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RESUMO  

A trombose constitui um relevante problema de saúde pública e demanda terapias fibrinolíticas eficazes, apesar 

do elevado custo e das limitações associadas aos fármacos disponíveis. Diante desse cenário, este trabalho teve 

como objetivo extrair, purificar e caracterizar proteases fibrinolíticas produzidas por Trichoderma koningiopsis 

(UFPIT10), utilizando como substrato a casca do fruto de Dipteryx lacunifera Ducke, resíduo abundante da 

atividade extrativista no ecótono Cerrado–Caatinga. As enzimas foram produzidas por fermentação em estado 

sólido, utilizado um planejamento fatorial 23 para determinar a influência dos parâmetros: quantidade do substrato 

(3, 5 e 7 gramas), umidade (30, 40 e 50%) e temperatura (25°C, 30°C e 35°C). Após a obtenção do extrato bruto, 

foi realizado a purificação através de um sistema de duas fases aquosas (SDFA), mediante um planejamento 

fatorial 23, analisando as variáveis independentes: massa molar de PEG (MMPEG), concentração de PEG (CPEG) e 

concentração de sulfato de magnésio (CMgSO4) sobre as variáveis respostas: coeficiente de partição (K), rendimento 

(Y) e fator de purificação (FP). Em seguida, foi realizado a atividade fibrinolítica da enzima purificada e a 

caracterização bioquímica parcial avaliando efeitos da temperatura e ph na atividade fibrinolítica da enzima. As 

condições que proporcionaram maior rendimento na obtenção da enzima foram 7 g de substrato, 50% de umidade 

e 25 °C. Quanto a purificação pelo Sistema de Duas Fases Aquosas, verificou uma partição preferencial da 

protease fibrinoítica na fase rica em polietilenoglicol. A caracterização bioquímica indicou temperatura ótima de 

40 °C, pH ótimo igual a 6 e capacidade fibrinolítica comprovada por ensaio de degradação de fibrina. Os 

resultados evidenciam o potencial do uso de resíduos regionais como substrato para a produção de enzimas de 

interesse farmacológico, embora haja necessidade de estudos complementares, especialmente análises 

toxicológicas, para futuras aplicações terapêuticas. 

Palavras-Chave: Resíduos agroindustriais, atividade fibrinolítica, planejamento fatorial, sistema de duas fases 

aquosas, hidrólise de fibrina. 
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La trombosis constituye un problema de salud pública significativo y requiere terapias fibrinolíticas efectivas, a 

pesar del alto costo y las limitaciones asociadas con los fármacos disponibles. Ante este escenario, este trabajo 

tuvo como objetivo extraer, purificar y caracterizar proteasas fibrinolíticas producidas por Trichoderma 

koningiopsis (UFPIT10), utilizando la cáscara del fruto de Dipteryx lacunifera Ducke como sustrato, un residuo 

abundante de las actividades extractivas en el ecotono Cerrado-Caatinga. Las enzimas se produjeron por 

fermentación en estado sólido, utilizando un diseño factorial 2³ para determinar la influencia de los parámetros: 

cantidad de sustrato (3, 5 y 7 gramos), contenido de humedad (30, 40 y 50%) y temperatura (25°C, 30°C y 35°C). 

Después de obtener el extracto crudo, se realizó la purificación utilizando un sistema acuoso de dos fases (ATPS), 

empleando un diseño factorial 2³. Las variables independientes analizadas fueron: masa molar de PEG (MMPEG), 

concentración de PEG (CPEG) y concentración de sulfato de magnesio (CMgSO₄). Las variables de respuesta 

fueron: coeficiente de partición (K), rendimiento (Y) y factor de purificación (PF). Posteriormente, se determinó 

la actividad fibrinolítica de la enzima purificada y se realizó su caracterización bioquímica parcial, evaluando los 

efectos de la temperatura y el pH sobre dicha actividad. Las condiciones que proporcionaron el mayor rendimiento 

enzimático fueron 7 g de sustrato, 50 % de humedad y 25 °C. La purificación mediante el sistema acuoso de dos 

fases mostró una partición preferencial de la proteasa fibrinolítica en la fase rica en polietilenglicol. La 

caracterización bioquímica indicó una temperatura óptima de 40 °C, un pH óptimo de 6 y una capacidad 

fibrinolítica confirmada mediante un ensayo de degradación de fibrina. Los resultados resaltan el potencial del 

uso de residuos regionales como sustrato para la producción de enzimas de interés farmacológico, si bien se 

requieren estudios adicionales, especialmente análisis toxicológicos, para futuras aplicaciones terapéuticas.  

Palabras clave: Residuos agroindustriales, actividad fibrinolítica, diseño factorial, sistema acuoso de dos fases, 

hidrólisis de fibrina. 

 

ABSTRACT   

Thrombosis is a significant public health issue requiring effective fibrinolytic therapies, despite the high costs and 

limitations associated with currently available drugs. Given this context, this study aimed to extract, purify, and 

characterize fibrinolytic proteases produced by Trichoderma koningiopsis (UFPIT10) using fruit husks from 

Dipteryx lacunifera Ducke—an abundant waste product of extractive activities in the Cerrado–Caatinga 

ecotone—as the substrate. The enzymes were produced via solid-state fermentation, employing a 2³ factorial 

design to determine the influence of three parameters: substrate quantity (3, 5, and 7 g), moisture content (30%, 

40%, and 50%), and temperature (25°C, 30°C, and 35°C). Following crude extract recovery, purification was 

performed using an aqueous two-phase system (ATPS) based on a 2³ factorial design; the independent variables 

analyzed were PEG molar mass (MMPEG), PEG concentration (CPEG), and magnesium sulfate concentration 

(CMgSO4), while the response variables were partition coefficient (K), yield (Y), and purification factor (PF). 

