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RESUMO 

A utilização de enzimas proteolíticas em aplicações terapêuticas tem sido um dos 

objetivos da indústria farmacêutica nos últimos anos. Entre as várias proteases 

utilizadas em terapias, destacam-se as proteases fibrinolíticas, que são enzimas capazes 

de degradar à fibrina, principal componente do coágulo sanguíneo. Há uma crescente 

busca por metodologias eficazes e de baixo custo para a purificação dessas enzimas, 

uma vez que qualquer fármaco necessita de um alto grau de pureza e especificidade para 

evitar reações imunológicas. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi purificar 

proteases fibrinolíticas produzidas por Mucor subtilissimus UCP 1262 através de 

sistema de duas fases aquosas e métodos cromatográficos, além de caracterizá-las 

bioquímica e estruturalmente. Um planejamento fatorial completo do tipo 23
 e a 

metodologia de superfície de resposta foram usados para identificar as condições ótimas 

para a extração de uma protease fibrinolítica por sistema de duas fases aquosas, 

enquanto métodos cromatográficos tradicionais foram utilizados para purificar outra 

protease fibrinolítica. A primeira enzima foi recuperada e purificada parcialmente por 

sistemas de duas fases aquosas constituídos por polietilenoglicol (PEG) e sulfato de 

sódio, onde a melhor condição a do sistema formado por 30,0% (m/m) de PEG 6000 

g/mol e 13,2% (m/m) de sulfato de sódio, que assegurou um fator de purificação de 10, 

um coeficiente de partição de 0,2 e uma recuperação de 102,0%. A SDS-PAGE e o 

zimograma de fibrina revelaram que essa protease fibrinolítica purificada tem uma 

massa molecular de 97 kDa e um ponto isoelétrico de 5,4 e é uma serino protease 

semelhante a quimotripsina. A temperatura ótima da enzima foi de 37ºC e sua atividade 

foi estável por 150 minutos. A outra protease fibrinolítica foi pré-purificada 

inicialmente através de precipitação com sulfato de amônio (40 – 60% de saturação) e 

posteriormente através de cromatografia de troca iônica (DEAE-Sephadex A50) e gel 

filtração (Superdex 75 HR10/300) e igualmente caracterizada como serino protease do 

tipo quimiotripsina, com uma massa molecular de 20 kDa, um ponto isoelétrico de 4,94, 

e temperatura e pH ótimos de 40°C e 8,0 respectivamente. Sua atividade proteásica foi 

aumentada na presença de Cu2+, Mg2+ e Fe2+ e sua estrutura secundária mostrou alta 

composição de α-hélice e nenhuma mudança significativa após exposição à presença de 

polímeros ou da maioria de agentes desnaturantes. Este estudo demonstra a 

possibilidade de purificar proteases fibrinolíticas com baixo custo e de considerá-las 

como potenciais candidatos a agentes trombolíticos. 



 

Palavras chaves: Mucor subtilissimus. Protease fibrinolítica. SDFA. Cromatografia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 



 

ABSTRACT 

The use of proteolytic enzymes in therapeutic applications has been one of the goals of 

the pharmaceutical industry in recent years. Among the various proteases used in 

therapies are fibrinolytic proteases, which are enzymes capable of degrading fibrin, the 

main component of the blood clot. There is a growing search for efficient and low cost 

methodologies for the purification of these enzymes, since any drug requires a high 

degree of purity and specificity to avoid immunological reactions. In this sense, the 

objective of this work was the purification of fibrinolytic proteases produced by Mucor 

subtilissimus UCP 1262 through aqueous two-phase system and chromatographic 

methods, as well as their biochemical and structural characterization. A full 23 type 

factorial design and response surface methodology were used to identify optimal 

conditions for the extraction of a fibrinolytic protease by aqueous two-phase system, 

while traditional chromatographic methods were used to purify another fibrinolytic 

protease. The former enzyme was recovered and partially purified by aqueous two-

phase systems consisting of polyethylene glycol (PEG) and sodium sulfate, the best 

condition being that of the system consisting of 30.0% (w/w) PEG 6000 g/mol and 

13.2% (w/w) sodium sulfate, which ensured a purification factor of 10, a partition 

coefficient of 0.2 and a recovery of 102.0%. SDS-PAGE and fibrin zymogram revealed 

that this purified fibrinolytic protease has a molecular mass of 97 kDa and an isoelectric 

point of 5.4, and is a chymotrypsin-like serine protease. The enzyme optimum 

temperature was 37ºC and its activity was stable for 150 minutes. The other fibrinolytic 

protease was initially pre-purified by ammonium sulfate precipitation (40-60% 

saturation) and subsequently by ion exchange chromatography (DEAE-Sephadex A50) 

and gel filtration (Superdex 75 HR10/300), and equally characterized as chymotrypsin-

like serine protease, with a molecular mass of 20 kDa, an isoelectric point of 4.94, and 

optimum temperature and pH of 40°C and 8.0, respectively. Its protease activity was 

increased in the presence of Cu2+, Mg2+ and Fe2+, and its secondary structure showed 

high α-helix composition and no significant change after exposition to the presence of 

polymers or of most of the denaturing agents. This study demonstrates the possibility of 

purifying fibrinolytic proteases at low cost and considering them as potential candidates 

as thrombolytic agents. 

 

Key words: Mucor subtilissimus. Fibrinolytic protease. ATPS. Chromatography. 
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1 INTRODUÇÃO  

Dentre as proteases com utilização terapêutica destacam-se as proteases 

fibrinolíticas, enzimas que degradam a fibrina, principal componente proteico dos 

coágulos sanguíneos formados a partir da ativação do fibrinogênio pela trombina (EC 

3.4.21.5) (DEEPAK et al., 2010; JIN et al., 2013; STEPHANI et al., 2017). Essa 

formação do coágulo sanguíneo é caracterizada como um fenômeno de proteção do 

corpo humano que bloqueia o excesso de saída dos fluidos corporais durante lesões 

vasculares podendo bloquear o vaso sanguíneo ocasionando a trombose (CHOI et al., 

2011), uma das doenças mais prevalentes na vida moderna dificultando o fluxo 

sanguíneo e promovendo o desenvolvimento de doenças cardiovasculares como o 

infarto agudo do miocárdio (AGREBI et al., 2009; WANG et al., 2011; SHIRASAKA 

et al., 2012).  

Enzimas fibrinolíticas têm sido produzidas por micro-organismos isolados de 

alimentos fermentados tradicionais orientais, como o “Natto” japonês (SUMI et al., 

2004), minhocas, serpentes (WANG et al., 2011; VIVAS et al., 2016), cogumelos 

comestíveis ou medicinais (LEE et al., 2006), além de bactérias dos gêneros Bacillus sp 

(SOUZA et al., 2016) e Streptomyces sp (MEDEIROS E SILVA et al., 2016), 

cianobactérias (BANERJEE et al., 2013) e fungos (CHANG et al., 2012; 

NASCIMENTO et al., 2016). Os fungos filamentosos é uma boa alternativa para a 

produção de enzimas fibrinolíticas, uma vez que se têm destacado por produzirem 

proteases de forma extracelular (GERMANO et al., 2003) destacando-se excelentes 

produtores (NASCIMENTO et al., 2016). 

Entretanto para o seu uso, estas enzimas fibrinolíticas necessitam de um alto 

grau de pureza, especificidade para evitar reações imunológicas e serem estáveis em 

condições fisiológicas (MUSSATTO et al., 2007). O desenvolvimento eficiente de 

bioprocessos para a recuperação e purificação dessas enzimas representa uma das 

principais preocupações para a indústria biotecnológica (YEGIN et al., 2012). Nesse 

sentido, o sistema de duas fases aquosas vem sendo utilizado como um método 

alternativo para ser utilizado como uma pré-purificação, principalmente nas áreas de 

biomoléculas, sendo amplamente usado para biosseparação de enzimas e proteínas por 

conta do seu baixo custo em relação a outros processos de separação (JARA & 

PILOSOF, 2011; ELBERT, D.L., 2011). Outra possibilidade têm sido os métodos 

cromatográficos que permitem alta resolução em apenas um passo, e têm sido a base 
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para a separação de proteínas, em particular na indústria biofarmacêutica, onde são 

requeridos elevados graus de pureza (RAYMOND, 2003; SHANMUGAPRAKASH et 

al., 2015). 

1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Geral  

Purificar e caracterizar proteases fibrinolíticas produzidas pelo fungo 

filamentoso Mucor subtillissimus UCP 1262 para possível aplicação na terapia 

trombolítica. 

