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RESUMO - As vantagens da tecnologia de separacdo com membranas incluem condi¢des de processamento
menos severas, baixo consumo de energia e baixo volume de residuos quimicos produzidos. Processos com
membranas para os quais a diferenca de pressdo é a forca motriz tém sido utilizados para concentrar, fracionar e
purificar solucdes diluidas, em particular solugdes aquosas. Em funcdo da natureza e do tipo de solutos e da
presenca ou ndo de particulas em suspensdo, sdo empregadas membranas com diferentes tamanhos e distribuicao
de poros. Objetivando caracterizar os pardmetros de processo que influenciam no fluxo permeado de um extrato
enzimatico contendo lipases e na formacdo de incrustacdo na membrana, realizaram-se cinco filtragfes
tangenciais sequenciais, com membranas de microfiltracdo e ultrafiltracdo. Os fluxos permeados obtidos nas
microfiltragdes com membranas de 20 um e 0,45 pm foram de 3224 L/m”h e de 61 L/m2.h, respectivamente.
Nas ultrafiltragdes com membranas de 100 kDa, 50 kDa e 20 kDa os fluxos permeados foram de 74 L/m?.h, 80
L/m%h e 20 L/m*h, respectivamente. Apesar do segundo processo de microfiltracdo e dos trés processos

subsequentes de ultrafiltragdo terem apresentado resisténcias superiores a 4 x 102 m*

., observou-se que a
incrustacdo formada nas etapas apresentou uma natureza majoritariamente reversivel, podendo ser removida por
processos de limpeza.
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1 INTRODUCAO

A producéo de enzimas estd em um momento de evolucdo, em funcdo da melhor compreensdo da
estrutura de cada enzima, de seu crescente uso e da busca pela otimizagdo dos processos de producdo e

purificacdo. O mercado industrial de aplicagdo de enzimas continua a crescer devido ao desenvolvimento de
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novas tecnologias, ao uso da engenharia genética durante a producdo e a necessidade de novos campos de
aplicacdo. O mercado global de enzimas industriais foi estimado em 3,3 bilhdes de ddlares em 2010 e espera-se
que atinja 4,4 bilhdes de délares em 2015 (BINOD et al., 2013).

As lipases sdo enzimas muito utilizadas que podem catalisar reacdes de hidrdlise parcial ou total de
triacilglicer6is em &cidos graxos livres, mono e diacilglicerdis, atuando também em reagdes de esterificacéo,
interesterificacdo e transesterificagdo, quando em ambiente com restricdo de agua. Lipases sdo aplicaveis a
diferentes setores industriais (NAGARAJAN, 2012; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).

Ap6s a producdo das enzimas torna-se necessario efetuar a separacdo e purificacdo das mesmas. A
separacdo e purificacdo 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).

A separacdo de componentes a partir de uma mistura é uma importante opera¢do unitéria. H& diversas
tecnologias disponiveis para 0s processos de separacdo, com base nas propriedades fisicas e quimicas da mistura.
Um dos processos que esta se tornando cada vez mais atrativo é a separacdo com membranas atraves da filtracéo
tangencial, em virtude do surgimento de novos tipos de membranas e da modificacdo de pardmetros de
processos, variando a pressdo, velocidade tangencial, carga eletrostatica e temperatura do sistema (MARELLA;
MUTHUKUMARAPPAN; METZGER, 2013).

Apesar dos processos de filtracdo tangencial com membranas apresentarem diversas vantagens, faz-se
necessaria uma melhor avaliacdo dos parametros de processo que influenciam na formagdo de incrustacdo na
membrana, a fim de otimizar o fluxo permeado e, consequentemente, a efetiva concentracdo da enzima.
Obijetivou-se neste trabalho caracterizar 0s processos sequenciais de separa¢do por membranas, quando realizada

a concentracdo de lipases fungicas obtidas por fermentacdo em estado solido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das lipases

Os extratos enzimaticos utilizados neste trabalho foram obtidos a partir de processo de fermentagdo em
estado sélido com o fungo Aspergillus niger e subsequente extracdo das lipases, ambos realizados conforme
Colla (2009).

2.2 Descricéo do equipamento de separagéo

Os ensaios de concentracdo das enzimas foram realizados em um moédulo de membranas com
configuracéo plana, confeccionado em acrilico. Foram utilizadas cinco membranas planas distintas, sendo duas
de microfiltracdo (de acetato de celulose, com 20 pum e 0,45 um de didmetro de poro) e trés de ultrafiltracdo (de
polietersulfona, com massas molares de corte de 100 kDa, 50 kDa e 20 kDa).

