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Lipases sdo enzimas aplicaveis a diversos setodestriais, podendo ser obtidas de fontes
microbianas a partir de fermentacéo em estadoosatiizando matrizes oriundas de residuos
agroindustriais. A separacdo e a concentracao zlmarpodem ser feitas através de varios
métodos, sendo que 0s processos de separacdo pioranas apresentam vantagens sobre
outras técnicas, como economia de energia, sirdptiei de operacao e viabilidade de uso em
escala industrial. Esta tese de doutorado teve cobjetivo principal desenvolver uma
metodologia para se obter, separar e concent@selgporiundas de fermentacdo em estado
sélido utilizando-se fungos filamentosos e resicagr®industriais, sendo o trabalho dividido
em trés etapas. Na primeira parte foi efetuadduwesda producéo de lipases com atividade
de esterificacao pokspergillusspp. As enzimas dos fungés niger O-4 eA. fumigatumao
apresentaram atividade de esterificacdo frentecao d4urico. As lipases dA. niger O-4
apresentaram maior atividade de esterificacdo paézido butirico do que para o acido
oleico, havendo também maior atividade quando adphineio foi de 6,2, enquanto que as
lipases déA. fumigatusapresentaram maior atividade frente ao &cido mleirente ao acido
butirico. As conversdes em ésteres etilicos obfddess enzimas foram maiores realizando-se
a producao da enzima cof niger O-4 em meio de cultivo com pH 4,5. Na segundaepart
desta tese foi realizada a producéo de lipasesatwidade de hidrélise pakspergillusspp.
utilizando residuos agroindustriais (farelo deargcasca de arroz) e foi estudada a influéncia
da concentracdo do indutor e da umidade do proaEsstuzido via fermentagdo em estado
sélido. As maiores atividades de hidrélise forartidats com o fungd\. nigerO-4 e com 6leo

de soja como indutor, sendo que tanto a umidadeitgua concentracdo de indutor
apresentaram influéncia significativa na produc&o lidases. A utilizacdo de 65 % de
umidade e de 2 % de Oleo de soja proporcionou engéb de lipases com atividade de
hidrélise de até 13,44 U/g para 6 dias de ferméotafa terceira parte procedeu-se a
separagcao e concentracao das enzimas utilizandegs@s de separagdo por membranas. O
uso de processos sequenciais de microfiltracadr&ilitacdo possibilitaram a obtencdo de
concentrados com atividade de hidrdlise 3 vezesrgupa do extrato inicial. Os fluxos de
permeado nas microfiltragbes com membranas de 28 Q@5 um e nas ultrafiltragbes com
membranas de 100 kDa e 50 kDa foram superiores |&/rébh, sendo que a incrustacéo
formada nas etapas apresentou uma natureza magoniggaite reversivel, podendo ser
removida por processos de limpeza. Os resultados psamissores, evidenciando a
viabilidade do processo de producao de lipasedspergillus nigerpor fermentacdo em
estado sélido utilizando residuos agroindustrisésido necessarios estudos complementares
gue busquem a otimizagdo das condicOes de sepaeac®mcentracdo das enzimas por
filtragao tangencial.

Palavras-chave: Concentracdo. Enzimas. Filtrac@sidRos agroindustriais.
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Lipases are enzymes applicable for many industai®s can be obtained from microbial
sources through solid state fermentation using-agtostrial by-products. The separation and
concentration of the enzyme can be made by semettiods, and the membrane separation
processes present advantages over other technsggbsas power savings, simplicity of
operation and feasibility of use on an industrigdls. This doctoral thesis had the aim to
develop a method to produce, separate and conterlipases derived from solid state
fermentation using filamentous fungi and agro-indakby-products and the work is divided
into three parts. In the first part it was carriedt the study of lipase production with
esterification activity byAspergillusspp. The enzymes produced by fuAgnigerO-4 andA.
fumigatushave not exhibited esterification activity agaitasiric acid. Lipases frorA. niger
O-4 showed higher esterification activity againstybic acid than against oleic acid, also
presenting higher activity when pH of culture mediwas 6.2, while lipases frorA.
fumigatus showed higher esterification activity against oleacid and butyric acid.
Conversions in ethylic esters obtained by the &sashere higher when the production of the
enzyme byA. niger O-4 was carried out at pH 4.5. In the second paxtas evaluated the
lipase production with hydrolysis activity bgspergillus spp. using agro-industrial by-
products and it was studied the influence of tltki@@er concentration and the humidity of the
process carried out through solid-state fermematithe highest lipolytic activities were
found with fungusA. niger O-4 and soybean oil as inducer, and both the m@sas the
inducer concentration had significant effect omdie production. Using 65 % moisture and 2
% soybean oil it was obtained lipase with hydrdyactivity of 13.44 U/g with 6 days of
fermentation. In the third part it was analyzed sle@aration and concentration of enzymes
using membrane separation processes. The sequessialf microfiltration and ultrafiltration
processes made possible to obtain concentrateshwyitiolysis activity three times higher
than the initial extract. The permeate flux in rofdtration using 20 um and 0.45 um
membranes and in ultrafiltration using membrane$0éf kDa and 50 kDa were higher than
60 L/nf.h, wherein the fouling formed during the filtratisteps presented reversible nature,
indicating that it may be removed by cleaning psses. The results are promising, showing
the feasibility of the lipases production procegsAspergillus nigerthrough solid state
fermentation using agro-industrial by-products.tRermore new studies are necessary to seek
the optimization of conditions of separation andcantration of the enzymes by tangential
filtration.

Key-words: Concentration. Enzymes. Filtration. Agndustrial by-products.
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1 INTRODUCAO

A producdo de enzimas estd em um momento de émlem funcdo da melhor
compreensao da estrutura de cada enzima, de ssemwmi® uso e da busca pela otimizacao
dos processos de producao e purificacdo. O mercatisstrial de aplicacdo de enzimas
continua a crescer devido ao desenvolvimento dasoecnologias, ao uso da engenharia
genética durante a producao e a necessidade de cavpos de aplicacdo. O mercado global
de enzimas industriais foi estimado em 3,3 bilndesl6lares em 2010 e espera-se que atinja
4,4 bilhdes de dolares em 2015 (IYER; ANANTHANARAXA2008; BINOD et al., 2013).
Estima-se que o Brasil poderia produzir mais detdfeladas de amilases,’t®neladas de
celulases e fOtoneladas de lipases, se utilizasse apenas oduwssiagroindustriais
renovaveis disponiveis, evidenciando o potenciasil#iro para producédo de enzimas a partir
deste tipo de substrato (CASTRO; CASTRO, 2012).

As lipases sdo enzimas muito utilizadas que podatalisar reac6es de hidrdlise
parcial ou total de triacilgliceréis em acidos grsxivres, mono e diacilglicerdis, atuando
também em reacdes de esterificacdo, interestediicee transesterificacdo, quando em
ambiente com restricdo de agua. Lipases sdo apigcavdiferentes setores, como indastrias
de alimentos, detergentes, tecidos, polpa e papediuras, 6leos, tratamento de efluentes,
polimeros biodegradaveis, farmacos, testes de d@kdign, cosmeéticos, chas, aplicacdes
médicas, biossensores, couro, biodiesel, comoaswipor diversos autores (CONTESINI et
al.,, 2010; TREICHEL et al., 2010; MESSIAS et al012; COLLA; REINEHR; COSTA,
2012; KAPOOR; GUPTA, 2012; NAGARAJAN, 2012; SINGHWUKHOPADHYAY,
2012).

Enzimas microbianas sdo preferiveis para aplicagfdustriais em virtude dos
menores tempos de geracao para producdo, facildadeanipulacbes genéticas, aumento de
escala e purificacdo, especificidade e estabilid#de lipases industriais sédo produzidas
principalmente por fungos filamentosos, em esped@ad génerosAspergillus Rhizopus
Penicillium Mucor, Geotrichume Fusarium (PANDEY, 2003; COUTO; SANROMAN,
2006; NAGARAJAN, 2012). A maior utilizacdo industiridessas enzimas, entretanto, esta
condicionada a diminuigcdo dos custos de producdtratégias para este fim incluem a
selecdo de novos microrganismos produtores, beno eoatilizacdo de meios de cultivo de
baixo custo. Neste sentido, o uso da fermentacdestaalo solido para a producéo de lipases

fungicas é apropriado, ja que pode utilizar ressdagroindustriais na composi¢cao dos meios
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de cultivo, como farelo de soja (WOLSKI et al., 20GRIEBELER et al., 2011), semente de
mostarda (SETHI et al., 2013), amendoim, nozes|date arroz, farelo de cevada (LOPEZ et
al., 2010), torta de mamona e bagacgo de cana (COB®AR., 2013).

Os fatores que podem afetar a produtividade dégipsocessos sao relacionados aos
microrganismos produtores, aos tipos e concentsagéenutrientes, ao pH, a temperatura e a
presenca e concentracédo de indutores (TREICHEL,e2@L0). A realizacdo de pesquisas
gue utilizam microrganismos isolados de novos antbg&e bem como a utilizacdo de residuos
agroindustriais, como o farelo e casca de soj&|date trigo, casca de arroz e glicerol na
composicdo dos meios é necessaria, a fim de ob&reafevadas produtividades a custos
menores.

ApOs a producdo das enzimas torna-se necessati@eh separacao e purificacdo das
mesmas. A separagdo e purificagdo de uma enzimma dos maiores desafios da area de
processos de separacdo, em virtude das caractsistngulares das particulas que devem ser
concentradas (VARDANEGA et al., 2013).

As enzimas industriais sdo tipicamente produziddigando técnicas de fermentagéo
submersa ou em estado solido, seguidas de mét@thsidnais de recuperagdo de enzimas
(centrifugacgéo, pré-fitracdo e precipitacdo corerags quimicos). A centrifugacdo eleva a
temperatura e causa desnaturacdo proteica, alérdadpossibilitar a separacao de proteinas
com densidades baixas. A pré-filtracdo frontal emmional apresenta baixo rendimento, em
virtude da formacgé&o de torta no inicio do procegse inviabiliza o restante da operagéo. A
precipitacdo envolve o uso de agentes quimicoseatamdo o custo e a quantidade de
residuos (SZELPAL; POSER; ABEL, 2013).

A separacdo de componentes a partir de uma misturana importante operagao
unitaria. H& diversas tecnologias disponiveis pergrocessos de separacdo, com base nas
propriedades fisicas e quimicas da mistura. Umpdosessos que esta se tornando cada vez
mais atrativo é a separagcdo com membranas atravéiracdo tangencial, em virtude do
surgimento de novos tipos de membranas e da machitc de parametros de processos,
variando a pressdo, velocidade tangencial, cargaosiatica e temperatura do sistema
(MARELLA; MUTHUKUMARAPPAN; METZGER, 2013).

As tecnologias de separacdo por membranas podarer tdiversas vantagens:
economia de energia, seletividade, separacdo deostos termoldbeis, simplicidade de
operagdo e de aumento de escala (STRATHMANN; GIORNRIOLI, 2006). Entre as
principais aplicacbes dos processos de separacéompmbranas estdo: esterilizagéo,
clarificagédo, concentracdo de células, fracionamertoncentracdo de proteinas, recuperacéo
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de solventes utilizados na extracdo de éleosnteito de efluentes, purificacdo de enzimas,
dessalinizacdo da agua, entre outras diversasaefdis (BRIAO; TAVARES, 2007;
SAXENA et al., 2009; GOLUNSKI et al., 2011; MOHANTPURKAIT, 2012; TRES et al.,
2012; MUNOZ; CORREA-LLANTEN; BLAMEY, 2013; TRES etl., 2014).

Apesar dos processos de filtracdo tangencial cembranas apresentarem diversas
vantagens, faz-se necessaria uma melhor avaliag@o pdrametros de processo que
influenciam na formacéo de incrustagdo na membiafiay de otimizar o fluxo permeado e,
consequentemente, a efetiva concentragcédo da engindizacdo de processos de separacao
por membranas em série (microfiltracdo e ultrafgfio) pode propiciar uma diminuigcdo no
namero de etapas deéownstream minimizando seus custos de produgdo. A producdo
industrial de enzimas esté crescendo significateras) exigindo melhoria na eficiéncia dos
processos de cultivo e de purificagdo envolvidoproducgédo (SAXENA et al., 2009).

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi desenvolver donma de producéo, separacao e
concentragdo de lipases a partir de fungos filaosest utilizando residuos agroindustriais.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir do objetivo geral os objetivos especid§idoram assim delineados:

a) Produzir lipases com atividade de esterificacdo pargos filamentosos via
fermentacdo em estado solido;

b) Avaliar a especificidade das lipases produzidasfypagos do génerdspergillusem
reacOes de sintese;

c) Padronizar o método para determinacdo da atividad@drolise das lipases fungicas
produzidas por fermentagédo em estado so6lido;

d) Selecionar indutores e investigar a influéncia daidade e do indutor sobre a
producéo de lipases com atividade de hidréliseatitio fungos filamentosos;

e) Separar e concentrar as lipasesAdpergillus nigerproduzidas por fermentacdo em
estado sélido através de microfiltracéo e ultrafiéo;

f) Caracterizar os processos sequenciais de sepgraca®mbranas.
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1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

Esta tese de doutorado esta estruturada em capitalseguinte forma:

a) Capitulo 1: apresenta a introducéo e os objetivos da tesewuterado.

b) Capitulo 2. traz uma breve revisdo da literatura, eviden@arab aspectos
fundamentais sobre as lipases e 0s processos deac&p por membranas e suas
aplicacdes.

c) Capitulo 3: mostra a metodologia e os resultados da prodagidipases com
atividade de esterificacao por fungos do gérepergillusem fermentacdo em estado
sélido. Este trabalho foi publicado na revista Qo@amNova em 2014, conforme
apresentado no Apéndice A.

d) Capitulo 4: apresenta a metodologia e os resultados da podde lipases com
atividade de hidrélise por fungos do génefspergillus utilizando residuos
agroindustriais através de fermentacdo em estdidio s6

e) Capitulo 5: traz a metodologia e os resultados do fracionéanerconcentracdo das
lipases produzidas pelo fungepergillus nigeratravés de processos de separacao por
membranas.

f) Capitulo 6: evidencia as conclusdes do trabalho.

g) Capitulo 7: enumera as sugestbes para o desenvolvimento ties owmabalhos
relacionados a area.

h) Capitulo 8: mostra as referéncias bibliograficas utilizadasase.

i) Capitulo 9: traz o apéndice do trabalho, através do artigoligado referente ao

Capitulo 3 desta tese.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LIPASES

As lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.8)1sdo uma classe de hidrolases que
atuam em ligacbes éster do grupo carboxilico, tmso reacdes de esterificacédo,
interesterificacdo e transesterificacdo em mei@satfiiosos, acilagdo de mentdis e glicdis e
sintese de peptidios (NAGARAJAN, 2012). A fun¢&iofdgica das lipases é a hidrélise dos
triacilglicer6is em diacilglicerdis, monoacilglicas e acidos graxos livres e glicerol. Em
organismos eucaribticos as lipases estdo envohadawvarios estagios do metabolismo de
lipidios, incluindo a digestdo, absorcdo, recomsfio de gorduras e o metabolismo de
lipoproteinas. Em plantas, as lipases sdo enca#radh tecidos de reserva de energia
(SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001).

A capacidade das lipases de promoverem reacfOescqsimspecificas levou a um
aumento consideravel no niumero de estudos relatisras suas aplicagées industriais, como
nas areas de alimentos, quimica e farmacéuticéipdses microbianas séo glicoproteinas de
peso molecular variando entre 20 kDa e 80 kDasaptando em torno de 250 e 550 residuos
de aminoéacidos, dos quais um grande numero € biuoof e responsavel pela interacdo entre
a enzima e 0s substratos insoliveis em agua (TREICHKt al., 2010; SINGH;
MUKHOPADHYAY, 2012).

O sitio ativo das lipases (Figura 2.1) fica loradio dentro de uma cavidade
hidrofébica que pode ser superficial ou profundea, atordo com a homologia a que
pertencem. Nesta cavidade se aloja o acido graxonado a posicionar a ligacdo éster
alinhada com o sitio ativo. Essa cavidade é gerdbrarotegida pelos residuos polipeptidicos
gue se abrem, expondo o sitio ativo, quando adigasencontra na interface polar/apolar.
Isso explica porque a grande maioria das lipasesta atividade aumentada sobre substratos
insoliveis em agua, na interface 6leo/agua (HOUDHL ,€2004).

Com isso as lipases tornam-se biocatalisadoresdéenentes éareas, devido a
possibilidade de catalisar reacfes tanto em meimsaqcomo em meio hidrofébico. A
capacidade de utilizacao de substratos, a sualekstde frente a temperatura, pH e solventes
organicos, regiosseletividade, quimiosseletividagleenantiosseletividade, sao algumas
caracteristicas deste tipo de enzima (PANDEY ¢18P9; PINHEIRO, 2006).
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Figura 2.1 — Representacgao da lipase oriunda dértzleseudomonas aerugingsgpresentando a cavidade

onde se encontra o sitio ativo (residuospaketdigantes em amarelo)

Fonte: Nagarajan (2012).

As enzimas lipoliticas podem apresentar diferetipes de especificidades, tais como
de substrato e posicional. A especificidade pelostsato se refere a diferentes taxas de
atividades enzimaticas apresentadas por uma mespase | sobre triacilglicerdis,
diacilglicerdis e monoacilgliceréis, contendo asidgraxos de cadeia longa ou curta. A
especificidade posicional é proporcionada pela @dpde em hidrolisar ésteres primarios e
secundarios, com ou sem especificidade. A espielefle posicional em relacdo ao &cido
graxo tem grande importancia no emprego das enziipaliticas na producdo de acidos
graxos livres, a partir de gorduras e Oleos, nagdes de interesterificagdo e na esterificacao
de acidos graxos por &lcoois (NAGARAJAN, 2012).

Quanto a especificidade das lipases em rela¢c&ulstrato, de acordo com Yahya,
Anderson e Moo-Young (1998) pode-se classificielagrés grupos:
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a) Lipases regiosseletivas, subdivididas em lipasespiecificas e lipases 1,3 especificas.

A primeira hidrolisa moléculas de acilglicerois gosicdes aleatérias, produzindo

acidos graxos livres e glicerol com mono e diaicilgbis como intermediarios. A

segunda catalisa a liberagdo de acidos graxososagdps 1 e 3 do glicerol.

b) Lipases seletivas com relacdo ao tamanho da cadeidnica e/ou ao numero de
insaturacdes do grupo acila.

c) Lipases que catalisam derivatizacdo enantiossaldévcompostos quirais e uma série
de reacOes de esterificacdo, transesterificacateesterificacao.

O solvente pode alterar a especificidade, quimiesgiElade, regiosseletividade,
seletividade proquiral e enantiosseletividade gmsés e outras hidrolases. Os modelos para
explicar a mudanca da seletividade destas enzimdsm;do do solvente foram baseados na
alteracdo da flexibilidade conformacional do s#itwo, na particdo de grupos funcionais do
substrato ou de moléculas de solvente para foraoadentro das cavidades do sitio ativo e
na estrutura do solvente. No caso de duas lipasesms produzidas por diferentes
microrganismos, mesmo que elas sejam capazes alsarat mesma reacdo, ainda assim
podem diferir no desempenho sob as mesmas condigde=acédo (YAHYA; ANDERSON;
MOO-YOUNG, 1998).

2.1.1 Aplicagbes das lipases

As lipases sdo um grupo de enzimas biotecnologicearieportantes em virtude de
sua versatilidade e propriedades para difereniesgfes. As lipases podem ser utilizadas de
duas formas principais: para catalise bioldgica amrobjetivo de produzir componentes
quimicos importantes para as diferentes indlustpas acelerar a degradacdo de residuos
gordurosos (COLLA; REINEHR; COSTA, 2012; SINGH; MBIOPADHYAY, 2012).

Diversos estudos demonstram as aplicagcOes da®dipasa situacdes distintas. Em
resumo essas enzimas podem ser utilizadas na riaddstalimentos (KIM; YOUN; SHIN,
2006; ARAVINDAN; ANBUMATHI; VIRUTHAGIRI, 2007; RADZ et al, 2011;
THAKUR; KUMAR; KANWAR, 2012), na industria quimicgSILVA; CONTESINI;
CARVALHO, 2008; CHAKRABORTY et al, 2010: PILISSAO;CARVALHO:;
NASCIMENTO, 2012; BAI et al., 2013; MACARIO; GIORDMO, 2013), no tratamento de
efluentes (CASTRO; MENDES; SANTOS, 2004; MENDES; R0, 2005; ROVEDA;
HEMKEMEIER; COLLA, 2010; DORS et al., 2013), na tradria téxtil (HASAN; SHAH;
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HAMEED, 2006), na industria farmacéutica (GHORAI adt, 2009; GHORAI; SHUKLA;
BHATTACHARYYA, 2012), entre outras possiveis ap{itas.

2.1.1.1 Inddstria de alimentos

Na indastria de alimentos as lipases apresentancagfes na sintese de
emulsificantes (KIM; YOUN; SHIN, 2006), no aumentips teores de acidos graxos
insaturados em lipidios (CARVALHO et al.,, 2003), paoducdo de margarinas, no
desenvolvimento de aromas, na maturacdo de quéljPUIS; CORRE; BOYAVAL,
1993), entre outros.

A modificac@o de 6leos e gorduras € uma das aeeggathde crescimento na industria
de alimentos, demandando novas tecnologias. Olsgetais modificados estruturalmente de
forma a apresentarem triacilglicerdis estruturadi®@smportancia nutricional e propriedades
fisico-quimicas alteradas apresentam um granda@iatele mercado. Oleos com baixo custo
podem ser transformados em produtos de maior egiggado tais como triacilglicerdis de
baixa caloria e 6leos enriquecidos em &cido olgi®SAN; SHAH; HAMEED, 2006).

As lipases séo utilizadas no processamento do &dgddoa linolénico, astaxantina
(corante alimenticio), metilcetonas (moléculas cardsticas de flavor em queijos azuis),
modificacdo de Oleos vegetais na posicdo 2 doilgi@erol, a fim de obter gorduras
similares a gordura do leite humano para alimenotaigfanti, e para a producdo de
monoacilglicerdis para uso como emulsificante naiistrias alimenticia e farmacéutica
(SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001; CARVALHO et al.0B3).

A interesterificacdo e a hidrogenacdo sao técnigees tém sido utilizadas para a
preparacdo de (glicerois para fabricacdo de mamsteigamargarinas. A reacdo de
interesterificagdo convencional é conduzida nagmess de catalisadores como o hidroxido de
sddio, ndo sendo seletiva com respeito a estexdficalos acidos graxos em uma posicao
respectiva no glicerol. A reacdo conduzida comskgacomo catalisadores é muito mais
especifica, no entanto requer meio aquoso, o quiuii o rendimento da reacdo (HASAN;
SHAH; HAMEED, 2006).

As lipases tém sido utilizadas para a sintesetéeessde acidos graxos de cadeia curta
e alcoois, 0s quais sdo compostos volateis respeiss@or caracteristicas de odor em
alimentos (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Por exemp® producéo de butil acetato, o
qgual possui aroma de abacaxi, pode ser realizddagedo de esterificacao entre butanol e
acido acético catalisada por lipases extraidaRhieopus oryzaédSALAH; GHAMGHUI;
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MILED, 2007). Similarmente, Habulin et al. (20@&®am a utilizacdo de lipases @andida
antarctica na producdo de ésteres de terpenos, os quaistiBZadas como aromatizantes
frutais em bebidas e alimentos.

