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RESUMO 

 

A peroxidase (CE 1.11.1. X) catalisa a oxidação de uma variedade de substratos orgânicos, 

tendo o peróxido de hidrogênio ou outros peróxidos orgânicos como moléculas aceptoras. 

Esta enzima pode ser obtida a partir de vegetais, tecidos e secreções de animais e                             

micro-organismos. Obter esta enzima através de coprodutos da agroindústria possibilita a 

redução de custos de produção e sua aplicação industrial. O farelo de arroz, um coproduto 

resultante do beneficiamento do arroz, dispõe de diversas enzimas, as quais incluem as 

peroxidase, o que o torna uma fonte potencial para obtenção desta. Devido à sua natureza 

oxidativa, especificidade e atuação em condições moderadas, a peroxidase pode ser aplicada 

para fins de biorremediação, com destaque para a redução dos níveis de micotoxinas. Estudos 

na área sugerem que a purificação de peroxidase pode aumentar a sua capacidade de degradar 

certos substratos, o que torna interessante o estudo de técnicas de purificação possíveis de 

ampliação de escala, que resultem em maior pureza da enzima e com maior rendimento 

possível. Assim, este trabalho teve por objetivo purificar a enzima peroxidase de farelo de 

arroz utilizando cromatografia de troca iônica (CTI) em leito expandido integrado à 

ultrafiltração (UF), e aplicá-la na redução dos níveis de deoxinivalenol (DON). O trabalho foi 

dividido em dois artigos, onde o primeiro consistiu em avaliar os principais parâmetros das 

etapas de adsorção, lavagem e eluição para a purificação de peroxidase por CTI em leito 

expandido. O uso do tampão acetato de sódio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expansão de 

2,5 foram as condições definidas para a adsorção de peroxidase em trocador catiônico 

Streamline™ SP, apresentando capacidade de adsorção no equilíbrio (q*) de 2,68 U/mL de 

resina e capacidade dinâmica de adsorção (Q10% ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na 

lavagem e a combinação da eluição do tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear 

salino de 0,15 a 1 mol/L de NaCl acrescido de CaCl2 0,001 mol/L em tampão acetato de sódio 

0,025 mol/L pH 5,5, proporcionaram a purificação da peroxidase em 14,6 vezes com 

recuperação enzimática de 51,5%. No segundo artigo, foi avaliada a possibilidade de integrar 

a CTI em leito expandido à UF para purificação de peroxidase, bem como a aplicação da 

enzima na redução dos níveis de DON em sistema modelo. O uso de membrana de massa 

molar limite de 10 kDa, temperatura de 10ºC, seis ciclos de diafiltração (DF) e adição de 

CaCl2 0,004 mol/L à solução dialfiltrante resultou nos valores de fator de purificação e 

recuperação enzimática de 4,4 vezes e 79,4%, respectivamente. O processo global integrando 

duas técnicas resultou na purificação da peroxidase em 75,1 vezes e recuperação enzimática 

de 22,8%. O perfil eletroforético da peroxidase purificada revelou duas possíveis isoenzimas 

de massa molecular de 35,6 kDa e 65,4 kDa. A aplicação da peroxidase purificada por CTI 

em leito expandido integrado à UF resultou na redução em 81,7% nos níveis de DON, ainda 

que utilizando baixa atividade enzimática no meio reacional (0,01 U/mL).  

 

 

Palavras-chaves: Biorremediação. Diafiltração. Farelo de arroz. Micotoxinas.  

Oxidorredutases.  
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ABSTRACT 

 

Peroxidases (EC 1.11.1.X) are enzymes whose main function is to catalyze the oxidation of a 

wide range of organic substrates by either H2O2 or organic peroxides as terminal oxidants. 

They are widely found in plants, animal tissues and secretions, and microorganisms. 

Obtaining peroxidases from by-products of agro-industry enables production costs reduction 

and their industrial application. Rice bran, a by-product of the polishing of rice grain, is a 

potential source for obtaining peroxidases because it contains various enzymatic systems that 

use these enzymes. Due to the oxidative nature, substrate specificity and capacity to catalyze 

in mild conditions, peroxidases are useful for bioremediation applications, especially for 

reducing mycotoxins levels. Besides that, studies suggest that peroxidase purification can 

improve certain substrate degradation, which makes interesting to study purification 

techniques that result in a product with purity and yield as high as possible. Thus, the goal of 

this work was the purification of peroxidase from rice bran by ion exchange chromatography 

(IEC) in expanded bed mode integrated to ultrafiltration (UF), and enzyme application in 

deoxynivalenol (DON) levels reduction. In first article, the main parameters of adsorption, 

washing and elution steps for peroxidase purification by IEC in expanded bed mode were 

evaluated. The use of 0.025 mol/L sodium acetate buffer pH 4.5 and expansion degree of 2.5 

proved the most suitable conditions for peroxidase adsorption in Streamline™ SP cation 

exchanger, showing adsorption capacity in equilibrium (q*) of 2.68 U/mL resin and dynamic 

binding capacity (Q10%) of 0.18 U/mL resin. The highest process efficiency was observed 

using pH 5.5 in washing and elution steps, as well as the elution in step-wise mode with        

0.15 mol/L NaCl coupled to linear gradient mode from 0.15 to 1 mol/L NaCl increased with 

0.001 mo/L CaCl2 in 0.025 mol/L sodium acetate buffer pH 5.5, which resulted in a 

purification factor of 14.6-fold with enzymatic recovery of 51.5%. In second article, the 

possibility of integrating IEC in expanded bed mode to UF for peroxidase purification was 

evaluated, as well as enzyme application in reducing DON levels in model system. The use of 

molecular mass cut-off membrane of 10 kDa, temperature of 10ºC, six cycles of diafiltration 

(DF) and adding 0.004 mol/L CaCl2 in DF solution promoted the enzyme purification in            

4.4-fold and enzymatic recovery of 79.4%. The global purification process integrating two 

techniques resulted in the peroxidase purification in 75.1-fold with an enzymatic recovery of 

22.8%. Electrophoretic profile of purified peroxidase showed two possible isoenzymes with 

molecular mass of 36.5 kDa and 65.4 kDa. Purified peroxidase application for IEC in 

expanded mode integrated to UF resulted in the reduction of 81.7% in DON levels, even 

using low enzyme activity in reaction system (0.01 U/mL).  

 

 

Key words: Bioremediation. Diafiltration. Mycotoxins. Oxidoreductases. Rice bran. 
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1 INTRODUÇÃO 

O arroz é um cereal que apresenta alta aplicabilidade e capacidade de ser 

cultivado nas mais diversas regiões. Razões vinculadas às características próprias do arroz 

impedem que ele possa ser consumido tal qual a natureza produz, sendo necessário submetê-

lo ao processo de beneficiamento, tendo como produto principal o arroz polido (ELIAS; 

OLIVEIRA; VANIER, 2012). O farelo de arroz, um coproduto do beneficiamento do arroz, 

contém inúmeras enzimas, dentre as quais se destacam as peroxidases, o que o torna uma 

fonte potencial para a obtenção destas (LUH et al., 1991).  

As peroxidases (CE 1.11.1.X) são enzimas que catalisam a oxidação de substratos 

orgânicos tendo o peróxido de hidrogênio ou outros peróxidos como moléculas aceptoras 

(MATHÉ et al., 2010; FAWAL et al., 2013). Estas enzimas estão amplamente distribuídas na 

natureza e podem ser obtidas de vegetais, tecidos e secreções de animais e micro-organismos 

(BALASUBRAMANIAN; BOOPATHY, 2013). A capacidade oxidativa destas enzimas 

permite que as mesmas sejam utilizadas em áreas como biomédica, clínica, biotecnológica, 

ambiental e industrial, substituindo às técnicas convencionais de oxidação (HAMID; 

REHMAN, 2009; SOMTÜRK; RAMAZAN; ÖZDEMIR, 2014).  

As micotoxinas correspondem a metabólitos secundários produzidos por fungos 

em condição de estresse, normalmente após a fase de crescimento equilibrado (MELLO; 

MACDONALD, 1997). O deoxinivalenol (DON, vomitoxina) é uma micotoxina pertencente 

ao grupo dos tricotecenos produzida principalmente pelos fungos das espécies Fusarium 

graminearum e Fusarium culmorum (TÜRKER; GÜMÜS, 2009). A ocorrência frequente de 

DON em cereais norteia a busca por alternativas que visem à degradação ou redução dos 

níveis desta micotoxina, sendo os métodos físicos (ZHANG; WANG, 2014) e químicos (HE 

et al., 2010) os mais amplamente estudados e aplicados industrialmente. No entanto, o uso de 

métodos biológicos (micro-organismos e enzimas) na degradação de DON vem ganhado 

espaço devido à maior especificidade e atuação em condições moderadas. A peroxidase, por 

sua natureza oxidativa, pode ser aplicada na degradação ou redução dos níveis de DON 

(FELTRIN, 2013; GARDA-BUFFON; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011).  

Diversos estudos envolvendo a purificação de peroxidases têm sido reportados na 

área científica (GALENDE et al., 2015; KRAINER et al., 2014; JAOAUDI et al., 2014; 

SONKAR et al., 2015). No entanto, o emprego de técnicas de purificação, em sua maioria, 

visa a posterior caracterização enzimática, onde a prioridade é obter a enzima altamente 

purificada sem se preocupar com o rendimento da mesma. Adicionalmente, a purificação da 
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peroxidase pode melhorar a sua estabilidade térmica (BOUCHERIT; ABOUSEOUD; 

ADOUR, 2013; NADAROGLU et al., 2013) e capacidade de degradação de alguns substratos 

(ZENG et al., 2013), o que torna interessante o estudo de estratégias que permitam obter esta 

enzima purificada. Técnicas como ultrafiltração (SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO, 

2002) e cromatografia de troca iônica (GAUTÉRIO et al., 2015) se mostram promissoras na 

purificação e concentração de peroxidases por apresentarem diversas vantagens relacionadas à 

praticidade, alta resolução, baixo custo e possibilidade de ampliação de escala.   

A cromatografia de troca iônica (CTI) é uma das técnicas mais utilizadas para 

separação de proteínas e biopolímeros relacionados (LEVISON, 2003). A CTI se baseia na 

competição entre os grupos constituintes de uma proteína e os contra íons de uma solução 

tampão pelos grupos carregados presentes em um trocador iônico (CUTLER, 2004; ROE, 

2001). A CTI pode ser operada tanto em modo fixo ou expandido, onde esse último consiste 

no uso de adsorventes particulados com diferentes seletividades, os quais residem em coluna 

cromatográfica. A operação em modo expandido permite integrar a separação sólido-líquido, 

maior interação entre a matriz ligante e a molécula alvo e obtenção do produto purificado em 

grandes volumes (ANSPACH et al., 1999; TOLEDO et al., 2007). 

A ultrafiltração (UF) consiste no transporte de soluções através de membranas 

semipermeáveis, poliméricas ou inorgânicas, sendo utilizada na separação de espécies em 

soluções aquosas pela massa molar, forma e/ou carga (CUTLER, 2004; SCHMIDELL et al., 

2001). A técnica opera em pressões e temperaturas relativamente baixas e não envolve a 

mudança de fase ou aditivos químicos, o que minimiza a extensão da desnaturação, 

desativação e degradação de produtos biológicos (CHARCOSSET, 2006; ZEMAN; 

ZYDNEY, 1996). Adicionalmente, a UF pode ser operada no modo de diafiltração (DF), a 

qual proporciona melhor separação e maior pureza do composto de interesse (WANG; 

ZHANG; OUYANG, 2002). 

Uma vez que a peroxidase pode ser aplicada na degradação ou redução dos níveis 

de micotoxinas, e que a purificação da enzima pode aumentar a sua capacidade de degradar 

certos substratos, é interessante que se estude diferentes estratégias de purificação possíveis 

de integração e ampliação para a escala industrial. A existência de técnicas de purificação que 

resultem em elevado rendimento de peroxidase, bem como grau de pureza suficiente para 

provocar a redução dos níveis DON, colabora com pesquisas voltadas à aplicação desta 

enzima na substituição ou complementação às técnicas tradicionais de degradação de 

micotoxinas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Purificar a enzima peroxidase de farelo de arroz utilizando a cromatografia de 

troca iônica em leito expandido integrado à ultrafiltração, e aplicá-la na redução dos níveis de 

deoxinivalenol. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Verificar o efeito do pH e da solução tamponante na adsorção da peroxidase em resina 

de troca iônica; 

 Estudar a etapa de adsorção da peroxidase em coluna de leito expandido através da 

obtenção das curvas de ruptura em diferentes graus de expansão;  

 Aperfeiçoar a purificação de peroxidase por cromatografia de troca iônica em coluna 

de leito expandido por meio de modificações nas etapas de lavagem e eluição; 

 Determinar as condições mais favoráveis para a purificação da peroxidase por 

ultrafiltração; 

 Integrar a ultrafiltração à cromatografia de troca iônica em coluna de leito expandido, 

visando tanto à purificação e concentração da peroxidase quanto à retirada do sal.  

 Avaliar o potencial da peroxidase bruta e purificada frente à redução dos níveis de 

deoxinivalenol em sistema modelo.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 FARELO DE ARROZ 

 

O arroz pertence à família Poacea, subfamília Oryzaidea e gênero Oryza. Cerca de 

trinta espécies desse gênero são conhecidas, das quais as espécies Oryza rufipogon (arroz 

vermelho) e Oryza sativa (arroz comum) são as mais difundidas. Estima-se que 80% do grão 

de arroz compreende a cariopse, a qual é composta por endosperma (93%), embrião (4%), 

pericarpo e tegumento (3%), enquanto que os 20% restantes abrangem a casca do arroz, a qual 

é removida no processo de beneficiamento do grão (KOBLITZ, 2011).  

Conforme o relatório do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos 

(USDA), de 12 de janeiro de 2016, a produção mundial arroz deverá ser de 470,1 milhões de 

toneladas de arroz beneficiado para a safra de 2015/2016. O Brasil está entre os dez países 

que mais produzem arroz, com uma estimativa de 11,5 milhões toneladas para safra de 

2015/2016, a partir da área de 2,1 milhões de hectares plantados. A região Sul é maior 

produtora de arroz, com destaque para o estado do Rio Grande do Sul, o qual produziu 8,6 

milhões de toneladas de arroz com casca na safra 2014/2015, representando 63,3% da 

produção nacional deste cereal (CONAB, 2016).   

A maior proporção do arroz é consumida na forma de grãos inteiros, 

compreendendo três tipos de produtos: arroz beneficiado polido, arroz parboilizado e arroz 

integral. Razões vinculadas às características próprias deste grão impedem que ele possa ser 

consumido tal qual a natureza produz, sendo necessário submetê-lo ao processo de 

beneficiamento, cujo produto principal é o arroz polido. Neste processo, são removidas a 

película, germe e parte da cariopse amilácea da periferia do grão, as quais constituem o farelo 

integral; casca e grãos polidos quebrados (quirera) também resultam do polimento do arroz 

(ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2012). 

O farelo de arroz possui aspecto farináceo, fibroso e suave ao tato, representando 

cerca de 10% da massa total do grão (HOSENEY, 1991; PARRADO et al., 2006). Este 

coproduto provém da cobertura externa do grão de arroz logo abaixo da casca, a qual é 

removida do grão de arroz durante o seu processamento, durante a etapa de brunimento. As 

características físicas e químicas do farelo de arroz variam conforme a cultivar, processo de 

beneficiamento empregado, grau de polimento ao qual o grão foi submetido e presença de 

fragmentos da casca (AMISSAH et al., 2003; ELIAS; OLIVEIRA; VANIER, 2012; UNIDO, 

1985).   
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Aplicações alimentares são atribuídas ao farelo de arroz, tais como cereais 

matinais, panificação, massas, snacks, bebidas isotônicas, chás gelados e alimentos livres de 

glúten (KAHLON, 2009). Em maior proporção, o farelo de arroz é utilizado em fertilizantes 

orgânicos e no enriquecimento de rações animais (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2006). O 

farelo de arroz também é destinado para a produção de óleo refinado e demais subprodutos do 

processo de refino. Segundo Balachandran et al. (2008), para uma produção anual de 40 

milhões de toneladas de farelo de arroz, a estimativa do potencial para a produção de óleo 

seria de 15 a 20%, embora a maior parte disso seja destinada à produção de rações para 

bovinos e aves.  

Devido à rápida degradação lipídica pela ação de lipases presentes no farelo de 

arroz, a aplicação deste coproduto em alimentos se torna limitada, pois resulta em um produto 

com odor e/ou sabor a ranço. Apesar da estabilização (inativação térmica de enzimas) ser uma 

alternativa promissora na aplicação do farelo de arroz em produtos alimentícios, a maioria dos 

países produtores de arroz não dispõe de tecnologia ou infraestrutura para a realização desta 

operação unitária (BORRESEN; RYAN, 2014; FACCIN et al., 2009; KAHLON, 2009).  

Na área científica, inúmeras pesquisas estão voltadas à obtenção de biomoléculas, 

em especial as enzimas, a partir de resíduos e subprodutos da indústria alimentícia. Materiais 

de descarte têm sido utilizados tanto como substrato para a produção de enzimas a partir 

micro-organismos, quanto como substrato para a extração direta destas. No caso específico do 

farelo de arroz, Luh et al. (1991) reportam que este contém inúmeras enzimas tais como α-

amilase, β-amilase, catalase, lipases, lipoxigenases e peroxidases.  

 

3.2 PEROXIDASE 

 

A peroxidase (CE 1.11.1.X) pode ser definida como uma enzima que catalisa a 

oxidação de uma variedade de substratos orgânicos tendo o peróxido de hidrogênio e outros 

peróxidos como moléculas aceptoras (FAWAL et al., 2013; MATHÉ et al., 2010). Em sua 

maioria, as peroxidases são consideradas heme proteínas de massa molecular entre 30 a        

150 kDa, e que contêm em sua estrutura uma protoporfirina IX de ferro III como grupo 

prostético, o qual é responsável pela atividade catalítica. Algumas exceções (não heme) 

contêm citrocomo c, selênio ou vanádio no seu centro catalítico. O termo peroxidase pode 

representar um grupo de enzimas específicas como NADH peroxidase (CE 1.11.1.1), 

glutationa peroxidase (CE 1.11.1.9) e iodeto peroxidase (CE 1.11.1.8), bem como um grupo 
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de enzimas não específicas conhecidas simplesmente por peroxidases (HAMID; REHMAN, 

2009; WELINDER et al., 2002).  

As peroxidases estão largamente distribuídas em duas superfamílias, a saber: as de 

origem animal, e as de origem vegetal e microbiana. As peroxidases de origem animal 

incluem a peroxidase eosinofílica, lactoperoxidase, tireoide peroxidase e glutationa 

peroxidase, sendo esta última também encontrada em plantas. As peroxidases de vegetais e 

micro-organismos são divididas em três subclasses: I, II e III. Na classe I estão incluídas as 

peroxidases procarióticas intracelulares, tais como citocromo c peroxidase (CcP, CE 

1.11.1.5), ascorbato peroxidases (APxs, CE 1.11.1.11), catalase peroxidase (CP, CE 1.11.1.6), 

e as peroxidases bacterianas de genes duplicados. A vasta distribuição das peroxidases da 

classe I, em particular sua presença em procariotos, sugere que esta provavelmente deu 

origem às outras duas classes. A classe II abrange as peroxidases extracelulares de fungos e 

compreende a lignina peroxidase (LiP, CE 1.11.1.14), a peroxidase dependente de manganês 

(MnP, CE 1.11.1.13) e a peroxidase versátil (VP, CE 1.11.1.16).  A classe III compreende as 

peroxidases extraídas de vegetais (POX, CE 1.11.1.7), dentre as quais se destaca a peroxidase 

de rabanete clássica (HRP) (HIGARA et al., 2001; SMITH; VEITCH, 1998; WELINDER, 

1992; WELINDER et al., 2002).  

As três classes de peroxidases de vegetais diferem entre si através de suas 

estruturas e propriedades catalíticas, porém todas apresentam o grupamento heme em sua 

estrutura, dez ligações α-hélices em comum e cinco aminoácidos posicionados 

separadamente, os quais são importantes para a catálise e estrutura, bem como a dobragem 

helicoidal de todo o polipeptídio (HIGARA et al., 2001; WELINDER, 1992). As peroxidases 

pertencentes à classe I não contêm qualquer ponte de dissulfeto, carboidrato e íons cálcio. As 

peroxidases das classes II e III são glicosiladas na superfície da proteína e apresentam dois 

íons cálcio e pontes de cisteína. Todos os resíduos de cisteína presentes na proteína (cerca de 

8 a 10) formam pontes dissulfeto, o que confere alto grau de rigidez à molécula proteica. As 

peroxidases da classe II possuem entre 40 a 60 aminoácidos no carbono terminal a mais que 

as peroxidases das classes I e III (BANCI, 1997; ZÁMOCKÝ; FURTMÜLLER; OBINGER, 

2010; SCHULLER et al., 1996).   

