passam por
esse tratamento, isso porque apresentaram maior teor de proteinas e continuaram indicando a presenca

de ISP no extrato, fato esse observado pela analise em SDS-PAGE.

O método cromatogréfico utilizado dependera da biomolécula a ser adsorvida, das suas fragdes
e massa molecular. Esta técnica possui especificidade que garante alto rendimento e adsortividade. Para
amenizar as interferéncias encontradas em alguns leitos cromatograficos, em especial a transferéncia de
massa, estudos sdo feitos sobre criogel de poliacrilamida, leitos que possibilitam a mudanca da matriz
polimérica a depender da biomolécula e do tipo de cromatografia a ser utilizada, seja ela cromatografia
de afinidade (SUN et al, 2007), troca i6nica (SANTI-GADELHA et al., 2006) ou hidrofébica
(GONCALVES et al., 2016).

2.6 Cromatografia de troca idnica
A cromatografia por troca idnica, se baseia na separacdo de biomoléculas ionizéaveis de
acordo com sua carga elétrica superficial e € um método amplamente empregado na separacao

e purificacdo de aminodcidos, peptideos e proteinas (YAMAMOTO et al., 1988), fazendo o
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reconhecimento entre o ligante e uma dada proteina, promovendo uma reducao das interacdes
ndo especificas, e também proporciona o aumento do rendimento operacional e elimina
facilmente contaminantes indesejaveis. A técnica apresenta boa eficiéncia, alta resolucéo, €
eficiente mesmo usando extratos bastante diluidos, tornando a purificacdo em um dnico passo
possivel (CUMMINS et al., 2016) e, ainda é capaz de realizar separa¢cdes mesmo em condigdes
néo desnaturantes (ANDERSEN et al., 2004).

Por ser um mecanismo de alta versatilidade, diverso e adequado para purificagdo de proteinas
obtendo purificacdes com alta resolucdo e também como papel importante para producdo de proteinas
de carater industrial o0 método de cromatografia de troca idnica é considerado como a técnica mais
popular dentre as demais técnicas cromatogréaficas existentes. Quando se deseja a obtencado de proteinas
como por exemplo proteinas nativas, esse método € ideal pois as condi¢des para que haja a separagdo
estdo relacionadas as faixas fisioldgicas de sal e pH (REITER, 2019).

O principio da técnica da cromatografia de troca idnica se baseia-se na separacdo de
biomoléculas que sdo ionizaveis sempre com relacdo a carga elétrica superficial. Neste processo, as
interacOes eletrostaticas que ocorrem entre o soluto a ser separado e a superficie da matriz
cromatografica, recebem a denominagéo de adisorcdo (BOBLETER e BONN, 2011; DAMODARAN e
PARKIN, 2019). Fekete et al., (2015) relata que a cromatografia de troca idnica (CTI) é historicamente
uma técnica quem vem sendo amplamente utilizada para estudos de detalhamento de proteinas,
principalmente para proteinas terapéuticas. Além de ter capacidade de fazer a caracterizagdo detalhada,
essa técnica tem sido referéncia e possui grande potencial para analise qualitativa de quantitativa da
heterogeneidade de cargas. Percebe-se ainda que existe vérias aplicagdes da cromatografia de troca
ibnica principalmente nas indastrias farmacéuticas, obtendo diversos tipos de produtos, verificando
assim o potencial da CTI na caracterizacdo de variantes de cargas.

Na Figura 1 é possivel observar a ilustragdo de um processo de cromatografia de troca i6nica
a fim de obter a separacdo de uma mistura de proteinas. Na ilustragdo (a) e possivel observar a presenca
da matriz, dos grupos ibnicos fixos na matriz e dos grupos iénicos no tampdo, onde ocorre a
neutralizacdo dos radicais idnicos da matriz, devido a presenca de ions em uma solucdo aquosa
tamponada e que apresenta baixa forca idnica. JA em (b) notamos a presenca de proteinas neutras ou
com cargas positivas mais acima na figura e proteinas com cargas negativas mais abaixo. Neste
processo, ocorre o deslocamento do soluto (proteinas com cargas superficiais, contra 0s ions e assim
ocorre a interacdo com 0s grupos iénicos da matriz, através das interacdes eletrostaticas. A partir dai, as
proteinas que apresentam cargas iguais aos contra ions, serdo retidas na matriz, ja as proteinas que
tiverem cargas diferentes serdo eluidas na fase mével. Posteriormente, utilizando uma solucéo aquosa
tamponada de forca i6nica baixa, ocorrerd uma etapa de lavagem na matriz com a finalidade de remover
todos aqueles componentes que ndo foram adsorvidos. Em (c), (d) e (€) ocorre um processo denominado

eluicdo, onde acontece o0 aumento da for¢a idnica da fase mével, onde faz com que as interacdes entre
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contra ions e os radicais i6nicos do adsorvente se tornem preferenciais, isso ocorre a0 mesmo tempo em
gue as proteinas adsorvidas na matriz se deslocam para fase mével e consequentemente sdo eluidas da
coluna cromatografica. Ao final, a fim de preparar a coluna para um novo processo de adsorcao por
cromatografia de troca ibnica é feito uma lavagem na coluna, com uma solucéo tampao de forca i6nica
baixa (BOBLETER e BONN, 2011).
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Figura 1:Etapas de separacdo de proteinas utilizando a técnica de cromatografia de troca
ibnica. Fonte: Adaptado de Acikara (2016).

Cavalcanti, (2010) fez a recuperacdo de proteinas do soro de queijo “tipo coalho” por
cromatografia de troca idnica, utilizando trés diferentes resinas como leito e obteve resultados
expressivos de adsor¢do, mas ainda assim percebeu que a presenca dos sais minerais do soro de leite
ocasionou uma interferéncia na adsor¢édo por troca ibnica, por haver uma competicdo com os sitios ativos

das resinas por ambos (sais minerais e proteinas) utilizadas por ele em seu trabalho.

2.7 Criogel: sintese, estrutura e aplicagdes

Criogéis sdo matrizes tridimensionais de hidrogel mega poroso que em estado semicongelados

sdo sintetizados em sitios de radicais livres polimerizados utilizando um sistema iniciador/ativado, por
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foto ou por feixes de elétrons. Os criogéis apresentam como caracteristicas: aspecto brilhante, tamanhos
de poros grandes chegando até aproximadamente 100 pum e caminhos de difusdo curta, boa
biocompatibilidade, flexibilidade e uma resisténcia mecénica alta que se torna indispensavel para o

processo de biosseparacdo de purificacdo (ANDAC et al., 2016).

Segundo a literatura, o criogel é uma tecnologia de aproximadamente 4 a 5 décadas, porém na
década recente, eles apresentaram uma nova plataforma translacional para o desenvolvimento de
camadas porosas interconectadas e sdo comumente usados em varios setores industriais. Atualmente
vem sendo usado amplamente para aplicagdes de separagdo de células, captura e purificagdo moleculas
utilizando tecnicas cromatograficas, remediacdo ambiental, dentre outros (SHIEKH et al., 2020).

Os leitos fixos tradicionais apresentam limitagdes em relacéo a sua capacidade e produtividade,
visto gque grandes conjuntos biomoleculares, matérias-primas altamente concentradas, fluidos viscosos
ou contendo particulas desafiam os limites cromatograficos. Levando em consideracao estas limitacoes,
as colunas monoliticas supermacroporosas fizeram-se necessarias para acrescentar o estudo sobre
separacao de biomoléculas (GONCALVES et al., 2016; MACHADO et al., 2015).

Um monolito é considerado como uma fase estacionaria de corpo Unico, podendo este
ser inserido em uma coluna cromatografica (GUIOCHON, 2007). Por conter uma estrutura
porosa, 0s mondlitos é uma tecnologia muito Gtil na area de bioseparagdo. A estrutura
macroporosa e a diferenca de didmetro destes poros, o fluxo através dos poros sdo puramente
convectivos, além de ter resisténcia a transferéncia de massa baixa (GONCALVES et al., 2016),
tornando os monolitos uma fase estacionaria muito atrativa para cromatografia, principalmente

no processamento de grandes biomoléculas como as proteinas.

