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RESUMO 

Estudos de precipitação de xilanases produzidas por diferentes microrganismos em 

fermentação em estado sólido ou fermentação submersa revelaram diferenças quantitativas e 

qualitativas entre os produtos obtidos. No caso da precipitação de xilanase com etanol, alta 

recuperação de atividade obtida apenas em concentrações elevadas de solvente. Devido à 

relevância das xilanases no cenário industrial, especialmente em um contexto biorefinaria, é 

importante caracterizar melhor a produção e a purificação destas enzimas. Portanto, o presente 

estudo investigou a precipitação, com etanol, de xilanases produzidas por Aspergillus niger em 

fermentação em estado sólido e submersa. O conceito de solutividade e o uso da técnica de 

semeadura foram aplicados com o objetivo de aumentar a recuperação da atividade e pureza. 

Estudos de estabilidade térmica e de pH dos complexos de xilanase revelaram que estas enzimas 

eram altamente estáveis na faixa de 15-45 °C e pH na faixa de 3,0-8,0. O delineamento 

experimental foi utilizado para avaliar os efeitos de temperatura, concentração de etanol e pH na 

recuperação de proteína total e atividade de xilanase. A temperatura apresentou efeito negativo 

sobre a recuperação da enzima, enquanto o pH e a concentração de etanol tiveram efeitos 

diferentes para a fermentação no estado sólido e submersa. Os perfis cinéticos mostraram que um 

periodo relativamente curto de tempo (até 15 minutos) era suficiente para se recuperar a maior 

parte da atividade de xilanase nas condições testadas (65 e 79% de recuperação da fermentação 

no estado sólido e submersa, respectivamente). Os estudos em tanque agitado permitiram a 

determinação de curvas de solutividade das xilanases e de solubilidade da proteína total em 

função da concentração de etanol. Estas curvas permitiram a determinação de uma condição aqui 

chamada de ponto de operação de corte (POC). A precipitação em duas etapas com base nestas 

curvas permitiu o enriquecimento do precipitado em termos de atividade de xilanase por um fator 

de cerca de 2. O uso da técnica de semeadura mostrou um efeito positivo sobre a precipitação, 

aumentando em até 21% da recuperação de atividade de xilanase, indicando que esta é uma 

técnica promissora a ser investigada. 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Precipitation studies of xylanases produced by different microorganisms under solid-state 

fermentation or submerged fermentation have revealed quantitative and qualitative differences 

between the products obtained. In the case of xylanase precipitation with ethanol high activity 

recovery is obtained only at high concentrations of the solvent. Due to the relevance of xylanases 

in the industrial scenario, especially in a biorefinary context, it is important to better characterize 

the production and the downstream processing of these enzymes. Therefore, the present study 

investigated ethanol precipitation of xylanases produced under solid-state and submerged 

fermentation by Aspergillus niger. The concept of solutivity and the use of seeding was applied 

aiming to increase activity recovery and purity. Studies of thermal and pH stabilities of the 

xylanase complexes showed that these enzymes were highly stable in the range of 15-45 °C and 

pH in the range of 3.0-8.0. Experimental design was used to evaluate the effects of temperature, 

ethanol concentration and pH on the recovery of total protein and xylanase activity. Temperature 

had a negative effect on enzyme recovery while pH and ethanol concentration had a different 

effect for solid-state and submerged fermentation. The kinetic profiles showed that a relatively 

short time (up to 15 min) was sufficient to recover most of the xylanase activity under the 

conditions tested (65 and 79% recovery for solid-state and submerged fermentation, 

respectively). Studies in stirred tank allowed the determination of the xylanase solutivity and total 

protein solubility curves as function of ethanol concentration. These curves allowed the 

determination of a condition here called cutting operation point (COP). A two step precipitation 

based on this COP allowed the enrichment of the precipitate in terms of xylanase activity by a 

factor of about 2. The use of seeding showed a positive effect on the precipitation, increasing up 

to 21% the recovery of xylanase activity, indicating that this is a promising technique to be 

further investigated.  
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s – potencial químico do componente 1 na fase sólida. 

π – produto das atividades das espécies em solução.  

ρc – densidade de cristal. 

σ – energia de superfície da fase sólida.   

Ω – fator de frequência pré-exponencial. 
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1. INTRODUÇÃO 

A hemicelulose, segundo polímero mais abundante na natureza, funciona como uma 

ligação entre a lignina e a celulose. A hemicelulose tem uma estrutura complexa e mista formada 

por uma cadeia principal de xilana, xiloglucana, glucomanana, galactoglucomanana, 

arabinogalactana ou outros heteropolímeros. Quando comparada à celulose, a hemicelulose 

diferencia-se por não ser quimicamente homogênea e ter massa molecular menor (FENGEL e 

WEGENER, 1984; LAUREANO-PEREZ et al., 2005; MOTTA et al., 2013). 

A xilana, o principal componente da hemicelulose, é um polímero linear com a cadeia 

principal composta por resíduos de β-xilopiranose unidos através de ligação glicosídica do tipo β-

1,4. O sistema enzimático que realiza a hidrólise da xilana é normalmente composto por um 

conjunto de enzimas hidrolíticas, conhecidas como xilanases, que atuam de forma sinérgica 

(AHMAD et al., 2013; JUTURU e WU, 2012). As xilanases são enzimas com potencial para a 

degradação de material da parede celular vegetal e sua ação na despolimerização da hemicelulose 

resulta na conversão da xilana em xilooligossacarídeos e xilose (AHMAD et al., 2013). 

Dentre os microrganismos com potencial para a síntese de enzimas com atividade 

xilanásica, os fungos são a fonte mais frequente de hemicelulases como xilanases e glucanases 

(BAKALOVA et al., 1995; AHMAD et al., 2013). Xilanases microbianas são utilizadas em 

diversas indústrias, incluindo as de alimentos (panificação e clareamento de suco), cerveja, 

rações, têxteis, processamento de papel e na bioconversão de açúcares derivados de lignocelulose 

em combustível (AHMAD et al., 2013). Xilanases de diferentes fontes também diferem quanto as 

condições de temperatura, pH, etc., para o seu funcionamento ideal (PALMA, 2003; BEG et al., 

2001). Em processos industriais, as enzimas que combinam um maior número de características 

extremofílicas tendem a ter um maior uso (MIELENZ, 2001; KANWAR e DEVI, 2013). A 

produção de xilanases, normalmente, é realizada por duas técnicas principais: fermentação em 

estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS)1. Vantagens como a utilização 

                                                           

 
1
 Em bioquímica, fermentação é um termo geral para definir a degradação anaeróbica de glicose ou outros nutrientes 

orgânicos por organismos vivos para a obtenção de energia. Porém, neste trabalho utilizaremos o termo fermentação 
para definir o cultivo de microrganismo seja ele em meio sólido (FES) ou submerso (FS). 
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de resíduos agroindustriais ou outros materiais lignocelulósicos como substrato (CASTILHO et 

al., 2000), economia de espaço, alto rendimento de produção e baixo nível de contaminação, 

fazem da FES uma técnica atrativa (GAWANDE e KAMAT, 1999). Porém, a dificuldade no 

controle de algumas variáveis do processo (e.g., temperatura e transferência de massa) é uma das 

limitações dessa técnica. Já a FS oferece vantagens como a facilidade no controle de parâmetros 

como pH, O2 dissolvido, troca de calor do sistema, o controle da fonte de carbono e retirada do 

produto para evitar a repressão catabólica (GONZÁLEZ et al., 2002). No entanto, produtos 

diluídos, fermentados de baixa estabilidade (MATSUMOTO et al., 2004) e geração de grandes 

volumes de resíduos líquidos são inconvenientes desse sistema (ELLAIAH et al., 2002). 

O interesse na produção e aplicação de xilanase tem aumentado pela sua importância, 

principalmente, na bioconversão de hemiceluloses em seus açúcares constituintes (GAWANDE e 

KAMAT, 1999). Entre os microrganismos com potencial para a produção de xilanases está o 

fungo filamentoso Aspergillus niger, uma das fontes industriais capaz de produzir enzimas com 

atividade xilanásica, livres ou não de celulases (BINOD et al., 2011). Esta espécie ganhou grande 

atenção devido à sua capacidade de secretar enzimas celulolíticas e tem sido bastante utilizada na 

produção, tanto por FES quanto por FS, de uma ampla variedade de enzimas, sendo a maioria das 

classes conhecidas como celulases e xilanases (LIU et al., 2011; FARINAS et al., 2011; 

ARAQUE et al., 2007). Em muitas aplicações a presença de celulases na mistura não afeta o 

processo ou produto e, em alguns casos, celulases têm até um efeito sinérgico. No entanto, 

xilanases livres de celulases também têm suas aplicações como no branqueamento de celulose 

para produção de papel (GAWANDE e KAMAT, 1999). 

Em algumas aplicações o complexo enzimático pode ser utilizado diretamente ou de 

forma concentrada; em outros casos é necessário que a enzima seja separada do meio de cultivo. 

A precipitação é um método tradicional para tal, devido ao seu baixo custo e simplicidade 

operacional, sendo muito utilizada tanto em escala laboratorial quanto industrial para o processo 

de recuperação e purificação de proteínas. Isto porque, na maioria das vezes, o precipitado de 

proteínas formado é mais estável que o material em solução (BELL et al., 1983; CORTEZ e 

PESSOA JR, 1999). A precipitação é baseada na solubilidade da proteína a qual pode ser afetada 

por fatores como temperatura, pH da solução ou a presença de aditivos (COHN et al., 1946). 

Assim, uma proteína é feita insolúvel alterando a sua superfície ou alterando as características do 

solvente, sendo esta última estratégia preferida (ASENJO, 1990). Entre os principais métodos de 
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precipitação de proteínas estão a precipitação pela adição de sais (salting-out) polímeros não-

iônicos, polieletrólitos, íons metálicos, solventes orgânicos e precipitação isoelétrica. 

Diversos solventes orgânicos miscíveis em água, tais como etanol, metanol e acetona, são 

utilizados para precipitar enzimas. A adição desses solventes à solução proteica desencadeia uma 

variedade de efeitos, que combinados resultam na formação de precipitado. O efeito principal da 

adição de solventes orgânicos é a redução da atividade de água (CURLING, 1980). Por possuir 

características próprias como a variação gradativa da constante dielétrica e, principalmente, da 

atividade da água, a precipitação pela adição de solvente orgânico apresenta-se como um método 

refinado de fracionamento de proteína (BELL et al., 1983). 

Xilanases de fontes variadas têm sido submetidas à precipitação para a concentração, 

purificação e caracterização bioquímica para a obtenção de enzimas com características 

específicas para cada aplicação (DO et al., 2013). A Tabela 1.1 apresenta trabalhos nos quais 

xilanases produzidas por vários microrganismos foram submetidas à precipitação por diferentes 

métodos. De maneira geral, os trabalhos mostram que enzimas com atividade xilanásica 

produzidas por diferentes microrganismos, apresentam características físico-químicas variadas e 

podem ser precipitadas por diferentes métodos, sendo que a extensão dessa precipitação, assim 

como a recuperação da atividade enzimática nos precipitados, varia de acordo com a 

característica ou a concentração do agente precipitante utilizado.  

Dentre os trabalhos listados, alguns resultados de destaque são apresentados por Varma et 

al. (1999), Cortez et al. (1998) e Abirami et al. (2011). Neste primeiro trabalho no qual foi 

possível recuperar, de fermentados produzidos por Chainia sp., 99,0% da atividade xilanásica 

com fator de purificação igual a 16,0 utilizando etanol como agente precipitante na concentração 

final de 80% v/v. Neste mesmo trabalho, obteve-se 93,5% da atividade recuperada com fator de 

purificação de 8,7 quando se utilizou acetona como agente precipitante na concentração final de 

66,0% v/v. Cortez et al. (1998) recuperaram 100% da atividade xilanásica de complexos 

produzidos por P. janthinellum por precipitação com corte, a primeira etapa de precipitação 

(corte) foi feita com 40% de etanol, nesta etapa grande parte de proteínas que não eram xilanases 

foram precipitadas e removidas. Em seguida, o sobrenadante foi submetido à segunda etapa de 

precipitação com 80% de etanol para recuperar as xilanases presentes. A precipitação com corte  
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Tabela 1.1: Precipitação de xilanases por diferentes métodos. 

Microrganismo 
Método de 

precipitação 
XR  

(%) 
Fp Referência 

 
Sulfato de amônio 

(% m/v) 
   

Penicillium glabrum 90  84,2 3,3 KNOB et al., 2013 

Aspergillus niger 80* 27,0 - FARINAS et al., 2011 

Aspergillus niger 70*  78,6 1,9 AHMAD et al., 2013 

Trichoderma viride 60* 81,9 1,1 IRFAN e SYED, 2012 

Aspergillus fumigatus 40 64,0 1,5 FADEL et al., 2014 

Aspergillus flavus 35 – 70 48,9 2,1 MILALA et al., 2013 

Alternaria alternate 40 – 90 78,8 1,3 DOLMA et al., 2014 

Bacillus arseniciselenatis 35 – 80 84,7 1,4 KAMBLE e JADHAV, 2012 

Penicillium janthinellum 20 – 80 87,0 1,5 ABIRAMI et al., 2011 

 
Acetona 
(% v/v)    

Chainia sp. 80 87,7 3,8 VARMA et al., 1999 

Aspergillus niger 75 - 1,3 BENEDETTI et al., 2013 

Chainia sp. 66 93,5 8,7 VARMA et al., 1999 

Aspergillus fumigatus 40 86,2 2,7 FADEL et al., 2014 

 
Etanol 
(% v/v) 

   

Trichoderma harzianum 90 98,0 - MARIÑO et al., 2015 

Aspergillus fumigatus 80 23,0 - FADEL et al., 2014 

 40 68,6 1,3  

Chainia sp. 80 99,0 16,0 VARMA et al., 1999 

Trichodesma harzianum 40 7,9 - FADEL, 2001 

Penicillium janthinellum 40 – 70 74,0 - CORTEZ e PESSOA JR, 1999 

 40 – 80 100,0  CORTEZ et al., 1998 

*Concentração percentual (v/v) relativa à solução saturada de sulfato de amônio utilizada. XR, 
atividade xilanásica recuperada; Fp, fator de purificação.  

 

 



24 

 

 

também foi utilizada com o sulfato de amônio como agente precipitante. Nesse caso, o melhor 

resultado foi 87% de recuperação apresentado por Abirami et al. (2011). 

Os resultados apresentados na Tabela 1.1 mostram uma faixa muito ampla de atividade 

xilanásica recuperada, que vai desde 7,9 a 100%, e fator de purificação de até 16,0. Essa variação 

se dá de acordo com o agente precipitante utilizado ou a concentração deste. O sulfato de amônio 

tem sido o agente precipitante utilizado com mais frequência na recuperação de xilanases tanto 

por precipitação direta quanto por precipitação com corte. No caso do etanol, a necessidade de 

concentrações elevadas do precipitante para a obtenção de resultados satisfatórios eleva o risco de 

desnaturação da proteína e acaba por resultar em baixas recuperações em alguns casos. 

No entanto, o etanol é um dos mais importantes precipitantes industriais e sua utilização 

apresenta-se como uma das melhores técnicas no processo de precipitação, pois suas 

características permitem que sua aplicação seja estendida a diferentes proteínas (CUI et al., 2007; 

GULUNSKI et al., 2011). O etanol pode ser usado como agente precipitante em altas 

concentrações em processos cujo objetivo é a obtenção de concentrado proteico para utilização 

direta ou posterior purificação (FADEL, 2001) ou na precipitação em etapas, também conhecida 

como precipitação com corte, na qual, a primeira precipitação é realizada em baixa concentração 

de precipitante visando a precipitação e remoção de proteínas totais diferentes das de interesse. 

Em seguida a concentração do precipitante é elevada para a precipitação do produto de interesse, 

essa operação eleva a pureza do produto final (CORTEZ et al., 1998). Há ainda a precipitação 

fracionada que é o uso de sucessivos cortes a diferentes concentrações do precipitante da qual o 

exemplo mais conhecido é o processo Cohn (COHN et al., 1946) utilizado para a obtenção de 

frações de diferentes constituintes proteicos do sangue humano. Apesar de simples, desde a 

década de 1940 quando foi estabelecido, o processo Cohn tem sofrido várias modificações para 

melhorar o rendimento e a pureza do precipitado obtido (BUCHACHER e IBERER, 2006). 

Estudos realizados até hoje raramente utilizam curvas de solubilidade para caracterizar 

precipitação de proteínas, além disso, não existe um parâmetro paralelo à solubilidade que leve 

em consideração a atividade enzimática possível de ser recuperada. Recentemente, Pinheiro et al. 

(2015) lançaram o conceito de solutividade, o qual pretende agregar em um parâmetro tanto a 

medida de solubilidade proteica quanto a atividade enzimática recuperável. Segundo Pinheiro et 
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al (2015), a solutividade é a atividade enzimática inicial do fermentado que não é detectada no 

precipitado, seja por desnaturação, desativação ou devido à solubilidade da enzima.   

Uma outra estratégia para aumentar a eficiência no processo de precipitação é o uso de 

sementes (cristais adicionados ao meio com o objetivo de eliminar o tempo de nucleação, induzir 

a formação e a tendência de crescimento dos cristais de biomoléculas em solução) técnica muito 

utilizada na cristalização tanto de moléculas simples como de proteínas (D’ARCY et al., 2007; 

ALLAHYAROV et al., 2015). Porém, até agora ainda não se encontrou na literatura relatos de 

utilização de sementes de forma análoga para a precipitação de proteínas em sistemas complexos 

(fermentados, extratos, etc).  

 

1.1. Colocação do problema 

Enzimas com atividade xilanolítica são cada vez mais estudadas e utilizadas em processos 

industriais devido à sua versatilidade com destaque na bioconversão da biomassa lignocelulósica 

em combustível e outros produtos. A variedade de microrganismos capazes de produzi-las, aliada 

à possibilidade de utilização de resíduos agroindustriais como substrato para a sua produção são 

alguns dos atrativos para que a sua aplicação seja ampliada. Porém, para que isso seja possível, é 

necessário se entender como melhor recuperar essas enzimas dos complexos enzimáticos 

produzidos de modo a manter o requerimento de alta atividade a um baixo custo. 

Estudos de precipitação de xilanases de complexos enzimáticos produzidos por diferentes 

microrganismos em FES ou FS têm revelado diferenças quantitativas (GAWANDE e KAMAT, 

1999; NAIR et al., 2008; ELISASHVILI et al., 2008) e qualitativas (ESTEBAN et al., 1982; 

SHAO et al., 1995; INAGAKI et al., 1998) significativas entre os produtos obtidos na fase sólida. 

Tais diferenças podem estar relacionadas às características das enzimas presentes e suas 

concentrações em cada um dos complexos, assim como os efeitos relacionados ao agente 

precipitante.  

No caso de precipitação de xilanases com etanol, os trabalhos da literatura apresentam 

resultados variados para complexos produzidos por diferentes microrganismos, sendo que, na 

maioria das vezes, os melhores resultados de recuperação de atividade enzimática foram obtidos 
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quando altas concentrações de etanol iguais ou maiores de 80% v/v foram utilizadas (MARIÑO 

et al., 2015; VARMA et al., 1999; FADEL, 2001). 

Considerando a importância das xilanases para a indústria, inclusive na hidrólise 

enzimática do processo de produção de etanol de segunda geração, o potencial do fungo A. niger 

para a produção destas, a praticidade da precipitação como operação unitária e o baixo custo do 

etanol como agente precipitante é necessário agregar conhecimento acerca das variáveis 

envolvidas no processo de precipitação de xilanases dos complexos enzimáticos produzidos por 

esta espécie. Além disso, existe a possibilidade de se estudar a precipitação de xilanases 

utilizando o conceito de solutividade, assim como necessidade de estudos com a utilização de 

semente na precipitação de xilanases a partir do complexo enzimático, uma vez que não há nada 

descrito na literatura a respeito deste tema. 

A utilização desse conjunto de informações poderá abrir caminho para processos de 

recuperação mais eficientes dessas enzimas com a possibilidade de armazenamento por um 

período mais longo, resultando em aumento de eficiência e redução de custos tanto para uso em 

pesquisa como para as indústrias que as utilizam em seus processos de produção. 

 

1.2. Objetivo 

O presente trabalho teve como objetivo estudar de forma sistemática e comparativa, a 

precipitação de xilanases de complexos enzimáticos produzidos por A. niger em FES e FS 

utilizando etanol como agente precipitante, com o enfoque do conceito de solutividade e do uso 

da técnica de semeadura em precipitação, buscando a maior recuperação de xilanases ativas 

presentes nestes complexos. 

 

1.3. Plano e etapas de trabalho desenvolvido 

O plano de trabalho com as etapas desenvolvidas está representado na Figura 1.1 e as 

atividades referentes a estas etapas do trabalho são apresentadas de forma detalhada a seguir. 
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Figura 1.1: Diagrama esquemático das etapas do trabalho. 

 

Etapa 4 

Precipitação com etanol em tanque agitado e 
determinação da solutividade 

Etapa 3 

Estudo do efeito de temperatura, pH e concentração de 
etanol na precipitação de xilanases com etanol por 

planejamento experimental  

Etapa 2 

Estudo da estabilidade térmica e de pH das xilanases 
produzidas por FES e FS 

Etapa 5 

Precipitação com o uso de semente 

Etapa 1 

Estudo para a determinação do meio suplementar na 
FES e nutriente na FS, adequado para a produção de 

xilanases por A. niger 
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 A Etapa 1 constou das seguintes atividades: 

a) Reativação, manutenção e preparação de inóculo do fungo A. niger; 

b) Produção de complexos enzimáticos utilizando farelo de trigo como substrato sólido 

e meio Mandels (Mandels e Weber, 1969) ou solução de sulfato de amônio como meio 

de suplementação na FES e meio nutriente na FS; 

c) Caracterização enzimática dos complexos produzidos em termos de atividades 

enzimáticas de FPase, CMCase e xilanase; concentração de proteínas; hidrólise de 

bagaço de cana in natura e perfil proteico dos complexos (SDS-PAGE), para a seleção 

do meio de suplementação adequado, visando a maior produção de enzimas nos dois 

sistemas de cultivo. 

 Na Etapa 2 foram realizados ensaios para a definição das faixas adequadas (em termos da 

manutenção da atividade enzimática) de temperatura e de pH dos complexos enzimáticos 

produzidos por A. niger em FES e FS para a sequência dos estudos. Estas faixas foram definidas 

através das análises da estabilidade dos complexos em diferentes valores de temperatura (15,0 a 

45,0 ºC) e pH (3,0 a 8,0) em função do tempo de incubação, em termos da atividade enzimática 

de xilanase e concentração de proteínas totais. 

 Na etapa 3 os complexos enzimáticos obtidos por FES e FS foram submetidos a ensaios 

de precipitação para a seleção de variáveis e estudo dos efeitos dessas variáveis sobre a 

precipitação de xilanases e proteínas totais dos complexos. A sequência desses estudos constou 

de: 

a) Determinação do ponto de turvação dos complexos enzimáticos pela adição de 

etanol para a verificação da concentração mínima do precipitante a ser utilizado nos 

experimentos de precipitação; 

b) Planejamento experimental fatorial 23 para as precipitações com etanol para a 

verificação entre as variáveis pH, temperatura e concentração de etanol daquelas que 

afetam a recuperação de xilanase (e sua pureza) na fase precipitado, isoladamente e em 

associação entre si, visando otimização em etapa posterior; 
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c) Cinética preliminar de precipitação para a determinação do tempo de precipitação 

(período após se estabelecer no sistema as condições de precipitação) para os estudos 

planejados via planejamento experimental nas condições de ponto central (30,0 ºC, pH 

5,50 e etanol 80% v/v); 

d) Precipitação dos complexos enzimáticos com base no planejamento experimental 

fatorial 23 e na cinética preliminar de precipitação; 

e) Precipitação dos complexos enzimáticos segundo o planejamento experimental 

composto central 22, com a temperatura fixa em 15,0 ºC, utilizando como variáveis 

apenas o pH e a concentração de etanol; 

f) Estudo cinético de precipitação visando a determinação do perfil cinético de 

precipitação (período após se estabelecer no sistema as condições de precipitação) dos 

complexos enzimáticos com etanol.  

 A Etapa 4 referiu-se ao estudo de precipitação em tanque agitado no qual realizou-se: 

a) Determinação do ponto de turvação do fermentado durante a adição de etanol para a 

determinação do limite mínimo da concentração do precipitante a ser utilizado nos 

experimentos de precipitação; 

b) Determinação da solubilidade de proteínas e da solutividade de atividade xilanásica 

em função da concentração de etanol, parâmetros fundamentais para se projetar etapas 

de precipitação; 

c) Precipitação em duas etapas (corte) visando aumento de pureza; 

 Na Etapa 5 foram realizados os estudos de precipitação com o uso de semente, visando 

eliminação do tempo de nucleação e aumento de pureza, este constituiu-se de: 

a) Preparação da semente; 

b) Precipitação com a utilização de semente e seus respectivos controles.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Aspectos gerais de hemicelulose, xilana e xilanase 

A hemicelulose é o segundo polímero mais abundante na natureza, constituindo de 20 a 

50% da biomassa lignocelulósica (LAUREANO-PEREZ et al., 2005) e refere-se a um grupo de 

homo e heteropolímeros de estrutura complexa formada por cadeias de xilana, xiloglucana, 

glucomanana, galactoglucomanana, arabinogalactana ou outros heteropolímeros (FENGEL e 

WEGENER, 1984; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Diferente da celulose, a hemicelulose não 

contém em sua estrutura regiões cristalinas. Essa estrutura amorfa a torna mais suscetível à 

hidrólise química sob condições relativamente brandas (SUN e CHENG, 2005). Esse polímero 

funciona como uma ligação entre a lignina e as fibras de celulose e sua presença confere mais 

rigidez a toda rede de celulose-hemicelulose-lignina (LAUREANO-PEREZ et al., 2005). 

A degradação enzimática da hemicelulose é, em alguns aspectos, parecida com a da 

celulose, porém, devido à variedade de açúcares na sua composição, a degradação completa 

requer a atuação de um número maior de enzimas (MALHERBE e CLOETE, 2002).  

O teor e a proporção dos diferentes componentes que formam a hemicelulose variam 

bastante dependendo da fonte vegetal (JARDINE et al., 2009). O material hemicelulósico 

constitui cerca de 30-35% das madeiras duras (angiospermas), 15-30% das gramíneas e 7-12% 

das madeiras macias (gimnospermas). O componente dominante da hemicelulose da biomassa 

agrícola, como gramíneas e palha, é a xilana, na madeira macia é a glucomanana, enquanto que o 

principal componente da hemicelulose de madeira dura é a glucuronoxilana (DHIMAN et al., 

2008; JEFFRIES, 1994).  

 

2.1.1. Xilana: características, aplicação e degradação 

A xilana, principal componente da hemicelulose, é um polímero linear com a cadeia 

principal composta por resíduos de β-xilopiranose unidos através de ligação glicosídica do tipo β-
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1,4. Na natureza a cadeia principal pode ter a adição de unidades de ramificações como 4-O-

metil-α-D-glucuronopiranosil, acetil, α-L-arabinofuranosil (Figura 2.1), em várias proporções 

dependendo da fonte (POLIZELI et al., 2005; DHIMAN et al., 2008; MOTTA et al., 2013). Este 

polímero forma uma interface entre a lignina e outros polissacarídeos, estando presente 

principalmente na parede celular secundária e ligada covalentemente com resíduos fenólicos da 

lignina e outros polissacarídeos como pectinas e glicanos (DHIMAN et al., 2008). 

A xilana apresenta grande diversidade em termos de molecularidade e grau de 

polimerização podendo também ser classificada com base nos substituintes ligados à cadeia 

principal (Tabela 2.1) (MELO, 2010).  

 

 
 

Figura 2.1: Representação esquemática de uma molécula de xilana mostrando diferentes grupos 
substituintes (adaptada de BEG et al., 2001). 
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2.1.2. Xilanases: características, aplicação e função  

As xilanases são enzimas extracelulares que degradam a xilana contida na hemicelulose, 

material da parede celular vegetal. Sua ação na despolimerização resulta na conversão de 

substâncias poliméricas em xilooligossacarideos e xilose (AHMAD et al., 2013). 

Vários microrganismos, incluindo fungos filamentosos, bactérias, e leveduras têm 

demonstrado diferentes potenciais para a síntese de enzimas com atividade xilanásica. Dentre 

eles, os fungos são a fonte mais frequente de hemicelulases como xilanases e glucanases 

(BAKALOVA et al., 1995; AHMAD et al., 2013). Na alimentação humana e animal, enzimas 

xilanolíticas liberam nutrientes pela hidrólise das fibras de hemicelulose não degradáveis 

tornando estes nutrientes disponíveis (AHMAD et al., 2013). Na indústria papeleira, as xilanases 

são utilizadas para a remoção de complexos lignina-carboidrato gerados no processo kraft que 

atuam como barreiras físicas para a entrada dos produtos químicos de branqueamento, sendo que, 

o pré-requisito para a aplicação de xilanases na indústria do papel é que o conteúdo enzimático 

esteja isento de atividade de celulase (CARMONA et al., 1998). 

Devido à sua utilização na fermentação, para aplicação na produção de pão e na 

preparação de ração animal, dentre outros, nas últimas décadas, o interesse sobre a xilana e 

complexos enzimáticos xilanolíticos cresceu bastante (AHMAD et al., 2013). Em razão da 

heterogeneidade e complexidade química da xilana, a sua degradação completa requer a ação de 

um complexo de várias enzimas hidrolíticas com diversas especificidades e modos de ação (BEG 

et al., 2001). Desta forma, o sistema enzimático que realiza a hidrólise da xilana é normalmente 

composto por um conjunto de enzimas hidrolíticas que atuam de forma sinérgica (JUTURU e 

WU, 2012). As enzimas que atuam sobre a cadeia principal são as exohidrolases que clivam 

ligações glicosídicas terminais removendo unidades de monossacarídeos de terminais não 

redutores e endohidrolases que realizam a clivagem aleatoriamente ou em ligações glicosídicas 

específicas dependendo do tipo de enzima (POLIZELI, 2009). 

