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RESUMO 

O desenvolvimento de metologias que permitam a purificação de biomoléculas de interesse 

industral é alvo de estudo devido sua importância comercial. Foi avaliada a purificação de 

proteases produzidas pelos fungos isolados do Cerrado, Penicillium fellutanum e Penicillium 

restrictum por extração líquido-líquido em sistema de duas fases aquosas (ATPS), composto por 

polietilenoglicol (PEG) e poliacrilato de sódio (NaPA). As duas fases no ATPS NaPA/PEG foram 

formadas através da mistura dos polímeros com um sal (NaCl) e caldo fermentado de P. 

fellutanum ou P. restrictum. Para os sistemas formados com o caldo fermentado de P. restrictum 

foram estudados o efeito da massa molar de PEG (2000, 4000 e 6000 g.mol-1), concentração de 

PEG (4, 6, 8 e 10% p/p), concentração de NaPA (4, 6, 8, 10, 15 e 20% p/p) e concentração do 

caldo fermentado (25, 35 e 45% p/p) na partição da enzima a 25 °C. Os valores do coeficiente de 

partição (K) obtidos variavam de 0,06 a 37,73, mostrando a versatilidade do método para a 

purificação da biomolécula sob investigação. Na maioria dos sistemas analisados conseguiu-se a 

partição da biomolécula de interesse para a fase oposta àquela das proteínas totais, 

proporcionando assim efetiva purificação da enzima. O maior K (partição preferencial na fase 

rica PEG) foi obtido usando-se: concentração de NaPA igual a 20% p/p, concentração de PEG 

2000gmol-1 igual a 4% p/p e concentração de caldo fermentado igual a 45% p/p. Para grande 

número dos sistemas analisados foram obtidos elevados valores referentes ao balanço de massa 

(BM) indicando a estabilidade da enzima em relação aos componentes do sistema. Diversos 

sistemas analisados apresentaram elevados níveis de rendimentos (η) – alguns acima de 90%. 

Para os sistemas formados com o caldo fermentado de P. fellutanum foram analisados o efeito da 

massa molar de PEG (2000, 4000 e 6000 g.mol-1), a concentração de PEG (3, 6, 8 e 10 % p/p) e a 

concentração de NaPA (6, 8, e 10 % p/p) sobre o coeficiente de partição (K) a 25°C. Também foi 

analisada a influência da concentração de Na2SO4 (5, 10 e 15% p/p) na reextração da enzima. Os 

valores do coeficiente de partição K obtidos variaram de 1,21 até 77,51. A partição na fase 

superior foi maior em sistemas com maior concentração de NaPA, maior massa molar de PEG e 

menor concentração de PEG. Usando a estratégia de reextração foi possível direcionar a partição 

da protease para a fase oposta às demais proteínas, proporcionando assim uma etapa de pré-

purificação da biomolécula. Os resultados obtidos através dos APTS NaPA/PEG e posterior 

reextração com Na2SO4 demonstraram as potencialidades do método no processo de pré-

purificação de proteases a partir dos caldos fermentados de P. restrictum e P. fellutanum. 

 Palavras-chaves: ATPS, protease, Penicillium restrictum, Penicillium fellutanum 



 

 

 

ABSTRACT 

The development of metologias allowing purification of biomolecules of industrial interest is 

target of study because of its commercial importance. The partition of proteases produced by 

fungi of the Brazilian Cerrado, Penicillium fellutanum and Penicillium restrictum, in aqueous 

two-phase system (ATPS) composed of polyethylene glycol (PEG) and sodium polyacrylate 

(NaPA) was evaluated. The two phases in ATPS NaPA/PEG were formed by mixing the polymers 

with a salt (NaCl) and fermented broth of P. fellutanum or P. restrictum. For those systems 

formed with fermented broth of P. restrictum were studied the effect of molecular size of PEG 

(2000, 4000 and 6000 g.mol-1), PEG concentration (4, 6, 8 and 10% w/w), concentration NaPA 

(4, 6, 8, 10, 15 and 20% w/w) and fermented broth concentration (25, 35 and 45% w/w) in 

partitioning of enzyme at 25°C. The values of partition coefficient (K) obtained varied from 

0.064 to 37.73, showing the versatility of the method for the purification of the biomolecule 

under investigation. In most systems examined it was achieved the partition of biomolecule in the 

opposite phase to that of total proteins and thus provide effective enzyme purification. The 

highest K (preferential partitioning in PEG-rich phase) was obtained using: 20% w/w of NaPA 

concentration, 4% w/w of PEG 2000 g.mol-1 and 45% w/w of broth concentration. For large 

number of systems analyzed, high values of BM were obtained indicating the stability of the 

enzyme in relation to system components. Several systems analyzed showed high levels of yield 

(η) - some over 90%. For those systems formed with the fermented broth of P. fellutanum were 

analysed the effect of molecular size of PEG (2000, 4000 and 6000 g.mol-1), PEG concentration 

(3, 6, 8 and 10% w/w) and NaPA concentration (6, 8, and 10% w/w) over the partition coefficient 

(K) at 25°C. It was also analyzed the influence of Na2SO4 concentration (5, 10 and 15% w/w) in 

the re-extraction of the enzyme. The values of partition coefficient K obtained ranged from 1.21 

to 77.51. The partition in the upper layer was greater in systems with higher NaPA concentration, 

higher PEG molecular weight and lower PEG concentration. By using the re-extraction strategy 

it was possible to partition the target protease to the opposite phase to the other proteins, thereby 

providing a pre-purification step of the biomolecule. The results obtained by ATPS 

NaPA/PEG/NaCl and subsequent re-extraction with Na2SO4 demonstrated the potential of this 

method in the pre-purification of proteases from the fermentation broth of P. restrictum and P. 

fellutanum.  

Key words: ATPS, protease, Penicillium restrictum, Penicillium fellutanum 
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1 - Introdução  

As enzimas possuem elevado grau de especificidade por seus substratos, acelerando 

reações químicas específicas. As enzimas têm se convertido em ferramentas importantes, não 

apenas na medicina como também na indústria química, alimentícia e farmacêutica (Hsiao et al., 

2014). 

As proteases são enzimas que catalisam a reação de hidrólise das ligações peptídicas das 

proteínas. A ligação peptídica é a ligação que une os aminoácidos para formar peptídeos e 

proteínas. A hidrólise das ligações peptídicas é fundamental para a determinação da composição 

em aminoácidos das proteínas (Lehninger, 2007). São classificadas como peptídeo-hidrolases ou 

peptidases (EC 3.4) e constituem uma grande família, dividida em endopeptidases (EC 3.4.21-

99) e exopeptidases (EC 3.4.11-19), classificadas de acordo com a posição da ligação peptídica a 

ser clivada. Também podem ser classificadas de acordo com a faixa de pH em que apresentam 

maior atividade: ácidas (pH 2,0-6,0), neutras (pH 6,0-8,0) e básicas (pH 8,0-13,0) (Rao, Tanksale 

et al., 1998) 

As proteases apresentam ampla aplicação industrial, com emprego em diversos processos 

biológicos, químico-farmacêuticos, alimentícios e têxteis. Na indústria química, por exemplo, são 

utilizadas em detergentes para limpeza de materiais proteináceos sem entretanto, alterarem a cor 

e demais características dos tecidos (Santos, 1995; Deng et al., 2010). O mercado mundial de 

enzimas industriais está estimado em torno de 1,7 a 2,0 bilhões de dólares e acredita-se que a 

comercialização mundial dessas substâncias movimente aproximadamente 225 milhões de 

dólares anualmente (Satyanarayana et al., 2006). Em 2010 o mercado mundial de enzimas foi 

estimado em 3,3 bilhões de dólares podendo chegar em 4,4 bilhões em 2015 (Sanatan et al., 

2013). 

Os microorganismos representam uma fonte atraente de proteases uma vez que podem ser 

cultivados em grandes quantidades, em um período de tempo relativamente curto por meio 

estabelecido de métodos de fermentação, produzindo uma quantidade abundante e regular do 

produto desejado. Além disso, as proteínas microbianas podem ser armazenadas durante semanas 

sem perda significativa de atividade. Em geral, as proteases microbianas são de natureza 

extracelular e são diretamente segregadas para o caldo de fermentação, diminuindo as etapas para 

a purificação da enzima em comparação com as proteases obtidas a partir de plantas e animais 

(Gupta et al., 2002). 

 A pesquisa, desenvolvimento e otimização de métodos eficientes e econômicos para a 

purificação de macromoléculas é uma das áreas de maior interesse dentro da biotecnologia. 
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Biomoléculas podem ser separadas e purificadas por meio da partição entre duas fases de 

polímeros imiscíveis. Através deste método as macromoléculas podem ser separadas de acordo 

com as suas propriedades de superfície e características dos componentes do sistema. A 

separação pode ser baseada no tamanho, carga elétrica e características hidrofílicas (Padilha, 

2010; Mazzola et al. 2008; Santana, 2006; Asenjo, 1990). 

Diante deste cenário, o desenvolvimento e aperfeiçoamento de métodos de purificação 

que sejam eficientes, práticos e que apresentem custo reduzido é de grande interesse em diversas 

áreas industriais (Pereira, 2005; Mazzola et al., 2008).  Desta forma propõe-se o estudo de 

sistemas bifásicos aquosos (ATPS) compostos por polietilenoglicol (PEG) e poliacrilato de sódio 

(NaPA). Os sistemas bifásicos aquosos (ATPS) apresentam-se como uma opção na purificação 

de proteinas em comparação aos sistemas formados por solventes orgânicos e outras técnicas de 

pré-purificação. 
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2 – Revisão da literatura 

 

2.1 Cerrado 

 

O Cerrado está localizado na região central do Brasil, estendendo-se pelos Estados do 

Pará, Piauí, Maranhão, Bahia, Tocantins, Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondônia, 

Minas Gerais e Distrito Federal (Klink e Machado, 2005; Sano et al., 2008).  

Devido a sua grande extensão – cerca de 2,00 milhões de quilômetros quadrados – o 

Cerrado é considerado o segundo maior bioma do Brasil. O bioma amazônico ocupa a primeira 

posição. O Cerrado ocupa mais de 20 graus de latitude e 10 graus de longitude e contém uma das 

mais ricas floras dentre as savanas mundiais, com 11.000 espécies já devidamente catalogadas 

(Mendonça et al. 1998; MMA, 2011). Sua importância também se baseia no fato de conter em 

seu território as três maiores bacias hidrográficas sul-americanas, além de possuir diversas 

nascentes de rios e contribuir para grande parte das bacias hidrográficas brasileiras (Mittermeyer 

et al. 1999; MMA, 2005).  

O Brasil apresenta grande biodiversidade representada pela sua riqueza em relação à 

fauna e flora. O país detém cerca de 10% do número total de espécies conhecidas na Terra, 

apresentando grande diversidade de plantas, fungos e animais (Hogan et al, 2002; Alho, 2008). 

Um terço da biodiversidade brasileira e cerca de 5% da flora e fauna mundiais encontram-

se no Cerrado, sendo desta forma considera como a savana de maior diversificação no mundo 

(Hogan et al, 2002; Sawyer, 2002). Dentre as espécies encontradas, destacam-se fungos, insetos e 

angiospermas que são apontados como responsáveis por 87% do montante geral (Dias, 1992; 

Ratter e Ribeiro, 1996).    

Grande parte destas espécies se encontram abrigadas em zonas específicas, sem 

disseminação mais ampla, tornando elevado o risco de extinção em caso de destruição do 

Cerrado (Janzen, 1988; Hogan et al, 2002; Sawyer, 2002; Klink e Machado, 2005). 

O Cerrado, além da mata atlântica, é considerado uma das 25 “hotspots” mundiais (Myers 

et al; 2000), regiões com elevada concentração de espécies endêmicas e uma expressiva perda de 

seus habitats devido à destruição ambiental (Myers et al; 2000; MMA, 2005).  

De clima predominantemente tropical e sazonal - invernos secos e verões chuvosos – o 

Cerrado apresenta solo de baixa fertilidade, rico em alumínio e com pH ácido. Dispõe de 

vegetação composta por árvores de médio porte, arbustos, plantas herbáceas e gramíneas (Zafred, 

2011). O Cerrado apresenta temperatura média anual entre 20°C e umidade relativa do ar em 
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torno de 60%. Apresenta índice pluviométrico anual em torno de 800 a 1.800 mm disposto entre 

uma estação chuvosa e uma seca que pode se estender de três, quatro ou até sete meses (Nimer e 

Brandão, 1989; Ledru, 2002). 

 

2.2 Fungos 

 

São conhecidas em torno de 75.000 espécies de fungos que atuam como os principais 

agentes decompositores naturais nos mais diversos ambientes. Entretanto, algumas estimativas 

indicam que possam existir em torno de 1,5 milhão de espécies (Hawksworth et al., 1995; 

Kanagawa, 2011). Os fungos podem ser classificados em quatro grupos: Ascomycota, 

Basidiomycota, Zygomycota e Chytridiomycota (Kanagawa, 2011). A Figura 1 apresenta a 

relação filogenética entre os grupos, demonstrando a proximidade entre Ascomycota e 

Basidiomycota (Kanagawa, 2011). 

 

Figura 1 - Filograma com os principais grupos de fungos e relações filogenéticas - adaptada de 
Kanagawa, 2011. 

 
 O gênero Penicillium pertence ao filo Ascomycota e pode colonizar diversos ambientes 

diferentes tais como; solo, ar e alimentos (Leitão, 2009; Banke, 1997). Embora sua classificação 

taxonômica já tenha sido alvo de vários estudos, o assunto ainda é matéria de discussão. Com o 

avanço dos estudos na área, diversas abordagens têm sido utilizadas na classificação do gênero, 

como a análise combinada de características macroscópicas, tais como cor e textura das colônias 

e aspectos micromorfológicos, análise de imagens, padrões de isoenzimas, sistemas de 

ubiquinonas e técnicas baseadas na análise do DNA (Raper, 1949; Chistensen, 1994; Dorge, 

2000; Leitão, 2009 e Houbraken, 2014). A taxonomia polifásica baseada na aplicação combinada 
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de diversos destes métodos tem sido implementada na classificação entre diferentes espécies 

(Houbraken, 2014).  

Morfologia e características de crescimento fúngico podem explicar em grande parte a 

sua versatilidade na rápida colonização de diversos substratos (Leitão, 2009). Fungos podem 

formar pellets de acordo com vários fatores, tais como composição do meio, concentração do 

inóculo, intensidade de agitação, fontes de carbono e nitrogênio, entre outros (Cox, 1998; Posh 

2013). Estudos têm procurado demonstrar que a densidade de empacotamento dos pellets pode 

limitar a disponiblidade de nutrientes e oxigênio no centro da estrutura de fungos do gênero 

Penicillium (Cronenberg, 1994). A Figura 2 apresenta o ciclo genérico de desenvolvimento 

morfológico de fungos filamentosos em cultivo. A Figura 3 apresenta fotos de colônias dos 

fungos P. restrictum e P. fellutanum em placa (meio PDA - batata, dextrose e ágar).   

 

Figura 2 - Ciclo genérico de desenvolvimento morfológico de fungos filamentosos em cultivo - 
adaptada de Posch, 2013. 
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Figura 3 - Fotos do crescimento do fungo P. restrictum (esquerda) e P. fellutanum em placa 
(meio PDA). 