Estes mondlitos poliméricos podem ser formados a partir de qualquer precursor de
formacédo de gel (PLIEVA et al., 2004), como exemplo os géis de agarose, amido, gelatina, em
que a rede € mantida unida por meio de interagdes ndo-covalentes na forma de ligacdes fisicas
(dependente da distancia e da carga elétrica dos ions), estes geis sdo amplamente utilizados em
técnicas cromatograficas ou como matrizes de eletroforese (LOZINSKY et al., 2002). Entre os
mondlitos poliméricos utilizados como colunas cromatograficas, um que apresenta destaque é o criogel
de poliacrilamida, obtido da polimerizacdo de moléculas de acrilamida (Aam) com o agente formador
de ligacBes cruzadas N, N’-metileno-bis-acrilamida (BAam), adicionados ou ndo de outros mondémeros
(como o alil-glicidil éter, AGE). A mistura consiste em duas partes principais: os cristais de gelo e uma
microfase liquida ndo congelada entre os cristais de gelo. A reacdo quimica ocorre nesta microfase
liquida ndo congelada. Esta reacdo ocorre sob condi¢Bes de congelamento moderado (-10°C a -20°C),
pela técnica conhecida como criogeleificacdo (PLIEVA et al., 2004). O didmetro dos poros estd

diretamente relacionado com o rearranjo dos mondémeros em conjunto com a taxa de congelamento da
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matriz, uma vez que taxas mais lentas podem resultar em poros maiores com interconectividade
aumentada. Contrapartida, as taxas de congelamento mais rapidas produzem criogeis mecanicamente
mais fracos e com baixo nivel de interconectividade (HIXON; LU; SELL, 2017).

A reacdo de polimerizacdo ocorre nas regides monoméricas concentradas com
congeladas formando um gel polimérico, enquanto cristais de gelo formados atuam como
agentes porogénicos (agente formador de poros) (LOZINSKY et al., 2002; GUN’KO et al.,
2013).0s criogeis sdo produzidos a partir de misturas de mondmeros, agentes formadores de
poros e catalizadores de reacdo, que sdo polimerizados em ambiente natural e revertidos em
moldes. No final de um periodo de criogelificacdo adequado, o criogel é levado a temperatura
ambiente. Ap6s o descongelamento dos cristais de gelo, obtém-se uma matriz contendo uma

rede continua de polimeros macroporosos interconectados (HIXON; LU; SELL, 2017).

A imensa variedade de combinacGes de mondmeros e reagentes modificadores da
superficie permite que os mondlitos poliméricos se adequem ha muitos tipos de separacéo
(GUIOCHON et al., 2007). A superficie do monolito pode ser modificada quimicamente a fim
de se introduzir funcionalidades, dependendo da aplicacdo a que se destina. Essa modificacao
pode ser obtida pela copolimerizacdo de monbémeros funcionais (LI et al., 2009), ou

imobilizacdo de mondmeros funcionais na superficie apos a polimerizacdo (YAO et al., 2007).

Na biotecnologia e na bicromatografia preferencialmente sdo utilizados criogéis macroporosos,
sendo hidrogéis que sao sintetizados sob o ponto de congelamento do solvente, isso devido apresentar
caracteristicas como o caminho de difusdo curta, filmes finos de superficie, tolerabilidade de
transferéncia por conducéo e baixa contrapressdo. Devido a presenca de uma estrutura porosa pode-se
realizar estudos/processos utilizando taxas de fluxos mais altas ainda na fase mével, mesmo sendo
altamente viscosas. Estima-se que os criogéis de superficie tém cavidades maiores porque possuem uma
sequéncia do monémero em torno das moléculas do analito de estudo e, consequentemente, tem uma

polimerizacdo controlada (EROL et al., 2016).

Visto todas as vantagens apresentadas sobre as colunas monoliticas macroporosas, pode-se
destacar que os criogeis sdo de grande importancia para a industria de alimentos e farmacéutica por
possuirem varias aplicacfes, exemplo disso temos a imobilizacdo de células, bimoléculas, biorreatores
e outros (HIXON; LU; SELL, 2017), processos cromatograficos na purificacdo de biomoléculas
(GONCALVES et al., 2016; MACHADO et al., 2015). Além disso, estas estruturas apresentam
versatilidade, podendo ser produzidas na forma de coluna, discos ou membrana, e quando
comparadas as colunas cromatogréficas tradicionais podem apresentar baixo custo

(LOZINSKY et al., 2002). Entretanto, ndo ha estudos na literatura sobre o uso de criogeis como
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mondlito cromatografico para a separacdo de proteina do feijdo branco, sendo entdo uma
alternativa promissora para purificacéo de proteina vegetal a partir do método estabelecido.
CONCLUSAO

A aplicacdo de faseolamina nas inddstrias alimenticias e farmacéuticas tem se difundido
devido a sua capacidade como um anti-hiperglicemiante. Entretanto, a obteng&o dessa proteina
com alto grau de pureza e baixo custo tem sido um desafio, necessitando assim, de um
desenvolvimento de materiais e técnicas eficientes que reduzam as etapas do processo, e
consequentemente os custos envolvidos. Diante disso, 0 emprego de matrizes cromatograficas
como os criogeis de poliacrilamida supermacroporosos tem sido uma alternativa de estudo
muito promissora, pelo fato desse material possuir baixo custo, alta porosidade, alta resisténcia
mecanica e baixa resisténcia ao fluxo, possibilitando a purificacdo de proteinas a partir de
extratos brutos e viscosos como o feijao branco, principal fonte de faseolamina. Além disso,
esta matriz pode ser funcionalizada com polietilenoimina, um ligante que possui baixo custo,
alta estabilidade e biocompatibilidade. Criogéis modificados desta forma podem ser
empregados na cromatografia de troca i6nica, uma técnica cromatografica que tem ganhado

espaco em escala laboratorial e industrial.
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Purificacéo de faseolamina de feijdo branco (pasheolus vulgaris I.) por cromatografia de

troca i6nica em coluna de criogel

Resumo

Foi desenvolvido um criogel de poliacrilamida funcionalizado com polietiloimina (PEI) para
ser utilizado como um trocador anidnico em estudos de adsorcdo de faseolamina em diferentes
condicdes de pH (7,2, 7,8 e 8,4) e concentragéo de sal [Tris-HCI] (20 mM, 60 mM e 100 mM).
O criogel funcionalizado com PEI (cryo-PEI) apresentou poros interconectados, estrutura
uniforme e esponjosa, coloracdo esbranquicada, baixa resisténcia ao fluxo e permeabilidade
(Kw) de 5,0 x 10 m2. Os resultados de dispersio axial (Dax) do cryo-PEI variaram de 0,5 x
107" m?%/s a 6,5x10" m?/s. A melhor condigdo experimental para a captura da faseolamina foi
obtida em pH 7,8 e concentracdo de sal de 100 mM de Tris-HCI, sendo obtido um rendimento
de adsorcdo de 149,706% e um fator de purificacdo de 10,838. Estes resultados demonstram
que o cryo-PEl e o protocolo desenvolvido para a purificacdo de faseolamina por cromatografia

de troca idnica foram bem sucedidos.

Palavras-chaves: Troca i6nica. Criogel. Feijdo Branco. Proteina. Captura
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Introducéo

A maior parte da dieta humana é constituida por carboidratos que, cuja ingestdo em
excesso, acarreta aumento de peso corporal, tendo como consequéncia problemas como
hipertenséo, doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2, dentre outros. O sobrepeso e a obesidade
vém aumentando rapidamente no mundo, sendo considerados como um problema de saude
publica, associado a reducéo da expectativa de vida. Neste sentido, a introdugdo de estratégias
como suplementacdo alimentar e inser¢do de fitoquimicos na alimentacdo tém sido sugeridas para
reduzir a ingestao e absorcdo de carboidratos. Para isso, solu¢es como a utilizacdo de inibidores de
enzimas digestivas como a a-amilase tém sido empregadas, como também introducdo de fibras dietéticas
na alimentacéo (PEDDIO, 2022).