Na Figura 2.2, estão representados os pontos de ação de várias enzimas que participam de 

maneira sinérgica na degradação total da xilana. Segundo Polizeli (2009), a α-glucuronidase 

remove o ácido 4-O-metil glucurônico a partir da cadeia principal da xilana enquanto a feruloil 

ou ρ-coumaroil esterase cliva as ligações éster entre arabinose e ácido felúrico ou arabinose e 

ácido ρ-cumárico. A α-arabinofuranosidase remove os resíduos de L-arabinose substituídos nas 
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Tabela 2.2: Características de xilanases de diferentes microrganismos.  

Microrganismo 
Massa 

molecular 
(kDa) 

Valores ótimos 
pI Referência pH Temperatura 

(ºC) 

Bactéria      
Acidobacterium 

capsulatum 

41,0 5,0 65,0 7,3 INAGAKI et al., 1998 

Bacillus circulans  15,0 5,5-7,0 5,0 9,1 ESTEBAN et al., 1982 

Bacillus sp.   32,0 5,5 50,0 7,9 BLANCO et al., 1995 

Staphilococcus sp.  60,0 7,5-9,2 50,0  GUPTA et al., 2000 

Thermoanaero 

bacterium sp. 

24,0; 180,0 6,2 80,0 4,4 SHAO et al., 1995 

Thermotoga maritime 40,0; 120,0 5,4; 6,2 92,0; 105,0 5,6 WINTERHALTER e 
LIEBEL, 1995 

Levedura      
Aureobasidium 

pullulans  
25,0 4,4 54,0 9,4 LI et al., 1993 

Cryptococcus albidus  48,0 5,0 25,0 - MOROSOLI et al., 1986 

Actinomiceto      
Streptomyces sp. 23,8; 40,5 6,0 - 7,0 55,0 - 60,0 4,8 - 8,3 ELEGIR et al., 1994 

 20,0 4,5-5,5 60,0 7,8 KESKAR, 1992 

Streptomyces 

chattanoogensis 
48,0 6,0 50,0 9,0 LOPEZ-FERNANDEZ et 

al., 1998 

Fungo      
Acrophialophora 

nainiana 

17,0 6,0 50,0 - XIMENES et al., 1999 

Aspergillus niger 14,0 5,5 45,0 9,0 FREDERICK et al., 1985 

Aspergillus fischeri  31,0 6,0 60,0 - RAJ e CHANDRA, 1996 

Aspergillus sojae 32,7; 35,5 5,0; 5,5 60,0; 50,0 3,5-3,75 KIMURA et al., 1995 

Aspergillus awamori 18,0; 52,0 5,5 60,0 - SILVA et al., 1999 

Aspergillus fumigatus 39,0; 23,0;  4,0 - 5,0 50,0 - 70,0 - KITAMOTO et al., 1999 

Geotrichum candidum 35,0 5,5 55,0 - RODIONOVA et al., 2000 

Thermomyces 

lanuginosus 

20,8; 23,5 8,0 40,0 - LIN et al., 1999 

Trichoderma 

harzianum 

- 4,0 50,0 5,2 TENKANEN et al., 1992 

Trichoderma reesei 25,5 5,0-7,3 50,0 - 60,0 5,9 - 8,6  

Fonte: Adaptado de BEG et al., 2001. 
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Os valores de massa molecular de xilanases produzidas por fungos variaram entre 14 kDa 

para xilanases de A. niger (FREDERICK et al., 1985) e 52 kDa para aquelas produzidas por A. 

awamori (SILVA et al., 1999), enquanto que os valores mais elevados de massa molecular foram 

encontrados em xilanases produzidas por bactérias, chegando a 180 kDa (SHAO et al., 1995). 

Quanto ao ponto isoelétrico (pI) das xilanases, estes também abrangem uma faixa ampla com os 

valores variando entre 3,5 a 9,4 (KIMURA et al., 1995; LI et al., 1993).  

A maioria das enzimas com atividade xilanolítica utilizadas na indústria são produzidas 

por organismos mesófilos (crescimento ótimo em temperaturas entre 15 e 45 ºC). No entanto, 

para ter um impacto significativo em escala industrial, enzimas (xilanolíticas ou não) devem 

apresentar estabilidade e eficiência sob várias condições de operação, inclusive naquelas onde há 

a necessidade de utilização de condições de pH e temperatura extremas (BEG et al., 2001; 

COLLINS et al., 2005). Muitas xilanases utilizadas na indústria são de mesófilos ou tem origem 

neutrofílica (pH próximo de 7,0).  

Existem ainda enzimas produzidas por microrganismos que colonizaram ambientes 

considerados extremos, do ponto de vista antropocêntrico, e que produzem enzimas adaptadas a 

estes ambientes. Estas xilanases são ativas em baixas temperaturas como 5 ºC (INAGAKI et al., 

1998) ou temperaturas relativamente elevadas como 105 ºC (WINTERHALTER e LIEBEL, 

1995) e valores de pH que podem variar de 2,0 a 11,0 (COLLINS et al., 2005). 

Xilanases produzidas por vários microrganismos termófilos (crescimento ótimo entre 50 e 

80 ºC) e hipertermofílicos (crescimento ótimo acima de 80 ºC) podem ser aplicadas em sistemas 

nos quais o resfriamento seria economicamente inviável ou há a necessidade de altas 

temperaturas para aumentar a biodisponibilidade, solubilidade dos substratos, reduzir a 

viscosidade ou para reduzir o risco de contaminação (KANWAR e DEVI, 2013; COLLINS et al., 

2005). 

Por outro lado, xilanases de organismos psicrófilos (crescimento ótimo baixo de 15 ºC) 

são indicadas para processos no qual o aquecimento é prejudicial ou temperaturas baixas são 

necessárias para evitar a alteração na qualidade do produto (sabor, cor, etc.), desenvolvimento 

microbiano, fermentação ou evitar a desnaturação do produto. Xilanases adaptadas ao frio 

oferecem vantagens sobre as termofílicas em processos na indústria alimentícia; por exemplo, na 

preparação e impermeabilização da massa de panificação (COLLINS et al., 2005). 
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Enzimas acidofílicas e alcalifílicas, obviamente, são indicadas para processos em que são 

necessárias condições extremas de pH ou onde o ajuste do pH para 7,0 ou valores próximos da  

neutralidade não é possível ou economicamente viável. Xilanases termo-alcalifílicas ou mesmo 

termo-acidofílicas podem também ser utilizadas em processos de bioconversão nos quais vários 

tipos de pré-tratamentos, incluindo o pré-tratamento alcalino, ácido ou hidrotérmico, podem ser 

usados antes ou simultâneo ao processo enzimático. Estas informações demonstram que as 

enzimas que combinam um maior número de características extremofílicas tendem a ter uma 

maior aplicação na indústria (MIELENZ, 2001; KANWAR e DEVI, 2013).  

Quanto à estabilidade térmica e de pH, em termos da manutenção da atividade enzimática 

a diferentes valores de temperatura e de pH, estudos com xilanases fúngicas têm apresentado 

resultados variados. Alguns desses resultados são apresentados nas Tabelas 2.3 e 2.4. 

 

Tabela 2.3: Estudos de estabilidade térmica de xilanases. 

Fungo Tempo 
(h) 

Temperatura 
(◦C) 

Referência 

Aspergillus niger 2,0 45,0 GUIMARÃES et al., 2013 

Aspergillus phoenicis 0,5 40,0 CHIPETA et al., 2005 

Aspergillus terreus 3,0 30,0 – 45,0 BAKRI et al., 2010 

Aspergillus niger  1,0 45,0 BETINI et al., 2009 
Aspergillus niveus 1,0 50,0  
Aspergillus ochraceus 1,0 50,0  

 

 

Guimarães et al. (2013) relataram a estabilidade total a 45,0 °C por 2 h de xilanases 

produzidas por A. niger em FS. Xilanases de A. phoenicis também mantiveram 100% da 

atividade a 40,0 °C por 30 min (CHIPETA et al., 2005). No trabalho de Bakri et al. (2010) a cepa 

FSS129 de A. terreus produziu xilanases que foram totalmente estáveis na faixa de 30,0 – 45,0 ºC 

por até 3 h. Enzimas com atividade xilanolítica produzidas em FES por A. niger foram totalmente 

estáveis à 45 ºC por 1 h, enquanto as xilanases de A. niveus e A. ochraceus mantiveram-se 

totalmente estáveis em até 50,0 ºC por 1 h (BETINI et al., 2009). 
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Tabela 2.4: Estudos de estabilidade de xilanases a diferentes valores de pH. 

Fungo Tempo 
(h) 

pH Atividade inicial 
mantida (%) 

Referência 

Aspergillus niger 1,0 3,0 – 8,0 95 GUIMARÃES et al., 2013 

Aspergillus terricola 1,0 2,5 – 8,0 70 MICHELIN et al., 2010 
Aspergillus ochraceus     

Aspergillus niger  1,0 2,0 – 7,0 >75 BETINI et al., 2009 
Aspergillus niveus 1,0 3,5 – 7,0 >70  
Aspergillus ochraceus 1,0 3,0 – 7,0   

 

No trabalho de Guimarães et al. (2013), xilanases de A. niger incubadas por 1 h 

mantiveram mais de 95% da atividade original na faixa de pH 3,0 – 8,0. Xilanases de A. terricola 

e A. ochraceus mantiveram estabilidade superior a 70% por 1 h na faixa de pH de 2,5 a 8,0 

(MICHELIN et al., 2010). Nos estudos de estabilidade de pH realizados por Betini et al. (2009), 

xilanases de A. niger mantiveram-se relativamente estáveis na faixa de pH de 2,0 – 7,0, mantendo 

mais de 75% da atividade, enquanto as xilanases de A. niveus e A. ochraceus foram estáveis entre 

pH 3,5 – 7,0 e 3,0 – 7,0, respectivamente, mantendo mais de 70% de atividade. Nestes estudos, o 

tempo de incubação foi de 1 h. 

Segundo Fang et al. (2007) e Kulkarni et al. (1999), a maioria das xilanases de origem 

fúngica são estáveis em um amplo intervalo de pH. Esta característica pode ser atribuída à 

associação de outras proteínas extracelulares às xilanases que as protegem contra a desnaturação 

pelo efeito do pH. 

 

2.2. Técnicas de cultivo para produção de complexos enzimáticos 

A partir da segunda metade do século XX viu-se um grande avanço no conhecimento 

sobre o uso de microrganismos e seus produtos metabólicos (enzimas), incluindo suas possíveis 

aplicações industriais (BEG et al., 2001). Entre as técnicas utilizadas para o processo de produção 

industrial de enzimas de origem microbianas destacam-se a fermentação em estado sólido (FES) 

e a fermentação submersa (FS) (PANAGIOTOU et al., 2003). 
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2.2.1. Fermentação em estado sólido (FES): características gerais 

A técnica de fermentação em estado sólido (FES) é caracterizada principalmente pela 

ausência de água livre no meio. Nesta técnica o substrato deve possuir a umidade suficiente 

apenas para que o microrganismo cresça e se desenvolva metabolicamente (PANDEY e 

RADHAKRISHNAN, 1992). Segundo Zúñiga (2010), para serem utilizados na FES as partículas 

dos substratos devem possuir porosidade e tamanho adequados, com grande área superficial por 

unidade de volume, características que facilitarão a acessibilidade e a penetração do organismo 

no substrato, condições que podem ser atingidas por tratamento e acondicionamento prévios à 

fermentação.  

A FES tem um potencial econômico considerável na produção de insumos para as 

indústrias de alimentos para consumo humano e animal, farmacêutica e agrícola (PANDEY e 

RADHAKRISHNAN, 1992). Além disso, essa técnica de produção de enzimas é de interesse 

econômico especial para países com abundância de resíduos agroindustriais e biomassa, visto que 

estes podem ser utilizados como matérias-primas de baixo custo (CASTILHO et al., 2000). 

Vantagens como a economia de espaço, maior rendimento de produção e baixo nível de 

contaminação, decorrente da falta de água livre no sistema, fazem da FES uma técnica atrativa 

para a produção de enzimas fúngicas (GAWANDE e KAMAT, 1999). Por outro lado, a menor 

gama de produtos obtidos e de microrganismos aptos a crescer nessas condições, as dificuldades 

no controle do processo e na adição de soluções desejadas, além de menor disponibilidade de 

informações na literatura no que tange a fenômenos de transporte e cinéticas de crescimento e de 

produção enzimática são algumas das limitações dessa técnica (CASTRO e PEREIRA Jr., 2010). 

Apesar destas desvantagens, devido ao potencial de utilização da FES em diversos setores da 

indústria pelo conjunto de vantagens que esta apresenta, torna-se de interesse econômico o 

desenvolvimento de novos processos que utilizem este sistema, assim como a otimização dos 

processos já existentes (MACIEL, 2006). 

A FES é muito utilizada para o cultivo de fungos filamentosos, uma vez que estes 

crescem na superfície da partícula utilizando o oxigênio presente entre elas e sua estrutura 

filamentosa permite a sua penetração, através de suas hifas, no interior do substrato sólido com 

melhor aproveitamento dos nutrientes nele contidos. Nesse caso, a interação entre o 

microrganismo e o substrato possibilita a decomposição de substratos sólidos. O processo de 
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crescimento de fungos filamentosos em substrato sólido que ocorre na FES requer menos energia 

e produz menos resíduo líquido do que na FS, além de agregar valor aos resíduos sólidos, 

principalmente os agrícolas, evitando problemas ambientais causados pelo acúmulo dos mesmos 

(PANDEY, 2003). 

 

2.2.2. Fermentação submersa (FS): características gerais 

A técnica de fermentação submersa é caracterizada pela presença de água em excesso no 

meio, tornando-o relativamente homogêneo. A FS oferece algumas vantagens sobre a FES, dentre 

as quais se destacam a facilidade no controle de parâmetros como pH e O2 dissolvido, além de 

troca de calor do sistema, reduzindo a degradação do produto, em especial enzimas com baixa 

termoestabilidade, e permite o controle da fonte de carbono e retirada do produto do meio, 

evitando a repressão catabólica (GONZÁLEZ et al., 2002). 

No entanto, há uma maior probabilidade de contaminação pela presença de maior 

quantidade de água do que na FES. Outra limitação desta técnica é o fato de os produtos estarem 

diluídos, sendo necessária uma etapa de concentração na purificação e os complexos enzimáticos 

podem apresentar baixa estabilidade (MATSUMOTO et al., 2004). Além disso, a FS leva à 

geração de grandes volumes de resíduo líquido, requer uma maior demanda energética associada 

à esterilização do meio e à remoção de produto do meio, quando comparada à FES. Há ainda a 

possibilidade de problemas reológicos no sistema (aumento da viscosidade), quando operado com 

elevadas concentrações de substrato (ELLAIAH et al., 2002). 

Uma vez que a diferença entre a FES e a FS está na presença ou ausência de água livre no 

meio reacional é necessário observar que em um bioprocesso a água possui muitas funções, tais 

como a difusão de nutrientes no meio e a absorção destes pelos microrganismos, a remoção de 

metabólitos, a manutenção da função pela estabilidade da estrutura de proteínas, nucleotídeos e 

carboidratos, manutenção da estabilidade da estrutura lamelar com a conservação da 

permeabilidade da membrana plasmática (RAIMBAULT, 1998; GERVAIS e MOLIN, 2003). 

Segundo Gervais e Molin (2003), para o caso específico do cultivo de fungos filamentosos, a 

baixa quantidade de água pode causar a desnaturação de enzimas-chaves do metabolismo das 

células levando ao desequilíbrio nas vias metabólicas, afetar os processos de germinação, 
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esporulação e formação de metabólitos, reduzir a taxa de crescimento microbiano e aumentar o 

período de aclimatação celular. 

 

2.2.3. Produção de xilanases por FES e FS 

Além das vantagens e desvantagens das duas técnicas de cultivo para a produção de 

complexos enzimáticos, muitos autores têm relatado diferenças significativas nas características 

físico-químicas e nas atividades enzimáticas entre os complexos. Em outros trabalhos estes 

também têm apresentado diferenças de rendimento na produção de enzimas. Os resultados de 

alguns desses trabalhos são resumidos na Tabela 2.5. 

O trabalho de Gawande e Kamat (1999), que utilizou diferentes substratos sólidos e 

temperatura de 35 ºC para a produção de xilanases por Aspergillus terreus, apresentou maior 

rendimento e atividade xilanásica em FS do que em FES, sendo que os melhores resultados foram 

obtidos quando o farelo de trigo foi utilizado como substrato. Neste mesmo trabalho, resultado 

parecido foi obtido quando o microrganismo utilizado foi o Aspergillus niger, exceto quando o 

bagaço de cana foi utilizado como substrato, no qual o rendimento em FES foi superior. Nair et al. 

(2008), utilizando farelo de trigo e temperatura de 30 ºC na produção de xilanases por diferentes 

espécies de Aspergillus, registraram a superioridade da FES na produção desta enzima. No 

trabalho de Elisashvili et al. (2008) a FES utilizando palha de trigo e a FS utilizando casca de 

tangerina resultaram no mesmo rendimento de atividade xilanásica nos fermentados produzidos 

pelo fungo basidiomiceto Lentinus edodes. No entanto, quando o microrganismo utilizado foi o 

Pleurotus ostreatus a FES apresentou o melhor resultado. Em todos os resultados apresentados as 

maiores atividades enzimáticas específicas foram registradas para a FS, estes experimentos foram 

conduzidos a 30 ºC. 

De maneira geral, os complexos enzimáticos produzidos por FES e FS apresentam 

diferenças quantitativas, ou seja, complexos produzidos por microrganismos podem ter maiores 

rendimentos de xilanases quando produzidos em FES enquanto outros terão melhores rendimentos 

apenas quando produzidos em FS. Esse comportamento reforça a ideia da grande influência do 

nível de água no meio. 
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Tabela 2.5: Estudos de obtenção de xilanases por FES e FS. 

Fonte 
FES  FS 

Referência 
Substrato T (ºC) Ax Ae (UI.mg-1)  Substrato T (ºC) Ax Ae (UI.mg-1) 

Aspergillus terreus Farelo de trigo 35 21,2 UI.mL-1 11,1  Farelo de trigo 35 38,5 UI.mL-1 27,5 GAWANDE e 
KAMAT, 1999 

 Bagaço de cana  3,5 UI.mL-1 3,4  Bagaço de cana  17,2 UI.mL-1 13,2  

 Casca de soja  6,2 UI.mL-1 3,6  Casca de soja  12,5 UI.mL-1 8,3  

 Palha de arroz  10,5 UI.mL-1 7,0  Palha de arroz  23,7 UI.mL-1 18,2  

Aspergillus niger Farelo de trigo 35 26,7 UI.mL-1 14,8  Farelo de trigo 35 35,5 UI.mL-1 53,8  

 Bagaço de cana  18,0 UI.mL-1 10,0  Bagaço de cana  12,5 UI.mL-1 10,4  

 Casca de soja  8,7 UI.mL-1 4,8  Casca de soja  24,8 UI.mL-1 19,1  

 Palha de arroz  11,8 UI.mL-1 9,8  Palha de arroz  16,7 UI.mL-1 12,0  

 Farelo de trigo 30 724 UI.g-1 40  Xilana de bétula 30 33 UI.mL-1 330 NAIR et al., 
2008 

Aspergillus flavus   738 UI.g-1 41    31 UI.mL-1 1823  

Aspergillus fumigatus   608 UI.g-1 13    38 UI.mL-1 156  

Aspergillus ochraceus   489 UI.g-1 49    10 UI.mL-1 400  

Aspergillus sydowii   543 UI.g-1 21    40 UI.mL-1 607  

Lentinus edodes Palha de trigo  27 22,9 UI.mL-1   Casca de 
tangerina 

27 22,8 UI.mL-1  ELISASHVILI 
et al., 2008 

Pleurotus ostreatus   61,3 UI.mL-1     32,4 UI.mL-1   

Ax, atividade xilanásica, Ae, atividade enzimática específica por massa de proteína.   
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2.2.4. A espécie Aspergillus niger 

Aspergillus niger é um fungo filamentoso que cresce aerobicamente em matéria orgânica. 

Na natureza, é encontrado no solo, lixo, adubo e material vegetal em decomposição. Pode crescer 

na faixa de temperatura de 6 a 47 °C, com uma temperatura ótima relativamente elevada, de 35 a 

37 °C. O limite de atividade de água para o seu crescimento é de 0,88, considerada alta quando 

comparada com outras espécies de Aspergillus. Esta espécie também é capaz de crescer em uma 

faixa de pH extremamente ampla, de 1,4 a 9,8. Tais habilidades somadas à produção abundante 

de conídios, os quais são disseminados pelo ar, garantem a ampla distribuição geográfica da 

espécie, com maior frequência em lugares quentes e úmidos (SCHUSTER et al., 2002). 

A espécie A. niger tem sido objeto de pesquisa e de uso industrial há várias décadas. A 

pesquisa adquiriu importância prática quando a sua capacidade em produzir ácido cítrico foi 

explorada industrialmente em 1919 (SCHUSTER et al., 2002). Essa espécie fúngica ganhou 

maior atenção devido à sua grande capacidade de secretar enzimas celulolíticas (LIU et al., 

2011). A. niger tem sido bastante utilizado na produção de enzimas como a glicose oxidase 

(MIRÓN et al., 2008), lacase (TÉLLEZ et al., 2006), pectinase (SOUZA, 2008), lactase, 

invertase, celulase (CARDOSO et al., 2008), amilase (GUPTA, 2008), protease (COELHO, 

2001), endoglucanase (CUNHA et al., 2012), poligalacturonase (SANTOS et al., 2008), xilanase 

(FARINAS et al., 2011), fitase (CASEY e WALSH, 2003) e lipase (KAMINI et al., 1998).  

Segundo Nasser et al. (2003), a baixa toxicidade fez do fungo A. niger uma das poucas 

espécies que receberam o status de GRAS (“generally regarded as safe”) conferido pela “Food 

and Drug Administration” (FDA) dos EUA. Isso faz com que as enzimas produzidas por essa 

espécie sejam aceitáveis para o uso na indústria de alimentos, razão pela qual é frequentemente 

utilizado para a produção de pectinases (MALVESSI e SILVEIRA, 2004; STRICKER et al., 

2008).  

Devido às características biológicas, a variedade de enzimas presentes nos seus 

complexos enzimáticos e as diversas aplicações de seus produtos enzimáticos, como na indústria 

de alimentos, papel-celulose e têxtil, A. niger tornou-se um dos principais fungos em uso na 

biotecnologia industrial, principalmente, para o estudo da hidrólise enzimática aplicada na etapa 

de sacarificação da obtenção de etanol de segunda geração, devido ao seu potencial na 

degradação de material lignocelulósico (ANDERSEN et al., 2011; FARINAS et al., 2011).  
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2.2.5. Xilanases produzidas por Aspergillus niger 

Idealmente, para aplicações comerciais, xilanases devem ser produzidas rapidamente e em 

grande quantidade a partir de substratos simples e baratos (GAWANDE e KAMAT, 1999). O 

fungo A. niger é uma das fontes industriais que produz xilanases, livres ou não de celulases 

(BINOD et al., 2011). Em muitas aplicações a presença de celulases no complexo enzimático não 

afeta o processo ou produto e, em alguns casos, celulases têm um efeito sinérgico. No entanto, 

xilanases livres de celulases também têm suas aplicações e são utilizadas com sucesso no 

processo de branqueamento de celulose para produção de papel (GAWANDE e KAMAT, 1999). 

Na busca de melhorar a eficiência, principalmente em processos industriais, xilanases de 

A. niger têm sido produzidas em diferentes sistemas. As variações nos parâmetros de produção 

das enzimas permite a obtenção destas com características adaptadas ao novo sistema no qual 

foram geradas. Essas novas características possibilitam a aplicação de xilanases de A. niger em 

um campo cada vez mais amplo da indústria (FADEL et al., 2014). 

A Tabela 2.6 apresenta diferentes características de enzimas com atividade xilanásica 

produzidas por A. niger em diferentes estudos. Nestes estudos, A. niger produziu enzimas com 

atividade xilanásica com massas moleculares diferentes, sendo que a maioria apresentou massa 

molecular relativamente baixa, de 13 até 36 kDa (FREDERICK et al., 1985; CORAL et al., 

2002). Entretanto, as β-xilosidases produzidas em FS, relatadas nos trabalhos de Rodionova et al. 

(1983) e Matsushita et al. (1985) apresentaram altas massas moleculares (122 e 123 kDa, 

respectivamente). Estes dados mostram que A. niger produz xilanases dos dois grandes grupos 

estruturais que, segundo Kirk e Jeffries (1996), é composto pela família F ou 10, que compreende 

as xilanases de massa molecular relativamente elevada, e a família G ou 11, que são xilanases de 

baixa massa molecular.  

As enzimas com baixa massa molecular mostraram pH ótimo de atividade na faixa de 4,0 

a 7,5 (GORBACHEVA e RODIONOVA, 1977; AHMAD et al., 2013; CORAL et al., 2002) e 

temperatura ótima de atividade entre 42 e 60 ºC (FOURNIER et al., 1985; CUYVERS et al., 

2011), enquanto que as proteínas de altas massas moleculares tiveram o pH ótimo de atividade 

nas regiões de pH ácido, entre 2,5 e 5,0. Quanto à temperatura de estabilidade, as enzimas 

produzidas por FS nos trabalhos de Uchida et al. (1992), Rodionova et al. (1983) e Matsushita et 

al. (1985) podem ser consideradas termoestáveis, com temperaturas ótimas elevadas chegando até  
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Tabela 2.6: Características de enzimas com atividade xilanolítica produzidas por A. niger.  

Enzima 

Massa 
molecular 

(kDa) 

Valores ótimos 

pI Referência pH  Temperatura 
(ºC) 

Xilanases 

32,3 5,0 55,0 - 60,0 - BENEDETTI et al., 2013 

30,0 7,5 60,0 - AHMAD et al., 2013 

36,0 7,5 60,0 - CORAL et al., 2002 

Endo-xilanase  21,0 5,0 55,0 6,7 FREDERICK et al., 1981 

1-4-β-D-xilana 
xilohidrolase (I) 

13,0 6,0 45,0 8,6 FREDERICK et al., 1985 

1-4-β-D-xilana 
xilohidrolase (II) 

13,0 5,5 45,0 9,0 
 

Endo-xilanase (1,4-β-
D-xilana 
xilanohidrolase) 

14,0 4,9 45,0 4,5 SHEI et al., 1985 

28,0 5,0 42,0 3,65 FOURNIER et al., 1985 

Acetil xilana esterase 30,5 5,5-6,0 50,0 3,0-3,2 KORMELINK et al., 
1993 

Endo-β-1,4-xilanase 23,0 5,5 50,0  LEVASSEUR, et al., 
2005 

Endo-xilanase  

25,0 4,5 50,0 - 60,0 3,5 CUYVERS et al., 2011 

33,0 4,0 50,0 4,2 GORBACHEVA e 
RODIONOVA, 1977. 

β-xilosidase 

 5,0 >75,0  UCHIDA et al., 1992  

122,0 3,8-4,0  70,0 4,9 RODIONOVA et al., 
1983  

123,0 2,5 - 3,0 45,0 5,6 MATSUSHITA et al., 
1985 
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acima de 75 ºC. As enzimas do complexo xilanolítico de A. niger também mostraram uma faixa 

ampla de ponto isoelétrico (pI) que variou de 3,0 a 9,0, mostrando que esse fungo pode produzir 

xilanases com características acidofílicas, neutrofílicas e alcalifílicas (KORMELINK et al., 1993; 

FREDERICK et al., 1985). 

De uma forma geral, a Tabela 2.6 mostra que, A. niger tem a capacidade de produzir e 

secretar enzimas com atividade xilanolítica que possuem características variadas tanto em massa 

molecular, temperatura ótima de atividade e ponto isoelétrico, possibilitando a sua utilização em 

diversas aplicações industriais. 

 

2.3. Precipitação de biomoléculas 

A precipitação de proteínas é a operação unitária na qual uma perturbação química ou 

física em uma solução proteica reduz a solubilidade da proteína presente e tem como 

consequência a formação de uma fase sólida. Subsequentemente, esta fase sólida pode ser 

recuperada por técnica de separação sólido-líquido adequada (ASENJO, 1990). A precipitação 

apresenta-se como um método tradicional muito utilizado, tanto em escala laboratorial quanto 

industrial, para o processo de recuperação e purificação de bioprodutos (RPB). O processo de 

precipitação pode resultar na concentração e purificação de proteínas como no caso de misturas 

pouco complexas como enzimas extracelulares; porém, a concentração é mais efetivamente 

alcançada, razão pela qual essa técnica é usada principalmente nas fases iniciais de operações 

visando a redução do volume e, algumas vezes, aumentando a pureza da proteína antes de 

quaisquer passos de cromatografia (ASENJO, 1990). A facilidade de escalonamento, o uso de 

processo contínuo, a simplicidades de equipamentos e a variedade de precipitantes que podem ser 

utilizados são algumas das vantagens da aplicação da precipitação para concentração e 

purificação de bioprodutos (CORTEZ e PESSOA JR, 1999). 

O precipitado de proteínas formado é comumente mais estável que o material em solução. 

Porém, durante a precipitação a proteína pode ter a sua estrutura tridimensional modificada pela 

utilização de um método agressivo. Uma vez que a função bioquímica da proteína é dependente 

da sua estrutura, esta modificação na estrutura tridimensional resulta em uma indesejável perda 

de atividade proteica, que pode ser extensa ou leve (SCOPES, 1987). 
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Um dos parâmetros a ser considerado no processo de precipitação é o ponto isoelétrico 

(pI) da proteína, uma vez que a solubilidade da proteína diminui quando o pH da solução 

aproxima-se do seu pI e, assim, proteínas podem ser precipitadas apenas pelo ajuste do pH da 

solução. No entanto, Janson e Lars (1989) relataram a desnaturação de algumas proteínas mesmo 

quando o pH da solução proteica estava ajustado no seu pI. 