1.1.2 Objetivos Específicos 

a) Purificar uma protease fibrinolítica utilizando sistema de duas fases aquosas 

(SDFA) (Polietilenoglicol/sulfato de sódio) determinando as condições mais 

adequadas por meio de planejamento fatorial para obter maior purificação da 

enzima e analisando a influência das variáveis (massa molar e concentração do 

PEG, e concentração de sulfato de sódio) sobre a extração da protease 

fibrinolítica e as respostas do processo de purificação (coeficiente de partição, 

recuperação e fator de purificação); 

b) Determinar as condições mais adequadas para obtenção da protease fibrinolítica 

por métodos cromatográficos; 

c) Determinar proteínas totais, atividade proteásica e a atividade fibrinolítica da 

enzima purificada por SDFA e métodos cromatográficos; 

d) Caracterizar bioquimicamente a enzima purificada pelo SDFA e métodos 

cromatográficos quanto: ao pH e temperatura ótima, estabilidade ao pH e a 

temperatura, inibidores, efeito de íons, efeito de surfactantes e substratos 

cromogênicos; 

e) Caracterizar o perfil eletroforético da protease fibrinolítica purificada por SDFA 

e métodos cromatográficos utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE), eletroforese bidimensional (2D) e zimograma de fibrina; 
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f) Caracterizar estruturalmente a enzima purificada por métodos cromatográficos 

através de espectroscopia de dicroísmo circular no UV distante. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 ENZIMAS DE INTERESSE FARMACÊUTICO  

Estima-se que os custos com enzimas especiais (são aquelas destinadas ao uso 

terapêutico, diagnóstico, analítico, química fina e pesquisa) sejam em torno de 1,8 

bilhões de dólares (POLITZER & BOM, 2006; ZIMMER et al., 2009), sendo que o 

mercado global de enzimas movimentou em 2015, cerca de US$3,74 bilhões 

(http://www.companiesandmarkets.com).  

Enzimas de uso farmacêutico somam 39% do mercado mundial de enzimas 

(POLITZER & BOM, 2006), das enzimas terapêuticas e kits de diagnóstico que 

contenham enzima como base utilizadas no Brasil, cerca de 86% são importadas, o que 

se torna uma desvantagem tecnológica no uso destes catalisadores no país (POLITZER 

& BOM, 2006). Durante o período de 1998-2005, o Brasil importou o equivalente a 

US$ 85 milhões com estas enzimas terapêuticas (AEHLE, 2007). 

Algumas enzimas que têm propriedades para aplicações médicas são descritas na 

Tabela 1, entretanto para o uso dessas enzimas, elas devem apresentar características 

fundamentais como: alto grau de pureza e especificidade, antigenicidade baixa (para 

evitar reações imunológicas) e estabilidade em condições fisiológicas (MUSSATTO et 

al., 2007). Muitas das enzimas utilizadas atualmente para aplicações terapêuticas são 

proteases (MORYA et al., 2012).  

2.2 PROTEASES 

Proteases (EC 3.4.21-24) são o grupo mais importante de enzimas, as quais 

desempenham um relevante papel em diversos mecanismos bioquímicos e metabólicos 

nos organismos (SIRITAPETAWEE et al., 2012; HARISH & UPPULURI, 2018). 

Podem ser classificadas de acordo com sua capacidade de clivagem na ligação 

peptídica, podendo ser do tipo exopeptidases (atuam nas regiões finais da cadeia) ou 

endopeptidases (agem preferencialmente nas porções mais internas da cadeia 

polipeptídica) (YEGIN et al., 2011). As enzimas proteolíticas são classificadas com 

base no intervalo de pH da sua atividade ótima em: ácidas, neutras e alcalinas 

(SANDHYA et al., 2005).  

As proteases microbianas representam um dos três maiores grupos de enzimas 

industriais (MUKHERJEE & RAI, 2011; OSMOLOVSKIY et al., 2016), e tem 

aplicações nas indústrias de detergentes, alimentos, couros, têxteis, processos de 
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biorremediação, bem como produtos farmacêuticos (Figura 1) (LASSOUED et al., 

2015; SOUZA et al., 2016).  

 

Tabela 1 - Principais enzimas utilizadas em aplicações médicas. 
Enzima Fonte Aplicação médica Referencia 

Lisozima Micrococcus luteus Ação antibiótica ou anti- inflamatória SILVA et al.,  1999. 

Bromelina Casca de abacaxi Ação antibiótica ou anti- inflamatória, 

facilitam a digestão 

KETNAWA et al., 

2010. 

L-asparaginase Escherichia coli Terapia da leucemia JIANG & ZHAO, 

1999. 

Papaína Carica papaya Facilita a digestão ZIMMER et al., 2009 

Colagenase Clostridium 

histolyticum 

Debridamento de queimaduras e 

úlceras dérmicas 

AEHLE, 2007 

Galactosidase Streptomyces  

griseoloalbus 

 

Melhora a digestibilidade do leite e 

derivados lácteos, ideais para 

consumidores intolerantes à lactose 

ANISHA & PREMA,  

2008 

  

Urato oxidase Aspergillus flavus Terapia da Gota ZIMMER et al., 2009 

Estreptoquinase Streptococcus β-

hemolítico 

Coágulo sanguíneo AEHLE, 2007 

Lipase Rhizopus arrhizu Indicada nos casos de deficiência em 

enzimas pancreáticas e indigestão. 

MONTEIRO & 

SILVA, 2009. 

Serrapeptidase Serratia E15 Inflamação CRUZ et al., 2008 

  

Figura 1 - Utilização de proteases industriais, terapêuticos e acadêmico. 

 

Fonte: adaptado de LI et al., 2013. 
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No entanto, a produção de proteases ainda não é o suficiente para atender a 

crescente demanda do mercado mundial (SUNDARARAJAN et al., 2011). A tendência 

é aos poucos substituir as enzimas produzidas por vegetais e animais pelas de origem 

microbiana, pois além de ser sua maior fonte, devido à sua ampla diversidade 

bioquímica (SANDHYA et al., 2005), as enzimas podem ser produzidas em um menor 

tempo (RAO; NARASU, 2007; RAVIKUMAR et al., 2012; ABO-ELMAGD & 

HOUSSEINY, 2012) e esses micro-organismos podem ser modificados geneticamente, 

para que forneçam qualquer enzima de nosso interesse (MUSSATTO et al., 2007). 

2.3 ENZIMAS FIBRINOLÍTICAS 

2.3.1 Mecanismo de ação 

Proteases com atividade fibrinolítica possuem a capacidade de degradar a 

fibrina, que é o principal componente proteico dos coágulos sanguíneos formados a 

partir da ativação do fibrinogênio pela trombina (CE 3.4.21.5) (DEEPAK et al, 2010). 

Normalmente a fibrina encontra-se equilibrada em sistemas biológicos, já que a 

hemostase é obtida através de um equilíbrio ideal entre o sangramento e a formação de 

coágulos sanguíneos (KIM et al., 2008; PANDEE et al., 2008; VIVAS et al., 2016).  

No processo de coagulação, a trombina converte o fibrinogênio em fibrina, 

resultando na formação de coágulos (CASTRO et al., 2011). O fibrinogênio é uma 

glicoproteína que contém dois conjuntos de três cadeias polipeptídicas, α, β e γ, durante 

o processo de coagulação: Os dois conjuntos de α e os dois de β são clivados por 

trombina e os resultantes chamados de fibrinopeptídeos ou resíduos de fibrina;  α e β 

são posteriormente liberados (KIM et al., 2011; PATEL et al., 2012; PARK et al., 

2013). 

A trombina (EC 3.4.21.5) é uma serino–protease mencionada geralmente na 

cascata como fatores de coagulação, gerada a partir da protrombina por ação de um 

complexo de fatores Xa e V. Ela está envolvida em muitos processos, tais como a 

sinalização celular, memória e hemostasia, além de ser conhecida por ser uma enzima 

chave na coagulação ligando ambas as vias intrínsecas e extrínsecas da cascata 

(BARBOSA et al., 2009; OSIPOV et al., 2010; CASTRO et al., 2011). O modelo atual 

da cascata está representado na Figura 2 proposta por Barbosa et al. (2009), que 

apresenta uma via única chamada de mono via, formada por uma via do fator tecidual 

(antigamente chamada de via extrínseca) e a via de amplificação (antiga via intrínseca).  
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Figura 2 - Diagrama esquemático da cascata de coagulação, iniciando logo após a lesão vascular e 

consequente à exposição do Fator Tecidual (FT) ao sangue circulante. A trombina exerce uma retro–

alimentação positiva (linhas pontilhadas) pela ativação de plaquetas e outras proteínas pró–coagulantes. A 

plaqueta ativada fornece o fosfolipídeo de membrana (PL), aumentando a formação de complexos 

enzimáticos. As plaquetas ativadas são fixadas ao endotélio lesado por meio do Fator de von Willebrand 

(FvW). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BARBOSA et al., 2009. 