A producdo de aromas em produtos lacteos é acaleradndo hi a formacgédo de
acidos graxos livres e peptidios soluveis e amidodcdurante a maturagdo do produto. As
lipases tém sido utilizadas para a producdo destasas. A hidrélise da gordura do leite
promovida pelas lipases ocasiona a producdo de asio¥ caracteristicos de aromas em
gueijos, acelerando a maturacédo destes e possiditita producdo de produtos similares a
gueijos e a lipdlise da manteiga e do creme de. 8 acidos graxos livres gerados pela acao
das lipases sobre a gordura do leite permitem endedvimento de inimeros novos produtos
como 0s queijos leves, que apresentam caractaesispcoprias de aroma, geradas pela
producdo de &cidos graxos de cadeia curta, os qu@iem ser metabolizados por
microrganismos e transformados em compostos coowoid| cetonas, ésteres e lactonas
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; MESSIAS et al., 2011).

2.1.1.2 Industria quimica

Um dos campos de maior aplicacdo industrial dasédip € a industria de detergentes.
O poder de limpeza dos detergentes é aumentadagie&o de enzimas em sua composicao,
como amilases, proteases, celulases e lipases (NASAHAH; HAMEED, 2006). Para uso
em detergentes, as lipases precisam ser termoissgvgermanecerem ativas em meios
alcalinos, uma vez que precisam atuar em condigéelsvagem com pH entre 10 e 11 e
temperatura entre 30 °C e 60 °C. Além disso, desarasentar uma baixa especificidade pelo
substrato, habilidade para hidrolisar gorduras édeas composicfes e estabilidade aos
compostos das férmulas dos detergentes, como bermdfionatos e proteases (SHARMA,;
CHISTI; BANERJEE, 2001). Estudos tém mostrado ssipdglade de produzir lipases com
elevada atividade em pH alcalino (até 13,0) e cstabdidade frente a agentes surfactantes e
oxidantes, viabilizando sua aplicacdo (MITIDIEREét 2006; CHERIF et al., 2011).

A producdo de biodiesel tem sido citada como unmgm mzssiveis aplicacdes das
lipases (OLIVEIRA et al.,, 2005; DIZGE; KESKINLER,088; ANTCZAK et al.,, 2009;
BAJAJ et al., 2010; BHARTI et al., 2013). O biod&deéganha importancia nos tempos atuais
devido a possibilidade de substituicdo de combeistifosseis. Os problemas ambientais
relacionados com a emissdo de gases decorrentesalodel combustiveis fésseis tém
impulsionado pesquisas no sentido de desenvolvorgmtcombustiveis alternativos como o



28
Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréfica

biodiesel (DIZGE; KESKINLER, 2008). O biodiesel t{g&®s metilicos ou etilicos de &cidos

graxos) € produzido pela transesterificacdo decilglecerdis. O processo de producéo

comercial de biodiesel é fundamentalmente realizamtovia quimica, mas a rota enzimatica
tem despertado grande interesse na comunidadeificentUm aspecto comum a estes
processos € a busca pela otimizacdo das condigdesagdo, de modo a lhes conferir
caracteristicas que os tornem viaveis e disponpaia aplicacdes industriais. Entretanto,
dentre algumas desvantagens essencialmente ec@sdmigprocesso enzimatico, uma vez
otimizado, poderad apresentar vantagens em relagapr@esso quimico, tais como: a

facilidade de separacéo do catalisador; a obtethegwodutos mais puros e por permitir 0 uso
de etanol hidratado na reagao. O uso da nanobaltega, a fim de imobilizar e estabilizar as

lipases microbianas, pode possibilitar o desenwtdwto de biorreatores mais eficientes para
a producéao de biodiesel em maior escala (VERMA; BARV; PURI, 2013).

As lipases também tém sido utilizadas na sintesganwa de lactonas,
monoacilglicerdis, resolugdo de aminas, acidos@odd racémicos, e na sintese de ésteres de
acidos graxos, 0s quais apresentam propriedadéctsuntes, com aplicagbes em produtos
alimenticios, farmacéuticos e cosméticos (DALLA-VEAA; NASCIMENTO; SOLDI,
2004; PAULA; BARBOSA; CASTRO, 2005). Produtos cotniacilglicerdis, fosfolipidios,
esteroides, aromatizantes e fragrancias, apresetacomum uma ligacdo éster, apesar das
diferentes propriedades fisicas e diversas esasiyuimicas. Sabeder, Habulin e K(®2206)
utilizaram lipases deCandida antarcticana producdo de ésteres de frutose, os quais se
caracterizam como surfactantes n&o-idnicos com adtev potencial emulsificante,
estabilizante e detergente. Os ésteres de aclUapresentam-se como bons emulsificantes
para aplicacbes em emulsdes do tipo agua em Ole@redutos alimenticios, além de
poderem atuar como agentes antibacterianos apbcéamo aditivos alimentares.

O emprego das lipases imobilizadas em reacdestdefieacdo e transesterificacéo
em solventes organicos tem sido utilizado paracaygdo de ésteres de acidos graxos de
cadeia curta, os quais apresentam aplicacées danarizantes, como relatado em trabalho
de revisdo de Dalla-Vecchia, Nascimento e SoldD420e obtido experimentalmente por
Salah, Ghamghui e Miled (2007), que realizaramoalygdo de butil acetato através da lipase
produzida porRhizopus oryzaeKittikun, Kaewthong e Cheirsilp (2008) investigar a
producdo de monoacilglicerdis a partir de oleina pdéma com a lipase obtida por
Pseudomonasp., sendo que os monoacilgliceréis sdo os enualstes mais utilizados na

indUstria de alimentos, farmacéutica e de cosngtico
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2.1.1.3 Tratamento de efluentes

A utilizacdo de enzimas no tratamento de despephsstriais foi proposta em 1930.
Entretanto, sé recentemente seu desenvolvimentoo caiternativa ao tratamento
convencional de efluentes tem despertado grandgesse de pesquisa, em funcdo das
vantagens apresentadas, entre as quais podenteskrscio aumento da taxa de introducao no
ambiente de poluentes organicos estranhos aosrgacliemos e recalcitrantes, o que diminui
as possibilidades de se realizar um tratamentoecmional biolégico ou quimico que seja
eficiente. HA um crescente reconhecimento da w@gdei das enzimas para atuar sobre
poluentes especificos no tratamento. Avancos resent biotecnologia permitiram a
producéo de algumas enzimas técnicas e economitamiawneis, devido ao desenvolvimento
dos procedimentos de isolamento e de purificacamiderganismos (MENDES; CASTRO,
2005).

Os efluentes industriais gerados em frigorificaticinios e industrias de alimentos em
geral possuem elevados valores de demanda bioguieiguimica de oxigénio (DBO e
DQO), tendo em vista que o conteudo de gorduraseatama concentracdo de matéria
organica. Neste contexto, processos alternativesvigam a recuperacdo ou diminuicdo da
carga de gorduras em efluentes sdo de interesaeapadustria. Um tratamento preliminar
desses efluentes por meio da agédo das lipasesrpddeir o didmetro das particulas de
gorduras em até 60 %, diminuindo também o teorigddids e o tempo de residéncia do
efluente nas lagoas de estabilizacdo (CASTRO; MESICLEANTOS, 2004).

As lipases de leveduras e de fungos filamentosdesmaer utilizadas em lodo ativado
e outros processos aerbbicos com camadas finadede éonstantemente removidas da
superficie de tanques aerados para permitir o poaress de oxigénio (SINGH;
MUKHOPADHYAY, 2012). As lipases também podem saetiimente aplicadas na forma
bruta (caldo fermentado) ou isoladas para promaowepré-tratamento do efluente antes da
digestdo anaer@bia. Entretanto, estudos tém salizados para verificar a possibilidade de
cultivo de microrganismos produtores de lipaseg@uweroPenicilliumem associacdo com a
digestéo do efluente de extracdo de azeite de @& TRO; MENDES; SANTOS, 2004).

Em estudo realizado por Roveda, Hemkemeier e C20140) foram isolados, a partir
de efluentes de industrias de laticinios, diverfsmgos filamentosos produtores de lipases,
indicando a possibilidade de producéo de enzinzerta desse tipo de efluente e também o

seu tratamento posterior, com custos menores.
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2.1.1.4 Outras aplicacoes

O uso de lipases na industria téxtil vem crescesmovirtude da possibilidade de
remocéo de lubrificantes objetivando obter uma orediibsor¢ao dos corantes nos tecidos. As
lipases reduzem também o numero de defeitos casigado sistema de abrasdo durante o
processo de degomagem para producdo de roupaghts®sN; SHAH; HAMEED, 2006).

Na industria farmacéutica as lipases microbianassaptam varias vantagens sobre os
catalisadores quimicos, incluindo a diminuicdo deit@ de isomerizacdo e reacdes de
rearranjo, além da possibilidade de economia dogssm de producdo. Uma das principais
aplicacOes das lipases para a industria farmaeéatia producdo de lactonas sintéticas, as
guais nao apresentam atividade citotoxica (0 querreccom as lactonas isoladas de
microrganismos) (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).

Outra aplicacdo importante € o uso terapéutico matarhento de insuficiéncia
pancreatica, cuja suplementacdo € feita com enzifas virtude das lipases de fontes
animais serem inativadas em pH baixo, a producélipdses microbianas estaveis em pH
acido representa uma alternativa para esse tratamfs lipases também podem ser usadas
como ferramentas de diagndstico, indicando doencakcionadas ao pancreas
(NAGARAJAN, 2012; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).

2.1.2 Producéo de enzimas

As enzimas podem ser produzidas por fermentacaestado sélido (FES) e por
fermentacdo submersa (FS). Muitos fungos filam@#eso capazes de crescer e produzir
lipases com elevada atividade por fermentacdo emd@ssolido, quando adaptado as
condicbes ambientais. As enzimas de interesse tmaluysem especial as lipases, eram
produzidas tradicionalmente por fermentacdo sulanergretanto estudos e pesquisas com a
fermentacdo em estado solido vém crescendo nawmasltidécadas, podendo ser uma
alternativa muito interessante quando se utilizaaa@oneio de fermentacdo um residuo de
baixo custo (CASTRO; CASTRO, 2012).

A produgédo de enzimas pode ser extracelular oadelmlar, no entanto a producgéo
extracelular apresenta como vantagens a ndo neéagsside promover a quebra da célula,
técnica dificil de ser realizada na producdo emndgaescala. Outra vantagem seria que
apenas um numero limitado de proteinas € secrdtadando o isolamento da enzima

desejada. No caso de enzimas intracelulares, @gsoale isolamento torna-se mais oneroso
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devido a presencga de proteinas e materiais coraates) como acidos nucleicos. Também
deve ser ressaltado que as enzimas extracelulpreseatam uma estrutura robusta em
relacdo as intracelulares, além de serem menospimsgs as desnaturacfes (PIETROBON,
2008).

As enzimas extracelulares podem ser induzidas, ighaente induzidas ou
constitutivas (quando a enzima € produzida coretamte, sob qualquer condigédo
fisiologica). Essas enzimas promovem a hidrolisemadéculas poliméricas, as quais séo
muito grandes para entrarem na célula diretamesindo, assim, compostos de baixo peso
molecular. Esses compostos sdo capazes de enttéfufea e induzir a producéo da enzima.
Como exemplo desse mecanismo pode ser citada esesidib complexo enzimatico da
celulase porTrichoderma viride o qual é induzido por celulose, porém a celobiése
considerada um indutor pobre. Ja a soforose apeesgma hidrdlise mais lenta e é
considerada um efetivo indutor do complexo enzitnatias celulases (PIETROBON, 2008).

Pietrobon (2008) afirmou que, indiferentemente deimea ser constitutiva ou
induzida, existe um mecanismo de controle que ogmamindo a sintese de varias enzimas
guando, no meio de cultivo em que o microrganisenergontre, ocorra a presenca de fonte
de carbono prontamente assimiladvel. Com isso oomganismo pode utilizar 0 composto
necesséario sem promover dispéndio de energia pgeducdo de enzimas que seriam
utilizadas para degradar fontes de carbono maiplexas. A repressdo catabdlica € uma
caracteristica comum dos microrganismos capaz etarafuitas enzimas. Outra forma de
repressao das enzimas € na qual a sintese de srtabsaintéticas endocelulares controla a
producéo de enzimas extracelulares. Como exempleséea secrecdo da enzima constitutiva
protease, sendo reprimida por uma combinacdo deanidos.

Os bioprocessos, ou ainda, processos fermentggens que essa definicdo remonte
ao significado bioquimico do termo fermentacdotrites aos processos realizados em
anaerobiose), podem substituir processos puramgmimicos, de sintese orgéanica, no
entanto, aqueles que utilizam escala industriablgemte dependem da capacidade do
microrganismo responsavel em proporcionar bom ailaegrendimento econdémico do
produto, a partir de um substrato barato e disgbnivambém dependem da facilidade de
recuperacdo ou obtencdo do produto visado, sobmafpura ou conforme o caso, pronta para
0 uso e ainda da impossibilidade ou dificuldadesdeobter o produto através de outros
processos (REGULY, 2000).
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2.1.2.1 Fermentacéo submersa

Os processos submersos consistem nagueles em migrasganismo € introduzido
em um meio liquido na forma de um in6culo, sendmaio contido em fermentadores
providos de agitacdo, aeracdo (para microrganisreo®ios) e outros controles, tais como:
medidores de pH, temperatura, concentracdo derigigissolvido, entre outros (REGULY,
2000).

A fermentac@o submersa consiste de um meio ferthemtéquido, com nutrientes
soliveis e é uma das metodologias mais usadasappraducdo de enzimas. Tal técnica
possui facilidade de cultivo em grande escala, lyemeidade do meio e facilidade no
controle do processo. Pela maior quantidade de dggse processo ha a maior probabilidade
de contaminagdo. Os nutrientes encontram-se dideshno meio liquido e por tal razédo
tornam-se de facil acesso para a utlizacdo pelasorganismos (GUTARRA, 2003;
PANDEY, 2003).

2.1.2.2 Fermentacdo em estado solido

A fermentacdo em estado sélido € definida como tougsso no qual o crescimento
microbiano e a formacdo de produto ocorrem na figpede substratos sélidos e em baixa
atividade de agua. O processo em meio sélido émtastaracteristico e utiliza substratos
insoliveis com baixas porcentagens de agua emosnpOSIca0, 0S quais devem atuar como
suporte fisioldgico e fonte de nutrientes (PEREIRNIOR; BOM; FERRARA, 2008).

A fermentacdo em estado sélido possui um grandenpial para producdo de
enzimas. Devido a sua rica natureza organica,ssdues agroindustriais podem servir como
um substrato ideal para processos microbianos sengelvimento de produtos com alto
valor agregado. Estes residuos fornecem ndo somsmigtrientes para cultura, mas também
servem como suporte das células microbianas (PANOCCOL; MITCHELL, 2000).

Uma caracteristica da fermentacdo em estado sél@dalificuldade nas medidas dos
parametros como aeracao, pH, temperatura e umidigd@o a baixa homogeneidade do
meio. Entretanto, apresenta como vantagens o baib&to das matérias-primas, a
simplicidade do meio e a menor probabilidade ddasnimacéo, devido a menor quantidade
de agua presente (PANDEY, 2003).

Uma das principais vantagens da fermentacao emcestdido € a utilizacdo de meios
de cultura, compostos de materiais de origem vkg€a substratos tradicionalmente
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utilizados constituem-se em produtos agricolas comaoroz, o trigo, a cevada, o milho e a
soja, além de substratos ndo convencionais comesiduos agroindustriais e florestais,
destacando-se: 0 bagaco de cana-de-acUcar, o sdbugitho, o farelo de trigo e a palha de
arroz. Estes residuos tem despertado grande isgedss comunidade cientifica e industrial
pela possibilidade de seu uso como matérias-prpaeas bioconversées. O grande interesse
decorre do fato de ndo possuirem custos de prodagsmciados diretamente, sendo uma
forma de se agregar valor a residuos que se foremanabundancia nos setores agricolas
(PEREIRA JUNIOR; BOM; FERRARA, 2008).

Os microrganismos utilizados nos processos de faap@o em estado solido sdo
capazes de crescer em baixa atividade de aguaipadimente fungos e leveduras. Os fungos
filamentosos sdo o grupo mais importante de miemusgnos na fermentacdo em estado
solido, devido as suas propriedades fisiologicazin@aticas e bioquimicas (PANDEY, 2003).

Segundo Schmidell et al. (2001), pode-se citar émbcomo vantagem da
fermentacdo em estado solido a aceleracdo na éaseadao, devido ao direto contato entre o
substrato e 0 microrganismo. Devido a menor quadéidde agua utilizada, os reatores sao
menores, ocupando menores areas, necessitandonde imeestimento, reduzindo os custos
com energia. A aeracgdo forcada ou natural é faotienacessivel aos microrganismos devido
a porosidade do meio. Os baixos teores de umidadm as elevadas concentragdes iniciais
de in6culo reduzem a contaminagdo por microrgarssindesejaveis. A recuperacao do
produto é facilitada devido a este estar conceotredmeio fermentado, diminuindo custos
com solventes na etapa de extragao.

O processo apresenta algumas limitag@es, pois depéa das caracteristicas do meio
e do tipo de reator empregado, pode haver dificgldam dissipar tanto o calor produzido
como 0s gases gerados durante o processo, 0 quangtézir para a elevacdo da temperatura
em pontos localizados, resultando em quedas nammentb. Devido a heterogeneidade do
substrato, a dissipacéo de calor e gases gera@dogputacdo do meio, do produto final, do
monitoramento e controle do processo, poderd hdif@uldades intrinsecas quando se
desejar realizar a ampliacdo de escala (SCHMIDELAL £2001).

O controle dos parametros do processo, como pHpyeeatura, umidade, aeracdo e
crescimento dos microrganismos é mais complicadeeddeito na fermentacdo em estado
sélido, como também a coleta de amostras représestdurante o processo. Ha necessidade
de controle da assepsia quando utilizados os fuilgasentosos como produtores de esporos,
para evitar a contaminacado (SCHMIDELL et al., 2001)
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2.1.3 Producao de lipases por fermentacdo em estado sdlid

As lipases podem ser produzidas por diversos tides plantas, animais e
microrganismos. As lipases de origem microbianajacde bactérias, fungos filamentosos e
leveduras representam a classe de enzimas maigs ysae aplicacbes biotecnoldgicas
(SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012; TREICHEL et al, 2010).0s principais
microrganismos produtores de lipases séo:

a) Fungos filamentosoPRenicillium, RhizopusAspergillus Fusarium entre outros;

b) LevedurasCandidg Yarrowia Rhodotorula Saccharomyce®ntre outras;

c) BactériasAcinetobacterPseudomonasStaphylococcydBacillus entre outras.

As lipases microbianas sdo produzidas tanto envesilsubmersos quanto através de
fermentacdo em estado sélido (SHARMA; CHISTI; BANIHE, 2001), sendo que muitos
autores mencionam 0s processos em estado sélido coma alternativa viavel para a
producdo de enzimas microbianas devido a simplieida economia do processo (HAQ;
IDREES; RAJOKA, 2002).

As células imobilizadas tém sido utilizadas em afycasos. Muitos estudos tém sido
realizados a fim de definir as condi¢cdes Otimassereguerimentos nutricionais para a
producéo de lipases (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001

A producgéo de lipases pode ser influenciada pelm ¢ concentragdo das fontes de
carbono e nitrogénio, pela presenca de microntiéseipelas condigcdes ambientais (umidade,
pH do meio, temperatura e disponibilidade de oXx@é&ESHARMA; CHISTI; BANERJEE,
2001), pela presenca de indutores (COLLA, 2009) etasp caracteristicas do indculo
(PAPAGIANNI; MOO-YOUNG, 2002).

2.1.3.1 Efeito dos macronutrientes

A sintese de enzimas por fermentacdo em estaddo sélirealizada utilizando-se,
principalmente, residuos agroindustriais, tais cdamelo de trigo, sabugo de milho, casca de
manga, torta de babacu, farelo de amendoim, dentres. Estes residuos podem, em alguns
casos, apresentar tanto a fungédo de suporte pzseiroento do microrganismo, como fonte
de carbono e/ou indutor para a sintese enzim&ficeesiduo pode ser também utilizado
apenas como suporte do crescimento dos fungos (C&M4t al., 2005).
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As fontes de carbono simples como glicose, galactésitose, xilose, sacarose,
glicerol, sorbitol e manitol foram utilizadas poinLWang e Sung (200@ara a producao de
lipases poAntrodia cinnamomeaum basidiomiceto, em processos submersos. Obacss
mais expressivos foram atingidos com os alcoois2@é9 mU/mL para o glicerol, 10,70
muU/mL para o sorbitol e 8,25 mU/mL para o mani@dlmau et al. (2000) reportaram que a
producéo de lipases por espécie€dadidaé inibida na presenca de acucares simples.

Haqg, Idrees e Rajoka (2002) investigaram a proddedlipases por fungos através de
fermentacdo em estado solido. Os microrganismaades foramRhizopus oryzaeMucor
lipolytica, Rhizopus oligosporou#spergillus niger Penicillium sp., Mucor sp., Rhizopus
nigricans Rhizopus arrihizune Aspergillus wentii Dentre estes, B. oligosporouscom 30
U/g, apresentou a maxima atividade lipolitica restets preliminares. Como substratos para a
producéo de lipases foram testadas as farinhaméedma, coco, mostarda e soja, a casca de
arroz e o farelo de trigo. Os melhores resultadesnfi obtidos com a farinha de améndoas,
devido apresentar o maior percentual de 6leos elesrfontes de carbono estudadas, bem
como por ser fonte adequada de proteinas, carbaédeacinzas.

Cordova et al. (19983studaram a producéo de lipases em fermentacaostachoe
solido utilizando bagaco de cana-de-acUcar e toetaliva (um residuo do processo de
extracao de azeite de oliva) como substratos.tA the oliva e o bagaco de cana apresentaram
efeito sinergistico na produgcdo de lipases, demamdd que substratos de baixo custo,
considerados residuos, podem ser utilizados ptedies

As fontes de nitrogénio organicas e inorganicaeposder utilizadas para a producéo
de lipases. As fontes organicas podem ser a pepigna de maceracao de milho, farinha de
soja, amino&cidos, triptona, extrato de levedunee@. As fontes inorganicas como os sais de
amonio (sulfatos, fosfatos, cloretos), nitratos ieitos podem ser utilizados, embora os
melhores rendimentos em lipases tenham sido obtidms/és de fontes organicas de
nitrogénio, tais como peptona, extrato de levedurrta de soja. O sulfato de amonio
apresentou resultados negativos em alguns trabaimisetanto, a producéo de lipases foi
incrementada quando o sulfato de aménio foi asdocéa fontes de nitrogénio organicas
(SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001).