Assim como em solutos não biológicos, a solubilidade da proteína depende da 

temperatura: geralmente a diminuição da temperatura no sistema diminui a solubilidade da 

proteína; por outro lado, um aumento na temperatura eleva a solubilidade e pode ocasionar a 

desnaturação (GHOSH, 2006). Porém, não é raro o comportamento oposto, ou seja, a diminuição 

da solubilidade da proteína pelo aumento da temperatura. Este fenômeno é conhecido como 

solubilidade retrógrada (CHRISTOPHER et al., 1998). Assim, a determinação cuidadosa da 

curva de solubilidade em função da temperatura é uma etapa importante no desenvolvimento de 

processos de precipitação.  

A diminuição da solubilidade e consequente precipitação de proteínas em solução é 

resultado de alteração da sua superfície ou de alteração das características do solvente, sendo que 

este último processo é o mais comumente utilizado. Além da facilidade de utilização, os métodos 

de precipitação de proteínas devem ser escolhidos de modo a proporcionarem um produto mais 

estável do que aquele encontrado na forma solúvel (ASENJO, 1990).  

 

2.3.1. Métodos de precipitação de proteínas  

Bell et al. (1983) apontam os seguintes métodos de precipitação de proteínas como sendo 

os mais importantes: 

1) “Salting-out”: precipitação que ocorre pela adição de sal na solução proteica. Segundo 

Scopes (1987), o aumento da concentração de sal diminui a solubilidade pela 

neutralização das cargas superficiais da proteína e pela redução da camada de hidratação 

favorecendo as interações hidrofóbicas proteína-proteína, levando à agregação das 

moléculas de proteína e a formação do precipitado. 
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2) Precipitação isoelétrica: uma vez que proteínas são formadas por aminoácidos com 

cadeias laterais de caráter ácido ou básico elas podem apresentar carga global positiva ou 

negativa, dependendo do pH do meio. Com o ajuste do pH ao ponto isoelétrico (pI), onde 

a carga global média da proteína é nula, uma menor solubilidade é observada. Isso ocorre 

porque no pI a repulsão eletrostática entre as moléculas é minimizada, favorecendo 

também as interações hidrofóbicas e facilitando a atração entre as proteínas e 

consequentemente a precipitação. 

3) Precipitação por polímeros não-iônicos: nesse método sugere-se que as proteínas são 

precipitadas por um mecanismo de exclusão destas do meio aquoso pela redução da 

quantidade de água disponível para a sua solvatação (BELL et al., 1983). 

4) Precipitação por polieletrólitos: polieletrólitos de baixa massa molecular podem precipitar 

de proteínas pela neutralização de suas cargas (GREGORY, 1969). Por sua vez, na 

precipitação com polieletrólito de alta massa molecular ocorre a formação de pontes de 

polímeros entre as partículas com diversos pontos de ligação devido a interações 

eletrostáticas (RUEHRWEIN e WARD, 1952). 

5) Precipitação por íons metálicos: íons metálicos polivalentes são utilizados em precipitação 

reversível de proteínas devido à sua capacidade de interagir com os locais específicos na 

molécula de proteína deslocando o seu pI. Os íons metálicos também podem levar à 

formação de ligações cruzadas com outras proteínas por serem multivalentes. 

6) Precipitação por solventes orgânicos: a adição de solventes orgânicos miscíveis ao meio 

aquoso, tais como etanol ou acetona, provoca uma variedade de efeito que, combinados, 

resultam na formação de precipitado. Este método é, a seguir, discutido em maior detalhe. 

 

2.3.2. Precipitação por solventes orgânicos 

A adição de um solvente fracamente polar miscível em água, tais como etanol, metanol e 

acetona a uma solução proteica aquosa irá geralmente resultar em uma variedade de efeitos, que 

combinados, conduzem a formação de um precipitado. Desses efeitos o principal é a redução na 

atividade da água. Neste fenômeno (Figura 2.3), as moléculas de água da superfície da proteína 
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são substituídas por moléculas do solvente; como consequência, a camada de hidratação é 

reduzida, favorecendo as forças de atração eletrostática entre as moléculas de proteína (BELL et 

al., 1983; SCOPES, 1987). 

Ao contrário do efeito “salting-out” dos sais, solventes orgânicos são desestabilizadores 

de proteínas. Desta forma, podem conduzir à desnaturação das proteínas quando utilizados em 

altas concentrações ou em altas temperaturas devido às suas favoráveis interações com grupos 

hidrofóbicos (INOUE e TIMASHEFF, 1972; ARAKAWA et al., 2007). 

 

 

Figura 2.3: Agregação de proteínas por interações eletrostáticas entre superfícies com cargas 
opostas em meio aquoso contendo solvente orgânico. Adaptado de SCOPES (1987). 

 

Sabe-se que em uma proteína em solução aquosa com o pH igual ao seu ponto isoelétrico 

(pI), a carga líquida da proteína é zero resultando em uma solubilidade mínima da proteína nesta 

condição (MING et al., 2004). Por outro lado, a valores de pH acima ou abaixo do seu pI, a carga 
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eletrostática líquida torna-se maior e proteínas tendem a ser solúveis (OSS, 1989). Na água, assim 

como em solventes orgânicos, o controle da solubilidade da proteína é dominado pelas forças de 

repulsão eletrostática e isso explica a baixa solubilidade da proteína em solução com o pH igual 

ao seu pI (CROWELL et al., 2013). Assim, em uma precipitação com o pH da solução ajustado 

ao pI da proteína existe a possibilidade da utilização de uma concentração de solvente menor que 

a utilizada em uma precipitação no pH distante do pI (MING et al., 2004). 

Na precipitação por ação de solventes orgânicos um parâmetro crítico do processo é a 

temperatura. O aumento da temperatura do sistema, resultante da mistura solvente-solução 

aquosa (TSCHELIOESSNIG et al., 2014), aumenta a flexibilidade da proteína, facilita o acesso 

do solvente ao interior da proteína e as interações entre este e os sítios hidrofóbicos internos da 

proteína. Esse conjunto de eventos pode provocar a desnaturação irreversível da proteína pelo 

rompimento das suas estruturas secundárias. Entretanto, este efeito pode ser minimizado pela 

redução da temperatura do sistema para valores próximos ou abaixo de 0 ºC (COHN et al., 1946; 

OSS, 1989; SOARES et al., 2012). 

O efeito da força iônica, pela adição de sal, no processo de precipitação por solventes 

orgânicos baseia-se no modelo de emparelhamento de íons segundo o qual, o emparelhamento 

dos íons com as cargas da superfície das proteínas anulam as forças eletrostáticas repulsivas 

responsáveis pela solubilidade da proteína em solução (MARCUS e HEFTER, 2006). Crowell et 

al. (2013) registraram a melhora na eficiência da precipitação de proteínas com acetona pelo 

aumento da força iônica com a adição de NaCl. Estes autores também relataram que os resultados 

de recuperação não são específicos para o NaCl, uma vez que, resultados parecidos foram obtidos 

pela inclusão de outras espécies iônicas como KCl, componentes de tampões como Tris ou 

detergentes iônicos como SDS. Além disso, neste mesmo trabalho, resultados preliminares para 

outros solventes orgânicos (ex: alcoóis e acetonitrila) demonstram que a força iônica desempenha 

um papel importante na eficiência da precipitação de proteínas. 

O tamanho das moléculas de proteína é outro fator que afeta a precipitação com solvente 

orgânico. No estudo da relação entre a concentração do solvente orgânico e o tamanho da 

proteína foi constatado que as moléculas de menor tamanho necessitam de uma concentração 

maior de solvente para a sua precipitação (SCOPES, 1987). Oh et al. (2011) realizaram a 

separação de proteínas de uma solução, contendo proteínas com diferentes massas moleculares 
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(na faixa de 23 a 200 kDa), por precipitação com etanol apenas variando a concentração do 

precipitante. Neste estudo, proteínas com massa molecular de 200 kDa foram precipitadas com a 

concentração de etanol de 25% (v/v). Proteínas com massa molecular na faixa de 37 a 174 kDa 

foram precipitadas quando a concentração de etanol foi elevada a 75% e as proteínas com massa 

molecular de 23 kDa não foram detectadas nos precipitados obtidos na faixa de concentração de 

etanol estudada.   

Em termos de constante dielétrica, o poder de solvatação da água pura no caso de uma 

molécula de enzima hidrofílica diminui com o aumento da concentração do solvente. Isto pode 

ser descrito como a redução da constante dielétrica ou simplesmente em termos do volume de 

água deslocado mais a imobilização parcial das moléculas de água através da hidratação do 

solvente orgânico (AVELINO, 1997). Como a constante dielétrica dos solventes orgânicos 

miscíveis em água é sempre menor do que a constante dielétrica da água estando eles na mesma 

temperatura, a solubilidade de uma proteína tende a ser menor em uma mistura solvente 

orgânico-água do que somente em água. A Tabela 2.7 apresenta as constantes dielétricas (ε) da 

água e dos principais solventes orgânicos utilizados no processo de precipitação de proteínas. 

 

Tabela 2.7: Constantes dielétricas a 20°C, da água e dos principais 
solventes orgânicos usados na precipitação de proteínas. 

Solvente Constante dielétrica (ε) 
Água 80,1 

Metanol 33,0 

Etanol 25,3 

Acetona 21,0 

N,N-dimetilformamida (DMF) 38,3 

Dimetilsulfóxido (DMSO) 47,2 

Fonte: LIDE, 2005. 

 

A volatilidade dos solventes orgânicos permite a sua remoção, recuperação e reciclo e as 

suas propriedades bactericidas são também apreciáveis. Por outro lado, a principal desvantagem 

da utilização de solventes orgânicos é a sua tendência a causar danos estruturais à proteína. Além 
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disso, a influência da constante dielétrica na solubilidade é muito sensível à temperatura. O efeito 

da temperatura sobre a constante dielétrica de líquidos é mostrado na equação proposta por 

Srivastava e Varshni (1956) (Equação 2.1). 

 

ε = A + [ B / (T + C) ]                                                                                                           (eq. 2.1) 

 

na qual 

ε = constante dielétrica 

T = temperatura em escala absoluta (K) 

A, B e C = constantes específicas para cada substância. 

 

Isso exige que a operação seja realizada em temperatura baixa e constante (variação de ± 

0,5 ºC). A inflamabilidade dos alcoóis inferiores se apresenta como outro problema para operação 

em larga escala, na qual a necessidade de uma planta à prova de explosão aumenta o custo de 

capital (BELL et al., 1983). 

 

2.3.3. Precipitação de proteínas com etanol 

O etanol é um dos mais importantes precipitantes industriais e provavelmente representa o 

equilíbrio ideal entre o efeito sobre a solubilidade e o caráter hidrofílico adequado para reduzir a 

desnaturação de proteínas. A sua utilização para o processo de precipitação apresenta-se como 

uma das melhores técnicas e permite que a sua aplicação possa ser estendida a diferentes 

proteínas (CUI et al., 2007; GULUNSKI et al., 2011). Entre as suas vantagens estão a 

miscibilidade em água, a não formação de misturas gasosas explosivas em condições normais de 

trabalho, a possibilidade de ser evaporado, ser de baixa reatividade química, ter baixa toxicidade, 

reduzir o ponto de congelamento da água, ser barato e facilmente disponível 

(TSCHELIOESSNIG et al., 2014). 

Dependendo do objetivo final, no processo de precipitação de proteínas o etanol pode ser 

usado de várias maneiras. Ele pode ser utilizado em altas concentrações em processos diretos de 
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precipitação cujo objetivo é a obtenção de concentrado proteico para utilização direta ou posterior 

purificação (FADEL, 2001; VARMA et al., 1999). Por outro lado, a variação gradativa da 

constante dielétrica do meio pela adição de etanol permite a precipitação seletiva de proteínas 

com diferentes solubilidades em diferentes concentrações de etanol (SCOPES, 1987). Esta 

característica permite a obtenção de um precipitado com maior grau de pureza pela realização de 

precipitação em etapas na qual a primeira precipitação é realizada em baixa concentração de 

etanol visando a precipitação e remoção de proteínas totais diferentes das de interesse. Em 

seguida a concentração de etanol no sobrenadante é elevada para a precipitação das enzimas 

ativas com uma menor concentração de proteínas totais. Essa operação eleva a atividade 

especifica da enzima e, consequentemente, a pureza do produto final (CORTEZ et al., 1998; 

CORTEZ e PESSOA JR, 1999). Comumente, esta precipitação em duas etapas é chamada de 

precipitação com corte. 

Uma das mais conhecidas aplicações da precipitação com etanol é na purificação de 

componentes do plasma humano pelo processo Cohn (COHN et al., 1946; COHN et al., 1950) no 

qual é realizada uma série de precipitações com etanol na temperatura entre -10 e 0 °C. Apesar de 

simples, desde a década de 1940 quando foi estabelecido, este processo ainda é utilizado, apenas 

tendo sofrido modificações para melhorar o rendimento e a pureza das proteínas precipitadas 

(BUCHACHER e IBERER, 2006). O princípio básico desta técnica, é a variação dos cinco 

parâmetros (pH, força iônica, concentração de etanol, concentração de proteína e temperatura) e é 

o mesmo para cada etapa do processo de fracionamento de proteínas do plasma 

(TSCHELIOESSNIG et al., 2014). 

O efeito do pH na solubilidade da proteína em um sistema etanol-água é bastante 

conhecido. Porém, em alguns sistemas não é possível otimizar as precipitações com o pH 

ajustado ao pI das proteínas devido às alterações no pH do meio, resultantes da adição de etanol 

na solução. Cortez e Pessoa Jr. (1999) nas precipitações de xilanase e β-xilosidase de P. 

janthinellum com etanol relataram variações de 0,3 unidades de pH com a utilização de etanol na 

concentração de 20% (v/v) e de 1,9 unidade de pH nos meios onde foram adicionados 80% de 

etanol. 

Na precipitação com etanol alguns cuidados devem ser tomados com o objetivo de 

eliminar os efeitos negativos do etanol sobre as proteínas. A manutenção da baixa temperatura do 



54 

 

 

 

sistema (abaixo ou próximo a 0 ºC) e a adição lenta de precipitante ajuda a reduzir o risco de 

desnaturação da proteína e possível perda de atividade causada pelo excesso de calor resultante 

da mistura de etanol concentrado com a solução proteica (TSCHELIOESSNIG et al., 2014). 

 

2.3.4 Mecanismo de formação dos precipitados 

O termo precipitação refere-se, geralmente, à formação relativamente rápida de uma fase 

sólida moderadamente solúvel a partir de uma solução em fase líquida e envolve a ocorrência de 

nucleação, crescimento de cristais, e de outros processos, tais como a maturação de Ostwald e 

aglomeração. Estes processos acontecem de forma rápida e simultânea, o que torna difícil a 

investigação experimental de cada um deles separadamente (KARPINSKI e WEY, 2002). 

 

2.3.4.1 Solubilidade e supersaturação como base para a formação dos precipitados 

Em um sistema de dois componentes no qual as fases sólida e líquida coexistem, 

assumindo que um componente cristaliza como uma entidade química, isto é, não formam sólidos 

com o solvente, o estado de equilíbrio termodinâmico pode ser expresso como a igualdade de 

potenciais químicos do componente em ambas as fases (Equação 2.1) (MULLIN, 2001).  

 

μ1 
l=  μ1

s
                                                                                                                               (eq. 2.2) 

 

na qual, μ é o potencial químico do componente 1 nas fases líquida (l) e sólida (s), para os quais, 

 

μ1 =  μ0
1+ RT ln α1                                                                                                                (eq. 2.3) 

 
com, α1 =  γ1x1 

 

μ1 =  μ0
1+ RT ln γ1x1                                                                                                              (eq. 2.4) 
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Para um componente puro anidro com a temperatura e a pressão do sistema no estado 

padrão α1 é a sua atividade, γ1 seu coeficiente de atividade e x1 a sua fração molar na solução. 

A supersaturação é o parâmetro chave para a precipitação e o seu nível na solução regula 

as taxas dos processos intrínsecos a ela, tais como nucleação, crescimento e a maturação de 

Ostwald (KARPINSKI e WEY, 2002). Em alto nível de supersaturação, a precipitação procede 

rapidamente e um grande número de núcleos são gerados resultando em um aumento de 

precipitado. A supersaturação é normalmente obtida através de reação química, adição de anti-

solvente, adição de sal “salting out” ou da alteração no pH. Em uma condição de elevada 

supersaturação a nucleação primária heterogênea é geralmente dominante, mas em alguns casos 

pode ocorrer nucleação homogênea (GIULIETTI et al., 2001). 

Segundo Karpinski e Wey (2002), quando um precipitado coexiste em equilíbrio com a 

solução, a constante de equilíbrio que representa a interface é o produto de solubilidade, Ksp. Para 

um eletrólito ɑA
+
 ɑB

–, a supersaturação S é definida como a razão entre o produto da atividade e o 

produto de solubilidade baseado nas atividades, segundo as Equações 2.5, 2.6 e 2.7. 

 

π = ɑA ɑB                                                                                                                                (eq. 2.5) 

na qual π é o produto das atividades das espécies e ɑ é a atividade das espécies iônicas 

 

Ksp = ɑAeq ɑBeq.                                                                                                                       (eq. 2.6) 

na qual ɑ é a atividade das espécies iônicas e o produto de solubilidade, Ksp, representa o valor de 

atividade do produto no estado de equilíbrio. O índice "eq" designa que tais atividades exigem 

equilíbrio. 

 

S = π / Ksp                                                                                                                              (eq. 2.7) 

na qual, S é supersaturação, π é o produto da atividade e Ksp é o produto de solubilidade. 

Segundo Mullin (2001), a supersaturação de um sistema pode ser expressa de diversas 

maneiras e considerável confusão pode ser causada se as unidades básicas de concentrações não 

são claramente definidas. Entre as expressões mais comuns para a supersaturação esta a relação 
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da força motriz concentração, Δc, com a supersaturação, S. Pode-se referir à supersaturação como 

absoluta (S), relativa (σ) ou supersaturação percentual (100σ). Estas são definidas como: 

 

Δc = c – c*                                                                                                                           (eq. 2.8) 

 

S = c / c*                                                                                                                              (eq. 2.9) 

 

σ = Δc / c* = S – 1                                                                                                              (eq. 2.10) 

em que c é a concentração da solução e c* é a saturação de equilíbrio a uma dada temperatura.  

 

2.3.4.2. Nucleação 

A nucleação é a formação de uma fase sólida resultante do aumento da supersaturação em 

uma solução isenta de sólidos. Porém, a formação da fase sólida (energeticamente favorável) 

implica na geração de uma interface (energeticamente desfavorável). Para que ocorra nucleação, 

a barreira de energia deve ser ultrapassada. Essa barreira é importante principalmente nas fases 

iniciais da nucleação, quando apenas algumas moléculas ou íons da solução se juntam formando 

núcleos estáveis “cluster” que devem atingir um tamanho crítico, caso contrário eles se 

redissolvem (GIULIETTI et al., 2001). A nucleação pode ocorrer através de dois mecanismos: 

nucleação primária, que ocorre na ausência de material cristalizado ou nucleação secundária, que 

é provocada pela presença de material cristalizado (KARPINSKI e WEY, 2002). (Figura 2.4).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4: Esquema de classificação dos tipos de nucleação (Adaptado de MULLIN, 2001). 

Nucleação 

Primária Secundária 
(induzida por cristais) 

Homogênea 
(Espontânea) 

Heterogênea 
(Induzida por partículas externas) 
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A – Nucleação primária 

Na nucleação primária, se a formação da nova fase sólida não é causada pela presença de 

qualquer fase sólida, esta é denominada homogênea ou espontânea. Por outro lado, se a formação 

da nova fase sólida é induzida pela presença de fase sólida externa, o processo é denominado 

heterogêneo (KARPINSKI e WEY, 2002).  

Para a nucleação primária homogênea, a expressão desenvolvida por Nielsen (1964) 

descreve a velocidade dessa nucleação: 

 

J = (D/d
5

mN*) (4ΔG*/3πkT)1/2
 exp (-ΔG*/kT)                                                                    (eq. 2.11) 

 

J = Ω exp (-ΔG*/kT)                                                                                                            (eq. 2.12) 

na qual D é o coeficiente de difusão do soluto, dm é o diâmetro molecular, N* é o número de íons 

ou moléculas que formam o cristal, ΔG* é a variação da energia livre de Gibbs em função de N*, 

k é a constante de Boltzmann (1,38066x10-23 J/K), T é a temperatura e Ω é um fator de frequência 

pré-exponencial. 

A dependência da velocidade de nucleação em relação à supersaturação é dada por: 

 

J = Ω exp[-16πσ3
v

2
/3k

3
T

3
(ln S)]

2
                                                                                        (eq. 2.13) 

 

J = Ω exp[-B/(ln S)
2
]                                                                                                           (eq. 2.14) 

na qual B é uma constante definida como: 

 

B = (16πσ3
v

2
) / (3k

3
T

3
)                                                                                                        (eq. 2.15) 

Para intervalos limitados de supersaturação, a equação 2.15 pode ser simplificada para:  

 

J = kNS
n                                                                                                                               (eq. 2.16) 

na qual kN é a constante de velocidade de nucleação e n é a ordem cinética de nucleação.  
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Na nucleação primária heterogênea, partículas estranhas geralmente contidas na solução 

atuam como substratos para a nucleação (GIULIETTI et al., 2001). Segundo Sohnel e Garside 

(1992), mesmo em líquidos, do qual as impurezas foram removidas, podem conter de 1013 a 1023 

partículas de contaminantes por m3. A Equação 2.17 (cuja forma corresponde à da Equação 2.12 

para a nucleação homogênea) proposta por Turnbull e Vonnegut (1952) avalia a taxa de 

nucleação heterogênea.  

 

Jhet = Ωhet exp (-ΔG*het/kT)                                                                                                  (eq. 2.17) 

na qual Ωhet < Ω.  

 

O tempo que decorre entre a mistura das soluções e o aparecimento dos primeiros cristais 

de precipitado é denominado período de indução. Em sistemas diluídos a reação ou a precipitação 

começa lentamente, seguida de aceleração e, eventualmente, fica mais lento. O período de 

indução tind tornou-se uma base experimental para determinar a taxa de nucleação J, utilizando 

uma relação simples (Equação 2.18) (KARPINSKI e WEY, 2002). 

 

J = K/tind                                                                                                                                                        (eq. 2.18) 

em que K é uma constante. 

Ao combinar as Equações 2.16 e 2.18 obtém-se a Equação 2.19 e esta tem sido utilizada 

para caracterizar o mecanismo de nucleação. 

 

tind = (K/kN) S
-n                                                                                                                                                 (eq. 2.19) 

Uma vez formados, parte dos núcleos crescem sob condições de supersaturação locais. Ao 

mesmo tempo, outra parte pode dissolver gradualmente tornando-se fonte de soluto para o 

crescimento dos núcleos sobreviventes pelo aumento da supersaturação do sistema. O resultado 

desse processo é o estabelecimento de uma população de núcleos estáveis nos primeiros minutos 

de precipitação (KARPINSKI e WEY, 2002).  



59 

 

 

 

B – Nucleação secundária 

Quando uma solução supersaturada está em contato com as partículas de cristal, a largura 

da zona metaestável diminui e novos núcleos são formados através de um mecanismo de 

nucleação secundária. Entretanto, para sistemas com período de indução muito curto o 

mecanismo de nucleação primária prevalece (GIULIETTI et al., 2001). 

As colisões que acontecem na nucleação secundária, importante em operações de 

cristalização porque produz uma variedade cristais com alcance de milímetro, raramente é motivo 

de preocupação nos processos de precipitação, pois, durante o processo de precipitação os cristais 

produzidos são muito pequenos (<100 μm) e estes seguem as linhas de corrente dentro dos 

vórtices e raramente entram em colisão com o misturador, defletores, paredes do precipitador ou 

outros cristais. Devido o tamanho submícron dos cristais, mesmo que ocorram colisões estas são 

de baixo impacto e não produzem núcleos secundários. Embora as colisões que ocorrem na 

nucleação secundária não seja o principal mecanismo da formação de núcleos na precipitação 

núcleos podem, em alguns casos, ser gerados por meio deste mecanismo (KARPINSKI e WEY, 

2002).  

 

2.3.4.3. Crescimento de cristais 

Uma vez formados, os núcleos começam a crescer em cristais. Várias teorias têm sido 

propostas para descrever o mecanismo e a velocidade de crescimento desses cristais. Dois 

processos principais ocorrem sequencialmente durante o crescimento dos cristais a partir da 

solução: A – transporte de massa de unidades de crescimento a partir da solução supersaturada à 

interface de solução de cristais por difusão e B – incorporação de unidades de crescimento na 

estrutura do cristal durante o processo de integração superfície também chamado de reação de 

superfície (KARPINSKI e WEY, 2002). 

 

A – Crescimento controlado por transporte de massa 

O modelo mais simples de transporte de massa é a difusão de grandes quantidades de 

unidades de crescimento através de uma camada de difusão estagnada adjacente à superfície do 
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cristal. Para obter uma camada de difusão de espessura δ, a taxa de crescimento linear G, pode ser 

derivada através da integração da lei de Fick (Equação 2.20). 

 

G = (4D/ρc)[(1/L) + (1/2δ)] (C – Ci)                                                                                  (eq. 2.20) 

em que D é o coeficiente de difusão, ρc é a densidade de cristal, L é o tamanho do cristal 

(comprimento da aresta ou diâmetro), C é a concentração do soluto e Ci é a concentração de 

soluto na interface solução-cristal. 

Embora a Equação 2.20 tenha sido derivada principalmente para um cristal esférico, ela 

pode também ser aplicada, para a primeira aproximação, a outras formas de cristal tais como 

cúbica, octaédrica entre outras (KARPINSKI e WEY, 2002). 

 

B – Crescimento controlado por integração de superfície 

A Integração de superfície é o processo pelo qual as unidades de crescimento do material 

de cristalização são incorporadas na rede cristalina após terem sido transportadas para a 

superfície do cristal (KARPINSKI e WEY, 2002). Para Mullin (2001), os três mecanismos que 

controlam a integração de superfície são: i) o crescimento espiral, ii) o crescimento por nucleação 

bidimensional e iii) o crescimento áspero.  

 

i) Crescimento em espiral 

 Neste mecanismo, a baixas supersaturações, unidades de crescimento são incorporadas 

apenas com dobras na superfície do cristal (Figura 2.5): primeiro um defeito deve ser gerado na 

camada de crescimento da superfície e, em seguida, sobre este defeito se forma uma camada de 

deslocamento em espiral (MULLIN, 2001).  

 

 
Figura 2.5: Evolução do crescimento em espiral (MULLIN, 2001).  
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ii) Crescimento por nucleação bidimensional 

Neste mecanismo, em supersaturações relativamente altas são geradas dobras que são 

necessárias para o progresso do crescimento dessa forma a nucleação bidimensional se 

desenvolve na superfície do cristal (Figura 2.6). Se a taxa de crescimento lateral dos núcleos 

bidimensionais é elevada em comparação com a velocidade de nucleação, a superfície é lisa 

(MULLIN, 2001). 

 

 

Figura 2.6: Evolução do crescimento por nucleação bidimensional (Fonte: GIULIETTI et al., 
2001).  

 

iii) Crescimento rugoso 

Quando a supersaturação é ainda mais elevada, as unidades de crescimento são anexadas 

em qualquer lugar na superfície do cristal (terraços, degraus ou torções), de modo que a 

superfície do cristal torna-se rugosa (Figura 2.7). Para os compostos orgânicos, a transição entre o 

crescimento liso e rugoso pode ser obtida pelo aumento a supersaturação ou da temperatura 

(GIULIETTI et al., 2001).  

 

 

 

 

Figura 2.7: Evolução do crescimento rugoso (Fonte: GIULIETTI et al., 2001).  
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2.3.4.4. Maturação de Ostwald 

Um sistema heterogêneo, com uma fase sólida em estado de dispersão, é instável 

termodinamicamente até que a sua energia livre tenha atingido um nível mínimo. Isto porque a 

grande área interfacial contribui para a energia livre, que pode ser reduzida, diminuindo desta 

área. Este processo é conhecido como "maturação de Ostwald". A sua força motriz é a diferença 

na solubilidade entre as partículas da fase sólida, decorrente da diferença de tamanho dessas 

partículas. Esta diferença de solubilidade estabelece um gradiente de concentração que leva ao 

transporte de material do soluto através da fase da solução dos cristais menores para os maiores. 

A taxa do processo de amadurecimento é determinada pela distribuição de tamanho dos cristais, 

das cinéticas de crescimento e de dissolução e pelas propriedades de transporte da fase de solução 

(KARPINSKI e WEY, 2002). 

A equação de Gibbs-Thomson relaciona a solubilidade com o tamanho do cristal 

(Equação 2.21), de acordo com a qual, a solubilidade de uma substância aumenta com a 

diminuição de tamanho de cristal, esta maior solubilidade de cristais menores é resultado, 

principalmente, das forças de tensão superficial entre o cristal e a solução. Para o equilíbrio 

cristal-solução, a solubilidade de cristais esféricos de raio r está relacionada com a solubilidade 

de cristais de tamanhos muito grandes pela Equação 2.21. 

 

ln Ceq(r)/Ceq(∞) = 2σVm/RTr                                                                                               (eq. 2.21) 

na qual Ceq(r) é a solubilidade de cristais esféricos de raio r, Ceq(∞) é a solubilidade de cristais de 

tamanhos muito grandes, σ é a energia de superfície da fase sólida, Vm é o volume molar, R é a 

constante universal dos gases (8,31451 J/mol-1.K-1) e T é a temperatura absoluta.  

 

2.3.4.5. Aglomeração 

A aglomeração das partículas tem papel importante nos processos de precipitação devido 

a alta concentração de pequenas partículas envolvidas nesses sistemas. Nos processos de 

precipitação, os números de partículas e a distribuição de tamanho destas podem ser 
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influenciados de forma significativa pela ocorrência de aglomeração (KARPINSKI e WEY, 

2002). 