A atividade da peroxidase está relacionada à presença de isoenzimas catiônicas 

e/ou aniônicas termolábeis e termorresistentes. Conforme Veitch (2004), cada espécie vegetal 

contém um conjunto de isoenzimas que realizam uma variedade de funções diferentes. As 

isoenzimas presentes em raiz forte, como o rabanete, são estudadas de forma mais intensa por 

apresentarem maior atividade. No entanto, estudos visando à obtenção de peroxidases a partir 
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de resíduos ou subprodutos de vegetais tem se tornado cada vez mais frequente. Alguns 

exemplos incluem o farelo de trigo (MANU; RAO, 2009), casca de feijão-da-Índia (ALIJA; 

RAO, 2009), soja (STEEVENSZ et al., 2013), laranja (VETAL; RATHOD, 2014), tangerina 

(NOUREN et al., 2012) e batata doce (MALONEY et al., 2012), e sementes de laranja e maçã 

(ZIA et al., 2011). 

 As peroxidases possuem inúmeras aplicações, incluindo o tratamento de 

contaminantes fenólicos na presença de peróxido de hidrogênio (DEVA et al., 2014), 

descoloração de corantes (VUJCIC et al., 2015), elaboração de ensaios imunoenzimáticos 

(MONTSERRAT et al., 2015), desodorização de dejetos de suínos (PARKER et al., 2012), 

kits de diagnóstico rápido (MUNIR; KHAN; PARK, 2015), construção de biossensores 

(MOYO; OKONKWO, 2014) e síntese de polímeros (SAKAI et al., 2014). Devido à sua 

natureza oxidativa, especificidade e atuação em condições moderadas, a peroxidase também 

pode estar associada à degradação de micotoxinas (FELTRIN, 2013; GARDA-BUFFON; 

KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011). 

 

3.3   RECUPERAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

O processo de recuperação de proteínas ou enzimas é caracterizado pela obtenção 

do produto em solução a partir do sistema de produção, e compreende as etapas de separação 

e ruptura das células (esta última somente para proteínas intracelulares) e concentração. A 

purificação tem por objetivo a obtenção da proteína ou enzima de interesse de forma 

individual, a partir de uma solução multiproteica (LIENQUEO; ASENJO, 2000).   

Visando obter um produto com maior grau de pureza, inúmeras técnicas têm sido 

utilizadas para a purificação e recuperação deste. No entanto, para obter a forma purificada, é 

interessante que se escolha operações unitárias adequadas e que estas se integrem de forma 

lógica em um design de purificação. Qualquer estratégia que permita a redução das etapas 

envolvidas no processo de purificação deve ser vista com interesse. No caso específico de 

produção de enzimas ou proteínas comerciais em larga escala, é importante que se desenvolva 

um processo eficiente e de baixo custo, que resulte em um rendimento adequado e forneça a 

pureza desejada do bioproduto em questão, sem alterar a sua atividade biológica (AZEVEDO 

et al., 2009; LIENQUEO; ASENJO, 2000; NFOR et al., 2008; YANG et al., 2010).  

Ao desenvolver um design de purificação, deve-se levar em consideração alguns 

critérios pelos quais se define o processo ideal, tais como o custo e a velocidade de mercado. 

A aplicação final do produto determinará o percentual de pureza que este deve alcançar, assim 
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como a concentração de impurezas específicas que serão admissíveis neste (AMERSHAM 

PHARMACIA BIOTECH, 2001; WHEELWRIGHT, 1989).   

 

3.3.1  Cromatografia de troca iônica em coluna de leito expandido 

 

A CTI baseia-se na competição entre os grupos constituintes de uma proteína e os 

contra íons de uma solução tampão pelos grupos carregados presentes em um trocador iônico, 

o qual pode ser catiônico ou aniônico. As cargas moleculares de uma solução tampão são 

oriundas dos diferentes componentes salinos do meio, enquanto que a carga líquida da 

proteína se deve à combinação dos diferentes aminoácidos presentes nesta (CUTLER, 2004; 

ROE, 2001).  

A CTI é uma das técnicas mais utilizadas na indústria biotecnológica para a 

separação de peptídeos, proteínas, ácidos nucleicos e biopolímeros relacionados (LEVISON, 

2003). Apresenta vantagens como a possível ampliação para a escala industrial, alta 

resolução, elevada capacidade de ligação, versatilidade e habilidade de suportar rigorosos 

protocolos de limpeza (CUTLER, 2004). Além disso, a troca iônica pode ser operada em 

modo fixo ou em leito expandido. 

A CTI em coluna de leito expandido é uma operação em que proteínas de 

interesse são purificadas a partir de extrato bruto ou clarificado. A técnica permite integrar a 

separação sólido-líquido, a redução de volume pela ligação da proteína e a purificação parcial 

em um único processo, sem comprometer sua eficiência, porém economizando considerável 

tempo de operação e custos iniciais de investimento. O processo é baseado no uso de 

adsorventes particulados com diferentes seletividades, os quais residem em coluna 

cromatográfica (BOERIS et al., 2012; BUYEL; TWYMAN; FISCHER, 2015; LIN et al., 

2013). Adicionalmente, a técnica proporciona o aumento da produtividade do processo e 

maior interação entre o adsorvente e a molécula alvo devido à expansão do leito                   

(TOLEDO  et al., 2007; TONG; DONG; SUN, 2002). 

O equipamento utilizado na CTI em coluna leito expandido é similar ao 

empregado nos processos cromatográficos de leito fixo. A exceção fica por conta do design da 

coluna de leito expandido, a qual possui duas características que a distingue da coluna 

cromatográfica convencional: a entrada de líquido e o adaptador no topo. Uma vez que não há 

queda de pressão ao longo do leito expandido, esta deve ser gerada através de placa perfurada 

na entrada de distribuição do líquido na coluna. Além disso, o adaptador no topo é móvel, 
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permitindo que a coluna seja operada em diferentes alturas de leito, o que é necessário durante 

cada estágio do processo em leito expandido (HJORTH, 1997).  

Alguns autores consideram o leito expandido como parte integral da tecnologia de 

leito fluidizado e não fazem distinção entre as duas expressões. No entanto, em um leito 

fluidizado, a turbulência e o grau de mistura são elevados, tanto do sólido como da fase fluida, 

tornando-o muito similar a um processo descontínuo em tanque agitado (AMERSHAM 

PHARMACIA BIOTECH, 2008; CHASE, 1994). A CTI em leito expandido explora o 

fenômeno da segregação do leito fluidizado, que consiste na tendência das partículas menos 

densas permanecerem na parte superior da coluna, enquanto as mais densas permanecem na 

região inferior, próximas do distribuidor. Deste modo, embora as partículas adsorventes 

estejam em suspensão, o agrupamento destas, em camadas bem definidas, torna a fluidização 

estável e controlada, reduzindo a mistura de partículas no sentido axial, verificada no leito 

fluidizado. O resultado é a combinação das propriedades hidrodinâmicas do leito fluidizado 

com as propriedades do leito empacotado (PESSOA-JR; KILIKIAN; 2005). As diferenças 

entre os modos de operação do leito estão apresentadas na Figura 1. 

 

Figura 1 - Comparação entre o movimento das partículas (a) em leito fluidizado e (b) em 

leito expandido. Na fluidização estável de um leito expandido, apenas pequenos movimentos 

circulares das partículas adsorventes podem ser vistas. 

 

Fonte: Adaptado de AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH (2008). 

 

Quando comparado com a cromatografia clássica em leito fixo, o processo em 

leito expandido utiliza um adsorvente adequado para expandir na coluna com a fase móvel 

fluindo no sentido ascendente, formando assim o leito expandido. A matriz adsorvente, ou 

resina, deve demonstrar características apropriadas de fluidização, tais como a capacidade de 

expandir até o grau requerido (aproximadamente duas a três vezes mais que a altura do leito 

sedimentado) quando aplicada uma velocidade de fluxo adequada. Além disso, as partículas 

adsorventes devem possuir uma gama de diâmetros que sejam adequados para a geração de 

leito expandido estável (CHASE, 1994; XIA; LIN; YAO, 2007; ZHAO; YAO; LIN, 2009).  

(a) (b) 
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As matrizes adsorventes comumente empregados na CTI em leito expandido são 

as de celulose, agarose, dextrana e poliacrilamida. Os ligantes clássicos (SP- sulfopropil, 

DEAE- dietil aminoetil e IDA-ácido iminodiacético) são acoplados ao suporte das partículas 

adsorventes (agarose-quartzo ou agarose-metal) elevando sua densidade e viabilizando a 

expansão do leito. Devido às proteínas serem anfifílicas e possuírem tanto carga positiva 

como negativa, podem ser utilizados trocadores aniônicos ou catiônicos. Algumas matrizes 

adsorventes são estáveis numa ampla faixa de pH (2-12) e são chamadas de trocadores fortes, 

enquanto outras matrizes mudam a carga conforme a alteração do pH e são denominados 

trocadores fracos (PESSOA-JR; KILIKIAN, 2005). 

A Figura 2 apresenta as etapas envolvidas na CTI em leito expandido. Num 

primeiro momento, a matriz adsorvente é expandida e equilibrada através da aplicação de uma 

solução tamponante de baixa força iônica em fluxo ascendente. Um leito fluidizado é formado 

quando as partículas adsorventes são suspendidas em equilíbrio devido ao balanço entre a 

velocidade de sedimentação da partícula e a velocidade do líquido ascendente. Nesta etapa, o 

pistão é posicionado na parte superior da coluna, permitindo assim a expansão do leito. Após 

o equilíbrio, o material a ser purificado é aplicado ao leito expandido com o mesmo fluxo 

ascendente utilizado na etapa anterior (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 2008).  

 

Figura 2 - Esquema dos passos na adsorção em leito expandido, onde as colunas mostram os 

diferentes estágios de operação do sistema e as setas indicam a direção do escoamento. 

 

Fonte: Adaptado de AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH (2008). 

 

Posteriormente, uma etapa de lavagem é necessária para a remoção do material 

particulado e fracamente ligado ao adsorvente, sendo esta realizada também com fluxo 

ascendente e com leito de forma expandida. Após a retirada de todo o material fracamente 

ligado à matriz, o fluxo de líquido é interrompido e as partículas de adsorvente são 
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sedimentadas. Então, o adaptador no topo da coluna é baixado até à superfície do leito 

sedimentado, dando início à eluição em fluxo descendente das proteínas capturadas através da 

utilização de condições de tampão adequadas. Por fim, um procedimento de limpeza no local 

é realizado tanto para remover o material não ligado ao adsorvente, como para regenerar o 

leito à sua forma original (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 2008). 

Diversos autores apresentam aplicações bem sucedidas da CTI em leito expandido 

na purificação proteínas como as nativas do tomate (STRAETKVERN; SCHWARZ, 2012), 

lactoferrina e imunoglobulina G (DU et al., 2013; DU et al., 2014), papaína (YUHAI; CHIK; 

CHIN, 2014), β-galactosidase (BOERIS et al.,  2012), quitosanase (ARAÚJO et al., 2016), 

inulinase (KALIL; MAUGERI-FILHO; RODRIGUES, 2005), xilanase (SANTOS; 

GUIRARDELLO; FRANCO, 2002), peroxidase (GAUTÉRIO et al., 2015), entre outras. 

Outros usos desta técnica se estendem à purificação de corantes naturais como a C-ficocianina 

(BERMEJO; RAMOS, 2012; MORAES et al., 2014) e B-ficoeritrina (BERMEJO; RUIZ; 

ACIEN, 2007), antígenos de Leishmania infantum chagasi (SOUSA JUNIOR et al., 2015) e 

hepatite B (NG; TAN; TEY, 2012), e ácido salvianólico de plantas medicinais (LI et al., 

2014). 

 Na CTI, o comportamento na adsorção em leitos fixos ou fluidizados pode ser 

caracterizado através das curvas de ruptura (breakthrough curves), as quais indicam a 

quantidade de proteína que pode se ligar à matriz adsorvente, conforme mostra a Figura 3. 

Estas curvas relacionam o volume da solução injetada ou o tempo com a concentração de 

adsorbato na saída da coluna. De acordo com Mozammel et al. (2007), a curva de ruptura 

ocorre até o momento em que a concentração de adsorbato na saída (C) seja igual a 

concentração de solução inicial injetada (C0). Após este ponto, a troca iônica deixa de ocorrer, 

pois a matriz adsorvente está com seus sítios ativos totalmente preenchidos. O ponto de 

ruptura (breakthrough point) é considerado como o tempo de conclusão do ciclo de adsorção 

em aplicações industriais.  

Nesta técnica, a medição da concentração do adsorbato na saída da coluna é 

realizada em função do volume de solução injetada ou do tempo, tornando possível a 

obtenção da curva de ruptura do sistema. A capacidade de ligação do leito é obtida por 

integração da área sob a curva de ruptura. Na prática, a coluna é alimentada com a solução 

proteica de interesse. Inicialmente, a concentração da solução proteica na saída da coluna 

(local onde o monitoramento é realizado) é nula e a curva toca o eixo das abscissas, indicando 

que a resina está ligando toda a proteína que percorre o leito. Conforme o processo continua, a 
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concentração de proteínas aumenta, vagarosamente no início, e de modo abrupto no final. 

Quando a ruptura ocorre, a alimentação é interrompida (ARAUJO, 1996).  

 

Figura 3 - Curvas de ruptura obtidas para diferentes alturas de leito, utilizando solução de 

albumina de soro bovino com concentração inicial de 3,0 mg/mL. 

.  

              Fonte: ARAUJO (1996). 

 

De acordo com Chase (1994),  a interrupção da  alimentação na coluna pode ser 

feita quando o nível de proteínas na saída sobe acima de certo nível. Caso a alimentação 

continue, quantidades consideráveis de proteína podem passar pela coluna sem serem ligadas. 

A quantidade de proteína que pode ser alimentada, antes que este nível exceda, irá depender 

da forma apresentada pela curva de ruptura.  

 

3.3.2 Processos de separação por membranas 

 

Em termos simples, membranas podem ser consideradas como barreiras que 

separam duas fases e que restringem, total ou parcialmente, o transporte de uma ou várias 

espécies químicas (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Os processos de separação por 

membranas (PSM) se destacam nas mais diversas áreas devido a seu princípio de separação 

único, isto é, o transporte seletivo em comparação a outras operações unitárias existentes. Os 

PSM oferecem alta superfície por unidade de volume, não envolvem mudanças de fase ou 

adição de aditivos químicos, e podem ser utilizados na separação de substâncias 

termossensíveis, uma vez que operam à temperatura ambiente ou a baixas temperaturas. 

Devido às propriedades únicas das membranas, o aumento ou a redução de escala dos PSM, 
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assim como sua integração em outros processos, são relativamente simples (BAKER, 2004; 

SAXENA et al., 2009; ZEMAN; ZYDNEY, 1996) 

Os PSM têm sido utilizados em inúmeros setores de atividade na indústria 

química, médica, alimentícia, biotecnológica e farmacêutica. Algumas aplicações incluem a 

separação de substâncias termolábeis, desidratação de etanol, fracionamento de proteínas, 

purificação de enzimas, esterilização de meios de fermentação, esterilização do ar, 

concentração de leite, soro de queijos e sucos de frutas, clarificação e desalcoolização de 

vinhos e cervejas, produção de ar enriquecido com oxigênio, esterilização de soluções 

injetáveis, entre outras (HABERT; BORGES;NOBREGA, 2006).  

Os PSM podem ser agrupados de acordo com as forças motrizes aplicadas, a 

saber: processos baseados na pressão, os quais incluem a microfiltração (MF), ultrafiltração 

(UF), nanofiltração (NF) e osmose inversa (OI); processos baseados na concentração, 

chamados de diálise e osmose; processos baseados no potencial elétrico como a eletrodiálise; 

processos movidos por pressão parcial e pressão de vapor, chamados de pervaporação e 

destilação por membrana; e processos regidos pela diferença de potencial químico, tendo 

como exemplo as membranas líquidas suportadas, membranas contactoras e reatores de 

membrana (WIBISONO et al., 2014).  

Entre os PSM existentes, os mais empregados na área biotecnológica, em especial 

na concentração e purificação de macromoléculas, são os que utilizam a diferença de pressão 

como força motriz, os quais podem ser entendidos como a extensão dos processos de filtração 

clássica que empregam membranas cada vez mais fechadas, ou seja, com poros cada vez 

menores (PESSOA; KILIKIAN, 2005). A Tabela 1 apresenta as espécies retidas nos PSM que 

utilizam como força motriz a diferença de pressão. 

 

Tabela 1 - Espécies retidas nos PSM que utilizam a diferença de pressão como força motriz.  

Espécie Massa molar (Da) Tamanho (nm) Processos aplicáveis 

   OI    NF     UF    MF 

Leveduras e fungos 

Células bacterianas 

Colóides 

Vírus 

Proteínas 

Polissacarídeos 

 

 

 

 

10
4
 a 10

6 

10
3
 a 10

6
 

10
3
 a 10

4 

300 a 10
4 

100 a 10
3 

30 a 300
 

2 a 10 

2 a 10
 

   X 

  X X 

  X X 

  X X 

  X  

 X X  

Enzimas 

Açúcares simples 

Orgânicos 

Íons inorgânicos 

10
3
 a 10

6 

200 a 500
 

100 a 500
 

10 a 100
 

2 a 5 

0,8 a 1,0 

0,4 a 0,8 

0,2 a 0,4 

 X X  

X X   

X X   

X    
Fonte: Habert, Borges e Nobrega (2006). 
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A Tabela 2 apresenta as principais caracterísicas dos PSM em termos de tipo de 

membrana, força motriz e mecanismo de transporte.  

 

Tabela 2 – Características dos PSM em termos de tipo de membrana, força motriz e 

mecanismo de transporte. 

Processo Tipo de membrana Força motriz (∆P) Mecanismo de transporte 

Microfiltração 

Membrana isotrópica 

ou anisotrópica com 

poros entre 0,1 a 10 µm 

Pressão 

hidrostática, 0,05 a 

0,2 Mpa 

Peneiramento                 

(exclusão por tamanho) 

Ultrafiltração 

Membrana 

anisotrópicas com 

poros entre 2 a 10 nm 

Pressão 

hidrostática, 0,1 a 

0,5 Mpa 

Peneiramento                 

(exclusão por tamanho) 

Nanofiltração 

Membranas 

anisotrópicas com 

poros entre 5 a 10 Å 

Pressão hidrostática 

0,5 a 2,5 MPa 

Peneiramento                

(exclusão por tamanho) 

Osmose 

inversa 

Membrana anisotrópica 

densa 

Pressão hidrostática 

de 1 a 10 MPa 
Sorção e difusão 

Fonte: Adaptado de Wibisono et al. (2014). 

 

Em razão da aplicação a que se destinam, as membranas apresentam diferentes 

estruturas, podendo ser classificadas em duas grandes categorias: densas e porosas. Tanto as 

membranas densas quanto as porosas podem ser isotrópicas ou anisotrópicas, isto é, podem ou 

não apresentar as mesmas características morfológicas ao longo de sua estrutura. Membranas 

anisotrópicas são caracterizadas por uma região superior fina (próxima a 1 µm), mais fechada 

(com poros ou não), chamada de “pele”, suportada em estrutura porosa. Ambas as regiões 

podem ser constituídas do mesmo material (membrana anisotrópica integral) ou de materiais 

diferentes (membranas anisotrópica composta) (PESSOA; PESSOA; KILIKIAN, 2005). 