Inibidores de a-amilases podem ser encontrados em diversas fontes alimenticias como arroz,
milho, trigo e feijdo. Alguns dos inibidores sdo considerados inibidores especificos como a glicoproteina
faseolamina, uma proteina oligomérica composta por trés sub-unidades polipeptidicas com massa
molecular entre 43 a 55 kDa. Esta proteina é extraida do feijdo comum e do feijdo branco e atua
principalmente na inibicdo da enzima a-amilase humana (MARSHALL, 1975).

O feijao é considerado um alimento que fornece aos animais e seres humanos nutrientes
gue sdo considerados essenciais, como carboidratos, proteinas, fibras, vitaminas, ferro, zinco,
magnésio, célcio e antioxidantes (YANG, et al., 2018; NAWAZ, 2020). E uma leguminosa
considerada como alimento popular em todo mundo e como principal alimento que fornece
proteinas para populacdo de baixa renda, destacando-se como um produto de importancia
nutricional, econdmica e social (MENG, 2020).

A faseolamina é uma glicoproteina importante presente no feijdo branco, capaz de
blogquear a atividade da enzima digestiva a-amilase, impedindo o metabolismo e a absor¢éo de
carboidratos (STEFANUCCI, 2022). Os primeiros estudos com a faseolamina do feijao branco
foram realizados por MARSHALL; LAUDA, (1975). Os autores afirmaram que a faseolamina é
uma glicoproteina de massa molar entre 45 e 55 kDa, sendo ela especifica para inibicdo da a-amilase
animal, mas ndo atua sobre as a-amilases bacterianas e de plantas. A Faseolamina ja pode -ser
encontrada no mercado farmacéutico em capsulas como tambem em po e farinha e é bastante indicada
para tratamento de obesidade e diabetes, uma vez que ela inibe a digestdo do amido, impedindo a
absorc¢do de carboidratos devido a atividade de inibigdo causada através da sua ligagdo a enzima alfa-
amilase (COLACO E DEGASPARI, 2014; MARQUESI et al 2021).
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Diante do papel importante e das funcionalidades da faseolamina, é necessario a aplicacdo de
técnicas para a obtencdo dessas proteinas com certo grau de pureza e estabilidade biol6gica, desde o
processo de extracdo, separacdo e principalmente nas etapas de purificacdo. Assim, muitas técnicas de
purificacdo tém sido estudadas e encontra-se um destaque especial para as técnicas cromatograficas, que
tém conferido uma maior purifica¢do (SILVEIRA et al., 2009; NAJAFPOUR, 2015; NAM et al., 2016).

A extracdo e purificacdo da faseolamina é objeto de estudo desde a década de 1980. Sua
separacdo engloba a precipitacdo, dialise, tratamento por calor e cromatografia, como exclusédo
molecular, troca idnica e interacdes hidrofébicas (MATA, 2020; LEE et al., 2002; MENG,
2002; TANG; SUN, 2011). Essas técnicas apresentam limitacGes em seu uso, uma vez que,
para obter resultados satisfatorios, faz-se necessario a aplicacdo de varias etapas no processo.

A cromatografia por troca idnica se baseia na separagdo de biomoléculas ionizaveis de acordo
com sua carga elétrica superficial, e € um método amplamente empregado na separacao e purificagdo
de aminoé&cidos, peptideos e proteinas devido a sua seletividade Unica que fornece perfis
cromatograficos distintos quando comparado com outros métodos de separacdo, (como por exemplo, a
cromatografia liquida de fase reversa , cromatografia por exclusdo, dentre outras) sem desnaturar sua
proteina alvo ap6s processo de isolamento. Apresenta boa eficiéncia mesmo usando extratos bastante
diluidos, o que torna possivel a purificagdo em uma Unica etapa e, ainda, realiza separacfes sob
condi¢des ndo desnaturantes. Nela ocorre o reconhecimento entre o ligante e uma dada proteina por
meio da promogdo ou redugdo de interaces eletrostaticas, eliminando facilmente contaminantes

indesejaveis e, consequentemente, aumentando o rendimento operacional (LOSACCO, 2022)

Adsorventes funcionalizados com polietilenoimina tém atraido a atencdo em aplicacfes
para purificacbes (CHOI, 2016; JEON, 2018; JEON, 2020; HENAO et al., 2020). A
quaternizacdo de grupos aminos da polietilenoimina resulta em um trocador anionio, de tal forma que
sua interacdo com proteinas ocorre através de forcas eletrostaticas. Essa técnica tem demonstrado
vantagens em termos de simplicidade e eficiéncia econdmica em comparagdo com outras técnicas
devido ao potencial de aumentar a capacidade de troca idnica da fase estacionaria, 0 que eresulta em
variagdes consideraveis de seletividade (SHCHUKINA, 2017).

Sendo assim, neste trabalho foi desenvolvido um criogel de troca idnica para purificagdo
da faseolamina a partir do isolado proteico do feijdo branco. O isolado proteico foi obtido a
partir da solubilizag&o alcalina da farinha do feijao, seguido de dialise e centrifugacao. O criogel
de troca ibnica constituido de polietilenoimina quaternizada (cryo-PEI) foi caracterizado em
termos de suas caracteristicas morfoldgicas e hidrodindmicas. O efeito do pH e da forca idnica

sobre a adsorcédo da faseolamina no cryo-PEI foi avaliado.

MATERIAL E METODOS
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Separacdo e Purificacdo de
Biomoléculas (LSPB) da Universidade Federal de Lavras e no Laboratorio de Desenvolvimento
de Simulacdo de Processos (LADESP) da Universidade Federal de Vigosa, campus Vigosa-
MG.

Materiais

Os reagentes para a sintese e funcionalizacdo do criogel foram acrilamida (AAm,
98,5%), N, N'-metileno-bis-acrilamida (BAAm, 99%), alil glicidil éter (AGE, 99%), N, NN ',
N'-tetrametileno-diamina (TEMED), persulfato de amonio (APS), solucéo de polietilenoimina
50% m/v e a-amilase de porcina pancredtica tipo VI-B (3,4276 U/mg), amido modificado e
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Fosfato
de sadio, hidroxido de sodio, &cido fosforico 85%, sulfato de sodio e fosfato de potassio foram
adquiridos da Vetec (S&o Paulo, BRA). Agua ultrapura (Milli-Q System, Millipore Inc., EUA)
foi utilizada em todos os experimentos. Os demais reagentes sdo descritos ao longo da

metodologia e foram de grau analitico.

Obtencéo da farinha desengordurada de feijao branco

Os graos de feijao branco foram adquiridos no comércio local, na cidade de Lavras -
Minas Gerais, armazenados em sacos de polietileno e conservados em temperatura ambiente,
em local seco e arejado até o seu uso.

Para obter a farinha de feijdo branco desengordurada foi utilizada a metodologia
proposta por Nadal et al., (2011). Os gréos do feijdo branco foram descascados e moidos em
moinho de facas (Tecnal modelo TE-631/3) para obtencédo da farinha. Posteriormente, a farinha
foi desengordurada com solvente hexano na proporcéo 1:6 (m/v) em extrator Soxhlet por 6 h a
temperatura de 68,5 °C e em seguida foi seca em estufa a 60 °C durante 24 horas e

armazenadaem em dessecador até o uso.

Producéo do extrato proteico de feijdo branco

O extrato proteico de feijdo branco foi obtido segundo a metodologia adaptada de
AJIBOLA etal., 2016 e SUN et al., 1975. Para isto, foi realizado uma solubilizacdo alcalina da
farinha desengordurada em tampéo fosfato de sédio (50 mM) pH 8,5 na proporcéo de 1:10

(farinha:tampdo fosfato de sddio) sob agitagdo magnética, por 60 minutos a temperatura
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ambiente, seguido de centrifugacdo a 11.000xg por 20 minutos a 4 °C). Apos a centrifugacao
foi coletado o sobrenadante e com o precipitado repetiu-se 0 processo de extragdo nas seguintes
condicdes: 60 mL de tampdo fosfato de sodio, agitacdo magnética durante 10 minutos e
centrifugacdo (11.000xg por 20 minutos, 4 °C).