Em estudo realizado para produzir lipases em fetragén submersa pelo
basidiomiceto Antrodia cinnamomeaforam utilizadas diferentes fontes de nitrogénio
organicas e inorganicas. As fontes comparadas fathtionadas ao meio na concentragao de
0,5 %, sendo elas: triptona, peptona, caseinanaliprolina, glutamina, asparagina, cloreto
de amonio, sulfato de aménio, oxalato de amodnietaée de amobnio, nitratos de sodio e
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potassio e nitrito de sodio. Os resultados maisesgivos foram obtidos com os aminoacidos
asparagina (6,41 mu/mL), glicina (5,36 mU/mL) etgtaina (4,74 mU/mL) e com a triptona
(4,77 mU/mL)YLIN; WANG; SUNG, 2006).

2.1.3.2 Efeito dos micronutrientes

Os elementos tracos desempenham importante pampel constituintes de enzimas e
coenzimas e sdo geralmente necessarios nos medndtula para a producéo de enzimas por
microrganismos. A suplementacdo dos meios de oultym uma solugcdo de minerais
contendo ZnS@) FeSQ.7H,O, Fe(NH)(SQy),, CuSQ.5H,0, MnSQ.4H,O, H:BO; e
NaM00,4.2H,0 pode ocasionar aumento na atividade enziméticanseios contendo o0s
6leos de gergelim, oliva de milho. Embora fons coned?, Fe?, Ca? Cu?, Co, Na', K,
Mn*? e Zn? parecam influenciar positivamente a producéo pksés (SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001), ha resultados divergentes, comdeokin, Wang e Sung (2006), que
reportaram que a adicdo dos iond’Cig*?, Fe?, Na e K" aumentou a producéo de lipase
pelo fungoAntrodia cinnamomeamas os fons C@, Zn'? e Li* apresentaram efeito inibitério

na producgéo da enzima.
2.1.3.3 Efeito das condi¢bes ambientais

A 4gua é fundamental para qualquer bioprocessaosersponsavel pela difusao de
solutos, gases e metabdlitos. Para os processoemds ha agua disponivel abundante para
0 crescimento microbiano. Quando o bioprocessoafizaglo em estado soélido deve-se
observar se 0 substrato possui umidade suficieat@ permitir a manutencdo das
propriedades funcionais do microrganismo. Em gagied 0 crescimento despergillus niger
verifica-se que teores de umidade abaixo 40 % dmaade 70 % s&o desfavoraveis ao
desenvolvimento celular, sendo obtido maior deslwimento fingico e producéo de lipases
com umidade em torno de 60 % (DUTRA et al., 2008LCA, 2009).

Haq, Idrees e Rajoka (2002) estudaram temperatierasltivo de 25 °C a 45 °C para a
producéo de lipases pelo microrganisRiooligosporougpor fermentacdo em estado solido.
Os resultados mais expressivos foram obtidos aC30En altas e baixas temperaturas a
energia requerida para a manutengdo do microrgargemmenta, diminuindo a formacgao de
produtos. O pH inicial 6timo dos cultivos foi d&©60s pHSs iniciais de 5,5; 8,0 e 7,0 foram

reportados como Otimos para os cultivos Ale cinnamomeaR. glutinis e C. rugosa



37
Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréfica

respectivamente (LIN; WANG; SUNG, 2006). As temperas na faixa de 26,5 °C a 32 °C
foram utilizadas em inimeros trabalhos de pesqiesproducédo de lipases, sendo 30 °C a
temperatura utilizada com maior frequéncia. Os onganismos utilizados variaram entre
fungos, leveduras e bactérias. Quanto ao pH, fatdimados pHs entre 6,0 e 7,0 na maioria
dos trabalhos revisados (BURKERT; MAUGERI; RODRIGRIE2004; LIN; WANG,;
SUNG, 2006; DAMASO et al., 2008).

Elibol e Ozer (2002)elataram a importancia da transferéncia de oxigéaiproducéo
de lipases poRhizopus arrhizuvia fermentagédo submersa, sendo que a implementsga
transferéncia de oxigénio através de agitacdoexgaie de ar é um importante fator para a
producéo de lipases por microrganismos, em especigbs filamentosos.

Cavalcanti et al. (2005) estudaram a influénciaetaperatura e do fluxo de ar na
producéo de lipases por fermentacdo em estadm stidreatores de leito fixo e relataram a
importancia de elevados fluxos de ar nestes sistdfiaxos de 0,8 L/min ocasionaram as
maiores produtividades), principalmente com o dljetle remocao do calor gerado, ja que a
transferéncia de ar ndo constitui-se como um fatdiico em processos envolvendo

fermentacdo em estado solido.

2.1.3.4Efeito dos indutores

A maioria das lipases € normalmente produzida eosrle cultura contendo fontes
lipidicas, sugerindo que a produc¢do da enzima equor inducdo. Os indutores comumente
mencionados em trabalhos de producao de lipaseshi@oas sao azeites de oliva e palma,
Tween 20 e 40, trioleina e tripalmitina, éleos dp,sgirassol, algodao e milho (SHARMA,;
CHISTI; BANERJEE, 2001).

Com o intuito de investigar o efeito do uso do ltamde trigo e do sabugo de milho
como suporte para a producdo de lipase Aspergillus niger Damaso et al. (2008)
realizaram a adicao do azeite de oliva em difesecd@centracdes, tendo a fungao de fonte de
carbono e indutor da sintese de lipases. O resuitads expressivo foi obtido com farelo de
trigo como suporte e 2 % de azeite de oliva (10/mLY). Os autores ainda investigaram a
possibilidade de substituicdo do azeite de olivarpsiduos da industria do 6leo de milho. O
farelo de trigo foi mantido como suporte e os nas$dforam adicionados ao meio na
concentracdo de 4 %, sendo eles a borra, a esteard@tidos graxos. Verificou-se que 0s
subprodutos do refino do 6leo de milho podem séizados como fonte de carbono e
indutores do processo de sintese de lipases. Awmaslatividades foram obtidas com a borra
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e a estearina, de 13,8 U/ne_8,3 U/mL, respectivamente. O uso do &cido graoiui
significativamente a sintese de lipases, provavaiengor ser o produto da hidrélise de fontes
lipidicas, fenbmeno que ocorre quando a sinteseerdama se da pelo processo de
inducéo/repressao.

O azeite de oliva foi utilizado para a producéo ligases por células livres e
imobilizadas deAspergillus nigerno estudo realizado por Ellaiah et al. (2004).aRor
testadas concentracdes de O (zero) a 1,25 % de aeepliva, sendo as maiores atividades
enzimaticas (4,23 U/mL) obtidas na concentracdd @é da fonte de carbono, tanto pelas
células livres como pelas imobilizadas. J& D’Antgbet al. (2006) estudaram a utilizacao de
efluentes do processo de extracdo de azeite da ofivno substratos para a produgéo de
lipases. Foram testados varios microrganismosrelest quaisispergillus oryzageA. niger,
Candida cylindracea Geotrichum candidum Penicillium citinum Rhizopus arrhizuse
Rhizopus oryza€D microrganismo que apresentou os melhores aglmstfoiC. cylindracea
NRRL Y-17506, o qual foi estudado como modelo. Aducdo de lipases foi afetada pela
adicdo de fontes de carbono suplementares comeite a@e oliva e os 6leos de soja e milho,
na concentracdo de 3,0 g/L. A adi¢cdo do azeitelida aumentou a atividade enzimética de
1,24 U/mL para 9,0 U/mL, enquanto a adicdo dossdlde milho e soja resultou em
atividades de 6,42 U/mL e 6,34 U/mL, respectivament

O o6leo de gergelim foi utilizado na concentracdoOge % como indutor para a
producéo de lipases pelo microrganisfasarium solaniem fermentagdo submersa, tendo
apresentado o melhor resultado de atividade enkand0,88 U/mg ou 0,45 U/mg de
proteina) dentre os 6leos testados (trioleina, ,amdbo, palma e oliva). O 6leo de gergelim,
embora tenha levado aos melhores resultados eilaat®&/enzimatica, apresentou as menores
guantidades de proteina extracelular (o que indhi@®r atividade por unidade de proteina) e
as menores concentragbes de biomassa, 0 que s&izyantagem comercial da producgéao.
Embora substratos lipidicos e acidos graxos posdgaar como indutores da producédo de
lipases, rendimentos elevados também podem seegwidss utilizando-se fermentacdo em
estado soélido com o fungo filamentogspergillus sem adicdo de 6leos e gorduras
(SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001).

Colla (2009) investigou a producado de lipases epiwidade de hidrdlise utilizando
fungos filamentosos em cultivo submerso e por fetago em estado sélido. No seu
trabalho o indutor azeite de oliva proporcionou un@or producao de lipases com atividade
de hidrolise quando o cultivo foi realizado pomnfentacdo em estado sélido, enquanto que o
6leo de soja foi o indutor ideal para o cultivo mgibso. Embora o azeite de oliva tenha
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apresentado resultados maiores para a producadpdsed porAspergillus spp. em
fermentacdo em estado sélido (29,6 U/g a 57,3 W&y)yesultados obtidos com 6leo de soja
também foram promissores (28,6 U/g a 48,4 U/g).

Rizzardi (2012) selecionou fungos produtores deasks com atividade de
esterificacdo via fermentacdo em estado solidodaseaue obteve resultados maiores de

atividade enzimatica utilizando o 6leo de soja camlator na concentragéo de 1 %.
2.1.3.5Efeito do inoculo

O in6culo apresenta-se como um fator determin@atgroducdo de lipases por fungos
filamentosos. Nao apenas a quantidade, mas tamhigm esporos ou hifas vegetativas) e a
idade do in6culo podem mostrar resultados disti(R@$? AGIANNI; MOO-YOUNG, 2002).

Normalmente o inéculo empregado é na forma derespsendo que concentracdes
abaixo de 10esporos/ge, levam a maiores tempos para producéo da enzimaasto que
concentragdes acima de®18sporos/gei, Nd0 promovem aumento da produtividade. Apesar
da diferenca nos resultados de produtividade aticin€éle producdo de lipase mostra ser
semelhante, mesmo em concentracdes enftee 5 esporos/geio (GULATI; SAXENA;
GUPTA, 2000).

2.1.4 Purificacdo das lipases

Os processos a jusante da fermentagéo visam recwgseenzimas produzidas no meio
fermentado. As etapas de separacdo e purificagiiovean as substancias toxicas e/ou
metabdlitos indesejaveis.

Embora a maior parte das aplicagbes industriags netessite de uma preparacao
homogénea, boa parte das aplicagbes comerciaibpdass requer um grau de pureza que
permita a sua utilizagdo. As principais restricdas estratégias de purificagdo incluem baixo
rendimento, uso de reagentes quimicos e longo qeerde tempo (NAGARAJAN, 2012;
SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).

Os processos de purificagdo devem apresentar beaisbo, alto rendimento,
velocidade e serem vidveis em processos em escwa@ses, a fim de viabilizar o uso
industrial (SAXENA et al., 2003).
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2.1.4.1 Técnicas de separacao e extracao das lipases

Os passos de pré-purificacdo envolvem a concéatrdg caldo contendo as enzimas
sem 0s microrganismos que as produziram. As céluleobianas podem ser separadas do
caldo por centrifugacéo ou filtracdo. No caso dogbs, essa separagcao pode ser realizada
por filtracdo simples, ja as bactérias e levedpoasuem como desvantagem a necessidade de
metodologias de filtragcdo de custo mais elevadodem necessitar de uma floculagcdo com
agentes convencionais quimicos (SINGH; MUKHOPADHY,A2012).

A precipitacdo pode ser utiizada como uma etapendpia de separacéo,
possibilitando elevado rendimento. O uso de pregjpd com sulfato de amoOnio apresenta
diversas vantagens, como: baixo custo, alta salalé, protecdo natural das enzimas e
rendimento de até 90 %. Entretanto, o uso de setuséturadas de sulfato de amdnio torna o
processo mais lento, além de gerar quantidadeadzle\de residuos quimicos.

Para a fermentacdo em estado sélido uma etapzequsendo pesquisada nos ultimos
anos € a extracdo da enzima. Sabe-se que a teunpezad pH sdo parametros importantes
para a extracdo dos solutos, assim como o tipolderge, a razdo sélido-liquido, agitacéo e
tempo de contato, além da relacdo entre as vasiavei

Vardanega et al. (2010) avaliaram a extracao pdeséi dePenicillium sp. produzida
por fermentacdo em estado sdlido, variando a teatyray, 0 pH, a agitacdo e a razéo solido-
liquido. No trabalho foi verificado que pode setfiadédo uma maior extragdo utilizando tampé&o
fosfato 0,1 mol/L em pH 8,5 a 25 °C, 150 rpm deaggio e com uma razao de extracao de
1:20 durante 15 minutos de extracéo.

Menoncin et al. (2010) investigaram a extracaoreentracao das lipases produzidas
por Penicillium verrucosunem fermentacdo em estado solido. Os pesquisadonesuiram
que as melhores condigbes de extracdo eram a 88rMCpH 7,0. No trabalho também foi
efetuada a precipitacdo com solu¢cdo de sulfatond@nia, sendo que as condicbes que
apresentaram maior atividade enzimética foram aquelie utilizaram 60 % de saturacao
durante 5 horas de extragéo.

Em estudo realizado por Silva et al. (2011), ermodlo a extracdo e concentracéo da
lipase produzida pdPenicillium brevicompacturem fermentagcdo em estado solido, obteve-
se aumento da atividade hidrolitica de 31,82 Ukg 227,57 U/g e aumento da atividade de
esterificacdo de 170,92 U/g para 207,40 U/g apésitacdo com sulfato de amonio.
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2.1.4.2 Técnicas de purificacdo das lipases

ApOs a separacao o caldo fermentado contendoima&rme interesse é concentrado
por evaporagao a vacuo ou por processos de ufaafib. Essa etapa tem como objetivo obter
uma maior atividade especifica (unidade enzimatma massa de proteina) com a melhor
recuperacdo possivel da atividade inicial (ORLANDE¢t al., 2012).

Diferentes estratégias para a purificacdo dasdp&m sido utilizadas, em funcéo da
fonte microbiana. Algumas bactérias, como as dcoem@éRseudomonagpodem produzir
lipases intracelulares além das mais comuns, quextéacelulares, quando o meio de cultura
possui nutrientes diferenciados, exigindo a rupti&raélula e posterior extracdo da enzima.
Enquanto alguns autores investigaram a purificagéolipases bacterianas realizando a
precipitacdo com sulfato de amodnio, outros utiiraiprocessos de precipitagdo com acetona,
filtracdo em gel, cromatografia, troca ionica eldafiltracdo. Os estudos relacionando as
lipases produzidas por leveduras mostram que @rfattilizadas técnicas como precipitacao
com etanol ou com sulfato de amdnio e cromatogdsfisroca idnica. As enzimas produzidas
por fungos filamentosos, os quais apresentam uteagx diversidade de lipases sintetizadas,
j& passaram por alguns estudos para aprimorar pusifigacdo. Técnicas como as estudadas
para lipases produzidas por bactérias e levedorasnfavaliadas, mostrando que diferentes
estratégias de purificacdo devem ser necessariagrertie do grau de pureza requerido, do
tipo de matéria-prima utilizado e da disponibilidatke equipamentos (SAXENA et al., 2003).

Trés diferentes enzimas (caracterizadas comoelpasm massa molar de 43 kDa e 65
kDa e como esterase simples com massa molar dB&]1 roduzidas pofspergillus niger
e contidas em extrato proteico comercial foram isef@s por Fernandez-Lorente et al. (2005)
utilizando suportes hidrofébicos de adsorcéo eateds. Os autores mostraram a viabilidade
de separar as lipases utilizando técnicas de dts@gessorcdo com gel de octil-agarose,
Triton X-100 e suporte de octadecil-Sepabeads.

Itikhar et al. (2011) produziram lipases com epde Rhizopus oligosporus
precipitando as enzimas com sulfato de améniouafelo centrifugacdo, ressuspenséo e
posterior purificagdo com cromatografia de trocacé e cromatografia em gel. Os resultados
com a cepa nativa do microrganismo mostraram aumedetaté 1,7 vezes na atividade
especifica apds a precipitacdo com sulfato de amdmie até 446 vezes apds a purificacdo
por cromatografia, mas a atividade enzimatica dimirde 25 U/mL para 14 U/mL, em

virtude do volume necessario para ressuspensaozifaeeapds a cromatografia. Além disso,
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o percentual de recuperacéo foi de cerca de 55@% apromatografia em gel, indicando que

houve perda de enzimas no processo.

2.1.4.30utras estratégias de purificacdo das lipases

Em virtude das lipases microbianas serem enzixtagoelulares os passos iniciais de
purificacdo envolvem a concentracdo do meio feragentontendo a enzima por precipitacao
com sulfato de aménio, extracdo com solventes @gérmu por ultrafitragcdo. Os métodos
sequenciais de purificacdo podem envolver técnma®mo cromatografia de interacéo,
filtracdo em gel ou extragdo em sistemas bifasiéosombinacdo de pH neutro, elevada
umidade e condi¢cdes ndo drésticas de temperatumantoa extragdo em sistema aquoso
bifasico um método interessante para a purificagéobiomoléculas. Sistemas aquosos
bifasicos sdao normalmente formados por sistemagerda polimeros e sais. Os polimeros
solaveis em agua mais empregados sdo o polietlienb@ a dextrana, enquanto que a
solucao salina normalmente é o fosfato de potéssm sulfato de magnésio. Esta técnica, por
si s6, ndo é suficiente para purificar proteinasn celevado grau de pureza, sendo
normalmente seguida por cromatografia (NAGARAJABL2).

Algumas alternativas estdo se tornando mais corpare a purificacdo das lipases,
como sistemas bifasicos, imobilizacdo em suporg@®eessos de separacdo por membranas
(SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). Outra técnica que poder utilizada é a purificacao
utilizando liquidos ibnicos. Nesta técnica utilizam sistemas aquosos bifasicos com varios
liquidos catibnicos e anibnicos em combinacdo cam Borganicos (VENTURA et al.,
2011).

2.2 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

2.2.1 Aspectos gerais

Os processos de separagao por membranas savaraitie recentes. Somente nos
altimos cinquenta anos houve um avanco mais sigifio relacionado ao preparo das
membranas com fins industriais. As membranas eralia separacdo de dois ou mais
componentes de um fluido em funcéo da diferencenh@anho, de concentracéo e afinidade
guimica (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).
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As tecnologias de separagdo por membranas podesr trma economia consideravel
em operagOes de separagdo. As vantagens da tdendegseparacdo com membranas
incluem condicbes de processamento menos seveaas, tonsumo de energia e baixo
volume de residuos quimicos produzidos, simpli@dde operacdo e de aumento de escala,
além de possibilitar a separacdo de compostos epetatura ambiente, permitindo assim
gue solucBes sensiveis a temperatura sejam tragadagjue seus constituintes sofram dano
ou alteracdo quimica (STRATHMANN; GIORNO; DRIOLIQ@5).

Em muitos casos, processos de separagdo por masbrsdo comparados
favoravelmente com outras técnicas de separac@e Dwdo, as membranas sdo usadas em
larga escala para produzir agua potavel a partirgda do mar, purificar efluentes industriais
e recuperar constituintes que possuam valor coatell@m como para concentrar, purificar
ou fracionar solugbes macromoleculares em ind@stpiemicas e de alimentos. Membranas
podem ser feitas sob medida, assim suas propriededseparacéo podem ser ajustadas para
uma tarefa especifica de separacdo (MULDER, 199BASHMANN, 2001).

Ha diversos processos com membranas, os qualsaséados em distintos principios
de separacdo. A forca motriz que rege o movimeepeude das caracteristicas da membrana,
sendo aplicados gradientes de pressao, de corg@mtrde temperatura ou de potencial
elétrico para promover o movimento das particulasolidas atravées da membrana
(MULDER, 1996).

2.2.2 Caracteristicas da filtracdo tangencial

Independentemente do tipo de membrana, proprisdatke transporte como
permeabilidade a gases e liquidos, bem como suecidaple seletiva sdo utilizados como
parametros caracteristicos do processo. Para queaax transporte de uma espécie através
da membrana € necessaria a existéncia de uma rfwg@& agindo sobre a mesma. Os
processos comerciais de separagdo com membralesuttomo forga motriz o gradiente de
potencial quimico e/ou o gradiente de potencidlie® Como os processos com membranas
sdo, em sua grande maioria, atérmicos, o gradamigotencial quimico pode ser expresso,
apenas, em termos do gradiente de presséo e dent@péo (pressao parcial). Em fungéo da
morfologia da membrana e da forca motriz aplicamldaransporte de diferentes espécies
através da membrana pode ocorrer tanto pelo meeame convecgdo como pelo de difusédo
(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).
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Uma das caracteristicas dos processos de sepa@pamembranas é que eles podem
ser operados em fluxo cruzado (filtracdo tangencraks flow filtratior), além da operacéo
classica do tipo perpendicular ou frontde&d end filtratioh, conforme apresentado na
Figura 2.2.

Na filtracdo convencional, esquematizada na Figuga(a) o fluido é pressionado
contra a membrana filtrante e escoa perpendiculdematravés dela, fazendo com que os
solutos se depositem sobre a sua superficie (ot formacdo de torta de filtracdo), o que
torna necessaria a interrupgao do processo pgoaere substituicdo da membrana.

Figura 2.2 — Representagao esquematica dos sisteniidtsacéo: (a) filtracéo frontal ou perpendemuidead
end filtration), (b) filtracdo tangenciaktfoss-flow filtratior)

membrana

o _®
slimentagéc e ©® o o @ emeado
L]
[ J

Permeado

(b)

Fonte: Universidade de Coimbra (2014).

Na filtracdo tangencial, mostrada na Figura 2.2éb)solucdo de alimentagéo flui
paralelamente a membrana, e o fluxo de permeadpemdicularmente, o que permite o
escoamento de grandes volumes de fluidos, poidipstde escoamento, a altas velocidades,

tem o efeito de arrastar os sélidos que tendemaaigmular sobre a superficie da membrana.
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Como ocorre menor acumulo de material retido sabseiperficie da membrana, esta tem
menos tendéncia ao entupimento, e a producdo padmantida por periodos maiores de
tempo (MULDER, 1996; STRATHMANN; GIORNO; DRIOLI, 2®).

Na filtracdo tangencial, a alimentacéo é realizaatalela a superficie da membrana, e
somente partes dos solutos se acumulam devideeadménos de incrustacao e polarizagéo
por concentracdo, sendo a outra parcela conduzda fora do modulo pela corrente de
concentrado ou rejeito, evitando a formacdo daatale filtragdo (MULDER; 1996;
STRATHMANN; GIORNO; DRIOLI, 2006).

2.2.3 Aplicagbes dos processos de separagdo por membranas

Processos com membranas para os quais a difedlengaesséo € a forca motriz tém
sido utilizados para concentrar, fracionar e praifisolucdes diluidas, em particular solugdes
aquosas. Em fungéo da natureza e do tipo de sautlaspresenca ou ndo de particulas em
suspenséao, sdo empregadas membranas com difaisngeshos e distribuicdo de poros, ou
mesmo densas, caracterizando 0s processos cordecmimo microfiltracdo (MF),
ultrafitracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmoseersa (Ol), conforme representado na

Figura 2.3 e descrito no Quadro 2.1.