Os processos foram realizados sequencialmente, sendo que permeado de cada filtracdo foi utilizado

como alimentacdo do processo subsequente. A Figura 1 apresenta o diagrama esquematico do aparato
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experimental utilizado nos ensaios. O moédulo foi projetado para uso com membranas planas de 12,5 cm de

comprimento por 6,0 cm de largura, apresentando uma érea Gtil de filtracdo de 0,006 m? (60 cm?).

Figura 1 — Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado na concentracéo de lipases
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2.3 Avaliacéo do fluxo permeado

O fluxo permeado (J) em cada processo foi determinado pela Equacdo 1, relacionando o volume de

permeado (V,), a &rea da membrana (Ar,) e o tempo de filtragao (tn).

€]

2.4 Avaliacéo das resisténcias

Para a avaliagdo das resisténcias de cada etapa do processo de filtracdo sequencial foi utilizado o
modelo de resisténcias dispostas em série, apresentado na Equagdo 2, conforme Argiello et al. (2003), sendo a
resisténcia total (R;) calculada de acordo com a Equacdo 3, relacionando a pressdo transmembrana (AP), a
viscosidade do permeado (L) e o fluxo permeado (J). A resisténcia da membrana (R,,) foi determinada através da
filtracdo com 4gua, enquanto que a resisténcia da incrustacdo (R;) foi calculada a partir da filtracdo e posterior

lavagem com &gua, € a resisténcia do depdsito (Ry) foi verificada por diferenca das anteriores.

R =R, +R,+Ry (2)

AP

R, = 3)

Y
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os processos de filtracdo dos extratos enzimaticos foram realizados com pressdes que variaram de 20
kPa a 196 kPa, sendo que os resultados médios de fluxo de permeado apds os primeiros 5 minutos de filtracao
sdo apresentados na Tabela 1, assim como a recuperacdo de fluxo obtida ap6s a lavagem com agua em cada

etapa de filtracéo.

Tabela 1 — Resultados de fluxo permeado dos extratos contendo lipases e posterior recuperagdo do fluxo

Fluxo permeado Presséo de Recuperagdo do
Processo 5
(L/m®.h)* trabalho (kPa) fluxo (%)**
Microfiltracéo (20 pm) 3223,5+£955 20 74
Microfiltragdo (0,45 pm) 60,9+ 8,0 98 12
Ultrafiltracdo (100 kDa) 744+75 98 88
Ultrafiltracéo (50 kDa) 79,9+9.3 98 59
Ultrafiltracdo (20 kDa) 204 +£19 196 49

* A partir de 5 min de filtracéo

** Apos lavagem com agua

Em todos os processos houve uma queda de fluxo permeado. A queda foi menos acentuada na primeira
microfiltragdo (sob pressdo de 20 kPa), mantendo um fluxo superior a 60 % do fluxo de agua, em virtude do
tamanho do poro ser de aproximadamente 20 pum. A segunda microfiltracdo demonstrou uma reducéo de fluxo
maior, de cerca de 98 % ap6s 5 minutos de processo, apresentando valores similares aos processos de
ultrafiltracdo posteriores. A primeira e a segunda ultrafiltragdo mostraram fluxos médios entre 75 L/m?h e 80
L/m%h apés os primeiros minutos de filtracdo, levando a uma redugdo de fluxo de cerca de 88 % e de 69 %,
respectivamente. A terceira ultrafiltragdo apresentou uma reducdo de fluxo da ordem de 57 % ap6s 0s primeiros
minutos de processo.

A diminuicdo do fluxo é atribuida a dois mecanismos principais: bloqueio de poros, responséavel pela
gueda brusca inicial do fluxo, e formacéo de torta, responsavel pela queda gradual de longo prazo. Conforme
Song (1998) varios fatores podem afetar esse declinio no fluxo, sendo que o ideal é a busca de uma situacédo de
equilibrio na pressao de trabalho, de forma a evitar que se forme uma incrustagdo excessiva na membrana.

A membrana de microfiltracdo de 20 um e a membrana de ultrafiltracdo de 100 kDa apresentaram uma
recuperacdo de fluxo consideravel (74 % e 88 %, respectivamente), apds o processo de lavagem com agua.
Deve-se salientar que foi efetuada apenas uma lavagem com éagua por cerca de 10 minutos a fim de retirar a
incrustacdo do depdsito, caracterizada pelos fendmenos de polarizacdo de concentracdo e formacdo de torta.

