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APRESENTAÇÃO
A microbiologia tem sido um assunto recorrente nos últimos anos, desde os corredores 

universitários aos locais informais, as conversas vão desde as bactérias multirresistentes, 
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de 
pandemia viral que marcará na história o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui 
o estudo dos seres vivos microscópicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, 
estrutura, fisiologia, reprodução, genética, taxonomia, interação com outros organismos e 
com o ambiente além de aplicações biotecnológicas. 

Como ciência, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atrás, e tem passado 
por constantes avanços graças a descobertas e inovações tecnológicas. Sabemos que 
os microrganismos são encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de 
conhecimento que havia antes da invenção do microscópio hoje não é mais um problema 
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, 
vírus, fungos e protozoários.

A grande importância dessa temática se reflete no material de qualidade já publicado 
na Atena Editora e mais uma vez recebe os nossos holofotes com o tema “Projetos 
Inovadores e Produção Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas 
desenvolvidas em diversos institutos do território nacional contendo análises de processos 
biológicos embasados em células microbianas ou estudos científicos na fundamentação 
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saúde/doença.

Temas ligados à inovação e tecnologia microbiana são, deste modo, discutidos 
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos 
aqueles que de alguma forma se interessam pela saúde em seus aspectos microbiológicos. 
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados práticos obtidos 
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais 
pesquisadores de outras subáreas da microbiologia. 

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A fibrina é uma proteína estrutural 
responsável pela formação de coágulos 
sanguíneos. Entretanto uma desregulação nesse 
processo pode provocar acúmulo de coágulos na 
corrente sanguínea, desencadeando doenças 
graves como embolia pulmonar, trombose e 
acidente vascular cerebral. Proteases com 
atividade fibrinolítica atuam na dissolução desses 
coágulos sanguíneos a partir da “quebra”, por 
hidrólise, da molécula de fibrina. Devido a esse 
potencial das enzimas fibrinolíticas, essas 
se tornaram alvos de diversas pesquisas de 
aplicação. As enzimas de origem microbianas se 
tornam muito interessantes, já que proporcionam 
fácil manuseio, produtividade alta e baixo custo 
de produção. No bioprocesso para a produção 
dessas enzimas os sistemas de duas fases 
aquosas (SDFA) constituem-se em uma técnica 
que pode, com uma única etapa, clarificar, extrair, 
pré-purificar e concentrar a amostra. O SDFA 
frequentemente é composto por polímeros e sais, 
que quando suas concentrações estão acima da 
curva de equilíbrio resulta na formação de duas 
fases imiscíveis, as quais podem ser utilizadas 
para separar os contaminantes do composto de 

http://lattes.cnpq.br/1797280118220965
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interesse. O objetivo desse trabalho foi particionar proteases fibrinolíticas produzidas por 
Aspergillus tamarii Kita UCP1279 através do sistema de duas fases aquosas PEG-Fosfato. O 
extrato bruto obtido com o processo de fermentação em estado sólido apresentou atividade 
fibrinolítica de 25,49 U/mL, esse extrato bruto foi a adicionado ao um SDFA composto por 
PEG e Fosfato em diferentes concentrações, de acordo com um planejamento fatorial 24. As 
melhores condições de pré-purificação da enzima foram as obtidas com 12,5% de PEG 8000, 
15% de Fosfato e pH 8.0, onde obteve-se um coeficiente de partição (K) de 0,06, rendimento 
(Y) na fase sal de 487,2% e fator de purificação (FP) de 14,1. A pré-purificação da enzima 
fibrinolítica do Aspergillus tamarii Kita UCP1279 por SDFA PEG-Fosfato apresentou um bom 
fator de purificação, demonstrando a eficiência do método de purificação escolhido.
PALAVRAS - CHAVE: Enzima fibrinolítica; Sistema bifásico; Aspergillus tamarii; Fermentação; 
Extração.