 

3.3.2.1 Ultrafiltração 

 

A UF por membrana consiste no transporte de soluções através de membranas 

anisotrópicas com poros de diâmetro de 2 a 10 nm, sob pressão de transmembrana de 100 a 

500 kPa e fluxo de filtrado de 10 a 200 L/h.m²,  sendo utilizada na separação de espécies em 

soluções aquosas pela massa molar, forma e/ou carga. Neste processo, a água e outras 

moléculas pequenas passam pela membrana, enquanto que moléculas de tamanho superior ao 

diâmetro do poro da membrana ficam retidas sobre esta (CUTLER, 2004; ROE, 2001; 

SCHMIDELL et al., 2001; WIBISONO et al. 2014).  
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A habilidade de retenção das membranas de UF é determinada com base na sua 

massa molar limite (cut off), que compreende a faixa de 5 a 500 kDa ou maior.  A retenção 

nominal de uma membrana é definida como sendo a massa molar para a qual a membrana 

apresenta coeficiente de rejeição de 95%. As membranas de UF podem ser feitas de 

polímeros, materiais cerâmicos e metálicos, sendo esta última a menos utilizada em 

aplicações de larga escala. A maioria dos processos de ultrafiltração fazem o uso de 

membranas poliméricas, constituídas principalmente de polissulfona, polietersulfona e 

celulose regenerada. Membranas poliméricas são quimicamente inertes, termicamente 

estáveis e possuem estrutura assimétrica composta de duas camadas distintas: uma película 

fina com poros extremamente pequenos (10 a 400 Å), responsável pela a seletividade da 

membrana; e uma subestrutura espessa e porosa, a qual proporciona o suporte mecânico 

necessário (CUI, 2005; CUTLER, 2004; REIS; ZYDNEY, 2007; WHEELWRIGHT, 1989). 

Um problema comum durante os processos de UF é a perda de desempenho da 

membrana devido à polarização por concentração e incrustações (fouling), fenômenos que 

levam à redução do fluxo do permeado através da membrana ao longo do tempo (PEEVA et 

al., 2012). A polarização por concentração se refere ao acúmulo de solutos próximo à 

superfície da membrana, devido à sua rejeição pela barreira semipermeável, ocorrendo 

imediatamente após a UF ser iniciada. Esse fenômeno pode ser minimizado conforme o modo 

de operação da célula de UF. As incrustrações podem ocorrer tanto pela adsorção sobre e no 

interior dos poros, como pela formação de depósitos e/ou obstrução dos mesmos, causando 

alterações irreversíveis nas propriedades da membranas (REIS; ZYDNEY, 2007; SAXENA  

et al., 2009).  

Existem dois modos de operação da UF, a saber: escoamento convencional ou 

tangencial (Figura 4). Na UF convencional, quando uma solução ou suspensão é pressionada 

contra a membrana, ocorre a passagem do solvente por esta, enquanto que o soluto ou 

materiais em suspensão são retidos, acumulando-se próximo à superfície da membrana, no 

fenômeno de polarização por concentração. Na UF tangencial, a solução de alimentação escoa 

em paralelo à superfície da membrana, enquanto o permeado é transportado transversalmente 

a esta. A polarização por concentração continua presente, porém seu efeito é minimizado 

(PESSOA-JR; KILIKIAN, 2005).  

A UF opera em condições de temperatura e pressão relativamente baixas, não 

envolve mudança de fase ou adição de aditivos químicos, podendo ser aplicada na 

concentração de moléculas biológicas sem que ocorra a sua desnaturação ou degradação em 

demasia. Trata-se de uma técnica menos dispendiosa quando comparado a outros métodos de 
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separação e purificação, de fácil operação e ampliação de escala. No entanto, a maior 

vantagem do processo de separação por ultrafiltração é o alto rendimento do produto  (CUI, 

2005).  

 

Figura 4 – Modos de operação da UF (a) escoamento convencional (b) escoamento 

tangencial. 

 

Fonte: Adaptado de Charcosset (2006). 

 

3.3.2.2 Diafiltração 

 

A diafiltração (DF) é considerada um modo alternativo de operar os PSM que 

utilizam o gradiente de pressão como força motriz. É um processo com resultados idênticos 

aos alcançados na diálise, porém operado sob fluxo convectivo ao invés da difusão. Consiste 

basicamente em operar a célula do PSM com alimentação contínua de solvente em vazão 

igual a vazão de permeado. O objetivo dessa operação é remover os contaminantes associados 

ao composto de interesse, substituindo-os por outras espécies de baixa massa molecular. 

Dessa forma, os contamintes são eliminados no permeado, enquanto que a membrana retém o 

composto-alvo (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; WHEELWRIGHT, 1989). A DF é 

utilizada no ramo biotecnológico para separar açúcares, sais e ácidos de soluções contendo 

proteínas, pectinas e outras macromoléculas, aumentanto o rendimento do produto 

(YAZDANSHENAS et al., 2005) 

 A DF pode ser operada em modo contínuo e descontínuo. No modo contínuo, o 

diluente (normalmente solução tamponante ou água) é adicionado ao sistema à mesma vazão 

do permeado, enquanto que no modo descontínuo a adição do diluente é feita em etapas e a 

vazões iguais ao do permeado. O modo descontínuo de DF pode ser operado de duas formas, 

(a) 

(b) 
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conforme mostra a Figura 5: diluição sequencial, a qual envolve a diluição da amostra com o 

diluente a um volume pré-determinado, e concentração desta ao seu volume original; e 

redução do volume, a qual compreende a concentração da amostra a um volume fixo e sua 

posterior diluição com diluente. Em ambas as formas de operação descontínua da DF, o 

processo é repetido até que os contaminantes presentes na amostra inicial sejam removidos 

(SCHWARTZ, 2003; WHEELWRIGHT, 1989).  

 

Figura 5 - Operação descontínua da DF (a) diluição sequencial (b) redução de volume. 

          

 

 

Fonte: Adaptado de Schwartz (2003). 

 

 Uma das vantagens da DF em relação à diálise é o menor tempo de  processo. 

Além disso, a DF é mais eficiente em termos de quantidade de diluente requerida, realiza a 

concomitante remoção dos contaminantes e concentração do composto de interesse, aumenta 

a pureza do material filtrado e proporciona menor risco de perdas e contaminações, uma vez 

que todo o processo é realizado na mesma célula de separação por membrana (SCHWARTZ, 

2003; WANG; ZHANG; OUYANG, 2002).  

 

3.3.3 Purificação de peroxidases 

 

Nos últimos anos, a literatura científica têm apresentado trabalhos que abordam a 

purificação de peroxidases de origem vegetal, desde o uso de procedimentos simples até o 

emprego de uma sequência de técnicas sofisticadas. A maioria destes estudos visam a 

posterior caracterização enzimática, onde a prioridade é a obtenção de peroxidase altamente 

purificada, mesmo que em baixo rendimento; outros têm por objetivo obter a peroxidase pura 

para posterior imobilização e aplicação industrial, onde o nível de pureza e o rendimento 

dependem fortemente do uso final da enzima. Nesse segundo caso, a purificação se torna 

ainda mais necessária quando propriedades da enzima são aprimoradas, tais como estabilidade 

(b) (a) 
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térmica (BOUCHERIT et al., 2013; NADAROGLU et al., 2013; RUDRAPPA et al., 2007) e 

capacidade de degradação de alguns substratos (ZENG et al., 2013).  

Inúmeras técnicas têm sido empregadas na purificação de peroxidases, tais como 

precipitação por sais (KHARATMOL; PANDIT, 2012), solventes orgânicos (SINGH; 

PRAKASH; SHAH, 2012) ou polieletrólitos (VALETTI; PICÓ, 2013), propano comprimido 

(FRICKS et al., 2012), UF (GOTTSCHALK; BON; NOBREGA, 2008), sistema aquoso 

bifásico (SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO, 2002), partição trifásica (VETAL; 

RATHOD, 2014) e processos cromatográficos em geral (GONG et al., 2015). Recentemente, 

o uso da CTI em coluna de leito expandido se mostrou como alternativa na purificação de 

peroxidases através de um único processo, proporcionando a purificação da peroxidase em 2,4 

vezes e recuperação dessas enzimas em até 41% (GAUTÉRIO et al., 2015).  

A CTI é uma das técnicas mais aplicadas na purificação de peroxidases, sendo 

utilizada em conjunto a outras técnicas cromatográficas e/ou posteriormente às tecnicas 

preliminares de purificação, tais como precipitação por sais (JAOUADI et al. 2014) e 

solventes orgânicos (ARNALDOS et al. 2001). A Tabela 3 apresenta a compilação de 

técnicas associadas à CTI para purificação de peroxidases de vegetais. 

A UF é frequentemente aplicada na concentração de peroxidases antes ou após o 

uso de técnicas cromatográficas (CHEN; CHUNG; CHANG, 2012; DAS; SHARMA; 

MISHRA, 2011; MÁRQUEZ et al., 2008; MOHAMED; DARWISH; EL-SHISHTAWY, 

2013; SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO 2002). Quando usada nas primeiras etapas 

de purificação, a técnica pode fornecer elevado rendimento da enzima para os estágios 

seguintes. Na purificação de folhas de tamareira (Phoenix dactylifera), Al-Senaidy e Ismael 

(2011) fizeram o uso da UF como etapa prévia à cromatografia de troca iônica e exclusão 

molecular. A técnica promoveu a recuperação da enzima em 96% e fator de purificação de 1,4 

vezes. Dentre as três técnicas utilizadas na purificação de manganês peroxidase, Boer et al. 

(2006) obtiveram somente na UF o fator de purificação de 1,38 vezes e 95,4% de recuperação 

enzimática. Elevados rendimentos da enzima também foram observados nos trabalhos de 

Ikehata et al. (2005) (72%) e Zeng et al. (2013) (90%). 

Não foi encontrado até o momento relatos na literatura a respeito da purificação 

de peroxidases utilizando CTI em leito expandido integrado à UF.  
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Tabela 3 – Purificação de peroxidases de origem vegetal por associação de técnicas. 

Fonte  Sequência de técnicas utilizada 
FP 

(vezes) 

REC 

 (%) 
Referência 

Morango 

(Fragaria 

ananassa) 

Precipitação com acetona; 

cromatografia de troca aniônica, 

afinidade e exclusão molecular 

128,6 1,9 
Arnaldos et al. 

(2001) 

Água de coco 

(Cocos nucifera) 

Precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia de troca catiônica, 

interação hidrofóbica e exclusão 

molecular 

9,8 12,8 
Balasubramanian e 

Boopathy (2013) 

Folhas de pinhão 

manso                

(Jatropha curcas) 

Precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia de exclusão molecular e 

troca aniônica 

226 37,6 Cai et al. (2012) 

Folha de palma 

(Elaeis 

guineensis) 

Cromatografia de troca aniônica e 

exclusão molecular 
429 54 

Deepa e Arumughan 

(2002) 

Sementes de 

milheto 

(Pennisetum 

glaucum) 

Precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia de troca aniônica e 

exclusão molecular 

12,5 4,7 
Devaiah e Shetty 

(2009) 

Flores de Cytisus 

multiflorus 

Sistema aquoso bifásico; 

cromatografia de interação 

hidrofóbica, troca catiônica e exclusão 

molecular 

1167,8 37,8 
Galende et al. 

(2015) 

Manga (Mangifera 

indica) 

Precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia de troca aniônica e 

exclusão molecular 

48 1,7 
Khan e Robimson 

(1993) 

Folhas de 

espinafre 

(Spinacia 

oleracea) 

Precipitação com sulfato de amônio e 

cromatografia de troca catiônica 
22,6 4,2 Köksal (2011) 

Batata doce 

(Ipomoea batatas) 

Cromatografia de interação 

hidrofóbica e troca aniônica 
117 15 Leon et al. (2002) 

Flores de 

alcachofra 

(Cynara 

cardunculus) 

Precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia de interação 

hidrofóbica, exclusão molecular e 

troca catiônica 

54 2,3 
López-Molina                 

et al. (2003) 

Raízes de rabanete 

(Armoracia 

rusticana) 

Precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia de troca aniônica e 

exclusão molecular 

29,3 15,7 
Motamed                  

et al. (2009) 

Folhas de rúcula 

(Eruca vesicaria) 

Precipitação com sulfato de amônio; 

cromatografia de troca catiônica e 

exclusão molecular 

220,3 80,8 
Nadaroglu et al. 

(2013) 

Folhas de 

Leucaena 

leucocephala 

Precipitação com acetona; 

cromatografia de troca aniônica, 

exclusão molecular e afinidade 

89,3 26,1 
Pandey e Dwivedi 

(2011) 

FP = Fator de purificação; REC = Recuperação enzimática 
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4.5 MICOTOXINAS: CONCEITOS E MÉTODOS DE DEGRADAÇÃO 

 

As micotoxinas correspondem a diversos grupos de compostos produzidos por 

fungos, normalmente após a fase de crescimento equilibrado. No entanto, a produção de uma 

micotoxina em particular é geralmente limitada a um pequeno número espécies de fungos ou 

mesmo cepas específicas. Os fungos das espécies Aspergillus, Fusarium, Penicillium e 

Alternaria são considerados os maiores produtores destes metabólitos, estando presentes em 

grande número de hospedeiros como, por exemplo, os cereais. O acúmulo de micotoxinas 

pode ocorrer no campo, durante o armazenamento, processamento ou produção final de 

alimentos e rações. Dentre as micotoxinas comumente encontrada em alimentos estão as 

aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearelona e fumosinas (KUMAR; BASU; 

RAJENDRAN, 2008; MELLO; MACDONALD, 1997; SIEGEL; BABUSCIO, 2011).  

Os tricotecenos são compostos sesquiterpenoides tetracíclicos caracterizados pela 

presença de uma dupla ligação entre C-9 e C-10 e de um grupo epóxido entre C-12 e C-13, o 

qual é responsável pela sua atividade biológica (ARUNACHALAM; DOOHAN, 2013; 

TÜRKER; GÜMÜS, 2009). Dividem-se em quatro grupos, A, B, C, e D, de acordo com os 

grupos funcionais presentes na posição C-8 da estrutura básica dos tricotecenos, conforme 

mostra a Figura 6. O grupo A (toxina T-2 e toxina HT-2) e grupo B (deoxinivalenol e 

nivalenol) se distinguem pela ausência ou presença de um grupamento carbonila na posição 

C-8, respectivamente. O grupo C (crotocina) apresenta um anel epóxido adicional em sua 

estrutura entre as posições C-7 e C-8. O grupo D (satratoxina e roridina) contém um anel 

macrocíclico entre as posições C-4 e C-5 (SUDAKIN, 2003).  

Deoxinivalenol (DON, vomitoxina) é uma micotoxina pertencente ao grupo B dos 

tricotecenos e produzida principalmente pelos fungos das espécies Fusarium graminearum e 

Fusarium culmorum. Sua ocorrência está predominantemente relacionada aos cereais como 

trigo, cevada e milho, e com menos frequência à aveia, arroz, centeio, sorgo e triticale. A 

molécula do DON é caracterizada como um sesquiterpeno tetracíclico com sete centros 

estéreos, cuja fórmula molecular é C15H20O6 nomeada tricotec-9-en-8-ona,12,13-epoxi-

3,7,15-tri-hidroxi-(3α,7α)-(9CI). Além de duas hidroxilas secundárias e uma primária, a 

molécula também dispõe de um grupamento cetônico conjugado e um éter etílico. DON é 

estável a temperatura de 120ºC e parcialmente estável à 210ºC, tolera condições fracamente 

ácidas e é instável em meio alcalino (LARSEN et al., 2004; NAGY et al., 2005; TÜRKER; 

GÜMÜS, 2009). 
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Figura 6 - Estrutura química dos tricotecenos (exemplos dos grupos A-D). 

 

Fonte: Adaptado de SUDAKIN (2003). 

 

Assim como os demais tricotecenos, o efeito tóxico do DON está relacionado à 

presença do anel epóxido em sua estrutura. A ingestão de DON pode causar reações crônicas 

ou agudas dependendo de fatores como a forma de exposição, estado imunológico e dose. 

Segundo Pestka (2007), a toxidade do DON é menor quando comparada a outras micotoxinas 

como, por exemplo, a toxina T-2, enquanto que a presença desta última em elevadas doses em 

alimentos é pouco provável. Por outro lado, Larsen et al. (2004) ressaltaram que o efeito 

acumulativo do DON é preocupante, uma vez que pode levar à anorexia nervosa, redução do 

ganho de peso, má absorção de nutrientes, alterações neuroendócrinas e imunossupressão.  

A busca por métodos de degradação ou redução dos níveis de micotoxinas têm se 

tornado cada vez mais intensa, porém, independente da estratégia escolhida, alguns requisitos 

devem ser considerados, a saber: a micotoxina deve ser destruída, removida ou inativada; o 

processo não deve produzir compostos tóxicos ou carcinogênicos; os esporos dos fungos e 

micélio devem ser destruídos, evitando que novas toxinas sejam formadas; as propriedades 

físicas e químicas do material não devem ser alteradas de forma significativa; e o material 

deve reter seu valor nutritivo e permanecer palatável (BEAVER, 1991).     

A degradação ou redução dos níveis de micotoxinas pode ser alcançada através de 

métodos físicos, químicos e biológicos. Alguns dos processos físicos que contribuem para a 

eliminação e/ou redução da contaminação de DON incluem a moagem (ZHANG; WANG, 

2014), cozimento (FARAHANY; JINAP, 2011), micro-ondas por plasma (PARK et al., 

2007), fritura (SAMAR et al., 2007), extrusão (CAZZANIGA et al., 2001) e uso de 

Grupo A: Toxina T-2 Grupo B: Deoxinivalenol 

Grupo C: Crotocina 
Grupo D: Satratoxina G 
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adsorventes (KONG; SHIN; KIM, 2014). Os processos químicos seguem as reações de 

transformação de tricotecenos, tais como alcalinização, oxidação, redução, hidrólise, 

hidratação e conjugação (HE et al., 2010).  

O processo de degradação biológica, também conhecido como biorremediação, 

envolve a exploração da atividade biológica de micro-organismos ou enzimas por migração 

ou eliminação de efeitos nocivos causados por poluentes ambientais (LORENZO, 2008). Este 

processo apresenta vantagens como especificidade do produto, levando à diminuição da 

toxidade ou a produtos não tóxicos; atuação em condições moderadas de reação, tais como pH 

próximo ao neutro e temperaturas brandas; e viabilidade de aplicação na indústria de 

alimentos e rações. Além disso, o uso de agentes biológicos causa menor efeito nas 

propriedades finais nas matrizes onde se encontra o contaminante, em comparação aos de 

processos químicos e físicos (HE et al., 2010).  

A habilidade de bactérias ácido-láticas e propiônicas em remover DON e outras 

toxinas produzidas por Fusarium de meio de cultura contaminado foi investigada por 

Niderkorn, Boudra e Morgavi (2006). O estudo revelou que as bactérias ácido-láticas se 

mostraram mais eficientes na remoção de DON, sendo esta superior a 55%. He et al. (2008) 

estudaram a capacidade de biotransformação do DON por Aspergillus tubinigens, e obtiveram 

como resposta a taxa de 94,4% de transformação após duas semanas de cultivo. Garda-Buffon 

e Furlong (2010) avaliaram a cinética de degradação do DON por Aspergillus oryzae e 

Rhizopus oryzae em fermentação submersa. Os autores constataram que a espécies Rhizopus 

oryzae e Aspergillus oryzae foram responsável pela diminuição de 90% e 74% da 

concentração da micotoxina em 240 h e 96 h, respectivamente. Garda et al. (2005) verificaram 

a redução dos níveis de tricotecenos empregando malte contaminado artificialmente com 

DON e toxina T-2. Após 120 h de fermentação por Saccharomyces cerevisae, 47% da 

contaminação inicial de DON e 46% para toxina T-2 foram detectadas na porção líquida e 

sólida.  

Conforme Karlovsky (1999), os métodos biológicos envolvendo o uso de enzimas 

oferecem especificidade e eficiência, além de não ser prejudicial ao meio ambiente. O 

emprego de enzimas, de origem vegetal ou microbiana, na degradação ou redução dos níveis 

de micotoxinas, se mostra como alternativa aos métodos tradicionalmente utilizados para este 

fim. Enzimas como lacase de Trametes versicolor e carboxipeptidase de Rhizopus oryza 

foram empregadas na redução dos níveis das micotoxinas ocratoxina A e zearalenona, 

respectivamente (KUPSKI et al., 2013; BANU; LUPU; APRODU, 2013). Das e Mishra 

(2000) estudaram a degradação in vitro de aflatoxina B1 pela ação de peroxidase extraída de 
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raízes de rabanete. Os percentuais de degradação obtidos foram comparados com os da 

peroxidases comercial, sendo estes valores de 33,7% e 54,7%, respectivamente. Nora (2015) 

avaliou o efeito de peroxidase comercial e da peroxidase extraída de farelo de arroz na 

redução dos níveis de ocratoxina A. O autor obteve redução de ocratoxina A de 59% para a 

peroxidase comercial e de 41% para a peroxidase de farelo de arroz, utilizando atividade 

enzimática de 0,063 U/mL no meio reacional.  