Segundo Giulietti et al. (2001), se as partículas têm energia cinética suficiente para 

superar a repulsão devido ao seu potencial de superfície, elas colidem. Se mantiverem em contato 

tempo suficiente um aglomerado é formado. Dentre as variáveis que afetam a aglomeração 

durante a precipitação estão: 

1) A intensidade da mistura – aumenta a frequência de colisão de partícula e, 

portanto, a agregação. No entanto, uma intensidade de mistura demasiadamente 

elevada promove a ruptura das partículas. 

2) A concentração de sólidos – também aumenta a frequência de colisão à segunda 

potência (uma vez que duas partículas estão envolvidas em cada colisão). 

3) O pH – este tem forte efeito sobre o potencial de superfície. Cada composto tem 

um pH em que a superfície das partículas é eletricamente neutra (o ponto 

isoelétrico). A este pH, a repulsão partícula-partícula é minimizada e a agregação é 

facilitada. 

4) A força iônica – quando elevada, deprime a camada dupla elétrica, facilitando 

assim a agregação. 

5) A supersaturação – se for elevada, ela diminui o tempo necessário para a ligação 

do conjunto de partículas, facilitando deste modo a agregação. 

 

As propriedades das partículas precipitadas são de fundamental importância e grande 

atenção deve ser dada ao "design das partículas". Muitas propriedades dos precipitados são de 

natureza física (tamanho do cristal, distribuição e morfologia) e podem afetar os processos pós-

precipitação como filtração, secagem, etc. Outras propriedades são de natureza química, por isso, 

a composição química representada pelos níveis de pureza e de impurezas químicas deve ser 

controlada (KARPINSKI e WEY, 2002). 

Muitos precipitados podem formar uma variedade de polimorfos. O polimorfismo ocorre 

quando existe mais de um arranjo possível de solutos numa rede cristalina. Os polimorfos são, 
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portanto, compostos quimicamente idênticos, mas com diferentes estruturas cristalinas que se 

comportam de forma diferente em termos da sua solubilidade, taxas de nucleação e crescimento, 

etc. Devido às suas grandes dimensões, as moléculas orgânicas e biomoléculas têm muitos 

polimorfos, muito semelhantes um ao outro, de modo que produtos de precipitação são 

frequentemente misturas de polimorfos (GIULIETTI et al., 2001).  

Na maioria dos casos, apenas uma modificação polimórfica específica é aceitável e, 

portanto, as condições de precipitação devem ser controladas a fim de se obter o produto 

desejado. Além disso, na obtenção de partículas é necessário assegurar a reprodutibilidade das 

propriedades das partículas de lote para lote. Em todas as aplicações industriais, desafios 

significativos ainda existem na intensificação dos processos de precipitação que envolve reação 

química rápida de reagentes concentrados (KARPINSKI e WEY, 2002). 

 

2.3.5. Utilização da técnica de semeadura em cristalização 

A cristalização é uma técnica de separação e purificação utilizada na indústria para 

produzir uma grande variedade de produtos. Esta pode ser definida como uma mudança de fase 

em que um produto cristalino é obtido a partir de uma solução. Caracteriza-se como um dos mais 

complexos métodos de separação devido aos diversos fenômenos que ocorrem de forma 

simultânea, tais como, transferência de calor e massa, mudança de fase, dissolução, aglomeração, 

dentre outros (MYERSON, 2002). Um dos paradoxos em cristalização é que as condições ótimas 

da solução para a nucleação dos cristais não são as ideais para o seu crescimento posterior, pois, é 

mais provável que ocorra a nucleação espontânea quando os níveis de supersaturação são 

elevados, enquanto que o crescimento lento e ordenado dos cristais é favorecido por níveis mais 

baixos de supersaturação. Assim, idealmente, a cristalização deve de alguma forma desacoplar a 

nucleação do crescimento para satisfazer os diferentes requisitos dos dois eventos. A utilização 

de semente é uma ferramenta poderosa para a separação da fase de nucleação da fase de 

crescimento dos cristais. Nesta técnica, cristais pré-existentes são utilizados como sementes e 

introduzidos nas soluções a serem cristalizadas, estando a solução a níveis mais baixos de 

saturação. A técnica de semeadura também é útil para eliminar o tempo de nucleação e aumentar 

a tendência da formação de cristais isomorfos (BERGFORS, 2003). 
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Uma opção para o melhoramento da qualidade dos cristais de nucleação (sementes), seja 

por micro ou macrosemeadura, é a semeadura de série. Neste caso, os cristais resultantes da 

primeira rodada de experimentos são utilizados como sementes para os novos experimentos. Os 

cristais obtidos na segunda rodada de experimentos são usados como sementes para uma terceira 

rodada de experimentos e assim por diante (THALLER et al., 1981). 

Caso não haja cristais ou microcristais com características próximas das proteínas 

contidas na solução, pode-se realizar a semeadura com qualquer fase sólida. Em alguns casos o 

uso desta fase sólida apresenta efeito de agregação, pois mesmo os óleos e os precipitados 

também podem atuar como núcleos (agregados ordenados) para maior crescimento de cristal 

(STURA e WILSON, 1991). 

Com base no tamanho das sementes, as técnicas de semeadura podem ser classificadas em 

duas categorias: microsemeadura, transferência de sementes submicroscópicas, pequenas demais 

para serem distinguidas individualmente, e macrosemeadura, transferência de sementes, 

geralmente com tamanhos que variam de 5 a 50 μm. Para a otimização do processo de 

cristalização, o uso de sementes pode requerer otimização do conjunto com variáveis de processo, 

tais como as concentrações de precipitantes e de proteínas, ajuste do pH ou a adição de aditivos 

(BERGFORS, 2003). 

Apesar da utilização da técnica de semeadura ser uma estratégia usada com sucesso em 

processos de cristalização (CARBONE et al., 2005; CARBONE e ETZEL, 2006; D’ARCY et al., 

2007), durante a presente revisão bibliográfica não se encontraram na literatura relatos da sua 

aplicação como estratégia na etapa de precipitação de proteínas contidas em sistemas complexos 

tais como fermentados, extratos dentre outros.  

 

2.3.6. Precipitação de xilanases 

Diferentes protocolos de precipitação de xilanases de diferentes fontes têm sido estudados 

visando uma melhor recuperação quantitativa e qualitativa destas enzimas. A Tabela 2.8 

apresenta os resultados de recuperação da atividade xilanásica e fator de purificação obtido em 

alguns trabalhos de precipitação de xilanases por diferentes técnicas. 
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Tabela 2.8: Precipitação de xilanases por diferentes métodos. 

Fonte 
Técnica de 

precipitação 
XR 

 (%) Fp Referência 

Bacillus 

amyloliquefaciens 
Polímero Eudragit 

S100 
83,8 4,5 BRECCIA et al., 1998 

Penicillium janthinelum Sulfato de sódio 
25 (% v/v)* 

< 80,0 - CORTEZ et al., 1998 

 Sulfato de amônio 
(% m/v)  

   

Penicillium glabrum 90 84,2 3,3 KNOB et al, 2013 

Aspergillus  niger 80* 27,0 - FARINAS et al., 2011 

Aspergillus aculeatus 80 97,1 5,0 FUGIMOTO et al., 1995 

Bacillus cereus 80 51,8 1,2 ROY e ROWSHANUL, 2009 

Aspergillus niger 70* 78,6 1,9 AHMAD et al., 2013 

Trichoderma viride 60* 81,9 1,1 IRFAN e SYED, 2012 

Bacillus pumilus 50 40,4 6,8 MAHILRAJAN et al., 2014 

Aspergillus terreus 40 15,5 3,0 PAL et al., 2006 

Aspergillus fumigatus  40 64,0 1,5 FADEL et al. 2014 

Anoxybacillus SP 40 - 1,3 HAULI et al., 2013 

Trichoderma harzianum 40 41,8 - FADEL, 2001 
 30 64,0 -  

Streptomyces sp.  40 / 70 50,3 1,8 WATEEWUTHAJARN e 
PINPHANICHAKARN, 2000 

Aspergillus flavus 35 / 70 48,9 2,1 MILALA et al., 2013 

Alternaria alternate 40 / 80 78,8 1,3 DOLMA et al., 2014 

Bacillus 

arseniciselenatis 
35 / 80 84,7 1,4 KAMBLE e JADHAV, 2012 

Aspergillus sp 5 30 / 80 62,0 2,2 GAWANDE e KAMAT, 1999 
Aspergillus sp 44 30 / 80 67,5 3,7  

Penicillium janthinelum 20 / 80 87,0 1,5 ABIRAMI et al., 2011 
Neurospora crassa 20 / 80 59,0 1,1 

 Acetona (% v/v)    

Chainia sp. 80 87,7 3,8 VARMA et al., 1999 

Aspergillus niger  75 - 1,3 BENEDETTI et al., 2013 

Chainia sp. 66 93,5 8,7 VARMA et al., 1999 

Aspergillus fumigatus  40 86,2 2,7 FADEL et al. 2014 

    Continua 
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Tabela 2.8, continuação     

 Etanol (% v/v)    

Trichoderma harzianum 90 100,0 - MARIÑO et al., 2015 

 80 97,0 - FADEL, 2001 

Aspergillus fumigatus  80 55,0 - FADEL et al. 2014 

Chainia sp. 80 99,0 16,0 VARMA et al., 1999 
 66 78,5 13,7  

Aspergillus niger 80 23,0 - FARINAS et al., 2011 

Trichoderma harzianum 40 7,9 - FADEL, 2001 

Aspergillus fumigatus  40 68,6 1,3 FADEL et al. 2014 

Penicilium janthinellum 20; 60; 80 8,0; 74,0; 6,0          - CORTEZ e PESSOA JR, 1999 
  6,0; 7,0; 81,0   

 40 / 80  100,0  CORTEZ et al., 1998 
* Uso de soluções saturadas; indica-se o percentual final de volume da solução saturada de do sal 
adicionado. XR, atividade xilanásica recuperada; Fp, fator de purificação. 

 

 

No trabalho de Cortez et al. (1998), xilanases de Penicillium janthinellum foram 

precipitadas utilizando sulfato de sódio como agente precipitante. Na precipitação com a 

concentração de 25% (v/v) de solução saturada de sulfato de sódio menos de 80% da atividade 

xilanásica inicial foi recuperada. Em concentrações de solução saturada de sulfato de sódio acima 

de 25%, a enzima foi desnaturada. Esses resultados mostram que para esse sistema 25% v/v é a 

concentração máxima limite de sulfato de sódio possível de ser utilizada. 

A precipitação com sulfato de amônio foi o método mais utilizado para a precipitação de 

xilanases. Este precipitante foi utilizado de forma direta ou em precipitação em etapas (com 

corte). Nas precipitações diretas as concentrações de sulfato de amônio utilizadas variaram de 30 

a 90% de saturação, nestas observa-se que para concentrações menores ou iguais a 50% a 

recuperação da atividade enzimática é relativamente baixa alcançando no máximo 64% da 

atividade inicial (MAHILRAJAN et al., 2014; FADEL, 2001; FADEL et al. 2014; PAL et al., 

2006; HAULI et al., 2013; FADEL, 2001). O fator de purificação também seguiu essa tendência 

com exceção para os trabalhos de Pal et al. (2006) e Mahilrajan et al. (2014), que apresentaram 

fatores de purificação de 3,5 e 6,8, respectivamente. Nas precipitações com concentrações de 
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sulfato de amônio iguais ou maiores que 60%, os trabalhos de Knob et al. (2013), Fugimoto et al. 

(1995) e Irfan e Syed (2012) apresentaram recuperação de atividade enzimática acima de 80%. 

Caso interessante foi observado na precipitação de xilanases de Aspergillus niger no qual 

Farinas et al. (2011) recuperam 27% da atividade xilanásica inicial utilizando 80% de sulfato de 

amônio, enquanto Ahmad et al. (2013), utilizando um fermentado produzido por uma cepa 

diferente da mesma espécie, obtiveram até 78,6% de recuperação da atividade de xilanase inicial 

quando a concentração do precipitante era 70% v/v. Esses resultados abrem a possibilidade de 

discussão sobre a relação da atividade enzimática recuperada no precipitado com atividade 

enzimática inicial do complexo enzimático, pois, estudos realizados até hoje raramente 

caracterizam a precipitação de proteínas por curvas de solubilidade e também não se referem à 

atividade enzimática possível de ser recuperada. Com vista nessa possibilidade, Pinheiro et al. 

(2015) propuseram o conceito de solutividade, este conceito pretende agregar em um parâmetro 

tanto a medida de solubilidade proteica quanto a atividade enzimática recuperável. 

Os experimentos realizados com concentrações de sulfato de amônio iguais ou maiores 

que 70% resultaram em fatores de purificação parecidos com aqueles apresentados para as 

precipitações com baixa concentração de precipitante e os melhores resultados foram de 3,3 

(KNOB et al., 2013) e 5,0 (FUGIMOTO et al., 1995). 

No caso das precipitações em duas etapas (com corte), que tem como objetivo principal a 

purificação, entre os trabalhos listados na Tabela 2.8, apenas Kamble e Jadhav (2012) e Abirami 

et al. (2011) obtiveram recuperações de atividade xilanásica acima de 80%, porém, os 

precipitados resultantes apresentaram baixos fatores de purificação (1,4 e 1,5, respectivamente). 

Por outro lado, os melhores resultados de fator de purificação foram obtidos por Milala et al. 

(2013) e Gawande e Kamat (1999): 2,1 e 3,7, respectivamente. No entanto, nessas precipitações, 

as recuperações da atividade xilanásica não ultrapassou 68% da atividade inicial. No tocante à 

purificação, esses resultados ainda são inferiores àqueles apresentados nas precipitações em etapa 

única nos quais foram obtidos fatores de purificação de 5,0 (FUGIMOTO et al., 1995) e 6,8 

(MAHILRAJAN et al., 2014). 

Nas precipitações com acetona destaca-se a baixa concentração de precipitante utilizada 

no trabalho de Fadel et al. (2014) no qual foi utilizada a concentração de 40% (v/v) e obtido a 

recuperação de 86% da atividade enzimática inicial, enquanto Varma et al. (1999), utilizando 
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66% (v/v) do precipitante, obtiveram a recuperações de 93,5% da atividade enzimática inicial 

com fator de purificação de 8,7. No entanto, quando a concentração de acetona foi elevada para 

80% (v/v) a recuperação da atividade teve uma diminuição para 87%. 

Para as precipitações realizadas com etanol de forma direta (sem corte), observa-se uma 

tendência de aumento na recuperação da atividade enzimática com o aumento da concentração de 

etanol. As precipitações com altas concentrações do precipitante (igual ou maiores que 80%) 

resultaram em recuperações de mais de 96,0% da atividade inicial (FADEL, 2001; VARMA et 

al., 1999; MARIÑO et al., 2015). A exceção dessa tendência foi verificada nos estudo realizados 

por Fadel et al. (2014) e Farinas et al. (2011) nos quais foi utilizada a concentração de 80% (v/v) 

de etanol, mas a recuperação da atividade de xilanase foi apenas de 55 e 23%, respectivamente, 

da atividade inicial. Varma et al. (1999) trabalhando com xilanases produzidas por Chainia sp. 

relataram o aumento na atividade específica de 16 vezes em precipitações com 80% de etanol e 

aproximadamente 14 vezes quando a concentração de etanol era 66%. Esses resultados mostram 

que para esse sistema o etanol é um precipitante com potencial também na purificação. 

Cortez et al. (1998) utilizando a precipitação em duas etapas (com corte) registraram a 

recuperação total da atividade inicial de xilanase. Nesse estudo, a concentração de etanol de 40% 

(v/v) foi definida como ponto de corte e a segunda etapa realizou-se com a concentração de 

etanol de 80%. 

Na precipitação sequencial de β-xilosidase e xilanases totais de Penicilium janthinellum, 

Cortez e Pessoa Jr. (1999) relataram estudos para a determinação de possível ponto de corte. A 

20% de etanol, 8% de β-xilosidase e 6% de xilanases totais são precipitadas; a 60% de etanol 

precipitou-se 74% de β-xilosidase e 7% xilanases totais. A 80% de etanol, 6% de β-xilosidase e 

81% xilanases totais foram precipitadas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

3.1.1. Microrganismo e substrato sólido 

Neste trabalho, o agente fermentador utilizado para a produção dos complexos 

enzimáticos foi a cepa do fungo Aspergillus niger A12 pertencente à coleção de cepas fúngicas 

da EMBRAPA Agroindústria de Alimentos/RJ. O substrato sólido para o cultivo foi o farelo de 

trigo adquirido no comércio local. 

 

3.1.2. Reagentes diversos 

Os reagentes utilizados no trabalho estão relacionados na Tabela 3.1. 

Tabela 3.1: Relação de reagentes utilizados nos ensaios.  

Reagente Fabricante 

Ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) Aldrich 

Albumina de soro bovino (BSA) Sigma 

Carboximetilcelulose (CMC) Biotec 

Cloreto de cálcio Synth 

Cloreto de cobalto Biotec 

Coomassie Brilliant Blue G-250  Pierce 

Etanol Merck 

Fosfato monobásico de potássio Nuclear 

Glicose Nuclear 

Hidróxido de sódio Vetec 

Meio de cultura PDA (batata, dextrose e ágar)  Oxoid 

Metabissulfito de sódio Vetec 
 Continua 
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Tabela 3.1: continuação  
Papel de filtro nº1 Whatman 

Peptona de soja Isofar 

Sulfato de amônio Synth 

Sulfato de ferro heptahidratado Synth 

Sulfato de magnésio heptahidratado Synth 

Sulfato de manganês monohidratado Nuclear 

Sulfato de zinco heptahidratado Synth 

Tampão citrato de sódio Synth 

Tartarato de sódio e potássio tetrahidratado Synth 

Tween-80 Merck 

Xilana de bétula Sigma 

 

3.1.3. Materiais e equipamentos usados na produção e caracterização dos complexos 

enzimáticos 

Na produção dos extratos e fermentados foi utilizada uma câmara de Neubauer modelo 

1110000 da SP Labor para a contagem de esporos, placas de Petri de dimensões 90 mm x 15 mm, 

frascos Erlenmeyer de 250 mL todos em vidro Pyrex®, autoclave vertical CS (Prismatec, Brasil), 

estufa bacteriológica TE 392/1 (Tecnal, Brasil) e a água ultrapura foi obtida com o equipamento 

Milli-Q System (Millipore, EUA). Para os cultivos foi utilizada a câmara de fluxo laminar 

unidirecional vertical FUV 06 Veco e incubadora shaker TE 4200 (Tecnal, Brasil). As 

centrifugações foram realizadas em centrífuga 5804 R da Eppendorf (Alemanha). Na 

caracterização dos extratos e fermentados, feita em termos da atividade enzimática de FPase, 

CMCase e xilanase, assim como a concentração de proteínas totais e hidrólise de bagaço de cana, 

foram utilizados tubos de ensaio de 16 x 160 mm em vidro Pyrex®, cubetas em poliestireno de 

1,5 mL. As medidas de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro Beckman DU 640 

(Beckman Instruments, EUA). 
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3.1.4. Materiais e equipamentos usados nos estudos de estabilidade térmica e de pH, 

determinação do ponto de turvação e precipitação em tubos de ensaio 

Para os estudos da estabilidade térmica e estabilidade de pH, os experimentos foram 

realizados em tubos do tipo Falcon de 15 mL. Na determinação do ponto de turvação em tubos de 

ensaio foram utilizados tubos de ensaio de 16 x 160 mm em vidro Pyrex®. Em todos os 

experimentos, as medidas para o ajuste do pH dos complexos, utilizando os tampões citrato de 

sódio e fosfato de sódio, foram realizadas em pHmetro AXJ – 511 (Micronal, Brasil).  

 

3.1.5. Materiais e equipamentos usados nos estudos de precipitação em tanque agitado 

O sistema utilizado para os estudos de precipitação do fermentado em tanque agitado, 

esquematizado na Figura 3.1, foi projetado pelo Laboratório de Engenharia de Bioprocessos – 

LEBp da FEQ/UNICAMP.  

O aparato era composto de um tanque cilíndrico com fundo plano em vidro com volume 

de trabalho de 100 mL, dimensões 40 mm de diâmetro interno e altura de 100 mm e jaqueta 

térmica para controle de temperatura (1). O sistema de agitação consistia em um agitador 

mecânico Q-251D da marca IKA Labortechnik (Alemanha) e um impelidor com duas pás 

inclinadas com 25 mm de comprimento, altura de 7,0 mm e inclinação de 45º (2). A distância 

entre o impelidor e o fundo do tanque era de 20 mm. O fechamento do tanque era feito com uma 

tampa de teflon com dois furos, um para a passagem do eixo do impelidor outro para a adição de 

etanol e retirada de amostra. A temperatura do tanque era controlada com precisão de 0,2 ºC pela 

jaqueta térmica alimentada com água por um banho termostatizado TE-2000 (Tecnal, Brasil) (3). 

A adição de etanol era realizada por uma bomba dosadora Dosimat 665 (Metrohm, Alemanha) 

(4). O etanol que saia da bomba, na vazão estabelecida, passava pelo sistema de resfriamento 

composto por uma serpentina de cobre alojada em uma caixa de isopor contendo a mistura de sal 

e gelo (5). Em seguida, o etanol seguia para o tanque contendo o fermentado. 
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3.2.1.2. Preparação dos meios de cultivo 

A – Meio Mandels (Mandels e Weber, 1969) 

Para a preparação deste meio de suplementação, os reagentes nas quantidades listadas na 

Tabela 3.2 foram dissolvidos em água destilada, seguido do ajuste do pH da solução em 5,0 com 

solução de HCl 2,0 mol.L-1. 

 

Tabela 3.2: Composição do meio Mandels (Mandels e Weber, 1969). 

Cloreto de cálcio   0,30 g.L-1 

Cloreto de cobalto   0,20 g.L-1  

Extrato de levedura   2,00 g.L-1 

Fosfato monobásico de potássio  2,00 g.L-1 

Glicose  *; ** 

Peptona de soja   5,00 g.L-1 

Sulfato de amônio   1,40 g.L-1  

Sulfato de ferro   0,50 g.L-1 

Sulfato de magnésio   0,20 g.L-1 

Sulfato de manganês   0,14 g.L-1 

Sulfato de zinco   0,16 g.L-1 

Tween 80   1,00 g.L-1 

Uréia   0,30 g.L-1 

* No preparo do pré-inóculo da FS, a concentração de glicose no meio foi de 30 g.L-1. 
** Na produção de extratos e fermentados a concentração de glicose no meio foi de 10 g.L-1. 

 

B – Solução de sulfato de amônio 0,91% 

A solução foi preparada segundo Couri e Farias (1995) para a utilização como fonte de 

nitrogênio para o microrganismo. Nesta, 0,91g de sulfato de amônio foi dissolvido em 1,0 L de 

ácido clorídrico 0,1 mol.L-1. 
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3.2.1.3. Fermentação em estado sólido (FES) 

A fermentação em estado sólido foi realizada segundo Gomes (1995) no qual 5,0 g de 

farelo de trigo foram colocadas em frasco Erlenmeyer de 250 mL e autoclavado a 121, 0 °C por 

15 min. Após o resfriamento, foi adicionado 3,0 mL de meio de suplementação (solução 0,91% 

de (NH4)2SO4 em HCl 0,1 mol.L-1 ou meio Mandels (Mandels e Weber, 1969)). Os frascos foram 

inoculados com volume de esporos equivalente a 107 esporos.g-1 de farelo e a mistura 

homogeneizada e incubada em estufa a 32,0 °C por 72 h. A extração do complexo enzimático foi 

realizada com a adição ao meio de 50,0 mL de tampão acetato de sódio 50,0 mmol.L-1 pH 4,5 em 

shaker a 200 rpm, 32,0 °C por 30 min. Em seguida, a mistura foi filtrada, a fase líquida 

centrifugada a 12.900 g por 10 min sendo o sobrenadante armazenado congelado em freezer a -

18,0 ºC para posterior utilização. 

 

3.2.1.4. Fermentação submersa (FS) 

A produção dos complexos enzimáticos por fermentação submersa também foi realizada 

segundo Gomes (1995). Este procedimento consistiu de duas etapas. Na primeira, o preparo do 

pré-inóculo, transferiu-se para um frasco Erlenmeyer de 250 mL 50,0 mL de meio de cultivo 

(solução 0,91% de (NH4)2SO4 em HCl 0,1 mol.L-1 ou meio Mandels e Weber (1969)) contendo 

30 g.L-1 de glicose. Adicionou-se o volume de esporos equivalente a 107 esporos.mL-1 de meio de 

suplementação e a mistura foi homogeneizada e incubada em shaker a 32,0 °C, 200 rpm por 50 h. 

Na segunda etapa, foi realizada a inoculação na qual 0,5 g de farelo de trigo foi colocado em 

frasco Erlenmeyer de 250 mL e este foi autoclavado a 121,0 °C por 15 min. Após o resfriamento 

adicionou-se 40,0 mL de meio de suplementação (solução 0,91% de (NH4)2SO4 em HCl 

0,1mol.L-1 ou meio mineral de Mandels e Weber (1969)) contendo glicose 10 g.L-1 e 10,0 mL do 

pré-inóculo. O conjunto foi incubado em shaker a 200 rpm e 32,0 °C por 72 h. Em seguida, o 

fermentado foi filtrado, centrifugado a 12.900 g por 10 min e o sobrenadante obtido foi 

armazenado e congelado para posterior utilização. 
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3.2.1.5. Análise dos complexos enzimáticos 

Os complexos enzimáticos obtidos por FES e FS, amostras e diluições dos diversos 

ensaios de estabilidade e precipitação foram analisados em termos das atividades enzimáticas 

FPase, CMCase e xilanase e concentração de proteínas totais (inclusive as amostras do ensaio de 

hidrólise de bagaço de cana) em triplicata conforme descrito a seguir. 

A quantificação dos açúcares liberados durante as reações enzimáticas das medidas de 

atividade foi realizada pelo método de DNS (MILLER, 1959). Como esta medida deve levar em 

consideração a produção de açúcares apenas durante a reação enzimática, preparou-se "brancos 

reacionais" nos quais foram utilizados os mesmos componentes dos ensaios enzimáticos, porém, 

com a adição do reagente de DNS imediatamente após a adição do complexo enzimático. Uma 

unidade de atividade enzimática (UI) corresponde a 1,0 μmol de açúcares redutores liberados por 

minuto nas condições de reação utilizadas. 

 

A – Atividade enzimática FPase  

A atividade enzimática FPase foi realizada segundo a metodologia descrita por Ghose 

(1987), utilizando tiras de papel de filtro Whatman nº 01 medindo 1,0 x 6,0 cm como substrato. A 

quantificação dos açúcares liberados durante as reações foram realizadas segundo Miller (1959). 

 

B – Atividade enzimática de CMCase  

A medida da atividade celulolítica da endoglucanase (endo-1,4-β-D-glucanase, CMCase) 

foi realizado segundo a metodologia descrita por Ghose (1987) utilizando solução de CMC 4,0% 

em tampão citrato de sódio, 50,0 mmol.L-1 pH 4,8. A quantificação dos açúcares redutores 

liberados durante a reação foi realizada segundo Miller (1959). 

 

C – Atividade enzimática de xilanase  

A atividade xilanásica dos complexos foi determinada pelo método descrito por Bailey et 

al. (1992) que utiliza como substrato a solução de xilana 1,0% p/v (1,0 g de xilana dissolvida em 
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25,0 mL de solução de NaOH 1mol.L-1, seguido de ajuste de pH com HCl 2,0 mol.L-1 até pH 5,0, 

completando-se o volume para 50,0 mL com água e adicionando-se 50,0 mL de tampão acetato 

de sódio 0,2 mol L-1 pH 5,0. A determinação de açúcares redutores segundo Miller (1959). 

 

D – Determinação de açúcares redutores pelo método de DNS 

A quantificação de açúcares redutores liberados durante as reações enzimáticas foi 

realizada segundo o método descrito por Miller (1959) utilizando como reagente o 3,5-ácido 

dinitrosalicílico (DNS). Neste ensaio, os tubos contendo 1,0 mL do reagente DNS acrescidos de 

1,0 mL da mistura reacional foram colocados em banho a 100,0 ºC por 5 min. Após a fervura os 

tubos foram colocados em banho de gelo, provocando o abaixamento brusco da temperatura 

interrompendo a reação. Posteriormente foi realizada a diluição da mistura até 15,0 mL pela 

adição de água. Em seguida, realizou-se a medida de absorbância a 540 nm. A curva padrão de 

absorbância em função da concentração de açúcar redutor foi feita utilizando soluções de glicose 

nas concentrações de 1,0 a 10,0 μmol.mL-1. 

 

E – Determinação da concentração de proteínas totais 

A concentração de proteínas totais presentes foi determinada pelo método de Bradford 

(1976), com sensibilidade até 0,01 mg.mL-1 usando BSA (albumina de soro bovino) como 

referência para a obtenção da curva padrão. O procedimento constituiu em adicionar 100 μL de 

amostra a 1000 μL de reagente Coomassie Blue e agitar a mistura em vórtex. Após repouso por 

10 min, fazia-se a medida de absorbância em 595 nm. A curva padrão de absorbância da 

concentração de BSA foi feita utilizando soluções de BSA nas concentrações de 0,01 a 0,10 

mg.mL-1. 

 

3.2.1.6. Hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar pelos complexos enzimáticos 

O teste de hidrólise de bagaço de cana foi realizado segundo Vitcosque et al. (2012) 

utilizando bagaço de cana de açúcar in natura como substrato. Neste ensaio, 1,5 g de bagaço de 
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cana foi colocado em frasco Erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se 30,0 mL de tampão citrato de 

sódio 0,2 mol.L-1 pH 4,8. Em seguida, adicionou-se volume de complexo enzimático contendo a 

carga enzimática de 1 FPU por grama de bagaço de cana-de-açúcar in natura. O conjunto foi 

mantido em shaker a 50,0 ºC, 200 rpm por 36 h. Ao final da reação a mistura foi filtrada, 

centrifugada e a fase líquida submetida à quantificação de açúcares redutores liberados pelo 

método de DNS. Concomitantemente, foi realizado ensaio controle, nas mesmas condições 

descritas acima sem a adição do complexo enzimático, para a avaliação da liberação de açúcares 

no meio por solubilização. 