PARTITIONING FIBRINOLYTIC PROTEASES PRODUCED BY ASPERGILLUS 
TAMARII KITA UCP 1279 USING PEG-PHOSPHATE AQUEOUS TWO-PHASE 

SYSTEMS
ABSTRACT: Fibrin is a structural protein responsible for the formation of blood clots. 
However, a deregulation in this process can cause clots to accumulate in the bloodstream, 
triggering serious diseases such as pulmonary embolism, thrombosis and stroke. Proteases 
with fibrinolytic activity act in the dissolution of these blood clots by “breaking”, by hydrolysis, 
the fibrin molecule. Due to this potential of fibrinolytic enzymes, they become targets for 
several application researches. The enzymes of microbial origin become very interesting, 
since they provide easy handling, high productivity and low production cost. In the bioprocess 
for the production of these enzymes, the aqueous two-phase systems (ATPS) are previously 
used in a technique that can, with a single step, clarify, extract, pre-purify and concentrate 
a sample. ATPS is often composed of polymers and salts, which when their concentrations 
are above the equilibrium curve results in the formation of two immiscible phases, as ATPS 
can be used to separate contaminants from the compound of interest. The objective of this 
study was to partition fibrinolytic proteases produced by Aspergillus tamarii Kita UCP1279 
through the two-phase aqueous PEG-Phosphate system. The crude extract obtained by 
the solid state fermentation process presented fibrinolytic activity of 25.49 U/mL, this crude 
extract was added to an ATPS composed of PEG and Phosphate in different specifications, 
according to a factorial design 24. The best enzyme pre-purification conditions were obtained 
with 12.5% PEG 8000, 15% phosphate and pH 8.0, where a partition coefficient (K) was 0.06, 
the yield (Y) in the salt phase was 487.2% and the purification factor (PF) was 14.1. The 
pre-purification of the fibrinolytic enzyme of Aspergillus tamarii Kita UCP1279 by ATPS PEG-
Phosphate presented a good purification factor, demonstrating an efficiency of the chosen 
purification method.
KEYWORDS: Fibrinolytic enzyme; Two-phase system; Aspergillus tamarii; Fermentation; 
Extraction.

1 |  INTRODUÇÃO
A fibrina é uma proteína estrutural formada a partir de reações de polimerização 
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na corrente sanguínea (CHOI et al., 2018). Esta molécula é responsável pela formação 
dos coágulos sanguíneos, onde age como uma malha que envolve os componentes do 
sangue. A coagulação excessiva pode ser desencadeada por diversas razões, como por 
exemplo, distúrbios hereditários (AIELLO et al., 2020), acidentes com animais peçonhentos 
(SARTIM et al., 2017) e pela ação do hormônio estrogênio (ABOUL et al., 2020). O acúmulo 
de coágulos sanguíneos pode desenvolver doenças graves e bastante incidentes como 
a embolia pulmonar, trombose e o acidente vascular cerebral (AVC). Devido a isso, é 
comum a busca por compostos que proporcionem a clivagem das ligações peptídicas das 
moléculas de fibrina e, consequentemente, a dissolução dos coágulos, o que pode se dar 
por enzimas proteolíticas, as denominadas proteases fibrinolíticas (ARAÚJO et al., 2018; 
KRAUSE et al., 2019). 

Esse potencial das proteases fibrinolíticas, as torna alvos de diversas pesquisas de 
aplicação, traduzindo-se em uma ampla gama de subprodutos. Os fármacos já existentes 
para o tratamento das enfermidades supracitadas possuem intensos efeitos colaterais, 
o que aumenta ainda mais a procura por proteases fibrinolíticas, já que estas atuam 
diretamente no coágulo sanguíneo, superando algumas das desvantagens dos fármacos já 
disponíveis no mercado. Outra razão para o aumento dessa procura, se dá pelo mercado 
global industrial de enzimas, que caracteriza uma visão positiva no setor financeiro, já que 
o mercado está projetado para atingir US $ 10,519 milhões em 2024, registrando uma 
taxa de crescimento anual composta de 5,7% de 2018 a 2024 (NASCIMENTO et al., 2016; 
PORTLAND, 2018).

