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RESUMO: A enzima peroxidase catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio, como também
de outros perdxidos organicos e compostos inorganicos. Dentre os métodos empregados para a
purificacdo de enzimas, destaca-se a cromatografia de troca i6nica em coluna de leito
expandido, a qual oferece vantagens como maior interacdo adsorvente-molécula alvo e
rendimento global, e diminuicdo do tempo de processo. Este trabalho teve como objetivo
purificar a enzima peroxidase de farelo de arroz em coluna de leito expandido. Para tal, foram
realizados trés ensaios em coluna utilizando a resina Streamline™ SP, os quais se diferiam
guanto ao tipo de sal e pH da solucéo tampdo empregados no processo de purificacdo. O ensaio
no qual se utilizou tampdo acetato de sodio 25 mM pH 4,5 (equilibrio e lavagem) e 4,7 (eluicéo)
se mostrou a melhor condicdo para purificacdo, onde se obteve um fator de purificacdo e
recuperacao enzimatica de 2,4 vezes e 41%, respectivamente.

PALAVRAS CHAVES: cromatografia, peroxidase, recuperagao enzimatica.

ABSTRACT: The enzyme peroxidase catalyses the reduction of hydrogen peroxide, as well as
of other organic peroxides and inorganic compounds. Among the various preparative methods
for the purification of enzymes, expanded bed adsorption chromatography stands out, because it
offers several advantages, e.g. greater interaction between adsorbent and target molecule and
overall yield, and shorter process times. The aim of this study was the purification of
peroxidase, obtained from rice bran in expanded bed column. Therefore, three assays were
carried out using Streamline™ SP resin and various buffers differing in salt and pH values. The
best purification results were obtained with a 25 mM sodium acetate buffer at pH 4,5
(equilibration and washing) and pH 4,7 (elution). Under these conditions, it was possible to
achieve an enzyme purification factor of 2.4 and an enzyme recovery of 40.7%.

KEYWORDS: chromatography, peroxidase, enzyme recovery.

1. INTRODUCAO

A enzima peroxidase (EC 1.11.1.X) tem
por funcdo catalisar a reducdo do perdxido de
hidrogénio, as custas de um doador de elétrons
que € oxidado. Esta enzima pode ser extraida
de diversas fontes, como de mamiferos,
plantas e micro-organismos. As de origem
vegetal sdo divididas em trés classes de
peroxidases, diferindo entre si através das

estruturas e propriedades cataliticas (Cai et al.,
2012).

As peroxidases possuem um amplo
campo de aplicacdo, entretanto a maioria
destas concentra-se no tratamento de
compostos  fendlicos  contaminantes na
presenca de perdxido de hidrogénio (Hamid &
Rehman, 2009). Mais recentemente, novas
aplicacbes para as peroxidases vém sendo
estudas, tails como na degradagdo de
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deoxinivalenol (DON) (Feltrin, 2013), sintese
de vérios produtos quimicos aromaéticos e
remocdo de perdxido de materiais, produtos
alimenticios e de residuos industriais (Hamid
& Rehman, 2009).

O farelo de arroz é resultante da etapa de
polimento do gréo de arroz, representando de 8
a 11% do peso total do grdo inteiro (Maragno
& Kuhn, 2013). Contém diversos sistemas
enzimaticos, com destaque para a peroxidase,
0 que o torna uma fonte potencial para a
obtencdo desta enzima (Paucar-Menacho et al.
, 2007). A obtencdo de peroxidase através de
um subproduto da agroindustria possibilita a
reducdo nos custos de producao desta enzima,
e viabiliza a aplicacdo desta em processos
industriais (Feltrin, 2013).

A cromatografia de troca idnica baseia-
se na competicdo entre ions de interesse e
contaminantes  pelos grupos carregados
presentes em um trocador iénico, podendo este
ser cationico ou anibnico. A troca idnica pode
ser utilizada em leito fixo e em leito expandido
(Pessoa & Kilikian, 2005).

A cromatografia de troca iénica em leito
expandido é uma operacdo em que as proteinas
de interesse sdo purificadas a partir de um
extrato bruto ou clarificado. A técnica
proporciona uma maior interacdo entre o
adsorvente e a molécula alvo devido a
expansdo do leito (Toledo et al., 2007). Além
disso, promove um maior rendimento global e
uma diminuicdo do tempo operacional (Xia,
Lin & Yao, 2007).