 

3.2.1.7. Eletroforese SDS-PAGE dos complexos enzimáticos 

O perfil eletroforético dos complexos enzimáticos foi obtido por meio de eletroforese em 

gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) descrita por Laemmli (1970), 

para as quais foram utilizados géis nas concentrações de 7,5 e 12,5% para marcadores de alta e 

baixa massa molecular, respectivamente. 

 

3.2.2. Estudo da estabilidade térmica e de pH dos complexos enzimáticos 

3.2.2.1. Estabilidade térmica dos complexos enzimáticos 

Os ensaios de estabilidade térmica dos complexos enzimáticos foram realizados para a 

obtenção de uma faixa de temperatura segura, em termos da manutenção da atividade enzimática, 

para os estudos de precipitação. Nestes ensaios, 1,0 mL do complexo foi transferido para tubo de 

ensaio e adicionou-se 1,0 mL de tampão acetato de sódio 0,2 mol.L-1 pH 5,0. Os tubos foram 

incubados em banho termostatizado nas temperaturas de 15,0; 30,0 e 45,0 ºC e dois tubos foram 

retirados a cada tempo de envelhecimento (10, 30, 60, 120 e 180 min). Após incubação, as 

amostras foram diluídas em tampão citrato de sódio 0,2 mol.L-1 pH 5,0 e centrifugadas a 12.900 g 

por 10 min. Em seguida, a fase líquida foi submetida à quantificação da concentração de 

proteínas totais e da atividade enzimática de xilanase.  
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3.2.2.2. Estabilidade de pH dos complexos enzimáticos 

Os ensaios de estabilidade de pH dos complexos enzimáticos foram realizados para a 

obtenção de uma faixa de pH segura, em termos da manutenção da atividade enzimática, para os 

estudos de precipitação. Nestes ensaios, o ajuste do pH do complexo foi feito pela mistura 

complexo-tampão na proporção 9:1 na qual a concentração molar do tampão foi 2,0 mol.L-1 (dez 

vezes a concentração molar final desejada), o volume total contido em cada tubo era de 2,0 mL. 

No ajuste do pH foi utilizado o tampão citrato de sódio para os valores de pH de 3,0; 4,0; 5,0 e 

6,0 e tampão fosfato de sódio para os valores de pH de 6,0; 7,0 e 8,0. Os tubos foram incubados 

em banho termostatizado a 30,0 ºC com retirada de dois tubos a cada tempo de envelhecimento 

(30, 60, 120 e 180 min). Após o tempo de incubação, o conteúdo dos tubos foram centrifugados a 

12.900 g por 10 min. Em seguida, as fases líquidas foram submetidas à quantificação da 

concentração de proteínas totais e da atividade enzimática de xilanase. 

 

3.2.3. Estudos de precipitação em tubos de ensaio 

Para todas as precipitações descritas a seguir, o volume de complexo enzimático em cada 

tubo era de 1,0 mL e o volume total dependia da concentração de etanol a ser utilizada. O 

complexo enzimático teve o seu pH ajustado pela mistura complexo-tampão na proporção 9:1 na 

qual a concentração molar do tampão foi 2,0 mol.L-1 (dez vezes a concentração molar final 

desejada). 

 

3.2.3.1. Determinação do ponto de turvação dos complexos enzimáticos com etanol em tubos 

de ensaio 

O ponto de turvação dos complexos enzimáticos durante a adição de etanol foi avaliado 

para determinar a concentração mínima de etanol capaz de provocar a turvação visual do meio. 

Nestes ensaios, os tubos contendo 2,0 mL de complexo enzimático foram submetidos à pesagem 

para a medida da massa inicial. Em seguida, com os tubos sob agitação em banho de gelo o 

etanol a -7,0 ºC foi adicionado gota a gota com a ajuda de uma pipeta automática até a detecção 
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visual de turvação no meio. Ao atingir o ponto de turvação observável, sendo esta mantida após 

10 min, o conjunto foi novamente submetido à pesagem para a determinação da massa de etanol 

adicionada. 

A determinação da concentração percentual final de etanol no meio (E%) capaz de 

provocar a turvação da mistura foi realizada utilizando as equações: 

 

mE = mf  – mi                                                                                                                          (eq. 3.1) 

 

DE = mE / VE                                                                                                                          (eq. 3.2) 

 

na qual 

 

E% = (VE / Vt) x 100                                                                                                               (eq. 3.3) 

sendo mE a massa de etanol, mf a massa final do conjunto, mi a massa inicial do conjunto, DE a 

densidade do etanol a -7,0 ºC (0,815 g L-1), VE o volume de etanol adicionado, Vt o volume total 

da mistura e E% o percentual de etanol (v/v) na mistura. 

 

3.2.3.2. Planejamento experimental fatorial 23 para as precipitações com etanol 

Nos experimentos de precipitação de xilanases dos complexos enzimáticos com etanol 

estudou-se o efeito da variação de temperatura, pH e concentração de etanol sobre a concentração 

de proteínas totais e atividade enzimática de xilanases nos precipitados recuperados. A 

combinação entre as variáveis, assim como o número de experimentos, foram determinados pelo 

planejamento experimental fatorial 23, com níveis +1 e –1 e 3 repetições no ponto central (PC, 

nível zero) (RODRIGUES e IEMMA, 2005), de acordo com a Tabela 3.3, resultando em 11 

experimentos. 
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Tabela 3.3: Planejamento fatorial 23 para precipitação em tubo de ensaio. 
Variável Nível (-1) Ponto central Nível (+1) 

Temperatura (°C) 15,0 30,0 45,0 

pH 4,0 5,5 7,0 

Etanol (% v/v final) 70 80 90 

 

3.2.3.3. Cinética preliminar de precipitação com etanol 

A cinética preliminar de precipitação foi realizada com o intuito de determinar o tempo de 

incubação (período após o ajuste das condições de precipitação) para os estudos determinados via 

planejamento experimental nas condições de ponto central. Para isso, inicialmente fez-se o ajuste 

do pH dos complexos enzimáticos em pH 5,5 segundo descrição no primeiro parágrafo do item 

3.2.3. Em seguida, com os tubos contendo 1,0 mL de complexo enzimático, sob agitação em 

banho de gelo, o etanol a -7,0 ºC foi adicionado gota a gota até atingir a concentração final de 

80% v/v de etanol (4,0 mL de etanol). Os tubos foram incubados em banho termostatizado a 30,0 

ºC e foram retiradas dois tubos por vez a cada tempo de envelhecimento (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 

4,0; 7,0; 10,0 e 24,0 h). Os conteúdos dos tubos foram centrifugados a 12.900 g por 10 min e o 

sobrenadante descartado. O precipitado foi dissolvido em 5,0 mL de tampão citrato de sódio 0,2 

mol.L-1 pH 5,0 e submetido à quantificação da concentração de proteínas totais e da atividade 

enzimática de xilanase. 

 

3.2.3.4. Estudo da seleção de variáveis na precipitação dos complexos enzimáticos com 

etanol segundo planejamento experimental fatorial 23 

Para os experimentos de precipitação dos complexos enzimáticos com etanol segundo o 

planejamento experimental fatorial 23, ajustou-se o pH do complexo em 4,0; 5,5 ou 7,0 segundo 

descrição no primeiro parágrafo do item 3.2.3. Em seguida, com os tubos sob agitação, em banho 

de gelo, o etanol a -7,0 ºC foi adicionado gota a gota até a concentração de etanol requerida (70, 

80 ou 90% v/v). Em seguida, os tubos foram incubados a 15,0; 30,0 ou 45,0 ºC por 3 h, sendo 
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então centrifugados a 12.900 g por 10 min e o sobrenadante descartado. O precipitado foi 

dissolvido em 5,0 mL de tampão citrato de sódio 0,2 mol.L-1 pH 5,0 e submetido à quantificação 

de proteínas totais e da atividade enzimática de xilanase. 

 

3.2.3.5. Precipitação dos complexos enzimáticos com etanol pelo planejamento experimental 

composto central 22  

Nos ensaios de precipitação com etanol segundo o planejamento experimental composto 

central 22 dos complexos enzimáticos a temperatura foi fixada em 15,0 °C e o ponto central da 

concentração de etanol foi elevada para 85% v/v. Assim, estudaram-se os efeitos da variação de 

pH e da concentração de etanol. A combinação entre as variáveis, assim como o número de 

experimentos, foram determinados pelo planejamento experimental fatorial 22, com níveis -1,41; 

-1,00; +1,00; +1,41 e três repetições no ponto central (PC, nível zero) (RODRIGUES e IEMMA, 

2005), de acordo com a Tabela 3.4, resultando em 11 experimentos. 

 

Tabela 3.4: Planejamento composto central 22 para precipitação em tubo de ensaio. 

Variável   Níveis   

-1,41 -1,00 0 +1,00 +1,41 

pH 3,4 4,0 5,5 7,0 7,6 

Etanol (%) 77,9 80,0 85,0 90,0 92,1 

 

Para estes experimentos, ajustou-se o pH do complexo em 3,4; 4,0; 5,5; 7,0 ou 7,6 

segundo descrito no primeiro parágrafo do item 3.2.3. Em seguida, com os tubos sob agitação, 

em banho de gelo, o etanol a -7,0 ºC foi adicionado gota a gota até a concentração de etanol 

requerida (77,9; 80,0; 85,0; 90,0 ou 92,1% v/v). Ao atingir a concentração requerida os tubos 

foram incubados em banho termostatizado a 15,0 ºC por 3,0 h. Após esta incubação os tubos 

foram centrifugados a 12.900 g por 10 min e o sobrenadante descartado. O precipitado obtido foi 

dissolvido em 5,0 mL de tampão citrato de sódio 0,2 mol.L-1 pH 5,0 e submetido à quantificação 
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da concentração de proteínas totais e da atividade enzimática de xilanase. Para a análise dos 

dados experimentais foi utilisado o software Statistica (Statsoft, versão 8.0) através do qual foi 

realizada a análise de variância (ANOVA) dos dados a 95% de confiança e a representação 

gráfica de superfícies de resposta . 

 

3.2.3.6. Estudo cinético de precipitação dos complexos enzimáticos com etanol baseado nos 

estudos com planejamento experimental 

Para o estudo cinético de precipitação inicialmente ajustou-se o pH do complexo em 5,5 

segundo descrito no primeiro parágrafo do item 3.2.3. Em seguida, com os tubos sob agitação, 

em banho de gelo, o etanol a -7,0 ºC foi adicionado gota a gota até a concentração de 85 (% v/v) 

de etanol. Após esse procedimento, os tubos foram incubados em banho termostatizado a 15,0 ºC 

e retirados em diferentes tempos de envelhecimento (entre 0 a 600 min). Os tubos foram então 

centrifugados a 12.900 g por 10 min e o sobrenadante descartado. O precipitado foi dissolvido em 

5,0 mL de tampão citrato de sódio 0,2 mol.L-1 pH 5,0 e submetido à quantificação de proteínas 

totais e da atividade xilanásica. 

 

3.2.4. Estudos de precipitação do complexo enzimático com etanol em tanque agitado 

Em todos os experimentos realizados em tanque agitado, ajustou-se o pH do complexo em 

5.5 pela adição de tampão citrato de sódio. Para que a diluição do complexo fosse a menor 

possível, a concentração do tampão era dez vezes a concentração final requerida (0,2 mol.L-1) e a 

proporção da mistura era 9:1 entre complexo e tampão. 

 

3.2.4.1. Determinação da solubilidade de proteínas e da solutividade de atividade xilanásica 

em função da concentração de etanol 

Para verificar a variação da solubilidade das proteínas e da solutividade de xilanases 

presentes no complexo durante o processo de precipitação com diferentes concentrações de 
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etanol, fez-se o ajuste em pH 5,5 do complexo (segundo descrição no primeiro parágrafo do item 

3.2.4), transferiu-se volume desejado deste (40,0; 35,0; 30,0; 20,0; 15,0 ou 10,0 mL) para o 

tanque de 100 mL resfriado a 4,0 ºC e ajustou-se a agitação em 150 rpm. Em seguida, o etanol a 

5,0 ºC foi adicionado gota a gota através da bomba dosadora na vazão de 2,0 mL.min-1 até 

atingir-se a concentração requerida (60, 65, 70, 80, 85 ou 90%). A retirada de 3,0 mL de amostra 

foi feita em triplicata em diferentes tempos. As amostras retiradas foram centrifugadas a 12.900 g 

por 10 min, o sobrenadante descartado e o precipitado dissolvido em 3,0 mL de tampão citrato de 

sódio 0,2 mol.L-1 pH 5,0 para a quantificação de proteínas totais e da atividade xilanásica. 

Neste trabalho, definiu-se uma “solubilidade aparente” (S) como sendo a porção da 

concentração de proteína no fermentado que não foi precipitada. Ela foi calculada como a 

diferença entre a quantidade da proteína presente originalmente na batelada e a quantidade de 

proteína precipitada ao fim da batelada dividida pelo volume de fermentado, segundo a Equação 

3.5: 

 

S = {Pf Vf – [(Vbat / Vamostra) (Pppt Vppt)]}/ Vf                                                                                                               (eq. 3.5) 

 

na qual: 

S = solubilidade aparente (mg.mL-1) 

Pf = concentração de proteínas no fermentado (mg.mL-1) 

Vf = volume do fermentado na batelada (mL) 

Vbat = volume da batelada (mL) 

Vamostra = volume da amostra (mL) 

Pppt = concentração de proteínas na solução do precipitado dissolvido (mg.mL-1) 

Vppt = volume de solução do precipitado dissolvido (mL) 

Chamamos de solutividade (Stv) da enzima a atividade volumétrica do fermentado não 

detectada no precipitado, seja por desnaturação, desativação ou devido à solubilidade da enzima 

(PINHEIRO et al., 2015). Na mesma linha de definição da solubilidade aparente, a solutividade é 

a porção da atividade volumétrica do fermentado que não foi recuperada. Ela foi calculada como 

a diferença entre o número de unidades de atividade presente originalmente na batelada e o 
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número de unidades de atividade precipitada ao fim da batelada dividida pelo volume de 

fermentado, segundo a Equação 3.6: 

 

Stv = {Af Vf – [(Vbat / Vamostra) (Appt Vppt)]}/ Vf                                                          (eq. 3.6) 

 

na qual: 

Stv = solutividade (UI.mL-1) 

Af = atividade enzimática do fermentado (UI.mL-1) 

Vf = volume do fermentado na batelada (mL) 

Vbat = volume da batelada (mL) 

Vamostra = volume da amostra (mL) 

Appt = atividade enzimática da solução do precipitado dissolvido (UI.mL-1) 

Vppt = volume de solução do precipitado dissolvido (mL) 

 

3.2.4.2. Estudo de precipitação de xilanases em duas etapas 

 

Primeira etapa de precipitação (corte)  

Inicialmente, ajustou-se o pH do fermentado em pH 5,5 (segundo descrição no primeiro 

parágrafo do item 3.2.4), transferiu-se 35,0 mL deste para o tanque de 100 mL resfriado a 4,0 ºC 

e a agitação foi ajustada em 150 rpm. Em seguida, o etanol a 5,0 ºC foi adicionado gota a gota 

através da bomba dosadora na vazão de 2,0 mL.min-1 até atingir a concentração de 65% v/v. A 

mistura foi deixada em agitação por 60 min. Decorrido esse tempo, a mistura foi recolhida e 

centrifugada a 12.900 g por 10 min. O precipitado foi dissolvido em tampão citrato de sódio 0,2 

mol.L-1 pH 5,0 para a quantificação de proteínas totais e da atividade xilanásica. O sobrenadante 

foi colocado de volta no tanque para a segunda etapa da precipitação. 
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Segunda etapa de precipitação 

O sobrenadante resultante da primeira etapa de precipitação voltou para o tanque de 100 

mL resfriado a 4,0 ºC e a agitação foi ajustada em 150 rpm. O etanol a 5,0 ºC foi adicionado gota 

a gota através da bomba dosadora na vazão de 2,0 mL.min-1 até à concentração final de 90% 

(v/v). Após a adição de etanol, a mistura foi deixada sob agitação por 15 min. Decorrido esse 

tempo a mistura foi recolhida, centrifugada a 12.900 g por 10 min e o precipitado dissolvido em 

tampão citrato de sódio 0,2 mol.L-1 pH 5,0 para a quantificação de proteínas totais e da atividade 

xilanásica. 

 

3.2.5. Precipitação com uso de semente 

 

3.2.5.1. Determinação do ponto de turvação dos complexos enzimáticos durante a adição de 

etanol em tanque agitado 

Para determinar a concentração mínima de etanol capaz de provocar a turvação visual do 

meio, ajustou-se o pH dos complexos em 5,5 (segundo descrição no primeiro parágrafo do item 

3.2.4) e transferiu-se 40,0 mL deste para o tanque de 100 mL resfriado a 4,0 ºC com agitação de 

150 rpm. Em seguida, o etanol a 5,0 ºC foi adicionado gota a gota através da bomba dosadora na 

vazão de 2,0 mL.min-1. Inicialmente adicionou-se etanol até a concentração alcançar 43% v/v 

(concentração arbitrária tomada com base nos dados de ponto de turvação obtidos nos 

experimentos em tubo de ensaio); a partir desse ponto, a adição foi feita de modo que a 

concentração fosse aumentada em 1% com intervalos de 5,0 min, tempo suficiente para a 

homogeneização do meio e a observação visual. Esse procedimento foi repetido até que a 

turvação do meio fosse observada visualmente e se mantivesse constante durante 5,0 min. 

Registrava-se então o volume de etanol adicionado e calculava-se a sua concentração final. Esses 

experimentos foram realizados para a determinação do ponto da concentração de etanol na qual a 

semente deveria ser adicionada ao meio. 
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3.2.5.7. Precipitação com a presença de 1,5% de semente 2  

Este experimento seguiu os passos descritos no item 3.2.5.4, porém, a semente adicionada 

ao meio foi a massa de sólidos obtidos no item 3.2.5.5, a qual chamamos de semente 2. 

 

3.2.5.8. Precipitação utilizando BSA como semente 

Este experimento seguiu os passos descritos no item 3.2.5.4, porém a semente adicionada 

ao meio foi a massa de sólidos de citrato de sódio e BSA (proporção mássica de citrato:BSA de 

99,47 : 0,53), na qual, a massa de BSA presente era equivalente a 1,5% da proteína total presente 

no fermentado a ser precipitado. 

Para todos os experimentos com a utilização de semente, foi realizado o calculo de 

efetividade da semente para os quais utilizou-se a Equação 3.7. 

 

η = 1 – (Stv s / Stv c) .                                                                                                              (eq. 3.7) 

 

sendo η a efetividade da semente, Stv s a solutividade de xilanases com o uso de semente e Stv c a 

solutividade de xilanase sem o uso de semente (controle). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Escolha do meio de suplementação para FES e nutriente para FS adequado para a 

produção de enzimas por A. niger 

Estes experimentos foram realizados com o objetivo de selecionar entre o meio Mandels e 

a solução de sulfato de amônio aquele que seria mais adequado tanto para a fermentação no 

estado sólido (FES) quanto para a fermentação submersa (FS) com vista na maior produção de 

enzimas pelo fungo A. niger nos dois sistemas. Os resultados desses experimentos são 

apresentados na Tabela 4.1 e na Figura 4.1. 

 

Tabela 4.1: Caracterização enzimática dos complexos produzidos por A. niger em FES e FS. 

Sistema e meio de 
cultivo 

Proteínas 
(mg.mL-1) 

FPase  
(UI.mL-1) 

Xilanase 
(UI.mL-1) 

CMCase 
(UI.mL-1) 

AR 
(μmol.mL-1) 

1 - FES e Mandels 0,23 ± 0,02 0,05 ± 4,3x10-3 4,19 ± 0,32 0,82 ± 0,07 4,47 ± 0,40 

2 - FES e (NH4)2SO4 0,21 ± 0,02 0,05 ± 3,5x10-3 4,01 ± 0,28 0,62 ± 0,06 3,24 ± 0,26 

3 - FS e Mandels 0,09 ± 7,2x10-3
 0,02 ± 1,6x10-3 1,05 ± 0,06 0,45 ± 0,04 5,05 ± 0,47 

4 – FS e (NH4)2SO4 0,05 ± 4,5x10-3 0,05 ± 3,8x10-3 0,83 ± 0,06 0,30 ± 0,03 0,46 ± 0,04 

AR = concentração de açúcares redutores após a hidrólise de bagaço de cana. Experimentos em 
triplicata, desvios padrão máximos: proteína, 10,1%; FPase, 8,6%; xilanase, 7,7%; CMCase, 
9,2%; e AR, 9,3%.  

 

As análises realizadas nos complexos obtidos por FES e FS mostraram diferenças entre 

estes. O teor de proteína nos complexos enzimáticos produzidos em FES foi superior ao 

produzido em FS, independentemente do meio de suplementação ou nutriente utilizado. Sugere-

se que por tratar-se de um fungo filamentoso, o sistema de FES mimetiza o seu habitat natural 

favorecendo o melhor desenvolvimento deste, refletindo em uma maior produção de proteínas. 
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Quando comparamos os meios utilizados para a suplementação e nutriente ou o tipo de 

cultivo em termos de atividade enzimática observou-se que os complexos produzidos por FES e 

FS utilizando o meio Mandels apresentaram atividades enzimáticas maiores que os seus 

correspondentes nos quais foi utilizada a solução de sulfato de amônio, exceto no caso da FPase 

de FS na qual o complexo enzimático produzido em solução de sulfato de amônio apresentou 

maior atividade. No entanto, os complexos enzimáticos produzidos utilizando o meio Mandels 

mostraram-se mais eficientes quanto à hidrólise de bagaço de cana, sendo que o complexo obtido 

por FS foi o que apresentou melhor resultado (5,05 μmol.mL-1, de açúcar redutor liberado). 

Sugere-se que um melhor balanceamento entre as atividades enzimáticas deste complexo pode ter 

facilitado a atividade sinérgica refletindo na sua eficiência em degradar o substrato sólido. 

Comportamento oposto ocorreu com o complexo obtido por FS utilizando a solução de sulfato de 

amônio que, apesar das atividades específicas de FPase e CMCase relativamente maiores, 

apresentou o menor valor de concentração de açúcar redutor liberado durante a hidrólise dentre 

os complexos enzimáticos testados.  

Na eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.1) é possível observar a diferença de conteúdo 

proteico nos cultivos FES e FS. No caso do cultivo FS, nota-se diferenças nos perfis proteicos 

dos cultivos com diferentes meios de suplementações e nutriente, mesmo com a baixa 

concentração de proteínas nesses fermentados. Bandas de cerca de 16 e 30 kDa (Figura 1a) são 

fortes para o cultivo no qual foi utilizado o meio Mandels e não estão presentes no caso da 

utilização da solução de sulfato de amônio (estas bandas também não são visualizadas nas pistas 

referentes aos cultivos FES). Ainda para o cultivo realizado em FS, vê-se uma banda entre 14 – 

20 kDa para o caso do uso de solução de sulfato de amônio que não foi detectada no cultivo 

utilizando o meio Mandels. 

Os resultados desses experimentos mostraram o meio descrito por Mandels e Weber 

(1969) (aqui chamado apenas de Mandels) como sendo o mais adequado para a utilização tanto 

como meio de suplementação em FES como meio nutriente em FS para a produção por A. niger, 

das enzimas aqui estudadas, principalmente de xilanases, razão pela qual selecionou-se este meio 

para os cultivos que visaram a produção destes complexos.  
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Figura 4.1: SDS-PAGE dos complexos de FES e FS de A. niger. Géis: (a) 12,5% e (b) 7,5% de 
acrilamida. Pistas: (1) FES com meio Mandels; (2) FES com solução de sulfato de amônio; (3) 
controle com meio Mandels; (4) controle com solução de sulfato de amônio; (5) FS com meio 
Mandels; (6) FS com solução de sulfato de amônio; (7) controle com meio Mandels; (8) controle 
com solução de sulfato de amônio. (M) marcadores de (a) baixas e (b) altas massas moleculares. 
Carga de proteína: 1,5 μg/pista.  

 

4.2. Estudo da estabilidade térmica e de pH dos complexos enzimáticos 

4.2.1. Estabilidade térmica dos complexos enzimáticos 

Os ensaios de estabilidade térmica dos complexos enzimáticos produzidos por A. niger em 

FES e FS foram realizados para a obtenção de uma faixa de temperatura segura, do ponto de vista 

de manutenção da atividade enzimática, para os estudos de precipitação subsequentes. Os dados 

obtidos para cada temperatura estudada foram submetidos ao ajuste linear (gráficos não 

mostrados) de atividade residual em função do tempo para a análise. A desnaturação provocaria 

uma diminuição da atividade com o tempo e possivelmente uma diminuição da concentração de 

proteína solúvel devido à precipitação de proteína desnaturada. Os resultados do ajuste linear dos 

dados destes experimentos são apresentados na Tabela 4.2. 
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Tabela 4.2: Estabilidade térmica dos complexos enzimáticos da FES e da FS de A. niger a pH 
5,0 por 3 h: valores do ajuste linear dos resultados da variação da concentração de proteínas ou 
atividade xilanásica com o tempo. 

Temperatura 
(ºC) 

 Xilanase  Proteínas 

Ativ|ₒ aativ (10-3) R2 Prot|ₒ aprot
 (10-5) R2 

15,0 6,50 2,6 0,970 0,23 1,0 0,983 

FES 30,0 6,84 2,1 0,975 0,22 20,0 0,880 

45,0 6,90 -1,1 0,984 0,22 2,0 0,964 

15,0 6,22 -1,2 0,980 0,07 -4,0 0,957 

FS 30,0 6,34 -1,1 0,983 0,05 8,0 0,931 

45,0 6,39 1,3 0,977 0,05 10,0 0,906 

Ativ|t = Ativ|0 + aativt e Prot|t = Prot|0 + aprott. Ativ|ₒ, coeficiente linear; aativ, coeficiente angular; R2, 
coeficiente de correlação. Experimentos realizados a pH 5,0 por 3 h, em duplicata, com 
amplitudes máximas: atividade xilanásica FES, 0,96 UI.mL-1; atividade xilanásica FS, 0,35 
UI.mL-1; concentração de proteínas FES, 0,05 mg.mL-1; concentração de proteína FS, 0,01 
mg.mL-1. 

 

Os resultados mostraram não haver variação significativa na atividade xilanásica e nem na 

concentração de proteínas, entre os complexos enzimáticos de FES e de FS, visto as inclinações 

das retas ajustadas aos pontos para concentração de proteínas (aprot) e atividade xilanásica (aativ) 

em função do tempo serem pequenas levando a variações de no máximo 0,2x10-2 mg.mL-1 e 0,2 

UI.mL-1 respectivamente em 3 h (180 min). Esses resultados estão de acordo com os resultados 

obtidos nos trabalhos de Guimarães et al. (2013), Chipeta et al. (2005), Bakri et al. (2010) e 

Betini et al. (2009) (Tabela 2.3), nos quais foi estuda a estabilidade térmica de xilanases de 

diferentes fungos. 

 

4.2.2. Estabilidade de pH dos complexos enzimáticos 

Os ensaios de estabilidade de pH dos complexos enzimáticos produzidos por A. niger em 

FES e FS foram realizados para a obtenção de uma faixa de pH segura, do ponto de vista de 

manutenção da atividade enzimática, para os estudos de precipitação subsequentes. Os dados 
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obtidos para cada valor de pH estudado foram submetidos ao ajuste linear (gráficos não 

mostrados) para a análise (Tabela 4.3).  

 

Tabela 4.3: Estabilidade de pH dos complexos enzimáticos da FES e da FS de A. niger a 30 ºC 
por 3 h: valores do ajuste linear dos resultados da variação da concentração de proteína ou 
atividade xilanásica com o tempo. 

pH 
Xilanase Proteínas 

Ativ|ₒ aativ (10-3) R2 Prot|ₒ aprot (10-5) R2 

3,01 8,78 3,6 0,911 0,16 9,0 0,790 

4,01 9,09 -4,2 0,821 0,21 -2,0 0,964 

5,01 7,61 4,6 0,917 0,24 -20,0 0,931 

FES 6,01 9,29 5,8 0,95 0,24 -10,0 0,918 

6,02 9,65 0,8 0,972 0,25 -5,0 0,988 

7,02 9,32 -3,3 0,967 0,25 -10,0 0,945 

8,02 8,94 -1,0 0,909 0,25 -4,0 0,930 

3,01 7,67 -0,6 0,861 0,06 0,7 0,931 

4,01 8,96 -4,6 0,841 0,07 3,0 0,890 

5,01 6,93 8,3 0,971 0,08 -9,0 0,897 

FS 6,01 8,72 6,6 0,898 0,08 -6,0 0,949 

6,02 8,58 0,8 0,895 0,08 1,0 0,970 

7,02 8,67 -1,7 0,967 0,09 -3,0 0,937 

8,02 8,17 -2,7 0,926 0,10 -5,0 0,929 

Ativ|t = Ativ|0 + aativt e Prot|t = Prot|0 + aprott. Ajuste de pH: 1Tampão citrato de sódio, 2tampão 
fosfato de sódio por 3 h. Ativ|ₒ, coeficiente linear; aativ, coeficiente angular; R2, coeficiente de 
correlação. Experimentos realizados em duplicata com amplitudes máximas: atividade xilanásica 
FES, 0,94 UI.mL-1; atividade xilanásica FS, 0,77 UI.mL-1; concentração de proteínas FES, 0,03 
mg.mL-1; concentração de proteína FS, 0,01 mg.mL-1.  

 

Os resultados dos experimentos a diferentes valores de pH, durante 3 h (180 min), 

apresentados na Tabela 4.3 mostraram que não houve variação significativa tanto na atividade 

xilanásica quanto na concentração de proteínas nos complexos enzimáticos de FES e de FS. 