Subsequently, the fibrinolytic activity of the purified enzyme was assessed, and partial biochemical 

characterization was conducted to evaluate the effects of temperature and pH on this activity. The conditions 

yielding the highest enzyme recovery were 7 g of substrate, 50% moisture, and 25°C. Regarding purification via 

the aqueous two-phase system, preferential partitioning of the fibrinolytic protease into the polyethylene glycol-

rich phase was observed. Biochemical characterization indicated an optimal temperature of 40°C and an optimal 

pH of 6, with fibrinolytic capacity confirmed through a fibrin degradation assay. The results demonstrate the 

potential of using regional residues as a substrate for the production of enzymes of pharmacological interest, 

although further studies—particularly toxicological analyses—are required for future therapeutic applications. 

Keywords: Agro-industrial residues, fibrinolytic activity, factorial design, aqueous two-phase system, fibrin 

hydrolysis. 

 

INTRODUÇÃO 

 A trombose é uma condição clínica de grande relevância global, afetando milhões de pessoas. 

Estima-se que, em todo o mundo, ocorram aproximadamente 10 milhões de casos relacionados a 

internações, independentemente do nível de desenvolvimento econômico dos países. No Brasil, a 

incidência anual situa-se entre um e dois casos por mil habitantes, correspondendo a até 400 mil novos 

diagnósticos por ano. Essa condição está diretamente associada a alterações na hemostasia, processo 

fisiológico essencial para manter a integridade do sistema circulatório e o equilíbrio do fluxo sanguíneo 
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(International Society on Thrombosis and Haemostasis, 2022).     

   A hemostasia compreende três etapas interdependentes: a primária, caracterizada pela formação 

do tampão plaquetário; a secundária, definida pela deposição de fibrina ao redor desse tampão; e a 

terciária, ou fibrinólise, responsável pela degradação da fibrina formada. Em determinadas 

circunstâncias, esse sistema não atua de maneira adequada ou no momento oportuno, favorecendo o 

desprendimento do trombo. Uma vez deslocado pela corrente sanguínea, o trombo passa a ser 

denominado êmbolo, podendo desencadear eventos tromboembólicos graves, como acidente vascular 

cerebral (AVC), embolia pulmonar ou infartos em diversos órgãos, resultando em isquemia e morte 

celular (Rodrigues; Castilho-Fernandes; Fontes, 2012; Robbins; Cotran, 2016).     

 Nesse cenário, destaca-se a necessidade do uso de fármacos fibrinolíticos em doses terapêuticas 

para conter a trombose e prevenir suas complicações. Embora amplamente reconhecida como uma 

patologia de grande impacto mundial, o tratamento disponível apresenta desafios importantes, como 

elevados custos e potenciais efeitos adversos. No contexto brasileiro, as terapias mais utilizadas 

envolvem heparina não fracionada (HNF), heparinas de baixo peso molecular (HBPM), fondaparinux, 

anticoagulantes orais e antagonistas da vitamina K (AVKs) (Sobreira et al., 2024).  No entanto, apesar 

da eficácia desses agentes, limitações relacionadas à acessibilidade, risco de sangramentos e necessidade 

de monitoramento reforçam a urgência de identificar fontes alternativas, seguras e economicamente 

viáveis para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos (Hazare et al., 2024; Peng; Yang; Zhang, 

2005).      

No Piauí, ocorre o ecótono Cerrado–Caatinga, uma região de transição entre dois importantes 

biomas e reconhecida por sua ampla biodiversidade. Entre as espécies vegetais encontradas nesse 

ambiente destaca-se Dipteryx lacunifera Ducke, conhecida como castanheira-de-burro, garampara ou 

fava-de-morcego. O fruto dessa árvore é tradicionalmente obtido por extrativismo e comercializado, 

sobretudo, nas feiras da cidade de Bom Jesus – PI. No entanto, a casca do fruto, que representa cerca de 

60% de sua estrutura, é geralmente descartada (Carvalho et al., 2008; Vieira-Júnior et al., 2007; 

Cavalcante et al., 2015) contribuindo para a geração de resíduos oriundos da atividade extrativista.   

Além dessa espécie vegetal, também foi isolado na região o fungo Trichoderma koningiopsis 

(UFPIT10), microrganismo filamentoso pertencente à classe Sordariomycetes, do filo Ascomycota 

(Meyer; Mazaro; Silva, 2019). A literatura destaca o potencial do gênero na produção de enzimas de 

interesse farmacêutico (Elegbede, 2020; Shao et al., 2018); contudo, não há registros do cultivo desse 

fungo por fermentação em estado sólido utilizando-se a casca do fruto de Dipteryx lacunifera Ducke 

como substrato. Diante disso, a utilização de resíduos extrativistas como substrato para o crescimento 

de fungos produtores de enzimas com atividade fibrinolítica desponta como uma abordagem promissora 

para pesquisas futuras.     