Figura 2.3 — Representacdo dos processos dedittar membranas que utilizam o gradiente de presséio

forca motriz

Pressao Didmetro do poro
(KPa) (micrometroy
a\ a4\ a \
Osmose Reversa 1500 a 15000 » < ' <0,001
<
Nanofiltragao 500 a 3500 ” i ' < 0,001
-
Ultrafiltragao 100 a 1000 2R ; 0,001 20,1
“ “ “
4V
Microfiltragao <200 » S a 01as
> Agua A
» Sais dissolvidos
» Lactose 3 STTE——
) Alimentagio » Membrana | == Concentrado
» Proteinas -
—- B actérias e gorduras \ | Permeado

Fonte: Mierzwa et al. (2008).
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Quadro 2.1 — Caracteristicas dos principais prosasde separagao por membranas que utilizam o gtadie

pressdo como forgca motriz

~ .| Diametro . .
Processo | Pressao Retido Permeado Aplicagao
de poro
Particulas em suspenséo|e Aqua e Esterilizagéo,
Microfiltracio 10-200| 0,05-10 microrganismos com sgli dos clarificacéo,
& (kPa) (um) massa molar maior que 500 . ; concentracéo de
dissolvidos .
kDa células
) Fracionamento
_ y 100 - 500 5 — 100 Macromolecula_s com Aguq, sais e concent(agao de
Ultrafiltracéo massa molar maior que % moléculas proteinas,
(kPa) (nm) ~
kDa pequenas recuperacédo de
pigmentos e 6leos
Nanofiltracso 0,5-3 1-10 Moléculas com massa An%g%ci?:se Purificacéo de
¢ (MPa) (nm) molar maior que 0,5 kDa enzimas
pequenas
Osmose 3-10 <1 Material soltvel ou em A Dessalinizacéo de
) = Agua .
inversa (MPa) (nm) suspensao agua

Fonte: adaptado de Habert; Borges; Nobrega (208&athmann; Giorno; Drioli (2006).

2.2.4 Tipos de membranas

Em funcéo das aplicacbes a que se destinam, adraness apresentam diferentes
morfologias. As caracteristicas da superficie danbmana que estdo em contato com a
solucdo a ser separada é que vao definir que @ponarfologia utilizar. Dois tipos de
parametros sdo normalmente empregados para sdecaacmembranas: parametros de
natureza morfolégica e parametros relativos a pugwiedades de transporte. As membranas
podem ser classificadas da seguinte forma (HABEBORGES; NOBREGA, 2006):

a) Primeira geracdo: membranas de acetato de celalpsesentando limitagdes quanto a
extremos de pH, altas temperaturas, tipos de agysatatizantes;

b) Segunda geragcdo: membranas organicas de polinetéscss, apresentando maior
resisténcia a agentes quimicos e temperatura;

c) Terceira geracdo: membranas inorganicas de mategaiimicos, a base de zircénio
ou alumina depositados sobre um suporte de graft@sentando elevada resisténcia

mecanica, térmica e quimica.

Do ponto de vista morfolégico as membranas podenclsssificadas em densas
(homogéneas) ou porosas (heterogéneas). As memlparasas apresentam como principal
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mecanismo de transporte a diferenca de tamanh@ edrparticulas, enquanto que o
mecanismo das membranas densas se baseia na dogs@mmponentes no material da
membrana, difusdo destes através da mesma e ppsiessorcdo do lado do permeado
(MULDER, 1996; STRATHMANN; GIORNO; DRIOLI, 2006).

Em relagdo a estrutura as membranas podem seifictal®s como simétricas
(isotrépicas) ou assimétricas (anisotropicas), sanee as membranas simétricas apresentam
0 tamanho de poro uniforme em sua secao transvgis&ERT; BORGES; NOBREGA,
2006).

As membranas poliméricas podem ser sintetizadasdgerentes técnicas como
sinterizagdo, estiramento, bombardeamento concpkasi recobrimento e inverséo de fases
(STRATHMANN, 2001). As membranas poliméricas podsen fabricadas com diversos
polimeros, desde que estes oferecam barreirasvaslet permeacdo. Os polimeros mais
utilizados para a producdo de membranas sao: piidiea, polieterssulfuna, fluoreto de
polivinilideno, policarbonato, politetrafluoretilenpolipropileno, poliacrilonitrila, acetato de
celulose, entre outros (HABERT; BORGES; NOBREGA)&0

2.2.5 Tipos de modulos de separagéo

Industrialmente os modulos de membranas sdo usadosseis configuracoes
principais (cartucho pregueado, placa e quadraraésmrolada, tubular, capilar, fibra oca),
0s quais se mostram diferentes em diversos aspelgsasnho, modo de operacao, custos de
producéo e requerimentos de energia para o sistemaimentacdo, conforme diagramas
esquematicos apresentados na Figura 2.4 (STRATHMANRNRNO; DRIOLI, 2006).

O modulo de cartucho pregueado € usualmente diilizen filtracdo frontal, do tipo
dead engdem sistemas pressurizados. A alimentacdo entrioe o permeado é recolhido
por um duto central. O tipo placa e quadro dervs fitros-prensa convencionais, e consiste
em placas delgadas recobertas em ambas as faessnpeinbranas. Nestas placas existem
pequenas ranhuras em que flui o permeado depgas$ar através da membrana, sendo que
o permeado chega a um tubo central por onde éadoletA configuracdo de mdédulo de
membrana em espiral enrolada € constituida pormvaltério de membrana em torno de uma
matriz a qual é ligada a um tubo perfurado. A sidua ser filtrada escoa na dire¢do axial
através da superficie da membrana, sendo que mnegdo é recolhido por intermédio de um

tubo interno perfurado no centro do modulo.
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Figura 2.4 — Diagrama esquematico dos princippgstde modulos de filtracdo por membranas: (ajcaot

(b) placa e quadro, (c) espiral enrolada, (d) k) capilar, (f) fibra oca

cartucho
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\\& - o
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- |
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Fonte: adaptado de Strathmann; Giorno; Drioli (2006
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Os dispositivos tubulares consistem em feixes elslde tubos porosos ou
perfurados, de paredes rigidas. A alimentacdo ymigada escoa no interior dos tubos e o
permeado goteja pela superficie externa e é reipodalutos apropriados. O didmetro dos
tubos internos normalmente varia entre 1 cm e 2,5@s mddulos de capilares consistem em
diversos tubos com diametro interno de 0,2 mm anB arranjados em paralelo como um
feixe de tubos. A alimentacdo passa por dentrotdbgs, e o permeado € recolhido na
carcaga do tubo. Nos modulos de fibra oca, o l@uid entrada escoa sobre a superficie
externa das fibras sob pressdo e o permeado é@dwolgela parte interna das fibras. O

diametro externo das fibras normalmente varia és@rgm e 100 pum.

2.2.6 Parametros de processo para microfiltracao e ultraltracao

Algumas caracteristicas importantes para a filobagdo: porosidade, espessura,
seletividade e permeabilidade. A porosidade nd@ dev entendida somente como sendo 0
tamanho de poros e sim como uma relacdo entreta g@ida e os poros da membrana. A
porosidade pode ser relativa a parte superficialaotoda membrana. Quanto maior a
porosidade da subcamada, menor sera a resistéaciux@ de solventes através da
membrana. Um aumento na porosidade superficiaimfbca necessariamente em reducao
nos niveis de retencdo de macromoléculas, ja cieeagsnento pode ser devido ao maior
namero de poros e ndo a um aumento em seus did&magdios (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006).

A eficiéncia de separacdo néo é apenas determpedas propriedades da membrana,
também depende do tipo de mddulo utilizado e dgafaplicada durante sua condugéo. Nos
processos de separacdo por membranas os compoastéesgeralmente concentrados no
chamado produto retido e em menores concentragdpermeado. Os principais parametros
operacionais que afetam o fluxo permeado séo:gwessmperatura, viscosidade, densidade e
velocidade tangencial. Os processos de microfétvag ultrafiltragéo utilizando membranas
porosas ocorre principalmente pela retencdo poanam A seletividade a determinado
soluto se da essencialmente na pele da membramdy see importantes parametros para
esses processos sao o fluxo permeado, a reterggemreneabilidade hidraulica (MULDER,
1996).
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2.2.6.1 Fluxo permeado

O fluxo permite quantificar o material que atrageasmembrana. O fluxo permeado,
determinado pela Equac&o 2.1, normalmente é expessd./(nf.h) ou kg/(m.h), permitindo
comparar a permeabilidade de membranas com astagtat.

J=—= (2.1)

Sendo:

J: fluxo permeado (L/fh)
Vp: volume de permeado (L)
An: area da membrana {m
tm: tempo de filtracao (h)

2.2.6.2 Permeabilidade hidraulica

A permeabilidade hidraulica é constante para unda daembrana e é funcdo de
diversos parametros: difusividade do solvente nairmaolimérica, concentracao do solvente,
volume especifico do solvente, constante univedssl gases, temperatura do sistema e
espessura da membrana.

Nas membranas porosas de microfiltracdo e de ilitagéo o fluxo volumétrico do
solvente é predominantemente viscoso (convecteq)pde ser descrito pela Equacdo 2.2,
guando a pressdo osmotica da solugdo é descomsid&alienta-se que o fluxo permeado
diminui com o aumento da viscosidade, ou seja, angabilidade da membrana é
inversamente proporcional & viscosidade do meiddl(MEHTA; ZYDNEY, 2005).

J =L, X AP (2.2)

Sendo:

J: fluxo permeado (L/fh)

L,: permeabilidade hidraulica (LfoPa.h)
AP: pressao transmembrana (Pa)
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2.2.6.3 Retencao

A retencéo, ou rejeicdo de solutos, determinada Bgqluacéo 2.3, pode ser definida
como a capacidade de separacédo de uma membrana.

R = (1 - M) x 100 (2.3)

retido

Sendo:
R: retengéo (%)
Cpermeads CONCeENtracdo do componente no permeado

Cretido- CONCentracao do componente no retido

Muitas vezes a retengcdo é apresentada em termosnpeais, sendo que o conceito
utilizado pelos fabricantes de membrana para dedipeso molecular de um soluto no qual a
membrana apresenta 90 % de retencdo € chamadaode tia membrana’c(t off. No
entanto, ndo existe uma padronizagdo neste val®0d®, quando comparados diferentes
fabricantes, além das condigbes de operacBes sereitas vezes distintas (MEHTA;
ZYDNEY, 2005).

2.2.7 Fatores limitantes da microfiltragéo e da ultrafiltracao

Quando um processo de separacdo por membranas defiltracdo ou de
ultrafiltracdo em modo tangencial entra em operapade-se observar uma queda do fluxo
de permeado em funcdo do tempo, conforme apresengafigura 2.5.

A reducdo do fluxo € o resultado do aumento n#&stéexia da membrana pelo
bloqueio dos poros e a formacdo de uma camadatdestibre sua superficie. O bloqueio de
poros aumenta a resisténcia da membrana, enquaat® fgrmacédo de torta cria uma camada
adicional de resisténcia ao fluxo permeado. Esseesso reduz a taxa de producdo de
permeado e aumenta a complexidade da operacatrdedfs por membranas (SONG, 1998;
ABDELRASOUL; DOAN; LOHI, 2013).

Pode-se dizer que a diminui¢do do fluxo é um psIesusado principalmente por

dois fenOmenos que limitam o transporte: polarizap@®dr concentragdo e incrustacéo
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(fouling), sendo que o primeiro ocorre rapidamente enquguéo segundo ocasiona uma

gueda gradual e em longo prazo no fluxo.

Figura 2.5 — Representagao esquemética da dimmdigfluxo permeado durante o processo de ultiagéio,
com identificacao das zonas: (A) queda rapidaahao fluxo, (B) queda lenta e gradual de fluxo, ¢tado

estacionario

A| B C

Fluxo

Tempo

Fonte: adaptado de Nigam; Bansal; Chen (2008).

2.2.7.1 Polarizag&o por concentragéo

A polarizacdo por concentracdo € um termo utilizpdoa descrever o acumulo de
solutos proximo a superficie da membrana, o quelteeem uma concentracdo do soluto
nessa regido muito maior do que na corrente desatagéo. Isto pode ser representado como
uma reducdo na forca ocasionada pela pressédo #arm@na devido a uma diferenca de
pressdo osmotica entre o permeado e a solucaandentdcdo imediatamente adjacente a
superficie da membrana (FIELD, 2010).

Uma vez que a membrana € seletiva, isto €, peanpassagem apenas de alguns
solutos, haverd um acumulo dos solutos que saanagte rejeitados pela membrana,
ocorrendo um aumento da sua concentracdo nestaorg@gdxima a membrana. Como
consequéncia, formar-se-a uma camada concentradeerface da mesma que oferecera uma
resisténcia adicional a transferéncia de massa& feésbmeno resulta na formacdo de um
gradiente de concentracdo no lado de maior predadmembrana, o que ocasiona uma
corrente difusiva do soluto em direcdo oposta axxofldo solvente pela membrana
(STRATHMANN; GIORNO; DRIOLI, 2006).
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A polarizagdo por concentracdo € uma consequératiaah da seletividade de uma
membrana e é um fendmeno inevitdvel, mas € reedrsivm a eliminacdo da pressao
transmembrana e, consequentemente, do fluxo (FIZQD0).

O controle da pressio transmembrana afeta a vattecide permeacdo. A medida que
a pressao aumenta, a forca do fluido que flui par@mbrana € aumentada, conduzindo a um
fluxo de permeado elevado. O aumento da influéndaapressdo aplicada ao fluxo de
permeado, apresentado na Figura 2.6, mostra guedala que a pressdo aplicada em um
processo de filtragdo com solutos é aumentadaa-slew efeito do fenbmeno de polarizagéo
por concentracdo, pela maior quantidade de matetido na superficie da membrana. Se a
pressao for aumentada mais ainda (ultrapassandato jglentificado na Figura 2.6 comeg) P
a polarizacao por concentracdo se torna suficigaute que os solutos retidos na superficie da
membrana formem uma camada de gel, impedindo gaan@ento adicional da presséo
aplicada conduza a um aumento do fluxo permeatilitsita o fluxo permeado através da
membrana e, por conseguinte, o fluxo atinge um Inide estado estacionario
(ABDELRASOUL; DOAN; LOHI, 2013).

Figura 2.6 — Efeito da presséo no fluxo permeadaoienprocesso de filtrag&o tangencial

fluxo permeado da agua pura

:
fluxo permeado com macromoléculas |

— |

Fluxo permeado

Pressdo aplicada

Fonte: Abdelrasoul; Doan; Lohi (2013).

O fendmeno designado de polarizagéo por concepti@ggilime maior importancia no
caso da ultrafitracdo de hidrocoloides, macromdé&s e outros solutos de elevado peso
molecular. Outras condigcbes do processo, tais camanteracdes entre os solutos e a

membrana, o pH do meio, o tamanho e a morfologiardgria membrana, concorrem para o
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aparecimento de resisténcias adicionais devidondaigho da camada gel, do entupimento dos
poros e da adsor¢do de solutos na superficie ddoraam

A formacdo da zona de polarizacdo pode ser mindgaizaravés do aumento da
velocidade de escoamento tangencial devido ao @aomdanturbuléncia. O efeito de mistura,
nas proximidades da superficie da membrana, artasta parte significativa dos solutos
acumulados, na maioria das vezes por adsorcaozinddua espessura da camada gel e
aumentando a velocidade de permeacéo (ABDELRAS@MADAN; LOHI, 2013).

2.2.7.2 Incrustacéo (fouling)

Nos processos de microfitracdo e de ultrafiltrac@ém da importancia da
polarizagédo por concentracdo na reducdo do fluyoedeeado ocorre também um fenémeno
chamado incrustacdo ou colmata¢cdoul{ng). Este fendmeno provoca a redugao do
desempenho da membrana devido ao depdsito de stibst&uspensas e/ou dissolvidas,
organicas e/ou inorganicas na sua superficie efose@ interior.

De acordo com Field (2010) a incrustagéo pode assisnseguintes formas:

a) Adsorcdo: ocorre quando existem interacbes espasifientre a membrana e
as particulas. Uma monocamada de particulas podersar até na auséncia de
permeacdo, conduzindo a uma resisténcia hidréadicéonal.

b) Bloqueio dos poros: durante o processo de filtrgu@ae ocorrer um bloqueio fisico
dos poros, levando a uma reduc¢ao no fluxo devidenaapimento total ou parcial dos
poros.

c) Deposicdo: um depdsito de particulas pode cresasrada a camada, na superficie da
membrana, conduzindo a uma importante resisténdigauiica adicional. Esta é
muitas vezes referida como resisténcia da torta.

d) Formacéo de gel: para certas macromoléculas, bdévygolarizagdo por concentracéo

pode levar & formacéo de gel nas imedia¢gbes dafsipela membrana.

Na pratica o depdsito formado representa uma segonainbrana sobre a primeira, 0
que reduz a sua permeabilidade e modifica as soasigdades de retencdo de particulas. A
extensdo da incrustacdo depende da natureza dedsplmas depende, também, das
condi¢cOes de operacao do sistema em questdo (ABBEORIL; DOAN; LOHI, 2013).

Para membranas porosas a area ativa da membrardgre® alos poros. Assim, a

maioria dos mecanismos de incrustacao esté rekmtdon eles e aos processos que conduzem
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a uma reducdo do numero de poros ativos. Com liss® geralmente quatro mecanismos de
incrustacédo em membranas porosas podem ser obsgreaforme mostrado na Figura 2.7:
bloqueio completo de poros, bloqueio interno de@gpbloqueio parcial de poros e formagao
de torta (FIELD, 2010).

Figura 2.7 — Mecanismos de incrustacido das membporasas: (a) bloqueio completo de poros, (b)uaim
interno de poros, (c) blogueio parcial de porosfddnacao de torta

YUY DU UY

(@) (b)

A A A A A A A A _A A _A

DU W

(© (d)

Fonte: Field (2010).

As incrustacdes ocasionam aumento nos custos dagdpe maior gasto de energia,
aumento nas quantidades de lavagens da membraadagio da vida Util dos elementos da
membrana. A diminuicdo do efeito de incrustacatéesaa reparacdo pode ser feita por meio
de pré-tratamento da alimentacdo para limitar gpsopenséo a incrustacdo, por melhoria das
propriedades fisico-quimicas da membrana, peleelimpla membrana e pela otimizacdo das
condicOes de operacao (ABDELRASOUL; DOAN; LOHI, 2p1

A incrustacdo pode ser controlada através de pimeetbs como a aplicagdo de
gradientes de pressdo mais reduzidos ou atuandmiesh da composicdo quimica das
membranas de forma a alterar as intera¢gfes salperficie da membrana. Um critério muito
importante para a realizacdo de um processo deagdoapor membranas é o controle da
polarizagédo por concentragéo e da incrustacao.|gmms&maodulos, tais como o tubular, o de
placas planas e capilar pode-se controlar a palgi@ por concentragcdo e o entupimento da
membrana eficazmente pelo fluxo de alimentacdo watky Outros modulos, tais como o
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espiral enrolado e o de fibra oca sdo mais sesspagia a incrustacdo (STRATHMANN;
GIORNO; DRIOLI, 2006).

Apesar dos processos de ultrafitracdo apresentalleversas vantagens, faz-se
necesséria uma maior avaliacdo dos parametrosodegso que influenciam na formacéo de
incrustagdo na membrana. Em estudo realizado [saeafien foi avaliada a eficiéncia da
filtracdo de uma membrana ceramica tubular defititegéo para separar corantes organicos.
Os autores obtiveram remocao de matéria organjoerion a 98 %, entretanto verificaram
gue as caracteristicas da torta formada no proagisgd de filtragdo foram mais importantes
para a filtracdo que os seguintes parametros: tamndo poro, pressao transmembrana e
concentracdo da alimentacio (ZURIAGA-AGUSTI et20]4).

Em processos de ultrafiltracdo realizados poroped maiores (pelo menos dois dias)
o efeito das propriedades da membrana sobre astagéo e, consequentemente, sobre o
fluxo permeado ndo € significativo, sendo mais irtgode o efeito de interacdo entre as
particulas e a camada depositada. Isto porqueta itocialmente formada na superficie da
membrana impede que ocorram interagfes signifestiliretas desta com as particulas que
estao sendo filtradas (WANG; TANG, 2011).

Mais recentemente o0s campos elétricos e ultrags®nestdo sendo aplicados
simultaneamente para aumentar a seletividade dambraras e diminuir o efeito de
incrustacdo nas mesmas (VARDANEGA et al., 2013)b&na o tamanho das particulas seja
um dos principais fatores que predizem a separeg@omembranas, outras variaveis, como
as interacdes eletrostaticas entre proteinas, gghpdratura e polarizagdo por concentracéo
também apresentam efeito para a eficiéncia do gsocédssim, técnicas de modelagem do
processo de ultrafitracdo para fracionamento ecemtnacdo de proteinas, estdo sendo
estudadas a fim de otimizar o processo. Em virtda®e redes neurais tenderem a incluir
muitos parametros que requerem dados experimerpagem ser utilizados métodos
empiricos com modelos polinomiais para a otimizagés parametros de processo da
ultrafiltracdo (BHADOURIA et al., 2014).

A modelagem dos processos de filtracdo tangengcial envolvem incrustagéo tem
sido proposta por diversos autores, utilizando osdeios tradicionais isolados ou
combinados, em virtude do tipo de interacdo quere@ntre a membrana e as particulas que
estdo sendo filtradas (BOLTON; LACASSE; KURIYEL, 3 MONDAL; DE, 2010;
BRIAO; TAVARES, 2012).
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2.2.8 Ultrafiltracdo para separagdo e concentracdo de pteinas e enzimas

A separacgdo, concentracdo e purificacdo primé&iprdteinas pode ser efetuada por
diferentes técnicas de separacdo por membranaprid@pais metodologias para este fim
sdo: microfiltragdo (convencional e com campo ie)r ultrafiltracdo (convencional, com
membranas carregadas, com campo elétrico, com canmtpassénico), nanofiltracao,
cromatografia com membranas, membranas de elesef¢SEAXENA et al., 2009).

A ultrafitracdo apresenta-se como uma técnicgmbeesso atrativa, em funcédo da
elevada estabilidade térmica e alta resisténd@afis quimica dos polimeros que compdem a
membrana (SAXENA et al.,, 2009). Entretanto, a éficia do processo normalmente &
limitada pela incrustacdo da proteina na membrasajtando em declinio do fluxo permeado
e perda da atividade catalitica. A fim de melhargrocesso Krstic et al. (2007) inseriram um
agitador no interior de uma membrana de ceramicapeatando a turbuléncia e,
consequentemente, diminuindo a incrustacdo, esperite para as suspensdées com maior
viscosidade.

Huisman, Prddanos e Hernandez (2000) investigaragfeito das interacdes entre
proteinas e membranas durante a incrustacdo enegsax de ultrafiltracdo. Os autores
verificaram que as interacdes entre a membrana graeinas influenciam no inicio da
ultrafiltracdo, sendo que as interacdes entre @eipas somente tém importancia durante os
estagios posteriores do processo. Salienta-se qudenémeno de incrustacdo €
fundamentalmente dependente das condi¢cdes deditnatilizadas.