 

A presença do trombo (do grego thrómbos que significa coágulo sanguíneo) no 

sistema cardiovascular representa um processo crítico para a manutenção da integridade 

vascular podendo ocasionar um bloqueio da passagem sanguínea, levando a 

consequências graves como: infarto do miocárdio (IM), acidente vascular cerebral 

(AVC), embolia pulmonar (BARBOSA et al., 2009; CASTRO et al., 2011; VAIDYA et 

al., 2011; SHIRASAKA et al., 2012) e outras doenças cardiovasculares, sendo que a 

trombose vascular ou o tromboembolismo venoso pode inclusive levar a uma 

incapacidade do paciente e até mesmo ao óbito (KIM & CHOI, 2000; MINE et al., 

2005; CHANG et al., 2012; MAJAHAN et al., 2012). Esse problema clínico e o 

aumento de doenças cardiovasculares têm sido cada vez mais frequentes, sobretudo nos 

países ocidentais em desenvolvimento (TIBAZARWA & DAMASCENO, 2014).  

A prevalência de doenças cardiovasculares vem impondo um impacto cada vez 

maior em nossa sociedade tanto emocional, quanto social e financeiramente (KIM et al., 

2011; DEVI et al., 2016). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as doenças 

cardiovasculares (DCVs) assim como a pressão alta se apresentaram como a causa 
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número um de mortes globais nos últimos anos, onde cerca de 17 milhões de pessoas 

são acometidas de doenças cardiovasculares (MANDER et al., 2011; BAJAJ et al., 

2013). Estima se que no ano de 2030, o índice de óbitos aumentará de 29 para 38,11% 

(JOSHI et al., 2008). 

2.3.2 Agentes trombolíticos 

 Devido ao tromboembolismo ser uma complicação médica letal com uma 

incidência elevada é utilizado atualmente alguns medicamentos chamados de agentes 

trombolíticos (ZHANG et al., 2007; VIJAYARAGHAVAN et al., 2016). Embora o 

nome “trombolítico” seja frequentemente utilizado, é um engano nomear esses agentes 

desta forma, uma vez que um dos mecanismos de ação deles é ativarem o 

plasminogênio em plasmina, e esta sim possui a capacidade degradar à fibrina 

(OLIVEIRA, 2001). Dessa forma os “agentes fibrinolíticos” podem ser divididos de 

acordo com o seu mecanismo de ação em:  

 

a) Ativadores do plasminogênio – São responsáveis por ativarem o plasminogênio 

em plasmina ativa, para que esta atue degradando à fibrina (LU et al., 2010). 

Entre estes ativadores, se destacam: o ativador tecidual do plasminogênio (t-PA) 

(EC 3.4.21.68) (PENNICA et al., 1983), streptokinase (EC 3.4.24.29) 

(MEDVED et al.,  1966; LIJNEN et al., 1992), staphylokinase (EC3.2.1.35) 

(LIJNEN et al., 1992; ARAI et al., 1995), uroquinase (u-PA, 3.4.21.73) 

(MUKHAMETOVA et al., 2002; BLANN et al., 2002; ZHANG et al., 2007). 

b) Plasmina – like - Enzimas que assim como a plasmina atuam diretamente 

degradando à fibrina (LU et al., 2010). Como exemplos podem citar: a 

lumbroquinase (LU & CHEN, 2010) e a nattoquinase (YIN et al., 2010; NI et 

al., 2016). 

Embora se tenha uma grande diversidade de agentes fibrinolíticos, muitos 

apresentam inúmeros efeitos colaterais como: podem proporcionar alergias, são 

termolábeis (ou seja, se decompõe durante o aquecimento), há uma limitação da 

especificidade da fibrina (MURRAY et al., 2010), necessitam de grandes doses 

terapêuticas (MURRAY et al., 2010), apresentam um tempo de meia vida curto, dentro 

do organismo, propiciar uma dissecção aórtica (OLIVEIRA, 2001), além de poderem 

propiciar hemorragias (estima-se que cerca de 20% dos pacientes tratados com 
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ativadores do plasminogênio apresentem algum efeito adverso de sangramento) 

(CHITTE e DEY, 2000; CHUNG et al., 2008). Além disso, um dos maiores problemas 

desses agentes têm sido os elevados preços em virtude do seu alto custo de produção 

(LU et al., 2010). 

Portanto, tem-se buscado novas fontes de enzimas fibrinolíticas, principalmente 

do tipo plasmina-like isto é que atuam diretamente na degradação da fibrina (Figura 3), 

sem necessidade da ativação do plasminogênio em plasmina, ou seja, fármacos 

trombolíticos que atuem apenas no local necessário, evitando os efeitos colaterais já 

citados (UESUGI et al., 2010; NAVEENA & GOPINATH et al., 2012).  

Com isso, a busca por enzimas fibrinolíticas que tenham um custo de produção 

mais barato e que sejam obtidas a partir de metodologias simples e eficazes são de 

extrema importância do ponto de vista industrial (WANG et al., 2011). 

Como já mencionado muitos agentes fibrinolíticos apresentam desvantagens, 

devido a reações alérgicas, baixa eficácia e efeitos colaterais (KIM et al., 2011; 

HUANG et al., 2013; ZHANG et al., 2013) por isso, a busca por novas fontes dessas 

enzimas que sejam mais eficazes, seguras e economicamente viáveis é necessária 

(NAVEENA & GOPINATH et al., 2012). 

Figura 3 - Degradação do coagulo de fibrina pelo extrato bruto contendo a protease fibrinolítica produzida 
pelo Mucor subtilissimus UCP 1262 através da fermentação em estado sólido. A- 0 min, B- 20 min, C – 
40 min, D – 60 min . 

 

 

 

 

 

 

 

3.1  Fontes de enzimas fibrinolíticas 
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Dentre as primeiras fontes de enzimas fibrinolíticas descobertas destacam-se os 

alimentos fermentados de soja: Douch de origem chinesa (WANG et al, 2006), o 

Cheong Guk Jang de origem coreana e o Natto de origem japonesa, ambos consumidos 

a mais de 2000 anos e fermentados com o auxilio de bactérias da espécie Bacillus 

(DUBEY et al., 2011; YOON & HYE, 2010). Esta bactéria é uma das principais 

produtoras de diferentes tipos de enzimas fibrinolíticas, sendo o Bacillus subtilis natto, 

uma bactéria isolada a partir do Natto, e que produz a nattoquinase, uma enzima 

fibrinolítica descrita pela primeira vez em 1987 e que tem sido investigada e utilizada 

no uso clínico, devido a sua capacidade de reduzir a formação de coágulos sanguíneos 

(OMURA et al., 2005; RADNAAABAZAR et al., 2011; ZHANG et al., 2013). 

Alguns animais também têm sido fontes de isolamento de enzimas fibrinolíticas 

sendo isoladas principalmente a partir de veneno de serpente, como exemplos têm as 

espécies: Bothrops pirajai (MENALDO et al., 2012), Bothrops atrox (CINTRA et al., 

2012); Agkistrodon saxatilis (KOH et al., 2011) Lapemis hardwickii (HE et al., 2007) e 

Bothrops colombiensis (VBC) esta última espécie está envolvida na maioria dos 

acidentes ofídicos da Venezuela e têm demonstrado além de uma ação de degradar 

diretamente à fibrina, não possuir uma ação tóxica e nem efeitos secundários como 

hemorragias, sendo investigado seu uso para o tratamento de doenças trombolíticas 

(GÍRON et al., 2013). Outras enzimas com atividade fibrinolítica também tem sido 

encontrada em poliquetas: Neanthes japônica (WANG et al., 2011) e Neanthes japonica 

(Iznka) (DENG et al, 2010), insetos (AHN et al, 2003), minhocas (WANG et al, 2006) e 

até mesmo em tecidos que revestem os ferrões de arraias marinhas como a das espécies 

Dasyatis sephen e Aetobatis narinari (KUMAR et al., 2011).  

As plantas por serem ricas fontes de compostos químicos e com valores 

medicinais, também têm sido alvos de investigações de isolamento de proteases que 

atuem na degradação de coágulos sanguíneos, sendo essas enzimas isoladas e 

caracterizadas a partir do látex de Euphorbia hirta (PATEL et al., 2012), de folhas de 

Spondias dulcis (ISLAM et al., 2013) e até mesmo de ervas, já tradicionalmente 

utilizadas na medicina popular asiática como a Ganoderma lucidum Vk12 (KUMARAN 

et al., 2011). Muitas dessas enzimas fibrinolíticas têm sido isoladas e produzidas a partir 

de diferentes fungos, bactérias,  e algas (LU et al, 2010). Bactérias como os 

Streptomyces sp. tem demonstrado atividade fibrinolítica (CHITTE et al., 2011; 

CHITTE & DESHMUKH, 2011; BHAVANI et al., 2012; JU et al., 2012; MEDEIROS 

E SILVA et al., 2013). 
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Entretanto os fungos vêm se destacando, por produzirem proteases com 

atividades fibrinolíticas de forma extracelular, o que torna uma vantagem para a 

produção e baixo custo em larga escala, entre os fungos mais estudados estão os 

cogumelos comestíveis ou medicinais como o Paecilomyces tenuipes (KIM et al., 

2011), Pleurotus ostreatus (LIU et al., 2014) , Armillaria mellea (LEE et al., 2005); 

Ganoderma lucidium (CHOI & SÁ, 2000) e os fungos filamentosos: Aspergillus oryzae 

KSK-3 (SHIRASAKA & NAITOU, 2012)., Schizophyllum commune (PARK et al, 

2010) e Mucor subtilissimus UCP 1262 (NASCIMENTO et al., 2016).  