 

Existem diferentes estimativas sobre a diversidade mundial de fungos. O número total de 

espécies varia desde; 712 mil até 5,1 milhões (Hawksworth, 2001; O'Brien et al., 2005; Schmit e 

Mueller, 2007). Em relação ao número de espécies de fungos nativos que foram identificados ou 

recolhidos no Brasil não existem registros precisos. Alguns pesquisadores apontam a existência 

de 4.325 espécies de fungos brasileiros (Minter e Silva, 2007). Forzza e colaboradores por sua 

vez registram 78 ordens, 924 gêneros e 3.608 espécies (Forzza et al., 2010). 

  

2.3 – Produtos de aplicação industrial obtidos a partir de fungos. 

 

 Vários produtos de importância industrial derivam do metabolismo dos fungos. Podem 

ser citados alimentos, aditivos diversos usados na indústria alimentícia, bebidas fermentadas, 

pigmentos aplicados em diversas áreas, enzimas de aplicação industrial, vitaminas, antibióticos, 

biocombustíveis, ácidos graxos e ácidos orgânicos (Kavanagh, 2005; Posch, 2013).  

Os fungos filamentosos têm crescente papel na obtenção e produção em larga escala de 

enzimas com diversas aplicações que se estendem desde a fabricação de ração animal até 

branqueamento da celulose (Eggins, 2001; Nevalainen, 2003; Bueno et al., 2003).  
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A Figura 4 apresenta uma via secretora hipotética em fungos filamentosos. Inicialmente 

as proteínas a serem secretadas são transportadas para o lúmen do retículo endoplasmático (RE). 

Logo em seguida são transportadas por vesículas até o complexo de Golgi, ou estrutura 

equivalente. No final do processo, novas vesículas transferem as moléculas para a ponta das hifas 

onde ocorre a fusão com a membrana plasmática e liberação de seu conteúdo para o espaço 

periplasmático (Peberdy, 1994).  

Fungos filamentosos produzem diversos ácidos orgânicos, polissacarídeos, reguladores do 

crescimento de plantas, enzimas, alcalóides, pigmentos e antibióticos. Além dos β-lactâmicos, 

classicamente obtidos a partir das espécies Penicillium e Cephalosporium, atualmente diversas 

classes de antibióticos são produzidas por outros fungos tais como Ciclosporinas por 

Tolypocladium inflatum e ácido fusídico por Acremonium fusidiodes (Hesham, 2007). Cerca de 

dez antibióticos, produzidos comercialmente, são provenientes de fungos (Valsechi, 2008). A 

gama de produtos derivados do metabolismo de fungos com aplicação comercial é ampla 

(Hesham, 2007). Além disso, tem crescido o interesse em desenvolver e aperfeiçoar estratégias 

que possibilitem o melhor controle e predição de resultados em bioprocessos que envolvam 

fungos filamentosos e a produção de enzimas, ácidos orgânicos e antibióticos (Porsch, 2013). 

 

Figura 4 – Esquema de via secretora hipotética de fungos filamentosos (adaptada de Peberdy, 
1994 com alterações). 

 
O interesse na obtenção de substâncias produzidas por fungos e que apresentem aplicação 

prática é crescente e tem demonstrado resultados animadores. A obtenção da aspartil protease 

extracelular Eap1 a partir de Sporisorium reilianum foi caracterizada tanto em meio sólido como 

em líquido (González, 2013).   
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Cepas dos fungos filamentosos Fusarium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. e Graphium 

sp. após serem isoladas do efluente de indústria de aço, foram testados quanto a capacidade de 

degradar fenol. Os resultados demonstraram atividade de catecol 1,2-dioxigenase e fenol 

hidroxilase nos extratos de células livres. Diversos são os processos industriais nos quais seus 

efluentes apresentam derivados fenólicos, tais como aqueles derivados de petroquímicas, 

refinarias, indústrias de cerâmicas e de resinas fenólicas. As cepas dos fungos filamentosos 

demonstraram perspectiva promissora de sua aplicação na biodegradação de áreas poluídas 

devido a estas atividades econômicas (Santos, 2004).  

Alguns fungos expressam sistemas enzimáticos lignolíticos extracelulares que além de 

degradarem lignina também tem capacidade de quebrar anéis fenólicos (Sánchez, 2009). A 

bioconversão como forma alternativa de tratamento de resíduos de destilarias, mostrou-se como 

uma alternativa promissora em comparação com outros métodos clássicos (Perdih  et  al., 1991).  

Várias enzimas podem degradar a lignina, tais como lacases, lignina-peroxidase (LiP) e 

manganase-peroxidase (MnP) (Hamman, 2004; Steffen et al, 2007; Couto, 2007; Peng et al, 

2008, Kunamneni, 2008). A produção de lacase em bioreatores foi avaliada a partir da 

fermentação de fungos filamentosos. Lacases apresentam aplicações no tratamento de efluentes, 

biorremediação de pesticidas, deslignificação na indústria de papel, descoloração têxtil, 

branqueamento de celulose e como aditivo na indústria de cosméticos (Couto, 2007; Kunamneni, 

2008).  

A crescente demanda de lacases destinadas à biorremediação, processos oxidativos 

indústrias e biodeslignificação necessita da produção de grandes quantidades de enzimas com 

custos baixos (Lettera, 2011). Estas enzimas têm sido alvo de estudos devido ao fato de usarem 

oxigênio molecular como aceptor eletrônico, ao invés de peróxido de hidrogênio como ocorre 

com as peroxidases (Couto, 2007).  A produção de lacase por Pleurotus ostreatus alcançou níveis 

próximos a 80 U/L (Lettera, 2011).   

 Diversos fungos filamentosos secretam de modo eficiente enzimas no meio onde se 

encontram (Bollag e Leonowicz, 1984; Agematu et al., 1993; Nevalainen, 2003). Algumas 

espécies expressam sistemas enzimáticos que podem ser utilizados para degradar materiais 

lignocelulolíticos e, por isto, uma grande variedade de poluentes (Junghanns et al., 2005; Sette et 

al., 2008; Mohammad, 2012). A expressão de hidrolases capacita determinadas cepas de fungos a 

decomporem polissacarídeos complexos (Sánches, 2009).   

 Espécies de fungos filamentosos demonstraram aplicação na biorremediação de 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos. Mucor racemosus apresentou significativos níveis de 
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degradação para benzopireno enquanto Aspergillus sclerotiorum demonstrou capacidade de 

depleção para o mesmo composto e adicionalmente para pireno (Passarini, 2011). O mecanismo 

de hidroxilação promovido por estas espécies de fungos filamentosos para ser mediado pelo 

citocromo P-450 monooxigenase, seguido posteriormente por uma conjugação com sulfato 

(Passarini, 2011). 

A biodegradação dos efluentes de indústrias de óleos vegetais através de fungos 

filamentosos com atividade lignolítica foi analisada demonstrando resultados animadores.  

Alguns dos resíduos encontrados nestes efluentes são potencialmente danosos ao meio ambiente 

e requerem altos investimentos para seu tratamento usual (Mohammad, 2012).  

Trichoderma reesei e Aspergillus niger var. awamori são fungos filamentosos que 

apresentam elevada produção de proteínas extracelulares. Sua utilização como biocatalisadores 

em diversos seguimentos industriais remonta a várias décadas (Nevalainen, 2003). 

Aspergillus níger var. awamori, A. oryzae, Trichoderma reesei, Rhizomucor miehei, 

Humicola lanuginosa, Fusarium venenatum e Chrysosporium lucknowense são algumas das 

espécies de fungos filamentosos usados para obtenção em larga escala de enzimas de aplicação 

industrial (Blinkovsky et al., 1999; van Zeijl et al., 2001; Nevalainen, 2003).  

Os fungos filamentosos produzem diversas enzimas capazes de degradar material 

amiláceo em açúcar fermentável durante a fermentação de bebidas. Em estudo recente, P. variotii 

demonstrou atividade glucoamilase (3252 + 526 U/g) e A. oryzae apresentou significativa ação α-

amilase (1491 + 324 U/g) durante fermentação de licor (Maotai) que é consumido na China há 

séculos. Adicionalmente, durante a fermentação, a variação nas concentrações de amido e de 

açúcares redutores mostrou-se consistente com o crescimento de P. variotii e A. oryzae indicando 

que ambos podem desempenhar considerável papel na expressão de amilase (Chen, 2014).  

Espécies do gênero Penicillium apresentam-se como meso e termofílicas além de boas 

produtoras de enzimas extracelulares, tais como lipases, proteases, celulases e xilanases (Li e 

Zong, 2010). 

A importância econômica dos fungos, entretanto, não está limitada à gama de produtos de 

seu metabolismo. Também é alvo de estudos o desenvolvimento e comercialização de novos 

produtos obtidos a partir da engenharia genética. O Aspergillus niger tem sido avaliado como 

importante espécie para a produção de diferentes proteínas de uso industrial (Hesham, 2007). A 

Tabela 1 apresenta uma lista de produtos obtidos a partir da fermentação com fungos 

filamentosos.  
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Tabela 1- Importantes produtos de aplicação industrial obtidos de fungos filamentosos - 
adaptada de Gibbs et al., 2000 com alterações. 

Produtos  Microorganismos 
Antibióticos 
Penicilinas G e V  
Cefalosporina C  
Griseofulvina  
Penicilina N  
Pleuromutilina  
Ciclosporina A  
Ciclosporina A e B 

 

Penicillium chrysogenum  

Cephalosporium acremonium  

Penicillium patulum  

Emericellopsis sp.  

Pleurotus mutilus  

Tolepocladium inflatum  

Cylinrocarpum lucidum 

 
Enzimas  
Glicose-oxidase, pectinase e fitase  
Xilanase e invertase  
α-amilase e glucoamilase  
Celulase e hemicelulase 
Proteases 

 
Aspergillus niger  

Aspergillus awamori  

Aspergillus oryzae  

Trichoderma reesei 

Aspergillus níger, A. oryzae, A. sojae, 
Aspergillus sp., A. niger, A. nidulans, A. 

flavus, A. terreus, A. parasiticus, A. fumigatus, 

Alternaria sp., Chaetomium sp., Cladosporium 

sp., Endothia parasítica, Eladia sacculum, 

Mucor miehei, Penicillium janthinellum, 

Penicilliun griseoroseum, Rhizopus chinensis, 

Rhizopus oligosporous.  

 

Micotoxinas  
Aflatoxinas, ocratoxina e citrinina  
Tricotecenos e zearalanona  
Citrinina, ocratoxina 

 
Aspergillus sp.  

Fusarium sp.  

Penicillium sp. 
Outros produtos  
Riboflavina  
Ácido cítrico e glicônico  
Ácido kójico e biotina  
Ácido itacônico  
Pululano 
Biotina  
Alcaloides de Ergot  
Ácido giberélico  
Ácido linoleico  
β-caroteno 

 
Ashbya gossypii  

Aspergillus niger  

Aspergillus oryzae  

Aspergillus terreus  

Aureobasidium pullulans  

Fusarium culmorum  

Claviceps purpurea  

Giberella fujikuroi  

Martierella isabellina  

Phycomyces blakesleanus 
 

Classicamente algumas espécies de fungos filamentosos são produtores de proteases e 

testes foram desenvolvidos para sua detecção (Cowan and Daniel, 1982; Montville, 1983; Green, 

1991; Leger et al., 1997; Ten et al., 2005). 
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Cepas de Aspergillus sp., A. flavus, Alternaria, Chaetomium e Cladosporium 

demonstraram expressar proteases (Barthomeuf, 1988; Pourrat, 1979; Das et al., 1997). 

Fermentação em estado sólido foi utilizada para obtenção de proteases a partir de Aspergillus 

oryzae (Battaglino, 1991). Aspartil proteases, por exemplo, podem ser expressas por Endothia 

parasitica, Rhizopus chinensis (Subramanian  et  al.,  1977), Penicillium  janthinellum  (Hsu  et  

al.,  1977) e Mucor  miehei (Bech e Foltmann, 1981). Cepas de Aspergillus niger isoladas do solo 

demonstraram expressão de proteases ácidas durante fermentação em estado sólido (Mukhtar, 

2009). Proteases ácidas também são produzidas por A. oryzae e A. sojae (Narahara etal., 1982; 

Yang e Hsing, 1998). Algumas cepas de Aspergillus sp., A. niger, A. flavus e A. terreus 

mostraram-se produtoras de proteases alcalinas (Heneri et al., 1988; Gomma, 1989; Malathi e 

Chakraborty, 1991; Chakraborty et al., 2000). Estudo de Tunga (2003) detectou considerável 

atividade proteolítica para Aspergillus parasiticus. 

O subproduto agrícola, farelo de soja, foi utilizado para a produção de proteases a partir 

de Penicilliun griseoroseum (Haq, 2004). Farelo de arroz foi utilizado para obtenção de proteases 

durante a fermentação com cepas de Rhizopus oligosporous (Ikasari, 1994). Fontes de carbono e 

nitrogênio mostraram influência sobre a expressão de proteases por A. niger em fermentações 

utilizando farelo de girassol como substrato (Mukhtar, 2009). 

Foi realizada a caracterização de proteases e amilases produzidas por diversos gêneros de 

fungos filamentosos - Eladia sacculum, Chaetomium, Penicillium, Aspergillus, Cladosporium e 

Alternaria - utilizados na indústria da celulose. A purificação parcial enzimática foi realizada 

para a macromolécula expressa por Eladia sacculum, obtendo-se uma protease básica com ponto 

isoelétrico igual a 8,9 (Rojas, 2009). 

Uma protease queratinolítica extracelular foi purificada e caracterizada a partir de 

Aspergillus parasiticus (Anitha, 2013). Estas enzimas apresentam ampla aplicação em 

biotecnologia e indústria farmacêutica. Queratina forma um importante componente da epiderme 

e seus apêndices, tais como pêlos, penas, unhas, chifres, cascos e lã. Deste modo, proporcionar a 

degradação das penas de galinhas é uma de suas principais aplicações, reduzindo a poluição 

ambiental (Grazziotin, 2006; Anitha, 2013). Estudos recentes têm demonstrado que muitas 

espécies de Aspergillus, tais como A. flavus, A. oryzae, A. fumigatus, A. niger, A. nidulans e A. 

terreus secretam queratinases (Santos, 1996; Kim, 2003; Farag, 2004).   
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2.4 – Proteases 

 
Proteases (peptidases ou peptídeo hidrolases) são enzimas que catalisam a reação de 

hidrólise das ligações peptídicas existentes em molécula de proteína, dando origem a peptídeos 

menores e aminoácidos livres (Rao et al., 1998). A Figura 5 apresenta o esquema da hidrólise da 

ligação peptídica. Neste processo o peptídio (substrado) reage com a água formando dois 

produtos; PN e PC, referindo-se respectivamente aos peptídios gerados com extremidades N e C 

terminal (Schechter and Berger1967; Brix, 2013). As proteases constituem uma grande família 

(EC 3.4), dividida em endopeptidases (EC 3.4.21-99) e exopeptidases (EC 3.4.11-19), 

classificadas de acordo com a posição da ligação peptídica a ser clivada. Também podem ser 

classificadas de acordo com a faixa de pH em que apresentam maior atividade: ácidas (pH 2,0-

6,0), neutras (pH 6,1-8,0) e básicas (pH 8,1-13,0) (Rao et al., 1998; Vermelho et al., 1996; Felix, 

2004). 