Hwang e Chiang (2014) realizaram a comparagaoatelbmanas de ultrafiltracdo com
diferentes morfologias (éster de celulose, fluoré¢opolivinilideno e policarbonato) para
separar proteinas de polissacaridios. Os autorgcaam um aumento no fluxo de
permeado com o aumento da velocidade tangencalirdentacdo e também com o0 aumento
da presséo transmembrana. A incrustacdo ocorradgrehacdo de agregado de proteinas na
superficie da membrana e pela adsorcdo de polisdasanos poros da membrana. Os
maiores fluxos foram obtidos com a membrana dedlaode polivinilideno, embora a maior
seletividade tenha sido obtida com a membrana teapmonato, em virtude de apresentar
maior uniformidade no tamanho dos seus poros eeptral bem menor de porosidade
(HWANG; CHIANG, 2014).

A concentracdo de enzimas por ultrafitracdo também sendo estudada com
resultados promissores, como 0s de Lopes et &9]2Que mantiveram 100 % da atividade
enzimatica da bromelina apés ultrafitracdo de sdeo abacaxi, obtendo um fator de
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concentracdo de dez vezes. Rodriguez-Fernandeéz(20H83) concentraram a enzima fitase
produzida por fermentacdo em estado solido atdeésdtrafiltracio com membrana de massa
molar de corte de 10 kDa, obtendo um fator de cunaeédo de 4,3 vezes, retencdo de 100 %
e rendimento de 86 %.

Golunski et al. (2011) realizaram a purificacdo idelinases produzidas por
Kluyveromyces marxianusm fermentacdo em estado sélido utilizando pragio com
etanol e posterior ultrafiltracdo. A purificagdontetanol proporcionou aumento de duas
vezes na atividade e a ultrafiltragdo com membdenpolietersulfona de 100 kDa apresentou
um fator de purificacdo de 5,5 vezes, com 86 %eddimento. Estes resultados mostraram
uma potencial aplicagdo de processos mais simplgsidos para a purificacdo de enzimas.

Gottschalk, Bon e Nobrega (2008) avaliaram a canaedo da enzima lignina
peroxidase utilizando processos de ultrafiltragdim enembranas de polissulfona e acetato de
celulose com massa molares de corte de 10 kDaDaGeks0 kDa. Os resultados mostraram
uma elevada retencéo (superior a 96 %) para as raeade polissulfona de 10 kDa e 20
kDa, enquanto que a membrana de 50 kDa apresesttmg@o de 58 %. O tempo de filtragao
desta ultima membrana foi de 30 minutos, enquanéonas demais foi superior a uma hora,
em virtude da diminuig&o do fluxo. A membrana detaio de celulose de 20 kDa apresentou
rejeicdo de 77 % e mostrou um menor decréscimeenagabilidade total, sugerindo menor
adsorcéo e bloqueio de poros nessa membrana. @sstdmbém verificaram que o aumento
da pressao para 3 bar beneficiou o fluxo de permaads diminui a estabilidade da enzima,
diminuindo o rendimento do processo (GOTTSCHALK;NBOIOBREGA, 2008).

Novas membranas de ultrafiltragdo estdo sendondel&das, a fim de controlar a
seletividade para a separacdo de proteinas. Emstudoedesenvolvido para este fim foi
efetuada uma alteracdo da estrutura de uma membemaicrofiltracdo de fibra oca de
fluoreto de polivinilideno, a partir da aplicaca® pblivinilpirrolidona e posterior imersao em
solucéo salina. A membrana obtida apresentou nmasta de corte de cerca de 100 kDa e
mostrou alta capacidade de permeacdo, com um flaxégua chegando a 590 L(h). De
acordo com os autores a membrana desenvolvidagerdgilizada na separacdo de proteinas
focando no ponto isoelétrico da proteina de maimanho (LI et al., 2013).

Em outro estudo foi efetuada a modificagdo de mends de ultrafiltracdo de
polieterssulfona com metacrilato de polietilenagflicitiizando radiacdo ultravioleta. Os
resultados mostraram que as membranas modificpdasemtaram fluxo permeado superior e
maior estabilidade e seletividade para concentrag8eparacdo de albumina e mioglobina

durante as seis horas de filtragdo, em relacdoessbnanas convencionais, que tiveram sua
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permeabilidade diminuida em 50 % ap0s trés cic®diltacdo e limpeza (PEEVA et al.,
2012).

Valifio et al. (2014) modificaram uma membrana Healiitracdo de celulose com
massa molar de corte de 100 kDa, atraves da afidicde cargas eletrostaticas e consequente
aumento do potencial zeta da membrana. Os autaneseguiram separar as proteinas
albumina e lactoferrina, embora tenham obtido fux@e permeado muito baixos, e
evidenciaram a necessidade de otimizar o processwéa da modificacdo de outros

parametros operacionais.

2.2.8.1 Concentracao de lipases por membranas

A utilizacdo de ultrafitracdo com membranas @ap# para purificacdo de lipase
proveniente d€®seudomonas fluorescefts estudada por Sztajer e Bryjak (1989). No estud
foram testadas duas membranas (poliacrilonitrpalessulfona) com massa molar de corte de
10 kDa, sendo que a primeira mostrou melhor compwhto para o fracionamento
preliminar, pois 30 % da enzima foi recuperada eomeado, enquanto que a segunda
proporcionou uma concentracdo mais efetiva, cofb e retencéo.

Islam et al. (2009), realizaram a producdo desépa partir deCirrhinus reba
concentrando-a por ultrafitragcdo e purificando-@ gromatografia. A lipase produzida
possuia 87 kDa de massa molar e foi extraida cdotd&w tampdo em pH 7,8, sendo
posteriormente centrifugada, precipitada com sulfé amdnio, ressuspendida, dialisada,
novamente centrifugada e entdo ultrafitrada conma umembrana de 30 kDa. Apos a
purificacdo a atividade enzimatica especifica féi \B2zes maior que no extrato bruto;
entretanto o rendimento foi inferior a 50 %, evilando perdas no processo de purificagéo
por cromatografia.

Em estudo realizado sobre a producgéo e purificdedligpases a partir deeobacillus
sp. realizou-se a centrifugacédo do caldo fermentadndo entdo efetuada a microfiltragao
com membrana de acetato de celulose a fim de rretiracélulas remanescentes. Apos foi
efetuada uma ultrafiltracdo com filtro de celulegan massa molar de corte de 10 kDa e
posterior purificacdo utilizando cromatografia dect ibnica. Embora os autores tenham
obtido resultados elevados de atividade enzimateproduto purificado (até 5,9 vezes
superior) a quantidade de proteina foi muito iofermostrando perdas de 80 % durante o
processo de ultrafiltracdo e de até 99 % na craynafia (MUNOZ; CORREA-LLANTEN;
BLAMEY, 2013).
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Apesar do aumento no niumero de estudos relacisradeparacdo e purificacdo de
proteinas, observa-se ainda elevada perda de engjuzndo sdo utilizados processos que
envolvem precipitacéo, centrifugacao e cromatogra#fiutilizacado de processos de separagéo
por membranas em série (microfiltracdo e ultrafgfio) pode propiciar uma diminuigcdo no
namero de etapas dewnstreamalém de diminuir o uso de agentes quimicos, pihissndo
um aumento na velocidade do processo de producéipages e diminuindo seus custos de
producéo.
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3 PRODUCAO DE LIPASES COM ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO
POR Aspergillus spp. ATRAVES DE FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO

Os objetivos desta etapa do trabalho foram efetuselecdo de fungos filamentosos
produtores de lipases com atividade de esterif@agstudar as condi¢cées de producdo dessas
enzimas, determinar a especificidade por difererdebstratos e aplicar os extratos
enzimaticos liofilizados como catalisadores emd@eagle sintese de ésteres etilicos de 4cidos
graxos.

3.1 MATERIAL E METODOS
3.1.1 Microrganismos e preparo do in6culo

Foram utilizados 16 fungos filamentosos isolados @olla et al. (2009), sendo 1
proveniente do Laboratorio de Fermentacdes da hidade de Passo Fundaspergillus
fumigatug, 5 oriundos de solo contaminado com 6leo diesgd eriundos de efluente de
laticinios, pertencentes aos génekspergillus, Penicillium, Trichoderma e Fusarium

Dos isolados estudados, o microrganismo que apms®s melhores resultados nas
etapas posteriores foi submetido a identificacawegea no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de S&o Paulo, utilizaadmetodologia citada por Smaniotto et
al. (2012).

Os fungos foram mantidos sob refrigeracdo em tdlgosnsaio contendo agar batata
dextrose (ABD) inclinado, sendo realizada a repoaglas cepas a cada trés meses. Para o
preparo do indculo foram adicionados de 10 mL diecéo de Tween 80 (0,1 %) aos tubos de
ensaio com 4gar, realizando-se a raspagem dososspmm alca de platina. O inéculo foi
preparado adicionando-se 2,5 mL da suspensdo deosspbtida em erlenmeyers de 1 L
contendo 100 mL de ABD, com posterior incubacdo0a°@ durante 7 dias. ApOs o
crescimento flngico na superficie do agar adicammase 50 mL de Tween 80 (0,1 %),
seguido de uma raspagem dos esporos e filtracaAgaem estéril para retencdo das hifas,
conforme metodologia de Colla (2009).
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3.1.2 Producéo de lipases com atividade de esterificac@avaliacdo da especificidade
por substrato

Os 16 microrganismos isolados foram utilizados@aselecéo de fungos produtores
de lipases com atividade de esterificacdo, umaquez em estudos anteriores 0S mesmos
apresentaram-se bons produtores de lipases coitaaivde hidrolise (COLLA et al., 2009).
Como primeira etapa realizou-se a fermentacédo ead@solido segundo as condigbes de
cultivo estudadas por Colla et al. (2010). Nes@p@tde selecdo de microrganismos foi
utilizada uma mistura de 85 % de farelo de soj& &blde casca de soja, totalizando 25 g de
meio de cultivo, adicionado em béqueres de polifaop de 600 mL, o qual faampado com
manta acrilica hidrofébica e autoclavado a 121 6€2% min, com posterior ajuste do pH do
meio em 4,5 através da adi¢cdo de uma solucdo,86yH ,5 mol/L. A umidade do meio foi
ajustada para 60 % com agua destilada estérilcmaddos 2 % de 6leo de soja como indutor
para a producédo de lipases. A inoculacdo foi redéizcom a adigcdo de 1 mL da solucéo de
esporos para cada béquer, correspondendo a umant@uéo final de esporos de’10
esporos/g de substrato. Os frascos foram incubamasstufa a 30 °C sendo realizada a coleta
das amostras para a determinacdo das atividadeste&gficacdo nos tempos inicial (0 h) e
apos 96 h de fermentagéo. Os ensaios foram readizad triplicata.

Com as cepas que apresentaram maiores atividad@ndticas para esterificacdo
realizou-se uma nova fermentacdo em estado satiddificando-se o meio de producéo para
80 % de farelo de soja e 20 % de casca de soj# 86 umidade final e adicdo de Oleo de
soja e ureia como indutor e fonte de nitrogénispeetivamente, na concentracao de 1 %,
com base em estudos conduzidos por Rizzardi (2E2gs novos ensaios de bioproducao
tiveram a finalidade de avaliar a influéncia do ¢iddimeio na producéo de lipases, a forma de
obtencdo e extracao das enzimas e a especificdted@pases produzidas frente a diferentes
acidos graxos (butirico, laurico e oleico).

As enzimas foram obtidas de duas formas: atravéprdoesso convencional de
extracdo com posterior liofilizacdo do extrato, teav@s da liofilizagdo direta do farelo
fermentado, a fim de propor-se uma etapa a mengsaouesso delownstreanda enzima.
Para o processo de extracdo dos farelos fermentadirs adicionados tampéo fosfato de
sédio 0,1 mol/L e pH 7,0 na razdo 1:5 (10 g de ni@imentado para 50 mL de tamp&o) e
incubados em banho termostatizado a 35 °C por 20emagitacdo de 160 rpm. Apdés a
incubacédo, as amostras foram filtradas, utilizaseldunil de tecido de nylon para a obtencéo
do extrato enzimético bruto (VARGAS et al., 2008). extrato enzimatico e o farelo
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fermentado foram distribuidos em camadas de 1 crespessura em placas de Petri e
submetidos ao congelamento em liofilizador a -80pWC 24 h (PERSSON et al.,, 2002),
originando o extrato liofilizado (EL) e o farelorfeentado liofilizado (FFL). As amostras
secas foram acondicionadas em frascos de vidmadas, codificados e vedados com filme
plastico (Parafilfi), sendo armazenadas sob refrigeracéo (4 °C).

Um planejamento fatorial misto 23" foi conduzido para cada cepa flngica
selecionada na primeira etapa, conforme apresengadabela 3.1.

Tabela 3.1 — Planejamento fatorial mist@2utilizado para avaliar a influéncia do ajuste tedo meio de
cultivo, a forma de obtenc¢éo da enzima e do adideogutilizado na reagéo de esterificacao sobteviade de

esterificacdo das lipases produzidas para os fulgpesrgillus nigefO-4 eAspergillus fumigatus

Experimento pH Forma de obtencao da enzima Acido gxo
1 6,2 (sem ajuste) FFL (farelo fermentado liofitiaq Butirico
2 4.5 (com ajuste) FFL (farelo fermentado liofitizg Butirico
3 6,2 (sem ajuste) EL (extrato liofilizado) But@ic
4 4,5 (com ajuste) EL (extrato liofilizado) Butivic
5 6,2 (sem ajuste) FFL (farelo fermentado liofitiaq Laurico
6 4.5 (com ajuste) FFL (farelo fermentado liofitizg Laurico
7 6,2 (sem ajuste) EL (extrato liofilizado) Laurico
8 4,5 (com ajuste) EL (extrato liofilizado) Laurico
9 6,2 (sem ajuste) FFL (farelo fermentado liofitiaq Oleico
10 4,5 (com ajuste) FFL (farelo fermentado lio&lin) Oleico
11 6,2 (sem ajuste) EL (extrato liofilizado) Oleico
12 4,5 (com ajuste) EL (extrato liofilizado) Oleico

3.1.3 Determinacgao da atividade de esterificagéo

A atividade de esterificacdo foi quantificada efsada reacdo entre acido graxo e
etanol na razao molar de 1:1 (mistura padréo) (8lle¥ al., 2011). A reacéo foi conduzida
em erlenmeyers contendo 5 mL da mistura padrad g @o farelo fermentado liofilizado
(FFL) ou do extrato liofilizado (EL), ap6s forantubados em banho a 40 °C por 40 min e

agitacdo de 160 rpm. Aliquotas de %0foram retiradas do meio reacional em triplicata e
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adicionadas a 20 mL de uma solucdo de acetonaldtamd (v/v) para paralisar a reacao.
Apés, a quantidade de é&cido graxo consumido foérdehada através da titulacdo com
NaOH 0,035 mol/L até atingir o pH 11,0. Os ensaimstroles continham 20 mL da solucdo
de acetona-etanol (1:1) e 500 da mistura padrao.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definideng a quantidade de enzima que

consome 1 pumol de acido graxo por minuto e caleudiizando a Equacgéo 3.1.

(Vp—Va) XM XV £x1000
- txmxV,

AE

(3.1)

Sendo:

AE: atividade de esterificagao (U/Q)

Va: volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra (mL)
Vp: volume de NaOH gasto na titulagéo do ensaio on{mL)
M: concentragcdo molar da solu¢cdo de NaOH (mol/L)

Vi: volume final de meio reacional (mL)

t: tempo de reacdo (min)

m: massa do extrato enzimatico bruto liofilizado (g)

V¢ volume da aliquota do meio reacional retirada piéwlagéo (mL)

3.1.4 Uso das enzimas em reacdo de alcodlise de dleo tedge

A lipase obtida nas condi¢cdes determinadas antegiote foi utilizada para a reacao
de esterificacdo de Oleo vegetal. O 6leo de sdij@add (Bunge) foi escolhido como substrato
a ser utilizado na alcodlise enziméatica em solventénico. Alcool etilico (Merck, 99 % de
pureza) e n-hexano PA (Merck, 99 % de pureza) fondhzados nos experimentos como
substrato e solvente orgéanico, respectivamente (F&C2004).

Para a reacado de alcoodlise foram utilizados 1 @lete de soja, 40 mL de solvente (n-
hexano), 150 mg de etanol (razdo molar 6leo-aldeal:3) e 250 mg de extrato enzimatico
liofilizado ou farelo fermentado liofilizado. Oslemmeyers contendo os reagentes foram
colocados em agitador rotativeh@ke} a 200 rpm por 8 h, apds, as amostras foramddsa
em papel filtro e levadas a evaporacéo do sohemtestufa na temperatura de 65 °C.

Para a determinagao da converséo da reacao trarsf@e 250 pL da amostra para
baldo volumétrico de 10 mL completando o volume esheptano. Apds, transferiu-se uma
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aliguota de 50 pL desta solugcdo para um baldo \é@hion de 1 mL (a fim de obter uma
concentragdo proxima a 1000 mg/L) e adicionaramBfe uL de padrdo interno
(heptadecanoato de metila), completando-se o votumeo solvente n-heptano e obtendo-se
uma concentragéo de 250 mg/L.

Esta solucdo (1 uL) foi injetada em duplicata emaromatografo gasoso (CG/FID
Shimadzu modelo GC 2010), com detector de ionizadgichama equipado com injetor
automatico AOC-20i e uma coluna capilar RTX-Wax (B8& 0,25 mm x 0,25 mm), com as
seguintes condi¢cdes cromatograficas: temperatigialina coluna de 120 °C, permanecendo
por 1 min nesta condi¢do, aumentando-se a temparatuma taxa de 15 °C/min até 180 °C,
permanecendo assim por 2 min, e aumentando novaraanmna taxa de 5 °C/min até 250 °C
permanecendo 2 min nesta condi¢do. Ar sintéticregénio foram utilizados como gases de
arraste e a temperatura do injetor e detector fa@260 °C e a taxa de split de 1:50.

As amostras referentes a cada experimento forapamdas em triplicata conforme
descrito anteriormente. Utilizou-se a mesma metmdal de preparo das amostras para
andlise descrita por Silva (2010). As adaptac@es;edacdo ao méetodo oficial (CEN, 2011),
foram testadas com base na amostra de biodielsed el soja obtido pelo método de catalise
alcalina utilizando hidréxido de so6dio como catadisr, em condigbes de reagdo otimizadas
por Faccio (2004). O célculo do teor de ésterdikadida amostra foi obtido através da
Equacgédo 3.2 com base no método.

(ZA) —API  CPI

CV = [ ] x 100 (3.2)

Sendo:

CV: conversao em ésteres (%)

Y Ai: somatorio das areas correspondentes aos picosstires (C14:0 a C24:0) e do padréo
interno (C17:0 — heptadecanoato de metila)

API: &rea do padréao interno (C17:0)

CPI: concentracao do padrdo interno na amostra irgetad/L)

Ca: concentracdo da amostra injetada (mg/L)
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Selecao de microrganismos produtores de lipases catividade de esterificacao

Dos 5 fungos isolados de solo contaminado com dmsel apenas o fungo
Aspergillus nigerO-4 apresentou atividade de esterificacdo (reagéice acido graxo e
etanol), de 364,58 + 0,30 U/g. Os fungos isolade®ftuente da industria de laticinios nédo
produziram lipases com atividade de esterificag@ioguanto que o fung@dspergillus
fumigatusapresentou atividade de esterificacao de 182@22U/qg.

As sequéncias de bases nitrogenadas do fuligergillus niger O-4 foram
comparadas aos dados (18S rRNA) obtidosGemBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A
cepa foi identificada com@éspergillus nigercepa DAOM (100% de identidade, cédigo de
acesso néenBankKC545858.1).

Colla et al. (2009) estudaram a selecéo de fuhigmsentosos (a partir de efluente de
laticinios e solo contaminado com 6leo diesel) ptodks de lipases com atividade hidrolitica
através de fermentacdo em estado solido. O fénsgergillusniger O-4 foi um dos melhores
microrganismos produtores de lipases com atividadeolitica, com maxima atividade de
45,49 U/g. No presente estudo observou-se quego figpergillusniger O-4 também foi o
microrganismo que se apresentou como o melhor toodie lipase com atividade de
esterificacao.

Fungos do génerdAspergillus tém sido citados como produtores de lipases
(TREICHEL et al,, 2010). Entre as cepas Aspergillus estudadas neste trabalho o
Aspergillus nigertem sido estudado para a producdo de lipases camfraquéncia que o
Aspergillus fumigatusO estudo de lipases produzidas papergillus fumigatu$ mais
recente, sendo citado como produtor de lipaseBpmks e Asamudo (2011), Rajan e Nair
(2011).

A partir dos ensaios de selecdo dos microrganispwisnciais foi realizada a
modificagdo do meio do cultivo em virtude de noceisso de selegéao terem sido utilizadas
condicbes de cultivo previamente otimizadas papoaucdo de lipases com atividade de
hidrélise (COLLA et al., 2009). Rizzardi (2012) et resultados significativos de atividade
enzimatica para as condi¢cdes de 65 % de umidadpoméo farelo:casca de 80:20 e adigédo
de 1 % de o6leo de soja e ureia, sendo estas casda® cultivo, portanto, utilizadas na

sequéncia dos experimentos.
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3.2.2 Avaliagdo da especificidade por diferentes acidosaxos

A Tabela 3.2 apresenta as atividades de estedficalas enzimas produzidas pelos
fungos Aspergillus niger O-4 e Aspergillus fumigatusem 96 h de fermentacdo, nos
planejamentos fatoriais utilizados para avaliarfluéncia do ajuste de pH do meio de cultivo,
do método de extracdo da enzima e do &cido gralkeoadb na reacdo de esterificacdo. Os

experimentos realizados sem ajuste de pH apreaemntaior igual a 6,2.

Tabela 3.2 — Resultados do planejamento fatorisia.3" utilizado sobre a atividade de esterificacdo das

lipases produzidas para os fungapergillus nigelO-4 eAspergillus fumigatus

Experimento pH Fg:]g?nga Acido graxo :slf)e(rtéllﬁzjs :\slgz)e(rzlllgllzjs
niger O-4 fumigatus

1 6,2 FFL Butirico 661,43 + 15,93 410,75 + 25,88
2 4,5 FFL Butirico 125,47 +16,73 0,00 + 0,00
3 6,2 EL Butirico 514,19 +52,%9 0,00+ 0,00
4 4,5 EL Butirico 78,04 + 24,83 0,00 + 0,00
5 6,2 FFL Laurico 0,00 + 0,60 0,00 + 0,00
6 4,5 FFL L&urico 0,00 + 0,60 0,00 + 0,00
7 6,2 EL L&urico 0,00 + 0,60 0,00 + 0,00
8 4,5 EL L&urico 0,00 + 0,60 0,00 + 0,00
9 6,2 FFL Oleico 451,50 +0,60 374,55+ 0,00
10 4,5 FFL Oleico 185,52 + 56,09 395,43 +8,41
11 6,2 EL Oleico 450,59 + 17,46 374,88 + 7,97
12 4,5 EL Oleico 119,39 + 59,89 375,48 + 12,6%

AE: atividade de esterificacdo
FFL: farelo fermentado liofilizado; EL: extrato filizado
*Resultados de média + desvio-padrdo. Médias seguild letras diferentes na coluna apresentam riffere

significativa entre si através do teste de Tukey am nivel de significancia de 5%.