Em seguida, todo o sobrenadante coletado foi dialisado contra &gua ultrapuraa 5 °C,
durante 48 horas, utilizando uma membrana de 12 kDa de cut-off. Apés a etapa de didlise, foi
feita uma centrifugacdo a 11.000 x g por 20 minutos, 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi liofilizado em liofilizador Alpha 2-4 LD plus, Martin Christ, Alemanha a -30
°C e 0,37 mbar. O isolado proteico obtido foi armazenado a -18 °C em recipiente &mbar até seu

uso.

Sintese dos criogeis

Os criogeis foram produzidos de acordo com a metodologia proposta por Verissimo
et al. (2017). Uma proporcéo de 9,86% m/v de monémeros (1,185 g AAm, 0,3175 g BAAm e
1 mL de AGE) foi dissolvida em 25 mL de agua deionizada até a solubilizacdo completa. Em
seguida, foram adicionados 100 uL de APS (27,5 % m/v) e 23,8 uLL de TEMED. A solucé&o foi
entdo vertida em coluna de vidro com diametro interno de 0,5 cm e altura de 10 cm, vedadas e
mantidas em banho ultratermostético (Nova Etica 521 / 3DE, Brasil) contendo etilenoglicol a -
14 °C por 24 h. Os criogeis produzidos foram descongelados em temperatura ambiente e

lavados com agua deionizada.

Funcionalizacdo dos criogeis para adsorcao por troca aniénica

A imobilizacdo do ligante de troca ionica (PEI) no criogel foi realizada explorando a
reatividade dos grupos epdxi decorrentes do co-mondmeno alil glicidil éter (AGE) (Wheatley
e Schmidt JR 1999; Altintas et al. 2007; Oliveira et al. 2019). Inicialmente, foi percolado 500
mL de &gua através da coluna de criogel, a uma vazdo de 1 mL/min durante 6 h. Em seguida,
45 mL de solucéo aquosa de polietilenoimina (1,0 % m/v) foi recirculado na coluna de criogel
durante 24 horas, a uma vazédo de 0,5 mL/min. Em seguida, o criogel foi lavado com 5 mL de
agua e a quaternizacdo foi realizada percolando 25 mL de solucdo aquosa de epiclorihidrina (6
% v/v) por 6 h, a uma vazéo de 0,5 mL/min . Por fim, a solugéo residual foi removida lavando

o criogel com 100 mL de agua deionizada, a uma vazéo de 1 mL/min.

Caracterizacao dos criogeis
Permeabilidade ao escoamento
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A permeabilidade ao escoamento foi determinada por meio da relagéo da queda de
pressdo hidrostatica através da coluna de criogel versus a vazao da fase movel (0,5 cm/min a
10 cm/min). Para tanto, foi utilizado um cromatdgrafo liquido preparativo (AKTA Pure 25M,
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia) e uma coluna de vidro com diametro interno de 0,5
cm e altura de 10 cm. Neste sistema foram obtidos os dados experimentais da queda de pressao
hidrostatica (AP) através do cryo-PEI, em funcdo da vazao volumétrica da fase mével, que foi
constituida de agua ultrapura. Os experimentos foram realizados a temperatura de 25 °C, com
duas repeticdes.

A permeabilidade hidraulica (Kw) foi calculada com base na lei de Darcy para
escoamento em meio poroso (GUIOCHON, 2007) de acordo a Equagéo 1.

AP
2w _ Hw 01)
L K,

Onde: U é a velocidade de escoamento agua através da coluna em m.s, uw € a viscosidade da
agua (1,00 x 102 Pa.s), L é o comprimento da coluna em m e APy é a queda de pressdo em
MPa.

Distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR) e Disperséo Axial

A distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) no cryo-PEI foi determinada em um
sistema cromatografico Akta pure 25 M (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia), a
temperatura ambiente, segundo o método do pulso de um tracador (LEVENSPIEL, 1999). A
fase movel composta por agua ultrapura foi bombeada através da coluna monolitica, em
diferentes vazdes (0,5 a 8 mL.min), e um pulso de acetona (100 pL, 5 % v/v) foi injetado e a
absorbancia foi monitorada a 280 nm.

Os tempos de retencdo e as variancias para 0os pulsos observados foram calculados
utilizando-se 0 método dos momentos (FURUSAWA; SUZUKI; SMITH, 1976), de acordo
com Equagdo 2:

_ 2?:1 tl'AbSl'Atl'

M1 == 271'1:1 AbSiAti

(02)

Onde: M é o primeiro momento estatistico (s), corrigido considerando-se o volume vazio do
equipamento, t, é o tempo de retencdo (s), £; € o tempo (s) em que a i-ésima observagéo foi
registrada, Ati é o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-ésima observacao (para i >

2) e Abs; é a absorbancia registrada no tempo t;.
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Além dos tempos de residéncia ou primeiro momento (M), foram calculadas também
as variancias (02) ou segundos momentos estatisticos (M) de cada pulso, que representa a
variancia da DTR, centrada no valor do tempo de retencéo calculado no primeiro momento,
utilizando-se a Equacdo 3 (FURUSAWA,; SUZUKI; SMITH, 1976).

(03)

M, = o? = %1 t?Abs;At;

Y Abs;At;
Onde: M, é o segundo momento estatistico (s?), corrigido considerando-se o volume vazio do
equipamento, 02 é a variancia do pulso observado (s?), t; é o tempo (S) em que a i-ésima
observacao foi registrada, Ati é o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-ésima
observacéo (parai>2), Abs; é a absorbancia registrada no tempo t; e t,- é o tempo de retencéo
do pulso observado (s).

Os graficos das curvas de DTR foram plotados na forma normalizada de acordo com a
Equacdo 4 (ZABKA et al., 2006).

Cty _  Abs)
[ Cydt [ Abstdt

DTR = Eg = (04)
Onde: DTR* = Eg € a funcdo de distribuicdo de tempo de residéncia normalizada (s*) e Abs é
a absorbancia registrada em funcéo do tempo.

Uma vez determinados &, e 02, o coeficiente de dispersdo axial aparente para cada
velocidade de escoamento estudada foi calculado por regressao nao-linear, resolvendo-se a
Equacdo 5 (LEVENSPIEL, 1999) utilizando-se a ferramenta solver do software MS-Excel™
2007 (Microsoft, Redmond, EUA).

2 2
w=2() -2 [-ew(5)
tr2_2<uL 2 L 1—exp D (05)

Onde: D, é o coeficiente de dispersdo axial, e u é a velocidade intersticial do fluido através

do criogel (u = %)

Porosidade

A porosidade foi determinada a partir da Equacdo 6 (FURUSAWA,; SUZUKI;
SMITH, 1976).
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L
tT = Ugt

Onde: &; € a porosidade total da coluna, t;- € o tempo de residéncia em s, L é o comprimento

da colunaem m, e U é a velocidade de escoamento da fase mével em m. s~ 1,

Altura equivalente dos pratos teoricos (HETP)

A altura equivalente a um prato teérico (HETP) também foi calculada a partir das

curvas DTR através da Equacao 7:

of
HETP = L X —
tR

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo morfoldgica do cryo-PEI foi realizada por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Uma amostra de cryo-PEI completamente seco foi quebrado
préximo a regido central e fixada em suporte apropriado (stub) e diretamente metalizado com
uma fina camada de ouro. Apds metalizacdo a amostra foi levada para analise em um
microscopio eletronico de varredura com aumentos de 200x a 4.000x. As micrografias foram
realizadas no Nucleo de Analises de Biomoléculas (NuBioMol) da Universidade Federal de

Vicosa.

Captura da faseolamina do feijdo branco

Delineamento experimental e analises estatisticas
Um delineamento Delineamento Face Centrada (DFC) com trés repeticfes no ponto
central, foi empregado a fim de avaliar o efeito dos fatores pH e concentragéo de Tris-HCI sobre

a purificacdo da faseolamina do feijdo branco (Tabela 1).