  

  

COSTA, et al. 

Dessa forma, o cultivo do fungo sobre os resíduos gerados pelo extrativismo do fruto de Dipteryx 

lacunifera Ducke apresenta um potencial promissor para a produção de enzimas com atividade 

fibrinolítica. Assim, esta pesquisa tem como objetivo obter, purificar e caracterizar bioquimicamente 

proteases com ação fibrinolítica produzidas por Trichoderma koningiopsis (UFPIT10), utilizando como 

substrato a casca do fruto da D. lacunifera, subproduto abundante da atividade extrativista local.  

  

FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

Hemostasia  

A hemostasia é o processo natural de cessação de um sangramento, envolvendo a interação 

entre a parede vascular, plaquetas e o sistema de coagulação sanguínea (Figura 01), mas também pode 

ser induzida artificialmente por meio de ligaduras ou cauterização do vaso lesado (Filho, 2016). Esse 

mecanismo visa preservar a integridade dos vasos sanguíneos e garantir a fluidez do sangue após uma 

lesão vascular, mantendo o equilíbrio do sistema circulatório. Naturalmente, a hemostasia ocorre por 

meio de componentes hemostáticos, como o endotélio vascular, plaquetas, micropartículas e fatores 

plasmáticos pró-coagulantes, que formam um tampão fibrinoplaquetário para prevenir ou evitar a perda 

de sangue (Rodrigues; Castilho-Fernandes; Fontes, 2012; Robbins; Cotran, 2016).  

A hemostasia primária consiste na formação do trombo, sendo seus principais atores o 

endotélio, as plaquetas (em número adequado e forma funcional), as micropartículas e o fator de von 

Willebrand (FvW) (Filho, 2016). O evento inicial desse processo é a vasoconstrição que ocorre por ação 

de fatores neuro-humorais locais, induzindo a contração transitória do vaso. Em seguida, as plaquetas 

são ativadas ao entrar em contato com a matriz extracelular (MEC) exposta no local da lesão, interagindo 

por meio dos receptores de glicoproteínas Ib (GpIb) com o FvW presente na MEC. Essa ativação ocorre 

via sinalização intracelular, expondo glicoproteínas e integrinas, que formam ligações com o FvW, o 

colágeno e a fibronectina (Robbins; Cotran, 2016; Filho, 2016).   

A hemostasia secundária envolve o modelo clássico da cascata de coagulação, um processo 

complexo no qual fatores específicos são ativados por meio das vias extrínseca e intrínseca, 

convergindo na via comum. Esse mecanismo culmina na formação de um coágulo de fibrina insolúvel, 

essencial para a estabilidade do trombo. Cada etapa da cascata de coagulação envolve uma enzima (um 

fator da coagulação ativado), um substrato (a forma pró-enzima inativa de um fator da coagulação) e 

um cofator (um acelerador da reação), que juntos garantem a progressão eficiente do processo 

(Rodrigues; Castilho-Fernandes; Fontes, 2012; Periayah, 2017).  



  

  

COSTA, et al. 

Figura 01: Representação da formação de coágulo para cessar hemorragia após lesão da parede vascular 

(hemostasia). 

 

Fonte: Adaptado de Hazare et al. (2024). 

     

   Dentre os fatores de coagulação, a trombina destaca-se como o mais importante, 

desempenhando múltiplas funções enzimáticas que regulam diversos aspectos da hemostasia. Ao final 

da cascata de coagulação, o organismo ativa o processo de fibrinólise, realizada pela atividade 

enzimática da plasmina, que quebra a fibrina e interfere na sua polimerização. Quando o organismo não 

ativa o processo de fibrinólise em tempo adequado, o trombo formado para conter a hemorragia pode se 

desprender do local de origem e formar um êmbolo, o que pode resultar em complicações 

tromboembólicas (Robbins; Cotran, 2016). 

Gênero Trichoderma  

Os ecótonos, áreas de transição entre diferentes ecossistemas ou biomas, evidenciam mudanças 

nas condições abióticas e bióticas em nível local e regional. No Piauí, destaca-se uma rica biodiversidade 

representada pelo ecótono Cerrado-Caatinga, onde 37% da vegetação que recobre o estado pertence à 

caatinga e 46% ao cerrado (Oliveira; Malhi, 2016; Castro et al., 2007).  
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Dentre os organismos encontrados na região, destacam-se os do gênero Trichoderma (Figura 02), 

classificado na classe Sordariomycetes, do filo Ascomycota. Nas espécies em que a fase sexuada é 

conhecida, esta se caracteriza pela formação de corpos de frutificação do tipo peritécio, desenvolvidos em 

estromas com coloração variada, como verde, amarelada, creme ou marrom, sobre o substrato colonizado 

(Meyer; Mazaro; Silva, 2019). 

Figura 02: Trichoderma koningiopsi (UFPIT10) cultivado em placa de Petri. 

 

Fonte: Própria (2026). 

O gênero Trichoderma apresenta ampla distribuição em diferentes ecossistemas e, atualmente, 

graças aos avanços da filogenia molecular, já foram identificadas mais de 200 espécies. No Brasil, 

Trichoderma tem sido amplamente utilizado na agricultura, destacando-se como agente de biocontrole 

no manejo de doenças de plantas e como promotor de crescimento vegetal. Sua adaptabilidade às 

condições ambientais do país e sua eficiência em diferentes culturas agrícolas consolidam seu papel 

como uma ferramenta sustentável para a produção agrícola (Atanasova, 2014; Meyer; Mazaro; Silva, 

2019).          