 

 

 

Figura 5 - Esquema de hidrólise de uma ligação peptídica - Figura adaptada de Rao et al., 1998. 

 
Endopeptidases atuam preferencialmente nas regiões internas da cadeia polipeptídica, 

entre as regiões N e C terminal, e as exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias 

polipeptídicas na região N ou C terminal, removendo um único aminoácido, um dipeptídeo ou 

um tripeptídeo de uma ou outra região terminal. Além disso, as exopeptidases e as 

endopeptidases são divididas em subclasses de acordo com os grupos químicos do sítio ativo 

envolvido no mecanismo catalítico (Rao et al., 1998). 

As exopeptidases caracterizam-se por hidrolisarem ligações peptídicas próximas aos 

terminais carboxílicos (carboxipeptidases) e amina (aminopeptidases) do substrato. As 

carboxipeptidases podem ser subdivididas em serinoproteases (EC 3.4.16), metaloproteases (EC 
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3.4.17), cisteínoproteases (3.4.18), peptidil dipeptidases (EC 3.4.15) e dipeptidase (EC 3.4.13). Já 

as aminopeptidases compreendem as dipeptidil peptidases e as tripeptidil peptidases (3.4.14). 

Existem ainda exopeptidases que removem resíduos de aminoácidos substituídos, denominadas 

omega peptidases (EC 3.4.19) (Rao et al., 1998; Gupta, Beg e Lorenz, 2002; Vermelho et al., 

1996). 

As endopeptidases podem ser ainda subdivididas de acordo com o grupo reativo no sítio 

ativo envolvido com a catálise em serina (EC 3.4.21), cisteína (EC 3.4.22), aspártico-proteinases 

(EC 3.4.23) e metaloproteinases (EC 3.4.24). Serina peptidases possuem um resíduo de serina em 

seu sítio ativo, enquanto as aspártico-proteinases têm duas unidades de ácido aspártico no seu 

centro catalítico. Cisteína-proteases apresentam um aminoácido cisteína e as metaloproteinases 

necessitam de íon metal no seu mecanismo catalítico (Rao et al., 1998; Vermelho et al., 1996).  

A Figura 6 apresenta a classificação por especificidade, demonstrando a atividade 

catalítica de diferentes peptidases de acordo com as suas subclasses de nomenclatura. No 

esquema os substratos são representados por circunferências em azul, indicando cada resíduo de 

aminoácido. As posições de clivagem são indicadas pelas setas (Brix, 2013). 

 

 

 

Figura 6 - Esquema da classificação das proteases por especificidade - adaptada de Brix, 2013 
com alterações. 

As proteases podem também ser classificadas com base na estrutura química de seus 

respectivos sítios ativos catalíticos (Zanin e Morais, 2004). A Tabela 2 apresenta esta 

classificação, além de agrupar enzimas cujos mecanismos de ação não se encontram 

completamente elucidados, em um grupo específico. 
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Tabela 2 - Classificação de proteases de acordo com seu sítio catalítico (Zanin e Morais, 2004). 

 
Peptidases EC subclasses 

Carboxipeptidases  

Serina-carboxipeptidases 3.4.16 

Metalo-carboxipeptidases 3.4.17 

Cisteína-carboxipeptidases 3.4.18 

Endopeptidases  

Serina-endopeptidases 3.4.21 

Cisteína-endopeptidases 3.4.22 

Aspártico-endopeptidases 3.4.23 

Metalo-endopeptidases 3.4.24 

Treonina-endopeptidases 3.4.25 

Endopeptidases com mecanismo catalítico desconhecido 3.4.99 

 

Atualmente com o avanço nos estudos das estruturas de proteína das enzimas, uma nova 

proposta de classificação foi criada agrupando as enzimas de acordo com sua estrutura química, 

ou seja, de acordo com a homologia na sequência de aminoácidos. A classificação e 

nomenclatura de todas as proteases podem ser encontradas no banco de dados MEROPS 

(acessível em www.merops.sanger.ac.uk/). Considerando principalmente a estrutura terciária da 

proteína e os seus sítios catalíticos, as proteases são inicialmente classificadas em aspártico, 

cisteína, glutâmica, metalo, asparagina, serina, treonina e proteases com mecanismo catalítico 

não reconhecido. Cada protease é então atribuída a uma família que é um conjunto de enzimas 

homólogas. A homologia é mostrada por uma similaridade significativa na sequência de 

aminoácidos do tipo de enzima da família. Estas famílias são identificadas por uma letra 

maiúscula que representa o tipo de catalisador que a enzima possui, juntamente com um número 

único. Subfamílias são marcadas com uma segunda letra maiúscula (Brix, 2013). 

Os microrganismos são uma das principais fontes da produção de proteases, por 

permitirem o cultivo em grandes quantidades e em tempo relativamente curto, baixando os custos 

da produção de metabólitos (Rao, 1998). Em geral, as proteases microbianas são extracelulares 

na natureza e são diretamente segregadas para o caldo de fermentação pelo microrganismo, 

simplificando assim o processamento de purificação da enzima em comparação com as proteases 

obtidas a partir de plantas e animais (Savitha et al. 2011). As proteases microbianas de espécies 
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do gênero Aspergillus têm sido bastante estudadas, uma vez que são conhecidas pela sua 

capacidade de secretar níveis elevados de enzimas no ambiente de crescimento. Várias destas 

enzimas secretadas, produzidas numa fermentação submersa em grande escala, têm sido 

amplamente utilizadas na indústria ao longo de décadas (Wu et al., 2006). Exemplo de espécies 

são Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae (Vishwanatha, Appu Rao e Singh, 

2010; Kranthi, Rao e Jaganmohan, 2012). 

As proteases têm aplicação na fabricação de queijos, no amaciamento de carnes, no 

processo de tratamento do couro, na preparação de hidrolisados protéicos, no preparo de 

cervejas, na produção do aspartame, no processamento de subprodutos industriais e resíduos, no 

tratamento da lã e da seda, no tratamento de distúrbios digestivos, feridas e inflamações, preparo 

de colágeno hidrolisado, entre outros (Borracini, 2006; Felix et al., 2004; Freiman, 2001; Santos, 

1995). As proteases possuem um papel crítico em muitos processos fisiológicos e patológicos 

(Rawlings et al., 2007). Estão também envolvidas em uma infinidade de reações fisiológicas e na 

sinalização celular (Shivanand e Jayaraman, 2009).  

O uso de enzimas como aditivos detergentes representa a maior aplicação de enzimas 

industriais. Proteases em detergentes para a roupa respondem por aproximadamente 25% do total 

de vendas mundiais de enzimas (Demain e Adrio, 2008). A utilização de enzimas em 

formulações detergentes melhora a capacidade detergente para remover manchas difíceis. Hoje 

em dia, muitos produtos detergentes de lavanderia contêm conjuntos de enzimas incluíndo 

proteases, amilases, celulases e lipases (Hmidet et al., 2009). As proteases alcalinas adicionadas 

aos detergentes de lavanderia permite a libertação do material proteico a partir das manchas. O 

desempenho de protease alcalina em detergente é influenciado por vários fatores tais como pH e 

temperatura da solução de lavagem, bem como a composição detergente. Idealmente, as 

proteases utilizadas em formulações de detergentes devem ter elevada atividade e estabilidade 

dentro de uma ampla gama de pH e temperatura, e também devem ser compatível com os vários 

componentes do detergente, juntamente com agentes oxidantes e sequestrantes (Kumar e Takagi 

1999; Savitha et al., 2011; Jaouadi et al., 2008). 

 Outro processo industrial que tem recebido atenção é a enzima auxiliando a depilação de 

peles de animais na indústria do couro. As proteases alcalinas podem desempenhar um papel 

vital nestes tratamentos por substituição de produtos químicos perigosos, especialmente 

envolvidos na imersão, depilação e purga. Aumento do uso de enzimas para depilação não só 

previne problemas de poluição, mas também é eficaz na economia de tempo com melhor 

qualidade de couro (Zambare et al., 2011).  



16 

 

 

Nas indústrias farmacêutica e cosmética, as proteases podem ser utilizadas na eliminação 

de queratina na acne ou psoríase, na eliminação do calo humana e na degradação de pele 

queratinizada e na depilação (Brandelli et al., 2010;. Vignardet et al., 2001). Além disso, estas 

queratinases podem remover a cicatriz e regenerar os epitélios, acelerar os processos de cura, e 

podem atuar também na medicina de trauma (Chao et al., 2007). Em produtos cosméticos, 

proteases podem hidrolisar as ligações peptídicas de queratina, colágeno e elastina da pele. 

Enzimas como a papaína, bromelina e outras proteases têm sido usados sobre a pele para a 

realização de alisamento e descamação. A ação destas proteases está relacionada com a 

renovação das células, exercendo atividade queratinolítica, promovendo a remoção das células 

mortas da epiderme e restaurando a mesma (Sim et al., 2000). É um peeling mais suave e seguro, 

comparado ao tradicional peeling químico (Racine, 2004). São também utilizadas como 

auxiliares digestivos, em combinações com antibióticos, para tratamentos de lesões, e no 

tratamento de neoplasias (Cruz et al., 2008).  

Muitas técnicas têm sido utilizadas para a recuperação e purificação de biomoléculas tais 

como proteínas e enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana, porém existem muitas 

dificuldades, do ponto de vista técnico, e exige um elevado número de etapas (Mazzola, 2008). 

No entanto, ao iniciar um processo de purificação de uma enzima deve-se saber qual é o 

grau de pureza exigido. Enzimas para fins terapêuticos ou de uso direto em humanos necessitam 

de um alto grau de pureza, o que não é necessário para as enzimas que serão aplicadas em outros 

processos industriais. Em uma purificação em larga escala, o processo normalmente consiste de 4 

a 6 etapas que podem ser divididas em dois grupos. O primeiro é formado pelos processos de 

recuperação da proteína: separação e ruptura de células, separação dos fragmentos e 

concentração da proteína. No segundo grupo o objetivo é purificar a proteína, utilizando-se das 

etapas de pré-tratamento ou isolamento primário, purificação de alta resolução e refinamento 

final (Azevedo, 2009). 

A escolha das técnicas a serem empregadas no processo de purificação está vinculada às 

propriedades moleculares inerentes a cada enzima; sendo assim, a combinação correta de várias 

etapas que exploram estas propriedades permitirá a purificação a partir de uma mistura. Nas 

primeiras etapas quase sempre é desejável reduzir o volume, e para isto é frequentemente 

utilizada à precipitação fracionada com sais ou solventes orgânicos. Posteriormente são utilizadas 

técnicas que exploram interações eletrostáticas (cromatografia de troca iônica) pela sua relativa 

alta capacidade. Para as etapas finais, o objetivo quase sempre é um aumento de resolução, e para 

isto utilizam-se técnicas como cromatografia em gel filtração e cromatografia de afinidade. Uma 
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estratégia geral é desaconselhável, desde que os materiais disponíveis e as necessidades para 

cada caso são diferentes. Frequentemente são necessários vários testes para se estabelecer as 

condições ideais, o método mais efetivo para o rendimento e o número de vezes de purificação 

almejadas. Análise via eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) pode 

indicar a pureza e o número de contaminantes presentes. Além disso, a massa molar da amostra e 

dos contaminantes pode ser determinada, e assim, auxiliar na escolha da técnica para a separação 

dos contaminantes. 

É importante ressaltar que geralmente é necessária uma concentração ao final ou entre 

etapas de purificação. Isso porque um volume menor de solução é mais fácil de manusear em 

etapas subsequentes, tais como precipitação ou cromatografias que exigem volumes pequenos. 

Além disso, concentrações proteicas mais altas minimizam perdas por adsorção não específica 

em recipientes e matrizes. A concentração pode ser obtida por remoção de água através da 

liofilização e por remoção do solvente através de uma membrana semi-permeável que não 

permite a passagem da enzima de interesse (Lima, 2001). 

 

2.5 - Sistemas de Duas Fases Aquosas  

 
Uma técnica de fundamental importância para a purificação de enzimas, que podem ser 

separadas de acordo com o seu tamanho, carga, hidrofobicidade e afinidade bioespecífica é a 

extração líquido-líquido através de sistemas de duas fases aquosas. A extração líquido-líquido é 

um processo de transferência de um soluto de uma fase líquida para outra fase líquida imiscível 

em contato com a primeira. Esta forma de extração parece ser especialmente adequada para as 

primeiras etapas dos processos de separação, mas pode substituir etapas cromatográficas 

dependendo da aplicação final do produto a ser purificado (Silva, 2006). Deste modo essa técnica 

vem sendo muito utilizada, pois ajuda a reduzir os custos de produção. 

Os sistemas duas fases aquosas têm se tornado um instrumento poderoso de separação e 

purificação de uma grande variedade de biomoléculas, inclusive de células derivadas de plantas e 

animais, microrganismos, fungos e os seus esporos, vírus, cloroplastos, mitocôndrias, proteína e 

ácidos nucleicos. O processo de separação depende de muitos fatores, como o tipo de polímero 

utilizado, seu massa molar, a composição iônica e características da substância a ser extraída 

(Asenjo, 1990; Padilha, 2010; Ferreira, 2014). 

Sistemas de duas fases aquosas podem ser formados quando dois polímeros são 

dissolvidos juntos acima de certas concentrações. A mais importante característica destes 
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sistemas é que ambas as fases são aquosas (de 85 a 99% de água), permitindo a separação de 

biomoléculas de diversas origens, em um ambiente não desnaturante (Pessoa e Kilikian, 2005). O 

PEG é biodegradável e atóxico. O fosfato de potássio por sua vez, apresenta alto coeficiente de 

partição de biomoléculas. Devido ao seu baixo custo, sistemas de PEG/sal têm sido utilizados na 

extração de enzimas (Ferreira, 2001; Sharma et al., 2002; Pessoa e Kilikian, 2005). 

A curva binodal ou curva de equilíbrio informa em quais composições globais o sistema é 

homogêneo e em quais é heterogêneo. A posição da binodal varia de acordo com o tipo e a massa 

molar do polímero, a natureza química do sal, a temperatura e o pH do meio. Os dados de 

equilíbrio apresentados nesses diagramas são importantes para os mecanismos de  compreensão 

dos fatores que governam o processo de transferência de um determinado soluto no Sistema 

Bifásico aquoso - ATPS (Albertsson, 1986). No diagrama de fase também são representadas as  

linhas de amarração. A obtenção das linhas de amarração é de grande importância, pois todas as 

misturas com composições globais representadas por pontos, pertencentes a uma mesma linha de 

amarração, fornecerão fases superiores e inferiores com propriedades termodinâmicas intensivas 

idênticas, como a composição, porém com propriedades extensivas diferentes, como o volume 

(Silva et al., 2006).    