(06)

(07)
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Tabela 1: Fatores e niveis do delineamento de face centrada.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
pH 7,2 7,8 8,4
[Tris-HCI] (mM) 20 60 100

Os resultados do DFC foram submetidos a analise de regressdo a um nivel de

significdncia de 5%, e um modelo polinomial quadrético foi ajustado (Equacao 08).

Y = Bo + XBixi + TPuxi + TPijxix; + e (08)

Onde: Y sdo as respostas previstas (fator de purificacdo ou rendimento), p é coeficiente
ajustavel do modelo.

A adequabilidade do modelo foi determinada pela avaliacdo da falta de ajuste,
coeficiente de determinacdo (R?) e o nivel de significancia (p<0,05) dos coeficientes da
regressao. As superficies de resposta foram geradas no software SigmaPlot versdo 11 (Systat
Software, Inc., San Jose, EUA).

Ensaios de purificacdo

A purificagdo da faseolamina do feijdo branco foi realizada em um sistema
cromatografiico preparativo AKTA Pure 25 (GE Healthcare, Suécia), acoplado de um coletor
automatico de fracdes (F9-R, GE Healthcare, Suécia), utilizando uma coluna de 0,5 cm de
didmetro interno e 10 cm de altura preenchida com cryo-PEI . Todas as solu¢des foram
preparadas com agua ultrapura e filtradas em membrana de acetato de celulose 0,45 pum .

Inicialmente, a coluna de cryo-PEI foi lavada com 4 volumes de coluna (VC) de uma
solucéo de tampdo Tris-HCI (tampdo de equilibrio) a 25 °C, em valores de pH e forca i6nica
variaveis (Tabela 1). Apds isto, foi injetado 25 mL da solucdo do isolado proteico para a
adsorcdo da faseolamina. A coluna foi entdo lavada com 2 VC do tampéo de equilibrio. A

dessorcdo da faseolamina foi feita subsequentemente com 6 VC do tampéo de equilibrio
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adicionado de NaCl (0,6 M). A coluna de cryo-PEI foi regenerada com 6 VC usando o tampé&o
de equilibrio em valores de pH e forca idnica variaveis (Tabela 1). Amostras eluidas da coluna
de cryo-PEI foram coletadas em um coletor de fracbes e foram analisadas quanto a atividade

de inibicdo da a-amilase, proteinas totais e eletroforese SDS-Page.

Quantificacdo da proteina total

A quantificacdo da concentragdo de proteinas na solucéo de alimentagdo de isolado
proteico e nas amostras eluidas foi realizada de acordo com a metodologia de Bradford (1976),
por meio da leitura da absorbancia a 595 nm, em espectrofotdmetro UV-Vis (Biomate 3,
Thermo Scientific, USA). Uma curva analitica foi construida utilizando a albumina de soro

bovino (BSA) como proteina padrdo, em concentra¢Ges de 0,1 mg/mL a 1 mg/mL.
Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com
metodologia modificada de Evangelho et al. (2017), em géis de empilhamento com 4% (m/v)
de poliacrilamida em tampao de empilhamento (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8) e géis de separacao
com 12% (m/v) de poliacrilamida em tampé&o (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8).

Aliquotas de 100 uL das amostras eluidas foram misturados a 500 uL de solucgdo
desnaturante (Tris-HCI pH 6,8, 10% SDS, 10% glicerol, 5% p-mercaptoetanol, 0,1% azul de
bromofenol) e incubados a 90 °C por 10 min, em banho maria. Em seguida, aliquotas de 30 uL
das amostras desnaturadas foram injetados no gel de separacdo e a corrida eletroforética foi
conduzida sob a voltagem de 100 V durante 3 h. As proteinas fixadas no gel foram coradas com
0,2% (m/v) de azul de Coomassie, solubilizado em uma mistura de 50% de etanol e 12% de
acido acético. A descoloracdo dos géis foi realizada utilizando uma solucéo de 50% de etanol
e 12% de acido acético durante 12 h. A massa molecular das fracdes proteicas foi estimada
comparativamente com omarcador de massa molecular SigmaMarkerTM (6,5 kDa-200 kDa)
(Sigma-Adrich, St. Louis, MO, EUA).

Atividade de inibicdo da a-amilase

A atividade inibitéria da a-amilase (aIA) da faseolamina foi determinada segundo
metodologia modificada de Pueyo et al. (1993). A a-amilase pancreética de suino (A3176-
1MU, Tipo IV-B, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi solubilizada em tamp&o succinato
de sodio (15 mmol/L NaOH, 20 mmol/L CaCl. e 0,5 mol/L NaCl, pH 5,6) e mantida a 8 °C.
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Aliquotas de 500 pL da solucéo a-amilase foram incubadas com 500 pL de amostra eluida do
cryo-PEI, em banho-maria a 37 °C por 30 min. Apds, foram adicionados 500 uL de solugdo de
amido modificado 1% (40 mM de fosfato de potassio, 50 mM NaCl, pH 6,9) e a reacdo procedeu
a 20°C por 3 min. Apds o tempo de reacdo da etapa anterior, foi adicionado 500 uL do reagente
DNS (&cido dinitrosalicilico) (BERNFELD, 1955). Os tubos foram aquecidos a 90°C por 10
min, seguido de resfriamento em &gua corrente e entdo, foram acrescidos 3,5 mL de &gua
destilada. A leitura da absorbancia foi realizada a 540 nm. Uma curva de calibracdo foi
construida com maltose em concentracfes variaveis de 0,2 mg/mL a 2 mg/mL. As amostras
branco e controle foram tratadas com os mesmos procedimentos, porém, sem a presencga do
inibidor e da enzima. Uma unidade de atividade inibit6ria (U) foi definida como a quantidade
de inibidor de a- amilase que inibiu completamente a atividade de uma unidade (U) da enzima
(PUEYO; HUNT; CHRISPEELS, 1993).

Rendimento e Fator de Purificacéo

O rendimento de adsorcéo (R %) e o fator de purificacdo (PF) da faseolamina foram

calculados pelas Equagdes 09 e 10:

_ Ate
R = ar, (09)
FP = Ase (10)
Asi

onde A, é a atividade inibitoria (U/ml) recuperada no eluido, A;; é a atividade inibitoria (U/ml)
do isolado proteico injetado na coluna de cryo-PEl, Ag, € o atividade inibitoria especifica
(U/mg)das amostras eluidas e Ag; € a atividade inibitoriaespecifica (U/mg) do isolado proteico

injetado.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizagao do cryo-PEI

A permeabilidade hidraulica esta relacionada com a resisténcia ao fluxo através a

coluna de criogel. Os dados experimentais para resisténcia ao fluxo sdo mostrados em Fig. 01.
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Figura 1: Dados experimentais de queda de pressdo em diferentes velocidades de

fluxo de &gua (e) e equacdo ajustada para determinar a permeabilidade.

O resultado obtido para a permebialidade ao escoamento no cryo-PEI foi de 5,03 x
10 m?, indicando que a resisténcia ao fluxo é baixa. Esse resultado foi préximo a outros
encontrados para criogéis de poliacrilamida por Mol et al. (2017) e Fontan et al. (2017). A baixa
resisténcia ao fluxo confirma que o cryo-PEI apresentou estrutura altamente porosa, mesmo
apos a funcionalizacdo quimica da superficie do criogel com a enxertia da polietilenoimina,
permitindo que as matrizes obtidas neste trabalho possam ser aplicadas na purificacdo de
extratos brutos néo clarificados.