Garda-Buffon, Kupski e Furlong (2011) correlacionaram a degradação de DON e 

o aumento da atividade enzimática da peroxidase produzida por Aspergillus oryzae e 

Rhizopus oryzae. A degradação de DON foi atribuída à ação oxidativa da peroxidase sobre o 

grupamento epóxido presente na estrutura da micotoxina, resultando na perda da sua toxidade. 

Feltrin (2013) obteve 55% de redução nos níveis de DON pela ação de peroxidase comercial 

em sistema modelo, após 1h de reação. No entanto, o autor verificou que a concentração 

inicial de DON aumentou em 3 h de reação, evidenciando que a redução pode ocorrer por 

adsorção ou formação de um composto de degradação de mesma massa molecular do DON.  
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CAPÍTULO III 

DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO 
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ARTIGO 1 

PURIFICAÇÃO DE PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 

EM LEITO EXPANDIDO: ESTUDO DO PROCESSO 
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PURIFICAÇÃO DE PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 

EM LEITO EXPANDIDO: ESTUDO DO PROCESSO 

 

RESUMO 

 

As peroxidases são enzimas capazes de catalisar reações de óxido-redução de substratos 

orgânicos. Estas enzimas possuem diversas aplicações e, dependendo da sua finalidade, é 

necessário que as mesmas sejam submetidas ao processo de purificação. Dentre as técnicas 

existentes destaca-se a cromatografia de troca iônica (CTI) em coluna de leito expandido, a 

qual oferece vantagens como maior produtividade de processo, maior interação entre a matriz 

adsorvente e a molécula de interesse, e possibilidade de aumento de escala. Este trabalho teve 

como objetivo avaliar os principais parâmetros das etapas de adsorção, lavagem e eluição para 

a purificação de peroxidase por CTI em leito expandido. Como resultados, o uso do tampão 

acetato de sódio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expansão de 2,5 se mostraram as condições 

mais adequadas para a adsorção de peroxidase em trocador catiônico, apresentando 

capacidade de adsorção no equilíbrio (q*) de 2,68 U/mL de resina e capacidade dinâmica de 

adsorção (Q10% ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na lavagem e a combinação da 

eluição do tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 0,15 a 1 mol/L de 

NaCl acrescido de 0,001 mol/L de CaCl2 em tampão acetato de sódio 0,025 mol/L pH 5,5, 

proporcionaram a purificação da peroxidase em 14,6 vezes com recuperação enzimática de 

51,5%.  

 

Palavras-chave: Farelo de arroz. Streamline™ SP. Oxidorredutases. Recuperação 

enzimática. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As peroxidases (CE 1.11.1.X) são enzimas que catalisam a oxidação de diversos 

substratos orgânicos graças a vários peróxidos que atuam como receptores de elétrons 

(FAWAL et al., 2013). Essas enzimas estão amplamente distribuídas na natureza e podem ser 

obtidas a partir de vegetais (GALENDE et al., 2014), secreções de mamíferos (ATASEVER 

et al., 2013) e micro-organismos (ZENG et al., 2013). Em sua maioria, as peroxidases são 

consideradas heme proteínas que contêm em sua estrutura a protoporfirina IX de ferro III 

como grupo prostético, sendo as peroxidases de vegetais e micro-organismos divididas em 

três subclasses com base nas suas estruturas e propriedades catalíticas (CONESA et al., 2002; 

HIGARA et al., 2001; WELINDER et al., 2002).  

A atividade das peroxidases está relacionada à presença de isoenzimas catiônicas 

e/ou aniônicas termolábeis e termorresistentes. As isoenzimas presentes em raiz forte, como o 

rabanete, são estudadas de forma mais intensa por apresentarem maior atividade. No entanto, 

estudos visando à obtenção de peroxidases a partir de resíduos ou subprodutos de vegetais 

tem se tornado cada vez mais frequente devido ao elevado custo das peroxidases comerciais. 

Alguns exemplos incluem o farelo de trigo (MANU; RAO, 2009), cascas de soja 

(STEEVENSZ et al., 2013), de laranja (VETAL; RATHOD, 2014), de tangerina (NOUREN 

et al., 2012) e de batata doce (MALONEY et al., 2012), e sementes de laranja e maçã (ZIA et 

al., 2011). O farelo de arroz, um coproduto do beneficiamento do arroz, contém inúmeras 

enzimas, dentre as quais se destacam as peroxidases, o que o torna uma fonte potencial para a 

obtenção dessas (LUH et al., 1991).  

 Inúmeras aplicações são atribuídas às peroxidases em áreas como biomédica, 

clínica, biotecnológica e industrial (SOMTÜRK; RAMAZAN; ÖZDEMIR, 2014), porém, 

dependendo do seu uso final, é necessário que as mesmas sejam submetidas a um processo de 

purificação. Técnicas de purificação têm sido empregadas obtenção de peroxidases mais 

puras, tais como precipitação por sais (KHARATMOL; PANDIT, 2012), solventes orgânicos 

(SINGH; PRAKASH; SHAH, 2012) ou polieletrólitos (VALETTI; PICÓ, 2013), 

ultrafiltração (LIU; YANG; CHEN, 2013), sistema aquoso bifásico (SRINIVAS; BARHATE; 

RAGHAVARAO, 2002), partição trifásica (VETAL; RATHOD, 2014) e processos 

cromatográficos em geral (GONG et al., 2015). No entanto, o emprego de técnicas de 

purificação, em sua maioria, visa a posterior caracterização enzimática, onde a prioridade é 

obter a enzima altamente purificada sem interesse no seu rendimento.   
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Recentemente, o uso da CTI em coluna de leito expandido se mostrou como 

alternativa na purificação de peroxidases através de um único processo, proporcionando a 

purificação da peroxidase em 2,4 vezes e recuperação dessas enzimas em até 41% 

(GAUTÉRIO et al., 2015). A CTI baseia-se na competição entre os íons de interesse, 

contaminantes e os contra íons de uma solução tampão pelos grupos carregados presentes em 

um trocador iônico, o qual pode ser catiônico ou aniônico. A CTI é uma das técnicas mais 

utilizadas na indústria biotecnológica para a separação de peptídeos, proteínas, ácidos 

nucleicos e biopolímeros relacionados, podendo ser operada em modo fixo ou em leito 

expandido (CUTLER, 2004; LEVISON, 2003; ROE, 2001). 

A CTI em leito expandido é uma técnica em que proteínas de interesse podem ser 

purificadas a partir do extrato bruto ou previamente clarificado. Quando comparado com a 

cromatografia clássica em leito fixo, o processo em leito expandido utiliza adsorvente 

particulado com diferentes seletividades para expandir na coluna com a fase móvel fluindo no 

sentido ascendente, formando assim o leito expandido (XIA; LIN; YAO, 2007). A técnica 

permite integrar a separação sólido-líquido, a redução de volume pela ligação da proteína e a 

purificação parcial em um único processo, sem comprometer sua eficiência, porém 

economizando considerável tempo de operação e custos iniciais de investimento. Outras 

vantagens da técnica incluem o aumento da produtividade do processo e maior interação entre 

o adsorvente e a molécula alvo devido à expansão do leito (TOLEDO et al., 2007; TONG; 

DONG; SUN, 2002). 

Técnicas cromatográficas são utilizadas com frequência na purificação de 

peroxidases extraídas de vegetais, entretanto, poucos são os relatos que abordam o estudo das 

melhores condições para execução destas. Considerando a ampla aplicabilidade da enzina e a 

necessidade de sua purificação para certos fins industriais, o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar os principais parâmetros das etapas de adsorção, lavagem e eluição para a 

purificação de peroxidase por CTI em leito expandido.   

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 OBTENÇÃO DO EXTRATO CLARIFICADO DE PEROXIDASE 

 

A matéria-prima utilizada para a extração da enzima peroxidase foi o farelo de 

arroz integral, obtido do beneficiamento do arroz branco, cedido gentilmente por uma 
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arrozeira da região sul do Rio Grande do Sul. O farelo foi acondicionado à temperatura de           

-18ºC até a sua utilização.  

A extração de peroxidase foi realizada a partir de farelo de arroz integral 

(granulometria inferior a 0,425 mm) e solução tamponante fosfato de sódio 0,040 mol/L em 

pH 5,0, na proporção 1:10, respectivamente. O extrato permaneceu sob agitação orbital a             

100 rpm e 25ºC, durante 60 min. Após, o extrato foi centrifugado (3300xg) a 4°C por 10 min, 

e filtrado em sistema a vácuo, tendo-se assim o extrato clarificado de peroxidase (FELTRIN, 

2013). Após sua obtenção, o extrato foi submetido à análise de atividade enzimática (U/mL) e 

proteína solúvel (mg/mL), e armazenado a temperatura de congelamento (-18°C) até sua 

utilização.  

 

2.2 PURIFICAÇÃO DA PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 

EM LEITO EXPANDIDO 

 

2.2.1 Sistema de purificação 

 

O sistema de purificação por CTI em leito expandido consistiu na coluna 

Streamline™ 25 (2,5 cm de diâmetro interno x 100 cm de altura) e na resina de troca 

catiônica Streamline™ SP, ambos da marca GE Healthcare Life Science (Uppsala, Suécia). A 

resina Streamline™ SP possui o sulfopropil (O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CH2-CH2SO3) como 

grupo funcional, sendo constituída de uma matriz macroporosa de agarose e núcleo de 

quartzo. Esta resina é constituída por partículas com densidade de 1,2 g/mL e tamanho entre 

100 µm e 300 µm.  

 

2.2.2 Efeito do pH e da solução tamponante na adsorção de peroxidase em resina de 

troca iônica 

 

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer sob agitação orbital a          

150 rpm e 25°C por 30 min. Nesse sistema, a resina de troca iônica, a solução tamponante e o 

extrato clarificado de peroxidase foram adicionados aos frascos na proporção 1:1:10, 

respectivamente. No início de cada experimento, a resina foi equilibrada com as seguintes 

soluções tamponantes: fosfato de sódio 0,025 mol/L em pH de 5,0 a 7,0; acetato de sódio 

0,025 mol/L em pH 3,5 a 5,5; e citrato-fosfato de sódio 0,025 mol/L em pH 3,5 a 7,0. O pH 

do extrato clarificado de peroxidase foi ajustado com solução 3 mol/L de NaOH ou HCl aos 
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valores a serem estudados. Ao término do ensaio, alíquotas foram coletadas e suas respectivas 

atividades enzimáticas (U/mL) foram determinadas [adaptado de GAUTÉRIO et al. (2014) e 

SALA et al. (2014)].  

A capacidade de adsorção de peroxidase no equilíbrio (q*) foi calculada conforme 

a Equação 1:  

 

   
                

  
 (1) 

 

Onde A0 (U/mL) é a atividade enzimática inicial, Al (U/mL) é a atividade 

enzimática da peroxidase livre na fase líquida, Vex (mL) é o volume de extrato enzimático, Vr 

(mL) é o volume de resina e Vt (mL) é o volume total de líquido adicionado ao Erlenmeyer. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Além disso, foi conduzido um 

ensaio controle, o qual consistiu na adição do extrato enzimático (previamente ajustado no pH 

de estudo) ao sistema em presença de solução tampão, porém sem a resina de troca iônica. 

 

2.2.3 Determinação das curvas de ruptura em diferentes graus de expansão 

 

A coluna contendo 10 cm de leito de resina (50 mL) foi equilibrada com solução 

tamponante acetato de sódio 0,025 mol/L em pH 4,5, de modo a obter os graus de expansão 

2,0 (20 cm), 2,5 (25 cm) e 3,0 (30 cm). Logo após, o extrato clarificado de peroxidase 

ajustado em pH 4,5 e diluído 1:1 foi alimentado na velocidade estabelecida pelo 

comportamento hidrodinâmico para obtenção de cada grau de expansão, conforme Gautério et 

al. (2015). Em todos os experimentos, a atividade da peroxidase (U/mL) foi determinada na 

fração de alimentação e de saída da coluna (adaptado de KALIL; MAUGERI-FILHO; 

RODRIGUES, 2005). 

Após o procedimento experimental, foi construído o gráfico da razão entre a 

atividade enzimática em determinado ponto (A) e a atividade enzimática inicial da amostra de 

entrada (A0) versus o volume coletado. Posteriormente, a capacidade dinâmica de adsorção 

(Q) para A/A0 = 0,1 foi determinada, a qual é dada pela Equação 2.                  

                                                                      

     
            ∫       

  

  

  
 (2) 
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Onde A0 (U/mg) é a atividade enzimática inicial, A (U/mg) é a atividade 

enzimática na saída da coluna, Vi (mL) é o volume de extrato enzimático injetado na coluna, 

Vm (mL) é o volume morto do sistema e Vr (mL) é o volume de resina adicionado à coluna.  

 

2.2.4 Determinação dos parâmetros para purificação de peroxidase  

 

A purificação da peroxidase por CTI em leito expandido foi realizada conforme 

Gautério et al. (2015). A coluna Streamline™ 25 foi preenchida com 50 mL de resina, 

resultando em uma altura total de leito de 10 cm. A resina foi equilibrada com tampão acetato 

de sódio 0,025 mol/L em pH 4,5 a uma velocidade de 270 cm/h em fluxo ascendente, 

proporcionando grau de expansão (GE) de 2,5 vezes (25 cm de leito). Em seguida, a 

alimentação do extrato clarificado de peroxidase diluído 1:1 e ajustado em pH 4,5 foi 

realizada em fluxo ascendente, mantendo-se o GE de 2,5.  

A etapa de lavagem em modo expandido consistiu na passagem de tampão acetato 

de sódio 0,025 mol/L pelo sistema até que a absorvância a 280 nm fosse menor que 0,05 e 

permanecesse constante. Na eluição, o adaptador foi movido até a posição 10 cm e essa foi 

feita em modo fixo e fluxo descendente a 100 cm/h. Sete ensaios de purificação foram 

realizados variando as condições de lavagem e eluição, conforme mostra a Tabela 3 no item 

3.3, tendo como ensaio padrão a purificação realizada por Gautério et al. (2015). Tanto a 

eluição em modo degrau quanto linear foi realizada com quatro volumes de leito (200 mL).  

Em todos os ensaios de purificação, frações foram coletadas na saída da coluna e 

submetidas à medição do volume (mL), atividade enzimática (U/mL), concentração de 

proteínas solúveis (mg/mL), leitura da absorvância à 280 nm e pH. A eficiência do processo 

foi determinada pelo cálculo do fator de purificação (FP) e recuperação enzimática (REC), 

conforme as Equações 3 e 4, respectivamente: 

  

FP   
Ae 

Ae 
   (3) 

 

Onde Aep é a atividade específica (U/mg) do extrato enzimático purificado e Aei é 

a atividade específica do extrato enzimático clarificado inicial. 

 

 EC       
At 

At 
 .       (4) 
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Onde Atp é a atividade total (U) do extrato enzimático purificado e Ati é a 

atividade total do extrato enzimático clarificado inicial.  

 

2.3 DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS 

 

2.3.1 Atividade enzimática 

 

A atividade enzimática foi determinada conforme Devaiah e Shetty (2009) com 

modificações. A 1 mL de extrato enzimático, foram adicionados 1,5 mL de tampão fosfato de 

sódio 0,005 mol/L em pH 5,5, 2 mL de água destilada, 0,5 mL de solução de guaiacol 1% e 1 

mL de peróxido de hidrogênio 0,08%. Logo após, a mistura reacional foi levada a um banho 

termostático, onde permaneceu por 20 min a 25°C. Ao término da reação, a transmitância foi 

lida em espectrofotômetro a 470 nm.  

Para o cálculo da atividade enzimática, a equação de Schüttmann et al. (2014) foi 

utilizada. Esta equação (5) considera a absorvância a 470 nm, o volume total de reação (mL), 

o fator de diluição, o comprimento ótico da cubeta (cm), o volume de amostra adicionado 

(mL), o tempo total de reação (min) e a absortividade molar do tetraguaicol (L/mol.cm).  A 

absortividade molar do tetraguaicol (ε) utilizada foi de 26600 L/mol.cm (NADAROGLU et 

al., 2013; VETAL; RATHOD, 2014).  

 

Atividade enzim tica (U m )  
Abs. Vreação.FD

ε. .Vamostra.treação
 .   

3
 (5) 

 

Uma unidade da atividade da peroxidase (U) representa a quantidade de enzima 

que catalisa a oxidação de   μmol de guaiacol em 1 min, nas condições de ensaio. A atividade 

específica (U/mg) foi calculada pela razão entre a atividade da enzima (U/mL) e o teor de 

proteína solúveis (mg/mL). Todas as determinações foram realizadas em quadruplicada. 

 

2.3.2 Concentração de proteínas 

 

A concentração de proteína solúveis foi determinada segundo metodologia de 

Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino (BSA, do inglês Bovine Serum 

Albumin) como padrão. Todas as determinações de proteínas foram realizadas em 

quadruplicada. 
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2.4 TRATAMENTO DOS RESULTADOS 

 

Os ensaios realizados em triplicatas foram tratados por análise de variância 

(ANOVA) e teste Tukey através do software Statistica (Statsoft, EUA). A análise estatística 

foi realizada considerando um nível de 95% de confiança (p<0,05). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 EFEITO DO pH E DA SOLUÇÃO TAMPONANTE NA ADSORÇÃO DE 

PEROXIDASE  

 

A fim de verificar a melhor condição de pH e solução tamponante na adsorção de 

peroxidase em resina de troca iônica, ensaios de adsorção foram realizados na faixa de pH de 

3,0 a 7,5. A Tabela 1 apresenta os valores da capacidade de adsorção de peroxidase no 

equilíbrio (q*), nas três condições de solução tamponante estudadas. 

 De acordo com os valores apresentados na Tabela 1, é possível observar que, 

independente da solução tamponante utilizada, as capacidades de adsorção no equilíbrio 

tendem a ser maiores conforme a diminuição do pH. Apesar de não haver estudos sobre o 

ponto isoelétrico da peroxidase de farelo de arroz, a literatura relata que as peroxidases 

catiônicas de vegetais apresentam ponto isoelétrico acima do pH 8,0 (BOEUF et al., 2000;  

CARDINALI et al., 2007; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011; MELO et al., 1997). Logo, 

valores de pH próximos ao do ponto isoelétrico (intervalo de 6,0 a 7,0) parecem não favorecer 

a adsorção da enzima em trocadores catiônicos, ao passo que valores de pH mais baixos 

possibilitam o processo de adsorção, uma vez que nestas condições a enzima apresenta carga 

líquida positiva. 

 Dentre todos os ensaios realizados, foi verificado maior valor de q* em pH 4,5 

para tampão citrato-fosfato de sódio 0,025 mol/L. No entanto, este resultado não se diferiu 

estatisticamente dos seguintes ensaios: pH 4,0 e 5,0 para tampão citrato-fosfato de sódio 

0,025 mol/L; e pH 4,0 e 4,5 para tampão acetato de sódio 0,025 mol/L. Diversos trabalhos da 

área científica utilizam a cromatografia de troca iônica na purificação de peroxidases 

catiônicas; esses, por sua vez, mencionam o uso de tampão acetato de baixa molaridade e em 

valores de pH entre 4,0 e 5,0, tanto no processo de equilíbrio da resina como nas etapas de 

lavagem e eluição (BALASUBRAMANIAN; BOOPATHY, 2013; BOEUF et al., 2000; 

CIVELLO et al., 1995; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011; LÓPEZ-MOLINA et al., 2003; 
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ONSA et al., 2004; SESTO; HUYSTEE, 1989). Por outro lado, Gautério et al. (2015) 

verificaram que o uso de tampão acetato em pH 4,0 não favoreceu a purificação da peroxidase 

de farelo de arroz por CTI em leito expandido, uma vez que a enzima desnaturou ao percorrer 

o leito em condições ácidas.  