Neste estudo, as maiores variações foram da mesma ordem daquelas encontradas para o estudo de 
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estabilidade térmica. Nos experimentos realizados em pH 6,0 com diferentes tampões (citrato de 

sódio e fosfato de sódio) também não apresentaram grandes variações em função da mudança do 

tampão, sendo as variações máximas da atividade de xilanase 0,36 UI.mL-1 em FES e 0,15 

UI.mL-1 em FS. Por outro lado, para a concentração de proteínas a variação em FES foi de 0,01 

mg.mL-1 enquanto que em FS não houve variação. Estes resultados corroboram com os de outros 

trabalhos relacionados à estabilidade de xilanases fúngicas a diferentes valores de pH (Tabela 

2.4). 

Assim, como a concentração de proteínas e a atividade xilanásica tanto dos complexos 

enzimáticos produzidos em FES quanto em FS mostraram-se relativamente estáveis em relação à 

variações de temperatura e pH nas faixas estudadas, para a continuidade dos estudos de 

precipitação de xilanases utilizando etanol como agente precipitante, definiu-se as seguintes 

faixas operacionais para a continuação deste trabalho: temperatura entre 15,0 e 45,0 ºC e pH de 

3,0 a 8,0.  

 

4.3. Estudos de precipitação dos complexos enzimáticos com etanol 

Muitos autores têm relatado diferenças entre as enzimas com atividade xilanolítica 

produzidas por microrganismos em FES e FS (FREDERICK et al., 1985; MATSUSHIDA et al., 

1985; KORMELINK et al., 1993; BENEDETTI et al., 2013; AHMAD et al., 2013). Ao mesmo 

tempo, a precipitação de xilanases com etanol, apesar de bastante conhecida, ainda apresenta 

algumas limitações tais como baixos rendimentos e a necessidade de altas concentrações do 

precipitante no processo. Assim, os estudos de precipitação com etanol dos complexos 

enzimáticos produzidos por A. niger em FES e FS, feitos de maneira comparativa, visaram a 

detecção dessas possíveis diferenças entre esses complexos frente ao processo de precipitação. 

Além disso, os experimentos realizados via planejamento experimental com a variação de 

parâmetros operacionais de temperatura, pH e concentração de etanol buscaram uma condição de 

recuperação eficiente de xilanases presentes nesses complexos enzimáticos. 
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4.3.1. Determinação do ponto de turvação dos complexos enzimáticos com etanol em tubos 

de ensaio 

A determinação do ponto de turvação foi realizada para a verificação da concentração 

mínima de etanol capaz de provocar a turvação visual dos complexos enzimáticos. A turvação 

dos complexos é um indicativo da presença de fase sólida no meio à uma determinada condição. 

Os ensaios foram conduzidos adicionando-se etanol a -7,0 ºC, gota a gota, aos complexos 

enzimáticos contidos em tubos de ensaios sob agitação até a detecção visual de turvação no meio. 

Os resultados obtidos (média de dez repetições) mostraram comportamentos diferentes 

para os complexos enzimáticos produzidos em FES e em FS quanto à concentração de etanol 

mínima para a detecção visível de turvação no meio. Os complexos de FES necessitaram de 50,8 

± 0,13% (v/v) de etanol enquanto os complexos de FS precisaram em média da concentração de 

56,2 ± 0,97% (v/v) para atingir o mesmo ponto. Esta diferença, apesar de relativamente pequena, 

pode ser consequência da maior concentração de proteínas no meio FES (0,244 mg.mL-1 de FES 

contra 0,111 mg.mL-1 de FS). Segundo Nakadai e Nasuno (1989) uma maior concentração de 

proteína no meio favorece a formação de partículas à uma menor concentração de etanol devido a 

possível maior supersaturação e taxas de nucleação e crescimento altas. 

 

4.3.2. Cinética preliminar de precipitação com etanol 

A cinética de precipitação preliminar foi realizada para a determinação do tempo de 

incubação nos estudos de precipitação via planejamento experimental fatorial 23. Os 

experimentos foram feitos nas condições de ponto central do planejamento experimental (item 

3.2.3.2) com a retirada de amostras em diferentes tempos de incubação. 

Os resultados da cinética preliminar de precipitação de proteínas totais e de xilanases dos 

complexos enzimáticos de FES e de FS (Figura 4.2) mostraram comportamentos parecidos para 

FES e FS quanto à variação na recuperação de proteínas e atividade de xilanase com o tempo, ou 

seja, percentuais altos de recuperação em tempos curtos seguido de queda de ambas com o passar 

do tempo. A queda da atividade de xilanase recuperada pode ser consequência da desnaturação 

decorrente da exposição da enzima à alta concentração de etanol por tempo prolongado. 
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Tabela 4.4: Precipitação dos complexos enzimáticos com etanol pelo planejamento experimental fatorial 23: análise da atividade de xilanase e 
da concentração de proteínas dos complexos enzimáticos após a precipitação. 

Ensaios 
Temperatura 

(ºC) pH 
Concentração 

de etanol  
v/v (%) 

FES  FS 

XR 

(%) 
PR 

(%) 
AE 

(UI.mg-1) FP  
XR 

(%) 
PR 

(%) 
AE 

(UI.mg-1) FP 

1 15,0 4,0 70 35,1 39,3 20,40 0,94  9,4 86,0 5,83 0,11 

2 45,0 4,0 70 2,2 28,8 3,31 0,15  0,8 14,2 3,27 0,06 

3 15,0 7,0 70 35,1 51,4 1,65 0,08  35,9 19,7 99,19 1,87 

4 45,0 7,0 70 1,9 12,7 19,47 0,90  53,4 47,6 59,46 1,19 

5 15,0 4,0 90 39,8 52,2 16,64 0,77  77,4 54,0 75,98 1,43 

6 45,0 4,0 90 22,9 63,7 14,91 0,69  12,2 36,7 17,68 0,33 

7 15,0 7,0 90 54,3 70,7 16,82 0,76  52,3 64,8 43,28 0,81 

8 45,0 7,0 90 26,6 28,4 7,86 0,36  0,1 6,6 1,14 0,02 

9 30,0 5,5 80 46,4 40,8 24,85 1,15  55,8 48,0 62,17 1,17 

10 30,0 5,5 80 46,3 42,4 24,47 1,13  54,2 49,3 58,17 1,09 

11 30,0 5,5 80 44,2 40,9 23,63 1,09  57,7 45,2 68,27 1,28 

XR, atividade de xilanase recuperada; PR, proteína recuperada; AE, atividade enzimática específica (atividade enzimática por grama de 
proteína); FP, fator de purificação. Referência: FES – atividade de xilanase inicial, 7,28 UI.mL-1; concentração de proteínas inicial, 0,34 
mg.mL-1; atividade específica de xilanase inicial, 21,69 UI.mg-1. FS – atividade de xilanase inicial, 5,79 UI.mL-1; concentração de proteínas 
inicial, 0,11 mg.mL-1; atividade específica de xilanase inicial, 53,16 UI.mg-1.  
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Os gráficos de Pareto (Figura 4.3 e 4.4) também foram analisados em termos da 

recuperação de proteínas totais e da atividade xilanásica nos precipitados pela variação da 

temperatura, pH e concentração de etanol. 

Os resultados obtidos para a precipitação dos complexos enzimáticos de FES e FS 

(Tabela 4.4) mostraram que na condição de ponto central (30,0 ºC; pH 5,5; 80% v/v etanol) 

precipita-se proteínas totais e xilanases praticamente nas mesmas proporções, sendo que nas 

precipitações de FS esses valores percentuais de recuperação tanto de xilanases quanto de 

proteínas totais são mais elevados. Nos experimentos realizados a 45,0 ºC houve a diminuição 

na recuperação de proteínas e atividade xilanásica tanto para FES quanto para FS, exceto no 

ensaio 4 para FS (pH 7,0; 70% v/v etanol) no qual os resultados foram parecidos com aquele 

obtidos no ponto central (ensaios 9, 10 e 11). Com a variação da temperatura, é observado um 

efeito negativo desta sobre a recuperação da atividade xilanásica e de proteínas totais as quais 

diminuem com o aumento da temperatura. Para a atividade xilanásica, a diminuição 

percentual da recuperação nessas condições pode ser consequência da desnaturação 

irreversível provocada pelo aumento da temperatura do sistema resultante da mistura etanol-

solução aquosa, que já era alta (15,0 a 45,0 ºC) (TSCHELIOESSNIG et al., 2014; COHN et 

al., 1946; OSS, 1989; SOARES et al., 2012). Além disso, solventes orgânicos são 

desestabilizadores de proteínas e podem desnatura-las quando utilizados em altas 

concentrações ou altas temperaturas devido as suas favoráveis interações com grupos 

hidrofóbicos (INOUE e TIMASHEFF, 1972; ARAKAWA et al., 2007). Por outro lado, a 

elevação da temperatura pode aumentar a solubilidade de algumas proteínas diminuindo a 

concentração de proteínas totais no precipitado. Assim, é de se esperar que o aumento dessas 

duas variáveis ao mesmo tempo cause um efeito de desnaturação ainda maior às proteínas. 

Nas precipitações em pH 4,0, os melhores resultados de recuperação de proteínas e atividade 

xilanásica tanto em FES quanto em FS foram obtidos no ensaio 5 (15 ºC; 90% v/v etanol). O 

diferencial nesse caso foi que em FES precipitou-se, percentualmente, mais proteínas totais do 

que xilanases, enquanto que em FS o resultado foi inverso. Esses resultados refletiram 

diretamente na diferença de fator de purificação: FES, 0,77; FS, 1,43. Ainda nas precipitações 

a pH 4,0, no ensaio 1 (15 ºC, 70% v/v etanol), em FES as recuperações percentuais de 

proteínas e xilanases ativas foram próximas: 39,3 e 35,1%, respectivamente. Por outro lado, 

na FS houve uma diferença bastante acentuada entre as recuperações de proteínas totais e 

xilanases ativas (86,0 e 9,4%, respectivamente). 
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Segundo os gráficos de Pareto (Figura 4.3a e 4.3b), para os complexos enzimáticos de 

FES, a 95% de confiança as variáveis temperatura e concentração de etanol tiveram efeitos 

estatisticamente significativos sobre a atividade xilanásica, com a temperatura apresentando 

efeito negativo. Além disso, as interações temperatura-concentração de etanol e pH-

concentração de etanol também tiveram efeitos estatisticamente a 95% de confiança (Figura 

4.3a). Na concentração de proteínas (Figura 4.3b), os maiores efeitos são atribuídos à 

temperatura, concentração de etanol e à interação temperatura-pH. O efeito individual do pH, 

assim como da interação temperatura-concentração de etanol, também foram registrados, 

porém, com menor intensidade quando comparado aos outros. Para a precipitação dos 

complexos enzimáticos produzidos em FS (Figura 4.4a), a 95% de confiança, são 

significativos o efeito individual de temperatura e os efeitos das interações temperatura-

concentração de etanol, temperatura-pH e pH-concentração de etanol. Para recuperação de 

proteínas totais (Figura 4.4b), as variáveis temperatura e pH apresentaram efeitos 

significativos além dos efeitos de interação temperatura-concentração de etanol e 

temperatura-pH. 

Os complexos enzimáticos de FES e FS reagiram de maneiras diferentes à variação de 

temperatura, pH e concentração de etanol, no processo de precipitação com etanol. Como para 

a recuperação de proteínas e atividade de xilanase tanto de FES quanto de FS o efeito da 

temperatura foi negativo e em alguns casos a concentração de etanol e o pH não 

demonstraram significância estatística a 95% de confiança, principalmente para a recuperação 

de xilanases, foco deste trabalho, como observado nos experimentos com FS, além da não 

definição de uma condição ótima de precipitação, houve a necessidade da realização de 

experimentos de precipitações por um planejamento experimental composto central 22. 

Através deste planejamento de experimentos de segunda ordem é possível estimar, além dos 

efeitos principais lineares e todos os efeitos de interação dois a dois, todos os efeitos 

quadráticos principais. A inserção dos pontos axiais deste tipo de planejamento permite a 

observação, se houver, de curvatura no plano, ou seja, a determinação de pontos ótimos na 

superfície de resposta. Para este novo estudo de precipitação, a temperatura, que apresentou 

efeito negativo sobre a recuperação tanto da atividade xilanásica quanto de proteínas totais, 

foi fixada no seu nível -1 (15,0 ºC). A concentração de etanol não teve efeito estatisticamente 

significativo a 95% de confiança para a faixa de valores estudados, porém, observou-se 

maiores recuperações de xilanases e proteínas totais quando a concentração de etanol foi 

elevada. Por isso, o ponto central da concentração de etanol foi elevado de 80 para 85% v/v. 
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4.3.4. Precipitação dos complexos enzimáticos com etanol pelo planejamento 

experimental composto central 22 

Os resultados obtidos nos experimentos de precipitação dos complexos enzimáticos de 

por A. niger segundo o planejamento experimental composto central 22 são apresentados na 

Tabela 4.5. Para a análise dos dados obtidos foi utilizado o software Statistica (Statsoft, 

versão 8.0), este software permitiu a análise dos efeitos das variáveis estudadas assim como as 

suas interações sobre a precipitação de xilanases e proteínas totais que foram realizadas 

segundo os gráficos de Pareto (Figura 4.5), a análise de variância (ANOVA) (Tabela 4.6) e a 

representação gráfica de superfícies de resposta (Figura 5.6). Os resultados obtidos nas 

precipitações com etanol segundo o planejamento experimental composto central 22 (Tabela 

4.5) mostraram valores percentuais de recuperação de proteínas nos precipitados dos 

complexos enzimáticos produzidos em FES maiores do que os de FS. Estes resultados podem 

estar relacionados à maior concentração inicial de proteínas no meio obtido por FES (0,29 

mg.mL-1) uma vez que maior concentração inicial de proteínas no meio sugere uma maior 

supersaturação resultando em maior precipitação percentual destas (NAKADAI e NASUNO, 

1989). 

O mesmo raciocínio pode ser estendido para a atividade xilanásica, para qual as 

maiores recuperações foram obtidas nos precipitados do complexo enzimático de FS que 

inicialmente continham maior atividade xilanásica (7,09 UI.mL-1) em relação aos complexos 

produzidos em FES (5,16 UI.mL-1). Os complexos enzimáticos de FES e de FS apresentaram 

diferentes atividades xilanásicas específicas, tanto iniciais (17,79 e 59,08 UI.mg-1 para FES e 

FS, respectivamente) quanto nos precipitados, resultando em diferentes fatores de purificação. 

Os fatores de purificação, na maioria dos experimentos, estão abaixo de um, ou seja, nessas 

condições são precipitadas mais proteínas totais do que xilanases. Estes resultados abrem a 

possibilidade da utilização do método de precipitação em etapas, uma vez que os valores 

indicam que concentrações de etanol mais baixas podem resultar em uma condição de corte 

eficiente. 

Complexos enzimáticos de FES e de FS têm comportamentos diferentes quanto à 

recuperação de proteínas totais e de atividade xilanásica na precipitação com etanol. Para os 

complexos obtidos por FES os melhores resultados de recuperação de proteínas (entre 78,9 e 

86,2%) e atividade xilanásica (entre 59,8 e 64,4%) foram obtidos nos ensaios em que o pH 

inicial foi ajustado no ponto central (5,5), independente da concentração de etanol utilizada.  



 

 

105 

 

 
Tabela 4.5: Precipitação dos complexos enzimáticos com etanol pelo planejamento experimental composto central 22: análise da 
atividade de xilanase e da concentração de proteínas dos complexos enzimáticos de FES e de FS. 

Ensaios pH 
Concentração

de etanol 
v/v (%) 

FES  FS 

XR  

(%) 
PR  

(%) 
AE  

(UI.mg-1) 
FP 

 
XR 

(%) 
PR 

(%) 
AE 

(UI.mg-1) 
FP 

1 4,0 80,0 42,6 59,4 14,9 0,83  54,2 54,6 27,3 0,46 

2 4,0 90,0 45,1 63,0 14,8 0,83  54,6 68,3 53,4 0,90 

3 7,0 80,0 56,1 83,0 14,0 0,78  65,4 61,0 51,1 0,86 

4 7,0 90,0 55,1 76,4 15,0 0,84  55,9 76,5 48,9 0,83 

5 3,4 85,0 48,6 45,1 22,4 1,25  58,3 46,3 40,7 0,69 

6 7,6 85,0 46,6 69,8 13,8 0,77  51,9 51,1 60,0 1,02 

7 5,5 77,9 60,0 78,9 15,8 0,88  57,8 63,3 60,3 1,02 

8 5,5 92,1 59,8 85,6 14,5 0,81  73,5 85,3 46,0 0,78 

9 5,5 85,0 62,1 81,4 15,8 0,88  65,8 72,1 48,7 0,82 

10 5,5 85,0 64,4 86,2 14,9 0,83  68,7 76,9 47,7 0,80 

11 5,5 85,0 61,8 82,7 15,6 0,87  66,4 73,4 48,3 0,82 

XR = atividade de xilanase recuperada, PR = concentração de proteína recuperada, AE = atividade específica de xilanase no 
precipitado, FP fator de purificação. Referência FES: atividade de xilanase inicial, 5,16 UI.mL-1; concentração de proteínas inicial, 
0,29 mg.mL-1; atividade específica de xilanase inicial, 17,79 UI.mg-1. Referência FS: atividade de xilanase inicial, 7,09 UI.mL-1; 
concentração de proteínas inicial, 0,12 mg.mL-1; atividade específica de xilanase inicial, 59,08 UI.mg-1.  
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a) 

 

b) 

 

Figura 4.5: Gráficos de Pareto dos efeitos das variáveis estudadas (pH e concentração de 
etanol) assim como as suas interações sobre a precipitação de xilanases (a) e proteínas totais 
(b) presentes nos complexos enzimáticos de FES.  
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a) 

 

b) 

 

Figura 4.6: Gráficos de Pareto dos efeitos das variáveis estudadas (pH e concentração de 
etanol) assim como as suas interações sobre a precipitação de xilanases (a) e proteínas totais 
(b) presentes nos complexos enzimáticos de FS.  
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Nos complexos enzimáticos produzidos em FS com o pH ajustado em 5,5, a mudança 

concentração de etanol do nível -1,41 (77,9% v/v) para +1,41 (92,1% v/v) proporcionou um 

aumento de 16,0% na recuperação de proteínas totais e de 22,0% na recuperação da atividade 

xilanásica. 

Os gráficos de Pareto mostram os efeitos individuais e de interação das variáveis sobre 

a precipitação de xilanases e proteínas totais dos complexos. Os resultados das precipitações 

de xilanases e proteínas totais presentes nos complexos enzimáticos produzidos em FES 

(Figura 4.5) mostram que a 95% de confiança apenas o pH tem efeito (linear e quadrático) 

estatisticamente significativo tanto sobre a atividade de xilanase (Figura 4.5a) quanto para a 

concentração de proteínas (Figura 4.5b).  

No caso dos complexos enzimáticos produzidos em FS (Figura 4.6), para a 

precipitação de xilanases apenas o efeito quadrático de pH tem significância, enquanto que 

para proteínas totais tanto o efeito quadrático de pH quanto o efeito linear da concentração de 

etanol são estatisticamente significativos. 

A Tabela 4.6 apresenta os coeficientes do modelo matemático e parâmetros estatísticos 

obtidos pela análise da recuperação de proteínas totais e atividade xilanásica após a 

precipitação de etanol dos complexos enzimáticos de FES e FS.  

A análise dos dados permitiu definir o grau de significância de cada variável e a sua 

interação. Para FES, apenas os efeitos do pH foram estatisticamente significativas (p <0,05) 

para as recuperações de proteínas totais  e de xilanases ativas. Para a recuperação de proteínas 

totais de FS o efeito quadrático do pH, bem como o efeito linear da concentração de etanol, 

foram significativos ao limite de confiança de 95% (valor de p <0,05). Quanto à recuperação 

xilanases ativas nas precipitações utilizando fermentado de FS, apenas o efeito quadrático de 

pH foi significativo dentro da faixa avaliada. Em geral, o efeito do pH foi maior do que o 

efeito da concentração de etanol, tal como pode ser verificado para os valores do coeficiente 

de listados na Tabela 4.6. 

A análise dos coeficientes dos valores da recuperação de proteínas totais e da atividade 

xilanásica mostrou que o coeficiente de correlação e o teste F foram satisfatórios para a 

previsão dos modelos utilizados para descrever os gráficos de superfície de resposta dados 

para a concentração de proteínas toteis e atividade xilanásica como uma função do pH e 

concentração de etanol (Figura 4.7). 
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Tabela 4.6: Coeficiente de valores e análise estatística para a concentração de proteína total e atividade de xilanase. 

 FES  FS 

 Concentração de proteínas totais  Atividade xilanásica  Concentração de proteínas totais  Atividade xilanásica 

 Coeficientes p-valor  Coeficientes p-valor  Coeficientes p-valor  Coeficientes p-valor 

Média 83.43* 0.000  66.30* 0.000  74.13* 0.000  66.97* 0.000 

pH 8.99* 0.009  2.58* 0.036  2.67 0.093  0.43 0.509 

pH2 -12.84* 0.007  -8.59* 0.005  -11.82* 0.008  -6.65* 0.009 

Etanol 0.81 0.454  0.15 0.791  7.54* 0.013  1.64 0.094 

Etanol2 -0.44 0.714  -2.44 0.055  0.98 0.446  -1.37 0.167 

pH.EtOH -2.55 0.176  -0.88 0.344  0.45 0.752  -2.48 0.084 

R 0.98   0.79   0.98   0.60  

F value 50.77   3.83   30.72   1.48  

F cal/Flisted 10.05   0.76   6.08   0.29  

R, coeficiente de determinação 
*Significância ao nível de 0,05
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Os gráficos de superfícies de resposta mostram que para a precipitação com etanol dos 

complexos enzimáticos produzidos em FES (Figura 4.7a) a melhor recuperação tanto da 

atividade xilanásica quanto de proteínas totais acontece quando o pH inicial do complexo está 

entre o ponto central (5,5) e o pH neutro. Nestas condições a influência da concentração de 

etanol é quase imperceptível sendo melhor notada quando a precipitação foi realizada com o 

ajuste do pH a valores mais baixos.  

Para a precipitação de complexos enzimáticos de FS (Figura 4.7b), os gráficos de 

superfície de resposta mostram que, tanto para a atividade xilanásica quanto para proteínas 

totais, as melhores recuperações acontecem com o pH ajustado ao ponto central (5,5). Porém, 

diferente da FES, para a FS a concentração do precipitante afeta o processo de precipitação de 

proteínas totais em qualquer valor de pH. Esta influência é mais acentuada quando o ajuste de 

pH dos fermentados é feito a valores baixos. Por outro lado, a recuperação de atividade 

xilanásica sofre o efeito da concentração do precipitante apenas a baixos valores de pH. 

Os valores obtidos nos experimentos de precipitação dos complexos produzidos por A. 

niger em FES e em FS, segundo este planejamento experimental composto central 22, nas 

condições definidas como ponto central (concentração de etanol de 85% v/v e pH 5,5) estão 

próximos dos melhores resultados encontrados para precipitação de xilanases com etanol 

tanto em FES quanto em FS, razão pela qual estas condições foram adotadas para a realização 

do estudo cinético. 

 

4.3.5. Estudo cinético de precipitação dos complexos enzimáticos com etanol baseado nos 

estudos com planejamento experimental 

Os resultados do perfil cinético de precipitação com etanol para FES e FS são 

mostrados na Tabela 4.7 e nas Figuras 4.8 e 4.9. 

A Tabela 4.7 mostra que para a recuperação percentual da atividade xilanásica no 

complexo enzimático de FES o melhor resultado foi de 66,0% obtido nos tempos de 60 e 75 

min, enquanto para a precipitação dos complexos de FS, os dados mostraram como melhores 

resultados a recuperação de 80 a 88,0% da atividade xilanásica inicial do fermentado, obtidos 

entre 360 e 420 min. Entretanto, em termos de produtividade, para estes sistemas, tempos de 

precipitação acima de 15 min não são interessantes uma vez que os ganhos, em termos de 

recuperação da atividade xilanásica, são muito baixos em ralação ao tempo gasto.  
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Tabela 4.7: Cinética de precipitação dos complexos enzimáticos de FES e de FS com etanol. 

Tempo 
(mim) 

FES  FS 

PR (%) XR (%) FP  PR (%) XR (%) FP 

0 73,8 62,1 0,84  70,5 79,2 1,12 

15 73,8 65,2 0,88  71,6 78,6 1,10 

30 77,2 63,4 0,82  76,0 77,1 1,01 

45 84,5 64,1 0,76  78,5 78,3 1,00 

60 88,9 66,0 0,74  79,5 78,6 0,99 

75 90,8 66,0 0,73  79,1 78,2 0,99 

90 88,8 62,8 0,71  79,4 76,2 0,96 

105 88,1 63,1 0,72  79,3 79,4 1,00 

120 88,4 64,1 0,73  79,5 78,7 0,98 

150 88,0 61,7 0,70  80,2 79,0 0,98 

180 91,0 61,6 0,68  80,6 78,0 0,98 

210 91,6 61,5 0,67  79,6 78,8 0,99 

240 90,4 63,7 0,70  79,8 75,9 0,94 

270 90,4 61,0 0,67  80,5 75,3 0,92 

300 88,1 63,5 0,72  82,2 76,2 0,91 

330 86,7 63,5 0,73  83,4 79,8 0,93 

360 88,9 61,4 0,69  86,1 80,8 0,92 

390 87,1 50,9 0,58  88,1 82,7 0,94 

420 89,1 50,2 0,56  87,9 88,4 1,03 

480 95,6 50,4 0,54  85,7 72,9 0,84 

540 95,6 52,6 0,55  86,8 68,7 0,79 

600 96,8 52,7 0,54  86,4 69,0 0,80 

Experimentos realizados em duplicata com amplitudes máximas para: FES, xilanase = 7,7% e 
concentração de proteínas = 9,8%. FS, xilanase = 6,9% e concentração de proteínas = 6,7%. 
Referência: FES, atividade xilanásica inicial = 7,68 UI.mL-1; concentração de proteínas inicial 
= 0,23 mg.mL-1. FS, atividade xilanásica inicial = 4,15 UI.mL-1; concentração de proteínas 
inicial = 0,12 mg.mL-1. PR, concentração de proteínas recuperada; XR, atividade de xilanase 
recuperada; FP, fator de purificação da xilanase. Condições de precipitação: temperatura 
15,0ºC; pH 5,5; concentração de etanol final de 85% v/v. Adição de etanol a -7,0ºC.  
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Figura 4.8: Cinética de precipitação com etanol de complexos enzimáticos de A. niger 
produzidos em FES. Médias de duplicatas. Amplitudes máximas: 7,7% para atividade de 
xilanase e 9,8% para concentração de proteínas. Atividade xilanásica inicial, 4,15 UI.mL-1; 
concentração de proteínas inicial, 0,23 mg.mL-1. Condições de precipitação: temperatura de 
incubação 15ºC; pH 5,5; concentração de etanol final, 85%. Adição de etanol a -7,0ºC.   

 

 

 

Figura 4.9: Cinética de precipitação com etanol de complexos enzimáticos de A. niger 
produzidos em FS. Médias de duplicatas. Amplitudes máximas: 6,7% para atividade de 
xilanase e 6,7% para concentração de proteínas. Atividade xilanásica inicial, 7,68 UI.mL-1; 
concentração de proteínas inicial, 0,12 mg.mL-1. Condições de precipitação: temperatura de 
incubação 15ºC; pH 5,5; concentração de etanol final, 85%. Adição de etanol a -7,0ºC.  
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A diferença na concentração de proteínas inicial e na atividade xilanásica inicial dos 

complexos de FES e de FS refletiram nas diferentes atividades enzimáticas específicas. Do 

mesmo modo, diferentes valores de concentração de proteínas e atividade xilanásica nos 

precipitados resultaram em diferentes fatores de purificação nos precipitados obtidos em 

diferentes tempos de incubação: para a FES o valor máximo fator de purificação obtido foi de 

0,88 a 15 min e para a FS o maior valor registrado foi 1,12 imediatamente após a adição do 

precipitante (Tabela 4.7). Tanto para FES quanto para FS os maiores valores de fator de 

purificação são encontrados em tempos curtos de precipitação quando grande parte da 

proteína total ainda encontra-se solúvel. Estes resultados também mostram que tempos curtos 

foram suficientes para a recuperação de quase toda xilanase possível de ser precipitada sob 

essas condições. 

O comportamento cinético da precipitação com etanol dos complexos produzidos por 

A. niger em FES (Figura 4.8) mostra o aumento da concentração de proteínas nos precipitados 

obtidos em tempos curtos (menores que 100 mim) atingindo 90% da proteína total inicial em 

75 min. Esse valor de recuperação segue praticamente estável até o final do processo. Por 

outro lado, a atividade de xilanase recuperada se mantém estável desde o início, em torno de 

60% da atividade inicial, nos precipitados coletados em até 360 min. A partir desse ponto, 

ocorre diminuição que pode ser consequência da desnaturação das enzimas pela exposição à 

alta concentração de etanol por um tempo prolongado. 

Na precipitação dos complexos de FS (Figura 4.9) a concentração de proteínas nos 

precipitados aumentou durante os 45 min iniciais e se manteve estável até 270 min. Em 

seguida, iniciou novo aumento que perdurou até 360 min. A partir deste ponto a concentração 

de proteínas manteve-se estável até o final do processo. Já a atividade de xilanase recuperada 

nos precipitados foi estável desde o início, em torno de 80%, até 360 min. Em seguida, 

aumentou até atingir 88% em 420 min, ponto a partir do qual a recuperação de atividade nos 

precipitados começou a diminuir. 

A Tabela 4.8 apresenta os dados comparativos do presente trabalho com os relatados 

por outros autores para a precipitação de xilanases produzidas em FES. O melhor resultado 

apresentado neste trabalho é superior àqueles obtidos por Farinas et al. (2011) na precipitação 

de xilanases de A. niger com etanol, no qual 23,0% da atividade enzimática foi recuperada 

com a concentração de 80% v/v de etanol a 10,0 °C por 3 h; quando o precipitante utilizado 

foi o sulfato de amônio, recuperou-se 27,0% da atividade xilanásica. 
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Tabela 4.8: Comparativo de dados de precipitação de xilanases produzidas por FES. 