2.4 O GÊNERO MUCOR  

Nos últimos 20 anos, entre os micro-organismos utilizados na FES, cerca de 

50% são pertencentes à classe dos fungos filamentosos, 30% de leveduras, 15% 

actinomicetos e 5% bactérias (MARIANO et al., 1995). Sendo que os fungos 

filamentosos vêm se destacando nesse tipo de fermentação. Nos últimos anos, houve 

uma crescente demanda para descoberta de enzimas produzidas por fungos, dentre essas 

enzimas, algumas proteases fibrinolíticas podem ser produzidas como podem ser 

observados na Tabela 2.  

Os fungos são organismos eucarióticos, heterotróficos e eficientes na degradação 

de diversos substratos. Entre os fungos, o gênero Mucor compreende cerca de 80 

espécies altamente prevalentes no meio ambiente (solo, ar, poeira) (MORIN-SARDIN 

et al., 2017) e algumas espécies são conhecidas por serem contaminantes de alimentos 

(carne, frutas, verduras) (MORIN-SARDIN et al., 2016), sendo considerado o mais 

representativo e estudado dentre os gêneros de Mucoraceae.   
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Tabela 2 - Enzimas fibrinolíticas produzidas por fungos e algumas de suas características bioquímicas. 
Espécie Tempo de fermentação para a 

produção da enzima 

Temperatura ótima da enzima 

fibrinolítica  

pH ótimo da 

enzima 

Peso molecular (kDa) Referência 

Lyophyllum shimeji - 37°C 8,0 21 MOON et al., 2014 

Schizophyllum commune 7 dias 50°C 8,0 - PANDEE et al., 2008 

Bionectria sp. 5 dias - - 173, 153 e 80  ROVATI et al., 2010 

Pleurotus eryngii 30 dias 40°C 5,0 14 CHA et al., 2010 

Mucor subtilissimus 

UCP1262 

3 dias 37°C - 97  NASCIMENTO et al., 

2016 

Cordyceps militaris 5 dias 37°C 7,4 52 KIM et al., 2006 

Lignosus rhinocerus - 40°C 7,0 34 e 10 NOOR et al., 2016 

Tremella fuciformis - 40°C 8,0 38 CHOI et al., 2015 
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Esse gênero se destaca pela sua produção de proteases extracelulares, amilases e 

lipases (YEGIN et al., 2011; MORIN-SARDIN et al., 2017). Mucor é um fungo 

filamentoso (Figura 4), mas que pode se apresentar sob a forma leveduriforme podendo 

formar um pseudomicélio ou constituir hifas, que podem agrupar-se ou justapor-se, 

porém nunca formando um micélio verdadeiro (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010; 

YIKE, 2011). É um fungo mesófilo (YEGIN et al., 2011), morfologicamente simples, e 

que pode ser isolado a partir do solo da decomposição de vegetais, frutos e/ou sementes 

(MORIN-SARDIN et al., 2016).  A espécie Mucor subtilissimus pertence ao filo 

Zygomycota, Subfilo Mucoromycotina (MORIN-SARDIN et al., 2016), Classe 

Zygomycetes, Ordem Mucorales, é um grupo filogeneticamente antigo de fungos a qual 

compreende os gêneros filamentosos Rhizopus, Mucor, Rhizo-Mucor, Absidia, 

Cunninghamella, Lichtheimia e Blakeslea (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010; YEGIN et 

al., 2011). 

Figura 4 - Mucor subtilissimus (A) M. subtilissimus crescido em meio Czapek. (B) M. subtillisssimus 

crescidos através da FES utilizando farelo de trigo como substrato.  
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De acordo com Certik & Adamechova (2009) esses fungos se destacam na 

produção de enzimas na FES, o que torna interessante do ponto de vista biotecnológico, 

uma vez que:  

a) A superfície de substratos é suficientemente coberta pelo micélio fúngico 

durante a fermentação; 

b) Observações microscópicas revelaram que as hifas fúngicas penetram nos 

substratos e são capazes de penetrar o mais difícil deles, em virtude da presença 

da pressão de turgescência através da ponta do micélio (Ramachandran et al., 

2004). 

c) Eles crescem com a atividade da água reduzida impedindo ou evitando que 

ocorra uma contaminação por bactérias.  

 

Além disso, são os organismos mais adaptados ao crescimento nos substratos 

sólidos porque seu crescimento filamentoso e apical permite a colonização das 

partículas sólidas para obter a fonte de carbono e os nutrientes minerais pela degradação 

enzimática do substrato (GOMES et al., 2017), tendo vantagens na sua produção de 

enzimas, uma vez que as enzimas são normalmente produzidas extracelularmente, 

tornando mais fácil a sua recuperação a partir do caldo de fermentação, o que facilita o 

processo em larga escala (BIDOCHKA & KHACHATOURIANS, 1988; WONGANU 

et al., 2008). Além do que, as enzimas fúngicas são consideradas mais seguras do que as 

produzidas por bactérias, por apresentarem menos toxicidade (MITRA et al., 1992; 

PANDEY, 1992).  

O gênero Mucor vem sendo bastante utilizado biotecnologicamente na produção 

de amilases (Mucor racemosus), ácidos orgânicos (Mucor piriformis), etanol 

(ESPOSITO & AZEVEDO, 2010; YEGIN et al., 2011), enzimas coagulantes do leite 

(FRAILE et al. 1981; FERNANDEZ-LAHORE et al., 1999).   

Há relatos da presença do Mucor na produção do Douchi, um alimento 

tradicional e popular na China que tem base da fermentação de grãos de soja, há 

registros escritos do processo que remontam desde a Dinastia Xijin (200 d.C) (BAO, 

1985; LUO et al., 2008). Mucor também contribui para a textura e características 

sensoriais de queijos (ZHANG e ZHAO, 2010; HERMET et al., 2012),tendo algumas 

espécies um papel tecnológico fundamental no processamento de produtos lácteos 

(DESMASURES, 2014). Nascimento et al. (2016) mostram a produção de uma protease 
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fibrinolítica produzida pelo Mucor subtilissimus UCP 1262, utilizando farelo de trigo 

como substrato na FES.  

2.5 PROCESSO FERMENTATIVO 

2.5.1 Fermentação em estado sólido (FES) 

As proteases fibrinolíticas são enzimas que podem ser produzidas por 

Fermentação em Estado Sólido (FES) (NASCIMENTO et al., 2016). A FES tem se 

destacado ao longo das duas últimas décadas, conquistando atenção significativa para o 

desenvolvimento de bioprocessos industriais devido a diversidade e a crescente 

produção de bioprodutos gerados (MARIANO et al., 1995; VIJAYARAGHAVAN et 

al., 2016; GOMES et al., 2017) tais como: antibióticos, ácido cítrico e enzimas 

(principalmente as proteases).  

Há uma ampla vantagem por se escolher a FES como processo fermentativo 

industrial em virtude da mesma apresentar: quantidades de enzimas produzidas maiores 

do que quando utilizado a Fermentação submersa (GONZÁLEZ et al., 2003), custos 

menores devido a eficiente produção do produto requerido, em virtude de não necessitar 

de tanto controle dos parâmetros durante a fermentação (ROBINSON & NIGAM, 

2003), ausência de água livre, o que torna menos gastos hídricos (YEGIN et al., 2011), 

um volume de trabalho menor (JYH-PING, 1988), baixo consumo de energia por se 

tratar de um processo estático (SANDHYA et al., 2005), baixo impacto ambiental do 

processo, e de expressão diferencial de metabólitos (LAREO et al., 2006) e uma melhor 

recuperação do produto (GÓMEZ et al., 2005). Até mesmo, um micro-organismo pode 

produzir uma mesma enzima com características bioquímicas diferentes do que aquelas 

produzidas pelo mesmo organismo sob a FS (GERMANO et al., 2003). 