Além de sua aplicação na agropecuária, o gênero Trichoderma tem demonstrado potencial 

biotecnológico para a produção de fármacos, conforme apresentado nos trabalhos de Elegbede et al. 

(2020) e Shao et al. (2018). Dessa forma, Trichoderma torna-se uma alternativa na busca por novas 

fontes de enzimas com atividade fibrinolítica, uma vez que está disponível na região onde será 

desenvolvida a presente pesquisa. 

Dipteryx lacunifera Ducke 

O ecótono Cerrado-Caatinga é diverso e possui uma biodiversidade rica e com potencial 

agroindustrial e extrativista, o que resulta também na formação de resíduos que podem servir como 
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fonte de enzimas. Considerando os recursos vegetais disponíveis destaca-se a castanheira do Gurguéia 

(Dipteryx lacunifera Ducke) (Figura 03), espécie popularmente conhecida como castanheira de burro, 

garampara ou fava de morcego que se encontra dispersa principalmente nos cerrados do Sul e Centro-

sul do Piauí. Apesar de sua ampla presença na região, a espécie é pouco conhecida em outras partes do 

Nordeste, o que pode explicar a escassez de estudos sobre suas atividades biológicas e seu potencial 

biotecnológico (Carvalho et al., 2008; Vieira-Júnior et al., 2007; Cavalcante et al., 2015). 

Figura 03: Árvore adulta da Dipteryx lacunifera Ducke com frutos. 

 

Fonte: Própria (2026). 

 

A espécie pertence à Família Fabaceae e é caracterizada pela produção de frutos do tipo cápsula 

lenhosa, de formato ovóide, pericarpo lenhoso, coloração amarronzada e elevada resistência. No 

interior desses frutos encontra-se uma amêndoa comestível de coloração marrom-escuro, que apresenta 

sabor agradável e alto valor nutricional, sendo uma importante fonte de energia, carboidratos, proteínas 

e fibras brutas. Suas folhas possuem raque foliar com comprimento de 10 a 20 cm e de 8 a 14 folíolos. 

As flores apresentam cálices membranáceos, com coloração alvo-esverdeada, pontuações verrucosas 

presentes e tamanho de 6 a 15 mm de comprimento (Carvalho; Lima; Cardoso, 2025; Vieira-Júnior et 

al., 2007).  

Trabalhos realizados por Vieira-Júnior et al. (2007) e Polmann et al. (2024) propuseram a 

caracterização do óleo essencial extraído do fruto da castanheira, demonstrando seu potencial para 

aplicação nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica. Além disso, há registros de pesquisas 

em desenvolvimento que já demonstraram o potencial dos extratos produzidos a partir da casca do fruto 
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na atividade enzimática fibrinolítica, coagulação do leite, nutrição animal, tratamento de sementes 

(Sousa et al., 2024) e atividade anticoagulante. 

 

Fermentação em Estado Sólido  

A fermentação em estado sólido (FES) é um processo trifásico complexo e heterogêneo (gás-

líquido-sólido), geralmente definido como o crescimento de microrganismos, frequentemente fungos, 

na superfície de partículas de substrato sólido, poroso e úmido. Nesse sistema, há umidade suficiente 

para sustentar o crescimento e o metabolismo microbiano, embora o processo ocorra na ausência ou 

quase ausência de água líquida visível entre as partículas. A utilização de resíduos na produção de 

enzimas por meio de FES reduz a poluição ambiental e possibilita a obtenção de produtos de alto valor 

agregado, empregando uma tecnologia econômica e sustentável (Ruiz, et al., 2012; Diaz, et al., 2016).  

Além disso, a FES apresenta-se como uma alternativa superior à fermentação submersa, pois 

utiliza resíduos agrícolas complexos e heterogêneos como substratos, empregando uma tecnologia de 

baixo custo, especialmente em relação às exigências de esterilidade e regulamentação. Essa abordagem 

também se aproxima das condições naturais dos microrganismos, simulando o ambiente de vida de 

muitos fungos filamentosos superiores (Holker; Lenz, 2005). Até 2018, o Brasil destacava-se como o 

país com o maior número de publicações utilizando a FES para a produção de enzimas a partir de 

resíduos agroindustriais, os quais, por muito tempo, foram subvalorizados (Santos et al., 2018). 

A literatura atual apresenta diversas pesquisas utilizando a FES na produção de enzimas 

levando em consideração a diminuição de resíduos, como Khaswal et al., (2024); Zou et al., (2024); 

Munoz-Seijas et al., (2024) e Ferreira et al., (2024). Esses trabalhos reforçam o potencial da FES na 

extração de enzimas utilizando microrganismos e o seu benefício ao meio ambiente e à sociedade.  

Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) 

O Sistema de Duas Fases (SDFA) é uma técnica utilizada para a purificação de enzimas, 

permitindo sua separação com base em características como tamanho, carga, hidrofobicidade e 

afinidade bioespecífica. Nesse processo, ocorre a transferência de um soluto entre duas fases líquidas, 

caracterizando-se como uma abordagem adequada para as etapas iniciais de separação. Dependendo 

da aplicação final do produto a ser purificado, o SDFA pode substituir etapas cromatográficas (Silva; 

Low, 2006). 