Com base na grande aplicabilidade da
enzima peroxidase, aliada a necessidade da
purificacdo desta para certos fins industriais, o
presente trabalho visou a purificacdo da
peroxidase extraida do farelo de arroz
utilizando a técnica de cromatografia de troca
ibnica em leito expandido.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Foi utilizado como matéria-prima para
extragdo da enzima peroxidase o farelo de
arroz integral (obtido através do polimento do
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arroz branco), cedido gentilmente pela
indlstria de armazenamento e distribuicdo
Arrozeira Pelotas Ltda, situada na regido de
Pelotas.

Para o estudo do comportamento
hidrodinamico do leito e para a purificacdo da
enzima peroxidase por cromatografia de troca
ionica em coluna de leito expandido, foram
utilizadas a resina de troca idnica Streamline™
SP e uma coluna Streamline™ 25 (2,5 cm de
didmetro x 100 cm de altura), ambos da marca
GE Healthcare Life Science (Uppsala, Suécia).

2.2. Obtencéao do extrato clarificado

de peroxidase

O extrato enzimatico foi obtido a partir
de um meio contendo 25 g de farelo de arroz
do tipo integral (padronizado com a
granulometria inferior a 0,425 mm) e 250 mL
de tampdo fosfato de sédio 40 mM pH 5,0.
Este permaneceu sob agitacdo (100 rpm)
orbital por 60 minutos. Apds o término deste
periodo, o meio foi centrifugado a 3300xg a
temperatura de 4°C, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em sistema a vécuo,
tendo-se assim o extrato enzimético clarificado
de peroxidase (Feltrin, 2013).

2.3. Estudo do comportamento

hidrodinamico do leito

A hidrodindmica do leito foi realizada
conforme Moraes (2009). Inicialmente, a
coluna foi preenchida com a resina até que esta
fornecesse um leito fixo de 10 cm de altura.
Foi alimentada & coluna uma solugdo tampdao
de fosfato de sédio 25 mM pH 5,0, com uma
vazdo crescente até que a superficie do leito
passasse a ficar difusa e instavel. Apds essa
fase, a alimentacdo foi realizada a vazOes
sucessivamente menores até zero, alterando-a
em intervalos de 20 minutos para permitir a
estabilizacéo do leito. A altura do leito na qual
correspondia a estabilizacdo foi registrada e
esta € expressa como uma funcdo da
velocidade linear. Este mesmo ensaio foi
realizado com o extrato clarificado de
peroxidase em substituicdo a solucdo tampao.
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Como a adsorcdo em leito expandido
baseia-se na fluidizagdo, correlaciona-se a
expansdo do leito devido a vazdo através de
uma equacdo empirica  proposta  por
Richardson-Zaki (1954), representada pela
Equacdo 1. Inimeros estudos em coluna de
leito expandido utilizam esta relacdo para
descrever as caracteristicas de expansdo do

sistema (Tan et al, 2006; Severo Junior et al,
2008).

= m

Onde U (cm.h™) representa a velocidade
superficial do fluido; € a porosidade do leito;
U, a velocidade terminal da particula (cm.h™);
e n o indice de expansdo, ou coeficiente de
Richardson-Zaki.

O coeficiente n de Richardson-Zaki é
uma fungdo do nimero de Reynolds terminal,
e pode ser determinado teoricamente por
equacdes que o correlacionem com o diametro
da particula e da coluna (Dasari et al., 1993).
O mesmo ocorre para a velocidade terminal, a
qual pode ser obtida por meio de correlacbes
matema@ticas (Massarani, 1997).

Em contrapartida, a determinacao
experimental da velocidade terminal e do
coeficiente n a semelhanca de Richardson-
Zaki é possivel quando a porosidade do leito é
conhecida em cada velocidade de fluido. Para
tal, parte-se de um leito sedimentado e com
porosidade igual a 0,4 (Chang e Chase, 1996;
Thomes et al, 1996; Kalil, 2000; Tan et al,
2006; Morais, 2009). Atraves da linearizagdo
da Equacdo 1 obtém-se uma relacdo entre a
velocidade superficial do fluido e a porosidade
do leito, conforme mostra a Equacéo 2:

InU=InU; +nlne 2

A porosidade do leito expandido foi
estimada através da Equacéo 3:

e=1— [(1 —go). 2 (3)
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Onde g € a porosidade do leito
sedimentado; H, a altura inicial do leito (10
cm); e H (cm) a altura final do leito.