A FES reproduz os processos microbiológicos naturais fornecendo uma 

ancoragem adequada, simulando as reações de fermentação que ocorrem na natureza 

(CERTIK & ADAMECHOVA, 2009) como a compostagem. Em aplicações industriais, 

pode ser utilizada de forma controlada para produzir um produto desejado (COUTO & 

SAROMÁN, 2006). Ao longo da última década, houve uma melhoria significativa na 

compreensão de como projetar, operar e ampliar biorreatores para o seu uso (LAREO et 

al., 2006), já que um dos problemas desse tipo de fermentação é o calor metabólico 

ocasionado pela falta de aeração sendo, portanto um desafio para o processo em larga 

escala. 
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Vários fatores são fundamentais na FES entre eles se destacam o crescimento 

microbiano, tamanho do substrato e a quantidade de umidade no processo fermentativo 

(COUTO & SAROMÁN, 2006). Na FES, o substrato sólido fornece não só os 

nutrientes para a cultura, mas também atua servindo como um ponto de ancoragem ou 

apoio para as células microbianas (COUTO & SAROMÁN, 2006). Além do que, um 

dos maiores problemas na produção de qualquer biomolécula, é que as substâncias 

nutritivas empregadas no meio de cultura elevam o total dos custos de produção, 

portanto com uma redução de despesas do substrato há um aumento na produtividade do 

processo (GÓMEZ et al., 2005). O cultivo em estado sólido oferece a possibilidade de 

utilizar subprodutos, co-produtos e resíduos de alimentos e indústrias agrícolas 

(GÓMEZ et al., 2005; VIJAYARAGHAVAN et al., 2016), sendo assim a FES oferece 

benefícios potenciais nas frentes econômicas e ambientais, com sustentabilidade 

(GOMES et al., 2017). 

A redução do custo de produção de enzimas através desse tipo de fermentação 

no país é favorecida pela possibilidade da bioconversão de subprodutos agrícolas 

(MUSSATTO et al., 2007). Desde 1996, o Brasil tem investido em tecnologias e na 

busca de biomoléculas geradas a partir de produtos agrícolas, subprodutos ou co-

produtos gerados no país (SOCCOL & VANDENBERGHE, 2003; COUTO & 

SAROMÁN, 2006).   

A vantagem é alta, pois a utilização desses produtos é de baixo custo e há uma 

fácil disponibilidade, uma vez que o Brasil se destaca como um dos grandes 

exportadores e produtores de alimentos do mundo (COUTO & SAROMÁN, 2006), 

tendo uma forte produção de resíduos e subprodutos gerados. A utilização de resíduos 

agroindustriais em bioprocessos proporciona não somente uma fonte alternativa, mas 

também ajuda a resolver o problema da poluição ambiental, que em caso contrário, sua 

acumulação pode causar (PANDEY et al., 2000). 

Muitas enzimas, entre elas as proteases já foram produzidas através da utilização 

de resíduos ou subprodutos agroindustriais como substratos: café (PANDEY et al., 

2000), farelo de trigo e arroz (SILVEIRA & FURLONG, 2007), torta de soja 

desengordurada (GERMANO et al., 2003), casca de castanha, farelo  de cevada (Gómez 

et al., 2005), bolo de óleo de coco (RAMACHANDRAN et al., 2004), torta de Babaçu 

(CASTRO et al ., 2011), bagaço de cana, resíduos de banana, resíduos de uva, palha de 

trigo, madeira (IANDOLO et al., 2011), sabugo de milho (CHA et al., 2010). 
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2.5.2 Uso do farelo de trigo como substrato 

Frequentemente utilizado como substrato para a FES o farelo de trigo é visado à 

produção de insumos para a indústria de alimentos, devido à sua abundância 

(COELHO, et al., 1999). Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), o trigo é o segundo cereal mais produzido no mundo, com um 

significativo peso na economia agrícola global. No Brasil, a taxa de aumento do 

consumo do trigo tem sido de 1,31% ao ano (http://www.agricultura.gov.br), segundo 

dados da associação brasileira de indústria do trigo o consumo do cereal em 2017 foi de 

12,100 milhões de toneladas (http://www.abitrigo.com.br/estatisticas-trigo.php). 

O farelo de trigo é constituído da aleurona, ou seja, a película que separa a casca 

do endosperma (RHODES & BRODERICK, 1989), ele possui glúten, é rico em fibras e 

pobre em calorias. A composição nutricional do farelo de trigo esta descrita na Tabela 3. 

Embora venha sendo muito consumido nos últimos anos, em virtude dos seus 

benefícios, suas características organolépticas são pouco agradáveis aos seres humanos 

(SILVEIRA & FURLONG, et al., 2007). O farelo de trigo é mais utilizado para 

alimentação animal, em média o preço de uma tonelada do farelo no Brasil é de 800,00 

reais (http://www.mfrural.com.br, consultado no dia 23 de janeiro de 2018).  

 

Tabela 3 - Composição nutricional em 100 g de farelo de trigo. 
Quantidade por 100 g de farelo de trigo (Energia: 252 kcal) 

Proteína 15,1 g 
Gordura 3,4 g 

Carboidratos 39,8 g 
Fibras 30,0 g 

Ácido Fólico 250,0 mg 
Potássio 900,0 mg 

Ferro 5,0 mg 
Cálcio 69,0 mg 

 

Fonte: Retirado de http://www.tuasaude.com/farelo-de-trigo/, acessado e disponível no dia 12 de julho de 

2016. 

2.6 PROCESSOS DE SEPARAÇÃO, PURIFICAÇÃO E TRATAMENTO FINAIS DE 
ENZIMAS 

De acordo com Yegin et al (2012), qualquer processo de produção de 

biomoléculas independente do tipo de fermentação requer uma fase de produção do 

produto de interesse e uma segunda fase relativa à recuperação e purificação desse 

produto. Sendo a viabilidade econômica das aplicações biotecnológicas das enzimas 
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dependente desses processos de produção eficientes e técnicas de recuperação, de forma 

a preservar a estrutura e a funcionalidade do produto final de interesse (SILVA et al., 

2017). 

Enzimas produzidas por fungos filamentosos geralmente são produzidas de 

forma extracelular, o que facilita a etapa no processo de recuperação, pois não necessita 

de etapas de rompimento celular. Entretanto, uma das grandes dificuldades para 

aplicação tecnológica de enzimas é o seu grau de pureza (SHANMUGAPRAKASH et 

al., 2015). Sadana (1995) afirma que cerca de 80%, do custo do processamento de 

produção de uma enzima seja gasto com a etapa de purificação, com isso é necessário o 

desenvolvimento de técnicas, que sejam mais econômicas e que aumentem a eficiência 

no processo de recuperação enzimática. Produtos farmacêuticos e terapêuticos, por 

exemplo, necessitam de um alto grau de pureza para a sua utilização (BRITES, 2005).   

Dentre as diversas técnicas utilizadas para purificação de enzimas, a precipitação 

é uma das mais antigas adotadas e bem rudimentares, devido à simplicidade da sua 

técnica, geralmente é utilizada como uma pré - purificação, antes da aplicação de 

métodos de maiores resoluções (LUCCARINI et al., 2005; BIAZUS et al., 2010). Os 

reagentes mais utilizados nessa etapa tem sido o uso de solventes ou sais. O sulfato de 

amônio é o sal mais utilizado para precipitar proteína, porque a sua solubilidade permite 

a precipitação com elevada forca iônica (HEU et al., 1995). 

Diversas técnicas e metodologias são utilizadas para eliminar ou reduzir 

compostos que não são desejados pelas indústrias, estas etapas são geridas por uma 

série de fatores, como a sua aplicação, a que se destina e a natureza do material de 

partida (SAWHNEY & SINGH, 2000). Em pequenas escalas (laboratoriais) utiliza se 

operações de membrana, mais conhecida como diálise, em escala industrial essa etapa é 

composta de uma fase de ultrafiltração e uma seguinte de diafiltração (YEGIN et al., 

2011). 

Após etapas de purificação, geralmente muitas enzimas diminuem ou perdem 

suas atividades funcionais,  portanto para as indústrias é necessário que se tenha uma 

purificação rápida, e que seja eficaz e essencial para o desenvolvimento do produto 

(ERJAVEC et al., 2012).  

De acordo com Schmidell et al (2001), o processo de purificação de um produto 

biotecnológico pode ser dividido em 4 etapas principais: 
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a) Etapa – Separação de células e seus fragmentos do meio de cultivo 

(clarificação); 

b) Etapa - Concentração e/ou purificação de baixa resolução, a qual compreende a 

separação da molécula (ex: enzima) de outros componentes indesejáveis ao 

produto final (ex: pigmentos, polissacarídeos, lipídeos, entre outros). 

c) Etapa – Purificação de alta resolução, a qual compreende a separação de classe 

de moléculas com algumas características físico-químicas semelhantes (ex: 

proteínas). 

d) Etapa – Operações para acondicionamento do produto final.  

 

De forma geral a purificação desejada é dependente do número de etapas 

empregadas no processo e do uso a que se refere o produto final (SCHMIDELL et al., 

2001). Dentre esses processos de purificação, temos os de baixa resolução (precipitação, 

ultrafiltração, extração por sistema de duas fases aquosas) e os de alta resolução 

(métodos cromatográficos – troca iônica afinidade, imuno-afinidade, interação 

hidrofóbica, exclusão molecular, membranas adsortivas) (PESSOA JÚNIOR &, 

KILIKAN, 2005). 