As proteases fibrinolíticas podem ser obtidas através de plantas como as sementes 
de Gliricidia sepium e o látex da figueira Ficus carica (DA SILVA et al., 2019; HAMED 
et al., 2020), de animais tais como o anelídeo Whitmania pigra e a serpente Bothrops 
jararaca (JIANG et al., 2020; OLAOBA et al., 2020), como também de microrganismos: 
bactérias (Bacillus sp., Streptomyces sp.), fungos (Mucor sp., Aspergillus sp.) e microalgas 
(Chlorella sp.) (CHANDRAMOHAN et al., 2019; E SILVA et al., 2018; NASCIMENTO et al., 
2016; OCHNEVA et al., 2019; SUN et al., 2016).  Devido às questões éticas que envolvem 
a manipulação de animais e aos distúrbios climáticos que podem atingir as plantações, 
juntamente com o alto custo gerado com a produção de proteases fibrinolíticas obtidas 
dessas fontes, a utilização de microrganismos têm se tornado muito interessante, já que 
proporciona fácil manuseio, produtividade alta e baixo custo de produção (DA SILVA et al. 
2019; DORNBUSCH et al. 2000; GURUMALLESH et al., 2019; WANG et al. 2012). 

Quando a produção de enzimas se dar por microrganismos, faz-se necessário 
a aplicação de algum tipo de bioprocesso, que são etapas que compreendem desde o 
tratamento do meio no qual o microrganismo irá se multiplicar até a formulação final do 
bioproduto (FLORES et al., 2019). De acordo com as técnicas empregadas no bioprocesso, 
a demanda por tempo e verba podem se tornar altas, por isso é contínuo a busca por 
procedimentos que diminuam tais problemáticas. Como alternativa de diminuição das 
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etapas do downstrean destaca-se o sistema de duas fases aquosas (SDFA), uma técnica 
que pode, com uma única etapa, clarificar, extrair, pré-purificar e concentrar a amostra. O 
SDFA frequentemente é composto por polímeros e sais, que em concentrações acima da 
curva de equilíbrio, resulta na formação de duas fases imiscíveis, onde podem ser utilizadas 
para separar os contaminantes do composto de interesse, realizando a sua purificação 
(IQBAL et al., 2016).

O objetivo desse trabalho foi particionar proteases fibrinolíticas produzidas por 
Aspergillus tamarii Kita UCP1279 através do sistema de duas fases aquosas PEG-Fosfato.

2 |  METODOLOGIA

Microrganismo
Foi utilizado nesta pesquisa, o fungo Aspergillus tamarii Kita UCP1279 (Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado/ 
Cadastro N° AA30B0B) isolado do solo da Caatinga do estado de Pernambuco, através do 
projeto RENNORFUN/CNPq/FACEPE e encontra-se na coleção de culturas da Universidade 
Católica de Pernambuco. 

Fermentação em estado sólido
A linhagem foi mantida em meio sólido CZ (Czapek Dox Ágar) e incubado a 30ºC 

por 7 dias até esporulação. Como substrato foram utilizadas 3g de substrato agroindustrial, 
farelo de trigo, em erlenmeyers de 125mL seguido de esterilização a 121ºC/1atm por 
30min. O substrato foi então umedecido com uma solução de sacarose (200g/L) para 
alcançar o teor de umidade 70% e inoculado com uma concentração de 107 esporos/mL.  
Os erlenmeyers foram colocados em estufa incubadora BOD durante 48 horas a 30ºC 
(BATISTA et al., 2020).

Extração do caldo fermentado
A extração foi realizada utilizando a proporção de 7,5 mL de água destilada para cada 

1g de substrato, o qual foi encaminhado para um agitador orbital a 100 rpm por 2 horas. Em 
seguida, foi realizada a filtração, utilizando papel de filtro (Watman nº1), por fim, realizou-
se uma centrifugação por 20 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi encaminhado para 
realização das demais etapas (BATISTA et al., 2020).