2.4. Ensaios de purificacdo

Para a purificacdo da enzima peroxidase,
foram utilizadas diferentes solucdes tampdes
nas etapas de equilibrio da resina, lavagem e
eluicdo, as quais sdo apresentadas na Tabela 1.
O emprego destas solucOes e respectivos
valores de pH tomam como base os bons
resultados obtidos em estudos anteriores sobre
a adsorcdo da enzima peroxidase em resina
Streamline™ SP, os quais nédo serdo abordados
neste trabalho.

Os ensaios de purificacdo seguiram a
metodologia de Moraes (2009) com
modificagdes.

A coluna contendo 10 cm de leito de
resina Streamline™ SP foi equilibrada com
solucdo tampdo de modo a alcancar o grau de
expansdo 2,5, até a obtencdo de um leito
estavel. Apds, foi feita a alimentacdo em fluxo
ascendente de 220 mL do extrato clarificado
de peroxidase diluido 1:2, ajustado ao mesmo
pH do tampdo de equilibrio da resina, e em
intervalos de 1 em 1 minutos foram coletadas
fracdes.

Tabela 1. Solucdes tampdes empregadas nos
ensaios de purificagéo.

Ensaio
Etapa
1 2 3
Equilibrio
Tampéo
acetato de Tampéio
Tampéo sodio 25 citrato-
Lavagem fsoésg?(t)ozcée MMPH 45 | fostato de
mM pH sodio 25
50 - mM pH
' Tampéo 5,0
Eluicéio acetato de
sodio 25
mM pH 4,7




20714

Ao término da alimentacdo do extrato a
coluna, foi realizada a etapa de lavagem
utilizando o mesmo tampédo de equilibrio da
resina, onde fracdes de 3 em 3 minutos foram
recolhidas. A etapa de lavagem foi realizada
até que a absorvancia a 280 nm fosse menor
que 0,2 e permanecesse constante. Logo apos,
a vazéo foi interrompida e o leito de resina foi
sedimentado até 10 cm.

Na etapa de eluicdo, o adaptador foi
movido até a posi¢cdo 10 cm e esta foi feita em
modo fixo e em fluxo descendente. A eluicéo
foi realizada em gradiente linear salino 0 a 1
M de NaCl em solucdo tampdo, a uma
velocidade de 100 cm.h™, e as fragBes foram
coletadas de 2 em 2 minutos.

Todas as fracbes coletadas foram
submetidas a verificacdo do volume, atividade
enzimatica, quantificacdo de proteina, leitura
da absorvéncia a 280 nm e pH.

A eficiéncia da purificacdo foi avaliada
através do fator de purificacio (FP) e
recuperacdo enzimatica (REC), os quais sao
apresentados nas Equacbes 4 e 5,
respectivamente:

_ AGEP
T AGEI

FP 4)

Onde AEP representa a atividade
especifica (U.mg?) do extrato enzimético
purificado (referente as fracbes coletadas na
etapa de eluicdo) e AcEl a atividade especifica
do extrato enzimatico inicial (alimentag&o).

A¢EP
At EI°

REC (%) = 100 (5)

Onde AEP representa a atividade total
(V) do extrato enzimatico purificado (referente
as fragdes coletadas na etapa de eluicdo) e
AEI a atividade total do extrato enzimatico
inicial (alimentacéo).

2.4. Determinac0es analiticas
2.4.1. Atividade enzimatica: Para 1 mL

de extrato enzimatico diluido, foram
adicionados 1,5 mL de tampdo fosfato de
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sodio 5 mM pH 5,5, 2 mL de agua destilada,
0,5 mL de solucdo de guaiacol 1% e 1 mL de
peréxido de hidrogénio 0,08%. Logo apds, a
mistura reacional foi levada a um banho
termostatico, onde permaneceu por 20 minutos
a 25°C. Ao término da reagdo, a leitura da
transmitancia foi realizada em
espectrofotobmetro a 470 nm (Feltrin, 2013).
Todas as andlises foram realizadas em
triplicata e com um ensaio de referéncia com a
adicdo de 1 mL agua destilada em substituicédo
a amostra. Uma unidade da atividade da
peroxidase (U) representa a quantidade de
enzima que catalisa a oxidagdo de 1 pumol de
guaiacol (¢ = 26600 L.molt.cm™) em 1
minuto. A atividade especifica (U.mg’ de
proteina) foi calculada pela razéo da atividade
da enzima (U.mL™) e o teor de proteina total
(mg. mL™).