As enzimas produzidas a partir dgpergillus nigerO-4 (Tabela 3.2) apresentaram
atividade frente aos acidos oleico (C18:1) e matirfC4:0) na presenca de etanol, ndo
apresentando atividade com a utilizacdo do acigiicta (C12:0). As enzimas produzidas pelo
Aspergillus fumigatusmdo apresentaram atividades de esterificacioeframtacido laurico,
assim como as enzimas produzidas pedpergillus nigerO-4, apresentando atividade frente
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ao acido de cadeia curta somente no experimemtgallizado sem o ajuste do pH do meio de
cultivo para 4,5 e utilizando o farelo fermentaddilizado sem a etapa de extragdo como
fonte de enzimas.

A andlise de variancia dos resultados para o fuxgpergillus nigerO-4 demonstrou
gue a interacdo dos trés fatores estudados (@jagpél, forma de obtencéo da enzima e tipo
de &cido graxo utilizado) foi significativa (p <0001), devendo ser analisada. Verifica-se na
Figura 3.1(a) que o ajuste do pH do meio de cubiwasionou diminuicdo na atividade frente
ao acido butirico e frente ao acido oleico. A linéicdo direta do farelo fermentado e o uso
deste na reacdo de esterificacdo permitiu maidiregaes de esterificacdo frente ao acido
butirico. Em relacdo a reacdo com o &cido oleietivadade de esterificacdo foi igual (p >
0,05) quando comparado o uso do farelo fermentiafitzado e do extrato liofilizado. A
atividade de esterificacdo obtida para o &cidoribati(661,43 U/g) foi significativamente
superior (p = 0,0099) a obtida para o acido olé#&i,50 U/g) na condigdo de cultivo sem o
ajuste de pH.

A andlise de variancia dos resultados para o fulgmergillus fumigatugambém
demonstrou que a interacéo dos trés fatores estsdagliste de pH, forma de obtencdo das
enzimas e tipo de acido graxo utilizado) foi siguaifiva (p < 0,0001), devendo ser analisada.
Verifica-se na Figura 3.1(b) que utilizando o Aclidirico como substrato na reacdo de
esterificacdo, somente foi observada atividade ,/&LQ/g) na condicdo de cultivo sem o
ajuste do pH do meio de cultivo e utilizando-samib fermentado liofilizado diretamente na
reacdo, sem a etapa prévia de extracdo da enamdy ssse resultado semelhante (p > 0,05)
aos obtidos com a utilizagdo do acido oleico comfzssato, independente das condigbes de
cultivo utilizadas (atividades em torno de 380 U/qg)

As enzimas produzidas pelos dois fungos filam@&st@presentaram comportamento
semelhante em relacdo a auséncia de especificidatite 4cido laurico, sendo que o
Aspergillus nigelO-4 produziu lipases com maior especificidade padaido butirico (C4:0),
enquanto que Aspergillus fumigatugroduziu lipases com maior especificidade pareai@doa
oleico (C18:1). Considera-se que ao justificaremestes resultados deva-se levar em
consideracdo o tamanho da cadeia carb6nica do gmdo e a presenca da instauracao, pois
as lipases produzidas por microrganismos podensamia@ estruturas quimicas diferentes,
levando a resultados distintos de especificidgoletencial catalitico.
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Figura 3.1 — Atividade de esterificacdo das enzimékzadas produzidas por (&spergillus nigelO-4 e (b)
Aspergillus fumigatyssom pH do meio de cultivo ajustado ou néo e trgie diferentes formas de obtencéo da

enzima liofilizada (FFL: farelo fermentado liofiido, EL: extrato liofilizado)
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No estudo da influéncia da dupla ligagcdo (comparamsl rendimentos do C18:0 e
C18:1), Bezbradica et al. (2006), utilizando adparoduzida pel@andida rugoseem meio
reacional com 2,2,4 trimetilpentano, em condicfgsirmeolares dos substratos (alcool
utilizado: 3-metil-butanol), verificaram que a sis¢ do éster de acido graxo insaturado
(C18:1) foi duas vezes mais rapida, demonstranda afimidade maior dessa lipase por
acidos graxos insaturados, cuja solubilidade é maio comparacdo com &cidos graxos
saturados. No entanto, deve-se considerar queudilstdde dos acidos graxos é também
dependente do numero de carbono das moléculag) geedjuanto menor o comprimento da
cadeia, maior a sua solubilidade em agua.

Em estudo realizado por Sun, Xu e Wang (2009)aalingaridade da especificidade
em relagdo ao tamanho da cadeia carbdnica foi d&maoia em resultados obtidos somente
com acidos graxos saturados. A lipase utilizadapfoduzida porRhizopus chinensism
fermentacdo em estado solido e o sistema reaccmmistiu na utilizagdo de n-heptano,
acidos e alcoois em concentracdes de 0,6 mol/lAc@®s graxos utilizados foram de C4:0 a
C16:0 e os élcoois primarios do metanol ao 1-o¢tdde resultados obtidos para os ésteres
etilicos formados indicaram maior afinidade da mwazipelos acidos graxos na seguinte
ordem, considerando-se as conversées no tempodinatacdo: caprilico (C8:0) > laurico
(C12:0) > miristico (C14:0) > palmitico (C16:0) HAprico (C10:0) > caproico (C6:0).
Verifica-se, no entanto, que nesse estudo o agighicb foi 0 que apresentou a segunda maior
atividade, utilizando como aceptor de elétrons esmwealcool deste trabalho (etanol).

Resultado semelhante ao anterior em relacédo &iBsjoade pelos &cidos graxos foi
obtido por Vaidya, Gera e Ramakrishna (2008), casgrelataram estudo de especificidade
utilizando enzimas comerciais imobilizadas. A erzileCandida antarcticamobilizada em
resina de acrilato apresentou melhores resultadoatigidade especifica quando o &cido
graxo utilizado foi o &cido laurico, o que foi eixpdo pela resisténcia da difusdo de
substratos de cadeia longa na estrutura mais rilgisl@nzimas imobilizadas.

Bezbradica et al. (2006) mencionam que variogdatpodem influenciar na afinidade
por acidos graxos de cadeia curta e longa, comelasionados a termodinamica da reagéo,
visto que a formacdo do éster, obtida ap0s a @wado complexo acil-enzima pelo etanol,
pode apresentar uma conversdo baixa, ou aindappetaissa de que as lipases possuem
regides hidrofilicas (para acidos graxos de cadeita, com até 6 atomos de carbono) e
hidrofobicas (para acidos graxos de cadeia longa, mais de 6 atomos de carbono) ao redor
do sitio catalitico.
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Segundo Zaidi et al. (2002), Naik et al. (201®leiss, Fischer e Schmid (1998) cada
lipase pode ter um comportamento diferenciado.p®@ficidade enzimatica esté relacionada
com o caréter eletrofilico do carbono na molécwadbra de acila, da acidez, do efeito
estérico, da propor¢cdo dos substratos e da hidoidable do grupo carboxilico. Assim, a
fonte de lipases, o método de imobilizacdo, a eaturdo solvente e as propriedades dos
substratos podem explicar, segundo os autoresgrafericias conflitantes encontradas na
literatura para os estudos de especificidade.

Silva et al. (2011), em estudo da especificidade termos de atividade de
esterificacdo das enzimas produzidas Penicillium brevicompactunem fermentacdo em
estado sélido, relataram que o &cido oleico (embdmagdo com o etanol) apresentou
melhores resultados do que com o uso de outro®idldmetanol, propanol e butanol),
enquanto que o acido butirico apresentou maioreslades com etanol e butanol. O acido
laurico, por sua vez, apresentou melhores resudtgdando do uso do butanol como alcool
na reagéo de esterificagao (SILVA, 2010). Verifseadesta forma que as baixas atividades de
esterificacdo obtidas neste trabalho, quando aditiz o acido laurico, podem estar
relacionadas ao uso do etanol.

Além disso, outro fator que pode justificar as ones atividades de esterificagdo
obtidas com o acido oleico é a possivel preferédaianzima por acidos graxos semelhantes
aos presentes nos substratos de producéo, cormas®é aeste trabalho, no qual o 6leo de soja
foi utilizado como indutor para a sintese de enginiesultados semelhantes foram obtidos
por Silva et al. (2011) e Rigo et al. (2012).

3.2.3 Alcodlise de 6leo vegetal

A Tabela 3.3 apresenta as conversdes obtidasodliaé enzimética do 6leo de soja
com hexano como solvente organico para as lipasetupdas pelos fungoAspergillus
niger O-4 eAspergillus fumigatus

As lipases produzidas pelo fungspergillus nigetO-4 mostraram uma conversao em
ésteres etilicos entre 0,75 % e 5,32 %, enquargaslipases oriundas do fungspergillus
fumigatuslevaram a conversdes que variaram entre 1,57 %5%. A maior conversao em
ésteres etilicos foi obtida através das lipasesndas do extrato liofilizado que foram
produzidas poAspergillus nigelO-4 quando o pH do meio de cultivo foi ajustadaphb.
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Tabela 3.3 — Conversdes em ésteres obtidas ndisécenzimética do dleo de soja com hexano comeste

organico para as lipases produzidas pelos fuAgpsrgillus nigelO-4 eAspergillus fumigatus

Experimento pH do meio Forma da enzima  Microrganismo Converséao (%)*

1 6,2 FFL A. nigerO-4 0,75 + 0,008
2 4,5 FFL A. nigerO-4 1,76 + 0,012
3 6,2 EL A. nigerO-4 2,04 +0,00%
4 4,5 EL A. nigerO-4 5,32 + 0,001
5 6,2 FFL A. fumigatus 2,19 + 0,001
6 4,5 FFL A. fumigatus 2,55 + 0,007
7 6,2 EL A. fumigatus 1,57 + 0,008
8 4,5 EL A. fumigatus 2,28 + 0,001

FFL: farelo fermentado liofilizado; EL: extrato filizado
*Resultados de média + desvio-padrdo. Médias seguild letras diferentes na coluna apresentam rifiere
significativa entre si através do teste de Tukey am nivel de significancia de 5%.

A andlise de variancia dos resultados de conversg@iésteres etilicos de acidos graxos
demonstrou que todos os fatores foram significataabre as conversdes (p < 0,0001), sendo
que a Figura 3.2 apresenta o grafico de interag@aorgdias obtidas.

Figura 3.2 — Conversdes em ésteres obtidas a gastiipases produzidas em fermentacéo em esthdo gor

Aspergillus nigeiO-4 eAspergillus fumigatu§FFL: farelo fermentado liofilizado, EL: extratofilizado)
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Fonte: elaborada pelo autor.
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As conversdes obtidas pelas enzimas produzidags pkingos foram maiores
realizando-se a produgédo da enzima em meio devauttom ajuste de pH. Maiores
conversodes foram obtidas utilizando o extratolik#do para o fungéspergillus nigetO-4 e
utilizando o farelo fermentado liofilizado (sem>racdo da enzima em meio liquido) para o
Aspergillus fumigatus

Estes resultados sédo diferentes dos obtidos amtemte, quando houve maior
atividade de esterificacdo para as lipases prodszidm pH 6,2. Deve-se salientar o fato da
esterificacao ter envolvido uma reagéo direta décicio graxo com um alcool, enquanto que
na alcodlise ocorreu a reacédo inicial de hidroteetriacilglicerol para depois ocorrer a
esterificacdo propriamente dita, reacdo que padeide beneficiada pelas caracteristicas das
lipases produzidas pelo fungspergillus nigetO-4 em condigdes de pH modificado.

A Figura 3.3 apresenta o cromatograma obtido neraxgnto que apresentou a maior
conversdo em ésteres etilicos. Pode-se observap gueneiro pico apresentado (tempo de
retencdo de 4,4 min) corresponde ao padrédo intg€d@:0) e ao acido estearico (C18:0),
enquanto que 0s picos seguintes sdo relativoscidessénléico (C18:1, tempo de retencéo de
5,1 min), linoléico (C18:2, tempo de retencdo de ®in) e linolénico (C18:3 tempo de
retencdo de 9,0 min).

Figura 3.3 — Cromatograma com a identificacao dterés etilicos produzidos a partir do experimento

utilizando o extrato liofilizado obtido com o fundapergillus nigetO-4 no cultivo com pH 4,5

\"

0,05

P BRI

0,03+

0,02

0,01+

JB IS U TAUUN WPV W WV |

Fonte: elaborada pelo autor.
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Em um trabalho realizado por Froehner, LeitholdLiena Jr. (2007) sobre a
transesterificacdo de Oleos vegetais a composigibando 6leo de soja utilizado apresentou
entre 12,4 % e 12,8 % de C16:0, entre 3,4 % e 3de%18:0, entre 26,0% e 27,0 % de
C18:1; entre 46,6 % e 50,3 % de C18:2 e entre 81%,6 % de C18:3. Os resultados desta
tese, evidenciados na Figura 3.3, mostraram quegehmaior formacdo de éster do acido
oleico, apesar do Oleo original apresentar maioicentracdo de acido linoleico. A maior
producéo de ésteres etilicos de C18:1 e de C18iByvas de ésteres de C18:2, provocou uma
menor taxa de converséo, evidenciando uma mai@cegidade das enzimas produzidas no
processo fermentativo por este acido graxo insatreonforme resultados obtidos na etapa
anterior do trabalho.

Em um trabalho realizado por Ferrari, Oliveiracal8o (2005), utilizando catalisador
alcalino, obteve-se a formacgéo de ésteres etifjewa producédo de biodisel de soja com a
seguinte composicao: 11,3 % de C16:0, 3,5 % de(0C28.5 % de C18:1, 54,6 % de C18:2 e
8,1 % de C18:3, apresentando uma composi¢cdo compeatim o Oleo utilizado. Embora o
rendimento médio desse processo tenha sido d&/g73uso de catalisadores quimicos pode
provocar problemas de corrosdo e formacdo de pedlé saponificacdo quando ha acidos
graxos livres, o que ndo ocorre utilizando catdbsas enzimaticos.

As conversdes em ésteres etilicos foram inferiasesbtidas por outros autores, como
Aguieiras, Souza e Langone (2013) e Skoronski. €R@l3), os quais obtiveram rendimentos
superiores a 90 % com enzimas comerciais ou inzaldis, respectivamente. Os resultados
deste trabalho podem ser atribuidos a utilizac@ coadicdes de alcodlise otimizadas por
Faccio (2004) para a enzima comercial (Novozym 4888lhores resultados podem ser
obtidos fazendo-se ajustes nesta metodologia, cammentar a quantidade de enzima, tipo
de triacilglicerol, tempo de reacdo e solventea2dp molar 6leo:alcool é uma das variaveis
mais importantes que afetam o rendimento de ésteredicidos graxos. Kusdiana e Saka
(2001) sugerem que razGes molares mais altas dealdigol resultem em uma reacdo de
transesterificacdo mais eficiente, devido ao aumetd area de contato entre alcool e
triacilglicerdis.

As conversdes obtidas por Silva et al. (2011)nfode 15,6 %, para uma enzima
precipitada obtida a partir da torta de babaguRsoicillium brevicompactupe 6,5 % para
uma enzima precipitada a partir de farelo de manmmeaPenicillium brevicompactumA
purificacdo da enzima por precipitacao, bem conmadilizacdo das enzimas em alginato de
sbdio e carvao ativado, podem ter contribuido pareaiores conversdes. Dessa forma, para

ocorrer um aumento nas conversbes das enzimagadéB neste trabalho, podem-se
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empregar métodos como precipitacdo ou imobilizag@ajuais podem preservar a atividade
da enzima. Diferentes sistemas reacionais tambélenpger testados visando ao aumento da
conversao do processo.

Predabom (2011) realizou a alcodlise enzimatica diferentes O6leos vegetais
utilizando lipase d@enicillium brevicompacturfermentada em diferentes misturas de farelo.
As maiores conversoes foram obtidas na amostratdate utilizando a mistura de farelo de
arroz e casca de arroz (2,88 %) e na amostra dat@xia mistura de farelo de soja e casca de
soja (2,48 %), ambas utilizando 6leo de oliva camlbstrato para a alcodlise. As conversées
obtidas neste trabalho foram semelhantes.

Apesar das taxas de conversdo obtidas nestehoah@b terem sido tdo altas, deve-se
salientar que as enzimas néo sofreram processogama@s de purificagdo e/ou imobilizacao,
indicando que é possivel otimizar as condicfes piragdo para que a utilizacdo dessas
enzimas produzidas por fungos com residuos agrsindis possa ser aplicada na processos

biotecnoldgicos, como a producéo de biodiesel.

3.3 CONCLUSOES DESTA ETAPA

Dos 16 fungos inicialmente testados apenas @apdrgillus nigerO-4 eAspergillus
fumigatu3 apresentaram atividade de esterificacdao (364,58 @ 182,92 U/qg,
respectivamente).

As enzimas produzidas pelos dois fungos ndo ameesen atividade de esterificacao
frente ao acido laurico. As lipases @e niger O-4 apresentaram maior atividade de
esterificacdo para o 4cido butirico do que pareido&leico na presenca de etanol, sendo que
para estes dois acidos graxos houve maior ativiqadado as enzimas foram produzidas em
pH 6,2. As lipases produzidas pelo fungo fumigatusapresentaram maior atividade de
esterificacdo frente ao &cido oleico, independeettendo pH do meio e da forma de
obtencdo da enzima, e frente ao 4cido butiricondmdoi efetuado o cultivo em pH 6,2 e
aplicado diretamente o farelo fermentado liofiliaad

As conversdes em ésteres etilicos obtidas pelasnas produzidas pelos fungos
foram maiores realizando-se a producéo da enzimanem de cultivo com pH 4,5. As
maiores conversoes (5,3%) foram obtidas utilizamdkxtrato liofilizado do cultivo efetuado
com o fungoAspergillus nigelO-4.
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4 PRODUCAO DE LIPASES COM ATIVIDADE DE HIDROLISE POR
Aspergillus spp. ATRAVES DE FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO

Os objetivos desta etapa do trabalho foram prodipaises com atividade de hidrélise
a partir de fungos filamentosos utilizando residagoindustriais, padronizar a metodologia
para determinacdo da atividade enziméatica, selacimdutores e investigar a influéncia da
concentragdo do indutor e da umidade do processduz@o via fermentacdo em estado
solido.

4.1 MATERIAL E METODOS
4.1.1 Microrganismos

Os fungos utilizados nesta parte do trabalho fadarngénerdAspergillus sendo: cepa
0O-4, previamente isolada por Colla et al. (2009)sd® contaminado com 6leo diesel e
selecionada como boa produtora de lipases atravdsrohentacdo em estado soélido; cepas
Aspergillus nigere Aspergillus fumigatuspertencentes ao banco de cepas do Laboratério de
Fermentacdes da Universidade de Passo Fundo.

A cepa 0O-4 foi submetida a identificacdo genéticaOentro de Energia Nuclear na
Agricultura (Cena) da Universidade de Sao Pauldizando a metodologia citada por
Smaniotto et al. (2012). As sequéncias de basexgeitadas da cepa O-4 foram comparadas
aos dados (18S rRNA) obtidos r®enBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A cepa foi
identificada comaAspergillus nigercepa DAOM (100% de identidade, cédigo de acesso no
GenBankKC545858.1) (REINEHR et al., 2014).

4.1.2 Manutengdo e preparo do inéculo

As cepas foram mantidas a 4 °C em tubos de ensaicdgar batata dextrose (ABD),
com repicagens periddicas a cada trés meses.

Para o preparo do in6culo foram adicionados 10 misalucdo de Tween 80 (0,1 %)
aos tubos de ensaio com 4gar, realizando-se agexspdos esporos com alca de platina. O
indculo foi preparado adicionando-se 2,5 mL da ens@o de esporos obtida em erlenmeyers
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de 1 L contendo 100 mL de ABD, com posterior in@dlsaa 30 °C durante 7 dias. ApGs o
crescimento flngico na superficie do agar adicamase 50 mL de Tween 80 (0,1 %),
seguido de uma raspagem dos esporos e filtracAgaem estéril para retencdo das hifas,
seguindo metodologia descrita por Colla (2009).

4.1.3 Selegao do meio de cultivo

Em uma primeira etapa foram preparados dois megosuttivo utilizando residuos
agroindustriais: um meio foi preparado com 85 %adelo de soja e 15 % de casca de soja,
enquanto que outro meio foi preparado com 85 %add de trigo e 15 % de casca de arroz,
conforme Colla (2009). O farelo foi utilizado cormoporte e fonte de nutrientes e a casca foi
utilizada para aumentar a porosidade do meio étéaa transferéncia de oxigénio.

Em béqueres de polipropileno de 600 mL foram adailms 25 g da mistura de cada
meio de cultivo, sendo entdo tampados com mantbcadnidrofébica. Os meios de cultivo
foram autoclavados a 121 °C por 20 min. A umidadejistada a 65 % pela adi¢cdo de agua
destilada estéril, sendo também adicionados 2 #edede soja como indutor, de acordo com
Colla (2009).

Nesta etapa foi realizada a inoculacéo do fuligpeergillus nigetO-4 (que apresentou
os melhores resultados de producédo de lipase odaesinterior) com a adicdo de 1 mL da
solucdo de esporos para cada béquer, correspondanmda concentracdo final de esporos de
10" esporos/g de substrato.

Os experimentos (realizados em duplicata) forarabados em estufa a 30 °C por 6
dias (144 h), conforme Colla (2009), sendo ent@uafla a coleta das amostras para a
determinacéo da atividade de hidrdlise.

4.1.4 Extragdo das lipases

As enzimas foram extraidas seguindo a metodologi&alla (2009), utilizando a
proporcdo de 1 g de farelo fermentado e 10 mL ogda fosfato de sédio 0,1 mol/L (pH
7,0). Os frascos foram submetidos a agitacdo a@®0por 30 min a 37 °C, apés, filtrou-se

em algodao para a remocao de solidos suspensesdobse 0s extratos enzimaticos brutos.
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4.1.5 Padronizacdo da metodologia para determinacéo daigtdade de hidrolise

A determinagéo da atividade de hidrolise foi baaeaa titulagdo com hidréxido de
sodio dos &cidos graxos livres liberados pela agitpase presente no extrato enzimético
sobre os triacilgliceréis do azeite de oliva enmulados em goma arabica em presenca de
solucéo tampéo. Em alguns trabalhos os autorazareah essa determinacéo utilizando uma
proporcdo de 1:3 (v/v) de azeite de oliva e solud@agyoma ardbica, enquanto que outros
utilizaram uma proporgédo de 1:1 (v/v). Além diseos trabalhos verificou-se uma falta de
padronizacdo no uso da solugdo tampao fosfato di fpH 7,0), sendo utilizada nas
concentragbes de 0,2 mol/L, 0,1 mol/L, 0,05 mol/Q,@1 mol/L (BURKERT; MAUGERI;
RODRIGUES, 2004; BURKERT et al, 2005; AGUIAR et.,al2010; ROVEDA,
HEMKEMEIER; COLLA, 2010; LOPES et al, 2011; TAVARE et al, 2011;
MALDONADO et al., 2012; COLLA et al., 2014; XIE; WMG, 2014).

Em virtude do método titulométrico tradicional pataterminacdo da atividade de
hidrélise ter sido efetuado sob diferentes condigig diversos autores, propds-se padronizar
a metodologia no que diz respeito ao uso da emelsiosolucdo tampéo durante a andlise. A
Tabela 4.1 apresenta a matriz do planejamentoidatoompleto utilizado e respectivos

niveis, levando-se em conta os parametros citaglos putores.