O diagrama de fases delineia o comportamento de um  determinado  sistema  bifásico e é 

único para cada sistema em condições determinadas de pH, temperatura e concentração de sal. A 

formação das duas fases aquosas depende da concentração dos componentes do sistema. O 

diagrama de fases mostra a região monofásica e bifásica de acordo com a concentração de cada 

componente expressa em % p/p. O diagrama fornece informações importantes como as  

concentrações necessárias dos componentes para formar um sistema  bifásico em equilíbrio, as 

subseqüentes concentrações dos componentes nas fases, superior e inferior, como também a 

proporção entre os volumes das fases. A curva que separa a região de duas fases da região de 

uma fase é chamada curva binodal ou curva de equilíbrio. A região acima da curva binodal é 

chamada bifásica e abaixo monofásica. A Figura 7 mostra um exemplo esquemático de um 

diagrama de fases. 
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Figura 7 – Diagrama de fases de um sistema fomado por PEG/Fosfato de Potássio - adaptado de 
Forciniti, 1991a com alterações. Curva de coexistencia ou curva binodal de um ATPS constituido 
por PEG/Fosfato de potássio a 20ºC. B: composição inicial do sistema; A: composição do 
sistema na fase superior após equilíbrio; C: composição do sistema na fase inferior após 
equilíbrio. 

 

A composição inicial do sistema é dada pelo ponto B e a composição final de cada fase 

após atingir o equilíbrio é dada pelos pontos A (fase superior ou de topo) e C (fase inferior ou de 

fundo). O segmento ABC é chamado de “tie-line” ou linha de amarração, e todos os sistemas 

cuja composição inicial está contida nessa linha possuem a mesma composição de fases após o 

equilíbrio, porém com diferentes razões de volumes entre as fases, superior e inferior  (Ferreira, 

2007). 

A “tie-line” por sua vez, conecta os pontos que indicam a concentração final dos 

componentes do sistema nas fases, superior e inferior. Os sistemas que se encontram ao longo de 

uma mesma “tie-line” apresentam diferentes composições totais e diferentes proporções 

volumétricas entre fases, no  entanto apresentam a mesma concentração final dos componentes 
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nas fases, superior e inferior. A curva binodal apresenta também um ponto crítico; onde a 

composição e o volume de ambas as fases são praticamente iguais (Rajni, 1999) 

Um parâmetro termodinâmico comumente utilizado para medir a diferença das 

propriedades intensivas entre as fases em equilíbrio é o comprimento da linha de amarração 

(CLA). Este parâmetro é calculado em função das diferenças nas concentrações dos componentes 

em cada fase (Equação 1). 

 

CLA = {(CC2
S - CC2

I) – (CC1
S - CC1

I )2}1/2                   Equação 1  

 

Em que CC2
S e  CC2

I são as concentrações do componente 2 e CC1
S e CC1

I  são as 

concentrações do componente 1 nas fases superior e inferior, respectivamente. À medida que o 

valor do CLA aumenta, torna-se maior a diferença de composição entre as fases, elevando, 

conseqüentemente, a eficiência na extração ou partição do soluto de interesse (Silva et al., 2006).  

Ao se usar polímeros de alta massa molar, concentrações mais baixas desses polímeros 

para a formação de fases são necessárias (Cabral, 1993; Kula, 1982). No entanto, as propriedades 

físicas dos ATPS podem ser alteradas ao explorar a concentração e composição dos polímeros e 

sais na partição de biomoléculas (Diamond e Hsu, 1992). 

A diminuição da massa molar de um dos polímeros leva a um aumento da partição do 

soluto para a fase rica nesse polímero. O efeito da massa molar do polímero na partição do 

soluto, não pode, no entanto ser separado do efeito da concentração do polímero. Porém, este 

efeito é tanto mais significativo quanto maior for a massa molar do soluto a separar (Pereira, 

2005). 

O coeficiente de partição (K) é uma grandeza que representa a relação de concentração da 

substância de interesse na fase superior e inferior depois de atingido o equilíbrio do sistema. O 

coeficiente de partição mede a eficiência do processo de separação da substância de interesse, 

pois mostra a sua distribuição nas duas fases aquosas. Pode ser calculado tanto para a substância 

de interesse como para os contaminantes ou proteínas totais presentes na amostra, podendo-se 

comparar estes valores. Diversos tipos de interações podem ocorrer entre as substâncias de 

interesse e os componentes do sistema, tais como: interações de cargas, interações entre as 

ligações de hidrogênio, força de Van der Waals e interações hidrofóbicas. Portanto, existe uma 

série de fatores que podem influir na eficiência da partição (Albertsson, 1986), tais como 

interação entre a macromolécula e os componentes do sistema (Schmidt et al., 1996), massa 

molar da molécula a ser purificada (Johansson, 1994; Yang et al., 1994; Forciniti et al., 1991b), 
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concentração dos componentes do sistema (Minami, 1997), potencial hidrogeniônico (Forciniti et 

al., 1991b; Sebastião et al., 1994), entre outras. 

De modo geral sistemas contendo PEG/sal possuem um  tempo de separação das fases 

muito menor que os sistemas PEG/dextrana  devido à densidade e viscosidade do sistema. Em 

sistemas dextrana/ficoll, o tempo varia de 1 a 6 horas pela ação da gravidade, enquanto em 

sistemas PEG/dextrana esse valor cai para 5 a 30 minutos dependendo da concentração e da 

massa molar dos polímeros. Nos sistemas PEG/fosfato, o tempo de separação entre as fases é  

inferior a 5 minutos (Coimbra, 1995). O desenvolvimento de equações específicas que possam 

predizer o valor de K tem sido alvo de estudo (Asenjo, 1994; Eiteman, 1994). A influência de 

diversos fatores sobre o valor final de K foi expressa pela equação 3:  

 

ln K = lnK0 + lnKeletro + lnKbioesp + lnKtam + lnKconf + lnKhifob             Equação 2 

 

Sendo:  

Keletro o fator eletroquímico. Surge quando o potencial elétrico existente entre as fases do 

sistema é usado para separar as moléculas de acordo com a sua carga elétrica; 

 Khifob o fator de afinidade hidrofóbica. É a utilização das propriedades hidrofóbicas do 

sistema de fases para separar as moléculas em função da sua hidrofobicidade;  

Kbioesp o fator de afinidade bioespecífica. Baseia-se na afinidade entre os locais da 

molécula como ligantes do polímero para a separação e fator de conformação, que é considerado 

quando a conformação da molécula é o fator predominante.   

Ktam o fator do tamanho. Atua quando a partição depende do tamanho da molécula ou da 

área superficial das partículas. 

Kconf  o fator de conformação. Baseia-se na alteração da estrutura terciária da proteína, de 

modo a tornar mais ou menos expostos grupos carregados que podem interagir com os 

componentes do sistema.    

K0 o valor inicial do K.  

O sistema bifásico aquoso composto por poliacrílato de sódio (NaPA) e polietilenoglicol 

(PEG) vem sendo estudado desde 2006 por Johansson e seus colaboradores. Foram determinados 

os rendimentos para extrações de várias biomoléculas de interesse industriais, tais como 

hemoglobina, lisozima e proteína verde fluorescente (Johansson et al, 2008).  
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O sistema aquoso NaPA/PEG apresenta certas vantagens tais como baixa viscosidade, 

fases claras bem definidas, possibilidade de reciclagem, além do fato de que ambos os polímeros 

são relativamente baratos e quimicamente inertes (Tjerneld, 1992, Johansson et al.,2008). 

As curvas binodais para o sistema PEG6000/NaPA 2100 já foram determinadas usando 

uma concentração mínima total de polímero de 25% (p/p) e separado sem adição de sal (Saravan 

et al., 2006). A adição de sal ao sistema diminui a penalização entrópica devido à 

compartimentalização do polieletrólito altamente carregado em uma das fases. Ainda assim para 

que ocorra a separação de fases no sistema PEG/NaPA é necessário que as moléculas de NaPA 

estejam totalmente dissociadas, o que ocorre com o pH> 7 (Johansson, 2006).  

A cadeia principal do poliacrilato de sódio é hidrofóbica e a sua solubilidade é devida aos 

grupos carboxílicos nas porções laterais (Guoqiang et al., 1993). A separação bifásica entre PEG 

e NaPA se dá devido ao caráter fortemente hidrofílico que estes grupos apresentam quando 

carregados. O NaPA entretanto apresenta-se hidrofóbico quando os grupamentos carboxilas estão  

descarregados. Deste modo a modulação nos valores de pH acima ou abaixo de 5,0 permite 

respectivamente a formação de um sistema bifásico e um sistema polímero-água (Johansson, 

2006, Johansson et al, 2008). 

A possibilidade de recuperação dos polímeros é uma das vantagens do método. A 

separação do PEG pode ocorrer por meio de pequenas alterações na temperatura ou por meio da 

adição de sal ao sistema. Enquanto que o NaPA pode ser recuperado através de variações nos 

valores de pH que afetam diretamente a sua solubilidade (Johansson, 2006, Johansson et al, 

2008).  

O efeito “salting-out” ocorre quando a concentração de sal atinge valores elevados. A 

solvatação dos íons ocasiona o deslocamento das moléculas de água diminuindo, desta forma, a 

quantidade de moléculas de água ordenadas em torno das regiões proteicas hidrofóbicas. As 

proteínas agregam-se entre si possibilitando a recuperação do PEG (Lopes, 2006). Após a 

partição da biomolécula alvo na fase rica em PEG o efeito “salting-out” pode ser obtido por meio 

da adição de sal a esta fase. O efeito resulta na formação de um novo sistema bifásico PEG/sal, 

onde a biomolécula é direcionada para a fase salina (Johansson et al., 2008). 
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3 - Objetivos 

 

Objetivo Geral: Avaliar a purificação de proteases derivadas de fungos filamentosos 

(Penicillium fellutanum e Penicilum restrictum) através de extração líquido-líquido utilizando 

sistemas de duas fases aquosas NaPA/PEG  

 

Objetivos específicos: 

 

�       Averiguar a influencia dos seguintes parâmetros na partição de proteases 

produzidas por Penicillium fellutanum e Penicillium restrictum:  

�  Massa molecular de PEG; 

�  Concentração de NaPA; 

�  Concentração de PEG; 

�  Concentração de caldo fermentado; 

�  Re-extração com Na2SO4. 

� Determinar modelo estatístico para a partição das proteases alvo. 
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4 - Material e Métodos 

O trabalho experimental foi realizado no Laboratório da Controle de Qualidade da 

Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília (UnB). 

 

4.1 - Fungos filamentosos 

As cepas dos fungos filamentosos Penicillium fellutanum e Penicilum restrictum foram 

isoladas do solo de Brasília identificadas por biologia molecular e gentilmente cedidas pelo 

Professor Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho, coordenador do Laboratório de Enzimologia do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília (UnB). A Figura 8 apresenta o 

esquema simplificado do procedimento de isolamento dos fungos filamentosos. Este projeto 

possui autorização de acesso ao patrimônio genético brasileiro por estar dentro do âmbito da rede 

SISBIOTA de fungos filamentosos em colaboração com o professor Edivaldo: AUTORIZAÇÃO 

DE ACESSO E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO PATRIMÔNIO 

GENÉTICO nº 010770/2013-5.  

 

 

Figura 8 - Esquema simplificado do isolamento de fungos filamentosos. 
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4.2 - Manutenção das cepas 

 Os fungos previamente armazenados em glicerol a -80 oC, foram reativados em tubos de 

ensaio e placa de Petri contendo ágar batata dextrose 4% (BDA), e incubados a 28 ± 2 oC por 7 

dias até crescimento. 

 

4.3 - Obtenção da protease para avaliação do coeficiente de partição. 

O inóculo foi preparado adicionando-se 5 mL de solução esterilizada composta de 0,9% 

NaCl e Tween 80 (1mL) nos tubos de ensaio contendo a cultura estoque das espécies de fungos. 

A suspensão foi homogeneizada em agitador de tubos. Dessa suspensão foi retirada uma alíquota 

para contagem dos esporos em câmara de Neubauer (108 esporos/mL). Uma suspensão fúngica 

contendo 108 esporos/mL foi inoculada em meio mínimo de cultivo contendo 1% de farelo de 

trigo como fonte de carbono. Os cultivos foram conduzidos em agitador orbital a 150 rpm e à 

temperatura de 28°C e amostras foram retiradas após 7 dias para determinar a produção de 

protease. O extrato foi separado da biomassa por filtração a vácuo com papel de filtro Whatman 

n°1. A Figura 9 apresenta o esquema para obtenção do sobrenadante contendo enzimas 

extracelulares. 

 

Figura 9 - Esquema para obtenção do caldo de cultivo contendo enzimas expressas por fungos 
filamentosos. 
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4.4 - Quantiticação da atividade proteolítica  

Para medida da atividade proteolítica foi utilizada a metodologia proposta por Kunitz, 

1947 e Walter, 1984 modificada. A reação foi iniciada com a incubação de 50 µL de caldo a 

37°C com 0,625mL de caseína 2% (m/v) por 10 minutos. Depois foi adicionado 1,25mL de ácido 

tricloroacético (TCA) 0,3 mol/L. Após 10 minutos de repouso as amostras foram centrifugadas a 

4000g durante 20 minutos. O branco da amostra foi obtido com a utilização de 0,625mL de HCl 

0,05M em substituição à solução de caseína. Foi realizada a leitura da absorbância do 

sobrenadante, contendo os produtos da hidrólise enzimática, em espectrofotômetro a 280nm. A 

leitura obtida foi analisada frente a uma curva padrão de tirosina (mM) em função da 

absorbância. A atividade proteolítica foi definida como equivalente a 1µmol de tirosina por 

minuto.  

 

4.5– Quantificação de proteínas totais.  

O teor de proteínas foi determinado como descrito por Bradford (1976). A reação foi 

iniciada pela adição de 0,1 mL de amostra a 1 mL do reagente. Após 5 minutos foi feita a leitura 

a 595 nm. Como curva padrão utilizou-se concentrações de albumina de soro bovino (5-

200 µg/mL). O reagente foi preparado pela dissolução de 100 mg de azul de Comassie G-250 em 

uma mistura de 100 mL de ácido fosfórico a 85% e 50 mL de metanol a 95%. Depois de 

completa dissolução do corante, adicionou-se água até completar o volume para 1 litro. 

 

4.6 - Cálculo do coeficiente de partição, balanço de massa, razão volumétrica, 
rendimento, fator de purificação e seletividade. 

Para estudar o sistema, obtendo os melhores resultados em menor tempo e maior 

produtividade foi utilizado o planejamento experimental, a fim de otimizar os experimentos. Este 

tipo de processo baseia-se em princípios estatísticos, que tornam os experimentos menos 

repetitivos, fazendo interação entre todas as variáveis e observando não só a influência destas 

sobre o resultado como também a interação entre as mesmas, levando à obtenção do modelo que 

mais se ajusta às condições do sistema em estudo (Barros, 1995). O software STATÍSTICA 7.0 

foi utilizado para delinear o planejamento experimental.   