2.4.2. Determinacdo de proteinas: As
proteinas foram  determinadas  segundo
metodologia de Lowry et al. (1951), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padréo.
Todas as andlises foram realizadas em
triplicata e com um ensaio de referéncia com a
adicdo de agua destilada em substituicdo a
amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Hidrodinamica do leito

As caracteristicas de expansdo do leito
para a resina Streamline™ SP com extrato
clarificado de peroxidase e com tampéo
fosfato de sddio 25 mM pH 5,0 como meios de
fluidizacéo estdo apresentadas na Figura 1.

A expansdo do leito quando utilizado o
extrato de peroxidase clarificado foi proxima a
obtida com a solucdo tampéo. Sendo assim,
para uma mesma velocidade linear aplicada, a
altura atingida pela resina, ao trabalhar-se com
extrato clarificado, serd semelhante quando
aplicada uma solucéo tampao.

De modo geral, solucGes proteicas
quando aplicadas diretamente a coluna de leito
expandido, apresentam maior expansdo do
leito em virtude de suas caracteristicas.
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Moraes (2009) verificou uma expansdo do
leito maior quando aplicou extrato bruto de C-
ficocianina. O mesmo resultado foi observado
por Kalil (2000) ao aplicar o caldo bruto de

inulinase de Kluyveromyces marxianus a
coluna de leito expandido.
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Figura 1. Altura de expansao do leito em
funcdo da velocidade superficial do fluido.

No presente trabalho, fez-se necessaria a
aplicacdo de uma etapa de clarificacdo para a
retirada das particulas de farelo de arroz e
gordura desta matéria prima. A remoc¢do do
material particulado pode modificar as
caracteristicas de expansdo do leito quando
utilizado o extrato enzimatico, o que justifica o
resultado obtido.

A Tabela 2 dispbe dos valores
experimentais para a velocidade terminal e o
pardmetro n de Richardson-Zaki, dados estes
que permitem correlacionar a velocidade
aplicada ao sistema com a porosidade do leito.

O alto coeficiente de regressdao obtido
(0,99) indica que a equacdo de Richardson-
Zaki ¢ um bom modelo pra predizer o
comportamento hidrodindmico de particulas
adsorventes em sistemas de leito expandido.

A velocidade terminal e o0 expoente n de
Richardson-Zaki, quando utilizado o extrato de
peroxidase clarificado, foram menores do que
0s obtidos para a solugdo tampdo. Kalil (2000)
observou o decréscimo tanto da velocidade
terminal (1056 cm/h) quanto do pardmetro n
(5,3) para o caldo bruto de inulinase.
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Resultados  semelhantes também  foram
encontrados por Severo Junior et al (2008) ao
trabalhar com um fluidizante contendo malte
de milho. Tan et al (2006) determinaram
experimentalmente o parametro n de
Richardson-Zaki, e obtiveram os valores de
5,23 e 5,17 para solucdo tampdo e materia
proteica de Escherichia coli, respectivamente,
sendo estes valores superiores aos obtidos no
presente trabalho.

Tabela 2. Dados experimentais de velocidade
terminal e expoente de Richardson-Zaki para
tampdo fosfato de s6dio 25 mM pH 5,0 e
extrato clarificado de peroxidase.

Solucio Extrato
9~ clarificado de
tampéo ;
peroxidase

Velocidade

terminal 1061,88 892,22

(cm.h™)

n 5,19 4,57

3.2. Ensaios de purificacdo

O primeiro ensaio (Ensaio 1) consistiu
no uso do tampao fosfato de sddio 25 mM pH
5,0 para o equilibrio da resina Streamlime™
SP e para a etapa de lavagem, e na eluicéo foi
utilizada um gradiente salino de 0 a 1 M de
NaCl em tampé&o fosfato de sodio 25 mM pH
5,0. Neste ensaio, foi alimentado o extrato de
peroxidase clarificado ajustado em pH 5,0
(atividade enzimética de 0,57 U.mL™). A
Figura 2 apresenta o cromatograma resultante
deste primeiro ensaio de purificagao.

