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Resumo 

A demanda por processos de purificação de enzimas e proteínas, vem aumentando principalmente pela busca por parte 

das indústrias por produtos com elevado grau de pureza. A precipitação com polímeros não-iônicos, solventes e sais 

podem ser aplicados na purificação de enzimas, como a poligalacturonase, usada principalmente na produção de 

vinhos, sucos, alimentos processados como alimentos infantis, não acarretando prejuízos no rendimento. Neste 

contexto o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiência de diferentes técnicas de concentração (pré-

purificação) enzimática. A precipitação com solventes acetona e etanol foi realizada nas concentrações de 1, 2 e 3V, 

para o sulfato de amônio foram utilizadas concentrações de 0-80%, com intervalos de 20%. De acordo com os 

resultados da purificação parcial da poligalacturonase (PG), observou-se que as maiores recuperações da enzima 

foram obtidas em concentração de solvente de 3V para etanol e 2V para a acetona com valores de 47,05% e 42,85% 

respectivamente. 

Palavras-chave: Poligalacturonase; Solventes; Concentração. 

 

Abstract 

The demand for enzyme and protein purification processes has been increasing, mainly due to the search on the part 

of industries for products with a high degree of purity. The transformation with non-ionic polymers, solvents and salts 

may be necessary in the purification of enzymes, such as polygalacturonase, used mainly in the production of wines, 

juices, processed foods such as infant foods, without resulting in yield losses. In this context, the objective of the 

present work was to evaluate the efficiency of different techniques of enzymatic concentration (pre-purification). 
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Reconstruction with acetone and ethanol solvents was performed in tools of 1, 2 and 3V, for ammonium sulphate 

were used from 0-80%, with intervals of 20%. According to the results of the partial purification of polygalacturonase 

(PG), it was observed that the highest enzyme recoveries were added at a solvent concentration of 3V for ethanol and 

2V for acetone with values of 47,05% and 42,85% respectively. 

Keywords: Polygalacturonase; Solvents; Concentration. 

 

Resumen 

La demanda de procesos de depuración de enzimas y proteínas ha ido en aumento, principalmente debido a la 

búsqueda por parte de las industrias de productos con un alto grado de pureza. La transformación con polímeros no 

iónicos, disolventes y sales puede ser necesaria en la depuración de enzimas, como la poligalacturonasa, utilizadas 

principalmente en la elaboración de vinos, jugos, alimentos procesados como alimentos infantiles, sin que se 

produzcan pérdidas de rendimiento. En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficiencia de 

diferentes técnicas de concentración enzimática (prepurificación). La reconstrucción con solventes de acetona y etanol 

se realizó en herramientas de 1, 2 y 3V, para el sulfato de amonio se utilizó de 0-80%, con intervalos de 20%. De 

acuerdo con los resultados de la purificación parcial de poligalacturonasa (PG), se observó que las mayores 

recuperaciones de enzimas se agregaron a una concentración de solvente de 3V para etanol y 2V para acetona con 

valores de 47,05% y 42,85% respectivamente. 

Palabras clave: Poligalacturonasa; Solventes; Concentración. 

 

1. Introdução 

 Enzimas pécticas (pectinases) são capazes de degradar a pectina, que é um polissacarídeo presente na parede celular 

de plantas, sendo constituído principalmente de polímeros de ácido galacturônico, ramnose, arabinose e galactose e a sua 

principal característica é conferir consistência e rigidez ao fruto e à planta. Assim, as pectinases apresentam benefícios 

industriais na extração e clarificação de sucos, maceração de vegetais e frutas, na extração de óleos e na indústria de papel e 

celulose. As poligalacturonases (PG) catalisam a hidrólise de ligação α-1,4 entre resíduos de ácido galacturônico não 

estereficados. Sua ação pode ocorrer internamente na cadeia principal (endo-PG), liberando oligômeros, ou na extremidade não 

redutora (exo-PG), liberando monômeros (Pagnonceli, 2018). 

Estas enzimas podem ser produzidas por via biotecnológica (uso de microrganismos), porém o processo é 

influenciado pelas condições de cultivo (pH, temperatura, aeração, velocidade de agitação e tempo de incubação) e a 

composição do meio de crescimento (principalmente carbono e fontes de nitrogênio). Por conseguinte, estes têm de ser 

especificados individualmente para cada linhagem de interesse (John et al., 2020). 