Tabela 4.1 — Matriz do planejamento fatorial corg® utilizado para a padronizacdo da metodologia para

determinacéo da atividade de hidrdlise das lipases

Experimento Emulsdo da analise Concentracéo da solucdo tampao
1 A 0,1 mol/L
2 B 0,1 mol/L
3 A 0,01 mol/L
4 B 0,01 mol/L

Emulséo A: 25 % de azeite de oliva e 75 % de soldegoma arébica 7 %

Emulséo B: 50 % de azeite de oliva e 50 % de soldgdgoma arabica 7 %

Em frascos de 250 mL foram adicionados 2 mL de &anfpsfato de sédio (pH 7,0)
(0,1 mol/L ou 0,01 mol/L), 5 mL de emulsdo de azaie oliva e goma arabica a 7 %
(proporcéao de 1:3 ou de 1:1). A este sistema fai@hdo 1 mL de extrato enzimatico e
colocado a 37 °C durante 30 min. Apds a incubagdeacao foi paralisada pela adicao de 15
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mL de solucdo de acetona e etanol (1:1) com postetilacdo dos &cidos graxos liberados
com uma solucao de hidréxido de sédio 0,01 mokLagingir pH 11.

Uma unidade de atividade de hidrélise foi definidano a quantidade de enzima que
libera 1 umol de acido graxo por minuto por graradatelo fermentado Umido (1 U/g = 1
pmol/min/g), nas condi¢des do ensaio, conformewsaéaip 4.1.

_ (Vg=Vp)XMXV,Xx1000
- tXmxVy

AH

4.1)

Sendo:

AH: atividade de hidrdlise (U/g)

Va: volume de NaOH titulado com a amostra (mL)
Vp: volume de NaOH titulado com o branco (mL)

M: concentracdo molar da solu¢cdo de NaOH (mol/L)
Ve: volume total de extrato (mL)

t: tempo de reacdo (min)

m: massa de amostra (g)

V,: volume da aliquota de extrato utilizada na redgéld

4.1.6 Selegao de microrganismos e indutores

Apos a definicdo do meio de cultivo com resultadwss promissores em relagdo a
atividade de hidrdlise das lipases produzidas,duurse produzir novamente as enzimas, desta
vez utilizando também outros fungos filamentososgéneroAspergillus e avaliando a
possibilidade de utilizar indutores com menor customo o Oleo de soja e o glicerol
(subproduto da producéo de biodiesel). Nesta segatapa foi realizado um planejamento
fatorial completo 3 analisando o tipo de microrganisnfa fumigatusA. nigere A. nigerO-

4) e o indutor (6leo de soja, glicerol e mistura ambos), totalizando 9 condi¢Ges
experimentais distintas, conforme apresentado balda&.2.

As condi¢gbes de cultivo foram as mesmas apresengaariormente no item 4.1.3,
sendo que os experimentos (realizados em duplit@tan incubados em estufa a 30 °C por
6 dias (144 h), quando foi efetuada a coleta dastaas para a determinagao da atividade de

hidrolise de acordo com a metodologia padronizada.
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Tabela 4.2 — Matriz do planejamento fatorial cortgpR utilizado para a selecéo de fungos e indutores por

fermentacéo em estado solido

Experimento Microrganismo Indutor

1 Aspergillus fumigatus OS (2 %)

2 Aspergillus fumigatus G (1 %)

3 Aspergillus fumigatus OS (2%) e G (1 %)
4 Aspergillus niger OS (2 %)

5 Aspergillus niger G (1 %)

6 Aspergillus niger OS (2%) e G (1 %)
7 Aspergillus nigelO-4 OS (2 %)

8 Aspergillus nigeiO-4 G (1 %)

9 Aspergillus nigelO-4 OS (2%) e G (1 %)

OS: dleo de soja; G: glicerol.
4.1.7 Efeito da umidade e da concentragcéo de indutor

De acordo com os resultados obtidos no planejanfatidal completo 3realizou-se
uma terceira etapa, através de um planejamentdafatompleto 2 com trés pontos centrais,
estudando-se a influéncia da umidade (60 %, 657 %) e da concentracdo de indutor (O
%, 2 % e 4 %), totalizando sete condi¢des expetmm(ilrabela 4.3). Os experimentos foram
incubados em estufa a 30 °C, sendo realizada sacddes amostras para a determinacdo da
atividade de hidrélise (realizada em triplicatadsp dias (144 h) de fermentacéo.

Tabela 4.3 — Matriz do planejamento fatorial cortp2 com 3 pontos centrais utilizado na avaliacéo ditef

da umidade e da concentragéo de indutor com urfudgss estudados

Experimento Umidade (%) Concentracéo de indutor (%)

60 0
70
60
70
65
65
65

N oo o~ WN P
N DM N M M O
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4.1.8 Determinagao da produtividade

ApOs a realizacdo dos experimentos da terceiradtapleterminada a capacidade do
fungo produzir enzimas em funcdo do tempo. A prigilstde enzimética foi definida em

unidades de atividade de hidrélise por tempo (Wehdo calculada através da Equacéo 4.2.

AHyp—AHy,

P (4.2)

tr—t;

Sendo:

P: produtividade enzimatica (U/d)

AHyg: atividade de hidrdlise no tempo final (U/g)
AHg: atividade de hidrdlise no tempo inicial (U/g)
t: tempo final (d)

ti: tempo inicial (d)

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Selegao do meio de cultivo

O fungo Aspergillus nigerO-4 produziu lipases com atividade de hidrolisereeil

U/g e 27 Ulg (dependendo da metodologia aplicadia mBeterminacdo da atividade

enzimatica) quando foi utilizado o meio de cultiwom farelo de trigo e casca de arroz,
enquanto que o uso de farelo e casca de soja piopou resultados inferiores a 2 U/g de
atividade de hidrélise apds 6 dias de fermentaCadla et al. (2014) estudaram o efeito do
pH e da temperatura durante o cultivo através duefetacdo em estado solido, sendo que
eles obtiveram um modelo para a atividade enzimal@s lipases produzidas pelo fungo
Aspergillus nigerO-4 a partir desses parametros. Considerando oe pad temperatura

utilizados neste trabalho, a atividade enzimateaeda ser em torno de 31 U/g, sendo que o
resultado obtido neste trabalho utilizando a mesmtodologia de Colla et al. (2014) levou a

resultados proximos a 24 U/g.
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A partir desses resultados o meio de cultivo sataclo para a producao de lipases na
segunda etapa (sele¢cao de microrganismos e indutfor® meio com farelo de trigo e casca

de arroz.

4.2.2 Padronizacdo da metodologia para determinacdo daigtdade de hidrolise

Em virtude do fungoAspergillus nigerO-4 ter apresentado atividade de hidrdlise
guando cultivado com o meio contendo farelo deotegcasca de arroz, foram avaliados os
resultados relativos a este meio para a padrommzdedmetodologia de determinacdo da
atividade de hidrélise. Os resultados de atividaggmatica sdo apresentados na Tabela 4.4 e

os resultados da analise de variancia sdo mostraddabela 4.5.

Tabela 4.4 — Resultados de atividade de hidrébsdigases no estudo da padronizacdo da metodologia

utilizando o meio de cultura contendo farelo dgote casca de arroz

Experimento Emulséo Concentracéo da solucdo tampao AH (U/g)*
1 A 0,1 mol/L 26,04 + 1,32
2 B 0,1 mol/L 12,09 + 1,32
3 A 0,01 mol/L 24,18 + 0,00
4 B 0,01 mol/L 11,63 + 0,86

AH: atividade de hidrolise

Emulséo A: 25 % de azeite de oliva e 75 % de soldegoma arébica 7 %

Emulsédo B: 50 % de azeite de oliva e 50 % de soldgdgoma arabica 7 %

*Resultados de média + desvio-padrdo. Médias seguild letras diferentes na coluna apresentam rifiere

significativa entre si através do teste de Tukey am nivel de significancia de 5%.

Tabela 4.5 — Anélise de variancia dos resultadagidielade de hidrélise para os experimentos dogjgenento

fatorial completo 2utilizado para a padronizacdo da metodologia

Fonte de variagao SQ GL QM F p
Emulsao (X) 351,26 1 351,26 361,00 < 0,0001
Concentragao (X 2,70 1 2,70 2,78 0,1709
Interacdo X * X 0,97 1 0,97 1,00 0,3739
Erro 3,89 4 0,97

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade;q@itirado médio; F: Fisher; p: probabilidade.
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A concentracdo da solugdo tampéao nao influencoueasultado de atividade de
hidrélise, enquanto que a emulséo utilizada nasnapresentou influéncia significativa (p <

0,0001), sendo os efeitos apresentados na Figlira 4.

Figura 4.1 — Efeito da emulséo e da concentrac@oldeao tampao sobre a atividade de hidrdlisédipiases do

fungoAspergillus nigelO-4

30
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=2 25 % azeite de oliva
o 20 75 % goma arabica 7 %
§
R=t
< 15
@
©
O | 0 i ieecedsneseeseseees
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2 “TF Emulsdo B
< 50 % azeite de oliva
5 50 % goma arabica 7 %
0 "
0,01 0.1
Concentragao da solugao tampao (mol/L)

Fonte: elaborada pelo autor.

Deve-se salientar que a emulsao preparada compurparcdo de 1:1 de azeite de
oliva e solucdo de goma ardbica apresentou batahikdade durante a analise, havendo a
ruptura da emulséo durante a incubacao. Este femdingpede a acdo da enzima sobre o
substrato, o que justifica o resultado menor dadaiile quando utilizada essa emulsdo. A
propor¢cdo de 1:3 proporcionou uma maior estabibdah emuls&o, permitindo uma
homogeneizagéo constante durante a incubacadagditu O fato da concentracdo da solugao
tampédo néo ter influenciado na analise se devataod pequena quantidade de fosfato de
sodio presente em relacdo a quantidade de hidraedsddio utilizada nas titulagbes. Além
disso, sua influéncia é minimizada em virtude daoaié considerar no célculo a titulacdo de
uma amostra controle, com a enzima inativada.

A partir desses resultados estabeleceu-se comagadmnétodo baseado em Burkert,

Maugeri e Rodrigues (2004), que indica o uso dacéol tampdo de fosfato de so6dio com
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concentragédo de 0,01 mol/L e uma emulsdo com pgapade 1:3 (v/v) de azeite de oliva e
solucdo de goma arabica 7 %.

4.2.3 Selegao de microrganismos e indutores

A Tabela 4.6 apresenta os resultados de atividadaidtolise ap6s os 6 dias de
fermentac&o, segundo os experimentos do PlanejarRatirial Completo®

Tabela 4.6 — Resultados de atividade de hidrébisdigases produzidas nas condi¢des do planejarfegotial

completo 8utilizado para a selecdo de fungos e indutoregeparentacdo em estado sélido

Experimento Microrganismo Indutor AH (U/g)*
1 Aspergillus fumigatus OS (2 %) 7,69 +£0,12
2 Aspergillus fumigatus G (1 %) 3,97 £0,24
3 Aspergillus fumigatus 0OS (2%) e G (1 %) 0,00 £ 0,00
4 Aspergillus niger OS (2 %) 1,03 £ 0,27
5 Aspergillus niger G (1 %) 0,00 £ 0,00
6 Aspergillus niger OS (2%) e G (1 %) 1,64 + 0,02
7 Aspergillus nigelO-4 OS (2 %) 24,17 £ 6,23
8 Aspergillus nigelO-4 G (1 %) 5,87 +1,52
9 Aspergillus nigelO-4 OS (2%) e G (1 %) 7,75 £ 5,69

AH: atividade de hidrdlise; OS: 6leo de soja; G:aglit

*Resultados apresentados como média + desvio padrao

As maiores atividades de hidrélise foram obtidakzahdo-se o fungoAspergillus
niger O-4, de 24,17 U/g em 6 dias de fermentacao. Eagdielao indutor, observou-se que as
maiores atividades de hidrdlise foram encontradéigando-se 2 % de 6Oleo de soja, com
valores de atividade de 7,69 U/g, 1,03 U/g e 2W/4{ para os fungoAspergillus fumigatus,
Aspergillus niger e Aspergillus nig€r-4, respectivamente.

Os lipidios s&o indutores essenciais para proddedipases (MESSIAS et al., 2011) e
0 6leo de soja, assim como outros Oleos vegetadte per considerado uma fonte de carbono
comumente utilizadas para esse processo (DAMASE@I. eR008). Porém, devido ao alto
custo desses 0leos, e sua importancia como alimemt@-se importante o estudo de fontes
alternativas como o glicerol (COSTA et al., 2011).
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Oliveira et al. (2013) compararam 0s processo®dadntacdo submersa e em estado
solido para producédo de lipases cbusariumsp. testando como fontes de carbono os 6leos
de soja, dendé, linhaca, milho, oliva, crambe egioa Os autores obtiveram até 87 % de
reducdo de custos de producdo quando utilizaramooepso de fermentagcdo em estado
sélido, sendo que a maior atividade de hidrolisegdabde 5 U/mL, foi semelhante a relatada
neste trabalho.

O Oleo de soja possui acidos graxos insaturadosy aolinoleico (50 %) e linolénico
(7 %), além de oleico (24 %). Como as lipases ats@lne os 4cidos graxos, a adi¢cdo de 6Oleo
de soja no meio de cultivo do fungo induz a produd@ enzimas que tenham maior afinidade
com &cidos graxos insaturados e de cadeia long8d{BRE; COSTA; KOBLITZ, 2003).

Embora o glicerol seja assimilavel por bactériésveduras sob condi¢cdes aerdbicas e
anaerodbicas para a obtencdo de energia metab&IVAILDI et al., 2010), em substratos
fermentesciveis contendo glicose e utilizando gliceomo principal fonte de carbono, pode
haver repressao durante o crescimento celulargqustificaria a menor producao de lipases
com esse indutor (BARBOSA, 2009).

Os resultados do planejamento experimental mostrgree o fungdspergillus niger
0O-4 com adicao de 2 % Oleo de soja apresentoutmmabndicdo de producao de lipase com
atividade hidrolitica. Estes resultados estdo @edaccom os obtidos por Rigo et al. (2012),
que na producdo de lipases por fermentacdo emoestdilo com o fungdPenicillium
crustosumgcom suplementacdo do meio de cultivo com ureile@ de soja foi obtida a maior
atividade hidrolitica de 147 U/g em 72 h.

Os efeitos estimados através da andlise de vajaosi quais sdo apresentados na
Tabela 4.7 e que foram determinados a partir dsslteelos de produtividade enzimatica,
indicaram que o fator de interagéo entre o micnaisgao na forma linear e o indutor na forma
quadratica, assim como o fator de interacdo entrécoorganismo na forma quadratica e o
indutor na forma linear mostraram influéncia sigpaifiva (p < 0,05).

O fungo apresentou efeito linear positivo e efeifpadratico negativo, ambos
significativos (p < 0,05), corroborando as concésséanteriores de que os resultados de maior
atividade de hidrélise foram obtidos nos niveisesigpes desta variavel, ou seja, utilizando o
fungo Aspergillus niger O-4. Observa-se na Figura 4.2, que mostra ostadssl de
produtividade para cada experimento realizado, istécia de menores valores no ponto
central do planejamento, utilizando o fungoniger.
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Em relacdo a variavel indutor, o efeito linear $agnificativo e negativo, indicando
gue maiores produtividades foram obtidas no ninfdrior desta variavel, ou seja, com a

utilizacéo de oOleo de soja.

Tabela 4.7 — Efeitos estimados a partir da andéseariancia da produtividade enzimética em furdgdio

microrganismo e do indutor para a fermentacéo ¢adesolido utilizando residuos agroindustriais

Fonte de variagdo Efeito estimado p
Microrganismo (%) (L) 1,452 0,0005
Microrganismo (%) (Q) -1,225 0,0006

Indutor (X) (L) -1,305 0,0011
Indutor (%) (Q) -0,628 0,0272
Interacao X(L) * X (L) -0,727 0,0593
Interacao X(L) * X 2(Q) -0,851 0,0172
Interacé@o X(Q) * Xz(L) 1,056 0,0056
Interacéo X(Q) * X2(Q) 0,304 0,2604

p: probabilidade; L: efeito linear; Q: efeito quaitiiro.

Figura 4.2 — Produtividade enzimética dos fungbsdesios em fungéo do tipo de indutor utilizado

%2,5 /
sl I - é

Fonte: elaborada pelo autor.



87
Capitulo 4 — Produgéo de lipases com atividadeidedhlise por Aspergillus spp.

Os fungos filamentosos sao reconhecidos como sasidoelhores fontes de lipases.
As espécies que apresentam maior potencial de gfiodie lipases pertencem aos géneros
Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e Rhizomud®rfungo selecionado nesta fermentacao
pertence ao génerdspergillus sendo um promissor fungo para obtencdo de lipases
(CARDENAS et al., 2001).

A partir desses resultados optou-se por prossegestudo utilizando os niveis que
apresentaram os valores mais elevados para a piddde enzimatica, sendo entdo realizado
um planejamento experimental do tipo fatorial ceetp? com 3 pontos centrais para estudar
o efeito da umidade e da concentracao de Oleojddisdutor selecionado) sobre a producéo

de lipases pelo fungo filamento&gpergillus nigelO-4 (microrganismo selecionado).

4.2.4 Efeito da umidade e da concentragcéo de indutor

A Tabela 4.8 apresenta os resultados de atividaddidiolise apds seis dias de
fermentacdo para os ensaios previstos no planejanfetorial completo 2com 3 pontos
centrais. As maiores atividades de hidrolise, 11/ a 13,44 U/g, foram obtidas na
condicdo de 2 % de Oleo de soja e 65 % de umidad®, dias de fermentacao.

Tabela 4.8 — Resultados de atividade de hidréisdigases produzidas nas condi¢cdes do planejarfegotial
completo 3 com 3 pontos centrais utilizado na avaliacdo éiietla umidade e da concentragdo do dleo de soja
com o fungoAspergillus nigelO-4

Experimento Umidade (%) Concentragéo de indutor (%) AH (U/g)*
1 60 0 10,82 + 0,31
2 70 0 7,77 £0,11
3 60 4 4,84 + 0,59
4 70 4 0,00 £ 0,00
5 65 2 13,44 + 1,28
6 65 2 11,71 £ 0,46
7 65 2 12,32 £ 0,74

AH: atividade de hidroélise

*Resultados apresentados como média + desvio padrao
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No tempo inicial da fermentagédo obtiveram-se valodderentes de zero para as
atividades de hidrélise, o que pode ser explicado fato do farelo puro apresentar uma certa
atividade enziméatica por grama de substrato sekéad@ret al., 2012).

A adicdo de 0leo de soja na concentracdo de 4 %oenparacdo aos ensaios nao
adicionados do indutor ndo ocasionou aumento nadatie hidrolitica. Alguns autores
demonstraram que a suplementagdo muitas vezesvg&ad aumento da producédo de lipases,
devido ao efeito de inibicdo por excesso de suiostPasuplementacdo de torta de soja com
Oleo de soja para a producao de lipases por feag@mtem estado sélido, com o uso do fungo
Penicillium simplicicimumpesquisado por Di Luccio et al. (2004) ndo causomento da
producéo de lipase. Esse fato foi comprovado dst® nos ensaios adicionados de 2 % de
Oleo de soja, as atividades de hidrélise foram rsoes aquelas obtidas com 0 % e 4 % do
indutor.

A analise de variancia (Tabela 4.9) dos resultad®sprodutividade mostrou que
houve influéncia significativa (p < 0,05) de ambos fatores de estudo (umidade e

concentragéo de indutor) na resposta.

Tabela 4.9 — Anédlise de variancia dos resultadgzaldutividade para os experimentos do planejanfaimoal

completo 3
Fonte de variagao SQ GL QM F p
Umidade (%) 0,4323 1 0,4323 20,20 0,0461
Concentragao de indutor £X 1,3129 1 1,3129 61,35 0,0159
Interacao (X * X») 0,0223 1 0,0223 1,04 0,4150
Curvatura 2,0948 1 2,0948 97,89 0,0101
Erro 0,0427 2 0,0214

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade;q@itirado médio; F: Fisher; p: probabilidade.

Verifica-se na Tabela 4.9 que a curvatura foi $icgtiva (p < 0,05), indicando a
presenca de um ponto de maximo nas atividadesditélise apos 6 dias de fermentacao,
proximo aos pontos centrais do planejamento expeertimh Conforme pode ser observado na
Figura 4.3, que mostra o efeito de interacdo dalade e da concentragdo de indutor sobre a
produtividade enzimatica, a andlise dos efeitoscind que a umidade apresentou efeito
significativo negativo, com maiores atividades sembtidas em 60 % de umidade. O
aumento da umidade pode ocasionar a compactac@abueagao do meio, diminuindo a

oxigenacgao e, portanto, o crescimento fungico eodygao de lipases (PANDEY, 2003). A



89
Capitulo 4 — Produgéo de lipases com atividadeidedhlise por Aspergillus spp.

guantidade de agua € considerada 6tima no porgatdeacdo do substrato e dependendo do
tipo de substrato, pode variar entre 30 % e 85 %LB®N-MAUREL; ORLIAC;
CHRISTEN, 2003), justificando as quantidades dedad® escolhidas no planejamento.

Figura 4.3 — Efeito da umidade e da concentracaodigor sobre a produtividade das lipases do fungo

Aspergillus nigelO-4 durante a fermentagdo em estado sélido

25} —$— Umidade: 60 %
== Umidade: 70 %
2,07t
15¢
10}

05¢}

Produtividade (U/d)

0,0}

-0,5¢t

0 4
Concentragdo de indutor (%)

Fonte: elaborada pelo autor.

Entretanto, deve ser salientado que a maior pnadatie foi obtida no ponto central
(comprovado pelo efeito significativo da curvatursgndo esse efeito melhor visualizado na
Figura 4.4, que mostra a superficie de respostagarodutividade em funcédo da umidade e
da concentracéo de indutor.

A superficie de resposta mostrou que a umidadé édéaria nos niveis centrais (65 %
de umidade), indicando que se pode usar umidade 60t% e 65 %, pois as atividades
obtidas sdo muito semelhantes.

Segundo Fernandes (2007), que avaliou a producdmpases por fermentacdo em
estado solido com umidades de 35 %, 45 %, 55 % #66s melhores resultados foram
obtidos com 55 % de umidade, seguido da fermentagizada com 65 % de umidade. Nos
cultivos com 35 % de umidade néo foi observadadatile de hidrolise.
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Figura 4.4 — Produtividade das lipases do fuAigpergillus nigelO-4 em funcéo da umidade e da concentracao
de indutor durante a fermentacéo em estado s¢ajisuperficie de resposta da produtividade; (b)asude

contorno da produtividade
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Fonte: elaborada pelo autor.
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A concentragdo do indutor apresentou efeito negadignificativo na andlise dos
efeitos apds os seis dias de fermentacao, indicqundcas maiores atividades foram obtidas
sem adicdo do indutor ou na condicdo de adicdo & @o indutor, corroborando os

resultados anteriormente apresentados.

4.3 CONCLUSOES DESTA ETAPA

O meio de cultura que apresentou melhores ressltddoproducdo de lipases com
atividade de hidrolise através de fungos filamesgoem fermentacdo em estado solido
continha 85 % de farelo de trigo e 15 % de cascarde.

A padronizagdo da metodologia de determinacao igaade de hidrdlise mostrou
que o uso de uma emulsdo de azeite de oliva e&wolde goma ardbica deve seguir a
proporcao de 1:3, sendo que a concentracdo daasofagnpdo no processo nao influenciou
nos resultados.

