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1 Introdução  

Visando o desenvolvimento de bioprocessos eficientes na área ambiental, torna-se 

relevante a busca por estratégias que tornem enzimas eficientes, metodologicamente e 

economicamente viáveis. O fungo filamentoso Trichoderma koningiopsis é um microrganismo 

de destaque na produção enzimática (Camargo et al., 2024; Kubeneck et al., 2025). Devido ao 

seu metabolismo ativo no consumo do meio de cultura proposto e às condições de fermentação 

que possibilitam a indução da produção de extratos enzimáticos complexos, os resultados 

referentes a essa espécie destacam-se como alternativa promissora para diferentes aplicações 

biotecnológicas (Mokrani et al., 2024).  

Diante deste panorama, o presente estudo tem como principal pilar a produção de 

enzimas pelo microrganismo T. koningiopsis e dois métodos distintos de purificação de enzimas 

após a fermentação em biorreator de tipo airlift.  

 

2 Objetivos  

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar métodos de purificação enzimática de 

um biocomposto produzido por fermentação em meio de cultura definido com o fungo 

filamentoso Trichoderma koningiopsis. 

 

3 Metodologia  

Para a obtenção das enzimas, foi realizada uma fermentação com o fungo Trichoderma 

koningiopsis em um meio quimicamente definido. O meio de fermentação foi composto por 60 

g de glicose, 15 g de extrato de levedura, 7,5 g/L de peptona e 3 L de água destilada. O fungo 

T. koningiopsis (código de identificação: GenBank MK860714) encontra-se mantido no banco 
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de microrganismos no Laboratório de Microbiologia e Bioprocessos da Universidade Federal 

da Fronteira Sul - Campus Erechim.  

A fermentação ocorreu no biorreator airlift (Tecnal, Brasil), à temperatura de 28 °C, 

com fluxo de ar de 3,5 LPM (litros por minuto), pH de 7,10 e 300 mL de antiespumante. O 

oxigênio dissolvido foi mantido em, no mínimo, 75%. O biorreator foi autoclavado e, após, 

foram inoculados 106 esporos/mL de Trichoderma koningiopsis. A fermentação completa durou 

48 horas. O extrato bruto final foi filtrado em tecido sintético; o líquido foi centrifugado e o 

sólido descartado. A centrifugação (NT 815 - Nova Técnica, Brasil) foi realizada a 3500 rpm, 

por 30 min a 8 °C. O sobrenadante da centrifugação foi destinado às etapas seguintes do 

presente estudo. 

A quantificação das atividades enzimáticas foi realizada conforme as respectivas 

metodologias padrão citadas abaixo. A enzima lipase, segundo Treichel et al. (2017). A 

atividade de protease foi determinada pela metodologia de Waghmare et al. (2015). A ascorbato 

peroxidase, conforme a metodologia de Nakano e Asada (1981). A amilase foi determinada 

segundo a metodologia de Fuwa (1954) e Pongsawasdi e Yagisawa (1987) e pelo método DNS 

(ácido 3,5-dinitrosalísico) de acordo com Miller (1959), descrito por Kubeneck et al. (2025).  

A purificação enzimática com sistema aquoso bifásico baseou-se em estudos anteriores 

de Klanovicz et al. (2021) e de Preczeski et al. (2018). O sistema foi composto por uma solução 

de polietilenoglicol (PEG) 1500 (concentração p/v) e por uma solução salina (concentração 

p/v). Inicialmente, adicionou-se o PEG 1500 a 50% de concentração, juntamente com o sal em 

solução a 40%, após o que se adicionou o extrato enzimático e se agitou em vórtex. O sistema 

foi mantido em banho de gelo por 20 minutos para que ocorresse a separação das fases. Foram 

coletadas as fases superior e inferior para as etapas subsequentes de determinação da atividade 

enzimática. 