Vários gêneros de microrganismos, tais como Bacillus, Erwinia, Kluyveromyces, Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, 

Pseudomonas, Penicillium e Fusarium são conhecidos como bons produtores de pectinases (Zeni et al., 2011). 

O emprego de Aspergillus niger em processos fermentativos possui vantagens pela capacidade deste em se 

desenvolver em meios sólidos e líquidos, podendo fermentar uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo e 

possuir esporulação rápida (Gautam et al., 2011; Muruci, 2012). Ele atua como um recurso excelente, pois é geralmente 

considerado seguro (GRAS) e também seus metabólitos são atóxicos por natureza, obtendo bons benefícios econômicos 

(Huang et al., 2019). 

A intrínseca composição do meio fermentativo (matérias primas precursoras de carbono e nitrogênio, aditivos, 

cofatores e estimulantes, entre outros) necessária para um bom crescimento microbiano também contribui para a complexidade 

composicional dos extratos enzimáticos obtidos, os quais normalmente devem ser submetidos a processos de purificação, seja 

para remoção de interferentes ou pré-concentração da enzima, para melhor o desempenho catalitico da enzima produzida. 

Neste aspecto a demanda por processos de purificação de biomoléculas, especialmente proteínas, que sejam eficientes, 

rápidos e confiáveis vem crescendo nos últimos anos, especialmente na área de biotecnologia e bioprocessos (Trentini, 2014). 

Alguns exemplos de métodos de purificação usados nas indústrias incluem a precipitação com sulfato de amônio ou com 

solventes (etanol/acetona), a diálise e a ultrafiltração (Ahmned et al., 2016).  
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Destes, se considerarmos a simplicidade e os custos operacionais, aliada a trajetória investigativa, uma vez que foi um 

dos primeiros métodos empregados em escala industrial, destaca-se a precipitação (Wingfield, 2001; Burgess, 2009; Razzaq et 

al., 2019). 

A precipitação de proteínas com sais e solventes orgânicos é feita com o objetivo de concentrar e remover 

contaminantes não proteicos. De maneira geral, a solubilidade das enzimas depende da distribuição de grupos ionizáveis, zonas 

hidrofóbicas e hidrofílicas na superfície da molécula que são responsáveis por interações polares com o solvente aquoso, 

interações iônicas com os sais, e pela repulsão eletrostática entre as moléculas. O controle desses fatores permite maximizar a 

separação e recuperação de uma enzima (Damodaran et al., 2018). 

O sulfato de amônio ((NH4)2SO4) é um dos sais mais utilizados para precipitar proteínas devido a sua elevada 

solubilidade, baixo custo, baixa toxicidade e praticidade (Prestes & Adaime, 2011). No método de precipitação com sulfato de 

amônio, concentrações de sais mais elevadas são empregadas para alterar a solubilidade e, portanto, um fácil fracionamento e 

separação das enzimas pectinase pode ser alcançado (Ahmed et al., 2016). Nessa técnica, é muito importante que o sal não 

provoque perturbações estruturais na molécula polipeptídica que se pretende purificar, caso contrário, poderá acarretar a 

redução parcial ou mesmo completa, da atividade que ela desempenha (Santos, 2020). 

O método de precipitação com etanol é feito quando as impurezas que são solúveis em álcool precisam ser removidas 

e, assim, uma forma purificada de pectinase pode ser obtida (Tackci & Turkmen, 2016). 

O emprego da acetona em metodologias experimentais destinada à purificação de proteínas assume uma versatilidade 

ainda maior, quando comparada ao álcool etílico, pois além de sua utilização como agente precipitante, constata-se também o 

seu emprego como solvente desengordurante, bem como extrator de metabólitos de menor solubilidade (Ktari et al., 2012). 

 Sabendo da grande visibilidade do uso de poligalacturonase no setor industrial, é relevante a realização de estudos e 

caracterização dos processos que envolvem a produção desta enzima. Em decorrência disto, vários estudos foram conduzidos 

com o intuito de purificar e caracterizar as poligalacturonases fúngicas obtidas de diferentes microrganismos (Abdulaal & 

Almulaiky, 2020; Nawaz et al., 2021).  

 Buscando contribuir com este tema, este trabalho teve como objetivo avaliar o processo de pré-purificação da enzima 

poligalacturonase utilizando diferentes solventes (álcool etílico e acetona) e sal (sulfato de amônio), a fim de verificar qual o 

melhor agente precipitante, e melhor concentração a ser adicionada. 

