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RESUMO - Lipases sdo enzimas aplicaveis a diversos setores industriais, podendo ser obtidas de fontes
microbianas a partir de fermentacdo em estado sdlido utilizando matrizes oriundas de residuos agroindustriais. A
separacdo e a concentracdo da enzima podem ser feitas através de varios métodos, sendo que 0s processos de
separacdo por membranas apresentam vantagens sobre outras técnicas, como economia de energia, simplicidade
de operacdo e viabilidade de uso em escala industrial. Objetivou-se concentrar as lipases produzidas a partir de
fermentacdo em estado sélido com fungos filamentosos e residuos agroindustriais, através de processos de
filtragdo tangencial com membranas de acetato de celulose e de polietersulfona. O uso de processos sucessivos
de microfiltracdo e ultrafiltracdo possibilitaram a obtencdo de concentrados com atividade de hidrolise 3 vezes
superior a do extrato inicial. Os resultados evidenciaram a viabilidade do processo de concentragdo de lipases de
Aspergillus niger utilizando membranas, sendo uma alternativa aos tradicionais métodos de separacdo e
concentragdo de enzimas.
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1 INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas muito utilizadas que podem catalisar reagcdes de hidrélise parcial ou total de
triacilglicerdis em acidos graxos livres, mono e diacilgliceréis, atuando também em reacdes de esterificacéo,
interesterificacdo e transesterificacdo, quando em ambiente com restricdo de &gua. Lipases sdo aplicaveis a
diferentes setores, como indUstrias de alimentos, detergentes, tecidos, polpa e papel, gorduras, 6leos, tratamento
de efluentes, polimeros biodegradaveis, farmacos, testes de diagndstico, cosméticos, chas, aplicagdes médicas,
biossensores, couro, biodiesel, como revisado por diversos autores (TREICHEL et al., 2010; COLLA;
REINEHR; COSTA, 2012; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).
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Enzimas microbianas sdo preferiveis para aplicagdes industriais em virtude dos menores tempos de
geracdo para producdo, facilidade de manipulagdes genéticas, aumento de escala e purificacdo, especificidade e
estabilidade. As lipases industriais sdo produzidas principalmente por fungos filamentosos, em especial dos
géneros Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum e Fusarium (NAGARAJAN, 2012). Apoés a
producdo das enzimas torna-se necessario efetuar a separagdo e purificagdo das mesmas. A separagdo e
purificagdo de uma enzima é um dos maiores desafios da area de processos de separacdo, em virtude das
caracteristicas singulares das particulas que devem ser concentradas (VARDANEGA et al., 2013).

As tecnologias de separacdo por membranas podem ser uma alternativa para essa situacao, pois trazem
diversas vantagens: economia de energia, seletividade, separacdo de compostos termolabeis, simplicidade de
operacdo e de aumento de escala (STRATHMANN; GIORNO; DRIOLI, 2006). Entre as principais aplicagdes
dos processos de separacdo por membranas estdo: esterilizagdo, clarificagdo, concentracdo de células,
fracionamento e concentracdo de proteinas, recuperacao de solventes utilizados na extracdo de 6leos, tratamento
de efluentes, purificacdo de enzimas, dessaliniza¢do da &gua, entre outras diversas aplicacdes (STRATHMANN;
GIORNO; DRIOLLI, 2006).

O objetivo deste trabalho foi concentrar lipases produzidas a partir de fungos filamentosos utilizando

processos sequenciais de separagdo por membranas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producao de lipases através de fermentacdo em estado solido

O processo de fermentacdo em estado sdlido para a producdo de lipases foi realizado em bandejas de
polipropileno com quantidade inicial de meio seco de 250 g. O meio de cultivo utilizado foi composto de 85 %
de farelo de trigo e 15 % de casca de arroz. A umidade foi ajustada a 65 %, sendo também adicionados 2 % de
6leo de soja como indutor e solucdo salina com micronutrientes, de acordo com Colla (2009). Ap6s o preparo do
meio foi realizada a inoculagdo do fungo Aspergillus niger O-4 com a adigdo de 10’ esporos/g de substrato. As
bandejas foram tampadas com manta acrilica hidrofébica e incubadas em estufa a 30 °C por 6 dias (144 h),
sendo entdo efetuada a extracdo das enzimas (COLLA, 2009) para a realizacdo dos processos de separa¢do com