2.6.1 Sistema de duas fases aquosas (SDFA) 

O sistema de duas fases aquosas (SDFA) é um tipo de extração líquido – líquido 

que surgiu desde meados de 1950 por Albertsson (MONTEIRO – FILHO, 2010), que 

tentava purificar cloroplastos através de líquidos imiscíveis e que iniciou os primeiros 

estudos da aplicação do SDFA para a purificação de produtos biológicos 

(ALBERTSSON, 1985).  

Tanto a academia quanto a indústria têm mostrado nas últimas duas décadas, um 

grande interesse por esse tipo de purificação (GRILO et al., 2016). Este processo vem 

sendo utilizado em substituição aos métodos comuns de purificação, como solventes 

orgânicos, eletroforeses, cromatografias, ultrafiltração, precipitação, entre outros, pois 

além desses processos serem mais caros, resulta em volumes e rendimentos muito 

pequenos, com um alto custo dos reagentes e dificuldade de dimensionamento desses 

processos em larga escala (LI et al., 2012; RODRIGUEZ-DURAN et al., 2013; 

MEDEIROS E SILVA et al., 2013).  
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Biomoléculas purificadas por SDFA incluem: ácidos clorogênicos (YANG et al., 

2016); íons (JIMENEZ et al., 2016); polissacarídeos (Wang, Y. et al., 2016); enzimas 

(LIMA et al., 2011; PORFIRI et al., 2011; BACH et al., 2012; SALES et al., 2013; 

MEDEIROS & SILVA et al., 2013; BERTRAND et al., 2016); vírus, organelas, 

fragmentos de membrana (COELHO et al., 2013), lectinas (PORTO et al., 2011; 

SOARES et al., 2011) entre outros. 

O SDFA é formado pela adição de dois (ou mais) polímeros solúveis em água ou 

um polímero e um sal específico, que quando colocado em solução aquosa, acima de 

certas concentrações críticas e temperaturas, resultam no aparecimento de duas fases 

aquosas imiscíveis (SALES et al., 2013; PATEL et al., 2018). Quanto aos polímeros 

utilizados, os mais comuns são: o polietilenoglicol (PEG), dextrana (DX) e o 

polipropilenoglicol (PPG) (SCHMIDELL et al., 2001).  

Entretanto o SDFA, utilizando PEG/sal vem sendo mais utilizado, por a dextrana 

ser um polímero caro em comparação aos outros polímeros e por o sistema PEG/sal ser 

uma boa alternativa, com resultados muito satisfatórios a um custo muito baixo (GRILO 

& AZEVEDO, 2016). Além do sistema PEG/sal possui vantagens como uma rápida 

separação de fases, e uma maior seletividade na separação da molécula de interesse 

(SCHMIDELL et al., 2001). 

Outras vantagens do uso do SDFA para a purificação de biomoléculas, tem sido: 

clarificação, maior concentração e purificação parcial integrada em um único passo, 

curto tempo de processamento, baixo consumo de energia, e um ambiente 

biocompatível para a biomolécula por causa da grande quantidade de água nos sistemas 

de extração (PESSOA JÚNIOR & KILIKAN, 2005), possibilidade de ampliação em 

larga escala à temperatura ambiente (desde que sejam respeitados as proporções dos 

volumes obtidos em ensaios de menores escalas) (SCHMIDELL et al., 2001) e a 

possibilidade do reaproveitamento dos polímeros utilizados (GRILO et al., 2016). 

A purificação de proteínas pelo SDFA é favorecida, uma vez que essa molécula 

necessita de um percentual hídrico elevado para garantir a manutenção de suas 

propriedades biológicas, e o SDFA contém cerca de 75 a 90% em massa de teor de água 

em sua constituição (SCHMIDELL et al., 2001; SILVA et al., 2017). Como pode ser 

observar na Tabela 4 há uma escassez de estudos que demonstrem a utilização do SDFA 

para a purificação de enzimas fibrinolíticas produzidas por micro-organismos. 
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Tabela 4 - Purificação de enzimas fibrinolíticas produzidas por diferentes micro-organismos por sistema 

de duas fases aquosas. 

Micro-organismo SDFA utilizado Referência 

Bacillus sp. UFPEDA 485 PEG 8000/Sulfato de sódio SALES et al., 2013 

Streptomyces sp. DPUA1576 PEG 1500/Fosfato MEDEIROS e SILVA et al., 

2013. 

Auricularia polytricha (Mont.) PEG 8000/Fosfato ALI et al., 2014. 

Bacillus subtilis  PEG 4000/amido de 

hidroxipropilo 

LU et al., 2004. 

Bacillus subtilis DC-2 
 

PEG 4000/Sulfato de sódio ONESMUS et al., 2008. 

 

Os fatores mais importantes para a partição de enzimas no SDFA são: a massa 

molar e concentração do polímero, o tipo e a concentração do sal e o pH (SCHMIDELL 

et al., 2001). Outros fenômenos também têm sido alvos para estudo de partição como: 

temperatura, força iônica, influencia da luz, e utilização de polímeros termossensíveis 

(GRILO & AZEVEDO, 2016). 

Além disso, utilizar projetos estatísticos como objetivo de extrair as enzimas 

pelo SDFA é muitas vezes utilizado para investigar a influência de variáveis 

independentes em seu desempenho, permitindo avaliar suas interações e reduzindo o 

número de experimentos (PORTO et al., 2008; KIRSCHET al., 2012; SILVA et al., 

2017). 

Diversos parâmetros influenciam o sistema de duas fases aquosas e a extração 

do bioproduto de interesse, geralmente esses fatores são divididos em duas categorias: 

os fatores inerentes ao próprio sistema (concentração e tipo do polímero, concentração e 

tipo do sal e pH) e os fatores inerentes ao bioproduto de interesse (hidrofobicidade, 

massa molar, conformação da biomolécula e carga) (OLIVEIRA et al., 2001; PESSOA- 

JÚNIOR & KILIKAN, 2005). Nesse sentido, a recuperação, coeficiente de partição e a 

purificação do bioproduto são de vital importância para a sua produção industrial.  

A migração de uma molécula é dada pelo coeficiente de partição que é 

representado pela letra K. Onde, quando o valor de K for >1, significa que houve uma 

migração da molécula para a fase superior (geralmente a fase rica em polímero). 

Quando o valor de K for <1, há uma migração da molécula para a fase inferior 

(geralmente a fase rica em sal). Esse particionamento da molécula, para uma das fases e 

a determinação do K vai depender da sua solubilidade (hidrofóbica ou hidrofílica), da 



37 
 

carga superficial da biomolécula, do pH do SDFA, da forca iônica e da massa molar do 

polímero (geralmente polímeros de massa molar superior a 1500 promovem a partição 

da proteína para a fase sal, fenômeno conhecido como exclusão molecular) 

(SCHMIDELL et al., 2001). 

2.6.2 Métodos cromatográficos  

2.6.2.1 Cromatografia de Troca Iônica 

Schmidell et al. (2001) define que os processos cromatográficos são aqueles em 

que os solutos de um meio liquido (proteínas, peptídeos, anticorpos) são adsorvidos ou 

retidos em uma fase estacionária (matriz), através da qual a fase móvel (eluente) é 

bombeada, sendo um método físico-químico utilizado para analisar, identificar ou 

separar os componentes de uma mistura.  Os mais comumente métodos cromatográficos 

utilizados para a purificação de enzimas fibrinolíticas tem sido: a cromatografia de troca 

iônica e a de exclusão molecular.  

A cromatografia de troca iônica (CTI) é um processo de separação que se baseia 

na afinidade entre os componentes de uma amostra e os sítios iônicos de uma matriz 

sólida (SCHMIDELL et al., 2001). Esse tipo de cromatografia é normalmente utilizado 

para separar biomoléculas (proteínas, polipeptideos, ácidos nucléicos, polinucleótidos, 

carboidratos e polissacarídeos carregados) (AGUILAR, 2004) especialmente proteínas, 

pois apresenta elevada capacidade de adsorção das mesmas (SCHMIDELL et al., 2001). 

A CTI separa as proteínas com base nas diferenças na carga superficial das 

moléculas, sendo a separação ditada pelas interações proteicas com a fase estacionária, 

tendo como um modo clássico a aplicação de um gradiente linear de sal regularmente 

aplicado para a eluição (MONTERO-LOMELI & RUMJANEK, 2013; FEKETE et al., 

2015).   

Quanto à fase estacionária, existem dois aspectos principais: (1) a força da 

interação e a retenção associada (permutador de íons é fraco ou forte) e as (2) larguras 

de pico possíveis (que significa uma melhor eficiência) (FEKETE et al., 2015). Tanto os 

permutadores de cátions quanto os de ânions podem ser classificados como trocadores 

fracos ou fortes, dependendo da força covalentemente ligada à matriz (SCHMIDELL et 

al., 2001; FEKETE et al., 2015).  