Microrganismo Precipitante 
(v/v) 

Tempo 
(min) 

XR (%) FP Referência 

A. niger Etanol a 85%  15 65,0 0,74 Este trabalho 

A. niger Etanol a 80%  180 23,0 - FARINAS et al., 2011 
 Sulfato de 

amônio a 80%*  
 27,0 -  

A. fumigates Etanol a 40% 30 69,6 1,33 FADEL et al., 2014 

T. harzianum Etanol a 80% 30 94,0 
97,0 

- FADEL et al., 2001 

T. viride Sulfato de 
amônio a 60%* 

 82,0 1,1 IRFAN e SYED, 2012 

P. glabrum Sulfato de 
amônio a 90%* 

 84,0 3,25 KNOB et al., 2013 

XR (%) = percentual de atividade de xilanases recuperada no precipitado, FP = fator de 
purificação da xilanase no precipitado. *Saturação final de sulfato de amônio.  

 

O melhor resultado obtido neste trabalho para a precipitação de xilanases de FES estão 

próximos daqueles registrados no trabalho de Fadel et al. (2014), no qual foram recuperadas 

69,6% da atividade xilanásica presente no complexo enzimático de Aspergillus fumigates com 

40% de etanol em 30 min, porém, concentrações maiores de etanol levaram a uma queda na 

recuperação da atividade enzimática. 

Altas recuperações de atividade de xilanase foram reportadas por Fadel et al. (2001) na 

precipitação de xilanases de Trichoderma harzianum com 80% de etanol: as recuperações 

foram de 94,0% e 97,0% da atividade de xilanase inicial, para pH inicial dos complexos 

enzimáticos ajustados em 4,5 e 7,0, respectivamente. Irfan e Syed (2012), trabalhando com 

xilanase de T. viride produzida em FES, registraram a recuperação de 82% com saturação de 

sulfato de amônio de 60%. No trabalho de Knob et al. (2013), 84,0% da atividade xilanásica 

inicial do extrato de P. glabrum foi recuperada com 90% de saturação de sulfato de amônio. 

Os dados da cinética de precipitação (Tabela 4.7) apresentam como melhor resultado 

para a precipitação de xilanases com etanol de complexos produzidos em FS 88,1% de 

atividade de xilanase recuperada com fator de purificação de 1,03. Este resultado está 

próximo aos demais resultados extraídos de outros trabalhos de recuperação de xilanases por 
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precipitação com etanol. A Tabela 4.9 apresenta o comparativo dos resultados deste trabalho 

com os de outros autores para a precipitação de xilanases produzidos em FS. 

 

Tabela 4.9: Comparativo de dados de precipitação de xilanases produzidas por FS. 

Microrganismo Precipitante 
(v/v) 

Tempo 
(min) 

XR (%) FP Referência 

A. niger Etanol a 85% 15 79,0 1,03 Este trabalho 

T. harzianum  Etanol a 90% 0 100,0 - MARIÑO et al., 2015 

Chainia sp. Etanol a 66% "overnight" 78,5 13,70 VARMA et al., 1999 

 Etanol a 80%  99,0 15,97  

A. aculeatus Sulfato de 
amônio a 80%* 

 97,1 5,00 FUGIMOTO et al., 
1995 

A. niger Sulfato de 
amônio a 70%*  

 78,6 1,85 AHMAD et al., 2013 

Bacillus cereus  Sulfato de 
amônio a 80%* 

 93,0 4,50 MIASS e AHMED, 
2014 

Bacillus cereus  Sulfato de 
amônio a 80%* 

 51,8 1,21 ROY e 
ROWSHANUL, 2009 

B. megaterium Sulfato de 
amônio a 80%* 

 91,0 2,33 VIJAYALAKSHMI 
et al., 2013 

B. pumilus  Sulfato de 
amônio a 50%* 

 40,4 6,8 MAHILRAJAN et 
al.,2014 

XR (%), percentual de atividade de xilanase recuperada no precipitado; FP, fator de 
purificação da xilanase no precipitado. *Solução de sulfato de amônio saturada. 

 

Altas recuperações foram registradas por Varma et al. (1999) na precipitação de 

xilanases ativas de Chainia sp. os quais reportaram a recuperação de 78,5% da atividade 

inicial de xilanase com fator de purificação de 13,7 utilizando etanol a 66% (v/v). Quando a 

concentração foi de 80% (v/v), a recuperação da atividade foi de 99,0% com um fator de 

purificação de 15,97. Já Mariño et al. (2015) registraram a recuperação total, isto é, de 100% 

da atividade xilanásica do complexo enzimático produzido por T. harzianum em FS utilizando 

a concentração de 90% de etanol. 
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Na análise de trabalhos de precipitação de xilanases é comum encontrarmos alguns 

trabalhos nos quais foi utilizado o mesmo agente precipitante em uma mesma concentração, 

porém, os percentuais de recuperação de proteínas e de xilanases foram diferentes. Diferenças 

deste tipo podem ser explicadas de duas maneiras. Primeiro, os microrganismos podem 

produzir uma grande variedade de enzimas com atividade xilanolítica, sendo que cada 

microrganismo produz essas enzimas em diferentes proporções. Assim, xilanases de 

complexos enzimáticos de fontes diferentes podem ter sua solubilidade afetada de maneiras 

diferentes ao mesmo precipitante. Segundo, se os complexos enzimáticos forem produzidos 

pelo mesmo microrganismo, deve-se observar as concentrações de proteínas e atividades 

enzimáticas iniciais destes complexos, pois pode haver em alguns casos uma relação entre a 

concentração inicial de algumas proteínas e a sua solubilidade em uma dada condição (SHIH 

et al., 1992, PINHEIRO et al., 2015). De maneira análoga, Pinheiro et al. (2015) relataram a 

relação entre a atividade xilanásica inicial com a recuperação destas por precipitação com 

etanol de complexo enzimático de A.niger. 

Assim, os estudos de precipitação com etanol dos complexos enzimáticos produzidos 

por A. niger em FES e em FS, feitos de maneira comparativa, mostraram que esses complexos 

comportam-se de maneiras diferentes, em termos da recuperação de proteínas totais e da 

atividade xilanásica, quando precipitados com etanol. Estas diferenças foram detectadas tanto 

no ponto de turvação quanto ao comportamento frente às variáveis de processo estudadas e 

refletiu no rendimento e na pureza de xilanases precipitadas. A utilização de delineamento 

experimental permitiu o melhoramento da recuperação de xilanases pela variação da 

temperatura, pH e concentração de etanol, sendo que recuperação de xilanases do complexo 

produzido em FS mostrou-se mais eficiente do que do complexo produzido em FES.  

 

4.4. Estudos de precipitação de complexos enzimáticos com etanol em tanque agitado 

Os estudos de precipitação em tanque agitado tiveram como objetivo a determinação 

das curvas de solubilidade de proteínas em função da concentração de etanol e aplicar o 

conceito de solutividade, determinando a curva de solutividade para xilanases também em 

função da concentração de etanol, assim como a utilização dessas curvas para uma possível 

precipitação em etapas. Além disso, a realização de testes de precipitação com a utilização de 

sementes, de maneira análoga à cristalização para a verificação do efeito destas no processo 

de precipitação de proteínas dos complexos enzimáticos, também foram implementados. 
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Nos estudos de precipitação realizados em tubos de ensaio, os complexos de FS 

apresentaram os melhores resultados de recuperação de xilanases. Por essa razão, os estudos 

de precipitação com determinação das curvas de solubilidade de proteínas e solutividade de 

xilanases, precipitação em duas etapas e uso de semente em tanque agitado foram realizados 

utilizando apenas o complexo enzimático de A. niger produzido em fermentação submersa.  

 

4.4.1. Determinação da solubilidade de proteínas e da solutividade de atividade 

xilanásica em função da concentração de etanol para o complexo enzimático de FS 

Os resultados dos experimentos para a verificação da variação da solubilidade 

aparente (S) das proteínas e da solutividade (Stv) de xilanases (conforme definido no item 

3.2.4.2) presentes no complexo enzimático produzido em FS após a precipitação com 

diferentes concentrações de etanol são apresentados na Tabela 4.10 e Figuras 4.10 e 4.11.  

 

Tabela 4.10: Variação da solubilidade aparente (S) e solutividade (Stv) do complexo 
enzimático pela adição do etanol.  

Etanol Solubilidade aparente (S)  Solutividade (Stv)   

(% v/v) (mg.mL-1) (%)*  (UI.mL-1) (%)*  Fp 

60 0,074 ± 0,003 77,1 ± 4,1  8,982 ± 0,133 97,8 ± 1,5  0,09 

65 0,070 ± 0,003 72,7 ± 4,3  8,334 ± 0,464 90,8 ± 5,6  0,34 

70 0,053 ± 0,002 55,5 ± 3,8  5,914 ± 0,186 64,4 ± 3,1  0,80 

80 0,046 ± 0,002 47,9 ± 4,3  3,546 ± 0,169 38,6 ± 4,8  1,18 

85 0,040 ± 0,001 41,9 ± 5,0  2,882 ± 0,154 31,5 ± 5,3  1,18 

90 0,023 ± 0,003 24,0 ± 4,3  0,849 ± 0,035 9,3 ± 4,1  1,19 

Condições de precipitação: pH 5,5; temperatura 4,0ºC e velocidade de agitação de 150 rpm. 
Referências: Concentração de proteínas inicial, 0,096 mg.mL-1; atividade xilanásica, 9,180 
UI.mL-1. *Porcentagens da concentração de proteínas e atividade xilanásica iniciais. Fp, fator 
de purificação.  
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a) 

 

 

b) 

 

Figura 4.10: Variações da solubilidade aparente (a) e solutividade de xilanases (b) dos 
fermentados em função da concentração de etanol. Condições de precipitação: pH 5,5; 
temperatura, 4,0 ºC; agitação de 150 rpm. Etanol a 5,0 °C adicionado a 2,0 mL.min-1. 
Referências: Concentração de proteínas inicial, 0,096 mg.mL-1; atividade de xilanase inicial, 
9,180 UI.mL-1. As barras representam os desvios padrão de quatro experimentos. 

0,000 

0,020 

0,040 

0,060 

0,080 

0,100 

55,0 65,0 75,0 85,0 95,0 

So
lu

bi
lid

ad
e 

ap
ar

en
te

 (
S

) 
 

(m
g.

m
L

-1
) 

Concentração de etanol (% v/v) 

0,00 

2,00 

4,00 

6,00 

8,00 

10,00 

55,0 65,0 75,0 85,0 95,0 

So
lu

ti
vi

da
de

 (S
tv
) 

 (U
I.

m
L

-1
) 

Concentração de etanol (% v/v) 



120 

 

 

Tanto a solubilidade aparente (S) quanto a solutividade (Stv) diminuíram à medida que 

a concentração de etanol foi elevada (Figura 4.10). Em termos percentuais, a recuperação de 

xilanases a 85% de etanol foi menor que aquelas obtidas neste trabalho nos estudos em tubos 

de ensaio (68,5% contra  ≈ 80,0%). Já o fator de purificação das xilanases precipitadas no 

tanque agitado foi maior do que nos precipitados em tubos de ensaio (1,19 e 1,03, 

respectivamente). Quando a precipitação foi realizada com a concentração de etanol de 90% 

recuperou-se ≈ 91% das xilanases presentes no fermentado. Este valor foi menor do que o 

obtido por Mariño et al. (2015) na precipitação de xilanases de T. harzianum no qual 100% da 

atividade xilanásica do fermentado foi recuperado. Os ensaios nas concentrações de etanol de 

80, 85 e 90%, apesar de apresentaram valores de recuperação de proteínas totais e de 

xilanases diferentes, seus valores de fator de purificação foram praticamente os mesmos. 

A Figura 4.11 mostra o gráfico da solubilidade aparente e solutividade como 

percentuais de seus valores no fermentado em função da concentração de etanol. A 

comparação das duas curvas mostra a possibilidade de se realizar precipitação em etapas (com 

corte) para enriquecimento do precipitado, em termos de xilanase, em uma segunda 

precipitação a concentração mais elevada de etanol. O gráfico da solubilidade aparente e 

solutividade relativas em função da concentração de etanol apresenta um ponto de interseção 

das duas curvas, a concentração de 76,6% v/v de etanol. Na possibilidade da precipitação em 

etapas este pode ser considerado como o ponto de operação do corte (POC).  

Desta forma, precipitações realizadas com concentrações de precipitante abaixo do 

POC, ou seja, com concentrações de etanol menores que 76,6% v/v, resultariam em 

precipitados enriquecidos com um dos componentes (proteínas totais, que sabemos englobar 

também as xilanases), por outro lado, precipitações realizadas com concentrações do 

precipitante acima deste ponto de operação, levariam à obtenção de um precipitado 

enriquecido com o outro componente (xilanases). No caso em estudo, para concentrações de 

etanol mais baixas que o POC de 76,6% de etanol, a solutividade é percentualmente maior 

que a solubilidade aparente, teoricamente sendo possível se realizar precipitação com corte. 

Porém, a relevância prática técnica deste tipo de precipitação depende dos valores de 

percentuais de proteínas a ser descartada no precipitado e atividade enzimática a ser perdida 

neste. 
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Figura 4.11: Variação da solubilidade aparente (S) e da solutividade de xilanases (Stv), em 
termos percentuais, dos fermentados em função da concentração de etanol (v/v). Condições de 
precipitação: pH 5,5; temperatura 4,0 ºC e agitação de 150 rpm. Etanol a 5,0 °C adicionado na 
vazão de 2,0 mL.min-1. Referências: Concentração de proteínas inicial, 0,096 mg.mL-1; 
atividade de xilanase inicial, 9,180 UI.mL-1. As barras representam os desvios padrão de 
quatro experimentos.  

 

4.4.2. Estudo de precipitação de xilanases em duas etapas 

4.4.2.1. Estudo cinético de recuperação de proteínas e atividade xilanásica 

Os resultados de solubilidade aparente e solutividade de xilanases nos forneceram a 

condição favorável ao corte em termos de concentração de etanol. Porém, para a determinação 

do tempo de cada etapa de precipitação com corte, era necessária análise da cinética de 

recuperação de proteínas e atividade xilanásica em termos percentuais no tempo. Esses dados 
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gráficos na Figura 4.12. 
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  Tabela 4.11: Cinética de recuperação de proteínas e atividade enzimática nos precipitados em diferentes concentrações de etanol. 

 Concentração de etanol (v/v) 

 60%  65%   70%  80%  90% 

Tempo 
(min) 

 Proteína 
(%) 

Xilanase 
(%) 

Proteína 
(%) 

Xilanase 
(%) 

 Proteína 
(%) 

Xilanase 
(%) 

 Proteína 
(%) 

Xilanase 
(%) 

 Proteína 
(%) 

Xilanase 
(%) 

0  21,6±0,9 1,8±0,4 28,8±1,2 14,2±1,0  48,2±1,6 38,5±1,0  57,2±1,3 68,6±0,7  71,8±4,9 87,0±2,2 

15  22,8±0,6 2,3±0,6 28,0±08 12,8±1,1  47,3±4,2 36,6±1,9  58,4±4,1 68,7±2,9  70,0±3,0 95,5±6,1 

30  22,4±0,7 2,0±0,3 19,2±1,0 4,5±0,4  44,8±5,4 33,8±1,2  55,9±1,0 65,0±3,3  81,7±2,2 95,0±2,7 

60  25,0±0,7 2,6±0,2 41,6±3,2 5,2±0,3  42,4±4,1 35,1±0,9  64,1±4,4 66,1±1,5  81,5±3,9 94,0±2,3 

120  24,5±0,4 2,7±0,2 52,7±2,2 14,5±0,9  45,6±0,9 34,9±1,0  92,5±10,4 76,9±4,5  81,5±2,6 100,9±3,8 

180  28,3±4,0 2,5±0,2 63,4±2,3 17,0±1,3  85,3±2,0 51,6±1,4  102,3±3,6 88,7±6,8  94,1±4,0 101,0±3,0 

Percentual da concentração de proteínas e da atividade de xilanase recuperadas após a precipitação do fermentado com etanol em 
diferentes tempos de incubação. Referências: concentração de proteínas inicial, 0,10 mg.mL-1 exceto pra 80% v/v de etanol que foi 
0,11 mg.mL-1. Atividade xilanásica inicial para etanol 60%, 9,14 UI.mL-1; etanol 65%, 9,24 UI.mL-1; etanol 70%, 9,07 UI.mL-1; etanol 
80%, 9,29 UI.mL-1; etanol 85%, 9,38 UI.mL-1; etanol 90%, 8,97 UI.mL-1. Condições: pH 5,50, temperatura 4,0 ºC e agitação de 150 
rpm. Etanol a 5,0 ºC adicionado na vazão de 2,0 mL.min-1. Desvio padrão para o resultado de quatro experimentos. 
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Figura 4.12: Cinética da concentração de proteínas (  ) e da atividade de xilanase (  ) 
recuperadas, em termos percentuais, após a precipitação do fermentado com etanol em 
diferentes tempos de incubação com etanol a: a) 60%, b) 65%, c) 70%, d) 80%, e) 85% e f) 
90%. As barras representam os desvios padrão das triplicatas dos experimentos. Condições: 
pH, 5,50; temperatura, 4,0 ºC; agitação, 150 rpm. Etanol adicionado a 5,0 ºC na vazão de 2,0 
mL.min-1. 
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essa diferença leva a comportamento em termos de solubilidade, taxa de nucleação e 

crescimento, também diferentes. Segundo Giulietti et al. (2001), no processo de precipitação 

moléculas orgânicas e biomoléculas, devido às suas grandes dimensões, tendem a formar 

muitos polimorfos. Outra possível explicação para esse fenômeno seria que proteínas (que não 

são xilanases) presentes no fermentado são mais suscetíveis à desnaturação pelo etanol, 

porém, essa desnaturação depende tanto da concentração de etanol quanto do tempo de 

exposição e com o passar do tempo mais proteínas são desnaturadas e precipitadas. 

Considerando os pontos até 60 min, os quais não apresentam grandes variações entre 

eles, para todas as concentrações de etanol utilizadas observa-se que na concentração de 65% 

etanol (Figura 4.12b) no tempo de 60 min há uma maior recuperação percentual de proteínas 

totais do que atividade de xilanase, condição na qual precipita-se uma maior quantidade de 

outras proteínas do que de xilanases; esse pode ser considerado como o ponto para o corte. 

Por outro lado, a concentração de 90% etanol (Figura 4.12f) é aquela em que há uma maior 

recuperação de atividade de xilanase independente do tempo de incubação. Essa condição, 

portanto, pode ser utilizada para a segunda etapa de precipitação na qual seriam necessários 

apenas 15 min de tempo de incubação. 

 

4.4.2.2 Precipitação de xilanases em duas etapas 

A precipitação de xilanases em duas etapas foi realizada baseada nos dados obtidos 

nas curvas de solubilidade e solutividade e pela cinética de precipitação. Segundo Shih et al. 

(1992), para algumas proteínas, existe uma relação entre a concentração inicial de proteínas e 

a sua solubilidade quando medida por precipitação e entre a atividade enzimática inicial e sua 

solutividade em determinada condição. Dessa forma, os parâmetros aqui estabelecidos para a 

precipitação de duas etapas são válidos apenas para este fermentado. Para fermentados com 

diferentes concentrações de proteínas e atividade xilanásica iniciais, a viabilidade da 

precipitação em duas etapas, assim como os parâmetros a serem adotados (tempo e 

concentração de precipitante em cada etapa), dependerá das curvas de solubilidade e 

solutividade específicas para estes. 

Os resultados dos experimentos de precipitação de xilanases dos fermentados de A. 

niger, realizados em duas etapas, utilizando etanol como agente precipitante, são apresentados 

na Tabela 4.12. 
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Tabela 4.12: Precipitação em duas etapas de xilanases do fermentado de A. niger. 

Proteína  Xilanase  AE 
FP 

 (mg.mL-1) (%) 
 

(UI.mL-1) (%) 
 
 (UI.mg-1) 

Precipitação 
direta 
(90%etanol) 

0,082 ± 3,9x10-3 81,5 ± 3,9 
 

8,43 ±2,1x10-1 94,0 ± 2,3 
 

102,8 1,2 

Fermentado 
bruto 

0,098 ± 2,0x10-3 100,0 ± 2,3  9,18 ± 2,7x10-2 100,0 ± 0,3  93,67 1,0 

Etapa 1 
(65% etanol) 

0,041 ± 0,9x10-3 41,9 ± 2,2  0,62 ± 0,6x10-3 6,8 ± 1,0  15,15 0,2 

Etapa 2 
(90% etanol) 

0,043 ± 1,4x10-3 44,3 ± 3,2 
 

7,61 ± 0,22 82,9 ± 2,9 
 

176,91 1,9 

Total 
recuperado 

0,084 86,2  8,228 89,7  
  

AE, atividade específica de xilanase; Fp, fator de purificação. Volume de fermentado inicial, 
35,0 mL; pH, 5,5; temperatura, 4,0 °C; velocidade de agitação, 150 rpm. Etanol adicionado a 
5,0 ºC na vazão de 2,0 mL.min-1. Precipitação direta: proteína inicial, 0,10 mg.mL-1; atividade 
xilanásica inicial, 8,97 UI.mL-1. 

 

O fermentado bruto continha uma concentração de proteínas de 0,098 mg.mL-1, 

atividade xilanásica de 9,180 UI.mL-1 e atividade específica de 93,67 UI.mg-1. A precipitação 

com 65% de etanol (Etapa 1) resultou em um precipitado que, quando dissolvido em um 

volume igual ao do fermentado precipitado, continha 42% da concentração da proteína inicial 

(0,041 mg.mL-1); por outro lado, a atividade xilanásica era de apenas 0,62 UI.mL-1, ou seja, 

6,8% da atividade inicial. A atividade específica neste precipitado era de 15,15 UI.mg-1. 

No final da segunda etapa de precipitação (90% de etanol), o precipitado obtido 

continha 44,3% da proteína inicial (0,043 mg.mL-1). Porém a atividade recuperada nesta etapa 

foi de 7,61 UI.mL-1 ou 82,9 % da atividade xilanásica inicial. Com esses valores, a atividade 

enzimática específica foi elevada para 176,91 UI.mg-1. 

O somatório do percentual da concentração de proteínas e atividade xilanásica 

recuperadas nas duas etapas foram de 86,2 e 89,7%, respectivamente. As proteínas totais 

(incluindo xilanases) não recuperadas são aquelas que, por características próprias como 

massa molecular, constituição de aminoácidos, estrutura tridimensional e pI, são solúveis nas 



126 

 

 

 

condições de operação. Quanto à atividade de xilanase não detectada nos precipitados, 

lançaremos mão do conceito de solutividade proposto por Pinheiro et al. (2015), segundo o 

qual a atividade de xilanase não detectada nos precipitados não se refere apenas às moléculas 

de enzimas que ainda encontram-se solúveis, mas ao somatório destas moléculas que ainda 

estão em solução ativas ou não e das enzimas precipitadas desnaturadas. 

Os resultados da precipitação em duas etapas mostraram que o procedimento 

possibilitou um aumento na atividade específica de xilanase conduzindo ao enriquecimento de 

atividade de xilanase no precipitado a um fator de purificação de 1,9. Quando comparado com 

a precipitação direta a 90% de etanol essa diferença é menor, pois nesta condição a atividade 

específica de xilanase passou de 89,7 para 102,8 UI.mg-1 e fator de purificação de 1,2 (Tabela 

4.11). Quando comparada à precipitação direta, a precipitação em duas etapas possibilitou um 

aumento de 72% na atividade enzimática específica e de 58% no fator de purificação. Estes 

resultados abrem a possibilidade da utilização da precipitação em duas etapas com etanol de 

como uma etapa de purificação de xilanases de A. niger. Além disso, mostra a utilização 

eficiente da curva de solutividade para a determinação do ponto de operação de corte (POC), 

sendo esta uma informação necessária de se ter acerca da precipitação de xilanases de A. niger 

com etanol.  

 

4.5. Estudo de precipitação com uso de semente 

No estudo de precipitação com o uso de semente, utilizaram-se as sementes de 

maneira análoga à utilização na cristalização de proteínas, para verificar a influência da 

adição de semente sobre a recuperação de proteínas e atividade xilanásica no precipitado. Na 

cristalização de proteínas, a técnica de semeadura é utilizada para eliminar a nucleação 

primária e para aumentar a tendência da formação de cristais isomorfos.  

 

4.5.1. Determinação do ponto de turvação do fermentado durante a adição de etanol em 

tanque agitado 

Realizou-se a determinação do ponto de turvação dos complexos para a obtenção da 

concentração de etanol no fermentado apropriada para a adição da semente. Nessa 

concentração de etanol a supersaturação é alta suficiente para garantir que a semente não seja 
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dissolvida no meio. Apesar desses estudos já terem sido realizados neste trabalho em tubos de 

ensaio, com a mudança para o tanque agitado houve algumas modificações no sistema: 

aumento do volume de trabalho, adição do sistema de agitação e mudança na temperatura de 

incubação (de 15,0 para 5,0ºC). Essas modificações poderiam provocar alteração no ponto de 

turvação. A evolução desses experimentos é mostrada na Figura 4.13. 

 

 
FS sem etanol           47%                 48%                 49%                 50%                  51%  

Figura 4.13: Determinação visual do ponto de turvação do fermentados de FS pela a adição 
de etanol. Condições: pH inicial do fermentado 5,5; temperatura de 4,0 ºC e agitação de 150 
rpm. Adição de etanol a 5,0 ºC na vazão de 2,0 mL.min-1. 

 

Assim como nos experimentos realizados em tubo de ensaio, nos estudos em tanque 

agitado o fermentado de FES (dados não apresentados) atingiu o ponto de turvação visual à 

uma menor concentração de etanol adicionado ao meio do que o fermentado de FS. Porém, 

nos experimentos realizados em tanque agitado, tanto em FES quanto FS esse ponto foi 

detectado visualmente com uma concentração de etanol mais baixa quando comparado com 

os valores encontrados nos experimentos em tubo de ensaio. Em tanque agitado, o ponto de 

turvação do fermentado de FS foi 51% v/v de etanol enquanto que em tubo de ensaio esse 

valor foi de 56%. Esta pequena diferença de concentração do precipitante para a turvação 

visual do meio pode estar relacionada à diminuição da temperatura do sistema (de 15 para 5 

ºC), uma vez que a solubilidade diminui com  diminuição da temperatura. Outro fator seria a 

mistura mais eficiente realizada pelo sistema de agitação presente no tanque utilizado para 

estes experimentos. Segundo Byrne e Fitzpatrick (2002), a agitação do sistema aumenta a 

possibilidade de colisão e agregação entre as moléculas.  
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4.5.2. Produção e características das sementes 

Para os estudos com o uso de semente foram preparados três tipos de semente:  

a) Semente 1 – sólido obtido pela liofilização do precipitado do fermentado com 90% 

v/v de etanol a 4,0ºC por 1 h; 

b) Semente 2 – sólido obtido pela liofilização do precipitado do fermentado com 90% 

v/v de etanol com a adição de semente 1; 

c) Semente BSA – sólido obtido pela mistura homogênea de albumina de soro bovino 

(BSA) e acetato de sódio. 

A caracterização dos sólidos (sementes) obtidos consta na Tabela 4.13. 

 

Tabela 4.13: Características dos sólidos utilizados como semente. 

 Semente 1 Semente 2 Semente BSA 

Proteína (mg.mL-1)  0,024 0,018  

Atividade xilanásica (UI.mL-1) 2,149 2,798  

Atividade específica (UI.mg-1) 89,5 155,3  

Proteína no sólido (% m/m) 0,53 0,42  

Atividade de xilanase no sólido (UI.mg-1)  0,478 0,533  

BSA (% m/m)    0,53 

Acetato de sódio (% m/m)    99,47 

 

4.5.3. Precipitação com a presença de semente 

A técnica da semeadura, muito utilizada na cristalização de proteínas para o controle 

da nucleação e algumas características do cristal resultante, foi utilizada de maneira análoga 

neste trabalho, com o objetivo de aumentar a presença de enzimas com atividade xilanásica no 

precipitado obtido. Durante a revisão bibliográfica, não foram encontrados registros de 

trabalhos com relatos do uso de semente como técnica de melhoramento da recuperação por 

precipitação de enzimas ativas a partir de meios complexos. Assim, os resultados dos 

experimentos de precipitação de xilanases com etanol, utilizando semente, obtidos neste 
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trabalho foram analisados com base em dados advindos do uso de semente em cristalização. 

Estes resultados dos experimentos de precipitação com a utilização de semente estão 

apresentados na Tabela 4.14. 

Para a determinação do ponto da concentração de etanol no qual a semente deveria ser 

adicionada utilizou-se como referência o ponto de turvação do fermentado. A concentração de 

etanol de 51% v/v é o ponto de turvação do fermentado obtido experimentalmente de forma 

visual. Nesse ponto, o nível de saturação de etanol no meio é alto o suficiente para garantir 

que a semente não fosse dissolvida. Nesta concentração de etanol, realizaram-se experimentos 

com duas cargas diferentes de semente (1,5 e 3,0% da carga proteica contida no fermentado a 

ser precipitado), com o objetivo de observar se o aumento da carga se semente adicionada 

acarretaria ou não na recuperação de precipitados com maior pureza em termos de xilanases. 

Sabe-se, porém que no ponto de turvação a supersaturação é alta o suficiente para a 

ocorrência de nucleação primária, ou seja, o processo de formação da fase sólida no meio 

inicia-se antes mesmo de ser detectada visualmente (ponto de turvação). Por isso, foram 

realizados experimentos com a adição de semente à concentração de 48% v/v de etanol (um 

pouco abaixo do ponto de turvação). Como a técnica de semeadura deve induzir a 

precipitação de biomoléculas com características parecidas com as da semente adicionada, 

espera-se que a adição da semente no ponto mais inicial da formação da fase sólida conduza à 

recuperação de precipitados com maior grau de pureza em termos de xilanases.  

A realização de experimento utilizando semente de BSA foi necessária para responder 

três questões principais: 

1) O efeito da semente no aumento de pureza das xilanases recuperadas  é causado 

apenas pela presença de uma partícula sólida qualquer no meio? 