 

Tabela 1 - Valores de capacidade de adsorção de peroxidase no equilíbrio (q*). 

 pH q* (U/mL de resina) 

Tampão fosfato de sódio 

7,0 0,57
i 
± 0,18 

6,5 1,33
gh 

± 0,05 

6,0 2,16
def 

± 0,06 

5,5 2,37
cde 

± 0,05 

5,0 2,63
bc 

± 0,04 

Tampão acetato de sódio 

5,5 2,24
def 

± 0,06 

5,0 2,63
bc 

± 0,02 

4,5 2,68
abc 

± 0,08 

4,0 2,68
abc 

± 0,16 

3,5 2,46
cd 

± 0,03 

Tampão citrato-fosfato de sódio 

7,0 1,12
h 

± 0,07 

6,5 1,64
g 
± 0,12 

6,0 2,07
ef 

± 0,16 

5,5 1,99
f 
± 0,15 

5,0 2,68
abc 

± 0,08 

4,5 3,00
a 
± 0,20 

4,0 2,87
ab 

± 0,06 

3,5 2,44
cd 

± 0,03 

*Média de três valores ± desvio padrão. Letras iguais na coluna indicam que não há                                       

diferença significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 A condição mais ácida testada (pH 3,5) também contribuiu para a adsorção da 

peroxidase em resina de troca iônica. No entanto, foi verificada a diminuição da atividade 

enzimática em 22,8% durante o ajuste de pH do extrato bruto (o qual possuía pH acima de 

6,0) para o pH 3,5. Considerando a própria queda inerente de pH durante a passagem do 

extrato enzimático pela coluna cromatográfica de leito expandido, o uso de solução 

tamponante com pH ácido pode colaborar ainda mais para a diminuição da atividade 

enzimática. Logo, a utilização tanto do tampão acetato de sódio quanto do citrato-fosfato de 
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sódio em pH 3,5 pode ser desfavorável na purificação de peroxidase por CTI em leito 

expandido. Assim, conforme os valores de q* obtidos nos ensaios de adsorção, bem como os 

relatos da literatura acima mencionados, as condições de pH 4,5 para tampão acetato de sódio 

ou citrato-fosfato de sódio, e pH 5,0 para tampão citrato-fosfato de sódio, se mostram as mais 

favoráveis para adsorção de peroxidase em coluna de leito expandido.  

 Além do pH, outros fatores como força iônica, capacidade tamponante e íons 

presentes na solução tampão, são de extrema importância na escolha da fase móvel a ser 

utilizada em cromatografia de troca iônica. No caso da força iônica, recomenda-se a aplicação 

de solução tampão de baixa molaridade, de modo que esta não entre em competição com a 

solução proteica pelas cargas presentes no trocador iônico. A capacidade tamponante está 

relacionada com o valor de pKa (logaritmo da constante de dissociação, Ka) que cada solução 

tampão possui, e recomenda-se que seu valor seja ± 0,5 unidades em relação ao pH de 

trabalho, evitando oscilações de pH durante o processo de purificação. O pKa da solução 

tampão fosfato é mais elevado (pKa = 7,0) em comparação ao pKa das soluções tampão de 

acetato e citrato-fosfato (pKa = 4,7 para ambas) (JANSON, 2011; SCOPES, 1994). Assim, em 

processos que adotam pH de trabalho na faixa de 4,0 a 5,0, o uso de tampão fosfato como fase 

móvel é o menos indicado. Gautério et al. (2015), ao purificarem peroxidase de farelo de 

arroz por CTI em leito expandido, utilizaram tampão fosfato de sódio 0,025 mol/L em pH 5,0 

ao longo de todo o processo. Os autores constataram a diminuição do pH em até 1,0 unidade 

durante a eluição da enzima adsorvida, bem como a oscilação do mesmo em até 0,5 unidades 

nas demais etapas. Logo, embora os valores de q* em pH 5,0 tenham se mostrado 

estatisticamente iguais para as três soluções tamponantes estudadas, a utilização de tampão 

fosfato de sódio neste pH como fase móvel poderia conduzir a resultados desfavoráveis na 

etapa de eluição devido à grande variação de pH.  

 Os íons que compõem a solução tamponante também podem influenciar a 

purificação por cromatografia de troca iônica, principalmente no tempo de retenção da 

proteína alvo na coluna. De acordo com Kopaciewicz e Regnier (1983), a composição dos 

íons no tampão é tão importante quanto o pH na retenção e recuperação da proteína de 

interesse. Os autores verificaram que, para as três proteínas (quimiotripsinogênio, citocromo c 

e lisozima) aplicadas em coluna cromatográfica de troca catiônica, os ânions citrato 

provocaram maior retenção destas em relação aos ânions acetato e fosfato, durante o processo 

de eluição. Gooding e Schumuck (1984) verificaram que os ânions acetato proporcionaram 

menor tempo de retenção em coluna cromatográfica de troca catiônica das mesmas proteínas, 

quando comparado aos ânions fosfato. Com base nestas observações, a escolha do tampão 
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acetato como fase móvel na purificação de peroxidase por cromatografia de troca iônica pode 

facilitar o processo de eluição, contribuindo para maior recuperação da peroxidase no final do 

processo.  

 Diante de todas as discussões dispostas acima, ficou estabelecido que o processo 

de equilíbrio da resina de troca catiônica fosse realizado com tampão acetato de sódio                

0,025 mol/L em pH 4,5, e que este valor de pH fosse mantido durante a etapa de alimentação 

do extrato enzimático à coluna cromatográfica.  

  

3.2 CURVAS DE RUPTURAS EM DIFERENTES GRAUS DE EXPANSÃO 

 

De acordo com Jungbauer (2005), as curvas de rupturas servem como avaliação 

dinâmica do processo de adsorção. Estas curvas fornecem informações sobre as concentrações 

de ruptura e de exaustão, que são sugeridas como sendo 10 e 90% da concentração de entrada, 

respectivamente. De forma prática, a curva de ruptura serve como indicativo do volume que 

deve ser alimentado na coluna cromatográfica, de modo que não haja grande perda do 

composto durante a alimentação. Em colunas cromatográficas de leito expandido, o grau de 

expansão do leito influencia no formato da curva de ruptura e, por consequência, na 

capacidade de adsorção e no volume que deve ser alimentado à coluna.  

No presente estudo, foram construídas três curvas de ruptura em diferentes graus 

de expansão, a fim de verificar o quanto estes influenciam na adsorção de peroxidase em 

resina de troca iônica. A Figura 1 dispõe das curvas de ruptura obtida em cada grau de 

expansão estudado, já considerando o volume morto do sistema, enquanto que os valores de 

Q10% para as três condições estudadas estão dispostos na Tabela 2.    

Conforme mostra a Tabela 2, o uso dos graus de expansão 2,5 e 3,0 

proporcionaram maiores capacidades dinâmicas de adsorção da peroxidase em coluna de leito 

expandido. Este resultado indica que, para o caso específico da peroxidase, o maior tempo de 

interação entre enzima-adsorvente pode desfavorecer a posterior purificação da enzima 

devido à desnaturação da mesma durante sua passagem pela coluna. Apesar do grau de 

expansão 3,0 ter proporcionado Q10% semelhante à obtida em grau de expansão 2,5, a 

operação da purificação nesta condição se torna difícil, visto que o leito apresenta certa 

instabilidade quando aplicada vazões mais elevadas.  
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Figura 1 - Curvas de ruptura para adsorção de peroxidase em resina de troca iônica nos graus 

de expansão de 2,0, 2,5 e 3,0, considerando o volume morto do sistema. Altura inicial do leito 

de 10 cm. 

 

A = Atividade enzimática de peroxidase na saída da coluna;  

A0 = Atividade enzimática inicial de peroxidase. 

 

Tabela 2 – Valores de Q10% obtidos a partir das curvas de ruptura nos graus de expansão 2,0, 

2,5 e 3,0.  

 GE = 2,0 GE = 2,5 GE = 3,0 

Atividade inicial de peroxidase (U/mL) 0,14 0,15 0,16 

Q10% (U/mL de resina) 0,15 0,19 0,18 

GE = Grau de expansão. Q10% = Capacidade de adsorção para A/A0 = 0,10.  

 

Os valores de Q10% para os graus de expansão 2,0, 2,5 e 3,0 representam 5,7%, 

6,9% e 6,6%, respectivamente, da capacidade de adsorção no equilíbrio (q*, 2,68 U/mL de 

resina) obtida nos ensaios de adsorção em resina de troca iônica (item 3.1), nas mesmas 

condições de tampão e pH. Os baixos valores obtidos para Q10% podem estar relacionados à 

adsorção de contaminantes de carga oposta aos grupamentos carregados da resina de troca 

iônica, levando à dessorção da peroxidase. Du et al. (2013) obtiveram curvas de ruptura em 

três graus de expansão (2,0, 2,2 e 2,4) através da alimentação da coluna com solução de 1 

mg/mL de lactoferrina. Os autores verificaram que a capacidade dinâmica de adsorção para 

A/A0 = 0,10 foi cerca de 13,9% a 56,2% do correspondente valor de q*, na mesma 

concentração de proteína. No estudo de Du et al. (2014), curvas de ruptura foram construídas 

em três  diferentes graus de expansão (1,8, 2,0 e 2,2), a partir da alimentação da coluna com 

imunoglobulina G na concentração de 0,025 mg/mL. Os autores relataram que o valor de 

Q10% foi cerca de 14,3% a 18,7% do correspondente q* para a mesma concentração de 
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imunoglobulina G. Moraes et al. (2013) obtiveram curvas de ruptura nos graus de expansão 

2,0, 2,5 e 3,0 através da alimentação da coluna com 1,5 mg/L de extrato bruto de                            

C-ficocianina. O estudo revelou que, para os graus de expansão 2,0 e 2,5, os valores de Q10% 

corresponderam a 29,3% e 20%, respectivamente, dos valores de Q80% (saturação de 80%).  

Com base nestas discussões, os valores de Q10% obtidos neste trabalho 

apresentaram comportamento semelhante ao observado em outros trabalhos presentes na 

literatura científica, ficando estabelecido o uso do GE igual a 2,5 nos ensaios de purificação.  

 

3.3 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS CROMATOGRÁFICOS 

 

A purificação de peroxidase por CTI em leito expandido foi realizada por meio da 

variação dos principais parâmetros de lavagem e eluição, e o processo foi avaliado através do 

fator de purificação e da recuperação enzimática, conforme mostra a Tabela 3. Os ensaios 

foram realizados tendo a purificação de Gautério et al. (2015) como padrão, e utilizando o 

mesmo extrato enzimático. Os parâmetros estudados foram responsáveis por uma ampla 

variação na purificação da peroxidase, sendo que o fator de purificação variou de 1,2 a 14,6 

vezes e a recuperação enzimática de 34,1 a 82,2%, demonstrando assim a importância da 

avaliação das etapas de lavagem e de eluição para maximização do processo.  

Conforme mostra a Tabela 3, o uso do pH 5,5 na lavagem proporcionou ambiente 

favorável para posterior recuperação da enzima, evitando a redução brusca do pH durante a 

eluição e refletindo em maiores valores de FP e REC. Os intervalos de pH durante a eluição 

se mantiveram entre 4,6 a 4,9 e 5,1 a 5,4 nos Ensaios 1 e 2, respectivamente, indicando que 

condições menos ácidas contribuem para maiores valores de FP e REC. Valores de pH acima 

de 5,5 não foram testados devido ao emprego da solução tamponante acetato de sódio, o qual 

não permite o alcance de pH superior a este.  

Para a purificação de peroxidase por CTI em leito expandido, Gautério                   

et al. (2015) utilizaram pH de 4,7 durante a eluição em modo gradiente, e obtiveram FP de 2,4 

vezes e REC de 41%. Em ambos os Ensaios 1 e 2, foi possível obter maiores valores de FP e 

REC através do mesmo processo de purificação. A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido 

no Ensaio 2.  
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Tabela 3 – Valores de FP e REC obtidos nos ensaios de purificação. 

Ensaio Modo de eluição 
pH  

lavagem 
Sal de eluição 

pH  

eluição 

FP 

(vezes) 

REC 

(%) 

1 Gradiente (0 a 1 mol/L) 5,0 NaCl 5,0 3,4 46,7 

2 Gradiente (0 a 1 mol/L) 5,5 NaCl 5,5 4,8 50,6 

3 Degrau (0,1 mol/L) e 

Gradiente (0,1 a 1 mol/L) 

5,5 NaCl 5,5 9,4 45,1 

4 Degrau (0,15 mol/L) e 

Gradiente (0,15 a 1 mol/L) 

5,5 NaCl 5,5 13,7 43,4 

5 Degrau (0,15 mol/L) e 

Gradiente (0,15 a 1 mol/L) 

5,5 KCl 5,5 9,8 34,1 

6 Degrau (0,15 mol/L) e 

Gradiente (0,15 a 1 mol/L) 

5,5 CaCl2 5,5 1,2
*
 82,2 

7 Degrau (0,15 mol/L) e 

Gradiente (0,15 a 1 mol/L) 

5,5 NaCl acrescido de 

CaCl2 0,001 mol/L 

5,5 14,6 51,5 

FP = Fator de purificação; REC = Recuperação enzimática. *As proteínas foram determinadas pelo método de 

Bradford (1976). 

 

Figura 2 - Cromatograma da purificação de peroxidase: eluição gradiente linear salino                    

0-1mol/L de NaCl em tampão acetato de sódio 0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  De acordo com a Figura 2, o início da eluição tanto da peroxidase quanto de 

outras proteínas presentes no extrato enzimático ocorreu em baixas concentrações salinas 

(menores que 0,2 mol/L, no volume coletado próximo a 900 mL). A Figura 2 também mostra 
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que a eluição das proteínas contaminantes provoca a diminuição do pH do meio (volume 

coletado entre 850 e 950 mL), o que leva à desnaturação da peroxidase e, consequentemente, 

menor recuperação da mesma. Visando a separação dos picos de eluição das proteínas 

contaminantes e de interesse, bem como o aumento da eficiência do processo de purificação 

por CTI, ensaios de purificação utilizando a combinação da eluição dos tipos degrau e linear 

foram realizados, e os resultados são apresentados nas Figuras 3 e 4.  

Figura 3 - Cromatograma da purificação de peroxidase: eluição do tipo degrau em 0,1 mol/L 

de NaCl e gradiente linear salino 0,1-1mol/L de NaCl em tampão acetato de sódio 0,025 

mol/L pH 5,5 (Ensaio 3). 
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  Segundo Moraes e Kalil (2009), a combinação da eluição dos tipos degrau e linear 

pode proporcionar a remoção de algumas proteínas contaminantes ligadas fracamente ao 

trocador iônico, levando à maior purificação da biomolécula de interesse. Braga, Lemes e 

Kalil (2014) também constataram que o uso desta combinação proporcionou maior FP na 

purificação da enzima β-galactosidase. De acordo com as Figuras 3 e 4, o uso da eluição do 

tipo degrau (volume coletado de 900 mL) proporcionou a separação dos picos das proteínas 

contaminantes e de interesse, o que não ocorria quando utilizado somente a eluição em modo 

linear. Os cromatogramas também mostram que a separação dos picos também evita possíveis 

desnaturações da enzima de interesse causada pela acidez do meio, já que não foi observada a 

queda de pH durante a eluição de grande parte das isoenzimas de peroxidases.  

  Os ensaios adicionados da eluição em modo degrau proporcionaram maior 

purificação da peroxidase, porém menor recuperação da mesma. Valores de FP e REC foram 

de 9,4 vezes e 45,1% para o Ensaio 3, enquanto que no Ensaio 4 estes valores corresponderam 

13,7 vezes e 43,4%. A diminuição do percentual de REC nos Ensaios 3 e 4 em relação ao 
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Ensaio 2 pode estar associada com a eluição de algumas isoenzimas de peroxidase juntamente 

às demais proteínas presentes no extrato enzimático, já que ambas são capazes de eluir em 

baixas concentrações salinas. No entanto, o uso combinado da eluição dos tipos degrau e 

linear ainda se mostra vantajoso, pois proporcionou a eluição das proteínas contaminantes e 

posterior eluição de grande parte das isoenzimas de peroxidase, obtendo-se assim maiores 

valores de FP.  

 

Figura 4 - Cromatograma da purificação de peroxidase: eluição do tipo degrau em 0,15 mol/L 

de NaCl e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de NaCl em tampão acetato de sódio                     

0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 4). 
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  Em ambos os ensaios acrescidos da eluição em modo degrau, a eluição das 

isoenzimas de peroxidase na fase linear iniciou em concentrações salinas próximas a            

0,4 mol/L (volume coletado de 1090 mL). Apesar da perda das isoenzimas de peroxidase 

durante a eluição do tipo degrau (volume coletado próximo a 880 mL) ter sido maior no 

Ensaio 4 (20,7%) do que no Ensaio 3 (14,3%), esta é compensada pelo aumento nos valores 

de FP sem afetar consideravelmente os percentuais de REC. Portanto, as condições de eluição 

utilizadas no Ensaio 4 se mostraram mais favoráveis à purificação de peroxidases, sendo esta 

adotada nos demais ensaios realizados.  

  No estudo prévio de purificação de peroxidases por CTI em leito expandido, 

Gautério et al. (2015) avaliaram alguns parâmetros relacionados à etapa de adsorção, porém 

mantiveram a eluição em modo gradiente. Valores de FP e REC inferiores aos demonstrados 

nos Ensaios 3 e 4, o que mostra a importância do uso combinado da eluição dos tipos degrau e 

linear sob a eficiência do processo de purificação de peroxidases. 
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  Visando aumentar ainda mais a eficiência do processo de purificação, diferentes 

sais de eluição foram testados em substituição ao NaCl, o qual é comumente utilizado como 

eluente na cromatografia de troca iônica. Trabalhos na literatura científica (ALIJA; RAO, 

2009; DEVAIAH; SHETTY, 2011; MANU; RAO, 2009) reportam que o cálcio desempenha 

efeito protetor às peroxidases da classe III, o que justifica a escolha do CaCl2 como sal 

eluente. A escolha do KCl se deve tanto à sua posição na série de Hofmeister (1888) (efeito 

cosmotrópico) quanto ao seu uso como sal eluente na purificação de peroxidase em trabalhos 

anteriores (IKEHATA et al., 2005).  

  Conforme mostra a Tabela 3, a adição de íons cálcio em baixas concentrações 

(Ensaio 7) colaborou para a eficiência do processo de purificação, principalmente pelo 

aumento de 8% no valor da recuperação em relação ao Ensaio 4. No entanto, o uso do CaCl2 

em altas concentrações não surtiu o mesmo efeito protetor, provocando a eluição da 

peroxidase juntamente às demais proteínas contaminantes durante o modo degrau (volume 

coletado entre 880 e 1080 mL), afetando assim a purificação da enzima. As Figuras 5 e 6 

apresentam os cromatogramas referentes aos Ensaios 6 e 7, respectivamente.  

 

Figura 5 - Cromatograma da purificação de peroxidase: eluição do tipo degrau em 0,15 mol/L 

de NaCl e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de NaCl acrescido de 0,001 mol/L de CaCl2 em 

tampão acetato de sódio 0,025 mol/L pH 5,5 (Ensaio 7). 
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  Segundo Devaiah e Shetty (2009), os níveis de cálcio em torno da peroxidase são 

importantes tanto para atividade da enzima quanto para manutenção da conformação do seu 

sítio ativo. Caso a concentração de íons cálcio seja baixa, a estrutura da peroxidase se 

desconfigura de modo que a porção heme pode ser perdida. Em termos de purificação, Manu 
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e Rao (2009) relataram que presença de íons cálcio em soluções tamponantes é capaz de 

aumentar a atividade específica e a recuperação enzimática, devido ao efeito estabilizante que 

estes íons desempenham sobre a estrutura da peroxidase. O trabalho desses autores foi tomado 

como base para a realização do Ensaio 7, uma vez que os mesmos utilizaram CaCl2 em baixas 

concentrações na solução de eluição. 

  

Figura 6 - Cromatograma da purificação de peroxidase: eluição do tipo degrau em 0,15 mol/L 

de CaCl2 e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de CaCl2 em tampão acetato de sódio 0,025 

mol/L pH 5,5 (Ensaio 6). 
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  De acordo com a série de Hofmeister (1888), cátions como o potássio e sódio 

estabilizam as interações intramoleculares das proteínas, o que pode elevar os parâmetros de 

eficiência do processo de purificação. Embora os íons potássio apresentem maior efeito 

cosmotrópico em relação aos íons sódio, esse não proporcionou a purificação e a recuperação 

da peroxidase em maior grau quando comparado ao ensaio utilizando NaCl como sal eluente. 

A Figura 7 apresenta o cromatograma obtido no Ensaio 5.  