  À medida que os polímeros são misturados a um sal de alta força iônica, formam-se grandes 

agregados, e a interação entre eles leva à separação em duas fases distintas, resultante do efeito de 

exclusão estérica. O polietilenoglicol (PEG) é um polímero amplamente recomendado para a 
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recuperação de produtos biológicos devido à presença de seus grupos hidroxila. Este polímero junto a 

uma alta concentração de sais, como fosfatos, citratos e sulfatos, que capturam uma grande quantidade 

de água, são amplamente utilizados no SDFA (Asenjo; Andrews, 2011; Blatkiewicz et al., 2018). Deste 

modo, o SDFA composto por sal e PEG é o mais utilizado na separação de biomoléculas. Para a 

purificação de enzimas fibrinolíticas, o SDFA tem demonstrado bons resultados, como demonstrado 

por Nascimento et al. (2016) e Alencar et al. (2021). 

 

METODOLOGIA 

Microrganismo, meio de manutenção e esporulação 

O fungo filamentoso Trichoderma koningiopsis (UFPIT10) utilizado neste trabalho foi isolado 

do ecótono Cerrado-Caatinga (SISGEN A8431AA), localizada na região Sudoeste do Estado do Piauí, 

Brasil com coordenadas geográficas de Latitude 8°51'7.48'' S e Longitude 44°11'39.95'' W. 

 

Inoculação  

Os esporos foram coletados utilizando uma solução nutritiva composta por 0,5% de extrato de 

levedura, 1% de glicose e 0,01% de Tween 80, diluídos em tampão de fosfato de sódio 245 mM, 

previamente esterilizado, com pH 7,0. A contagem dos esporos foi realizada em uma câmara de 

Neubauer, para obtenção final de uma concentração de 10⁷ esporos/mL. 

 

Tratamento do substrato para fermentação 

A casca do fruto da Dipteryx lacunifera Ducke foi coletada a partir dos resíduos gerados pelos 

feirantes da cidade de Bom Jesus - PI. Após a obtenção da casca, ela foi seca ao sol por uma semana e, 

em seguida, triturada no moinho do laboratório de nutrição animal da UFPI-CPCE. Posteriormente, o 

material foi padronizado com tamizes de 2 mm e 1 mm, a fim de padronizar o substrato de forma 

uniforme. O material que ficou retido entre as peneiras de 2 mm e 1 mm foi utilizado como substrato 

para a FES. 

 

Produção da protease fibrinolitica através da Fermentação em estado sólido 

A fermentação em estado sólido seguiu a metodologia descrita por Nascimento et al. (2016): 

os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo o substrato selecionado, 

que foram autoclavados por 20 minutos a 121˚C. O substrato foi umedecido, conforme necessário, com 

solução nutritiva e água para atingir a umidade desejada. Foi utilizado um planejamento fatorial 

completo 23 para determinar a influência dos parâmetros: quantidade do substrato (3, 5 e 7 gramas), 

umidade (30, 40 e 50%) e temperatura (25°C, 30°C e 35°C). Após a inoculação (10⁷ esporos/mL), os 
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frascos foram incubados por 72 horas de fermentação.  

 

Extração das proteases e obtenção do extrato bruto  

Seguindo a metodologia descrita por Nascimento et al. (2016), foram adicionados 7,5 mL de 

tampão fosfato de sódio pH 7 (245 mM) para cada 1 g de substrato, e os frascos foram colocados em um 

agitador orbital a 150 rpm por 60 min em temperatura ambiente. Após esse período, o conteúdo foi 

centrifugado a 3500 rpm por 10 min, e o sobrenadante foi utilizado para a determinação da atividade 

enzimática. 

 

Purificação pelo Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) 

Para a purificação das proteases fibrinolítica foi utilizado o Sistema de duas fases aquosas 

(SDFA) que foi preparado em tubos graduados de 15 mL com diferentes concentrações de soluções de 

mistura de sais de sulfato de magnésio e 50% (p/p) de soluções de Polietilenoglicol conforme um 

planejamento fatorial 23, onde foram analisadas as variáveis: massa molar de PEG (MMPEG), 

concentração de PEG (CPEG) e concentração de sulfato de magnésio (CMgSO4) sobre as variáveis 

respostas: coeficiente de partição (K), rendimento (Y) e fator de purificação (FP). 