 

2. Metodologia 

2.1 Bioprodução de Exo-Poligalacturonase 

 A exo-poligalacturonase empregada neste estudo foi bioproduzida a partir de cultivo submerso utilizando Aspergillus 

niger ATCC 9642 (Figura 1a), o qual foi cultivado em PDA durante 7 dias a 30°C. Em seguida, a coleta dos esporos foi 

realizada adicionando-se 20 mL de solução aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v), e pérolas de vidro estéreis adicionadas ao frasco, 

para uma melhor remoção dos esporos. A suspensão resultante foi armazenada a 4ºC até sua utilização, o que não ultrapassava 

um tempo máximo de 15 dias. Para contagem dos esporos, 1 mL da suspensão, retirada assepticamente, foi diluído de 10 a 103 

vezes em solução aquosa estéril de Tween 80 (0,1% v/v). A suspensão resultante foi transferida para uma câmara de Neubauer 

(Inlab) para contagem dos esporos (Freire, 1996).  

 O meio de bioprodução da exo-poligalacturonase (Figura 1b) utilizado constituía-se de 32g/L de pectina cítrica, 2g/L 

de L–asparagina, 0,06g/L de fosfato de potássio,1,0g/L de sulfato de ferro, agitação 180 rpm, 5x106 esporos/mL, 25 °C, pH 

inicial de 4,0 e 27 h de fermentação (Gomes et al., 2010). 
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Figura 1. Aspecto visual do fungo Aspergillus niger ATCC 9642 (a) e do meio de bioprodução (b). 

  

(a)                                              (b) 

Fonte: Autores. 

 

2.2 Precipitação com acetona 

 A precipitação com acetona foi realizada adicionando-se ao extrato enzimático uma proporção de acetona de 1:1, 1:2 e 

1:3 (v/v), a -15ºC. A seguir o material foi centrifugado (10.000 rpm) por 15 min a 5ºC. O precipitado formado foi 

ressuspendido em 10 mL de tampão acetato de sódio pH 5,5, para posterior medida de atividade e teor de proteína, conforme 

apresentado na Figura 2. 

 

Figura 2. Fluxograma das etapas de precipitação com acetona. 

 

Fonte: Autores. 

 
2.3 Precipitação com etanol 

Realizou-se o procedimento como citado no item anterior, porém ao invés da acetona, utilizou-se o etanol, sendo 1V, 

2V e 3V, o que significa 10mL de extrato: 30mL de etanol, 10mL de extrato: 60mL de etanol e 10mL de extrato: 90mL de 

etanol, respectivamente. 

 

2.4 Precipitação com sulfato de amônio  

Na precipitação com sulfato de amônio, os ensaios foram conduzidos com 30mL de extrato bruto, o qual foram 

adicionados, de forma independente, diferentes massas do agente precipitante, sendo 4,236g; 8,472g; 12,708g e 16,944g, os 
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quais correspondem a percentuais de 20, 40, 60 e 80%, respectivamente. O mesmo foi adicionado lentamente sob agitação 

constante, e deixado a mistura na geladeira durante 12h. Decorrido este tempo, levou-se para centrífuga (10.000 rpm) a 5ºC por 

15min. O precipitado recuperado foi ressuspendido em 10mL de tampão acetato de sódio pH 5,5, para posterior medida de 

atividade e teor de proteína. As etapas desta precipitação são apresentadas na Figura 3 em forma de fluxograma. 

 

Figura 3. Fluxograma das etapas de precipitação com sulfato de amônio. 

 

Fonte: Autores. 

 

2.5 Atividade enzimática da exo-poligalacturonase  

A atividade enzimática da exo-poligalacturonase (exo-PG) foi determinada pela medida da liberação de grupos 

redutores através do método do ácido dinitrosalisílico (DNS), proposto inicialmente por Miller (1956). Inicialmente, preparou-

se 1mL de substrato (solução 0,5 % de pectina cítrica (Sigma) em tampão acetato de sódio pH 5,5) e incubou-se a 40°C por 15 

min para estabilização de temperatura. A seguir, 0,5mL de extrato enzimático foram adicionados ao substrato e a reação 

incubada a 40°C por um período de reação de 6 min. Após a adição de 1mL de solução de DNS, a mistura foi mantida em 

ebulição por 8 min para formação de cor, resfriada em banho de gelo e adicionados 8mL de solução 50 mM de tartarato duplo 

de sódio-potássio para estabilização de cor. A absorbância foi medida em espectrofotômetro (Beckman Coutler, modelo 

DU640), a 540 nm, contra o branco. Uma unidade de atividade de exo-PG foi definida como a quantidade de enzima que libera 

1 mol de ácido d-galacturônico por minuto de reação (U = mol/min). A atividade de exo-PG foi expressa em unidades de 

atividade por mL (U/mL). 