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, a CTI em leito expandido se 

mostrou uma técnica viável e promissora à purificação de peroxidases. A repetibilidade do 

processo de purificação foi avaliada através da realização do Ensaio 7 (melhor condição) em 

triplicata e com novo extrato clarificado de peroxidase. O processo resultou no FP médio de 

14,1 (±1,3) vezes e REC média de 49,8% (± 2,5), o que mostra pequena variabilidade nos 

resultados, indicando que o método de purificação nas condições avaliadas é repetível. Em 

termos de obtenção, o processo de purificação da peroxidase resultou, para cada g de farelo de 

arroz integral, 0,6 U de enzima purificada, valor este três vezes menor quando comparado ao 

extrato enzimático clarificado (2 U/g de farelo de arroz integral).  
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Figura 7 - Cromatograma da purificação de peroxidase: eluição do tipo degrau em 0,15 mol/L 

de KCl e gradiente linear salino 0,15-1mol/L de KCl em tampão acetato de sódio 0,025 mol/L 

pH 5,5 (Ensaio 5). 
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São poucos os trabalhos relatados na literatura que utilizam uma única etapa 

cromatográfica para a purificação de biocompostos. No entanto, os resultados apresentados 

neste trabalho mostram que, através do estudo dos parâmetros que influenciam a CTI em leito 

expandido, é possível obter biocompostos mais puros sem o uso de procedimentos 

preliminares ou posteriores de purificação, o que pode reduzir custos e o tempo de processo, e 

simplificar a operacionalidade. 

Balasubramanian e Boopathy (2013) purificaram peroxidase de água de coco 

através da associação de quatro técnicas, a saber: precipitação com sulfato de amônio (60% de 

saturação), cromatografia de troca catiônica em coluna CM-Celulose, interação hidrofóbica e 

exclusão molecular em coluna. Considerando os resultados obtidos com a etapa de 

cromatografia de troca iônica, os autores obtiveram FP de 1,54 vezes e REC de 5,71%. 

López-Molina et al. (2003) utilizaram a mesma sequência de purificação dos autores citados 

anteriormente na purificação de peroxidases oriundas de flores de alcachofra. A purificação 

por cromatografia de troca catiônica em coluna Resource-S resultou em FP e REC de 54 

vezes e 2,3%, respectivamente. Na purificação de peroxidases de folhas de espinafre, Köksal 

(2011) utilizou as técnicas de precipitação com sulfato de amônio (50-90% de saturação) e 

cromatografia de troca catiônica em coluna CM-Sephadex. O processo cromatográfico 

resultou na purificação a enzima em 22,6 vezes e recuperação de 4,2%. Com base no exposto 

acima, o presente estudo proporcionou a obtenção de peroxidases mais puras através de uma 
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única etapa cromatográfica, com FP ou REC superiores aos processos envolvendo múltiplos 

estágios de purificação. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, foram avaliados os principais parâmetros das etapas de 

adsorção, lavagem e eluição para a purificação de peroxidase por CTI em leito expandido. O 

uso do tampão acetato de sódio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expansão de 2,5 se 

mostraram as condições mais adequadas para a adsorção de peroxidase em trocador catiônico, 

apresentando capacidade de adsorção no equilíbrio (q*) de 2,68 U/mL de resina e capacidade 

dinâmica de adsorção (Q10% ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na lavagem e a 

combinação da eluição do tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 

0,15 a 1 mol/L de NaCl acrescido de CaCl2 em tampão acetato de sódio 0,025 mol/L pH 5,5, 

proporcionaram a purificação da peroxidase em 14,6 vezes com recuperação enzimática de 

51,5%.  

A purificação de peroxidase obtida a partir de um coproduto da agroindústria 

através de uma única etapa cromatográfica se torna promissora frente à associação de técnicas 

normalmente utilizada para este fim. Adicionalmente, a determinação das condições mais 

favoráveis para cada etapa do processo de purificação facilita a posterior ampliação de escala, 

colaborando para a obtenção de peroxidases mais puras e com maior recuperação das 

mesmas.  
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PURIFICAÇÃO DE PEROXIDASE E SUA APLICAÇÃO NA REDUÇÃO DOS NÍVEIS 

DE DEOXINIVALENOL EM SISTEMA MODELO 

 

RESUMO 

  

Peroxidases são enzimas que catalisam a oxidação de vários substratos orgânicos. Dentre as 

aplicações atribuídas às peroxidases ressalta-se o uso na redução dos níveis de deoxinivalenol 

(DON), uma micotoxina produzida principalmente por alguns fungos do gênero Fusarium. A 

purificação de peroxidases pode aumentar a capacidade destas enzimas em degradar certos 

substratos, o que torna interessante o estudo de técnicas que permitam obtê-las mais puras e 

com e maior rendimento possível. A cromatografia de troca iônica (CTI) em leito expandido 

se mostra como alternativa frente às técnicas cromatográficas existentes, e pode ser integrada 

à ultrafiltração (UF), de modo a purificar e concentrar a enzima de interesse. Este trabalho 

teve como objetivo integrar a CTI em leito expandido à UF para purificação de peroxidases, e 

aplicá-las na redução dos níveis de DON em sistema modelo. O uso de membrana de 10 kDa, 

temperatura de 10ºC, seis ciclos de diafiltração, adição de CaCl2 0,004 mol/L à solução 

dialfiltrante e concentração da enzima ao final do processo, proporcionou os valores globais 

de fator de purificação e recuperação enzimática de 75,1 vezes e 22,8%, respectivamente. O 

perfil eletroforético da peroxidase purificada revelou a presença de duas possíveis isoenzimas 

de 35,6 kDa e 65,4 kDa. A aplicação da peroxidase purificada por CTI em leito expandido 

integrado à UF resultou na redução em 81,7% nos níveis de DON em sistema modelo.  

 

Palavras-chave: Bioremediação. Diafiltração. Farelo de arroz. Streamline™ SP. 

Oxidorredutases. Micotoxinas.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As peroxidases (CE 1.11.1.X) são enzimas que catalisam a oxidação de vários 

substratos orgânicos tendo o peróxido de hidrogênio como molécula aceptora (MATHÉ et al., 

2010). Em sua maioria, as peroxidases são consideradas heme proteínas de massa molecular 

entre 30 a 150 kDa, e que contêm em sua estrutura a protoporfirina IX de ferro III, a qual é 

responsável pela atividade catalítica (HAMID; REHMAN, 2009; WELINDER et al., 2002). 

Estas enzimas estão distribuídas em duas superfamílias - origem animal, e origem vegetal e 

microbiana -, onde as peroxidases de vegetais e micro-organismos são divididas em três 

subclasses de acordo com suas estruturas e propriedades catalíticas (HIGARA et al., 2001).  

Embora as peroxidases estejam amplamente presentes na natureza, a principal 

fonte disponível comercialmente destas enzimas é a raiz forte (rabanete) (VALETTI; PICÓ, 

2013). Devido ao elevado custo das peroxidases comerciais, estudos envolvendo a obtenção 

destas enzimas a partir de resíduos e subprodutos agroindustriais, tais como folhas 

(JONGMEVASNA; YAIYEN; PRONOUSOONTORN, 2013) e cascas (STEEVENSZ et al., 

2013) de alimentos, têm se tornado cada vez mais frequentes. O farelo de arroz, um coproduto 

do beneficiamento do arroz, contém inúmeras enzimas, dentre as quais se destacam as 

peroxidases, o que o torna uma fonte potencial para a obtenção destas (LUH et al., 1991).  

Diversas aplicações são atribuídas às peroxidases nas áreas biomédica, clínica, 

biotecnológica e industrial (SOMTÜRK; RAMAZAN; ÖZDEMIR, 2014), sendo utilizadas 

principalmente na elaboração de ensaios imunoenzimáticos (MONTSERRAT et al., 2015), 

em kits de diagnóstico rápido (MUNIR; KHAN; PARK, 2015) e na remoção de corantes e 

compostos fenólicos de efluentes industriais (JIANG et al., 2014). Em razão da sua natureza 

oxidativa, as peroxidases podem ser aplicadas na degradação ou redução dos níveis de 

micotoxinas (GARDA-BUFFON; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011), as quais 

correspondem a diversos grupos de compostos produzidos por fungos em condição de estresse 

(MELLO; MACDONALD, 1997). O deoxinivalenol (DON) é uma micotoxina pertencente ao 

grupo dos tricotecenos produzida pelos fungos das espécies Fusarium graminearum e 

Fusarium culmorum, sendo sua ocorrência predominantemente relacionada aos cereais como 

trigo, cevada e milho (TÜRKER; GÜMÜS, 2009).  

A necessidade de purificação prévia das peroxidases está fortemente relacionada 

com o seu uso final. Em geral, aplicações terapêuticas requerem alto grau de pureza da 

peroxidase, enquanto que certas aplicações industriais em larga escala permitem o uso do 

extrato enzimático bruto ou parcialmente purificado. As peroxidases têm sido purificadas a 
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partir de uma série de organismos incluindo bactérias (JAOUADI et al., 2014), fungos 

(KRAINER et al., 2014; ZENG et al., 2013) e plantas (GALENDE et al., 2015; SONKAR et 

al., 2015).  

Dentre as técnicas aplicáveis à purificação de peroxidases se destaca a CTI, a qual 

se baseia na interação entre os íons presentes na fase móvel (molécula de interesse, 

contaminantes e solução tampão) e os grupos carregados presentes em um trocador iônico, o 

qual pode ser catiônico ou aniônico (CUTLER, 2004). A CTI pode ser operada em modo fixo 

ou expandido, onde este último consiste no uso de adsorventes particulados com diferentes 

seletividades, os quais residem em coluna cromatográfica. A operação em modo expandido 

permite a integração da separação sólido-líquido, o aumento da produtividade do processo, 

maior interação entre a matriz adsorvente e o composto de interesse, e a obtenção do produto 

purificado em grandes volumes (BUYEL; TWYMAN; FISCHER, 2015; LIN et al., 2013; 

TOLEDO et al., 2007; TONG; DONG; SUN, 2002). 

Outra técnica utilizada tanto para concentrar como purificar peroxidases é a UF, a 

qual se baseia no princípio da permeação seletiva de solutos em membranas semipermeáveis, 

poliméricas ou inorgânicas, utilizando a pressão mecânica como força motriz para a 

transferência de massa através da membrana (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). No 

caso das peroxidases, a UF é frequentemente aplicada na concentração destas antes ou após o 

uso de técnicas cromatográficas (CHEN; CHUNG; CHANG, 2012; DAS; SHARMA; 

MISHRA, 2011; SRINIVAS; BARHATE; RAGHAVARAO 2002).  

Um modo de operação da UF é a diafiltração (DF), a qual proporciona melhor 

separação e maior pureza do composto de interesse. Na DF, a alimentação é diluída com 

adição de solvente (água ou tampão) para reduzir a concentração de componentes permeáveis 

(sais e polímeros) e para removê-los, fazendo estes permearem através da membrana 

(WANG; ZHANG; OUYANG, 2002). Os processos de DF proporcionam vantagens como 

baixo consumo energético, seletividade, sistemas compactos e facilidade no aumento de 

escala (ZEMAN; ZYDNEY, 1996). 

Apesar das técnicas cromatográficas serem utilizadas com frequência na obtenção 

de peroxidases puras, não há relatos na literatura que reportem a purificação destas enzimas 

por processos que integrem a CTI em leito expandido à UF, tampouco à aplicação de 

peroxidase em diferentes graus de purificação na redução dos níveis de micotoxinas. Desta 

forma, o presente trabalho teve como objetivo integrar a CTI em leito expandido à UF para 

purificação de peroxidases, e aplicá-las na redução dos níveis de DON em sistema modelo.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 OBTENÇÃO DO EXTRATO CLARIFICADO DE PEROXIDASE 

 

A extração de peroxidase foi realizada a partir de farelo de arroz integral 

(granulometria inferior a 0,425 mm) e tampão fosfato de sódio 0,040 mol/L em pH 5,0, na 

proporção 1:10, respectivamente. O extrato permaneceu sob agitação orbital a 100 rpm e 

25ºC, durante 60 min. Após, o extrato foi centrifugado (3300xg) a 4°C por 10 min, e filtrado 

em sistema a vácuo, tendo-se assim o extrato clarificado de peroxidase (FELTRIN, 2013). O 

extrato foi submetido à análise de atividade enzimática (U/mL) e proteína solúvel (mg/mL), e 

armazenado à temperatura de congelamento (-18°C) até sua utilização. 

 

2.2 PURIFICAÇÃO DA PEROXIDASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 

EM LEITO EXPANDIDO 

 

A purificação da peroxidase por CTI em leito expandido foi realizada conforme 

Gautério et al. (2015) com modificações. A coluna Streamline™ 25 (2,5 cm de diâmetro 

interno x 100 cm de altura) foi preenchida com 50 mL de resina Streamline™ SP, resultando 

na altura total de leito de 10 cm (Figura 1). A resina foi equilibrada com tampão acetato de 

sódio 0,025 mol/L em pH 4,5 a uma velocidade de 270 cm/h em fluxo ascendente, 

proporcionando grau de expansão de 2,5 vezes (25 cm de leito). Em seguida, a alimentação do 

extrato clarificado de peroxidase diluído 1:1 e ajustado em pH 4,5 foi realizada em fluxo 

ascendente, mantendo-se o GE de 2,5.  

 

Figura 1 - Coluna cromatográfica utilizada na CTI em leito expandido. 
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A etapa de lavagem em modo expandido consistiu na passagem de tampão acetato 

de sódio 0,025 mol/L em pH 5,5 pelo sistema até que a absorvância a 280 nm fosse menor 

que 0,05 e permanecesse constante. Após a lavagem, o adaptador foi movido até a posição de 

10 cm para a operação da eluição em modo fixo. A eluição foi realizada em fluxo descendente 

a 100 cm/h e em modo degrau 0,15 mol/L e gradiente linear de 0,15 a 1 mol/L de NaCl 

acrescido de 0,001 mol/L de CaCl2 em tampão acetato de sódio 0,025 mol/L em pH 5,5. Ao 

final do processo, as frações purificadas foram submetidas à medição do volume (mL), 

atividade enzimática (U/mL) e concentração de proteínas solúveis (mg/mL).  

 

2.3 CONCENTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE PEROXIDASE POR ULTRAFILTRAÇÃO 

 

2.3.1 Sistema de ultrafiltração 

 

Para a purificação e concentração da peroxidase por UF, o módulo de membrana 

com configuração do tipo convencional (dead-end) foi utilizado, o qual possui volume útil de 

160 mL e agitação promovida por barra magnética, sendo operado em modo descontínuo 

(Figura 2). O sistema foi operado com agitação constante e pressão de 1,5 kgf/cm² 

(manométrica). O gás utilizado para a operação foi o nitrogênio. 

 

Figura 2 - Módulo de UF utilizado na purificação e concentração da enzima peroxidase. 

 

 

2.3.2 Seleção da membrana 

 

O uso de membranas de celulose regenerada (Milipore, Massachusetts, Estados 

Unidos) de 10 kDa e 30 kDa foi avaliado através de ensaios com adição de 40 mL de extrato 
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enzimático clarificado de peroxidase ao módulo de UF, sendo estes realizados à temperatura 

de 25ºC e pressão de 1,5 kgf/cm². Os ensaios foram realizados para a escolha da membrana 

mais adequada ao processo, a qual permite a passagem de menor quantidade de enzima para o 

permeado. A atividade enzimática de peroxidase (U/mL) e a concentração de proteínas 

solúveis (mg/mL) foram determinados na fração de entrada, no retido sob a membrana e no 

permeado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  

A eficiência do processo de purificação e concentração da ultrafiltração foi 

determinada pelo cálculo do fator de purificação e recuperação enzimática (item 2.5). Além 

disso, a retenção e o fator de concentração do composto de interesse (atividade enzimática ou 

proteínas) foram determinados, conforme as Equações 1 e 2, respectivamente.  

 

 etenção  (   
Cp

Ca

)   (1) 

  

Onde Ca e Cp correspondem a atividade enzimática total (U) ou proteína solúvel 

total (mg), nas frações de alimentação e permeada, respectivamente.  

 

Fator de concentração  (
  

 a

) (2) 

 

Onde Xa e Xr correspondem a atividade enzimática (U/mL) ou concentração de 

proteínas solúveis (mg/mL), nas frações de alimentação e retida, respectivamente.  

O fator de concentração de volume foi calculado conforme mostra a Equação 3.  

 

Fator de concentração do volume  (
Va

 r

) (3) 

 

Onde Va e Vr correspondem ao volume alimentado (mL) e o volume da fração 

retida membrana (mL), respectivamente.  

O percentual de rejeição da enzima pela membrana foi calculado conforme a 

Equação 4 (GOTTSCHALK; BON; NOBREGA, 2008). 

 

 ejeição ( )   (  
 p

  
)      (4) 
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Onde Xp e Xr correspondem à atividade enzimática (U/mL) na fração permeada e 

retida, respectivamente.  

 

2.4 INTEGRAÇÃO DA CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA EM LEITO 

EXPANDIDO À ULTRAFILTRAÇÃO 

 

2.4.1 Determinação do número de ciclos de diafiltração 

 

Para determinar o número de ciclos necessários para a remoção completa e/ou 

parcial do NaCl foram realizados ensaios com solução salina 1 mol/L. O processo de UF foi 

operado no modo DF em unidade de bancada conforme descrito no item 2.3.1, utilizando 

membrana com massa molar limite de 10 kDa (Millipore™, celulose regenerada), pressão de 

1,5 kgf/cm² e temperatura de 25ºC. Ao módulo da membrana foram adicionados 10 mL de 

solução de  NaCl 1 mol/L e 20 mL de tampão acetato de sódio 0,025 mol/L em pH 5,5, 

representando dois diavolumes.  

A cada ciclo foram permeados aproximadamente 20 mL, o processo foi 

interrompido e alimentado com tampão em volume igual ao volume permeado, e assim 

sucessivamente, até a completa/parcial remoção de NaCl. A remoção de NaCl foi 

acompanhada através da condutividade elétrica (µS/cm) na fração inicial e na fração 

permeada em cada ciclo, medida esta realizada em condutivímetro da marca Oakton. Os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

 

2.4.2 Influência da temperatura no processo de diafiltração 

  

 A influência da temperatura na etapa de UF em modo DF foi avaliada através de 

ensaios realizados nas temperaturas de 10ºC e 25ºC. O processo foi operado em unidade de 

bancada conforme descrito no item 2.3.1 com membrana de massa molar limite de 10 kDa 

(Millipore™, celulose regenerada) e pressão de 1,5 kgf/cm². Ao módulo da membrana foram 

adicionados 10 mL de extrato purificado de peroxidase (fração oriunda da CTI em leito 

expandido) e 20 mL tampão acetato de sódio 0,025 mol/L em pH 5,5. 

 A cada ciclo foram permeados aproximadamente 20 mL, o processo foi 

interrompido e alimentado com tampão em volume igual ao volume permeado, e assim 

sucessivamente, até completar seis ciclos. A atividade enzimática (U/mL) e a concentração de 

proteínas solúveis (mg/mL) foram determinadas nas frações de entrada, permeado de cada 
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ciclo e retido. A eficiência do processo integrando as duas técnicas de purificação foi 

determinada pelo cálculo do fator de purificação e recuperação enzimática (item 2.5). 

 

2.4.3 Influência da concentração de CaCl2 no processo de diafiltração 

 

 A influência da CaCl2 foi avaliada através da adição do sal em diferentes 

concentrações ao tampão de DF, conforme mostra a Tabela 1. Ao todo foram realizados seis 

ensaios associando a CTI em leito expandido à UF em modo DF, os quais foram realizados 

conforme citado no item 2.4.2 à 10ºC. A atividade enzimática (U/mL) e a concentração de 

proteínas solúveis (mg/mL) foram determinadas nas frações de entrada, permeado de cada 

ciclo e retido. A eficiência do processo integrando as duas técnicas de purificação foi 

determinada pelo cálculo do fator de purificação e recuperação enzimática (item 2.5). 

 

Tabela 1 – Integração da CTI em leito expandido à UF na purificação de peroxidase:                   

uso de CaCl2 ao tampão de DF. 

Ensaio Concentração de CaCl2 (mol/L) 

1 0,001 

2 0,002 

3 0,004 

4 0,006 

5 0,008 

6 0,010 

 

2.5 EFICIÊNCIA DO PROCESSO PURIFICAÇÃO 

 

A eficiência do processo de purificação foi avaliada através do fator de 

purificação (FP) e da recuperação enzimática (REC), conforme mostra as Equações 5 e 6, 

respectivamente.  

 

FP   
AeEP

AeE 
   (5) 

 

Onde AeEP é a atividade específica (U/mg) do extrato enzimático purificado e 

AeEI é a atividade específica  (U/mg) do extrato enzimático clarificado inicial. 
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 EC       
AtEP

At E 
 .       (6) 

 

Onde AtEP é a atividade total (U) do extrato enzimático purificado e AtEI é a 

atividade total (U) do extrato enzimático clarificado inicial.  