O trocador catiônico possui grupos carregados positivamente que foram 

imobilizados sobre um suporte cromatográfico e, portanto irá se ligar a íons carregados 
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negativamente (ânions), já o trocador aniônico tem carga negativa e grupos 

imobilizados que irão se ligar aos íons carregados positivamente (cátions) (AGUILAR, 

2004). As matrizes são classificadas em inorgânicas e orgânicas, sendo as orgânicas 

mais eficientes e podendo ambas ser naturais ou sintéticas (SCHMIDELL et al., 2001). 

No caso das proteínas, o trocador catiônico é bem adequado, mas um forte permutador 

aniônico pode ser aplicado para ligar as proteínas se o seu pI estiver abaixo de pH 7. Os 

trocadores fracos só podem ser úteis em uma segunda instância, se a seletividade dos 

permutadores de íons fortes não for satisfatória (FEKETE et al., 2015). 

Com relação ao pH do tampão de eluição, a faixa mais frequentemente aplicada 

para separações de proteínas está entre 5,5-7,0 (FEKETE et al., 2015) e os tampões 

utilizados com maior frequência para separações de proteínas são: o fosfato (útil entre 

pH 5,5 e 6,8 (pKa ± 6,15)), citrato (2,6 e 3,7 (pKa ±3,1) e o Ácido 2-(N-morfolino) 

etanosulfônico (para pH entre 6,7 e 7,6 (pKa ±7,2) (FEKETE et al., 2015). Após a 

escolha do tampão da fase móvel e do seu pH, outro fator que deve ser otimizado é o 

gradiente de sal. Os mais comumente utilizados para caracterização de proteínas são o 

cloreto de sódio e/ou potássio, usando um gradiente de sal de 0 para 0,2-0,5 M 

(FEKETE et al., 2015). É importante notar que a inclinação do gradiente tem um forte 

impacto na retenção e seletividade e deve, portanto, ser sistematicamente otimizado. 

Entre as vantagens da CTI destacam se: alta resolução, processos de separação e 

recuperação rápidos, e que os componentes do eluente (tampão) são não desnaturantes, 

sendo compatíveis ao sistema de separação, conseguindo recuperar proteínas mesmo em 

baixas concentrações (AGUILAR, 2004).      

Para um processo em larga escala, assim como no SDFA, é necessário que se 

aumentem as variáveis utilizadas no processo, proporcionalmente ao experimento 

obtido inicialmente em colunas menores (SCHMIDELL et al., 2001). Entretanto, na 

CTI o comprimento da coluna permanece constante, diferentemente do seu diâmetro 

que aumenta proporcionalmente a escala desejada (WHEELWRIGTH, 1991; 

SCHMIDELL et al., 2001).   

2.6.2.2 Cromatografia de gel filtração  

A cromatografia de gel filtração (CGF) ou também chamada de cromatografia de 

exclusão molecular, promove como o próprio nome diz, a exclusão por tamanho, 

baseado na diferenciação das proteínas pelo raio hidrodinâmico das mesmas envolvidas 

(MONTERO-LOMELI & RUMJANEK, 2013). A fase estacionária consiste em 
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partículas esféricas porosas com um tamanho de poro cuidadosamente controlado, 

através do qual as biomoléculas são difundidas com base na sua diferença de tamanho 

molecular usando um tampão aquoso como fase móvel (FEKETE et al., 2014), sendo a 

partição conduzida por processos entrópicos sem qualquer adsorção. 

As colunas podem variar em tamanho, desde muito pequenas (por exemplo, 

colunas de centrifugação de <1 ml de volume de leito para separações analíticas) a 

muito grande (para aplicações em escala). O gel ou a matriz é constituído por partículas 

porosas esféricas de tamanho de poro controlado cuidadosamente. Existem 

principalmente dois tipos de materiais de embalagem da CGF: (1) sílica, com ou sem 

modificação de superfície, e (2) embalagens poliméricas reticuladas que podem ser não-

polares (hidrofóbicas), hidrofílico ou iônico, sendo a sílica a mais comumente utilizada 

nos processos de purificação (FEKETE et al., 2014).     

 As proteínas ou moléculas cujo volume efetivo excede o volume do poro são 

expulsas da coluna, no chamado volume espacial (Ve) (SCHMIDELL et al., 2001). Já as 

proteínas menores que o volume dos poros, penetra no mesmo e são arrastadas por um 

eluente, que geralmente é um tampão adequado à manutenção da estabilidade da 

proteína alvo (SCHMIDELL et al., 2001; AGUILAR M.I., 2004). Em virtude desses 

procedimentos, pode ser observado que as proteínas maiores são as primeiras a serem 

recuperadas, seguidas das intermediárias prosseguindo até as proteínas menores 

(SCHMIDELL et al., 2001; FEKETE et al., 2014).  

Algumas variáveis são estudadas, para garantir e melhorar o desenvolvimento do 

processo agregando e tornando o método mais robusto e confiável, são eles: eluentes e 

pH compatíveis com a proteína ou produto de interesse, é necessário um pH e uma 

concentração de sal apropriados para assegurar a forma do pico e sua resolução. 

Geralmente, o pH deve estar próximo do ponto isoelétrico da proteína, e esta deve ser 

solúvel e estável, a seleção do gel/matriz também é importante assim como um tamanho 

de poro apropriado (SCHMIDELL et al., 2001; FEKETE et al., 2014).  

Para caracterização de proteínas, tamanhos de poro típicos entre 150 e 500Aº são 

aplicados. Em proteínas terapêuticas comuns (Massa molecular em torno de 15-80 

kDa), um tamanho de poro de 150-200A˚ é bem adequado, enquanto um tamanho de 

poro de 200-300A˚ é geralmente aplicado para anticorpos monoclonais (Massa 

molecular em torno de 150 kDa). Proteínas muito grandes com massa molecular > 200 

kDa, as fases 500-1000A˚ oferecem a melhor seletividade (FEKETE et al., 2014). Para 

o tampão, uma solução com uma força iônica de 50-200 mM é ideal ajudando a reduzir 
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as interações não específicas entre a proteína e a fase estacionária. O tampão mais 

utilizado é o fosfato em concentração 10-200 mM e pH entre 6 e 7,2 (FEKETE et al., 

2014), lembrando que tampões com alta concentração de sal e modificadores orgânicos 

podem ser perigosos para a bomba e o sistema de purificação podendo bloquear a 

tubulação, por isso é sugerido eliminar sempre os sais do sistema regularmente com 

água ou com um dispositivo aquoso elevado (por exemplo, 5% de acetonitrila ou 

metanol) (FEKETE et al., 2014). 

A grande vantagem da CGF é a instrumentação necessária para este tipo de 

processo, uma vez que é relativamente fácil e barata, além de serem eficientes para 

amostras de dessalinização por meio de tampão e para aplicação na análise de peptídeos 

(AGUILAR, 2004). A Tabela 5 mostra alguns métodos cromatográficos utilizados para 

a purificação de enzimas fibrinolíticas produzidas por fungos. 
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Tabela 5 - Enzimas fibrinolíticas produzidas por fungos e purificadas por métodos cromatográficos.  
 

Fungo produtor da 
enzima fibrinolítica 

Cromatografia 
utilizada 

Tipo de resina Fator de purificação 
obtido 

Recuperação (%) Peso molecular 
(kDa) 

Referência 

Aspergillus oryzae 
KSK-3 

 

Ionica DEAE-Toyopearl 
650C 

5,1 
 

4,9 30,0 
 

SHIRASAKA et al., 2012 
 

Rhizomucor miehei 
 

Gel filtração Sephadex G 200 
 

13,9 12,6 - USAMA et al., 2008 
 

Ganoderma Lucidum 
 

Iônica 
 

DEAE-cellulose 
 

7,9 
 

59,5 
 

33,2 
 

KUMARAN et al., 2011. 

Fusarium sp 
 

Iônica 
 

CM- Toyopearl 
650M (Tosoh) 

39,9 8,4 - UEDA et al., 2007. 

Schizophyllum 
commune BL23 

 

Iônica 
 

DEAE-Sephacel 
 

86,0 
 

36,4 
 

- PANDEE et al., 2008 
 

Neurospora sitophila Gel filtração Superdex 75 75,2 1,1 34,0 LIU et al., 2016 
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2.7 CARACTERIZAÇÃO ENZIMÁTICA E DICROÍSMO CIRCULAR 

A caracterização enzimática é feita com o uso de processos que envolvem 

agentes químicos (uréia, detergentes, ácidos, bases, etc) ou agentes físicos (temperatura, 

pressão, radiação, etc). Através da ação desses agentes o estado nativo da enzima é 

afetado, podendo levar até mesmo a desnaturação da mesma (MONTERO-LOMELI & 

RUMJANEK, 2013).  