Apesar da recuperacdo de fluxo ter sido menor nas outras membranas deve ser enfatizado que em maior escala
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sdo realizados processos de limpeza nas membranas utilizando agentes quimicos detergentes, oxidantes e até
enzimas, a fim de retirar as particulas mais fortemente aderidas a membrana.

A Tabela 2 apresenta as resisténcias total, da membrana, da incrustacdo (deposicdo irreversivel na
membrana, por adsorcdo ou bloqueio interno de poros) e do depdsito (deposicdo reversivel e/ou polarizagédo por
concentragdo) ao fluxo de permeado. A avaliagdo das resisténcias em série foi utilizada para determinar a
proporgdo de contribuicdo de cada parcela para a redugéo do fluxo de permeado.

A medida que o tamanho do poro (ou massa molecular de corte) das membranas diminuiu houve um
aumento na resisténcia da membrana. A membrana de microfiltracdo de 0,45 um apresentou uma resisténcia 4,6
vezes menor que a membrana de ultrafiltracdo de 100 kDa, enquanto que esta membrana apresentou uma

resisténcia 27,2 vezes superior que a membrana de ultrafiltracdo de 20 kDa.

Tabela 2 — Resisténcias calculadas para os processos de microfiltracéo e ultrafiltracdo das lipases fungicas

Processo A R R Ro
(10" m™) (10" m™) (10" m™) (10" m™)
Microfiltracéo (20 pm) 0,022 0,014 0,005 0,003
Microfiltracéo (0,45 pum) 5,797 0,120 0,878 4,800
Ultrafiltracdo (100 kDa) 4,745 0,552 0,075 4,118
Ultrafiltracdo (50 kDa) 4,418 1,390 0,966 2,063
Ultrafiltragdo (20 kDa) 34,612 15,023 15,636 3,953

Ry resisténcia total, Ry,;: resisténcia da membrana, R;: resisténcia da incrustacdo, Ry: resisténcia do deposito.

Com excecdo da primeira microfiltracdo do extrato enzimatico, que apresentou um valor de resisténcia
total mais de 100 vezes inferior, 0s demais processos de filtracéo tiveram resisténcia superior a 4 x 10> m™. As
resisténcias do primeiro e do segundo processo de ultrafiltracdo foram inferiores a da segunda microfiltragdo
porque neste processo houve a retengdo de particulas que provocariam uma resisténcia elevada nos processos
subsequentes a partir do bloqueio completo de poros e consequente formagéo de torta. Estes resultados mostram
a vantagem de serem efetuadas filtragbes sequenciais com a diminui¢do gradual do poro da membrana para
evitar um aumento excessivo na resisténcia do processo quando utilizada diretamente uma membrana de
ultrafiltracéo, levando também & diminuicdo de sua vida util.

A resisténcia da incrustacdo, caracterizada pelo blogueio interno dos poros ou pela adsorcao irreversivel
na membrana, foi maior na segunda microfiltracdo e na terceira ultrafiltragdo. O bloqueio interno dos poros na
membrana de 20 kDa pode ser explicado pela presenga de peptidios pequenos nessa etapa, ficando adsorvidos na
estrutura interna da membrana.

A resisténcia do deposito, caracterizada pela camada responsavel pela polarizacdo por concentracdo e
pela torta posterior formada, foi cerca de mil vezes menor na primeira microfiltracdo. Os quatro processos
sequenciais de filtracdo apresentaram resisténcia do depésito entre 2,1 x 10* m™ e 4,8 x 10*> m™, indicando que

boa parte da incrustagao pode ser removida das membranas a partir de processos simples de limpeza.
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4 CONCLUSAO

A utilizacdo de processos sequenciais de separacdo por membranas tornou possivel a manutencdo de
fluxos de permeado superiores a 60 L/m®h na microfiltracio com membrana de 0,45 um, de 74 L/m?.h, 80
L/m?h e 20 L/m%h nos processos de ultrafiltracdo com membranas de 100 kDa, 50 kDa e 20 kDa,
respectivamente. A incrustacdo formada nos processos de filtragdo apresentou-se majoritariamente de natureza

reversivel, podendo ser removida por processos de limpeza para reutilizagdo posterior das membranas.
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