A precipitação foi realizada conforme a metodologia de Golunski et al. (2017). Por meio 

do método, a bomba peristáltica dosou o solvente orgânico, como a acetona. O processo iniciou-

se com o preparo das soluções de sal (cloreto de sódio) nas concentrações de 0,84 mol/L, 0,56 

mol/L e 0,36 mol/L. Já as soluções de acetona em concentrações de 60%, 70% e 80%. 

Adicionou-se o sal ao extrato enzimático; em seguida, acetona, por meio de bomba peristáltica, 

com vazões de 8,5 mL/min, 10 mL/min e 4,6 mL/min, por 3 minutos, mantendo-se em agitação 

constante e sob banho de gelo. 



 

 

 

4 Resultados e Discussão 

As principais atividades enzimáticas relacionadas à fermentação com o fungo 

Trichoderma koningiopsis foram as de amilase (32,02 ± 21,43 U/mL), de ascorbato peroxidase 

(51,09 ± 19,15 U/mL) e de protease (270,00 ± 146,06 U/mL). A enzima amilase é encontrada 

em fermentações resultantes da degradação de estruturas, como polissacarídeos. A glicose no 

meio fermentativo encontrava-se prontamente disponível para assimilação, o que resultou em 

baixa atividade de amilase, o que representa o comportamento natural do metabolismo do fungo 

filamentoso (Kubeneck et al., 2025). A ascorbato peroxidase é uma enzima antioxidante com a 

principal função de inibir as espécies reativas de oxigênio (EROs), impedindo a oxidação. A 

pequena expressão da mesma pode estar relacionada à respiração celular. Como as condições 

de fermentação não foram destinadas a esta alteração, possivelmente ela esteja ligada a 

interações de controle do próprio metabolismo do fungo (Aguirre et al., 2005).  

 Nos resultados obtidos referentes à purificação com sistema aquoso bifásico e 

precipitação com solvente orgânico, as enzimas amilase e ascorbato peroxidase reduziram a 

atividade enzimática em todas as condições utilizadas. Com relação à enzima protease, foi 

observado aumento da atividade enzimática nos dois métodos de purificação (Sistema Aquoso 

Bifásico e Precipitação com Solvente Orgânico), considerado relevante, passando de 270,00 

U/mL para 707,50 U/mL no bifásico e de 487,22 U/mL para precipitação. A enzima protease 

no sistema aquoso bifásico apresentou afinidade pela fase superior, o que indica afinidade pelo 

PEG (polímero) (Asenjo et al., 2012). No método de precipitação com solvente orgânico a 

condição que pode agregar essa enzima sem que ela perdesse atividade, foi a que continha NaCl: 

0,560 mol/L, acetona: 70% e vazão: 10 mL/min.  

As diferenças entre as distribuições no sistema aquoso bifásico e na precipitação com 

solvente orgânico sugerem que as propriedades físico-químicas e as particularidades de cada 

enzima definem essas interações. Portanto, a realização dos dois métodos de purificação com 

solventes orgânicos como acetona e sal cloreto de sódio, e o sistema aquoso bifásico com o 

PEG 1500 e sulfato de amônia, podem melhorar e aumentar a disponibilidade da enzima do 

pool enzimático do biocomposto. Desse modo, entende-se que as metodologias são promissoras 

para a purificação, pois separam a enzima de outros compostos interferentes presentes no meio. 

Com base no aumento observado na atividade da protease, viabiliza-se aplicações. 



 

 

 

5 Conclusão 

Este estudo demonstrou que a fermentação de Trichoderma koningiopsis em biorreator 

do tipo airlift destacou-se na obtenção de um pool enzimático de interesse biotecnológico. 

Diante dos métodos pesquisados, o Sistema Aquoso Bifásico (SAB) e a precipitação com 

acetona mostraram-se estratégias promissoras para o isolamento de proteínas; evidencia-se a 

alta afinidade e eficiência de ambos para a purificação da enzima protease. Com base nas 

condições apresentadas no estudo, o sistema bifásico mostrou-se a alternativa mais eficaz para 

a recuperação da protease, proporcionando o maior incremento em sua atividade enzimática. 
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