Foi possivel notar que no final da etapa
de alimentag&o e no inicio da etapa de lavagem
ocorreu uma pequena perda da enzima de
interesse, a qual coincidiu com o aumento do
pH observado nas amostras coletadas.

Quando existe uma diminuigdo da
quantidade de proteinas na etapa da lavagem
até niveis constantes, significa que a mesma
foi eficiente para remover as proteinas que nao
estdo adsorvidas, 0 que ocorreu neste ensaio.
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Na etapa de eluicdo, é possivel observar
que uma grande quantidade de proteina foi
eluida junto com a enzima purificada, no
momento em a concentragdo salina se
encontrava proxima a 0,4 M. A diminuicéo do
pH de 5,13 para 3,81 durante a eluicdo pode
ter ocasionado a desnaturacdo da peroxidase,
fazendo com que uma menor quantidade de
enzima purificada fosse recuperada nesta
etapa.

T
w
s
Abs 280 nm
s

o
©
1

Atividade enzimatica (U/mL)
,g <
!

o
L

=3
°

T Y 0o Joo
600 800
Volume coletado (mL)

T
400

Figura 2. Cromatograma do processo de
purificacdo de peroxidase, com eluigdo feita
em gradiente linear salino 0-1 M em 220 mL

de tampéo fosfato de sddio 25 mM em pH 5,0.

De acordo com Scopes (1988), o pH do
microambiente de uma resina de troca idnica
ndo é o mesmo da solucdo que esta sendo
aplicada devido ao efeito Donnan, que pode
repelir ou atrair prétons da matriz adsorvente,
onde o pH da matriz, para uma resina
catibnica, € em torno de 1 unidade menor que
da solucéo ao redor. Relacionando ao ensaio, 0
pH da resina Streamline SP seria em torno de
4,0, o que justifica a obtencdo do pH 3,81 em
uma das fragOes recolhidas na eluicdo, valor
este que, como citado anteriormente, pode ter
provocado a desnaturacao enzimatica.

Os valores obtidos neste ensaio para o
fator de purificacdo e a recuperagdo enzimética
foram de 1,1 vezes e 26%.

O segundo ensaio de purificacdo (Ensaio
2) consistiu no uso do tampdo acetato de sédio
25 mM em pH 4,5 nas etapas de equilibrio da
resina e lavagem, e na eluicdo foi utilizado um
gradiente salino de 0 a 1 M de NaCl em
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tampdo acetato de sodio 25 mM pH 4,7. Neste
ensaio, foi alimentado o extrato clarificado de
peroxidase ajustado em pH 4,5 (atividade
enzimatica de 0,45 U.mL™). A Figura 3
apresenta 0 cromatograma resultante deste
segundo ensaio de purificacéo.

0,8+

0,7

e o =4
w o o
L L L
T
w

Atividade enzimatica (U/mL)
o o
N =
h

0,14

-
T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600

Volume coletado (mL)

Figura 3. Cromatograma do processo de
purificacdo de peroxidase, com eluicdo feita
em gradiente linear salino 0-1M em 220 mL
de tampao acetato de sddio 25 mM pH 4,7.

E possivel verificar que na etapa de
lavagem ocorreu uma pequena perda de
enzima coincidindo com o aumento do pH da
amostra coletada. Os valores da leitura a 280
nm mantiveram-se altos nas fracdes iniciais
recolhidas na lavagem, entretanto, a
quantidade de proteina na saida da coluna
diminui ao longo do processo, o que indica
que esta etapa foi e eficiente para a remocao
das proteinas ndo adsorvidas.

O pH permaneceu entre 45 e 4,9 na
eluicdo, valores estes que ndo diferiram dos
observados nas etapas de alimentacdo e
lavagem, o que mostra que a utilizagdo de um
pH mais elevado na eluicdo em relacdo as
demais etapas favoreceu a dessor¢cdo da
peroxidase em condi¢des mais amenas.