2) O efeito da semente no aumento da pureza das xilanases recuperadas é 

decorrente da presença de uma proteína qualquer (BSA) no meio? 

3) O efeito da semente no aumento na recuperação de xilanases é causado pela 

presença de uma partícula sólida com as mesmas características daquelas que 

estão presente no complexo? 
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Tabela 4.14: Precipitação do fermentado com a utilização de semente: percentual de (PR) proteínas e (XR) atividade xilanásica 
recuperadas. 

Etanol 
(%v/v) 

  Adição a 51% de etanol  Adição a 48% de etanol 

Controle Semente 1 - 1,5%  Semente 1 - 3,0%   Semente 1 - 1,5%   Semente BSA - 1,5%  Semente 2 - 1,5%  

PR (%) XR (%) PR (%) XR (%) PR (%) XR (%) 
 

PR (%) XR (%) 
 

PR (%) XR (%) 
 

PR (%) XR (%) 

60 35,4±0,4 2,5±0,3 33,1±3,5 3,3±0,6 31,5±0,6 2,8±0,4  32,3±5,7 3,4±0,3  - -  - - 

65 46,1±0,2 11,8±0,5 39,1±3,6 10,8±1,1 38,7±3,0 12,0±1,8  36,6±3,0 10,8±1,4  - -  - - 

70 62,2±5,6 42,5±0,4 58,0±4,8 54,2±1,7 69,4±3,5 61,9±5,3  58,1±2,5 61,1±3,4  47,9±3,0 34,8±6,2  59,2±0,5 49,1±4,3 

80 81,7±6,1 63,0±0,1 82,4±3,0 73,0±2,7 89,5±3,3 76,2±2,9  69,9±3,8 78,8±3,5  58,8±4,7 50,4±0,9  65,6±1,2 83,5±3,7 

85 94,4±3,5 75,0±4,7 92,3±3,3 84,9±4,2 106,5±2,8 80,1±4,1  102,2±5,1 96,1±4,4  60,9±5,0 77,6±4,9  82,6±4,9 92,6±8,6 

90 98,2±3,0 88,9±3,2 97,3±2,1 100,8±4,4 104,0±3,8 106,1±5,4  105,4±0,7 106,6±0,5  64,3±1,7 95,0±2,1  108,7±6,1 105,3±0,3 

Experimentos: controle; com semente 1- 1,5% e 3,0% (adição da semente a 51% etanol); semente 1- 1,5%, semente BSA e semente 2- 1,5% 
(adição da semente a 48% etanol). Condição de precipitação: pH 5,5 a 4,0°C e agitação de 150 rpm. Etanol adicionado a 5,0ºC na vazão de 2,0 
mL.min-1. Concentração de proteínas inicial: controle, 0,10 mg.mL-1; semente 1-1,5% (etanol 51%), 0,10 mg.mL-1; semente 1- 3,0% (etanol 
51%), 0,12 mg.mL-1; semente 1- 1,5% (etanol 48,0%), 0,09 mg.mL-1; semente BSA- 1,5% (etanol 48,0%), 0,10 mg.mL-1; semente 2- 1,5% 
(etanol 48,0%), 0,11 mg.mL-1. Atividade xilanásica inicial: controle, 9,30 UI.mL-1; semente 1- 1,5% (etanol 51%), 9,50 UI.mL-1; semente 1- 
3,0% (etanol 51%), 10,00 UI.mL-1; semente  1- 1,5% (etanol 48,0%), 8,31 UI mL-1; semente BSA- 1,5% (etanol 48,0%), 10,00 UI.mL-1; semente 
2- 1,5% (etanol 48,0%), 10,18 UI.mL-1. 
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De uma forma geral, observou-se que a utilização de semente no sistema não resultou 

em grandes variações na recuperação de proteínas totais quando comparados com 

experimentos sem a adição de semente (controle). Esse comportamento já era esperado, 

porém, o ideal seria a diminuição da presença de proteínas no precipitado fato que aconteceu 

apenas quando o experimento foi realizado utilizando BSA como semente. Nestes 

experimentos, com concentrações de etanol a partir de 70% v/v, a adição de BSA como 

semente resultou na diminuição da recuperação de proteínas nos precipitados em todas as 

concentrações do precipitante estudadas sendo que a maior queda em relação ao controle foi 

34%, observada nas concentrações de 85 e 90% v/v de etanol. 

No caso da recuperação da atividade de xilanase nos precipitados, para a melhor 

visualização e análise dos resultados foram gerados gráficos comparativos entre os resultados 

dos experimentos (Figura 4.14). 

Para a atividade xilanásica recuperada nos precipitados, a utilização de semente 

(produzida como precipitado do próprio fermentado), nas precipitações com concentrações de 

etanol mais baixas (60 e 65% v/v), a presença da semente no sistema não afetou na 

recuperação da atividade xilanásica nos precipitados. Por outro lado, quando a concentração 

do precipitante foi elevada para valores iguais ou maiores que 70%, o uso de semente resultou 

em aumento de até 21% (96,1% no teste com semente contra 75,0% no controle) na atividade 

xilanásica recuperada na precipitação com 85% de etanol utilizando 1,5% da semente 1 

adicionada a 48% v/v de etanol (Figura 4.14c). O registro de pequeno efeito do etanol em 

concentrações abaixo de 70% v/v sobre a recuperação de xilanases dos fermentados, com ou 

sem semente, pode ser atribuído a fatores como a baixa concentração de enzimas nos 

fermentados ou a baixas massas moleculares destas, pois segundo Scopes (1987) e Oh et al. 

(2011) moléculas de menor tamanho necessitam de uma concentração maior de solvente para 

a sua precipitação. 

O aumento na atividade xilanásica recuperada nos testes com semente em relação ao 

controle foi detectado em todos os experimentos, exceto no experimento utilizando BSA 

como semente (Figura 4.14d) no qual, considerando o desvio padrão, não houve aumento da 

recuperação de atividade xilanásica em nenhuma das concentrações de etanol. A presença de 

BSA no meio não resultou no aumento da recuperação de xilanases, mas em alguns casos 

registrou-se efeito negativo com a diminuição na recuperação de xilanases como nas 

precipitações com as concentrações de etanol de 70 e 80% v/v. Na cristalização de proteínas,  
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a) Semente 1 a 1,5% / CEtOH 51% v/v b) Semente 1 a 3,0% / CEtOH 51% v/v 

 

c) Semente 1 a 1,5% / CEtOH 48% v/v d) Semente BSA a 1,5% / CEtOH 48% v/v 

 

e) Semente 2 a 1,5% / CEtOH 48% v/v 

 

 
Figura 4.14: Precipitação de xilanases com uso de semente. Comparativos entre os 
experimentos controle (   ) com: a) semente 1- 1,5%, etanol 51% (   ); b) semente 1- 3,0%, 
etanol 51% (   ); c) semente 1- 1,5%, etanol 48% (   ), d) semente BSA- 1,5%, etanol 48% (   ) 
e e) semente 2- 1,5%, etanol 48% (  ). As barras representam os desvios padrão dos valores 
obtidos em triplicata. Atividade de xilanase inicial dos fermentados nos experimentos: 
controle, 9,30 UI.mL-1; semente 1- 1,5% (51% etanol), 9,50 UI.mL-1; semente 1- 3,0 (51% 
etanol), 10,00 UI.mL-1; semente 1- 1,5% (48% etanol), 8,31 UI.mL-1; semente BSA- 1,5% 
(48% etanol), 10,00 UI.mL-1; semente 2- 1,5% (48% etanol), 10,17 UI.mL-1. CEtOH, 
concentração de etanol quando da adição da semente. 
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as impurezas adsorvidas na superfície dos sólidos podem reduzir a taxa de crescimento de 

cristais, reduzindo ou impedindo as etapas de crescimento. 

Os melhores resultados em termos de recuperação da atividade xilanásica, quando 

comparados com os experimentos ao controle, foram registrados nos experimentos utilizando 

1,5% de semente 1 (Figura 4.14c) e 1,5% da semente 2 (Figura 4.14e). 

A Figura 4.15 apresenta os gráficos comparativos entre os resultados dos experimentos 

com a utilização de semente em diferentes condições. O gráfico comparativo dos resultados 

dos experimentos nos quais variou-se a massa de semente adicionada (Figura 4.15a) mostrou 

que o aumento da massa de semente adicionada de 1,5% para 3,0% não refletiu em maior 

recuperação de atividade xilanásica. Este resultado está de acordo com os obtidos por Melia e 

Moffitt (1964) que estudaram a nucleação secundária em soluções aquosas de KCl e relataram 

que a taxa de nucleação secundária foi independente do número de sementes adicionadas.  Por 

outro lado, Cayey e Estrin (1967) estudaram o efeito de semente sobre a nucleação secundária 

de uma solução supersaturada de sulfato de magnésio em um cristalizador agitado e relataram 

um estranho efeito da quantidade de sementes acrescentadas na indução da nucleação: uma 

semente de menos de 2 mg foi mais eficaz do que a semente de 50 mg, porém, menos eficaz 

do que 500 mg.  

A variação no ponto de adição da semente (Figura 4.15b) proporcionou o aumento na 

recuperação percentual de atividade de xilanase quando a semente foi adicionada à 

concentração de etanol abaixo do ponto de turvação (48% v/v). Segundo Saridakis et al. 

(2002) a formação dos primeiros núcleos ocorre muito tempo antes que se tornem visíveis 

inclusive ao microscópio. Isso indica que no ponto de turvação visual já existem núcleos 

formados e estes acabam por concorrer com a semente pelas proteínas a serem precipitadas. 

O gráfico comparativo do efeito da semente 1 com a semente BSA sobre a 

recuperação de xilanases (Figura 4.15c), mostrou uma recuperação da atividade xilanásica 

com a adição da semente BSA muito menor que aquele obtido com a semente 1, em média 

21% para concentrações de etanol de 70, 80, 95 e 90% v/v. Este resultado mostrou que a 

presença da semente no processo não causa apenas o efeito da presença de uma partícula 

qualquer ou de uma proteína qualquer, mas, esse efeito é creditado à presença de uma 

partícula proteica com as mesmas características daquelas presentes no fermentado. Apesar de 

não apresentar efeito  positivo  para  precipitação de xilanases ativas, a semente BSA não teve  
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a)  
Semente 1 CEtOH, 51%v/v  

b)  
Semente 1 a 1,5% 

  
        1,5%        3,0%         CEtOH, 51%v/v        CEtOH, 48%v/v 

c)  
CEtOH, 48%v/v, semente a 1,5% 

d)  
Sementes a 1,5% 

  
 Semente 1      Semente BSA Semente 1       Semente 2 

Figura 4.15: Percentual de atividade de xilanase recuperada. Comparativos dos experimentos 
com semente: a) semente 1- 1,5%, etanol 51% (  ) e semente 1- 3,0%, etanol 51% (  ); b) 
semente 1- 1,5%, etanol 51% (  ) e semente 1- 1,5%, etanol 48% (  ); c) semente 1- 1,5%, 
etanol 48% (   ) e semente BSA - 1,5%, etanol 48% (   ), d) semente 1- 1,5%, etanol 48% (  ) e 
semente 2- 1,5%, etanol 48% (  ). As barras representam os desvios padrão dos valores 
obtidos em triplicata. Atividade de xilanase inicial do fermentado nos experimentos com: 
semente 1- 1,5% (51% etanol), 9,50 UI.mL-1; semente 1- 3,0 (51% etanol); 10,00 UI.mL-1, 
semente 1- 1,5% (48% etanol), 8,31 UI mL-1, semente BSA- 1,5% (48% etanol), 10,00 
UI.mL-1, semente 2- 1,5% (48% etanol), 10,17 UI mL-1. 
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comportamento de impureza no sistema pois, segundo Blow et al. (1964) e Aschaffenburg et 

al. (1972), as impurezas adsorvidas na superfície da semente pode reduzir a taxa de 

crescimento, reduzindo ou impedindo o crescimento. No entanto, neste trabalho o resultado de 

recuperação da atividade xilanásica com a semente BSA foi igual ao obtido no experimento 

controle (sem semente) (Figura 4.14d). 

Quando comparamos os resultados dos experimentos utilizando a semente 1 com 

aqueles nos quais foram utilizados a semente 2 (Figura 4.15d) não observa-se diferença na 

atividade recuperada nos dois experimentos, exceto a 70% de etanol. Estes resultados, porém, 

não eliminam a possibilidade de melhoria de rendimento e purificação pelo método de 

semeadura em sequência que pode ser repetida várias vezes. Na cristalização de proteínas, em 

alguns trabalhos para a obtenção de resultados desejáveis apenas duas rodadas de semeadura 

foram necessárias (BERGFORS, 2003) em outras ocasiões um número de sete e até dez 

rodadas de semeadura sequencial podem ser necessárias (THALLER et al., 1981). 

Os valores de recuperação de xilanases obtidos nos estudos de precipitação de 

xilanases de fermentados de A. niger, com etanol como agente precipitante e utilizando a 

técnica de semeadura, foram usados para calcular a solutividade (Stv) das xilanases para cada 

condição de precipitação (Tabela 4.15). Com os valores de solutividade foi possível o calculo 

da efetividade da semente (η), ou seja, o efeito da presença da semente no meio sobre a 

recuperação da xilanases presentes, mostrados na Tabela 4.16 e ainda a construção do gráfico 

de curvas de solutividade (Figura 4.16). 

Como era de se esperar, de uma maneira geral a solutividade das xilanases nos 

fermentados diminui na medida em que a concentração de etanol nestes é aumentada (Tabela 

4.15), porém, observa-se uma queda muito mais acentuada quando a concentração de etanol é 

igual ou maior que 70% v/v. Os resultados para concentrações de etanol igual ou maior que 

70% v/v mostram que a queda da solutividade nos experimentos nos quais a semente foi 

adicionada é maior que no experimento sem a semente (controle) exceto no experimento em 

que se utilizou BSA como semente. A maior variação da solutividade em relação ao controle 

foi registrada no experimento com 1,5% da semente 1 adicionada a 48% de etanol, a 

solutividade neste experimento apresentou queda de até 21% (a 85% de etanol) com média de 

diminuição de 18% da solutividade nas concentrações de etanol de 70, 80, 85 e 90% v/v. 

Neste experimento, a solutividade percentual foi de apenas 3,9%, ou seja, apenas 3,9% da 

atividade xilanásica inicial não foi detectada no precipitado recuperado nestas condições. Por 

outro lado, os experimentos com semente de BSA não seguiram a tendência dos demais, pelo  
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Tabela 4.15: Solutividade (Stv) das xilanases na precipitação com etanol do fermentado de A. niger com a utilização de semente. 

Etanol 
(%v/v) 

  Adição a 51% de etanol  Adição a 48% de etanol 

Controle Semente 1 - 1,5%  Semente 1 - 3,0%   Semente 1 - 1,5%   Semente BSA - 1,5%  Semente 2 - 1,5%  

UI.mL-1 (%) UI.mL-1  (%) UI.mL-1 (%) 
 

UI.mL-1 (%) 
 

UI.mL-1 (%) 
 

UI.mL-1 (%) 

60 9,07±0,03 97,5±0,3 9,19±0,06 96,7±0,6 9,72±0,04 97,2±0,4  8,03±0,02 96,6±0,3       

65 8,20±0,05 88,2±0,5 8,47±0,10 89,2±1,1 8,80±0,18 88,0±1,8  7,41±0,15 89,2±1,4       

70 5,35±0,04 57,5±0,4 4,35±0,16 45,8±1,7 3,81±0,53 38,1±5,3  3,23±0,28 38,9±3,4  6,52±0,62 65,2±6,2  5,18±0,44 50,9±4,3 

80 3,44±0,01 37,0±0,1 2,57±0,26 27,0±2,7 2,38±0,29 23,8±2,9  1,76±0,29 21,2±3,5  4,96±0,09 49,6±0,9  1,68±0,38 16,5±3,7 

85 2,33±0,44 25,0±4,7 1,43±0,40 15,1±4,2 1,99±0,41 19,9±4,1  0,32±0,37 3,9±4,4  2,24±0,49 22,4±4,9  0,75±0,88 7,4±8,6 

90 1,03±0,30 11,1±3,2  –  – – –  – –  0,50±0,21 5,0±2,1  – – 

Experimentos: controle; com semente 1- 1,5% e 3,0% (adição da semente a 51% etanol); semente 1- 1,5%, semente BSA e semente 2- 1,5% 
(adição da semente a 48% etanol). Condição de precipitação: pH 5,5 a 4,0°C e agitação de 150 rpm. Etanol adicionado a 5,0ºC na vazão de 2,0 
mL.min-1. Atividade xilanásica inicial: controle, 9,30 UI.mL-1; semente 1- 1,5% (etanol 51%), 9,50 UI.mL-1; semente 1- 3,0% (etanol 51%), 
10,00 UI.mL-1; semente  1- 1,5% (etanol 48,0%), 8,31 UI.mL-1; semente BSA- 1,5% (etanol 48,0%), 10,00 UI.mL-1; semente 2- 1,5% (etanol 
48,0%), 10,18 UI.mL-1. Para a semente BSA e Semente 2 não foram realizados experimentos a 60 e 65% v/v de etanol. Os resultados 
representados por (–) tiveram valores negativos, o que não têm sentido real. 
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Tabela 4.16: Efetividade das sementes (η) na precipitação com etanol do fermentado de A. niger com a utilização de semente. 

Etanol 
(%v/v) 

Adição a 51% de etanol Adição a 48% de etanol 

Controle Semente 1 - 1,5% Semente 1 - 3,0% Semente 1 - 1,5% Semente BSA - 1,5% Semente 2 - 1,5% 

Stv 

(UI.mL-1)  
Stv 

(UI.mL-1) 
η 

 
Stv 

(UI.mL-1) 
η 

 
Stv 

(UI.mL-1) 
η 

 
Stv 

(UI.mL-1) 
η 

 
Stv 

(UI.mL-1) 
η 

60 9,07 9,19 0,0 9,72 -0,1 8,03 0,11 - - 

65 8,20 8,47 0,0 8,80 -0,1 7,41 0,10 - - 

70 5,35 4,35 0,2 3,81 0,3 3,23 0,40 6,52 -0,22 5,18 0,03 

80 3,44 2,56 0,3 2,38 0,3 1,76 0,49 4,96 -0,44 1,68 0,51 

85 2,32 1,43 0,4 1,99 0,1 0,32 0,86 2,24 0,03 0,75 0,68 

90 1,03 –  – – – – – 0,50 0,51 – – 

Experimentos: controle; com semente 1- 1,5% e 3,0% (adição da semente a 51% etanol); semente 1- 1,5%, semente BSA e semente 2- 
1,5% (adição da semente a 48% etanol). Condição de precipitação: pH 5,5 a 4,0°C e agitação de 150 rpm. Etanol adicionado a 5,0ºC na 
vazão de 2,0 mL.min-1. Stv, solutividade das xilanases; η, efetividade da semente, calculada como: η = 1 – (solutividade de xilanase com 
o uso de semente / solutividade de xilanase sem o uso de semente). Para a semente BSA e Semente 2 não foram realizados experimentos 
a 60 e 65% v/v de etanol. Os resultados representados por (–), os valores de solutividade foram negativos, portanto, sem sentido real. 
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contrário, nas concentrações de etanol de 70 e 80% v/v houve aumento na solutividade em 

relação ao controle e, quando a concentração do precipitante foi elevada para 85 e 90% v/v, as 

solutividade foram muito próximas àquelas registradas no controle. 

Deve-se destacar ainda outro resultado do experimento com 1,5% da semente 1 

adicionada a 48% de etanol. O estudo de Pinheiro et al. (2015), que mostrou uma solutividade de 

xilanases de A. niger dependente da atividade xilanásica inicial no material de partida, sugere a 

obtenção de menores valores de solutividade para menores atividades xilanásicas iniciais. Assim 

como esperado, o experimento com 1,5% da semente 1 adicionada a 48% de etanol, no qual a 

atividade xilanásica inicial (8,31 UI.mL-1) era menor que nos outros experimentos (9,30 a 10,00 

UI.mL-1), foi aquele que registrou os menores valores de solutividade de xilanases nas 

concentrações de etanol igual ou maiores que 70% v/v. Estes resultados abrem ainda a 

possibilidade de estudos em valores de atividade enzimática mais elevados, próximos aos 

utilizados em processos industriais. 

Quanto à efetividade do processo de semeadura (η), calculados a partir dos dados de 

solutividade (Stv), apresentados na Tabela 4.16 mostram que os melhores resultados foram 

aqueles obtidos nos experimentos a 85% v/v de etanol, utilizando 1,5% da semente 1 (η = 0,86) e 

1,5% da semente 2 (η = 0,68), em ambos os casos a adição da semente foi realizada a 48% etanol. 

Estes resultados estão de acordo com aqueles apresentados para a solutividade (Tabela 4.15) uma 

vez que, para o processo de precipitação, quanto menor a solutividade maior é a recuperação de 

enzimas ativas. 

O comportamento comparativo da variação da solutividade nas diferentes condições de 

precipitação pode ser melhor visualizado na Figura 4.16. 

As linhas de tendências lineares dos experimentos com semente apresentam deslocamento 

em relação ao controle (coeficiente de correlação maior que 0,912), sendo que este deslocamento 

é mais acentuado quando a concentração de etanol no meio é igual ou maior que 70% v/v. A 

exceção deste comportamento fica por conta do experimento realizado com semente BSA no qual 

a linha está acima ou sobreposta à linha referente ao experimento controle. 
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Figura 4.16: Curvas de solutividade de xilanases nos fermentados de A. niger nos experimentos 
controle e com a presença de sementes em função de diferentes concentrações de etanol.  
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5. DISCUSSÕES GERAIS 

 

Os resultados dos estudos realizados neste trabalho mostraram que complexos 

enzimáticos de A. niger produzidos em FES e FS apresentam diferenças em alguns aspectos. O 

conteúdo proteico dos fermentados produzidos nos dois sistemas mostraram-se igualmente 

estáveis à variação temperatura e pH nas faixas estudadas confirmando os relatos da literatura. Na 

precipitação, a temperatura exerce efeito tanto FES quanto FS, porém, o efeito de pH e 

concentração de etanol é diferente. As melhores recuperações de xilanases ativas tanto de FES 

quanto de FS foram obtidas com 85% de etanol a 15,0 ºC, pH 5,5 em até 15 min, superaram 

àqueles relatados em trabalhos de precipitação de xilanases produzidas por A. niger. Apesar da 

concentração de 85% de etanol ainda ser elevada, a recuperação de xilanases por precipitação 

com etanol apresenta-se como uma alternativa viável com a possibilidade de ser melhorada. 

Outro ponto a se destacar é o conceito de solutividade, o qual foi utilizado neste trabalho 

como ferramenta para prever o máximo de atividade xilanásica possível de ser recuperada em 

diferentes condições. Além disso, verificou-se que as curvas de solubilidade e de solutividade 

podem ser utilizadas para a determinação de possível POC (ponto de operação de corte), útil para 

a projeção de precipitação em etapas. 

Finalmente, o uso de semente, muito comum na cristalização de proteínas, utilizado como 

método alternativo para a precipitação de proteínas apresenta-se como o diferencial deste 

trabalho. Semente obtida do próprio fermentado teve efeito positivo na precipitação de xilanases 

ativas dos fermentados com aumentos de até 21% nas recuperações. Assim sendo, a importância 

desta etapa se dá por ser este o primeiro trabalho com o uso de semente em precipitação de 

proteínas, abrindo-se a inúmeras possibilidades de estudo de utilização desta técnica como 

alternativa de aumento do rendimento e pureza dos produtos obtidos por precipitação. 
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6. CONCLUSÕES E SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

6.1. Conclusões 

1) Os estudos para a seleção do meio de suplementação mostraram o meio descrito por 

Mandels e Weber (1969) como sendo o mais adequado para a produção de xilanases de A. niger, 

tanto por FES como por FS.  

2) Os fermentados de FES e FS foram estáveis (em termos da concentração de proteínas e 

a atividade de xilanase) nas faixas de temperatura e pH estudadas, permitindo a utilização de 

valores de temperatura de 15 a 45ºC e pH na faixa de 3,4 a 7,6 para os estudos de precipitação de 

xilanases com etanol.  

3) Os estudos de precipitação dos fermentados com etanol mostraram que: 

a) Fermentados de FES necessitaram de menor concentração de etanol do que os de 

FS para a detecção visual de turvação no meio e a cinética preliminar de precipitação 

com etanol, para FES e FS mostrou ser de 3 h o tempo suficiente para que a 

precipitação ocorra; 

b) Na precipitação pelo planejamento experimental fatorial 23 variou-se temperatura, 

pH e concentração de etanol. Tanto para FES quanto para FS, a temperatura teve 

efeito negativo sobre a atividade de xilanase. Para a FES a concentração de etanol 

apresentou efeito estatisticamente significativo sobre a atividade de xilanase. Em FS, 

a 95% de confiança nenhuma outra variável apresentou efeito significativo; 

c) Na precipitação pelo planejamento experimental composto central 22 variou-se pH 

e concentração de etanol. Nestes estudos, o pH teve efeito significativo para a 

precipitação de xilanases de FES e de FS. Os resultados obtidos no ponto central 

foram próximos dos melhores resultados encontrados para precipitação de xilanases 

de FES e de FS; 
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d) Segundo o perfil cinético, tanto para FES quanto FS, tempos curtos (até 15 min) 

são suficientes para a recuperação de toda a atividade xilanásica possível de ser 

precipitada nestas condições. 

4) Os estudos de precipitação em tanque agitado mostraram que: 

a) A agitação do sistema e a diminuição da temperatura provocaram a diminuição da 

concentração mínima de etanol para a turvação visual do meio, quando comparado 

aos resultados dos experimentos em tubo de ensaio;  

b) Tanto a solubilidade aparente (S) quanto a solutividade (Stv) diminuem à medida 

que a concentração de etanol é elevada. A medida da solutividade mostrou o máximo 

de atividade enzimática possível de ser recuperada por precipitação com diferentes 

concentrações de etanol e as curvas de solubilidade aparente e solutividade 

possibilitou projetar precipitação em etapas; 

c) Na precipitação em etapas, as cinéticas de precipitação mostraram ser de 60 min a 

65% v/v de etanol o ponto de corte e de 15 min a 90% v/v de etanol a etapa de final 

de precipitação. O procedimento levou ao enriquecimento de xilanases ativas no 

precipitado a um fator de purificação de 1,9. Este resultado é 58% superior ao obtido 

na precipitação direta a 90% de etanol. 

5) A técnica de semeadura, muito comum na cristalização de proteínas, foi utilizada neste 

trabalho e mostrou que: 

a) O uso de semente não resultou em grandes variações na precipitação de proteínas 

totais em relação ao controle, exceto quando foi utilizado semente BSA que resultou 

na diminuição da concentração de proteínas nos precipitados; 

b) Quanto à atividade xilanásica, o uso de semente teve efeito apenas em 

concentrações de etanol iguais ou maiores que 70%, nos quais aumentos de até 21% 

em comparação ao controle foram registrados, exceto com a semente BSA; 

c) O aumento da massa de semente adicionada não teve efeito sobre a recuperação de 

atividade xilanásica no precipitado; 
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d) A recuperação de xilanases ativas aumentou quando a semente 1 foi adicionada à 

concentração de etanol abaixo do ponto de turvação, evitando a concorrência da 

semente com núcleos já formados no ponto de turvação; 

e) O uso da semente advinda do próprio fermentado mostrou que o efeito não é 

apenas da presença de partícula ou de uma proteína qualquer; o efeito deve-se à 

presença de uma partícula com as mesmas características das espécies presentes no 

fermentado; 

Portanto, no presente trabalho constatou-se que fermentados produzidos por A. niger 

produzidos por FES e FS comportam-se de maneira diferente, em termos da recuperação de 

proteínas totais e da atividade xilanásica, quando precipitados com etanol. Tanto o rendimento 

quanto a pureza de xilanases desses fermentados podem ser melhorados pela adoção de diferentes 

estratégias dentre as quais estão: a variação de parâmetros operacionais tais como temperatura, 

pH, concentração de etanol; a precipitação em etapas baseada na curva de solubilidade e 

solutividade do fermentado; a técnica de semeadura na qual a utilização de sementes produzidas 

como precipitados do próprio fermentado. 

 

6.2. Sugestões para trabalhos futuros  

Este trabalho mostrou que a recuperação, por precipitação com etanol, de xilanases 

presentes nos complexos enzimáticos de A. niger produzidos em FES e em FS mostra-se bastante 

promissora. Mostrou ainda a utilização da solutividade como ferramenta de predição do máximo 

de enzimas ativas a ser precipitada e para a determinação do POC e, finalmente, apresentou de 

forma inédita, a utilização de semente em precipitação como alternativa para o aumento de 

rendimento e pureza.  Porém, para utilização eficiente dessas técnicas são necessários ainda 

ajustes na busca principalmente o aumento da recuperação de xilanases ativas e a diminuição da 

concentração de etanol utilizada. Estes ajustes podem ser conseguidos através de uma série de 

estudos que visam completar as lacunas ainda existentes, tais estudos incluem: 
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a) Realização de experimentos de precipitação com variação de pH, concentração de 

etanol e faixa de temperatura mais próxima de 0ºC, via planejamento 

experimental; 

b)  Estudar de maneira aprofundada a variação da solubilidade e da solutividade das 

enzimas nos complexos através de experimentos de precipitação com etanol de 

complexos enzimáticos de FES e FS com diferentes concentrações de proteínas e 

de atividade xilanásica iniciais; 

c) Aplicar os estudos de precipitação de xilanases com etanol em etapas e com o uso 

de semente aos complexos enzimáticos produzidos por FES; 

d) Realização de experimentos de precipitação utilizando semente de complexos 

enzimáticos produzidos por processos diversos; 

e) Realização de experimentos de precipitação utilizando semente, do próprio 

complexo enzimático, purificada por processos diversos; 

f) Realização de experimentos de precipitação utilizando xilanases comerciais de alta 

pureza como semente. 

Em todos os estudos, realizar os experimentos utilizando complexos enzimáticos com 

concentrações de enzimas mais elevadas, próximas àquelas usadas em processos industriais. 
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