O coeficiente de partição da protease (K) foi determinada pela razão entre as atividades da 

protease na fase superior (FPEG) e na fase inferior (FSAL): 

 

𝐾 =
𝐹𝑃𝐸𝐺 

𝐹𝑆𝐴𝐿
 

  A recuperação enzimática (Y) foi determinada como a razão da atividade proteásica na fase 

superior (APPEG) ou inferior (APSAL) sobre seu respectivo volume (VPEG) ou (VSAL), tudo isso sobre a 

atividade proteásica presente no extrato bruto (APbruto) dividida pelo seu respectivo volume do extrato 

adicionado no sistema e posteriormente multiplicado por 100 para representação da recuperação em 

porcentagem: 

𝑌 = (

𝐴𝑃𝑃𝐸𝐺
𝑉𝑃𝐸𝐺  𝑜𝑢 

𝐴𝑃𝑆𝐴𝐿
𝑉𝑆𝐴𝐿

𝐴𝑃𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜 𝑉𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 
) 𝑥 100 

  O fator de purificação (FP) foi definido como a atividade específica da protease presente da 

fase PEG (AEPEG) ou sal (AESAL) sobre a atividade específica do extrato bruto (AEbruto): 

𝐹𝑃 =
𝐴𝐸𝑃𝐸𝐺 𝐴𝐸𝑆𝐴𝐿⁄

𝐴𝐸𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜
 

  Posteriormente, foi realizado a análise das influências de todas as variáveis (massa molar e 

concentração do PEG e concentração do sal) sobre a purificação da protease. 
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Determinação da atividade proteásica 

  A atividade proteásica foi determinada seguindo o protocolo descrito por Ginther et al. (1979). 

Amostras de 1 mL do ensaio, contendo Tris-HCl 0,2 M (pH 7,2), 10⁻³ M de CaCl₂, 1,0% (p/p) de 

azocaseína e 150 μL do extrato bruto com a enzima, foram incubadas a 28°C por 1 hora. A reação será 

interrompida pela adição de 1,0 mL de uma solução de ácido tricloroacético a 10% (p/v). Após 

centrifugação a 3000 × g por 15 minutos, uma alíquota de 0,8 mL do sobrenadante foi transferida para 

um segundo tubo contendo 0,2 mL de NaOH 1,8 N. As amostras foram misturadas em um vórtex, e a 

absorbância foi medida a 420 nm. A atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para causar um aumento de 0,1 na absorbância por hora. 

 

Avaliação da atividade fibrinolítica   

  A atividade fibrinolítica foi determinada através do ensaio de degradação de fibrina de modo 

espectrofotométrico conforme a metodologia de Wang, Wu e Liang (2011). 

 

CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA 

Efeitos da temperatura e pH na atividade proteásica 

O efeito da temperatura foi avaliado adaptando a metodologia de Nascimento et al. (2016), 

incubando a enzima fibrinolítica em diferentes temperaturas variando de 10°C a 70°C por 60 minutos. 

E para determinação do pH ótimo, foi utilizado diferentes soluções tampão a 0,2 M: acetato-citrato (pH 

3, 4 e 5), Tris-HCl (pH 6, 7 e 8) e glicina-NaOH (pH 8, 9 e 10). Todas as análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Produção enzimática 

 

             Fatores como umidade, quantidade de resíduos e temperatura foram utilizados para otimizar a 

produção da protease. Em todos os ensaios houve o crescimento do fungo sob o substrato, apresentando 

atividades proteolíticas que variaram de 3,36 U/mL a 17,26 U/mL (Tabela 1).  
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Tabela 01: Resultados da produção de protease fibrinolítica por Trichoderma koningiopsis (UFPIT10) 

utilizando planejamento fatorial 23 em 72h. 

Ensaios Quantidade de resíduos 

(g) 

Umidade 

(%) 

Temperatura 

(ºC) 

Atividade 

proteásica 

1 3 30 25 8,06 

2 7 30 25 11,13 

3 3 50 25 13,83 

4 7 50 25 17,26 

5 3 30 35 11,26 

6 7 30 35 10,63 

7 3 50 35 11,60 

8 7 50 35 12,30 

9 5 40 30 10,46 

10 5 40 30 5,66 

11 5 40 30 3,36 

12 5 40 30 8,49 
Fonte: Própria (2026). 

 

    O maior valor observado (17,26 U/mL) ocorreu no Ensaio 4, conduzido com 7 g de substrato, 

25 °C e 50% de umidade, demonstrando que essas condições favoreceram a síntese e a liberação das 

proteases pelo fungo.  

    A literatura aponta que fungos filamentosos desse gênero exibem elevada capacidade de 

secretar enzimas hidrolíticas quando cultivados sobre resíduos agroindustriais, devido à sua versatilidade 

metabólica e à adaptação às condições de baixa disponibilidade hídrica (Yang et al., 2013; Manzar et 

al., 2022). Os resíduos utilizados nesta pesquisa são oriundos da atividade extrativista, todavia, assumem 

a mesmas propriedades dos resíduos agroindustriais comumente utilizados, tendo em vista a origem 

vegetal.  

Barreiro et al. (2025), apresentou o T. koningiopsis com uma produção significativa de 

proteases em FES utilizando resíduos de frutos de Pritchardia pacifica, reforçando que esse grupo de 

microrganismos apresenta desempenho robusto em sistemas fermentativos sólidos. Dessa forma, o valor 

máximo obtido no presente trabalho confirma que condições moderadas de umidade e temperatura 

favorecem a secreção de proteases por Trichoderma, alinhando-se às tendências observadas na literatura. 