 

2.6 ELETROFORESE 

 

A massa molecular e a confirmação da pureza dos extratos purificados por 

diferentes estratégias foram verificadas através da técnica de eletroforese em gel de 

poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), a qual foi realizada conforme 

o método de Laemmli (1970). Para análise das amostras com diferentes graus de purificação 

por eletroforese, soluções contendo 1 mg/mL de proteína foram preparadas, onde 75 µL 

destas soluções foram adicionados de 25 µL de tampão de desnaturação (tris HCl 0,15 mol/L 

pH 6,8, SDS 10%,  2- Mercaptoetanol 20%, bromofenol 0,02% e glicerol). Após, as amostras 

foram desnaturadas em banho-maria a 100ºC por 7 min.  

As corridas eletroforéticas foram realizadas em cubas com miliamperagem fixada 

em 25 mA, 150 V por 2 h e 30 min. As concentrações do gel de separação e do gel de 

concentração foram de 12,5% e 3,8%, respectivamente. A quantidade de proteína aplicada em 

cada poço do gel foi a mesma tanto para o extrato bruto quanto para os extratos purificados. 

No gel também foi aplicado o marcador de baixa massa molar da GE Healthcare Life Science, 

que apresenta proteínas na faixa de 97 a 14,4 kDa (fosforilase b 97 kDa, albumina 66 kDa, 

ovoalbumina 45 kDa, anidrase carbônica 30 kDa, inibidor de tripsina 20,1 kDa e                                

α-Lactoalbumina 14,4 kDa). Ao final da eletroforese, as proteínas foram reveladas com 

nitrato de prata. 

Para estimar a massa molecular da peroxidase, medidas manuais da migração total 

de proteínas e da distância percorrida pela enzima no gel foram realizadas, para posterior 

determinação do fator de retenção (Rf), conforme mostra a Equação 7. 

 

 f   
De

Dt

   (7) 

 

Onde De e Dt representam a distância percorrida pela enzima (cm) e distância 

total de corrida (cm), respectivamente. A massa molecular da peroxidase foi estimada através 
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da equação da curva de correlação do logaritmo da massa molecular versus o fator de 

retenção.  

 

2.7 APLICAÇÃO DE PEROXIDASE NA REDUÇÃO DOS NÍVEIS DE 

DEOXINIVALENOL 

 

2.7.1 Determinação da concentração de deoxinivalenol  

 

As condições cromatográficas utilizadas para a separação e quantificação de DON 

foram conforme as determinadas no trabalho de Feltrin (2015) para cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE) com detecção em 219 nm, utilizando a coluna cromatográfica 

Gemini™ C18 (250 mm x 4,6 mm de diâmetro interno). Para tal, foi utilizado o cromatógrafo 

líquido de alta eficiência Shimadzu™ (Quioto, Japão) constituído por sistema de bombas 

(modelo LC-AT), desgaseificador da fase móvel (modelo DGU), controlador (modelo CBM-

2 A), injetor manual com alça de amostragem de 2  μ  (modelo 7725i) e com sistema de 

detecção espectrofotométrico (modelo SPD-20A). O controle do equipamento e aquisição dos 

dados foi feito pelo software LC Solution.  

  

2.7.2 Redução dos níveis de deoxinivalenol em sistema modelo 

 

Os ensaios de redução dos níveis de DON pela ação da enzima peroxidase foi 

realizada conforme Feltrin (2015), sendo conduzida segundo as condições ótimas de atividade 

da enzima peroxidase. O meio reacional foi constituído pelo padrão da micotoxina, tampão 

fosfato de sódio 0,005 mol/L em pH 5,5, peróxido de hidrogênio 0,08% e a peroxidase na sua 

forma bruta e purificada por diferentes estratégias. Testes preliminares foram realizados com 

a peroxidase purificada por CTI em leito expandido a fim de estabelecer a atividade 

enzimática que propiciasse maior redução dos níveis de DON, sendo testadas 0,001 U/mL, 

0,005 U/mL e 0,01 U/mL, mantendo a concentração de DON em 1 µg/mL. Para os testes 

utilizando a peroxidase bruta e purificada por diferentes estratégias, a atividade enzimática 

utilizada no meio reacional foi de 0,01 U/mL. Todos os extratos enzimáticos utilizados nos 

ensaios foram previamente liofilizados, e o padrão de DON foi adquirido da empresa Sigma-

Aldrich™ (Missouri, Estados Unidos). 
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O ensaio de redução dos níveis de DON consistiu na adição de 75 µL de DON 

(equivalente a 1,08 µg) em frascos de vidro e posterior evaporação do solvente (benzeno). Em 

seguida, 750 µL tampão foram adicionados aos frascos e os mesmos foram submetidos à 

agitação em vórtex por 30 s e banho ultrassônico de 25 kHz por 3 min. Ao término da 

solubilização, 25 µL de peróxido de hidrogênio e 1 mL de extrato enzimático foram 

adicionados aos frascos, os quais permaneceram sob agitação orbital a 100 rpm e 25ºC por 90 

min.  

Para a extração de DON do meio reacional, a técnica de extração por partição 

líquido-líquido foi realizada, a qual consistiu na adição de acetonitrila, seguido de agitação em 

vórtex por 30 s e banho ultrassônico de 25 kHz por 3 min. A fase orgânica foi retirada e o 

processo foi repetido três vezes. O volume final obtido foi seco em banho termostático a 

75ºC, e ressuspendido em acetonitrila para quantificação do DON por CLAE com detecção 

UV a 219 nm (FELTRIN, 2013). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

O percentual de redução de DON foi determinado utilizando-se a Equação 8: 

 

 edução de D               (
D  f

D  i

 .    )   (8) 

  

Onde DONf e DONi representam a concentração final e inicial (µg/mL) de DON, 

respectivamente, calculadas de acordo com a curva analítica da micotoxina. 

 

2.7.3 Avaliação do mecanismo de redução do deoxinivalenol em sistema modelo 

 

De modo a avaliar a possibilidade de adsorção do DON pela peroxidase, ensaios 

adicionando a enzima previamente desnaturada ao meio reacional foram realizados. A 

desnaturação da peroxidase consistiu na submissão de uma solução enzimática (0,01 U/mL) à 

temperatura de 120ºC por 1 h. Após, a solução foi transferida para banho de gelo e submetida 

à determinação da atividade enzimática. Os ensaios foram realizados conforme descrito no 

item 2.7.2 e o percentual de adsorção foi calculado conforme a Equação 8. 
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2.8 DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS 

 

2.8.1 Atividade enzimática 

 

A atividade enzimática foi determinada conforme Devaiah e Shetty (2009) com 

modificações. A 1 mL de extrato enzimático, foram adicionados 1,5 mL de tampão fosfato de 

sódio 0,005 mol/L em pH 5,5, 2 mL de água destilada, 0,5 mL de solução de guaiacol 1% e 1 

mL de peróxido de hidrogênio 0,08%. Logo após, a mistura reacional foi levada a um banho 

termostático, onde permaneceu por 20 min a 25°C. Ao término da reação, a transmitância foi 

lida em espectrofotômetro a 470 nm.  

Para o cálculo da atividade enzimática de peroxidase, a equação de Schüttmann et 

al. (2014) foi utilizada considerando o coeficiente de absortividade do tetraguaiacol (ε) de 

26600 L/mol.cm. Uma unidade da atividade da peroxidase (U) representa a quantidade de 

enzima que catalisa a oxidação de   μmol de guaiacol em   min, nas condições de ensaio. A 

atividade específica (U/mg de proteína) foi calculada pela razão da atividade da enzima 

(U/mL) e o teor de proteína solúveis (mg/mL). Todas as determinações foram realizadas em 

quadruplicada. 

 

2.8.2 Concentração de proteínas 

 

A concentração de proteína solúveis foi determinada segundo metodologia de 

Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino como padrão. Todas as 

determinações de proteínas foram realizadas em quadruplicada. 

 

2.9 TRATAMENTO DOS RESULTADOS 

 

Os resultados foram tratados por análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey, 

ou teste t-Student, através do software Statistica™ (Statsoft, Tulsa, Estados Unidos). A 

análise estatística foi realizada considerando um nível de 95% (p<0,05) ou 90% (p<0,10) de 

confiança. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 SELEÇÃO DA MEMBRANA DE ULTRAFILTRAÇÃO  

 

 A fim de determinar a massa molar limite necessária à purificação de peroxidase 

por UF, ensaios com membranas de celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa foram 

realizados. Segundo Higara et al. (2001), as peroxidases extraídas de vegetais possuem massa 

molecular entre 28 kDa e 60 kDa. Além disso, estudos prévios realizados por Feltrin (2013) e 

Gautério et al. (2015) verificaram que a peroxidase extraída de farelo de arroz apresentou 

massa molecular próxima a 35 kDa, o que justifica a escolha das membranas no presente 

trabalho. 

Parâmetros da UF como pH, pressão de operação e temperatura foram                         

pré-estabelecidos levando em consideração as condições ótimas da peroxidase e estudos 

prévios de concentração de outras biomoléculas. O uso da pressão de 1,5 kgf/cm² tem como 

base os bons resultados apresentados na concentração de β-galactosidase (MOLON et al., 

2011), queratinase (MACHADO et al., 2012) e C-ficocianina (MOLON et al., 2013) por UF. 

O uso da temperatura de 25ºC e pH 5,5 têm como base as condições ótimas de peroxidase 

(FELTRIN, 2013). 

 A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para o fator de purificação (FP) e 

recuperação enzimática (REC) para ambas as membranas avaliadas. Não houve diferença 

significativa entre os parâmetros de eficiência de processo para as membranas em estudo. Os 

baixos valores de FP obtidos para as membranas de 10 kDa (1,7 vezes) e 30 kDa (1,8 vezes) 

podem estar relacionados ao fato das proteínas contaminantes do extrato clarificado 

possuírem massa molar semelhante à da enzima de interesse, ou ainda possuírem massa molar 

menor, mas serem retidas pela membrana dinâmica formada pela camada de proteínas retidas 

na superfície da membrana.  

A Tabela 2 mostra os fatores de retenção e concentração para as membranas de                

10 kDa e 30 kDa, os quais não diferem significativamente do ponto de vista estatístico.  Para 

ambos os ensaios, o fator de retenção da atividade enzimática e o percentual de rejeição da 

enzima pela membrana foram próximos a 1 e a 100%, nesta ordem, indicando que a 

peroxidase foi retida sob ambas as membranas estudadas. Em relação aos valores obtidos para 

fator de concentração de atividade enzimática, proteína e volume, os ensaios realizados com 

ambas as membrana demonstram a eficiência do processo de UF, principalmente quando o 

intuito é concentrar o biocomposto de interesse após outras técnicas de purificação.  
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Figura 3 - Fator de purificação e recuperação de peroxidase expressos como valores médios 

com desvio padrão para as membranas de celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa. 
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Média de três valores ± desvio padrão. Letras minúsculas iguais para o fator de purificação e letras maiúsculas 

iguais para a recuperação não diferem ao nível de 95% de confiança (p<0,05) pelo teste t-Student. 

 

Tabela 2 – Fatores de retenção e concentração (atividade enzimática, proteínas e volume) e 

percentual de rejeição para as membranas de celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa. 

Membrana Fator de retenção Fator de concentração Rejeição (%) 

Atividade 

enzimática  

Proteínas Atividade 

enzimática 

Proteínas Volume  

10 kDa 0,99
a
 ±0,01

 
0,61

a
 ±0,05

 
7,82

a
±1,08

 
4,60

a
±0,79 7,98

a
±1,35 99,9 ± 0,08 

30 kDa 0,99
a
 ±0,01

 
0,65

a
 ±0,04

 
6,92

a
±0,26

 
3,77

a
±0,19 6,83

a
±0,27 99,9 ± 0,10 

*Média de três valores ± desvio padrão. Letras iguais na coluna indicam que não há diferença significativa entre 

as médias pelo teste t-Student (p<0,05). 

 

 A Figura 4 apresenta o fluxo médio de permeado durante o processo de UF 

utilizando as membranas de 10 kDa e 30 kDa. Nas duas condições estudadas foi observada a 

queda do fluxo de permeado com o tempo de permeação, comportamento este típico dos 

fenômenos de polarização de concentração e de incrustação da membrana. Segundo Ghosh e 

Cui (2000), conforme a solução é concentrada, a concentração de proteínas na superfície da 

membrana se eleva, aumentando a camada polarizada. Dependendo da situação, pode ocorrer 

a formação de uma camada gel, a qual leva a uma maior queda do fluxo de permeado. Em 

membrana de 10 kDa, o fluxo médio variou entre 9,1 a 7,2 L/h.m², enquanto que em 

membrana de 30 kDa esta variação foi de 10,1 a 6,9 L/h.m². A redução do fluxo de permeado 
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para as membranas de 10 kDa e 30 kDa foi de 20,7% (desvio padrão de ± 3,9) e 28,9% 

(desvio padrão de ± 1,6), nesta ordem, os quais se diferiram estatisticamente pelo teste                   

t-Student (p<0,05). 

  

Figura 4 - Fluxo médio de permeado durante o processo de UF usando membranas de 

celulose regenerada de 10 kDa e 30 kDa. 
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Os trabalhos que mencionam o uso da UF na concentração de peroxidases de 

vegetais, em sua maioria, utilizam membranas de massa molar limite de 10 kDa, seja para 

concentrar o extrato bruto (ZENG et al., 2013) ou purificado por processos cromatográficos 

(CHEN; CHUNG; CHANG, 2012; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011). No estudo de 

Gottschalk, Bon e Nobrega (2008), o uso da membrana de 10 kDa colaborou na concentração 

de lignina peroxidase, a qual proporcionou 90% de retenção da atividade enzimática, 99% de 

rejeição da enzima pela membrana e 74% de recuperação enzimática. Apesar das membranas 

não apresentarem diferença significativa na maioria dos seus parâmetros de avaliação,                

optou-se por utilizar a membrana de 10 kDa do decorrer do presente trabalho, em virtude da 

menor queda de fluxo apresentada por esta massa molar limite.  

 Al-Senaidy e Ismael (2011) utilizaram membrana de 10 kDa na concentração de 

extrato bruto de peroxidases de folhas de palma (Phoenix dactylifera), e obtiveram FP de 1,4 

vezes e REC de 96%. Boer et al. (2006) utilizaram membrana de 10 kDa para concentrar 

manganês peroxidase por UF, e alcançaram valores de FP e REC de 1,4 vezes e 95,4%, 

respectivamente. Márquez et al. (2008) concentraram peroxidase de baunilha (Vanilla 
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planifolia) através do uso de membranas de 10 kDa em UF, e obtiveram como FP de 1,9 

vezes e REC de 72,7%. Os resultados apresentados no presente trabalho se mostram coerentes 

com o observado na literatura em termos de FP e REC, o que torna a UF um processo 

possível de purificação parcial e concentração de peroxidases.  

 

3.2 INTEGRAÇÃO DOS PROCESSOS DE PURIFICAÇÃO 

 

3.2.1 Número de ciclos de diafiltração 

  

 Para estabelecer o número de ciclos de DF necessários à remoção do sal da fração 

purificada de peroxidase, ensaios com solução de NaCl 1 mol/L e tampão acetato de sódio 

0,025 mol/L em pH 5,5 foram realizados. A escolha de uma solução de NaCl 1 mol/L se deve 

ao fato de que esta é a concentração salina máxima utilizada na etapa de eluição da CTI em 

leito expandido. O acompanhamento da remoção de sal foi realizado através da medição da 

condutividade elétrica, conforme mostra a Figura 5, visto que eletrólitos inorgânicos como 

NaCl apresentam esta propriedade. Trabalhos como de Wang, Zhang e Ouyang (2002) e de 

Baldasso, Barros e Tessaro (2011) também utilizaram a condutividade elétrica como 

indicativo da remoção de sais durante a DF.  

 A remoção de NaCl ocorreu durante os seis primeiros ciclos de DF e, logo após, a 

quantidade de sal no permeado permaneceu constante e na ordem de 1800 µS/cm. Assim, 

ficou estabelecido que o processo de DF fosse operado ao longo de seis ciclos e cada ciclo 

com adição de dois diavolumes de tampão acetato de sódio 0,025 mol/L. 

 Para avaliar o comportamento da fração purificada de peroxidase durante o 

processo de separação por membrana, um ensaio acoplando os processos de CTI em leito 

expandido à DF foi realizado. A fração purificada foi diafiltrada com solução de acetato de 

sódio 0,025 mol/L por seis ciclos de DF. A Figura 6 apresenta o fluxo de permeado e os 

fatores de retenção da atividade enzimática e de proteína. Os fatores de retenção da atividade 

em todos os ciclos foram iguais a 1,0, indicando que não houve partição da enzima para o 

permeado. Os fatores de retenção de proteínas decresceram ao longo da DF e alcançaram 

valores na ordem de 0,36 nos dois últimos ciclos, evidenciando que o processo promoveu a 

purificação do biocomposto de interesse.  

 O fluxo de permeado aumentou ao longo do processo de DF, onde este aumento 

correspondeu a 25% no sexto ciclo em relação ao fluxo inicial. O aumento do fluxo pode estar 

relacionado ao seguinte fato: à medida que o NaCl permeia pela membrana, a concentração 
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deste na fração retida próximo à superfície da membrana diminui, levando ao aumento do 

fluxo. A condutividade elétrica também foi monitorada durante a DF, e alcançou valores 

constantes na ordem de 1800 µS/cm nos dois últimos ciclos, indicando que o uso de seis 

ciclos de DF foi suficiente para a remoção do NaCl.  

 

Figura 5 - Acompanhamento da remoção de NaCl em cada ciclo de DF através da 

condutividade elétrica (µS/cm). 
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Figura 6 - Fluxo de permeado e fatores de retenção da atividade enzimática e de proteína. 
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3.2.2 Influência da temperatura e da concentração de CaCl2 na diafiltração 

  

 A influência da temperatura foi avaliada através de ensaios associando a técnica 

de CTI em leito expandido à DF, os quais foram realizados a 10ºC e 25ºC. A Figura 7 

apresenta os fatores de retenção de atividade enzimática e proteína para os ensaios realizados 

a diferentes temperaturas. O fator de retenção de proteínas diminuiu ao longo dos ciclos de 

DF em ambas as condições de temperatura, porém a queda foi mais abrupta no ensaio a 10ºC, 

indicando que nesta temperatura a remoção das proteínas contaminantes foi mais eficiente. Os 

resultados de FP refletem a maior eficiência na purificação em temperaturas menores, visto 

que a 10ºC a peroxidase foi purificada 3,4 vezes (etapa), enquanto que a 25ºC o FP alcançou 

valores de 2,5 vezes (etapa). A integração das técnicas de CTI em leito expandido e DF 

resultaram nos valores de FP globais de 29,8 e 28,2 para as temperaturas de 10ºC e 25ºC, 

respectivamente. 

  

Figura 7 - Fatores de retenção de atividade enzimática e proteína durante a DF realizada em 

diferentes temperaturas. 
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 Para ambas as condições de temperatura, o fator de retenção da atividade 

enzimática foi igual a 1,0, o que mostra que não ocorreu perda da peroxidase para a fração 

permeada. No entanto, a REC na etapa de DF para dois ensaios foi baixa, compreendendo os 

valores de 42,7% (10ºC) e 49,7% (25ºC), enquanto que as REC globais do processo de 

purificação foram de 14,7% (10ºC) e 23,2% (25ºC). Apesar do menor percentual de REC 
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obtido no ensaio a 10ºC, este pode não estar relacionado com temperatura na qual a DF é 

realizada, mas sim com outro fator que leve à desnaturação da peroxidase. 

 Uma vez que a DF promove a remoção dos sais presente na fração purificada de 

peroxidase, parte do CaCl2 adicionado na etapa de eluição da CTI em leito expandido também 

é removido, o que pode levar à desestabilização da enzima e, consequentemente, menor 

percentual de REC da mesma. Estudos prévios afirmam que as peroxidases pertencentes à 

classe III, por serem dependente de cálcio, perdem sua atividade enzimática na ausência deste 

íon (VEITCH, 2004). A fim de verificar se a concentração de CaCl2 poderia influenciar na 

REC da etapa de DF, ensaios a temperatura de 10ºC e 25ºC adicionando CaCl2 0,001 mol/L 

na solução de DF foram realizados, e os resultados obtidos para os fatores de retenção da 

atividade enzimática e proteína são apresentados na Figura 8. 