Os sistemas de duas fases aquosas foram preparados em tubos de ensaio graduados de 

15 mL, pela adição de poliacrilato de sódio (NaPA), polietilenoglicol (PEG), cloreto de sódio 

(NaCl), tampão Mcllvaine (pH 6,5) e caldo fermentado dos fungos filamentosos Penicillium 

fellutanum e Penicilum restrictum. Concomitantemente a cada sistema estudado também foi 
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analisado um sistema idêntico, porém com água milli-Q no lugar do caldo fermentado para 

evitar-se qualquer interferência de leitura relativo às fases dos sistemas. Os componentes do 

sistema foram acrescentados por pesagem e posteriormente homogeneizados em agitador orbital 

(Phoenix AP 22) a 8 rpm por 20 minutos à temperatura ambiente. Após este período, os sistemas 

foram deixados em repouso por 20 minutos para separação de fases. Foram coletadas amostras de 

ambas as fases com as quais foram realizadas as análises em triplicas.  A Figura 10 apresenta o 

esquema seguido durante a partição com ATPS NaPA/PEG. 

 

 

Figura 10 - Esquema do procedimento experimental para a partição a partir de caldo fermentado 
de Penicillium fellutanum e Penicillium restrictum como ATPS NaPA/PEG/NaCl - adaptado de 
Perreira, 2008, com alterações. 1- Tubo de ensaio graduado contendo todos os compon 
componentes do sistema: NaPA, PEG, NaCl, tampão e caldo fermentado de Penicillium 

fellutanum e Penicilum restrictum; 2 – Agitação em orbital de tubo de ensaio durante 20 min e 
obtenção de sistema monofásico; 3 – Separação de fases e coleta das amostras (fase superior e 
inferior) para análises subsequentes. 

 

Para a partição realizada com o caldo fermentado de  Penicillium fellutanum foi utilizada 

a estratégia da reextração com a adição de Na2SO4. Foram adicionadas à fase superior diferentes 

concentrações de Na2SO4 induzindo desta forma a formação de um novo sistema bifásico 

polímero/sal. Foi analisada a correlação entre a concentração de Na2SO4 adicionada e a razão 

volumétrica (R). A Figura 11 apresenta o diagrama representativo da reextração realizada. 
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Figura 11 - Diagrama representativo da reextração realizada a partir da fase superior do ATPS 
NaPA/PEG e caldo fermentado de Penicillium fellutanum com a adição de Na2SO4 - adaptada de 
Perreira, 2008, com alterações. 

 

A atividade proteolítica foi determinada para cada fase em todos os sistemas, sendo assim 

obtido o coeficiente de partição (K).  

Ci

Cs
K =

                                           Equação 3 

 

 

Os balanços de massa são importantes para verificar que não ocorrem significativas perdas da 

biomolécula de interesse durante o processo. Os balanços de massa foram calculados de acordo 

com a expressão: 

100X
CoVo

CiViCsVs
BM

+
=                  Equação 4 

 

Em que: C0 refere-se às atividades da protease no caldo fermentado inicialmente adicionada ao 

sistema. Vs, Vi e V0 são os volumes da fase superior (s), inferior (i) e da solução estoque 

inicialmente adicionada ao sistema, respectivamente. 

 

A razão volumétrica (R) entre ambas as fases do sistema será determinada através da expressão: 

Vi

Vs
R =                                                Equação 5 
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Do ponto de vista de aplicabilidade industrial é primordial determinar-se o rendimento resultante 

da partição da protease. O rendimento em todos os sistemas será obtido a partir da equação 

abaixo:  

100
))((

))((
x

CoVo

CrtVt
n =                                Equação 6 

Em que: VT= volume total da fase na qual a protease foi extraída em maior proporção; CRt= 

atividade da protease na fase na qual é extraído em maior proporção; V0= volume de caldo 

sujeito a extracção; C0= atividade da protease na amostra original.  

O fator de purificação (Pf) foi calculado pela razão entre a atividade na fase superior em 

relação a atividade no caldo fermentado (Rabelo, 2004). 

)/(

)/(

CoAo

CtAt
Pf =                                                    Equação 7 

Em que; At e Ao referem-se respectivamente a atividade enzimática em units/mL na fase 

superior e no caldo fermentado inicialmente adicionado no sistema, e Ct and Co referem-se à 

concentração total de proteínas em µg/mL, na fase superior e no caldo fermentado, 

respectivamente.  

Seletividade (S) foi calculada como a relação entre o coeficiente de partição (K) e o 

coeficiente de partição das proteínas totias (Kp) (Maciel, 2014): 

Kp

K
S =                                                         Equação 8 
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4.7 - Desenho experimental  

Para verificar a influência da massa molar do PEG - MMPEG, a concentração de PEG - 

[PEG], concentração de NaPA - [NaPA] e concentração do caldo fermentado [Caldo] na partição 

protease, um desenho fatorial 23 e três repetições no ponto central foi utilizado para analisar estes 

parâmetros e interações. O planejamento fatorial com 02 níveis supõe-se uma linearidade nos 

efeitos dos fatores. Entretanto o modelo de superfície proposto pela equação 9 foi utilizado para a 

investigação de curvatura (Calado, 2003). 

εβββ +++= ∑∑∑
<= ji

k

j

ijXiXjjXjoy
1

                           Equação 9 

Em que: y = variável dependente, β0 (coeficiente de regressão não associado a variável 

independente), βj (coeficiente de regressão associado a variável independente), βij (coeficiente de 

regressão associado à interação entre variáveis independentes), Xi e Xj = variáveis independentes 

e ε = erro observado. 

4.8 - Otimização da partição 

Foram avaliadas as variáveis; a massa molar do PEG (2000, 4000 e 6000g.mol-1); a 

concentração de PEG, de caldo fermentado, de NaPA e a utilização de Na2SO4 na estratégia de 

reextração.  
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5 - Resultados e Discussão 

 

5.1. Produção de proteases 

 

As cepas dos fungos filamentosos Penicillium fellutanum e Penicilum restrictum isoladas 

do solo do Cerrado Brasileiro, foram avaliadas quanto à atividade proteolítica em meio mínimo 

contendo 1% de farelo de trigo. Após 7 dias de cultivo, nas condições previamente estabelecidas, 

a atividade proteolítica quantificada foi de 71,91 UI/mL e 72,98 UI/mL em pH 5,0, para os 

fungos  Penicillium fellutanum e Penicilum restrictum, respectivamente. Espécies de Penicillium 

possuem grande potencial biotecnológico para a produção de proteases e outras enzimas.  

Valores de atividade enzimática podem variar devido a muitos fatores, incluindo a 

metodologia adotada. Sendo desta forma dificil realizar comparações direta entre diferentes 

estudos.  Rodarte e colaboradores, relataram uma atividade proteolítica igual a 10,89 UI/mL para 

a espécie Penicillium citrinum em pH 5,0 (Rodarte et al., 2011). Outros estudos também 

verificaram a produção de protease pela espécie Penicillium citrinum (Yamaguchiet al., 1993; 

Yamamoto et al., 1993). O fungo P. restrictum quando cultivado em meio sólido apresentou 

atividade proteolítica igual a 7,8 UI/mL (Gombert et al., 1999). O fungo Penicillium fellutanum 

quando cultivado em pH 8,5 apresentou uma atividade de 25 UI/mL (Manivannan e Kathiseran, 

2007). Apesar da espécie Penicillium roqueforti apresentar baixa atividade (0,56 UI/mL) em 

condições de pH ácido, essa espécie é bastante descrita em relação à produção de uma aspártico-

protease extracelular (Houmard e Raymond, 1979; Durand-Pousseread e Fevre, 1996; Larsen, 

Kristiansen e Hansen, 1998).  

Desta forma considerou-se relevante a continuidade do trabalho estudando a melhor 

estratégia para purificar as proteases presentes no meio utilizando técnica de purificação de baixo 

custo.  

5.2 - Purificação de protease expressa por Penicillium restrictum. 

 
A partição através de sistemas bifásicos aquosos PEG/NaPA das proteases produzidas 

extracelularmente pelos fungos P. restrictum foi baseada nos diagramas de fase descritos por 

Johansson e colaboradores (Johansson, 2011). Neste estudo verificou-se a influência da 

concentração dos polímeros, a massa molar de PEG e a concentração do caldo fermentado na 
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eficiência dos sistemas. A Figura 12 apresenta fotos dos sistemas bifásicos aquosos obtidos a 

partir do caldo fermentado de Penicillium restrictum com NaPA/PEG. 

 

 

Figura 12 – Fotos do sistema bifásico aquoso obtido a partir do caldo fermentado de Penicillium 

restrictum com ATPS NaPA/PEG. 

 

Para verificar a influência da massa molar do PEG - MMPEG, a concentração de PEG - 

[PEG] e a concentração de NaPA - [NaPA] na partição das proteases, um desenho fatorial 23 com 

três repetições no ponto central foi utilizado. Neste estudo os fatores de baixas e altas 

configurações foram codificados como -1 e +1, o ponto médio foi codificado como 0. Os ajustes 

dos parâmetros foram apresentados sob a forma de valores codificados e de valores reais 

descritos na Tabela 3. 

Tabela 3 – Níveis e valores referentes às variáveis independentes utilizadas na avaliação da 
partição da protease expressa por Penicillium restrictum. Concentração de NaPA, concentração 
de PEG e massa molar de PEG. 

 
Variáveis 

independentes 
Símbolos Níveis e valores 

-1 0 +1 
 

[NaPA] %p/p X1 6,0 8,0 10,0 
[PEG] %p/p X2 6,0 8,0 10,0 

MMPEG 
(g.mol-1) 

X3 2000 4000 6000 

X1 = Concentração de NaPA (%p/p), X2 = Concentração de PEG (%p/p), X3 = Massa molar de PEG (g.mol-1),  
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O coeficiente de partição (K) da protease foi considerado como a variável dependente 

(resposta) do desenho experimental.  

A partição da protease expressa por Penicillium restrictum foi determinada 

experimentalmente em sistemas bifásicos aquosos de PEG/NaPA a 25°C em tampão McIIvaine 

pH  6,5 e 1,05% em peso de NaCl. Foram utilizados 30% p/p de caldo fermentado. Para avaliar o 

efeito da massa molar de PEG na partição da enzima foram utilizados PEG com diferentes 

massas molares 2000, 4000 e 6000 g.mol-1. 

Os valores obtidos no desenho experimental para o coeficiente de partição de enzima (K), 

o coeficiente de partição de proteínas totais (Kp), o balanço de massa (BM), razão volumétrica 

(R), rendimento (η), fator de purificação (Pf) e seletividade (S) estão mostrados na Tabela 4.  

Os menores valores da razão volumétrica (sistemas de 3 e 11) foram obtidos para a menor 

concentração de PEG (6% p/p) juntamente com a maior concentração de NaPA (10% p/p), 

indicando que estes parâmetros têm uma forte influência sobre R. 

O coeficiente de partição de proteínas totais (Kp) mostra que as proteínas presentes no 

caldo fermentado são preferencialmente concentradas na fase rica em NaPA (fase inferior). Em 

um processo de purificação ideal, a molécula-alvo deve migrar em fase oposta às demais 

proteínas (Johansson et al., 2008). Por conseguinte, foram considerados como os melhores 

valores de K aqueles com valores maiores do que 1,0, indicando que a enzima migrou 

preferencialmente na fase superior. 

A análise comparativa entre sistemas com PEG 2000 e com as maiores concentrações de 

NaPA (sistemas 1 e 11)  mostra que a diminuição da concentração de PEG resultou num aumento 

de K. Enquanto que a manutenção da concentração máxima de PEG 2000 acompanhada da 

diminuição da concentração de NaPA (sistemas 1 e 9) provocou apenas um leve aumento – em 

torno de 5% - neste parâmetro. Analisando-se os sistemas 9, 10 e 11, todos com PEG 2000, 

observa-se que o aumento da concentração de PEG (sistemas 9 e 10) levou a um aumento de K 

bem menor – em torno de 54% - que o aumento ocasionado pelo aumento da concentração de 

NaPA (10 e 11) – em torno de 158%. Neste o incremento passou de 250% no coeficiente de 

partição da enzima. Para sistemas com PEG de massa molar superior (6000), o comportamento 

em relação à variação da concentração de PEG (sistemas 3 e 4) foi semelhante, porém, em 

concentrações decrescentes de NaPA (sistemas 4 e 7) o coeficiente de partição enzimático 

também aumentou significativamente. Nestas condições tanto a influência da concentração de 

PEG como da concentração da NaPA mostraram-se importantes para a partição em diferentes 

massas molares de PEG. 
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Em geral, o aumento da massa molar do polímero pode causar a diminuição da partição 

na fase rica deste mesmo polímero (Albertsson, 1986). Quanto maior for a massa molar do 

polímero, menor é o volume de solvente disponível o que implica uma menor solubilidade de 

enzima na fase respectiva (Albertsson, 1986). Devido à teoria do volume de exclusão o PEG 

pode excluir proteínas de acordo com o aumento da sua massa molar. A magnitude deste efeito 

diminui quanto menores são as moléculas a serem purificadas (Forciniti, 1991b; Schmidt, 1994). 

Os valores mais altos para o coeficiente de partição da protease expressa por Penicillium 

restrictum foram obtidos com os sistemas com PEG 2000 (K = 2,12; 2,23 e 3,74). Dado isto, 

observa-se que os valores obtidos para K são consistentes com estudos anteriores.  

Observou-se também que o sistema 11 (valor K elevado) tem um dos menores valores de 

R, o que indica um maior volume para a fase rica em NaPA. Este efeito pode ser explicado por 

"salting-out" em que o sal está essencialmente em fase de NaPA, aumentando assim o volume da 

fase inferior. Assim, baixas massas molares de PEG e também a concentração deste polímero 

parecem ser fundamentais na compensação da penalização entrópica de partição. 
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Tabela 4 - Resultados obtidos para o planejamento fatorial 23 com os parâmetros: concentração 
de NaPA (6-10% p/p), concentração de PEG (6-10% p/p) e massa molar de PEG (2000-
6000gmol-1). 

 
Sistemas Valores reais Valores 

codificados 
       

 X1 X2 X3 X1 X2 X3 K BM R η Kp Pf S 

1 10 10 2000 + + - 2,12 
 

60,23 
 
 

0,90 
 

39,50 
 
 

0,50 
 

0,45 4,23 

2 8 8 4000 0 0 0 0,11 
 
 

81,95 
 
 

0,83 
 

75,09 
 
 

0,39 
 

0,35 0,28 

3 10 6 6000 + - + 0,23 
 
 

66,93 
 
 

0,5 
 

60,02 
 
 

0,44 
 

0,15 0,52 

4 10 10 6000 + + + 0,16 
 
 

66,49 
 
 

0,89 
 

57,98 
 
 

0,35 
 

0,15 0,47 

5 6 6 6000 - - + 0,35 
 
 

76,99 
 
 

1,00 
 

57,22 
 
 

0,15 
 

0,36 2,31 

6 8 8 4000 0 0 0 0,06 
 
 

83,52 
 
 

0,83 
 

79,28 
 

0,37 
 

0,37 0,17 

7 6 10 6000 - + + 0,21 
 
 

39,67 
 
 

1,79 
 

28,76 
 
 

0,28 
 

0,13 0,76 

8 8 8 4000 0 0 0 0,17 
 
 

88,13 
 
 

0,83 
 

77,19 
 
 

0,40 
 

0,34 0,43 

9 6 10 2000 - + - 2,23 
 
 

71,10 
 

1,86 
 

57,27 
 
 

0,41 
 

0,57 5,44 

10 6 6 2000 - - - 1,45 
 
 

71,81 
 
 

1,38 
 

47,81 
 
 

0,64 
 

0,48 2,27 

11 10 6 2000 + - - 3,74 
 
 

59,58 
 
 

0,6 
 

41,21 
 
 

0,55 
 

0,57 6,80 

X1 = Concentração de NaPA (%p/p), X2 = Concentração de PEG (%p/p), X3 = Massa molar de PEG (g.mol-1), K = 
Coeficiente de partição da enzima (adimensional), BM = Balanço de massa (%), R = Razão volumétrica 
(adimensional), Kp = Coeficiente de partição de proteínas totais, η = Rendimento (%), Fp = Fator de purificação 
(admensional) e S = Seletividade (admensional) . 
 