Na Fig. 02 é possivel observar uma estrutura altamente porosa, com poros
interconectados que permitem a pasagem de solugdes particuladas, ndo clarificadas, fluidos
viscosos fazendo com que a tranferéncia de massa seja facilitada, contribuindo para o processo
de adsorcdo e assim resultando na eficiécia de separacdo (MOL et al. 2017). Os criogéis
funcionalizados com PEI seguido de quaternizagcdo apresentaram uma estrutura uniforme,

esponjosa e de coloragdo esbranquicada.
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Figura 2: Micrografia do Criogel a 500x
Distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR) e Dispersao Axial (Dax)

A curva de distribuicdo de um tracador para diferentes condi¢Ges avaliadas, pode ser
observada na Fig. 03. Foi possivel observar que a DTR nédo sofreu variacdo nas diferentes
velocidades de fluxo empregada (figura 3). Os picos simétricos, observados nos resultados,
representam um perfil de fluxo tipo pistdo, indicando assim uma baixa dispersdo. Através das
curvas de DTR foi calculado o tempo médio de residéncia e a variancia, utilizando o método
de momentos, no qual foi determinado também a Dispercdo Axial (Dax) e a Altura Equivalente
de Pratos Tedricos (HETP). Com o aumento da velociadade do fluxo da fase mével houve um
aumento da Dax, e isso pode ser observado atraves da Fig. 04. A porosidade foi determinada
por uma regressdo linear (Eq. 05) e o resultado foi de 0,815 Em outros estudos avaliando
criogéis macroporosos foi possivel observar que obtiveram tambem valores préximos aos
encontrados neste trabalho, sendo que estdo dentro da faixa de valores encontrados por (PAN
et al., 2015). De Souza et al. (2023) encontraram resultado para porosidade de 0,89 também
utilizando cryo-PEI quaternizado com epcloridrina, valor proximo ao encontrado neste
trabalho.

O desempenho da coluna pode ser verificado pela Dax, assim como também pode ser verificado
através da HETP. Na figura. 6 pode-se verificar que ndo houve variacdo da HETP em funcdo da
velocidade do fluxo, sendo assim € possivel dizer que a transferéncia de massa ocorre de forma
predominante por convecgéo, resultado esse semelhante ao encontrado por Neves et al. (2020) e Maciel
etal. (2023).

Os valores obtidos neste trabalho de altura equivalente a um prato teorico (HEPT) estdo
na faixa de 0,10 - 0,13 cm, que foram valores inferiores aos encontrados por Carvalho et al.,

2016 e De Souza et al., 2023. De modo geral, os valores apresentados neste trabalho séo
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considerados bons, indicando uma tranferencia de massa facilitada e alta capacidade dindmica
da coluna, o que significa que a coluna comporta um alto nimero de pratos teéricos e
consequentemente tem uma boa resolucdo (MOL, 2019). Os resultados de dispersao axial (Dax)
do cryo-PEI aumentaram de acordo com o aumento da velociade do fluxo e variaram de 2,75 x
107 m?/s a 3,27 x 10 m?/s. Esses valores estdo dentro da faixa obtida em experimentos com
criogéis macroporosos (MACIEL et al., 2023 e PAN et al., 2015).

40
0,5 cm/min
3.5 1 1,0 cm/min
2,0 cm/min
3,0 1 3,0 cm/min
4,0 cm/min
2,5 4 5,0 cm/min
Ep 2,0 1
1,51
1,0 4
0.5 1
0,0
0,0 2,0

Figura 3: Curvas de distribuicdo de tempo de residéncia para pulsos de acetona em diferentes
fluxos velocidades, na coluna de criogel de troca ionica (0,5 cm/min a 5,0 cm/min).
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Figura 4: Coeficientes de dispersédo axial (Dax) em diferentes velocidades de superficie da fase
movel através da coluna de criogel de troca ibnica.
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Figura 5: Altura equivalente a uma placa tedrica em diferentes fluxos de fase movel (0,5

cm/min a 7 cm/min), na coluna de criogel de troca ibnica.

Ensaios de purificagdo
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Os ensaios de adsorséo foram conduzidos em diferentes valores de pH e diferentes
concentracdes de sal (Tris-HCI) e os resultados experimentais de rendimento e fator de
purificacdo sdo mostrados na Tabela 2. E possivel observar na Tabela 2 que o tratamento 9 (pH
7,8 e [Tris-HCI] 100 mM) apresentou o maior fator de purificacdo e maior rendimento. Fazendo
uma analise individual de cada tratamento em termos de fator de purificacdo e rendimento é
possivel observar que o tratamento que apresentou o segundo melhor valor para fator de
purificacdo foi o tratamento 8 (pH 7,8 e [Tris-HCI] 20 mM), obeservando um interferéncia
positiva do pH no ensaio de adorcéo da faseolamina, uma vez que as melhores condicdes para
fator de purificagcdo ocorreram na mesma condicdo de pH (pH 7,8), mesmo estando presente
nas condigdes estudadas de maior e menor concentracdo de Tris-HCI respectivamente, [Tris-
HCI] 100 mM e [Tris-HCI] 20 mM.

Dentre os tratamentos € possivel verificar que em pH 7,8 a faseolamina possui uma
carga liquida negativa devido a encontrar-se em um pH acima do seu ponto isoeletrico (plmedio
5,1), e a polietilenoimina possui 0 pKa na faixa de 8,18 a 9,9 e encontra-se com predominancia
de cargas positivas, e assim, para a adsorsao tem a contribuicao das interacdes eletrostraticas e
também de interacBes hidrofobicas, aumentando a solubilidade da faseolamina no meio
deixando-a mais disponivel para fazer mais interacdes idnicas e mais ligacdes de hidrogénio
com o adsorvente (VON HARPE, 2000).

Ainda, o efeito salt in promove exposicao de grupos hidrofébicos ou mais graus de liberdade
para a faseolamina fazer mais interacGes eletrostaticas. Quanto a concentracdo de sal, as proteinas de
origem vegetal possuem uma maior tolerancia a concentragdes mais altas, e quando se tem um aumento
da concentragdo de sal, consequentemente a faseolamina estava mais soltvel. Nesta situacdo, a maior
concentragdo de sal (100 mM [Tris-HCI]) exerce uma agdo na camada de hidratacdo, promovendo o

aumento da solvatacdo e uma maior interacdo da proteina com os ions (DAMODARAN, 2010).

Em um estudo também de purificacdo parcial de proteina vegetal, isolada da soja, Lermen
em 2020 encontrou condicGes 6timas de purificacdo em concentacdo de sal de 100 mM Tris-HCI,
resultados que corroboram com os encontrados neste estudo pois 0 aumento da adsorsdo da proteina

com o aumento da forca idnica pode ser atribuido a contribuicao das interagdes hidrofébicas.
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Tabela 2 - Condigdes experimentais do ensaio de adsor¢do e purificacdo de proteinas e resultados de Conentracdo de proteina Alimentacao (Pa),
Atividade Volumétrica na Alimentacdo (Aa), Atividade Especifica na Alimentacdo (Asa), Concentracdo de proteina no eluido (Pe ), Atividade
Volumétrica no Eluido (Ag), Atividade Especifica Eluido (Ase) Fator de Purificacdo (Fr) e Rendimento (R) de faseolamina no eluido, em fun¢éo
de diferentes condicGes de pH e de diferentes concentracGes de Tris-HCI.

Ensaio pH [Tris-HCI] Pa Aa Asa Pe Ae Ase R
(mM) (mg/mL) (U/mL) (UImg) (mg/mL) (U/mL) (U/mg) Fp (%)
1 7,2 20 0,764 0,779 1,019 0,270 0,353 1,308 1,283 45,339
2 7,2 100 0,919 0,844 0,918 0,189 0,505 2,673 2,913 59,892
3 8,4 20 0,945 0,745 0,788 0,156 0,395 2,530 3,210 53,037
4 8,4 100 1,197 0,836 0,699 0,173 0,783 4,536 6,491 93,633
5 7,8 60 0,908 0,699 0,770 0,141 0,319 2,264 2,939 45,623
5.1 7,8 60 0,872 0,680 0,780 0,107 0,262 2,452 3,145 38,513
5.2 7,8 60 0,990 0,737 0,745 0,101 0,353 3,498 4,696 47,911

6 7,2 60 0,612 0,699 1,143 0,122 0,285 2,332 2,040 40,729
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Uma analise de regressao foi realizada para ajustar um modelo polinomial quadratico
aos dados experimentais de fator de purificacdo e rendimento em funcéo do pH e concentragao
de sal. De acordo com a ANOVA, o modelo para rendimento néo foi significativo (p < 0,05).
Por outro lado, um modelo significativo (p > 0,05) foi alcancado para fator de purificacéo (Fp),

e 0 modelo final foi obtido e descrito em termos de valores codficados pela Equacdo 11,
apresentando um R? de 81.16%.