Dosagem de proteína total
O método descrito por SMITH et al. (1985) foi utilizado para a determinação da 

concentração de proteínas totais. Albumina de soro bovino foi utilizada como substância 
padrão para a curva de calibração.

https://www.google.com/search?biw=1366&bih=576&sxsrf=ACYBGNRt4L7P09ew5lNiiCR6TzWJMEd4Hw:1567978629316&q=erlenmeyers&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwij0dzJl8LkAhVzBtQKHY2VBkwQkeECCC4oAA
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=576&sxsrf=ACYBGNRt4L7P09ew5lNiiCR6TzWJMEd4Hw:1567978629316&q=erlenmeyers&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwij0dzJl8LkAhVzBtQKHY2VBkwQkeECCC4oAA
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Atividade Fibrinolítica 
Para a determinação da atividade fibrinolítica foi utilizado o método descrito por 

WANG et al. (2011), na qual foi preparada uma solução contendo fibrinogênio, tampão Tris-
Hcl- NaCl (pH 7,75), tampão fosfato (pH 7,0) e 20 U/mL de trombina. Com essa metodologia, 
uma unidade de degradação de fibrina (U) da atividade enzimática foi definida como a 
quantidade de enzima capaz de causar um aumento de 0,01 por minuto na absorbância a 
275 nm.
Partição das enzimas através do Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)

O sistema de duas fases aquosas foi preparado em tubos graduados de 15mL, neles 
foram adicionadas soluções do polímero polietilenoglicol (PEG), sais de fosfato e água 
destilada conforme as condições estabelecidas pelo planejamento estatístico 24, exposto 
na Tabela 1. Em seguida, foi acrescentado ao SDFA 1g do extrato bruto de fermentação. 
Após 60 minutos de repouso, as duas fases, rica em PEG (fase superior) e rica em sal (fase 
inferior), foram separas em tubos diferentes para a determinação da atividade fibrinolítica.

Variáveis 
Níveis 

Menor (-1) Central (0) Maior (+1) 
aMMPEG (g/mol) 1500 4000 8000 
bCPEG (% p/p) 12,5 15,0 17,5 
cCPHO (% p/p) 10,0 12,5 15,0 

pH 6,0 7,0 8,0

 Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial 24 usado para a purificação parcial da protease 
fibrinolítica do Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 por SDFA PEG/fosfato. 

a Massa molar do PEG; b Concentração do PEG; c Concentração de fosfato.

Definição das equações do SDFA
A razão da atividade fibrinolítica na fase superior (FAs) sobre a atividade fibrinolítica 

na fase inferior (FAi), estabeleceu o coeficiente de partição (K) (Equação 1). 

            Eq. 1

Como observado na Equação 2, o fator de purificação (FP) foi determinado pela 
divisão da atividade específica na fase inferior do sistema (AEi) pela atividade específica no 
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extrato bruto (AEe). A atividade específica é a razão da atividade fibrinolítica em cada fase 
pela concentração de proteínas totais presentes na respectiva fase.  

               Eq. 2

Para a determinação do rendimento da atividade fibrinolítica (Y), foi calculada a 
razão da atividade fibrinolítica da fase inferior (AFi) multiplicada pelo volume da fase inferior 
(Vi) e a atividade fibrinolítica do extrato bruto (AFe) multiplicado pelo volume de extrato bruto 
adicionado ao SDFA (Ve), o resultado foi expresso em porcentagem (%) (Equação 3).

             Eq. 3

O balanço de massa (BM) foi o resultado da razão entre a soma da multiplicações da 
atividade fibrinolítica na fase superior (AFs) pelo volume da fase superior (Vs) e a atividade 
fibrinolítica na fase inferior (FAi) pelo volume da fase inferior (Vi), e a multiplicação da 
atividade fibrinolítica do extrato bruto (AFe) pelo volume do extrato bruto (Ve). O resultado 
desse cálculo foi multiplicado por 100, para ser expresso em valores percentuais (Equação 
4).