membranas.
2.2 Separacdo e concentracao das lipases com membranas

Os ensaios de concentracdo das enzimas foram realizados em um moédulo de membranas com
configuracdo plana, confeccionado em acrilico, apresentando uma érea (til de filtragio de 0,006 m? (60 cm?).
Foram utilizadas cinco membranas planas distintas, sendo duas de microfiltracdo (de acetato de celulose, com 20
pm e 0,45 um de didmetro de poro) e trés de ultrafiltragdo (de polietersulfona, com massas molares de corte de
100 kDa, 50 kDa e 20 kDa).
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O extrato enzimatico foi inicialmente submetido a uma microfiltracdo com a membrana de 20 um para a
retirada de material particulado em suspensdo. Com o permeado dessa filtracdo procedeu-se uma segunda
microfiltracdo, desta vez com a membrana de 0,45 um, a fim de separar particulas maiores que 0,1 pum
provenientes da fermentagdo. Apos as duas microfiltragces foram efetuados mais trés processos sequenciais de
separacdo, utilizando trés membranas de ultrafiltracdo (com massas molares de corte de 100 kDa, 50 kDa e 20
kDa), de forma a fracionar o extrato enzimatico. O permeado de cada filtracdo foi utilizado como alimentacdo do

processo subsequente.

2.3 Determinagdes analiticas

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl e a atividade de hidrélise dos extratos
enziméticos da alimentagdo, do permeado e do retido dos processos de filtragcdo foi determinada, em triplicata,
através do método proposto por Burkert, Maugeri e Rodrigues (2004), o qual se baseia na titulagdo com
hidréxido de sédio dos &cidos graxos livres liberados pela acdo da lipase presente no extrato enzimatico sobre o0s

triacilglicerois do azeite de oliva emulsionados em goma arabica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados de atividade de hidrélise das amostras em cada etapa do processo
de filtracdo sequencial, assim como os teores de proteinas presentes. Pode-se observar que o teor de proteinas,
assim como a atividade de hidrdlise do extrato bruto inicial, do permeado e do retido da primeira microfiltracdo
foram estatisticamente iguais (p > 0,05), o que pode ser explicado pela reten¢do de eventuais particulas maiores
que 20 um presentes nesse processo, levando a uma concentragdo semelhante de particulas pequenas, como as
proteinas, em ambas as correntes (retido e permeado). A partir do permeado da ultrafiltragdo com a membrana de
100 kDa o teor de proteinas foi significativamente menor, evidenciando que a maior retencdo de proteinas
ocorreu nesta etapa do processo.

Em relagdo a atividade de hidrolise observa-se que o extrato bruto inicial apresentou resultados iguais
(p > 0,05) as amostras da primeira e da segunda microfiltracdo. O retido da ultrafiltracdo de 100 kDa apresentou
resultados mais elevados tanto para a atividade de hidrélise quanto para a atividade especifica, indicando que as
lipases produzidas na fermentacdo em estado sdlido foram retidas nessa membrana, concentrando as enzimas.
Algumas lipases ainda permearam essa membrana, mas foram completamente retidas na membrana de 50 kDa.
A partir do permeado dessa membrana os resultados de atividade de hidrélise foram nulos, mostrando que as
enzimas foram retidas pelas membranas nos Gltimos processos.

Na segunda microfiltragdo (0,45 um) houve a retencéo de lipases com atividade de hidrolise. Como o
fator de concentracéo foi de 6 nesta etapa e ndo houve diferenca significativa na atividade enzimatica do retido e
do permeado, pode-se dizer que houve a retencdo de 17 % da enzima presente. Embora essas proteinas
normalmente apresentem peso molecular entre 20 kDa e 80 kDa, o fenémeno de incrustacdo com o blogueio dos

poros pode ter levado a essa retencdo das enzimas.
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Tabela 1 — Resultados de atividade de hidrdlise das amostras em cada etapa do processo de separacdo sequencial

por membranas

Processo Amostra Proteina AR Alen Ran
(mg/mL)* (U/mL)* (U/mg)* (%)

Extracéo Inicial 15,36 + 0,68 20,24 + 0,65 1,318 + 0,042 -
Microfiltragio Retido 14,26 + 1,36 19,78°+ 1,95 1,387°+ 0,137 )as

(20 pm) Permeado 15,53" + 1,30 19,32° + 1,95 1,244% + 0,126 '
Microfiltragio Retido 26,25+ 1,86 18,86° £ 0,65 0,718+ 0,025 .