 

A ANOVA revelou os efeitos principais e da existência de interação entre eles. A Figura 

13 mostra diagrama de Pareto que representa os efeitos estimados em ordem decrescente, em 

relação à concentração de NaPA, à concentração de PEG e à massa molar de PEG e de suas 

interações com os valores obtidos para o coeficiente de partição K. Pareto é uma representação 

gráfica de Student t-teste. As barras que estão à direita da linha vertical são significativas 



36 

 

 

(p<0,05). Gráfico de Pareto apresenta cada um dos efeitos estimados e interações. A medida de 

cada barra é proporcional ao efeito estimado. 

Gráfico de pareto dos efeitos padronizados 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 13 - Diagrama de Pareto para as variáveis de concentração NaPA, a concentração de PEG 
e a massa molar de PEG sobre o coeficiente de partição da protease. X1 = Concentração de NaPA 
(%p/p), X2 = Concentração de PEG (%p/p) e X3 = Massa molar de PEG (g.mol-1). 

 

A partir da Figura 13 pode-se observar que o efeito principal da massa molar do PEG 

(X3), concentração de NaPA (X1) e concentração de PEG (X2) foram significativas. O maior 

efeito principal detectado para o coeficiente de partição foi o massa molar do PEG (-57,05), 

seguido pela concentração NaPA (13,37) e pela concentração de PEG (-6,92). De acordo com a 

análise realizada, a concentração de ambos os polímeros interfere na partição da biomolécula, 

porém o aumento da concentração de NaPA apresenta influência positiva sobre os valores de K 

enquanto que a concentração de PEG apresenta influência inversa. O sinal negativo de X3 indica 

que K aumenta com a diminuição da massa molar de PEG, podendo ser explicado pela teoria do 

volume de exclusão. De acordo com esta teoria uma molécula em solução tende a excluir todas 

as outras do volume que ocupa (Canevarolo, 2002). Os efeitos interativos entre variáveis X3 e X1 

apresentam uma estimativa de sinal negativo (-), implicando que aumentos simultâneos na 

concentração de NaPA e no massa molar de PEG tendem a menores valores de K. Os valores 

para o coeficiente de partição podem ser aumentados utilizando menor massa molar do PEG e 
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aumento da concentração de NaPA nas respectivas regiões estudadas. Além disso, o efeito 

interativo observado entre as variáveis X1 e X2 também apresenta sinal de estimativa negativo (-). 

Indicando que aumentos simultâneos nas concentrações de ambos os polímeros levam a valores 

menores de K. Maiores valores de K pode ser obtido utilizando-se concentrações mais baixas de 

PEG e concentrações mais elevadas de NaPA o que pode ser relacionado com a teoria do volume 

de exclusão. A interação entre os 03 efeitos principais também foi significativa, indicando 

influência positiva sobre o parâmetro de resposta. 

A Figura 14 mostra o gráfico de contorno descrevendo os valores obtidos para K em 

relação aos parâmetros concentração de NaPA  e massa molar do PEG.  As linhas de contorno 

mostram a tendência de resposta da variável dependente. Cada linha representa um mesmo valor 

para a variável resposta. Observa-se a existência de linhas curvas, indicando interação 

significativa entre as variáveis independentes. A ocorrência de paralelismo indicaria falta de 

interação significativa (Calado, 2003).  

Gráfico de contorno 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

 

Figura 14 - Gráfico de contorno representando os valores do coeficiente de partição relacionados 
com concentração de NaPA e massa molar do PEG. [NaPA] = Concentração de NaPA (%p/p), 
MMPEG = Massa molar de PEG (g.mol-1) e K = Coeficiente de partição da enzima 
(adimensional). 
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A Figura 15 mostra o gráfico de contorno descrevendo os valores obtidos para K em 

relação aos parâmetros concentração de NaPA  e concentração do PEG.    

Gráfico de contorno 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 15 - Gráfico de contorno representando os valores do coeficiente de partição relacionados 
com concentração de NaPA e concentração de PEG. [NaPA] = Concentração de NaPA (%p/p), 
[PEG] = Concentração de PEG (%p/p) e K = Coeficiente de partição da enzima (adimensional). 

 

O gráfico de superfície de resposta obtido para os valores de coeficiente de partição em 

relação às mudanças nas concentrações de ambos os polímeros em sistemas bifásicos aquosos 

com PEG 2000g.mol-1 é mostrado na Figura 16. Estudos têm demonstrado que a fase rica em 

PEG (fase superior) contém maior quantidade de polímero total do que a fase inferior (rica em 

NaPA), de modo que a fase inferior é favorecida em termos entrópicos (Johansson, 2011). Assim, 

com a diminuição da concentração de PEG esta tendência diminui, favorecendo um aumento da 

partição da biomolécula na fase superior, como se mostra nos valores experimentais. O polímero 

NaPA é fortemente negativo apresentando assim forte repulsão por moléculas carregadas 

negativamente. A eventual possibilidade da protease se apresentar, no valor de pH experimental, 

carregada negativamente, pode ajudar a explicar o aumento nos valores de K a medida que 
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maiores concentrações de NaPA são usadas nos sistemas. A determinação futura do ponto 

isoelétrico da enzima pode ajudar a esclarecer as interações eletrostáticas que orientam a sua 

partição. 

Gráfico de superfície de resposta 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

 

Figura 16 - Gráfico de superfície de resposta relacionando o coeficiente de partição em função 
da variação da concentração de NaPA e concentração de PEG 2000 g.mol-1, em ATPS contendo 
1,05% p/p de NaCl, em tampão de McIlvaine (pH 6,5) a 25 º C. [NaPA] = Concentração de 
NaPA (%p/p), [PEG] = Concentração de PEG (%p/p) e K = Coeficiente de partição da enzima 
(admensional). 

 

A Figura 17 apresenta o gráfico de resposta de superfície relacionando a variável 

dependente (K) com diferentes concentrações de NaPA e diferentes massas molares de PEG em 

sistemas bifásicos aquosos com concentração de PEG fixa em 6% p/p. Os maiores valores foram 

obtidos com PEG de massa molar inferior. Como mencionado anteriormente, a teoria de volume 

de exclusão, que reduz o volume disponível para a solubilização da macromolécula pode ajudar a 

explicar os valores mais baixos de K em sistemas com PEG de massa molar mais elevada. 
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Gráfico de superfície de resposta 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 17 - Gráfico de superfície de resposta relacionando o coeficiente de partição em função 
da variação da concentração de NaPA e da massa molar do PEG, em ATPS contendo 6% p/p de 
PEG e 1,05% p/p de NaCl, em tampão de McIlvaine (pH 6,5) a 25ºC. [NaPA] = Concentração de 
NaPA (%p/p), MMPEG = Massa molar de PEG (g.mol -1) e K = Coeficiente de partição da 
enzima (admensional).  

 

Os altos valores dos balanços de massa (acima de 80%) para vários sistemas indicam a 

estabilidade enzimática aos componentes do sistema bifásico. Todos os coeficientes de partição 

de proteínas totais (Kp) apresentaram valores abaixo da unidade, o que indica uma preferência 

pela fase rica em NaPA (fase inferior). O rendimento para alguns dos sistemas testados foi 

superior a 80% o que representa um fator importante para a aplicação industrial destes processos 

de purificação.  

Neste desenho experimental os valores do coeficiente de partição da enzima (K) variaram 

entre 0,06 – 3,74, indicando no primeiro extremo, a partição preferencial na fase inferior e no 

segundo, sua preferência pela fase superior. Estes valores indicam que o desenho experimental 

foi capaz de identificar um ponto crítico no ATPS NaPA/PEG onde a modulação dos parâmetros 

independentes levou a alteração no comportamento de partição da biomolécula de interesse. 
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Variando a concentração de NaPA e PEG e o massa molar deste, foi possível dirigir a partição da 

enzima para fase oposta daquela onde ocorre a partição das proteínas totais, indicando portanto a 

flexibilidade e potencialidades do método de pré-purificação. Massas molares menores de PEG e 

altas concentrações de NaPA levaram aos maiores valores de K.  

Os maiores valores de seletividade (S) (sistemas 1, 9 and 11) corresponderam aos maiores 

valores de coeficiente de partição (K). O melhor resultado foi observado (S = 6.80) foi obtido 

com 10% p/p de NaPA e 6% p/p de PEG 2.000 g.mol-1,  e o maior valor de K (3.738) também foi 

observado nestas condições. Coeficiente de partição e seletividade com valores maiores que a 

unidade indicam que a protease tem maior afinidade pela fase rica em PEG nas condições 

experimentais analizadas.   

A partir dos resultados acima descritos, um novo desenho experimental foi implementado 

com a intenção de otimizar o processo e a obtenção de maiores valores de K. Neste novo desenho 

optou-se por usar o PEG de menor massa molar: 2000 g.mol-1. Para verificar a influência da 

concentração de PEG - [PEG], concentração de NaPA - [NaPA] e concentração do caldo 

fermentado – [Caldo] sobre a partição da protease, um desenho fatorial 23 com três repetições no 

ponto central foi utilizado para analisar estes parâmetros. A opção por usar a concentração de 

caldo fermentado como 3º parâmetro independente baseou-se na importância industrial do 

desenvolvimento de sistemas de duas fases aquosas que permitam a partição de consideráveis 

quantidades de caldo fermentado, tornando assim o processo ainda mais econômico. Neste 

estudo os fatores de baixa e alta configurações foram codificados como -1 e +1, o ponto médio 

foi codificado como 0. Os ajustes dos parâmetros foram apresentados sob a forma de valores 

codificados e de valores reais descritos na Tabela 5. 

Tabela 5 - Níveis e valores referentes às variáveis independentes utilizadas na avaliação da 
partição da protease expressa por Penicillium restrictum. Concentração de NaPA, concentração 
de PEG e concentração de caldo fermentado. 

 
Variáveis 

independentes 
Símbolos Níveis e valores 

-1 0 +1 
 

[NaPA] %p/p X1 10,0 15,0 20,0 
[PEG] %p/p X2 4,0 6,0 8,0 

[Caldo] %p/p X3 25,0 35,0 45,0 
X1 = Concentração de NaPA (%p/p), X2 = Concentração de PEG (%p/p), X3 = Concentração de caldo 

fermentado (%p/p). 
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Os valores obtidos no desenho experimental para o coeficiente de partição de enzima (K), 

o coeficiente de partição de proteínas totais (Kp), o balanço de massa (BM), razão volumétrica 

(R), rendimento (η), fator de purificação (Pf) e seletividade (S) são mostrados na Tabela 6.  

Novamente os menores valores da razão volumétrica R (sistemas de 2 e 6) foram obtidos 

para a menor concentração de PEG (4% p/p) juntamente com a maior concentração de NaPA 

(20% p/p) indicando que estes parâmetros têm uma forte influência sobre R. As concentrações de 

ambos os polímeros influenciaram no R independentemente da concentração de caldo utilizada. 

A maior diferença de concentração entre ambos os polímeros ([NaPA]=20% p/p e [PEG]=4% 

p/p) contribui para explicar por que os menores valores de R obtidos neste segundo desenho 

experimental (sistema 2 = 0,13 e sistema 6 = 0,17), são ainda menores que os obtidos no primeiro 

desenho experimental (sistema 3 = 0,5 e sistema 11 = 0,6). A manipulação dos parâmetros que 

influenciam em R pode ser importante quando se deseja promover a partição da molécula alvo 

em determinada fase com volume proporcionalmente maior do que a fase inversa.  

Neste segundo desenho experimental os valores de BM, para a maioria dos sistemas 

examinados, indicaram que não existem perdas significativas ou inativação de protease. Os 

elevados valores obtidos – muitos dos quais próximos dos 90% - denotam que a biomolécula é 

estável em contacto com os componentes de APTS. Como discutido anteriormente, o ambiente 

quimicamente inerte que os ATPS oferecem às biomoléculas é um dos pontos positivos da 

aplicação deste método.    

O coeficiente de partição de proteínas totais (Kp) mostra que as proteínas totais presentes 

no caldo fermentado, continuam preferencialmente na fase rica em NaPA (fase inferior). Porém o 

novo desenho experimental foi capaz de identificar pontos onde esta tendência se inverte 

(sistemas 5 e 6) e consequentemente o Kp assume valores maiores que a unidade. De acordo com 

os resultados, a partição das proteínas totais prioritariamente na fase rica em PEG (fase superior) 

parece estar associada simultaneamente à menor concentração de PEG (4% p/p) e à maior 

concentração de caldo (45% p/p), como nos sistemas 5 (Kp=1,11) e 6 (Kp=1,21).  A inversão da 

partição para a fase TOP demonstra novamente a flexibilidade do método e sua adequação as 

mais diversas necessidades encontradas durante o processo de otimização da partição. Não foi 

possível determinar a Kp do sistema 2 devido ao diminuto volume da fase TOP explicitado em 

seu pequeno valor de R = 0,13.   

A análise dos dados referentes ao K demonstram que em todas as concentrações de caldo 

fermentado e em todas as concentrações de PEG o aumento da concentração de NaPA resultou 

em um expressivo aumento do coeficiente de partição da protease. Esta tendência pode ser 
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observada comparando-se o sistema 1 (K=2,97)  com 2 (K=14,86); o sistema 3 (K=1,92) com 4 

(K=18,59); o sistema 5 (K=1,98) com 6 (K=37,73) e o sistema 7 (K=2,76) com 8 (K=16,61). 

Variações na concentração de PEG, em diferentes concentrações de caldo, apresentaram 

influências diversas em relação ao K. Com a menor concentração do caldo (25% p/p) o aumento 

da concentração de PEG levou a uma diminuição de K; sistema 1 (K=2,070) e sistema 3 

(K=1,92). Entretanto, comportamento diverso observou-se com 45% p/p de caldo fermentado: 

sistema 5 (K=1,98) e sistema 7 (K=2,76). 

O terceiro parâmetro analisado - concentração do caldo fermentado – também não 

apresentou uma única tendência sobre o parâmetro de desempenho K. Comparando-se os 

sistemas 1 (K=2,97) com 25% p/p de caldo e o sistema 5 (K=1,98) com 45% p/p de caldo, 

observa-se que ocorreu uma diminuição do K. A mesma tendência ocorre entre os sistemas 4 

(K=18,59) com 25% p/p de caldo e o sistema 8 (K=16,61) com 45% p/p de caldo. Entretanto o 

coeficiente de partição aumentou comparando-se os sistemas 2 (K=14,86) com 25% p/p de caldo 

e o sistema 6 (K=37,73) com 45% p/p  e entre o sistema 3 (K=1,92) com 25% p/p de caldo e o 

sistema 7 (K=2,76) com 45% p/p.  