              Eq. 4

Análises estatísticas dos resultados
Os resultados foram avaliados por análise de variância (ANOVA) com nível de 

significância de 95%, utilizando o Software Statistica 8.0 (Statsoft Inc, 2008).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Processo fermentativo
Os dados sobre o extrato bruto gerado no processo de fermentação em estado 

sólido do fungo Aspergillus tamarii Kita UCP1279 são apresentados na Tabela 2.
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Atividade 
proteásica (U/mL)

Atividade 
fibrinolítica (U/mL)

Proteínas 
totais (mg/

mL)

Atividade 
específica (U/

mg)

Extrato bruto 47,26 25,49 133,08 0,19

Tabela 2 – Dados do processo fermentativo.

O resultado de atividade fibrinolítica foi maior que o obtido por Sharma et al., 2020 
(1,90 U/mL) com o extrato bruto do Bacillus cereus RSA1 e o resultado de atividade 
específica foi maior que o obtido por Wang et al., 2011 (0,05 U/mg) com o extrato bruto do 
B. subtilis TKU007.

Partição das enzimas através do Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)
O extrato bruto foi carregado ao sistema de duas fases aquosas nos ensaios 

propostos de acordo com o planejamento fatorial (Tabela 1), entretanto nos ensaios 5, 7 
e 15 não houve formação de fases, isso se deve, provavelmente aos sais que compõem 
o meio de fermentação, que podem deslocar a curva binodal do sistema, alterando os 
requisitos para a formação de fases no sistema (da SILVA et al., 2018).

A atividade fibrinolítica nos ensaios restantes variou de 1,9 U/mL a 3,7 U/mL na fase 
rica em PEG (dados não mostrados na tabela) e de 27,7 U/mL a 42,8 U/mL na fase rica 
em sal (Tabela 3), como pode ser observado, houve um aumento significativo (aumento de 
67,9%) na atividade fibrinolítica da enzima quando extraída, comprovando que o SDFA foi 
eficiente na concentração da amostra.

Todos os ensaios exibiram coeficiente de partição (K) menor que 1 (Tabela 3), 
demonstrando a partição da enzima preferencialmente para a fase rica em sal. Esse 
resultado foi semelhante ao obtidos por Sales et al., 2013 com a protease fibrinolítica 
produzida pelo Bacillus sp. UFPEDA 485, também com Nascimento et al., 2016 com as 
proteases fibrinolíticas produzidas por Mucor subtilissimus UCP1262 e Alhelli et al., 2016 
com as proteases do  Penicillium candidum (PCA 1/TT031). Entretanto, o resultado foi 
diferente do encontrado por da Silva et al., 2018 com o Aspergillus tamarii URM4634, onde 
a protease particionou preferencialmente para a fase PEG.

A Figura 1 demonstra a influência das variáveis no coeficiente de partição (K). De 
acordo com essa análise estatística, a variável que mais influenciou a partição da enzima 
para a fase rica em sal foi o pH, fenômeno justificado possivelmente pelo ponto isoelétrico 
da enzima, onde com o aumento de pH do sistema, a enzima apresentará uma maior 
quantidade de pontos ionizados, favorecendo sua migração para a fase sal e se afastando 
da fase PEG, que é a fase mais hidrofóbica do sistema. Essa característica química de 
cada molécula também justifica a distinção na partição de proteases fibrinolíticas oriundas 
de diferentes fontes, sejam microbianas ou não.

A interação entre as variáveis: massa molar do PEG, concentração do PEG e 
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concentração dos sais de fosfato foi a segunda mais significativa, devido a combinação 
de dois efeitos: volume de exclusão e salting-in .   O efeito do volume de exclusão é 
caracterizado pelo aumento da massa molar do polímero e também sua concentração, o 
que ocasiona a exclusão, sem desnaturação, da biomolécula de interesse para a fase sal 
e o efeito salting-in que é o aumento da solubilidade de proteínas devido ao acréscimo nas 
concentrações do sal, onde os íons salinos interagem com as cargas iônicas das proteínas 
aumentando assim o número efetivo de cargas e a quantidade de moléculas de água 
fixadas à ionosfera proteica aumentando a solubilidade da enzima na fase sal.