Fp = 4,474+ 0,761 x — 4,224 x* + 1,204 y + 3,885 y* (11)

Todos os efeitos dos fatores estudados sobre fator de purificacdo podem ser melhor
visualizados examinando o grafico de superficie de respostas (figura 06), onde é possivel
analisar quais as melhores condices para eluicdo da enzima em estudo, de forma que
proporcionam as maiores respostas. A Fig.06 mostra a superficie de resposta do fator de
purificacio em funcdo do pH e das concentragdes de Tris-HCI. E possivel verificar que o fator
de purificacdo aumentou em condicdes de pH 7,8 e em concentracdo de 100mM Tris-HCI
apresentou melhor resposta. E interessante notar que, mesmo em uma concentragdo menor de
sal 20mM Tris-HCI, foi possivel obter uma resposta signifcativa devido a melhor condicdo de
pH observada neste estudo (pH 7,8). Shamsi em 2017, estudando a purificacdo e caracterizacdo

de uma protease utilizando grdo de bico, semente verde, encontou também como melhor
condicg&o na purificacdo, quando utilizou pH 8,2.

]

T

N ©

Fator de puriﬂcagéo

Figura 6: Superficie de resposta do Fator de Purificagdo em funcdo de pH e Tris.
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Nas condicbes experimentais estudadas, a condicdo 6tima correspondeu a maior
concentracéo de sal Tris-HCI e ao valor de pH 7,8. Nessa condig&o, o fator de purificagao foi
de 10,838.

Os perfis eletroforéticos unidimensionais dos isolados proteicos produzidos foram
obtidos antes e ap0s o processo de purificacdo. A Fig. 7 mostra que, apesar dos valores obtidos
para fatores de purificacdo, o extrato bruto foi parcialmente purificado independentemente do
pH e da concentragdo de Tris-HCI, assim a quantidade de proteinas na amostra eluida foram
claramente menores. Em todos os tratamentos houve presenca de bandas, sendo umas com mais
e outras com menos intensidade. O tratamento 9 foi o tratamento em que as bandas se
apresentam mais intensas tanto no extrato quanto na amostra eluida, o que confirma os melhores
resultados encontrados de fator de purificacdo e rendimento deste tratamento. O perfil proteico
exibiu predominancia das bandas em 53 kDa. Apds comparar esse perfil eletroforético com
dados da literatura, confirma-se com a faseolamina, estudada neste trabalho que € atribuida a
vicilina 7S, uma proteina com sub-unidades polipeptidicas com massa molecular entre 43 a 54

kDa, fato que as bandas encontradas neste estudo, estdo dentro desta faixa.

De Sousa et al., (2023) em seu estudo com captura de L-asparaginase, verificaram que varios
contaminantes, inicialmente presentes na amostra foram eliminados, fazendo com que conseguissem um
aumento na pureza da enzima, o que também foi possivel verificar neste trabralho através dos perfis

eletroforéticos mostrados na Fig 07.
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Figura 7: Andlise SDS-PAGE do processo de purificagdo cromatografica de Faseolamina de

feijdo branco por criogel de troca ibnica em uma Unica etapa. Padrdo: Marcador Molecular; T1
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a T9: tratamentos seguindo o delineamento de face centrada conforme mostrado na Tabela 1 e
A: alimentagéo e B: eluido.

CONCLUSAO

Um novo criogel de troca anidnica funcionalizado com polietilenoimina foi produzido,
caracterizado e avaliado quanto a sua capacidade adsortiva da proteina faseolamina presente no
feijdo branco. Este estudo demonstrou um método de purificagio bem sucedido para
faseolamina. O criogel ativado com polietilenoimina quaternizada com epiclorihidrina
apresentou propriedades desejaveis como alta porosidade , baixa dispersdo e baixa resisténcia
ao fluxo. A HEPT também foi baixa e ndo é dependente da velocidade do fluxo.

Os resultados apresentaram maior fator de purificacdo e maior rendimento em pH 7,8 e
concentracdo de sal de 100mM Tris-HCI. SDS-PAGE mostrou bandas presentes em todos 0s
tratamentos, mas apenas no tratamento 9 apresentou uma banda mais densa na fragéo do eluido.
Com caracteristicas tipicas de adsorventes supermacroporosos, o criogel apresentou uma
estrutura porosa e poros interligados, permitindo sua aplicacdo em purificacdo de extratos
brutos e viscosos, sendo considerado uma técnica com baixo custo e como matriz promissora

para uso em processos de captura de proteinas por troca idnica.



54

REFERENCIAS

ALTINTAS, Evrim Banu et al. Use of magnetic poly (glycidyl methacrylate) monosize beads
for the purification of lysozyme in batch system. Journal of Chromatography B, v. 853, n.
1-2, p. 105-113, 2007.

AJIBOLA, Comfort F. et al. Polypeptide composition and functional properties of African
yam bean seed (Sphenostylis stenocarpa) albumin, globulin and protein concentrate. Food
Hydrocolloids, v. 56, p. 189-200, 2016.

BRADFORD, Marion M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry,
V. 72,n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BENFELD, P. Amylases a and 3. Method Enzymol, v. 1, p. 149-58, 1955.

CHOI, Woosung et al. Epoxide-functionalization of polyethyleneimine for synthesis of stable
carbon dioxide adsorbent in temperature swing adsorption. Nature communications, v. 7, n. 1,
p. 12640, 2016.

COELHO, Patrizia Mello. Avaliacdo da seguranca da farinha de feijdo branco comercial em
modelo murino. 2018. 28 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Estrutural) - Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa. 2018.

COLACO, Priscila Caon; DEGASPARI, Claudia Helena. Beneficios da Faseolamina
(Phaseolus vulgaris L.)-Uma Revisdo. Visdo Académica, v. 15, n. 1, 2014.

CUMMINS, P. M.; ROCHFORT, K. D.; O'CONNOR, B. F. Protein chromatography: lon
exchange chromatography: basic principles and application. New York:ed. 2,HUMANA
PRESS, 2016.

DAMODARAN, Srinivasan; PARKIN, Kirk L.; FENNEMA, Owen R. Quimica de
alimentos de Fennema, 42 edi¢do. Tradugdo Adriano Brandelli ... [et al.] — Artmed editora,
Porto Alegre 2010.

DE OLIVEIRA, Ana Cristina Freitas et al. Capture of lysozyme on macroporous cryogels by
hydrophobic affinity chromatography. Separation Science and Technology, v. 55, n. 11, p.
2012-2024, 2020.

DE SOUSA, Lucas Silvaet al. A quaternary amine cryogel column for chromatographic
capture of L-asparaginase. Process Biochemistry , v. 127, p. 92-98, 2023.

DO EVANGELHO, Jarine Amaral et al. Black bean (Phaseolus vulgaris L.) protein
hydrolysates: Physicochemical and functional properties. Food Chemistry, v. 214, p. 460-
467, 2017.



55

FONTAN, R. C. I. et al. Alternatives for Characterizing Macroporous Polyacrylamide
Monolithic lon ExchangerColumns. Polymer Engineeringand Science. v. 58, p. 1717 —
1725, 2017.

FURUSAWA, Takehiko; SUZUKI, Motoyuki; SMITH, J. M. Rate parameters in
heterogeneous catalysis by pulse techniques. Catalysis Reviews Science and Engineering, V.
13,n. 1, p. 43-76, 1976.

GUIOCHON, Georges. Monolithic columns in high-performance liquid

chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1168, n. 1-2, p. 101-168, 2007.
HENAO, W. et al. Insights into the CO2 capture over amine-functionalized mesoporous silica
adsorbents derived from rice husk ash. Journal of Environmental Chemical Engineering, v. 8,
n. 5, p. 104362, 2020.

JEON, Sunbin et al. Double-layer structured CO2 adsorbent functionalized with modified
polyethyleneimine for high physical and chemical stability. ACS applied materials &
interfaces, v. 10, n. 25, p. 21213-21223, 2018.