Analisando-se ainda os valores obtidos para o coeficiente de partição da enzima, observa-

se que a escolha pelo PEG 2000 g.mol-1 – embasado pelos resultados das análises preliminares - 

proporcionou a otimização do processo, a medida que foram atingidos valores bem superiores de 

K. Destacam-se os sistemas: 6 (K=37,73), 4 (K=18,59) e 8 (K=16,61). 

Como já destacado anteriormente, o parâmetro de desempenho rendimento (η), é bastante 

significativo do ponto de vista de aplicação industrial do método. O rendimento correlaciona a 

concentração total da biomolécula inserida no ATPS e a concentração efetivamente particionada 

na fase de interesse do sistema. Altos valores de rendimento, aliados com adequado 

equacionamento do balanço de massa, são bons indicadores da aplicabilidade do método. A partir 

do desenho experimental proposto conseguiram-se ótimos valores de η principalmente para os 

sistemas com maiores valores de K e com balanços de massa indicando que a biomolécula não 

foi degradada durante o processo. Notadamente citam-se os sistemas: 4 (η=100), 6 (η=93,47) e 8 

(η=100). 

O maior valor de seletividade (S = 31,18) foi observado com 20% p/p de NaPA, 4% p/p de 

PEG e 45% p/p de caldo fermendado. Adicionalmente, o melhor valor para o fator de purificação 

(Pf = 1,98) foi atingido nestes mesmas condições.  



44 

 

 

Tabela 6 - Resultados obtidos para o planejamento fatorial 23 com os parâmetros: concentração 
de NaPA (10-20% p/p), concentração de PEG (4-8% p/p) e concentração de caldo fermentado de 
Penicillium restrictum (25-45% p/p). 

Sistemas Valores reais Valores 
codificados 

         

 X1 X2 X3 X1 X2 X3 K BM R η Kp Pf S 

1 10 4 25 - - - 2,97 80,60 0,36 41,49 0,66 0,58 4,5 

2 20 4 25 + - - 14,86 102,27 0,13 66,47 - 
 

- - 

3 10 8 25 - + - 1,92 64,07 0,73 37,28 0,46 0,43 4,16 

4 20 8 25 + + - 18,59 117,54 0,33 100,00 0,70 1,04 26,55 

5 10 4 45 - - + 1,98 81,81 
 

0,36 
 

33,9 1,11 0,55 1,78 

6 20 4 45 + - + 37,73 107,83 0,17 93,47 1,21 1,98 31,18 

7 10 8 45 - + + 2,76 99,98 
 

0,73 66,77 0,78 0,80 3,54 

8 20 8 45 + + + 16,61 118,78 0,36 
 

100,00 0,91 1,73 9,62 

9 15 6 35 0 0 0 6,04 109,33 0,42 78,24 0,84 1,05 7,19 

10 15 6 35 0 0 
 

0 7,90 94,69 
 

0,42 
 

72,61 0,76 1,11 10,39 

11 15 6 35 0 0 0 13,00 89,54 0,42 75,60 0,82 1,04 15,85 

X1 = Concentração de NaPA (%p/p), X2 = Concentração de PEG (%p/p), X3 = Concentração do caldo fermentado 

(%p/p), K = Coeficiente de partição da enzima (adimensional), BM = Balanço de massa (%), R = Razão volumétrica 

(adimensional), Kp = Coeficiente de partição de proteínas totais, η = Rendimento (%), Pf = fator de purificação 

(admensional) e S = Seletividade (admensional). 

 

Uma análise estatística foi utilizada para avaliar os efeitos principais e da existência de 

interação entre eles. A Figura 18 mostra diagrama de Pareto que representa os efeitos estimados 

em ordem decrescente, em relação à concentração de NaPA, a concentração de PEG e 

concentração de caldo fermentado de Penicillium restrictum e da sua interação com os valores 

obtidos para o coeficiente de partição K.  
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Gráfico de pareto dos efeitos padronizados 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 18 - Diagrama de Pareto para as variáveis de concentração NaPA, a concentração de PEG 
e concentração de caldo fermentado de Penicillium restrictum sobre o coeficiente de partição da 
protease. X1 = Concentração de NaPA (%p/p), X2 = Concentração de PEG (%p/p) e X3 = 
Concentração do caldo (%p/p). 

 

A partir da Figura 18 pode-se observar que o efeito principal da concentração de NaPA 

(X1) foi o único significativo. Como analisado anteriormente, o aumento da concentração de 

NaPA apresenta efeito positivo (7,67) sobre o parâmetro de performance K. Todos os demais 

efeitos principais e interações entre os mesmos não foram representativos. 

A análise de variância ANOVA (Tabela 7), revelou que o valor do coeficiente de 

determinação (R2= 0,95812) foi elevado. A adequação do modelo também é verificada através do 

valor obtido pelo R2 ajustado. Neste caso o R2 ajustado foi igual a 86,04%. Se o modelo 

representa adequadamente o fenômeno, o teste de falta de ajuste (“lack-of-fit”) não deve ser 

significativo (P>0,05) (Calado, 2003). O valor P obtido para o teste de falta de ajuste foi de 

P=0,3204 (não significativo). 
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Tabela 7 - A análise de variância (ANOVA) que representa a partição da protease expressa por 
Penicillium restrictum em ATPS NaPA/PEG/NaCl. 

 
Fatores SS GL MS      F      p 

[NaPA] (X1) 763,388 1 763,3879 58,82538 0,016578 

[PEG] (X2) 38,986 1 38,9863 3,00422 0,225186 

[Caldo] (X3) 53,828 1 53,8279 4,14789 0,178608 

1 by 2 36,616 1 36,6159 2,82156 0,235019 

1 by 3 55,321 1 55,3208 4,26293 0,174979 

2 by 3 66,205 1 66,2052 5,10166 0,152429 

1*2*3 89,033 1 89,0327 6,86071 0,120066 

Falta de ajuste 22,272 1 22,2720 1,71624 0,320425 

Erro puro 25,954 2 12,9772   

Total SS 1151,603 10    

SS = soma dos quadrados; GL = Grau de liberdade;  MS = Média dos quadrados  R2 = 0,95812.  

Significativo ao nível de 95% 

 

O modelo matemático que descreve a partição da protease expressa por Penicillium 

restrictum em ATPS NaPA/PEG pode ser representado pela equação 10. 

Y = -17,13005 + 1,95370X1                                  Equação 10 

Onde Y representa o valor predito para o coeficiente de partição da enzima (K) e X1 

representa a concentração de NaPA.  

A Figura 19 mostra o gráfico de contorno descrevendo os valores obtidos para K em 

relação aos parâmetros concentração de NaPA  e concentração de PEG em sistemas com 45% p/p 

de caldo fermentado de Penicillium restrictum. As linhas de contorno mostram a tendência de 

resposta da variável dependente. Cada linha representa um mesmo valor para a variável resposta. 

Observa-se a existência de linhas curvas, indicando interação significativa entre as variáveis 

independentes. A ocorrência de paralelismo indicaria falta de interação significativa.  
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Gráfico de contorno 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 19 - Gráfico de contorno representando os valores do coeficiente de partição relacionados 
com concentração de NaPA e concentração de PEG em sistemas com concentração de 45% p/p 
de caldo fermentado de Penicillium restrictum. [NaPA] = Concentração deNaPA (%p/p), [PEG] 
= Concentração de PEG (%p/p) e K = Coeficiente de partição da enzima (adimensional). 

 

Na Figura 20 tem-se o gráfico de contorno descrevendo os valores obtidos para K em 

relação aos parâmetros concentração de NaPA  e concentração de caldo fermentado de 

Penicillium restrictum em sistemas com 4% p/p de PEG. 
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Gráfico de contorno 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 20 - Gráfico de contorno representando os valores do coeficiente de partição relacionados 
com concentração de NaPA e concentração de caldo fermentado de Penicillium restrictum em 
sistemas com concentração de 4% p/p de PEG. [NaPA] = Concentração deNaPA (%p/p), [Caldo] 
= Concentração do caldo fermentado (%p/p) e K = Coeficiente de partição da enzima 
(adimensional). 

 

O gráfico de superfície de resposta obtido para os valores de coeficiente de partição em 

relação às mudanças nas concentração de ambos os polímeros em sistemas bifásicos aquosos 

com concentração de 45% p/p de caldo fermentado de Penicillium restrictum é mostrado na 

Figura 21. Como comentado anteriormente, o aprimoramento de ATPS que comportem grandes 

quantidades de matriz (caldo fermentado, por exemplo) é uma linha de pesquisa importante, por 

impactar diretamente nos custos de sua aplicação industrial. Os maiores valores de K foram 

obtidos através das menores concentrações de PEG simultaneamente às maiores concentrações 

de NaPA.  
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Gráfico de superfície de resposta 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 21 - Gráfico de superfície de resposta relacionando o coeficiente de partição em função 
da variação da concentração de NaPA e concentração de PEG 2000 g.mol-1, em ATPS contendo 
45% p/p de caldo de Penicillium restrictum e 1,05% p/p de NaCl, em tampão de McIlvaine (pH 
6,5) a 25 º C. [NaPA] = Concentração de NaPA (%p/p), [PEG] = Concentração de PEG (%p/p) e 
K = Coeficiente de partição da enzima (adimensional). 

 

O gráfico de superfície de resposta obtido para os valores de coeficiente de partição em 

relação às mudanças nas concentrações de NaPA e do caldo fermentado de Penicillium restrictum 

em sistemas de duas fases aquosas com 4% p/p de PEG é mostrado na Figura 22. A otimização 

do processo ocorreu com os valores máximos de ambos os parâmetros de entrada; maiores 

concentrações de NaPA simultaneamente à maior concentração de caldo fermentado.  
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Gráfico de superfície de resposta 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

 

Figura 22 - Gráfico de superfície de resposta relacionando o coeficiente de partição em função 
da variação da concentração de NaPA e concentração de caldo fermentado de Penicillium 

restrictum, em ATPS contendo 4% p/p de PEG e 1,05% p/p de NaCl, em tampão de McIlvaine 
(pH 6,5) a 25 º C. [NaPA] = Concentração de NaPA (%p/p), [Caldo] = Concentração de caldo 
fermentado (%p/p) e K = Coeficiente de partição da enzima (adimensional). 

 

5.3 - Partição de protease expressa por Penicillium fellutanum. 

 
A purificação de proteases expressas pelo fungo filamentoso Penicillium fellutanum foi 

estudada aplicando novamente o ATPS – NaPA/PEG. A partição através de sistemas de dus fases 

aquosas PEG/NaPA destas proteases produzidas extracelularmente pelos fungos P. fellutanum 

também foi baseada nos diagramas de fase descritos por Johansson e colaboradores (Johansson, 

2011). A Figura 23 apresenta fotos do sistema bifásico aquoso obtido a partir do caldo 

fermentado de Penicillium fellutanum com NaPA/PEG. 
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Figura 23 – Fotos do sistema bifásico aquoso obtido a partir do caldo fermentado de Penicillium 

fellutanum com NaPA/PEG/NaCl. 

 

Nesta etapa do trabalho variou-se a concentração dos polímeros e a massa molar de PEG. 

Também foi realizada a reextração da protease com diferentes concentrações de Na2SO4.  

Para verificar a influência da concentração de NaPA – [NaPA], da concentração de PEG - 

[PEG] (X2) e da massa molar de PEG - MMPEG (X3) na partição de protease, um desenho 

fatorial 23 com três repetições no ponto central foi utilizado. O planejamento fatorial com dois 

níveis assume linearidade nos efeitos dos fatores. No entanto, o modelo de superfície de resposta 

(equação 9) pode ser proposto, a fim de representar alguma torção que existe no plano (Calado, 

2003).   

Neste estudo os fatores de baixa e alta configurações foram codificados como -1 e +1, o 

ponto médio foi codificado como 0. Os ajustes dos parâmetros foram apresentados sob a forma 

de valores codificados e de valores reais descritos na tabela 8. 

Tabela 8 – Níveis e valores referentes às variáveis independentes utilizadas na avaliação da 
partição da protease expressa por Penicillium fellutanum. Concentração de NaPA, concentração 
de PEG e massa molar de PEG. 

 
Variáveis 

independentes 
Símbolos Níveis e valores 

-1 0 +1 
 

[NaPA] %p/p X1 6,0 8,0 10,0 
[PEG] %p/p X2 6,0 8,0 10,0 

MMPEG 
(g.mol-1) 

X3 2000 4000 6000 

X1 = Concentração deNaPA (%p/p), X2 = Concentração de PEG (%p/p) e X3 = Massa molar de PEG (g.mol-1
). 
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O coeficiente de partição (K) da protease foi considerado como a variável dependente, da 

resposta, das experiências de desenho fatorial. O delineamento experimental e os resultados 

foram analisados utilizando-se a equação 9. 

A partição da protease (K) expressa por Penicillium fellutanum foi determinada 

experimentalmente em sistemas bifásicos aquosos com PEG/NaPA a 25°C em tampão McIIvaine 

pH 6,5 e NaCl a 1,05% em peso. Foram utilizados 30% p/p de caldo fermentado. Para avaliar o 

efeito da massa molar de PEG sobre a partição da enzima foram usados PEG com diferentes 

massas molares 2000, 4000 e 6000 g.mol-1.  

Os valores obtidos no desenho experimental para o coeficiente de partição da enzima (K), o 

balanço de massa (BM), a razão volumétrica (R) e o rendimento (η) são mostrados na tabela 9. 

Em todos os sistemas analisados as proteínas totais apresentaram grande preferência pela fase 

superior. Assim, não foi possível determinar a concentração na fase inferior e consequentemente 

o coeficiente de partição de proteínas totais (KP) e Seletividade (S). Os resultados para os 

sistemas com PEG 2000 g.mol-1 mostram que a diminuição da concentração de PEG resultou em 

um decréscimo de K (sistemas 1 e 11 e sistemas de 9 e 10). O aumento na concentração de NaPA 

causou aumento de K em sistemas com baixas concentrações de PEG 2000g.mol-1 (sistemas de 

10 e 11). A análise inicial revelou que as concentrações de ambos os polímeros de influenciam o 

coeficiente de partição (K) nos várias massas molares de PEG. 

Geralmente, a utilização de polímeros com massa molar mais elevado, diminui a quantidade 

de solvente disponível o que implica uma menor solubilidade de biomolécula na respectiva fase 

(Albertsson 1986). Os resultados experimentais para K (sistemas 1 e 4 , 5 e 10 , 3 , 11 , 7 e 9) 

apoiam a teoria do volume de exclusão analisadas (Forciniti, 1991b; Schmidt, 1994). Alguns dos 

maiores valores para o coeficiente de partição da enzima foram obtidos com PEG 2000 (K = 

77,51; 55,90 e 30,19), indicando a importância deste parâmetro na partição. 
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Tabela 9 - Resultados obtidos para o planejamento fatorial 23 com os parâmetros: concentração 
de NaPA (6-10% p/p), concentração de PEG (6-10% p/p) e massa molar de PEG (2000-
6000 g.mol-1). 