 

2.6 Proteínas totais  

Foram separadas alíquotas de cada ensaio para determinar o valor de proteína total da enzima citada anteriormente. As 

concentrações de proteínas foram medidas espectrofotometricamente a 595nm através do método de Bradford (1976), usando 

albumina bovina (BSA, Merck, Alemanha) como padrão e reagente de Bradford (Comassie Blue G-250).  

 

2.7 Atividade enzimática específica 

 As proteínas presentes no extrato enzimático foram quantificadas para determinar a atividade enzimática específica, a 

qual representa o índice gerado pela relação entre a atividade enzimática (U/mL) e o valor de proteínas totais (mg/mL) da 

mesma amostra, ou seja, a atividade enzimática (U) por mg de proteínas (U/mg), conforme apresentado na Equação 1: 

 

𝑈 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑜 =
𝑈 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑜 (𝑈 𝑚𝐿 )

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠 (𝑚𝑔/𝑚𝐿)
 

 

                                                                                                                                                                                (1) 
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2.8 Recuperação ou rendimento de enzima (RP) 

A recuperação das enzimas foi calculada pela Equação 2 (Porto et al., 2008). 

𝑃 =
𝐴𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎  𝑝𝑢𝑟𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎   ×  𝑉𝑝𝑢𝑟𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜  

𝐴𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜  𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜  ×  𝑉𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 

 

                                                                                                                                          (2) 

Sendo: 

 Aenzima purificada: é a atividade enzimática na fração considerada (U/mL);  

Aextrato bruto: é a atividade enzimática na alimentação (U/mL);  

Vinicial: é o volume inicial do extrato adicionado em mL. 

 

3. Resultados e Discussões 

  O extrato enzimático bruto obtido da produção via fermentação utilizando Aspergillus niger ATCC 9642 apresentou 

atividade enzimática de exo-PG de 3,66 U/mL, teor de proteína 0,03 mg/mL e atividade específica de 115 U/mg. 

A Figura 4 apresenta os resultados da recuperação da PG quando precipitada em acetona e etanol, onde observa-se que 

conforme aumentava-se o volume de etanol adicionado, aumenta-se a porcentagem de recuperação da enzima, sendo 

necessário três volumes de etanol para obter 47,05% de recuperação da enzima. Já para a acetona, a melhor recuperação 

enzimática foi na concentração de dois volumes com uma recuperação de 42,85%. 

 

Figura 4. Porcentagem de recuperação da enzima precipitada com acetona e etanol. 

  

Fonte: Autores. 

 

 Atualmente há uma grande utilização de solventes orgânicos, principalmente o metanol, o etanol e a acetona (Biazus 

et al., 2010). Na precipitação pela adição de solventes orgânicos, o acréscimo de solvente diminui a constante dielétrica da 

solução, reduzindo o poder de solvatação da água sobre as proteínas hidrofílicas carregadas e, consequentemente, na 

diminuição de sua solubilidade, acarretando em sua precipitação (Tacin et al., 2019).  

 Esta diminuição da constante dielétrica da solução também contribui com o aumento da atração entre as moléculas de 

proteína, conduzindo a formação de agregados, que ao atingirem proporções macroscópicas tendem a precipitar (Cortez & 

Pessoa, 1999; Yoshikawa et al., 2012). 

  A vantagem da precipitação com acetona e com etanol é que o solvente pode ser rapidamente evaporado do 

sedimento à vácuo sem a necessidade de processos posteriores para remoção do precipitante (Pereira et al., 2010). 

 Concentrações moderadas (10 % a 40 %, v/v) de etanol tem sido utilizado como um dos métodos mais eficazes para 

fraccionar proteínas de plasma em vários produtos terapêuticos funcionais. Em baixas temperaturas, os solventes orgânicos 
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diminuem a solubilidade de proteínas no estado nativo. No entanto, em contraste com os sais de salting-out, álcoois e outros 

solventes orgânicos são desestabilizadores da proteína e podem desnaturar proteínas em concentrações elevadas ou a 

temperaturas elevadas devido à suas interações favoráveis com grupos hidrofóbicos (Yoshikawa et al., 2012). 