Ainda na etapa de eluicdo, é possivel
notar que a saida da enzima purificada iniciou
no momento em que a concentracdo de NaCl
correspondeu a 0,4 M, indicando a necessidade
de uma baixa concentragdo salina para a
eluicdo da enzima.

Os valores obtidos de fator de
purificacdo e recuperacdo enzimatica foram de
2,4 vezes e 41%. Os resultados indicam que as

L
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L
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condicbes deste ensaio favoreceram a
recuperacdo da peroxidase, embora também
tenha sido observada a perda da enzima ao
longo da etapa de lavagem.

O terceiro ensaio de purificacdo (Ensaio
3) consistiu no equilibrio da resina com
tampdo citrato-fosfato de sodio 25 mM pH 5,0;
alimentacdo do extrato clarificado de
peroxidase ajustado em pH 5,0 (atividade
enzimética de 0,53 U.mL™); lavagem com
citrato-fosfato de soédio 25 mM pH 5,0; e
eluigéo do tipo gradiente linear salino de 0 a 1
M de NaCl em tampéo citrato-fosfato 25 mM
pH 5,0. A Figura 4 apresenta o cromatograma
obtido neste ensaio.

~408

.
Ab$ 280 nm

04

<402

’ Volume coelz(t]aado (mL)
Figura 4. Cromatograma do processo de
purificacdo de peroxidase, com eluigdo feita

em gradiente linear salino 0-1M em 220 mL de
tampéo citrato-fosfato de sddio 25 mM pH 5,0.

Através da andlise do cromatograma,
foi possivel observar que houve uma pequena
perda da enzima de interesse no final da etapa
de alimentacéo. Os valores da leitura a 280 nm
foram menores nas amostras finais recolhidas
na lavagem, indicando que a etapa foi eficiente
para a remogdo das proteinas fracamente
adsorvidas na coluna.

J& na eluicdo, é interessante notar que a
saida da enzima purificada iniciou no
momento em a concentragdo de NaCl se
encontrava proxima a 0,35 M. A diminuicéo
do pH de 5,15 para 4,55 devido ao efeito
Donnan também foi observada nesta etapa.

065

NaCl
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Apbs a eluicdo da enzima, o pH retornou a
subir e atingiu o valor de 4,88.

Os valores obtidos neste ensaio para o
fator de purificacdo e recuperacdo enzimatica
foram de 2,1 vezes e 37%. Estes resultados
foram proximos aos obtidos no Ensaio 2 e
superiores aos determinados no Ensaio 1.

Feltrin (2013) realizou a purificagdo da
enzima peroxidase de farelo de arroz através
de duas etapas, onde a primeira consistiu na
precipitacdo da enzima com acetona, e a
segunda na cromatografia de exclusdo
molecular com uma coluna de Sephadex G-
100. A autora obteve um fator de purificacdo
de 2,06 vezes e uma recuperacdo enzimatica
de 20%, valores estes inferiores aos obtidos
nos Ensaios 2 e 3 apresentados neste trabalho.

Manu e Prasada-Rao (2009) apdés utilizar
quatro etapas de purificacdo alcancaram um
fator de purificacdo de 22 vezes e uma
recuperacdo de 17% da enzima peroxidase
obtida de farelo de trigo. No presente trabalho,
foi possivel obter uma recuperacdo enzimatica
superior ao encontrado pelos autores,
utilizando um dnico processo de purificacao.

4. CONCLUSAO

No comportamento hidrodindmico do
leito, a expansdo do leito para o extrato
clarificado de peroxidase foi semelhante a
obtida com a solugdo tampdo. J& quanto a
velocidade terminal e ao coeficiente de
Richardson-Zaki, estes foram maiores para a
solugdo tampdo do que para 0 extrato
clarificado de peroxidase.

A utilizagdo da técnica de cromatografia
de troca idnica em leito expandido pode ser
empregada para a purificacdo da enzima
peroxidase extraida de farelo de arroz. Quando
se utilizou o tampé&o acetato de sédio 25 mM
em pH 4,5 nas etapas de pré-equilibrio na
resina e lavagem, e um gradiente salino de 0 a
1 M de NaCl em tampéo acetato de sodio 25
mM pH 4,7 na etapa de eluicdo, foi possivel
obter um fator de purificacdo e recuperacao
enzimatica foram de 2,4 vezes e 41%,
respectivamente.
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