 
Sistemas Valores 

X1 X2 X3 
 

Níveis 

X1 X2 X3 
 

Resultados 

K    BM R    η 

 

1 10 10 2000 + + - 77,51 
 

91,34 
 

0,77 
 

89,84 
 

 

2 8 8 4000 0 0 0 10,98 
 

55,81 
 

0,52 
 

47,46 
 

 

3 10 6 6000 + - + 21,72 
 

76,75 
 

0,45 
 

69,65 
 

 

4 10 10 6000 + + + 24,78 
 

49,16 
 

0,81 
 

46,82 
 

 

5 6 6 6000 - - + 5,62 
 

49,95 
 

1,04 
 

42,67 
 

 

6 8 8 4000 0 0 0 13,91 
 

59,26 
 

0,52 
 

52,03 
 

 

7 6 10 6000 - + + 14,76 
 

71,18 
 

1,18 
 

67,33 
 

 

8 8 8 4000 0 0 0 12,67 
 

58,87 
 

0,52 
 

51,08 
 

 

9 6 10 2000 - + - 30,19 
 

79,55 
 

1,65 
 

77,98 
 

 

10 6 6 2000 - - - 6,68 
 

51,74 
 

1,00 
 

45,01 
 

 

11 10 6 2000 + - - 55,94 
 

102,23 
 

0,57 
 

99,10 
 

 

X1 = Concentração de NaPA (p/p %), X2 = Concentração de PEG (p/p %), X3 = massa molar de PEG (g.mol-1), 

K = coeficiente de partição enzimática (adimensional), BM = balanço de massa (%), R = razão volumétrica 

(adimensional) e η = rendimento (%). 

 

A análise estatística foi utilizada para avaliar melhor os efeitos principais e a existência de 

interação entre eles. A Figura 24 mostra um gráfico de Pareto que representa os efeitos estimados 

em ordem decrescente de grandeza, relativos à concentração de NaPA, concentração de PEG, 

massa molar de PEG e suas interações com os valores obtidos para o coeficiente de partição da 

enzima (K).  
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Gráfico de pareto dos efeitos padronizados 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

Figura 24 - Diagrama de Pareto para as variáveis de concentração NaPA, a concentração de PEG 
e massa molar de PEG sobre o coeficiente de partição da protease. X1 = Concentração de NaPA 
(p/p %), X2 = Concentração de PEG (p/p %) e X3 = massa molar de PEG (g.mol-1). 

 

Como pode ser visto na Figura 24 os efeitos da concentração de NaPA (X1), da concentração 

de PEG (X2) e da massa molar do PEG (X3) foram significativos. A concentração de NaPA 

(29,50) apresentou o principal efeito para o coeficiente de partição (K), seguido pela massa molar 

do PEG (-24,87) e da concentração de PEG (13,77). 

 Os resultados indicam que a concentração de ambos os polímeros têm uma influência 

positiva sobre os valores de K. O sinal negativo referente à massa molar de PEG indica que K 

aumenta com a diminuição da massa molar do PEG. Isto pode ser explicado pela teoria do 

volume de exclusão. Foi previsto sinal negativo (-) para a interação entre as variáveis X1 e X3, 

indicando que aumentos simultâneos de concentração de NaPA e da massa molar de PEG tendem 

a reduzir os valores de K. Deste modo maiores valores de K podem ser obtidos utilizando-se 

menor massa molar de PEG e maiores concentrações de NaPA na respectiva região experimental. 

O efeito da interação entre as variáveis X2 e X3 também apresentou estimado sinal negativo (-). 

Assim, a utilização simultânea de alta concentração de PEG com massas moleculares mais 
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elevadas tende a diminuir os valores de K. A interação entre as variáveis X1 e X2 não 

demonstrou ser significativa. 

Os resultados da ANOVA (Tabela 10) mostrou um coeficiente de determinação (R2) igual a 

0,99872.   Valores de R2 > 90% demonstram uma boa desempenho no desenho experimental de 

bioprocessos (Silva 2009). A falta de ajuste não foi significativa (P=0,4245). Os resultados 

indicam que o modelo proposto é adequado para a região experimental analisada. 

Tabela 10 - Análise de variância (ANOVA) que representa a partição da protease expressa  

por Penicillium fellutanum em ATPS NaPA/PEG/NaCl. 

Fatores SS GL MS F p 

Curvatura 640,226 
 

1 
 

640,226 
 

295,9761 
 

0,003362 
 

[NaPA] (X1) 1881,911 
 

1 
 

1881,911 
 

870,0066 
 

0,001147 
 

[PEG] (X2) 410,125 
 

1 
 

410,125 
 

189,6005 
 

0,005233 
 

MMPEG(X3) 1337,479 
 

1 
 

1337,479 
 

618,3159 
 

0,001613 
 

1 by 2 8,040 
 

1 
 

8,040 
 

3,7169 
 

0,193675 
 

1 by 3 620,576 
 

1 
 

620,576 
 

286,8922 
 

0,003468 
 

2 by 3 135,137 
 

1 
 

135,137 
 

62,4737 
 

0,015632 
 

Falta de ajuste 2,142 
 

1 
 

2,142 
 

0,9905 
 

0,424496 
 

Erro puro 4,326 
 

2 
2,163 

 
  

Total SS 5039,963 
 

    

SS = soma de quadrados; GL = grau de liberdade; MS = média de quadrados; R2 = 0,99872.  

Significativo ao nível de 95% 

  

O modelo matemático que representa a partição da protease expressa por Penicillium 

fellutanum no sistema bifásico aquoso NaPA/PEG/NaCl considerando as variáveis significativas 

é descrito pela equação 11. 

 

Y = -137,82  + 16,48(X1) + 7,69(X2) + 0,019 (X3) – 0,0022 (X1X3) -0,001 (X2X3)    Equation 9    
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A Figura 25 mostra o gráfico de superfície de resposta para os valores de K em relação a 

alterações nas concentrações de NaPA e PEG 6000.mol-1.  

Gráfico de superfície de resposta 

Variável dependente: Coeficiente de partição (K) 

 

 

Figura 25 - Gráfico de resposta de superfície relacionando o coeficiente de partição (K) em 
função da concentração de NaPA e concentração de PEG (6000g.mol-1) em ATPS contendo com 
1,05% p/p de NaCl, em tampão de McIlvaine (pH 6,5)a 25ºC. [NaPA] = Concentração de NaPA 
(%p/p), [PEG] = Concentração de PEG (%p/p) e K = Coeficiente de partição da enzima 
(adimensional). 

 
Como as proteína totais e a protease preferencialmente particionaram na fase superior foi 

construido um novo ATPS em outra região experimental que poderia fornecer valores mais 

baixos de K e assim um passo efetivo de pré-purificação. De acordo com os resultados anteriores, 

um sistema com 3% em peso de PEG-6000 gmol-1 e 7% em peso de NaPA (sistema denominado 

12) foi preparado em busca de dirigir a partição da enzima para a fase inferior.  

Os valores obtidos para o coeficiente de partição da enzima (K), balanço de massa (BM), 

razão volumétrica (R) e rendimento (η) são mostrados na tabela 11. Também no sistema 12 as 

proteínas totais mantiveram uma preferência maior pela fase superior. Por isso, não foi possível 
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determinar a concentração na fase inferior e, portanto, o coeficiente de partição de proteínas (KP) 

e Seletividade (S). 

Tabela 11 - Resultados obtidos para o coeficiente de partição (K), balanço de massa (BM), razão 
volumétrica (R) e rendimento (η), utilizando 7% p/p de NaPA e 3% p/p de PEG6000g.mol-1. 

 
Sistema Valores 

X1 X2 X3 
 

 Resultados 

K BM R  η 
 

12 7 3 6000    4,26 
 

67,4 
 

0,18 
 

29,62 
 

 

X1 = Concentração de NaPA (% em p/p), X2 = Concentração de PEG (% em p/p), X3 = Massa molar de PEG (g.mol-

1), K = Coeficiente de partição da enzima (adimensional), BM = balanço de massa (%), R = Razão volumétrica  

(adimensional) e η = rendimento (%). 

 

Entretanto o valor de K permaneceu ainda maior do que a unidade, indicando que a enzima 

permaneceu prioritariamente na fase superior. Devido à proximidade com a região monofásica 

delimitada pela curva binodal não foi possível analisar outros sistemas na busca por menores 

valores de K.  

A reextração objetivou direcionar a partição das proteínas totais para a fase inferior e, 

consequentemente, permitir a pré-purificação da protease. Para realizar a reextração, sistema de 

11 foi escolhido, pois o mesmo mostrou o maior rendimento. Após a partição inicial para a fase 

superior, esta fase foi recolhida e adicionado o sal Na2SO4 (5, 10 e 15% em p/p) para promover a 

reextração. Foi avaliada a influência da concentração de Na2SO4 sobre o coeficiente de partição 

de proteínas (Kp) e razão volumétrica (R), resultados apresentados na tabela 12. 

Tabela 12 – Resultados da reextração realizada a partir da fase superior do sistema bifásico 
aquoso NaPA (10% em p/p)/PEG 2000g.mol-1 (6% em p/p)/NaCl (1,05% em p/p) com diferentes 
concentrações de Na2SO4. 

 
 [Na2SO4 5wt%] [Na2SO4 10wt%] [Na2SO4 15wt%] 

Kp 0,93 1,55 3,14 

R 1,17 0,44 0,26 

[Na2SO4] = Concentração de Na2SO4 (%p/p), Kp = Coeficiente de partição de proteínas totais e R = Razão  

volumétrica. 

 

De acordo com os resultados observados a concentração de Na2SO4 altera os valores de Kp e 

de R. O aumento da concentração salina provoca uma diminuição na razão volumétrica. Isto 

pode ser explicado pelo fato de que o aumento da concentração de sal na fase inferior levar a um 
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aumento de moléculas de água necessárias para a solvatação e consequentemente o aumento do 

volume (Lopes 2006; Johansson 2008a).  

A menor concentração de sal (5% em peso) levou à obtenção de Kp abaixo da unidade 

indicando a partição das proteínas totais preferencialmente na fase inferior, promovendo assim, a 

pré-purificação da protease. O elevado valor de R conduz a um aumento de rendimento na fase 

superior. A reextração do sistema utilizando a concentração mais baixa de Na2SO4 foi escolhida 

para avaliar o coeficiente de partição de parâmetros (K), o balanço de massa (BM) e rendimento 

(η). Os resultados estão apresentados na tabela 13. 

 

Tabela 13 – Resultados da reextração realizada a partir da fase superior do sistema bifásico 

aquoso NaPA (10% em p/p)/PEG 2000g.mol-1 (6% em p/p)/NaCl (1,05% em p/p) com Na2SO4 

(p/p 5%). 

 

Sistema   Resultados 

K BM R 
    

η           Kp 
 

Reextração 
com Na2SO4 

(p/p 5%) 

      1,21 
 

74,69 
 

   1,17 
 

56,10 
 

0,93 

K = Coeficiente de partição da enzima (adimensional), Kp = Coeficiente de partição de proteínas totais  

(adimensional), BM = Balanço de massa (%), R = Razão volumétrica (admensional) e η = rendimento (%). 

 

A reextração utilizando baixas concentrações de Na2SO4 levou a um decréscimo de K, 

entretanto permitiu a obtenção de Kp menor que a unidade. As concentrações mais baixas de sal 

(2, 3 e 4% em p/p) foram testadas na tentativa de diminuir ainda mais o Kp, mas a partição dos 

sistemas não foi observada devido à proximidade com a região monofásica. 
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6 – Conclusões  

6.1 – Partição da protease expressa por Penicillium restrictum. 

 
Durante os estudos da partição da protease expressa por Penicillium restrictum em 

sistema de duas fases aquosas NaPA/PEG observou-se altos valores dos balanços de massa para 

a biomolécula de interesse (BM = 102,27; 117,54; 107,83; 118,78 e 109,33). A grande maioria 

dos coeficientes de partição de proteínas totais (Kp) apresentarou valores abaixo de 1 o que 

indica uma preferência por proteína rica em fase inferior NaPA. Deste modo o processo deve 

buscar a migração da enzima para a fase superior garantindo assim a efetiva purificação da 

mesma. Analisando ambos os desenhos experimentais construídos com o caldo fermentado de 

Penicillium restrictum, observou-se que os coeficientes de partição da enzima (K) tiveram grande 

diferença de valores. Em um extremo K=0,06 indica preferência pela fase pesada, enquanto que 

do outro K=37,73 mostra a partição ocorrendo preferencialmente na fase superior (rica em PEG). 

O fator de purificação (Pf) foi influenciado pela concentração de ambos os polímeros e massa 

molar de PEG. O maior valor obtido foi Pf = 1,98. O melhor resultado para a seletividade (S = 

31,18) indica que a protease tem maior afinidade pela fase rica em PEG no sistema com 20% p/p 

de NaPA, 4% p/p de PEG e 45% p/p de caldo fermentado. Conclui-se que a modulação dos 

parâmetros de entrada, tais como; concentração de NaPA, concentração de PEG, concentração de 

caldo fermentado e da massa molar do PEG mostra-se como ferramenta importante no 

entendimento de como dirigir a partição à fase de interesse. Os resultados indicam a flexibilidade 

e potencialidades do método. A concentração de NaPA mostrou-se como o parâmetro mais 

importante sobre o coeficiente de partição da enzima. O rendimento para muitos dos sistemas 

referentes ao 2º desenho experimental foi superior a 90% o que representa um fator importante 

para a aplicação industrial destes processos de purificação. 

 

6.2 – Partição de protease expressa por Penicillium fellutanum. 

 Durante os estudos da partição da protease expressa por Penicillium fellutanum em 

sistema bifásico aquosos NaPA/PEG/NaCl observou-se a tendência da biomolécula pela fase 

superior (fase rica em PEG) . Os maiores valores de K foram obtidos com o uso da menor massa 

molar de PEG e concentrações mais elevadas de PEG e NaPA . Um modelo matemático foi 

proposto correlacionando valores de K com concentrações de ambos os polímeros, massa molar 
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de PEG e as suas inter-relações. O maior valor obtido para K foi 77,51 com o sistema com 10% 

em peso de NaPA e 10% em peso de PEG 2000g.mol -1. O valor mais baixo de K obtido foi de 

4,26 para o sistema com 7% de peso de NaPA e 3% em peso de PEG 6000g.mol- 1. Para todos os 

sistemas analisados a partição das proteínas totais (Kp) ocorreu preferencialmente na fase 

superior (fase rica em NaPA), sendo necessário realizar a reextração a fim de proporcionar um 

passo eficaz para a pré-purificação da enzima alvo. Na etapa de reextração observou-se que o 

aumento da concentração de sal provoca uma diminuição na razão volumétrica. A reextração foi 

realizada com a protease expressa por Penicillium fellutanum. A adição de 5% em peso de 

Na2SO4 permitiu a obtenção de valores de Kp inferiores à unidade promovendo deste modo uma 

etapa de pré-purificação da protease.  

Os resultados obtidos demonstram o potencial da utilização do sistema bifásico aquoso 

NaPA/PEG/NaCl como método barato, rápido e simples de pré-purificação de proteases 

expressas por fungos do Cerrado (Penicillium restrictum e Penicillium fellutanum). 
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