 No estudo feito por Trentini (2014), os resultados para exo-PG na fase precipitada foram baixas, sugerindo que a 

enzima não foi precipitada pelo solvente. Por outro lado, a enzima foi detectada no sobrenadante, e a atividade específica nesta 

fase aumentou, mostrando a purificação de exo-PG por precipitação seletiva de proteínas com etanol. Um Fator de Purificação 

(FP) ótimo de exo-PG pode ser observado a 50% de etanol. Se as taxas e a concentração de etanol forem muito altas, alguns 

dos inibidores e proteínas podem ser arrastados com a enzima, o que pode diminuir o fator de purificação e rendimento de 

atividade. Além disso, o excesso de etanol pode causar desnaturação enzimática.  

 No estudo feito por Santos Junior et al. (2017) utilizando acetona e metanol (1, 2 e 3V) como agentes precipitantes, 

verificou-se que com o aumento da concentração no gradiente agente precipitante/proteína, houve uma maior precipitação de 

proteínas. 

 A Figura 5 apresenta os resultados da precipitação com sulfato de amônio, onde é possível observar uma tendência 

inversa ao dos solventes orgânicos, com uma diminuição da recuperação percentual de enzima com o aumento da concentração 

do sal. 

 

Figura 5. Recuperação da enzima quando precipitada com sulfato de amônio. 

 

Fonte: Autores. 

 

 Dentre as técnicas de precipitação a utilização de sulfato de amônio é a mais utilizada devido à precipitação da 

maioria das proteínas ocorrer em uma molaridade alta, não promover o aquecimento da solução (em comparação com a 

utilização de solventes como etanol), apresentar uma densidade que não interfere na sedimentação da maioria das proteínas e 

promover o efeito de concentração das proteínas (Kanwar et al., 2006). 

 A adição de sais como sulfato de amônio e cloreto de sódio em altas concentrações, de 1,5 a 3,0M, reduz a 

disponibilidade de água devido à hidratação preferencial dos íons e evita a solvatação da enzima (Bom et al., 2008). Purwanto 

(2016) observou a redução da atividade específica e da recuperação quando adicionada a etapa de fracionamento com sulfato 

de amônio (60%) antes da cromatografia de troca iônica. Salehi et al. (2017) usaram diferentes concentrações de sulfato de 

amônio (20%- 80%) para precipitação de proteases de Withania coagulan. sendo que o maior valor de atividade coagulante e 

proteolítica foi encontrado quando usado com concentrações de 20-50% de sulfato de amônio. 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i16.23877
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 Santos et al. (2014) obtiveram os melhores resultados para a concentração da enzima tirosinase em intervalos de 

saturação de 40-60%, sendo a recuperação da atividade total de 85,9%. Amin et al. (2021) produziram Exo-PG a partir de 

Penicillium fellutanum e ao utilizarem a técnica de precipitação com sulfato de amônio, perceberam que a enzima exibiu um 

aumento de sua atividade até atingir 75% de saturação.  

 Ao comparar a precipitação com sulfato de amônio e com etanol para obtenção de proteínas de batata, Waglay et al. 

(2014) relatam que com o aumento na concentração de etanol até 20% foi possível obter 55,2% de recuperação e purificação 

de 3,79. O aumento da concentração de etanol para 30% reduziu a recuperação e purificação para 15% e 1,19, respectivamente. 

Foi observado o aumento na recuperação de proteína (70-98%) em função da concentração de sulfato de amônio (40-60%), 

embora tenha sido observado pequenas alterações no fator de purificação (2,99-3,31). 

 

4. Conclusão 

 Levando em consideração os resultados da purificação parcial da exo-poligalacturonase (exo-PG), observou-se que as 

maiores recuperações da enzima foram obtidas em concentração de solvente de 3V (três volumes) para etanol e 2V (dois 

volumes) para a acetona com valores de 47,05% e 42,85%, respectivamente. Para o sulfato de amônio a melhor recuperação, 

com 29,33%, foi observada para a concentração de 20%. 

 Os resultados obtidos são considerados promissores quando comparados com dados da literatura, demonstrando que 

podem ser recomendadas para o uso industrial, visto que os métodos se mostraram eficientes para a enzima estudada, além de 

serem técnicas de purificação simples, de baixo custo e pode possuir a mesma eficácia que algumas técnicas cromatográficas, 

ou em alguns casos, ser ainda mais eficiente que elas. 
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