JEON, Sunbin et al. Introduction of cross-linking agents to enhance the performance and
chemical stability of polyethyleneimine-impregnated CO2 adsorbents: Effect of different
alkyl chain lengths. Chemical Engineering Journal, v. 398, p. 125531, 2020.

LEE, S.-C. .; GEPTS, P. L. .; WHITAKER, J. R. . Protein structures of common bean
(Phaseolus vulgaris) alpha-amylase inhibitors. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 50, p. 6618-6627, 2002.

LERMEN, Andréia Monique. Purificacdo parcial e caracterizacdo de uma protease bacteriana
e sua aplicacao na producdo de hidrolisados bioativos a partir de proteina isolada de soja.
Dissertacdo de Mestrado, 2020.

LEVENSPIEL, Octave. Chemical reaction engineering. John wiley & sons, 1998.
LOSACCO, Gioacchino Luca et al. Automated ion exchange chromatography screening
combined with in silico multifactorial simulation for efficient method development and
purification of biopharmaceutical targets. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 414,
n. 12, p. 3581-3591, 2022.

MACIEL, Katia Silva et al. Synthesis and characterization of supermacroporous cryogel with
immobilized p-aminobenzenesulfonamide as affinity ligand for the purification of
lactoperoxidase from whey. Journal of Separation Science, v. 46, n. 3, p. 2200639, 2023.
MACHADO, Ana Paula F. et al. Adsorptive behavior of a-lactalbumin on cation-exchange

supermacroporous monolithic column. Fluid Phase Equilibria, v. 401, p. 64-69, 2015.



56

MARSHALL, J. JOHN; LAUDA, CARMEN M. Purification and properties of phaseolamin,
an inhibitor of alpha-amylase, from the kidney bean, Phaseolus vulgaris. Journal of
Biological Chemistry, v. 250, n. 20, p. 8030-8037, 1975.

MATTA, Lucidarce Martins da. Feijdo comum branco (Phaseolus vulgaris): producdo de
proteico isolado, fracionamento cromatografico e investigacéo das propriedades incorporadas.
2020. 142 f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal
de Vicosa, Vigosa. 2020.

MEDEIROS, Fabiana Oliveira de. Adsorcao e purificacdo da enzima beta-galactosidade
de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 através de cromatografia de troca idnica. 2008.
Dissertacdo de Mestrado.

MENG, G. T.; MA, C. Y. Characterization of globulin from Phaseolus angularis (red bean).
Food Research International, v. 35, n. 4, p. 687-695, 2002.

MENG, Jinxia et al. Polysaccharide from white kidney bean can improve hyperglycemia and
hyperlipidemia in diabetic rats. Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre, v. 24, p.
100222, 2020.

MESQUITA, Fabricio Rivelli et al. Linhagens de feijdo (Phaseolus vulgaris L.): composicao
quimica e digestibilidade protéica. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 31, p. 1114-1121, 2007
MOL, Paula Chequer Gouveia et al. Development of an affinity cryogel for one step
purification of lysozyme from chicken egg white. Journal of Chromatography B, v. 1044,
p. 17-23, 2017.

MOL, Paula Chequer Gouveia et al. Production and capture of B-glucosidase from
Thermoascus aurantiacus using a tailor made anionic cryogel. Process Biochemistry, v. 82,
p. 75-83, 2019.

NADAL, Pedro et al. Extraction, isolation, and characterization of globulin proteins from
Lupinus albus. Journal of agricultural and food chemistry, v. 59, n. 6, p. 2752-2758, 2011.
NAJAFPOUR, G. Biochemical Engineering and Biotechnology. 2 ed. Amsterda: Elsevier
Science, 668p. 2015.

NAM, S.; WALSH, M. K.; YANG, K. Comparison of fourpurification methods to purify
cysteine protease from Asian pear fruit (Pyrus pyrifolia). Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, v. 5, p. 86-93, 2016.

NAWAZ, Haq et al. Effect of solvent polarity on extraction yield and antioxidant properties
of phytochemicals from bean (Phaseolus vulgaris) seeds. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 56, 2020.

NEVES, Isabelle Cristina Oliveira et al. Amino acid-based hydrophobic affinity cryogel for



S7

protein purification from ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) leaves. Journal of
Chromatography B, v. 1161, p. 122435, 2020.

OLIVEIRA, Natalia Leite et al. Development and characterization of biodegradable films
based on Pereskia aculeata Miller mucilage. Industrial Crops and Products, v. 130, p. 499-
510, 2019.

PAN, Maomao et al. Separation of lactoperoxidase from bovine whey milk by cation
exchange composite cryogel embedded macroporous cellulose beads. Separation and
Purification Technology, v. 147, p. 132-138, 2015.

PEDDIO, Stefania et al. Common bean (Phaseolus vulgaris L.) a-amylase inhibitors as safe
nutraceutical strategy against diabetes and obesity: An update review. Phytotherapy
Research, v. 36, n. 7, p. 2803-2823, 2022.

PUEYO, J. J.; HUNT, D. C.; CHRISPEELS, M. J. AcVvaVon of bean a-amylase inhibitor
requires proteolytic processing of the pro-protein. Plant Physiology. v. 101, p. 1341, 1993.
SANTI-GADELHA, Tatiane et al. Purification and biological effects of Araucaria
angustifolia (Araucariaceae) seed lectin. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 350, n. 4, p. 1050-1055, 2006.

SECZYK, Lukasz et al. Protein—phenolic interactions as a factor affecting the
physicochemical properties of white bean proteins. Molecules, v. 24, n. 3, p. 408, 2019.
SHAMSI, Tooba Naz e cols. Purificacdo e caracterizacdo de uma nova protease tipo tripsina
de grdo de bico verde (Cicer arientum). Bioquimica e Biotecnologia Preparativa , v. 47,

n. 5, pag. 513-519, 2017.

SHCHUKINA, O. I. et al. Novel polymer-based anion-exchangers with covalently-bonded
functional layers of quaternized polyethyleneimine for ion chromatography. Analytica
chimica acta, v. 964, p. 187-194, 2017.

SILVEIRA, E.; SOUZA Jr., M. E.; SANTANA, J. C. C.; CHAVES, A. C.; PORTO, A. L. F;;
TAMBOURGI, E. B. Expanded bed adsorption of bromelain (E.C. 3.4.22.33) from Ananas
comosus crude extract. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 26, p. 149-157,
2009.

STEFANUCCI, Azzurra et al. A Comparative Study on Phytochemical Fingerprint of Two
Diverse Phaseolus vulgaris var. Tondino del Tavo and Cannellino Bio Extracts.
Antioxidants, v. 11, n. 8, p. 1474, 2022 MARQUESI, Emilia Torres Costa et al. Effect of
supplementation with extract of white bean flour in murine model. Ciéncia e Natura, v. 43,
p. e5-e5, 2021.

SUN, S. M.; HALL, Timothy C. Solubility characteristics of globulins from Phaseolus seeds



58

in regard to their isolation and characterization. Journal of agricultural and food chemistry,
v.23,n. 2, p. 184-189, 1975.

TANG, C. H.; SUN, X. Structure—physicochemical function relationships of 7S globulins
(vicilins) from red bean (Phaseolus angularis) with different polypeptide constituents. Food
Hydrocolloids, v. 25, n. 3, p. 536-544, 2011a.

VERISSIMO, Lizzy Ayra Alcantara et al. Preparation of an affinity cryogel column for
lysozyme purification. Separation Science and Technology, v. 52, n. 12, p. 1973-1982,
2017.

VON HARPE, Anke et al. Caracterizacdo de polietileniminas comercialmente disponiveis e
sintetizadas para entrega de genes. Jornal de liberacdo controlada , v. 69, n. 2, pag. 309-322,
2000.

YANG, Lirong; XIA, Ying; XIA, Liming. High-level production of a fungal -glucosidase
with application potentials in the cost-effective production of Trichoderma reesei

cellulase. Process biochemistry, v. 70, p. 55-60, 2018.

WHEATLEY, Jeffrey B.; SCHMIDT JR, Donald E. Salt-induced immaobilization of affinity
ligands onto epoxide-activated supports. Journal of Chromatography A, v. 849, n. 1, p. 1-
12, 1999.