A condição ótima registrada neste estudo (50% de umidade) também encontra respaldo na 

literatura, que destaca a importância da atividade de água como fator essencial para a difusão de 

nutrientes e manutenção da fisiologia do fungo durante a FES. Londoño-Hernandez et al. (2020) 

enfatizam que valores intermediários de umidade são ideais para maximizar a produção de enzimas 

microbianas, pois a água em excesso reduz a porosidade do meio, enquanto baixa umidade limita o 

crescimento micelial.  
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A temperatura de 25 °C utilizada no ensaio de maior rendimento também se mostra compatível 

com o comportamento de espécies de Trichoderma, visto que Barreiro et al. (2025) observaram 

estabilidade térmica das proteases de T. koningiopsis entre 20 °C e 50 °C, indicando que temperaturas 

moderadas são favoráveis à síntese e manutenção da atividade enzimática. Além disso, a massa de 

substrato utilizada (7 g) provavelmente favoreceu a formação de um microambiente ideal para o 

crescimento micelial, fornecendo suporte físico, boa aeração e disponibilidade equilibrada de nutrientes, 

elementos essenciais para a produção enzimática em FES, conforme discutido por Sousa et al. (2024) e 

Santana et al. (2022).              

No Ensaio 4, embora o cultivo tenha sido mantido por 72 horas, a maior atividade proteásica 

foi registrada em 48 horas, indicando que o pico de produção da enzima ocorreu antes do término do 

período fermentativo. Esse comportamento é esperado em processos de fermentação fúngica, nos quais 

a síntese de proteases tende a atingir seu máximo durante a fase de crescimento ativo do microrganismo, 

diminuindo posteriormente em razão do esgotamento nutricional ou de mudanças no metabolismo. Vale 

ressaltar que o tempo necessário para atingir a produção ideal pode variar conforme o tipo de 

microrganismo, os substratos utilizados para a indução da síntese da protease e as condições ambientais 

controladas no processo (Jamilu et al., 2022; Silva et al., 2023), o que explica por que o pico ocorreu 

em 48 horas nas condições avaliadas.  

Purificação por Sistema de Duas Fases Aquosas        

              Dos 12 ensaios (tabela 2) realizados, verificou-se que apenas os ensaios 1 e 2 não formaram 

duas fases, resultado esperado em sistemas com baixas concentrações de PEG e sal. De acordo com 

Albertsson (1970), condições de concentração abaixo do ponto crítico impedem a separação de fases, 

pois não há segregação suficiente entre polímero e sal para estabelecer um sistema bifásico estável. 

Assim, os resultados iniciais corroboram o comportamento clássico descrito para SDFA.   

    Nos demais ensaios, a formação clara das fases PEG e sal permitiu a avaliação da partição da 

protease. Observou-se que, em todos eles, o coeficiente de partição (K) foi superior a 1, evidenciando a 

migração preferencial da enzima para a fase PEG. Esse comportamento é amplamente descrito na 

literatura: enzimas com caráter moderadamente hidrofílico tem tendência a interagir com polímeros 

neutros tendem a migrar para a fase rica em PEG (Asenjo; Andrews, 2011). O desempenho observado 

no ensaio 7, com o maior valor de K, indica que a combinação entre concentração intermediária de PEG 

e sal favoreceu a exclusão da protease da fase salina, aumentando sua afinidade pelo PEG.   

Em contrapartida, o ensaio 5 apresentou o menor coeficiente de partição dentre os sistemas 
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bifásicos, embora ainda com K > 1. Esse resultado pode estar associado à menor força de segregação 

entre as fases, já que a literatura mostra que combinações de PEG de baixa massa molar e baixa 

concentração de sal reduzem a desigualdade de polaridade entre as fases (Rito-Palomares, 2004), 

diminuindo a eficiência da partição. Quanto à recuperação enzimática, observou-se que a maior parte da 

atividade permaneceu na fase PEG em praticamente todos os ensaios, com YPEG significativamente 

superior ao observado para a fase salina (YSAL).  

 

Tabela 02: Particionamento da protease fibrinolítica obtida de Trichoderma koningiopsis (UFPIT10) por SDFA PEG-Sulfato 

utilizando um planejamento fatorial completo 23. 

Legenda: * ensaio que não ocorreu a formação de fases 

Fonte: Própria (2026). 

 

MMPEG- massa molar do PEG (g/mol); CPEG- concentração do PEG (% m/m); Csal – concentração do sulfato de magnésio (% 

m/m); APPEG – Atividade proteásica na fase PEG; APSAL – Ativdade proteásica na fase Sal; K - coeficiente de partição; YPEG 

– recuperação enzimática no PEG; YSAL – recuperação enzimática no SAL; FPPEG – fator de purificação da protease na fase 

PEG; FPSAL – fator de purificação da protease na fase SAL. 

 

Atividade fibrinolítica 

    A atividade fibrinolítica foi avaliada utilizando como material a fase que apresentou maior 

atividade proteásica no SDFA, correspondente ao ensaio 12 da tabela 2. O ensaio foi incubado por 60 

minutos; foi possível observar a dissolução do coágulo já a partir dos primeiros 20 minutos, indicando, 

de modo qualitativo, uma ação fibrinolítica rápida do extrato enzimático. Ao término do período 

experimental (60 min), a atividade fibrinolítica quantificada apresentou valor igual a 0,458 U/mL.  

   O fato de a fase escolhida ter apresentado elevada atividade proteásica e, simultaneamente, 
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demonstrado atividade fibrinolítica substancial, sugere que a enzima ou o conjunto de enzimas 

presentes possui especificidade suficiente para agir sobre a fibrina, característica desejável quando se 

busca agentes com potencial terapêutico anti-trombótico. 