 

Figura 8 - Fatores de retenção de atividade enzimática e proteína durante a DF acrescida de 

CaCl2 0,001 mol/L em diferentes temperaturas. 
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 Assim como observado na Figura 7, o uso da temperatura de 10ºC proporcionou 

maior partição das proteínas contaminantes para a fração permeada, o que reflete em maiores 

FP tanto na etapa de DF –5,7 vezes (10ºC) e 3,1 vezes (25ºC) –, como no processo global de 

purificação – 62,5 vezes (10ºC) e 35,0 vezes (25ºC). O fator de retenção da atividade 

enzimática se manteve igual a 1,0 em ambos os ensaios, já que não houve partição da 

peroxidase para as frações permeadas em cada ciclo. Os percentuais de REC na etapa de DF 
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corresponderam a 57,3% (10ºC) e 60,8% (25ºC), valores estes superiores aos ensaios 

realizados sem a adição de CaCl2 na solução de DF. 

 Uma vez que a REC na etapa de DF não foi praticamente afetada pela 

temperatura, os ensaios subsequentes foram realizados na temperatura de 10ºC, já que a 

mesma proporcionou maior remoção das proteínas contaminantes e, por consequência, maior 

FP nos ensaios com ou sem adição de CaCl2 na solução diafiltrante. Os resultados aqui 

apresentados mostram que a REC da etapa de DF é aumentada pela alimentação de CaCl2 em 

cada ciclo, visto que íons cálcio desempenham efeito protetor à peroxidase. Com o intuito de 

elevar a REC da DF, ensaios variando a concentração de CaCl2 na solução diafiltrante foram 

realizados, e os resultados são apresentados na Tabela 3.  

  

Tabela 3 – Eficiência do processo e fatores de retenção da atividade enzimática e proteína na 

etapa de DF acrescida de CaCl2 em diferentes concentrações. Ensaios realizados à 10ºC. 

Etapa 
CaCl2 

(mol/L) 

Atividade 

específica 

(U/mg) 

Fator de 

purificação 

(vezes) 

Recuperação 

enzimática 

(%) 

Retenção 

atividade 

enzimática 

Retenção 

proteínas 

 Sem adição  1,3 3,4 42,7 0,99 0,01 

 0,001 2,4 5,7 57,3 1,00 < 0,01 

DF 

0,002 3,0 4,7 73,7 0,99 < 0,01 

0,004 2,8 4,4 79,4 0,99 0,34 

0,006 2,3 3,5 80,2 1,00 0,17 

0,008 2,0 2,9 68,6 0,98 < 0,01 

0,010 1,6 2,5 74,0 0,97 < 0,01 

*Atividade específica do extrato bruto: 0,05 U/mg;  

*Atividade específica do extrato purificado por CTI: 0,55 U/mg. 

 

 Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o aumento da concentração 

de CaCl2 na solução diafiltrante até 0,006 mol/L proporcionou maior recuperação da enzima 

de interesse, enquanto que nas concentrações máximas testadas o efeito foi contrário. O FP 

diminuiu conforme o aumento de  CaCl2, chegando a valores de 2,5 na máxima concentração 

utilizada (0,010 mol/L). Liu, Yang e Chen (2013) observaram que a adição de íons cálcio 

apresentou efeito positivo sobre a atividade específica de peroxidase de rabanete, no entanto, 

em concentrações de CaCl2 superiores a 0,010 mol/L, houve o decréscimo da mesma. 

 Dentre os ensaios realizados, a concentração de CaCl2 de 0,004 mol/L se mostrou 

a mais favorável a ser utilizada na DF, proporcionando elevados valores de FP e REC. A 
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integração dos processos de CTI em leito expandido e DF resultou em FP e REC globais de 

51,6 vezes e 33,4%, respectivamente. O mesmo ensaio foi realizado em duplicata e 

concentrando a enzima após os seis ciclos de DF, e os resultados são apresentados na Tabela 

4. A concentração da enzima após a realização dos seis ciclos causou a diminuição em 27% 

da REC na etapa, em relação ao ensaio realizado sem concentrar a enzima ao final da DF 

(REC = 79,4%). Esta diminuição na REC da etapa, provavelmente associada à saída de CaCl2 

durante a concentração da peroxidase, mostra o quão importante é a adição de íons cálcio para 

manter a estabilidade da enzima durante a purificação. O FP na etapa de UF em modo DF foi 

de 7,6 vezes (desvio médio de ± 0,1), quase duas vezes maior em relação ao ensaio em que a 

peroxidase não foi concentrada (FP = 4,4). 

 

Tabela 4 – Eficiência do processo de purificação de peroxidase por CTI em leito expandido 

integrado à UF/DF. 

Fração 

Atividade 

específica 

(U/mg) 

FP (vezes) 

 

REC (%) 

 

Etapa Global Etapa Global 

Extrato bruto 0,05 1 - 100 - 

CTI em leito 

expandido 
0,55 10,4 - 44,2 - 

UF/DF 4,05
*
 ± 0,04 7,6

*
 ± 0,1 75,1

*
 ± 0,7 52,2

*
 ± 1,3 22,8

*
 ± 0,6 

*Média de dois valores ± desvio médio. 

   

 O processo de UF em modo DF também apresentou os fatores de retenção da 

atividade enzimática e proteína de 0,97 e menor que 0,01, respectivamente, e percentual 

médio de rejeição da membrana de 94,4%, indicando que não houve perda da enzima para a 

fração permeada. Estes resultados reforçam a hipótese de que a diminuição da REC no 

processo de UF em modo DF está relacionada com a diminuição da concentração de íons 

cálcio, causando a desestabilização da peroxidase.  

 Apesar do baixo percentual de REC global (22,8%), o uso da CTI em leito 

expandido associado à UF se mostrou um processo aplicável para obtenção de peroxidases 

mais puras, proporcionando FP global de 75 vezes utilizando somente duas técnicas de 

purificação. Em termos de obtenção, o processo integrado de purificação da peroxidase 

resultou, para cada g de farelo de arroz integral, 0,3 U de enzima purificada. Cabe salientar 
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que não foram encontrados relatos na literatura que associem à CTI em leito expandido à UF 

na purificação de peroxidase.  

 

3.3 DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR DA PEROXIDASE PURIFICADA 

 

A Figura 9 apresenta o perfil eletroforético dos diferentes extratos enzimáticos de 

peroxidase de farelo de arroz. O uso da CTI em leito expandido tanto isolada quanto integrada 

à UF em modo DF permitiu a retirada de proteínas contaminantes de massa molecular 

superior e inferior a 66 kDa e 30 kDa, respectivamente. Os extratos bruto e purificado 

apresentaram duas bandas em comum (I e II), as quais podem indicar a existência de possíveis 

isoenzimas de peroxidase. Uma terceira banda com massa molecular menor que 30 kDa 

também foi observada nos extratos purificados, no entanto, esta não foi considerada como 

possível isoenzima de peroxidase. Isto se deve ao fato de que os ensaios com membrana de    

30 kDa apresentaram fator de retenção da enzima próximo a 1, indicando que se houvessem 

isoenzimas de peroxidase menores que este tamanho, as mesmas apresentariam atividade na 

fração permeada, o que não foi observado. 

 

Figura 9 - Eletroforese de peroxidase de farelo de arroz: (a) marcador molecular (b) extrato 

bruto (c) extrato ultrafiltrado (d) extrato purificado por CTI em leito expandido (e) extrato 

purificado por CTI em leito expandido integrado à UF. 

 
 

As massas moleculares das possíveis isoenzimas de peroxidase foram estimadas 

através da equação da curva de correlação apresentada na Figura 10, a qual apresentou 

linearidade dentro da faixa proposta pela ANVISA e INMETRO (RIBANI et al., 2004). As 
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massas moleculares encontradas para as isoenzimas de peroxidase foram de 35,6 kDa e                

65,4 kDa.  

Em geral, as peroxidases extraídas de vegetais possuem massa molecular entre            

28 kDa e 60 kDa (HIGARA et al., 2001). Estudos prévios realizados por Feltrin (2013) e 

Gautério et al. (2015) mostraram que a peroxidase extraída de farelo de arroz apresentou 

massa molecular próxima a 35 kDa. Outros trabalhos, no entanto, reportam que peroxidases 

de vegetais podem apresentar massa molecular acima de 60 kDa, como as extraídas de 

Brassica oleracea (KHARATMOL; PANDIT, 2012; SOMTÜRK; KALIN; ÖZDEMIR, 

2014), de Raphanus sativus (SISECIOGLU et al., 2010) e de Leucaena leucocephala 

(PANDEY; DWIVEDI, 2011). Desta forma, as massas moleculares estimadas para duas 

possíveis isoenzimas de peroxidase no presente trabalho se mostram de acordo com o 

observado na literatura.  

 

Figura 10 - Curva de correlação entre o logaritmo da massa molecular e o fator de retenção 

no gel SDS-PAGE, para padrão molecular para peroxidase de farelo de arroz. 
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3.4 REDUÇÃO DOS NÍVEIS DE DEOXINIVALENOL EM SISTEMA MODELO PELA 

AÇÃO DE PEROXIDASE BRUTA E PURIFICADA 

  

 A natureza oxidativa das peroxidases permite que estas sejam utilizadas para fins 

de biorremediação, substituindo às técnicas convencionais de oxidação. Existem trabalhos na 

literatura científica que mencionam a utilização de peroxidases na oxidação de compostos 

fenólicos (CHAGAS et al., 2015), corantes (VUJCIC et al., 2015) e de compostos voláteis 
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responsáveis por causar odores indesejáveis (PARKER et al., 2012), no entanto, são 

extremamente escassos os relatos do uso destas enzimas na redução dos níveis de  

micotoxinas.  

 Assim como nas aplicações citadas acima, o uso da peroxidase na redução dos 

níveis de micotoxinas explora a sua ação oxidativa sobre grupamentos doadores de elétrons. 

No caso específico do DON, a perda de sua toxicidade se dá principalmente pela quebra do 

anel epóxido. A peroxidase pode atuar sobre o anel epóxido presente na estrutura química da 

micotoxina, deepoxidando-a, o que resulta na perda da sua toxidade (GARDA-BUFFON; 

KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011). 

 Como citado no item 2.7.2, testes preliminares foram realizados com a peroxidase 

purificada por CTI em leito expandido, variando a atividade enzimática e mantendo a 

concentração de DON fixa em 1 µg/mL. Os percentuais de redução de DON utilizando                

0,001 U/mL, 0,005 U/mL e 0,01 U/mL foram de 11,9% (desvio médio de 4,6), 27,2% (desvio 

médio de 0,8) e 53,6% (desvio médio de 2,8), respectivamente. Os resultados mostram que o 

aumento na atividade enzimática de peroxidase elevaram os percentuais de redução de DON, 

e por este motivo, a condição de 0,01 U/mL foi estabelecida para as demais aplicações da 

enzima. Não foram testadas atividades enzimáticas mais elevadas da enzima, uma vez que a 

condição estabelecida já foi suficiente para reduzir os níveis de DON. 

A Tabela 5 apresenta os percentuais de redução de DON após a aplicação da 

peroxidase na sua forma bruta e em diferentes graus de purificação. O uso da peroxidase 

purificada proporcionou maior redução dos níveis de DON em relação à peroxidase na sua 

forma bruta, o que mostra a importância dos processos de purificação para posterior aplicação 

da enzima. A fração mais purificada de peroxidase, oriunda da purificação por CTI em leito 

expandido integrado à UF/DF, apresentou diferença significativa em relação às demais 

frações, e resultou na redução em mais de 80% nos níveis de DON, ainda que utilizando baixa 

atividade enzimática no meio reacional (0,01 U/mL). A Figura 11 apresenta os 

cromatogramas de eluição do DON antes e após a ação da peroxidase purificada, onde é 

notável a diminuição do pico no tempo de retenção próximo a 5,3 (tempo de retenção da 

micotoxina).  

A aplicação do extrato bruto e ultrafiltrado não apresentou diferença significativa 

na redução dos níveis de DON, fato este que pode ser explicado pelo baixo fator de 

purificação (1,7 vezes) da fração ultrafiltrada, uma vez que o processo em si não foi suficiente 

para retirar boa parte das proteínas contaminantes. O uso da peroxidase purificada por CTI em 

leito expandido se diferiu estatisticamente dos extratos bruto e ultrafiltrado, mostrando que a 
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enzima purificada por uma única técnica foi capaz de reduzir os níveis de DON acima de 

50%.  

 

Tabela 5 – Percentuais de redução de DON pela ação de peroxidase bruta e purificada por 

diferentes estratégias.  

Extrato de peroxidase % Redução de DON 

Bruto 43,1
c
 ± 0,1

 

Purificado por UF 40,5
c
 ± 7,6 

Purificado por CTI em leito expandido 53,6
b
 ± 2,9 

Purificado por CTI em leito expandido + UF 81,7
a
 ± 3,4

 

*Média de três valores ± desvio padrão. Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre as médias 

pelo teste de Tukey (p<0,10). 
 

Figura 11 - Cromatograma de eluição do DON (a) antes e (b) após ação da enzima 

peroxidase purificada*. 

 

 
            *Peroxidase purificada por CTI em leito expandido integrado à UF/DF. 

 

 

Uma vez que não foram realizados estudos que comprovem a modificação da 

estrutura do DON pela peroxidase, não se pode afirmar que a ação da enzima no DON se dá 

apenas por oxidação da sua estrutura. Além disso, as proteínas apresentam capacidade de 

adsorção devido à presença de grupos ativos na superfície proteica, fenômeno este que pode 

ocorrer em substituição à oxidação do DON. A possibilidade de adsorção do DON pela 

(a) 

(b) 

DON 

DON 
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peroxidase foi avaliada através da adição da enzima purificada previamente desnaturada ao 

meio reacional. O percentual de adsorção de DON apresentado para os extratos purificados 

estão dispostos na Tabela 6.  

 

Tabela 6 – Percentuais de adsorção de DON pela ação de peroxidase purificada. 

Extrato de peroxidase % Adsorção de DON 

Purificado por CTI em leito expandido 35,8
b
 ± 1,1 

Purificado por CTI em leito expandido + UF 67,3
a
 ± 6,3

 

*Média de três valores com desvio padrão. Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre as 

médias pelo teste t-Student (p<0,05). 

 

 O percentual de adsorção de DON foi maior para a peroxidase mais purificada, 

indicando a existência de uma relação entre o grau de purificação e de adsorção da enzima. 

Considerando os percentuais apresentados na Tabela 6, pode-se dizer que a redução dos níveis 

de DON se dá pela combinação dos processos de adsorção e oxidação. Contudo, não há como 

afirmar a parcela (percentual) correspondente à oxidação, já que estes fenômenos ocorrem 

simultaneamente ao se utilizar a enzima na forma ativa. Os resultados apresentados no 

presente trabalho demonstram que a purificação da peroxidase exerce papel fundamental para 

sua posterior aplicação na redução dos níveis de DON, independente do seu mecanismo de 

ação.  

 Como mencionado acima, são escassos os relatos na literatura científica que 

mencionam o uso da peroxidase na redução dos níveis de micotoxinas, tornando difícil a 

comparação dos resultados. Das e Mishra (2000) avaliaram a ação da peroxidase na 

micotoxina aflatoxina B1, utilizando enzima comercial e duas parcialmente purificadas 

extraídas do rabanete. Os autores verificaram que a enzima comercial apresentou 60% de 

redução nos níveis da aflatoxina B1, enquanto que as duas frações parcialmente purificadas 

demostraram 30% e 38%, nas concentrações de 20 U/mg e 30 U/mg, respectivamente. Nora 

(2015) aplicou peroxidase comercial e parcialmente purificada por partição trifásica na 

redução dos níveis de ocratoxina A. O autor obteve 59% e 41% de redução utilizando a 

peroxidase comercial e parcialmente purificada, respectivamente, com baixa atividade 

enzimática no meio reacional (0,063 U/mL). Os trabalhos citados ressaltam a importância da 

purificação na posterior redução dos níveis de micotoxinas. 

 No caso específico do DON, estudos realizados por Garda-Buffon, Kupski e 

Badiale-Furlong (2011) e Feltrin (2013) mencionaram a relação existente entre a redução dos 

níveis da micotoxina e a atividade da peroxidase. Por outro lado, não foram encontrados até o 
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momento trabalhos que reportem o uso de peroxidase com diferentes graus de purificação na 

redução dos níveis DON, tampouco o modo de ação da enzima sobre a micotoxina. Os 

resultados apresentados neste trabalho, ainda que preliminares, demonstram a possibilidade de 

aplicar a peroxidase na redução dos níveis de DON, bem como importância dos processos de 

purificação frente à posterior aplicação de enzima para este fim.  

 

4 CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, a CTI em leito expandido foi integrada à UF para 

purificação de peroxidase, sendo esta enzima aplicada na redução dos níveis de DON. O uso 

de membrana de massa molar limite de 10 kDa, temperatura de 10ºC, seis ciclos de DF, 

adição de CaCl2 0,004 mol/L à solução dialfiltrante e concentração da enzima ao final do 

processo resultou nos valores globais de fator de purificação e recuperação enzimática de      

75,1 vezes e 22,8%, respectivamente.  

Através do perfil eletroforético, duas possíveis isoenzimas de massa molecular de 

35,6 kDa e 65,4 kDa foram identificadas. A aplicação da peroxidase purificada por CTI em 

leito expandido integrado à UF/DF resultou na redução em 81,7% nos níveis de DON. O 

percentual de adsorção da peroxidase purificada sobre o DON chegou a 67,2%, indicando que 

o mecanismo de ação da enzima ocorre simultaneamente por adsorção e oxidação.  
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4 CONCLUSÃO GERAL 

 

No presente trabalho, foi possível purificar a enzima peroxidase de farelo de arroz 

utilizando a CTI em leito expandido integrado à UF, bem como aplicá-la na redução dos 

níveis de DON. A CTI em leito expandido foi aperfeiçoada através da avaliação dos 

principais parâmetros das etapas de adsorção, lavagem e eluição. O uso do tampão acetato de 

sódio 0,025 mol/L em pH 4,5 e grau de expansão de 2,5 se mostraram as condições mais 

adequada para adsorção de peroxidase em trocador catiônico, apresentando capacidade de 

adsorção no equilíbrio (q*) de 2,68 U/mL de resina e capacidade dinâmica de adsorção              

(Q10% ) de 0,19 U/mL de resina. O uso do pH 5,5 na lavagem e a combinação da eluição do 

tipo degrau em 0,15 mol/L de NaCl e gradiente linear salino de 0,15 a 1 mol/L de NaCl 

acrescido de 0,001 mol/L de CaCl2 em tampão acetato de sódio 0,025 mol/L pH 5,5, 

proporcionaram a purificação da peroxidase em 14,6 vezes com recuperação enzimática de 

51,5%.  

Para integrar a CTI em leito expandido à UF, as condições mais favoráveis para a 

purificação e concentração da peroxidase por UF foram determinadas. O uso de membrana de 

massa molar limite de 10 kDa, temperatura de 10ºC, seis ciclos de DF e adição de CaCl2 

0,004 mol/L à solução dialfiltrante resultou nos valores de fator de purificação e recuperação 

enzimática na etapa de 4,4 vezes e 79,4%, respectivamente. O processo global integrando as 

duas técnicas resultou na purificação da peroxidase em 75,1 vezes e recuperação enzimática 

de 22,8%. Através do perfil eletroforético da peroxidase purificada, duas possíveis isoenzimas 

de massa molecular de 35,6 kDa e 65,4 kDa foram identificadas 

O uso da peroxidase purificada proporcionou maior redução dos níveis de DON 

em relação à peroxidase na sua forma bruta, o que mostra a importância dos processos de 

purificação para posterior aplicação da enzima. A aplicação da peroxidase purificada por CTI 

em leito expandido integrado à UF resultou na redução em 81,7% nos níveis de DON, ainda 

que utilizando 0,01 U/mL da enzima no meio reacional. O percentual de adsorção da 

peroxidase purificada sobre o DON chegou a 67,2%, indicando que o mecanismo de ação da 

enzima ocorre simultaneamente por adsorção e oxidação.  

A purificação de peroxidase obtida a partir de um coproduto da agroindústria, 

através de duas técnicas possíveis de ampliação de escala, se torna promissora frente à 

associação de técnicas cromatográficas normalmente utilizadas para este fim. Os ensaios em 

sistema modelo mostraram que a peroxidase pode ser aplicada na redução dos níveis de DON, 

sendo necessário um estudo mais aprofundado sobre o uso da enzima pare este fim.  
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