Para exercer ou melhorar o seu papel catalítico, muitas enzimas se associam a 

outras moléculas ou íons, fazendo com que sua atividade enzimática ative, ou seja, 

inibida (BORZANI et al., 2001). A esses componentes é dado o nome de co-fatores, 

podendo ser íons metálicos como, por exemplo: Ca2+, Mg2+, Mn2+, Fe2+, entre outros 

(BORZANI et al., 2001) 

Entre os agentes físicos estudados, o dicroísmo circular vem se destacando, pois 

é um importante método que ajuda na determinação do grau de estrutura secundária das 

proteínas, se baseando em princípios físicos (MONTERO-LOMELI & RUMJANEK, 

2013) dados pela diferença de absorção, entre a luz circularmente polarizada à direita e 

a luz circularmente polarizada à esquerda, em moléculas opticamente ativas como os 

carboidratos, proteínas (GUEDES, 2011), ácidos nucleicos, peptídeos, fármacos, etc. 

Para estudos com proteína é necessário que a mesma tenha em torno de 95% de pureza 

(MARTINEZ, 2013), por isso sua importância, nos estudos de mudanças estruturais da 

proteína secundária (TARHAN et al., 2016) uma que o dicroísmo circular é capaz de 

elucidar sua estrutura em solução e em condições experimentais variáveis (YAO et al., 

2018). 

A técnica do Dicroísmo Circular (DC) está baseada na alteração da luz incidente, 

que é quando a proteína interage com a luz circularmente polarizada provocando uma 

alteração na luz incidente (GUEDES, 2011). O DC está na região do espectro 

eletromagnético referente ao extremo ultravioleta, cujo comprimento de onda se estende 

de 190 a 250nm (GUEDES, 2011). 

Embora haja um desafio do DC, para a estimativa de proteínas, devido as suas 

dimensões e flexibilidades (MARTINEZ, 2013). É um método ainda bastante sensível, 

que varia em função do tipo de estrutura secundária apresentada pela proteína e 

permitem a distinção entre conformações de α-hélice (97%), folhas-β (75%), 

(MANAVALAN & JOHNSON, 1987), 50% para torções/voltas, e 89% para outras 

estruturas secundárias (MARTINEZ, 2013). Sendo a proteína dominada por α-hélice 
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com uma banda positiva a 193 nm normalmente e banda negativa a 222 e 208 nm, 

enquanto a proteína dominada por folhas β tem bandas negativas a 218 nm e bandas 

positivas a 195 nm (YAO et al., 2018). 

Dentre as diversas aplicações do DC, as mais estudadas são: conformação de 

proteínas e ácidos nucléicos, estabilidade e termodinâmica de enovelamento, 

desnaturação/desenovelmento, renaturação e estudos da interação entre moléculas 

assimétricas. É interessante estudar o espectro de proteínas dependente da temperatura 

uma vez que, pequenas alterações no sinal de proteína dobrada em relação à temperatura 

refletem em uma verdadeira mudança na conformação e não são simplesmente devido a 

alterações nas propriedades ópticas de uma hélice ou de uma cadeia (MARTINEZ, 

2013). 

Dados de DC podem ser apresentados em diferença de absorbância, elipticidade 

dicroica e elipticidade molar (MANZINI, 2011; MARTINEZ, 2013) e os tipos de 

gráficos podem ser obtidos devido às diferentes estruturas em moléculas quirais 

(MANZINI, 2011).  
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3 ARTIGOS PUBLICADOS 

3.1 CAPÍTULO I – PURIFICATION OF A FIBRINOLYTIC PROTEASE FROM 

MUCOR SUBTILISSIMUS UCP 1262 BY AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEMS 

(PEG/SULFATE) 

Publicado na revista “Journal of Chromatography B” 

Recebido 24 de fevereiro de 2016 

Recebido em forma revisada 13 de abril de 2016  

Aceitado 29 de abril de 2016  

Disponível online 3 de maio de 2016 

Fator de Impacto: 2016: 2.603 

Fator de impacto de 5 anos: 2.711 

 

Resumo 

Uma protease fibrinolítica produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262 foi recuperada 

e parcialmente purificada por sistema de duas fases aquosas (SDFA) 

(polietilenoglicol/sulfato de sódio). A influência simultânea da massa molar do PEG, 

concentração de PEG e concentração de sulfato na recuperação enzimática foram 

investigadas pela primeira vez usando um planejamento fatorial completo 23 e uma 

metodologia de superfície de resposta para identificar as condições ideais para extração 

de enzimas fibrinolíticas por SDFA. Uma vez selecionada a melhor massa molar de 

PEG para o processo (6000 g/mol) foi aplicado um central composto para melhor 

avaliar os efeitos de outras duas variáveis independentes. A enzima fibrinolítica mostrou 

preferencialmente partição para a fase inferior com um coeficiente de partição (K) 

variando de 0,2 a 0,7. Os melhores resultados em termos de purificação enzimática 

foram obtidos com o sistema formado por 30,0% (m/m) de PEG 6000 g/mol e 13,2% 

(m/m) de sulfato de sódio, que assegurou um fator de purificação de 10,0, K de 0,2 e 

rendimento de atividade de 102,0%. A SDS-PAGE e o zimograma de fibrina mostraram 

que a protease purificada possui uma massa molecular de 97 kDa e um ponto isoelétrico 

aparente de 5.4. Quando submetido a ensaios com diferentes substratos e inibidores, a 

enzima mostrou seletividade para succinil-l-ala-ala-pro-l-fenilalanina-p-nitroanilida e 

foi quase completamente inibida pelo fluoreto de fenilmetilsulfonilo, comportando-se 

como uma protease do tipo quimotripsina. Na temperatura ótima que foi de 37°C, a 
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atividade residual da enzima foi de 94 e 68% após 120 e 150 minutos de incubação 

respectivamente. Este estudo demonstrou que a protease fibrinolítica produzida pelo M. 

subtilissimus possui uma potente atividade fibrinolítica em comparação com enzimas 

similares produzidas por fermentação em estado sólido, portanto, pode ser usado como 

agente para a prevenção e terapia da trombose, além disso, parece ter as vantagens de 

produção de baixo custo e simples etapa de purificação. 
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Artigo completo totalmente disponível no site da revista, devido à proteção de direitos autorais. 

3.2 CAPÍTULO II – PURIFICATION, BIOCHEMICAL, AND STRUCTURAL 

CHARACTERIZATION OF A NOVEL FIBRINOLYTIC ENZYME FROM MUCOR 

SUBTILISSIMUS UCP 1262 

Publicado na revista “Bioprocess and Biosystems Engineering” 

Recebido 22 de fevereiro de 2017 

Aceitado 8 de maio de 2017 

Disponível online 12 de maio de 2017 

Fator de Impacto: 2017: 1.870 

 

Resumo 

As proteases fibrinolíticas são enzimas que degradam à fibrina. Elas fornecem 

uma alternativa promissora para medicamentos para terapia trombolítica. Uma protease 

isolada do fungo filamentoso Mucor subtilissimus UCP 1262 foi purificada em três 

passos: precipitação com sulfato de amônio, cromatografia de troca iônica e de exclusão 

molecular, além disso, a enzima foi caracterizada bioquimicamente e estruturalmente.  

A protease fibrinolítica purificada apresentou uma massa molecular de 20 kDa, um 

ponto isoelétrico aparente de 4,94 e uma estrutura secundária composta principalmente 

de α hélice. A enzima apresentou seletividade para N-succinilAla-Ala-Pro-Phe-p-

nitroanilida como substrato cromogênico sugerindo que é uma serino protease do tipo 

quimotripsina, cuja atividade foi aumentada pela adição de Cu2+, Mg2+, e Fe2+. A 

enzima mostrou uma atividade fibrinolítica de 22,53 U/mL a 40 °C e o seu contato com 

polietilenoglicol não conduziu alterações significativas na sua estrutura secundária. Esta 

proteína representa um importante exemplo de uma nova enzima fibrinolítica com 

potencial uso no tratamento de distúrbios tromboembolíticos, tais como acidentes 

vasculares cerebrais, embolia pulmonar e trombose venosa profunda. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Foi possível a extração e purificação de 2 proteases com atividade fibrinolítica 

produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262 através de sistema de duas fases aquosas 

(PEG 6000/Sulfato de sódio) e métodos cromatográficos. As enzimas possuem uma alta 

especificidade para degradação de fibrina e suas características bioquímicas e estruturais 

foram descritas e relevantes para possíveis aplicações terapêuticas in vivo e in vitro, 

sendo obtidos processos que propõem reduzir etapas e proporcionar uma maior rapidez 

no processo de purificação de enzimas fibrinolíticas produzidas por fungos 

filamentosos. 
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