Os sistemas aquosos bifásicos constituem uma alternativa econômica e eficiente para a 

recuperação e purificação inicial de proteases fibrinolíticas, como demonstrado por estudos com Mucor 

subtilissimus (PEG/sulfato) e por revisões sobre fungos produtores de enzimas trombolíticas 

(Nascimento et al., 2016; Nascimento et al., 2017; Cardoso, et al., 2022). No presente trabalho, a 

migração preferencial da protease para a fase PEG e a recuperação enzimática satisfatória indicam que 

a fração obtida no ensaio 12 é adequada para ensaios de lise de coágulo. A dissolução visível do coágulo 

já aos 20 minutos e a atividade fibrinolítica quantificada de 0,458 U/mL aos 60 min demonstram que, 

mesmo com purificação preliminar, a enzima mantém capacidade trombolítica.  

 

Caracterização da enzima purificada  

    A atividade proteásica foi avaliada em diferentes temperaturas, variando de 10 °C a 70 °C 

(Figura 04). Observou-se que a temperatura de 40 °C proporcionou a maior atividade enzimática, 

caracterizando-se como a temperatura ótima para o sistema estudado. Acima desse valor, especialmente 

a 70 °C, a enzima apresentou perda total da atividade proteásica, indicando sensibilidade térmica em 

condições mais elevadas. A estabilidade térmica em 40 °C foi monitorada durante 60 minutos, com 

medições a cada 15 minutos. A enzima manteve-se estável até aproximadamente 45 minutos, 

apresentando declínio gradual de atividade entre 45 e 60 minutos.  

Figura 04: Avaliação da temperatura ótima da enzima fibrinolítica purificada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria (2026). 
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Comparando os resultados deste estudo com os de Barreiro et al. (2025), observa-se que, embora 

a temperatura ótima tenha diferido entre as pesquisas, 40 °C neste trabalho e 50 °C no estudo da autora, 

ambas as proteases de T. koningiopsis apresentaram melhor desempenho em temperaturas moderadas. 

A menor temperatura ótima verificada neste experimento pode estar relacionada ao substrato utilizado, 

uma vez que diferentes fontes nutricionais podem induzir a produção de enzimas com distintas 

sensibilidades térmicas. Além disso, a estabilidade observada a 40 °C por até 60 minutos demonstra 

desempenho térmico consistente, superando o padrão descrito por Barreiro et al. (2025), que relatou 

apenas estabilidade dentro de uma faixa térmica específica (20–40 °C). 

A atividade proteásica apresentou variação expressiva ao longo dos diferentes valores de pH 

avaliados, evidenciando a sensibilidade da enzima às condições ácido-básicas do meio. Observou-se que 

a atividade foi baixa em pH muito ácido, apresentou aumento progressivo até atingir seu valor máximo 

em pH 6 e voltou a diminuir em pH mais elevados, incluindo a queda significativa em pH 9 e valores 

modestos em pH 10 e 11 (Tabela 03) 

 

Tabela 03: Avaliação do pH ótimo da enzima fibrinolítica purificada. 

pH Atividade proteásica 

3 13,11 

4 14,22 

5 25,55 

6 45,73 

7 31,91 

8 24,48 

9 10,80 

10 11,37 

11 16,22 

Fonte: Própria (2026). 

 

Esse comportamento está de acordo com o que afirmam Pacheco e Mendes (2021), segundo os 

quais cada enzima possui um pH ótimo específico, no qual sua atividade catalítica é maximizada. 

Quando o pH se afasta desse valor ideal, a atividade tende a diminuir porque ocorre alteração no estado 

de ionização dos grupos funcionais dos aminoácidos constituintes da enzima. Tais mudanças na 

ionização podem modificar a conformação tridimensional da proteína, afetando diretamente o sítio ativo 

e reduzindo sua capacidade de ligação e de transformação do substrato.     
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   Assim, o pH 6 se destaca como o ponto em que os grupos funcionais relevantes para a catálise 

proteolítica se encontram em estado de ionização adequado para manter a conformação mais ativa da 

enzima. Já os valores extremos, tanto ácidos quanto alcalinos, provavelmente promovem protonações 

ou desprotonações inadequadas, levando a alterações estruturais que diminuem a eficiência catalítica, o 

que justifica os baixos níveis de atividade observados nesses pH.  

CONCLUSÕES 

A protease fibrinolítica foi obtida de Trichoderma koningiopsis (UFPIT10) em condições 

controladas que favoreceram a síntese e a liberação das enzimas pelo fungo. O cultivo em substrato 

proveniente de resíduo extrativista regional evidencia uma alternativa sustentável e promissora para 

bioprospecção enzimática e a etapa de otimização por meio de um planejamento fatorial possibilitou 

compreender melhor os fatores que influenciam no rendimento enzimático. A utilização de sistemas 

aquosos bifásico permitiu purificar parcialmente a enzima fibrinolítica e selecionar a fração mais 

adequada para caracterização bioquímica parcial que confirmou condições favoráveis de atividade 

enzimpatica e, o ensaio fibrinolítico demonstrou que a enzima possui capacidade de atuar sobre coágulos 

in vitro testados. Assim, os resultados apresentados constituem uma base sólida, mas ainda preliminar, 

para investigações futuras que deverão incluir análises toxicológicas e abordagens in vivo antes que se 

possa propor qualquer uso terapêutico concreto. 
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