(0,45 um) Permeado 10,06° + 1,86 14,72" £ 0,65 1,423 + 0,065 ’
Ultrafiltracéo Retido 17,19°+0,06 60,72 + 3,90 3,532+ 0,227 0240

(100 kDa) Permeado 2,49 £ 0,19 4,60° + 0,65 1,845 + 0,261 ’
Ultrafiltragdo Retido 3,947£0,00 7,82°+1,30 1,986° + 0,330 100,00

(50 kDa) Permeado 2,54 0,12 0,00 0,00° '
Ultrafiltracio Retido 2,45% + 0,25 0,00 0,00°

(20 kDa) Permeado 1,84 0,12 0,00 0,00° .

AH: atividade de hidrolise, AH.g,: atividade especifica de hidrolise, Ray: Retengéo da atividade de hidrolise.
*Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo

apresentam diferenca significativa entre si com um nivel de significancia de 5%.

A ultrafiltragdo com a membrana de 100 kDa levou a obtencdo de um retido com atividade de hidrélise
4,3 vezes superior a sua alimentacdo, mostrando que o processo de separa¢do por membranas é uma alternativa
viavel a concentracdo das lipases produzidas por fungos a partir de fermentagdo em estado sélido com residuos
agroindustriais. A atividade especifica de hidrélise também aumentou 2,5 vezes apds a realizacdo dessa etapa do
processo.

O permeado da ultrafiltragdo de 100 kDa e o retido da ultrafiltracdo de 50 kDa apresentaram uma
atividade enzimatica menor que as fragGes anteriores, mostrando que a maior parte das lipases produzidas pelo
fungo foi retida na membrana de 100 kDa. Ap0s a etapa de ultrafiltragdo com a membrana de 50 kDa nédo houve
o registro de atividade de hidrdlise, embora algumas particulas proteicas tenham permeado essa membrana.

As enzimas, como proteinas, possuem uma estrutura quimica bastante complexa. No caso das lipases
podem ser encontrados de 250 a até 550 residuos de aminoacidos fazendo com que a sua estrutura apresente
areas com maior ou menor afinidade pela estrutura da membrana (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). No
caso deste trabalho, que utilizou membranas de ultrafiltracdo hidrofilicas de polietersulfona, houve uma elevada

retencdo de moléculas menores que 100 kDa na membrana com essa massa molar de corte. Deve-se enfatizar
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gue o parametro conhecido como massa molar de corte das membranas de ultrafiltracdo considera a retencdo de
cerca de 90 % das particulas maiores que esse valor, sendo que os poros da membrana ndo sdo simétricos,
havendo a presenca de muitos poros menores e outros maiores que a média. Além disso, os parametros
divulgados pelos fabricantes de membranas podem gerar resultados bastante diferentes em fungdo da
metodologia e das condigdes de teste utilizadas (CAUSSERAND et al., 2010).

Em relacéo a retencdo da atividade de hidrdlise, calculada levando em consideracdo a razdo entre a
atividade enzimatica do permeado e do retido, verificou-se que ndo houve retencdo significativa na primeira
microfiltracdo e chegou a 22 % na segunda microfiltracdo. Na primeira ultrafiltracdo este indice foi de 92 %,
atingindo 100 % de retencdo da atividade de hidrélise na segunda ultrafiltracdo, tornando a Gltima ultrafiltracdo

desnecessaria para 0 processo no que diz respeito a retencdo de atividade enzimatica.

4 CONCLUSAO

A combinagdo de processos sequenciais de separa¢do por membranas, utilizando um modulo de
filtracdo tangencial com membranas de microfiltracdo (20 um e 0,45 um) e de ultrafiltracdo (100 kDa, 50 kDa e
20 kDa) levou & obtengdo de concentrados enzimaticos com atividade de hidrdlise 3 vezes superior ao extrato
inicial, evidenciando a viabilidade de aplicacdo deste tipo de processo, como uma alternativa aos métodos
tradicionais de separagdo e concentragéo.
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