As melhores condições de pré-purificação da enzima foram as obtidas com 12,5% 
de PEG 8000, 15% de Fosfato, pH 8.0 (ensaio 14), onde obteve-se um coeficiente de 
partição (K) de 0,06, rendimento (Y) na fase sal de 487,2%, fator de purificação (FP) de 
14,1 e balanço de massas (BM) de 67,4%.

O rendimento foi bastante alto, 487,2%, valores de rendimento superiores a 100%, 
como no presente caso, podem estar associados à remoção de contaminantes e inibidores 
durante a partição, o que aumenta significativamente a atividade enzimática (NASCIMENTO 
et al., 2016).

Com o método de pré-purificação foi possível obter um bom fator de purificação 
(14.1), outros pesquisadores também utilizaram o SDFA para pré-purificação, obtendo 
fatores de purificação menores que o encontrado nesse estudo, a exemplo de da Silva et 
al., 2018 com as proteases do Aspergillus tamarii URM4634 (FP = 2,14); da Silva et al., 
2017 com as proteases do Aspergillus tamarii URM4634 (FP = 3,95), Alhelli et al., 2016 
com as proteases do  Penicillium candidum (FP = 6,8) e Nascimento et al., 2016 com as 
proteases fibrinolíticas produzidas por Mucor subtilissimus UCP1262 (FP = 10,0).

Ensaio aMP

bCP
(%)

cCS pH dAFS
eK fYS

gFPS
hBM

 (g/mol) (%) (U/mL) (%) (U/mL)  

1 1500 12,5 10 6 35,2 0,07 276,2 6,7 65,3

2 8000 12,5 10 6 29,3 0,12 253,0 6,8 68,4

3 1500 17,5 10 6 31,5 0,07 222,4 7,5 90,7

4 8000 17,5 10 6 31,1 0,06 244,1 7,8 69,8

5 1500 12,5 10 8  -  - -  - - 

6 8000 12,5 10 8 31,9 0,07 300,0 9,1 67,4

7 1500 17,5 10 8 - - - -  -

8 8000 17,5 10 8 35,9 0,07 253,3 9,1 70,7

9 1500 12,5 15 6 27,7 0,10 238,6 8,7 69,5

10 8000 12,5 15 6 31,5 0,08 247,3 7,9 67,6

11 1500 17,5 15 6 36,7 0,09 316,9 9,3 75,3
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12 8000 17,5 15 6 25,7 0,09 181,2 8,0 51,9

13 1500 12,5 15 8 37,7 0,10 295,9 12,8 66,8

14 8000 12,5 15 8 41,4 0,06 487,2 14,1 67,4

15 1500 17,5 15 8 - - - - - 

16 8000 17,5 15 8 40,9 0,06 288,8 13,9 52,2

17i 4000 15 12,5 7 42,0 0,07 296,7 10,8 61,1

18i 4000 15 12,5 7 42,8 0,08 302,5 10,1 74,4

19i 4000 15 12,5 7 41,3 0,08 324,2 13,1 59,3

20i 4000 15 12,5 7 35,1 0,07 275,1 11,9 67,8

 Tabela 3 - Partição das proteases fibrinolíticas obtidas por Aspergillus tamarii Kita UCP1279 
através do SDFA PEG-Fosfato.

a Massa molar do PEG; b Concentração do PEG; c Concentração do sal (fosfato); d Atividade 
fibrinolítica na fase rica em fosfato; e Coeficiente de partição; f Rendimento na fase rica em 
fosfato; g  Fator de purificação na fase rica em fosfato; h balanço de massa; i Ponto central.

Figura 1 - Gráfico de Pareto demonstrando a influência das variáveis no coeficiente de partição 
(K) da extração das proteases fibrinolíticas produzidas por Asperpgillus tamarii Kita UCP1279. 

4 |  CONCLUSÕES
Na pré-purificação por SDFA PEG-Fosfato, a enzima fibrinolítica do Aspergillus 

tamarii Kita UCP1279 demonstrou uma maior interação com a fase sal. O sistema proposto 
apresentou um bom fator de purificação na separação da biomolécula, se mostrando em 
um excelente meio para ser aplicado em etapas de purificação desta enzima.
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