Na selecado de fungos filamentosos produtores @dsdg) as maiores atividades de
hidrolise foram obtidas com o funglspergillus nigerO-4 e com o 6leo de soja como
indutor. Para o estudo das varidveis umidade eetragdo de indutor, ambas apresentaram
influéncia significativa sobre a producdo de enzisendo que as maiores atividades de
hidrolise foram encontradas nos pontos centrai®f4@e umidade e 2 % de 6leo de soja) para
6 dias de fermentagao.
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5 SEPARACAO E CONCENTRACAO DE LIPASES DE Aspergillus
niger UTILIZANDO MEMBRANAS

Na terceira etapa do trabalho os objetivos foramadyeir lipases em bandejas por
fermentacdo em estado solido utilizando residuesiradustriais com o fungo filamentoso
Aspergillus nigerO-4 (o qual apresentou os resultados mais promsisgzara a producgéo de
lipases com atividade de hidrélise e de esterifiopc concentrar as lipases produzidas
utilizando modulos de separagdo com membranas deofittiacdo e de ultrafiltracdo, e
caracterizar 0s processos sequenciais de separacao.

5.1 MATERIAL E METODOS
5.1.1 Microrganismo

O fungo utilizado nesta parte do trabalho Aspergillus nigerO-4, previamente
isolado por Colla et al. (2009) de solo contaminadm 6leo diesel e selecionado nas partes
anteriores deste trabalho como adequado produtdipdses através de fermentacdo em
estado solido.

O fungo foi submetido a identificacdo genética rent® de Energia Nuclear na
Agricultura (Cena) da Universidade de Sao Pauldizando a metodologia citada por
Smaniotto et al. (2012). As sequéncias de basexmyritadas do fungo foram comparadas aos
dados (18S rRNA) obtidos nd&enBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O fungo foi
identificado comaAspergillus nigercepa DAOM (100% de identidade, cédigo de acesso no
GenBankKC545858.1) (REINEHR et al., 2014).

5.1.2 Producao de lipases através de fermentacdo em estagblido
5.1.2.1 Manutenc¢do e preparo do indculo

O fungo isolado foi mantido a 4 °C em tubos de iensam agar-batata-dextrose
(ABD), com repicagens periddicas a cada trés me3as 0 preparo do indculo foram

adicionados 10 mL de solugcédo de Tween 80 (0,1 %jdws de ensaio com agar, realizando-
se a raspagem dos esporos com alca de platinaddDlanfoi preparado adicionando-se 2,5
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mL da suspensao de esporos obtida em erlenmeydrd dmntendo 100 mL de ABD, com
posterior incubagdo a 30 °C durante 7 dias. Apéescimento fangico na superficie do agar
adicionaram-se 50 mL de Tween 80 (0,1 %), seguedonda raspagem dos esporos e filtracao
em gaze estéril para retencdo das hifas, seguietiadologia descrita por Colla (2009).

5.1.2.2 Producéo das enzimas

O processo de fermentagdo em estado solido pa@dagdo de lipases foi realizado
em bandejas de polipropileno com dimensdes de 38 8thcm, com quantidade inicial de
meio seco de 250 g.

O meio de cultivo utilizado foi composto de 85 %fdeelo de trigo e 15 % de casca
de arroz, conforme resultados obtidos na etapai@nt® farelo foi utilizado como suporte e
fonte de nutrientes e a casca foi utilizada paraesmtiar a porosidade do meio e facilitar a
transferéncia de oxigénio. Os meios de cultivo foeutoclavados a 121 °C por 20 min. A
umidade foi ajustada a 65 % pela adicdo de agudadesestéril, sendo também adicionados
2 % de Oleo de soja como indutor e solugdo sabtma micronutrientes, de acordo com Colla
(2009). Apos o preparo do meio foi realizada a utegdo do fungdspergillus nigerO-4
com a adicao de solucdo de esporos para cada béquerspondendo a uma concentracao
final de esporos de 1@sporos/g de substrato.

As bandejas foram tampadas com manta acrilica fdloica e incubadas em estufa a
30 °C por 6 dias (144 h), conforme Colla (2009hdseentdo efetuada a extragdo das enzimas

para a realizacdo dos processos de separacao aobramas.

5.1.2.3 Extracao das enzimas

As enzimas foram extraidas seguindo a metodologi&alla (2009), utilizando a
proporcdo de 1 g de farelo fermentado e 10 mL ogda fosfato de sédio 0,1 mol/L (pH
7,0). Os frascos foram submetidos a agitacdo arp@Opor 30 min a 37 °C e logo apés
filtrou-se em algoddo para a remocdo de solidopesis®s, obtendo-se o0s extratos
enzimaticos brutos.

Os extratos enzimaticos foram armazenados sob lkongeto (-18 °C) até a
realizacédo dos ensaios de microfiltracéo e ultraffo posteriores.
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5.1.3 Sistema de filtragdo com membranas

Os ensaios de concentracdo das enzimas foram ad@dizem um moédulo de

membranas com configuracdo plana, confeccionadaceifico conforme descricdo a seguir.

5.1.3.1 Especificagédo do sistema

O sistema foi constituido de um tanque de PVC paalimentacdo, uma valvula de
esfera para controle da alimentacdo, um moéduloetebrana com 14,5 cm de comprimento,
8,5 cm de largura e 8,7 cm de altura, uma bombiatakica (MasterfleX, modelo 77200-
52), uma valvula de esfera para controle da presséoté com mandémetro e mangueiras
interconectoras. A pressdo maxima de operacactiom era de 300 kPa.

As Figuras 5.1 e 5.2 apresentam, respectivamemtiegoama esquematico do aparato
experimental e uma fotografia do modulo de filtagfilizado nos ensaios. O modulo foi
projetado para uso com membranas planas de 12¢e @@mprimento por 6,0 cm de largura,
apresentando uma &rea (til de filtracdo de 0,00@ncnf).

Figura 5.1 — Diagrama esquematico do aparato erpatal utilizado na concentragao de lipases pradszi
pelo fungoAspergillus nigeO-4

N RECICLO DE RETIDO E/OU PERMEADO

valvula

vélvula

vélvula <> mandmetro
RETIDO m N

PERMEADO bomba valvula tanque de alimentagéo

COLETA DE
PERMEADO

médulo de filtragéo

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 5.2 — Vista do modulo de bancada utilizagl@rocesso de separagdo por membranas

Fonte: elaborada pelo autor.

A vazéo de alimentacéo foi controlada através deulzde esfera e do seletor de
poténcia da bomba peristaltica. Previamente azeeg@o dos experimentos procedeu-se o
ajuste do seletor da bomba para que o mesmo isdieagazao. Para esse ajuste foi instalado
um rotametro antes do filtro, sendo realizada #ivacdo da vazdo em funcdo da poténcia
apresentada no seletor, de forma a possibilitagadizacdo dos experimentos mantendo a
vazao de alimentacdo no valor estabelecido. A @oeks verificada através do mandmetro
localizado na linha de retido, sendo o controleselgsarametro realizado pela valvula de
esfera. As filtraces foram realizadas em tempeatmbiente (25 °C).

5.1.3.2 Especificagdo das membranas

Foram utilizadas cinco membranas planas distis&gjo duas de microfiltracdo e trés
de ultrafiltracdo, conforme descrigéo a seguir.

As duas membranas de microfiltracdo eram hidraflie constituidas de acetato de
celulose. O diametro dos poros era de 20 um naeparmembrana (WhatmanGrau 4) e de
0,45 um na segunda (Millipdtemodelo HAWP04700).

As trés membranas de ultrafiltracdo eram hidr@flie constituidas de polietersulfona
(PES). A primeira (Ome§a modelo OM100150) apresentava massa molar de dert€0
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kDa, a segunda (Omeyamodelo OM050150) possuia massa molar de cortBOdkDa,
enquanto que a terceira (GE Osmofiigaodelo YMPWSP3001) apresentava massa molar de
corte de 20 kDa.

5.1.4 Separacdo e concentracdo das lipases produzidas p@rmentacdo em estado

solido
5.1.4.1 Microfiltracdo do extrato enzimatico

O extrato enzimdtico foi inicialmente submetido &nau microfitragdo com a
membrana de 20 um para a retirada de materiatpkado em suspensdo. Com o permeado
dessa filtracdo procedeu-se uma segunda micrghitradesta vez com a membrana de 0,45
pm, a fim de separar particulas maiores que 0, prerenientes da fermentacao.

O sistema de filtracao foi operado a 25 °C com ahmaentacdo de 2 L, vazao fixa de
2 L/min e pressdo transmembrana de 20 kPa (prinmeiceofiltracéo) e 98 kPa (segunda
microfiltracdo), sendo que as membranas foram msepr 24 h em 4gua deionizada a
temperatura ambiente antes de sua utilizacdo. Apds microfiltracdo foram efetuadas
andlises de proteinas, atividade de hidrélisevdatie de esterificacdo nos permeados e nos
retidos. O permeado da segunda microfiltrac&o rimazenado sob refrigeracéo (4 °C) para
subsequente realizacdo da ultrafiltracdo.

5.1.4.2 Ultrafiltrag&do do extrato enzimatico

ApGs as duas microfiltracdes foram efetuados mi@s processos sequenciais de
separacgao, utilizando trés membranas de ultrgiitrglcom massas molares de corte de 100
kDa, 50 kDa e 20 kDa), de forma a fracionar o ¢atenzimatico. O permeado de cada
filtrac&o foi utilizado como alimentagéo do pro@essbsequente.

O sistema foi operado a 25 °C com uma alimentaedb Id vazé&o fixa de 1 L/min e
pressédo transmembrana de 98 kPa (primeira e segutndéiltracdo) e 196 kPa (terceira
ultrafiltracdo), sendo que as membranas foram esger 24 h em etanol e por mais 24 h em
adgua deionizada a temperatura ambiente para o acionainento prévio a sua utilizacdo
(SHUKLA; CHERYAN, 2002). Apé6s cada ultrafiltracdoorbm efetuadas andlises de

proteinas, atividade de hidrélise e atividade derdisacdo nos permeados e nos retidos.
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5.1.5 Determinacdes analiticas

5.1.5.1 Quantificagcdo de proteina

Foi realizada a quantificagdo de proteinas noagxtenzimatico inicial antes da
microfiltracdo e apds cada microfiltracdo, assinmgono permeado e no retido de cada
ultrafiltracao.

A determinacdo de nitrogénio total foi realizadgopmétodo de Kjeldahl, sendo
convertido em concentragdo de proteina empregamdofator de conversédo 6,25 conforme
Silveira e Furlong (2007).

5.1.5.2 Atividade de hidrélise

A atividade de hidrdlise dos extratos enzimatidasalimentacdo, do permeado e do
retido dos processos de filtracdo foi determinauha,triplicata, através do método proposto
por Burkert, Maugeri e Rodrigues (2004), o quabaseia na titulagdo com hidréxido de
sodio dos &cidos graxos livres liberados pela agitpase presente no extrato enzimético
sobre os triacilglicerdis do azeite de oliva enarlados em goma arabica.

Em frascos de 250 mL foram adicionados 2 mL de &nfpsfato de sédio (pH 7,0)
(0,01 mol/L), 5 mL de emulsédo de azeite de oligoma ardbica a 7 % (propor¢éo de 1:3). A
este sistema foi adicionado 1 mL de extrato enzemé& colocado a 37 °C durante 30 min.
ApOGs a incubacao, a reacdo foi paralisada peléadie 15 mL de solugcdo de acetona e
etanol (1:1) com posterior titulacdo dos &acidosxgsaliberados com uma solucdo de
hidréxido de sédio 0,01 mol/L até atingir pH 11.

Uma unidade de atividade de hidrélise foi definidano a quantidade de enzima que
libera 1 pmol de &cido graxo por minuto por mildide amostra (1 U/mL = 1 pmol/min/mL),

nas condi¢des do ensaio, conforme a Equacéo 5.1.

_ (Va=Vp)XMx1000
- txXV

AH (5.1)

Sendo:
AH: atividade de hidrdlise (U/mL)

Va: volume de NaOH titulado com a amostra (mL)
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Vp: volume de NaOH titulado com o branco (mL)

M: concentracdo molar da solu¢cdo de NaOH (mol/L)
t: tempo de reacdo (min)

V: volume de amostra (mL)

5.1.5.3 Atividade de esterificagao

A atividade de esterificacdo dos extratos enzonétida alimentacdo, do permeado e
do retido dos processos de filtracao foi determanadh triplicata, através do método proposto
por Silva et al. (2011). A atividade de esterif@adoi quantificada através da reagdo entre
acido graxo e etanol na razdo molar de 1:1 (mispadrdo). A reacdo foi conduzida em
erlenmeyers contendo 5 mL da mistura padrdo e D,danxamostra, apds foram incubados em
banho a 40 °C por 40 min e agitacdo de 160 rpnguatas de 500L foram retiradas do
meio reacional em triplicata e adicionadas a 20daluma solugcéo de acetona-etanol (1:1)
(v/v) para paralisar a reacdo e para extracao i &raxo. Apds, a quantidade de &cido
graxo consumido foi determinada atraves da titwlag@m NaOH 0,035 mol/L até atingir o
pH 11,0. Os ensaios controles continham 20 mL tlag&o de acetona-etanol (1:1) e 500
da mistura padréo.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definideng a quantidade de enzima que
consome 1 pmol de éacido graxo por minuto por mmdilide amostra (1 U/mL = 1
pmol/min/mL), nas condi¢cdes do ensaio, e calculddiazando a Equagéo 5.2.

(Vp—Va) XM XV £x1000
- EXV XV,

AE

(5.2)

Sendo:

AE: atividade de esterificagdo (U/mL)

Va: volume de NaOH gasto na titulagdo da amostnadetiapds 40 min (mL)
Vp: volume de NaOH gasto na titulagdo da amostrandai@ controle (mL)
M: concentracdo molar da solu¢cdo de NaOH (mol/L)

Vi: volume final de meio reacional (mL)

t: tempo de reacdo (min)

V: volume de amostra contendo a enzima (mL)

V¢ volume da aliquota do meio reacional retirada piéwlagéo (mL)
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5.1.5.4 Atividade enzimatica especifica

As atividades especificas de hidrolise e de dis@réo foram determinadas levando-
se em conta a quantidade de proteina presente mastras, conforme apresentado na

Equacgéo 5.3.

A

a (5.3)

Aesp =

Sendo:
Aesp atividade especifica de hidrélise ou de estagiio (U/mQ)
A: atividade de hidrdlise ou de esterificacdo (U/mL)

C,: concentragéo de proteina na amostra,gmgdMLamostr)
5.1.5.5 Fator de concentragdo volumétrico

Durante a concentracdo do extrato enzimatico a faéoconcentragdo volumétrico
(FCV) foi determinado como a razdo entre o volumelimentagcédo no inicio de cada etapa
de filtragdo e o volume de retido apds o proceBgoigcao 5.4), conforme Krstic et al. (2007)
e Rodriguez-Fernandez et al. (2013).

FCV — Valimentagéo (54)

Vretido

Sendo:

FCV: fator de concentragdo volumétrica

Vaiimentagae VOlume da alimentacdo no inicio de cada procést)
Vietido: VOlume de retido ap6s cada processo (mL)

5.1.5.6 Retengéo das membranas

O parametro de retencdo das membranas (para @rotinmidade de hidrolise e
atividade de esterificagdo) foi calculado de acam a Equacéo 5.5, conforme Krstic et al.
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(2007) e Rodriguez-Fernandez et al. (2013). A detercdo foi efetuada para cada etapa do

processo de separacdo sequencial.

R = (1 - M) x 100 (5.5)

retido

Sendo:

R: retengéo (%)

Apermeads Proteina (%) ou atividade de hidrolise ou estagfao (U/mL) no permeado
Aretido: Proteina (%) ou atividade de hidrdlise ou derdatacao (U/mL) no retido

5.1.5.7 Rendimento do processo

O rendimento de quantidade de proteinas e de atigidenzimatica durante a
concentracdo foi determinado pela razdo da quaidatal de proteinas (ou atividade
enzimatica total) do retido em funcdo da quantidéolal de proteinas (ou atividade
enzimatica total) da alimentacdo (Equacdo 5.6)utado para cada etapa de filtracao
conforme Krstic et al. (2007) e Rodriguez-Fernaretesd. (2013).

y = Alretido 10 (5.6)

ATalimentagéo

Sendo:
Y: rendimento (%)
ATetido: Proteina (%) ou atividade total de hidrélise stegficacédo (U) no retido

ATaimentacao Proteina (%) ou atividade total de hidrélise stedficagéo (U) da alimentagéo
5.1.5.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese dos extratos enzimaticos provengedts processos de separacdo com
membranas foi realizada utilizando-se um sistemaeld&roforese vertical (Mini-Protean
TGX, Bio-Rad Laboratories conforme proposto por Laemmli (1970).

As amostras foram adicionadas a igual volume dgdame amostra (glicerol 109,
mercaptoetanol 5%, dodecil sulfato de sédio (SD3Yya2 Tris-HCI pH 6,8 0,0625 mol/L),
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fervidas por trés minutos, centrifugadas rapidamentiplicadas no gel. O gel de 12 % de
SDS-poliacrilamida com 1 mm de espessura foi cadeado e submetido a uma corrente de
30 mA e a uma voltagem de 250 V por aproximadameitg@para as amostras percorrerem o
gel. Apdés a corrida, o gel foi corado com CoomadBidliant Blue por 1 h, sendo
posteriormente colocado em solugdo de metanobgrafado.

5.1.6 Caracterizacao dos processos sequenciais de filtég
5.1.6.1 Determinacgéo da permeabilidade hidraulica das meanhs

Inicialmente o fluxo de agua deionizada foi mendarpara as cinco membranas
citadas. Foram coletadas amostras a cada 5 mimtduca processo, sendo aumentada a
presséo transmembrana a cada amostragem, com emarto de cerca de 10 kPa. O fluxo
permeado foi calculado dividindo-se a massa de @aimpelo tempo de coleta das amostras
e pela area da membrana, enquanto que a permadbiliddraulica foi determinada a partir
da Equacéo 5.7.

J =L, X AP (5.7)

Sendo:

J: fluxo permeado (L/fh)

L,: permeabilidade hidraulica (LfkPa.h)
AP: presséao transmembrana (kPa)

5.1.6.2 Avaliagéo dos fluxos permeados da microfiltrac&taeultrafiltracao

Para a avaliagao das vazdes de permeado o sisteoj@efado nos primeiros 30 min
(para as membranas de microfiltracdo) e nos prawe0 min (para as membranas de
ultrafiltracdo) com reciclo completo do permeadadaeretido, ou seja, a concentragdo da
alimentagcdo foi mantida constante durante o procesendo recolhidas amostras
periodicamente para calculo do fluxo.
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5.1.6.3 Resisténcias dos processos

Para a avaliagao das resisténcias de cada etgpacksso de filtracdo sequencial foi
utilizado o modelo de resisténcias dispostas e, s#presentado na Equacgédo 5.8, conforme
Arguello et al. (2003), sendo a resisténcia totdtidada de acordo com a Equacdo 5.9. A
resisténcia da membrana foi determinada atravéfltdecdo com 4gua, enquanto que a
resisténcia da incrustacao foi calculada a paatifiltacdo e posterior lavagem com agua, e a
resisténcia do depdsito foi verificada por difesedas anteriores.

R = Ry, + R; + Ry (5.8)

Sendo:

R: resisténcia total ()

Rm: resisténcia da membranatm
R: resisténcia da incrustacdotm
Rq: resisténcia do depésito tn

AP
R, = — )
t= g (5.9)

Sendo:

R: resisténcia total ()

AP: pressao transmembrana (kPa)
l: viscosidade do permeado (kPa.s)
J: fluxo permeado (L/fh)

5.1.6.4 Microscopia eletronica de varredura das membranas

As membranas utilizadas no processos de separaigio Avaliadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) (VEGA 3LMescan Orsay Holding a fim de monitorar a
morfologia e observar modificagBes na estruturasa@tap0s 0S processos.

Previamente as analises de microscopia, as mensbrdeaultrafiltracdo foram
fraturadas em nitrogénio liquido. As membranasnfoeatdo depositadas em um disco de ago

inox sobre uma fita dupla face de carbono, sendwonstidas a um revestimento com um
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filme de ouro (300 A) a 30 mA por 4 min utilizandon metalizador (Q150R-ERuorum
Technologies LtJ.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Producao de lipases em bandejas com residuos agmbirstriais

Apos os 6 dias (144 h) do processo de fermentagii@stado sélido em bandejas
utilizando o fungoAspergillus nigerO-4 foi avaliada a atividade enzimatica do farelo
fermentado. Os resultados mostraram uma atividadeidt6lise média no extrato de 20,24
U/mL e uma atividade de esterificacdo média no atxtrde 535,50 U/mL, indicando
novamente a capacidade do fungo citado de protipases com atividade de hidrélise e de
esterificacdo simultaneamente a partir de residgosndustriais.

Sethi et al. (2013) produziram lipases céwspergillus terreusutilizando residuos
agroindustriais. O uso de farelo de trigo por fertagdo em estado solido proporcionou a
obtencao de lipases com atividade de hidrélise0dd/BL, sendo que foi obtida a otimizacéo
dos parametros de fermentacéo através da combidacdiberentes residuos agroindustriais,
proporcionando uma complementacdo dos nutriensgguiveis para o fungo, assim como
neste trabalho, que levou em consideracédo a pgHmaide um meio com farelo de trigo e
casca de arroz, suplementado com uma solucéo denuigentes.

A utilizacdo da fermentacdo em estado solido cosidu®s agroindustriais vem se
tornando importante para a diminuicdo dos custoprdducédo de enzimas. Coradi et al.
(2013) produziram lipases através de fermentacémersa e de fermentacdo em estado
solido usando o fungdrichoderma harzianumOs autores verificaram que a maior atividade
de hidrolise no extrato foi obtida através da fertaedo submersa, porém o custo da fonte de
carbono, em virtude da quantidade necesséaria, & dezes maior, compensando
significativamente a producao de lipases atravésrdeentacdo em estado solido.

Apos a fermentacdo em estado solido em bandgjasterior verificacdo da atividade
enzimatica presente nas amostras foi efetuada r@acért das lipases em todo farelo
fermentado nas bandejas, produzindo um total dedéextrato bruto, o qual foi armazenado
sob congelamento até o0 momento de realizacdo dogeg®0s sequenciais de separacdo por

membranas.
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5.2.2 Separagao e concentracao das lipases utilizando meranas

A Tabela 5.1 apresenta os resultados relacionadl@gaa de concentragdo em cada
uma das etapas sequenciais de filtracdo. Foraimadils inicialmente 2 L de extrato bruto
para a realizacdo da primeira microfiltracéo, 1f@ata a segunda microfiltracdo, 750 mL para
a primeira ultrafiltracdo, 600 mL para a segundaafikracdo e 450 mL para a terceira
ultrafiltracao.

Tabela 5.1 — Parametros dos processos de sepamgaoembranas de microfiltracéo e ultrafiltracao

Processo Amostra Volume (mL) FCV
Extracdo Inicial 2000 -
o Retido 100
Microfiltracdo (20 pm) 20
Permeado 1900
o Retido 300
Microfiltrac&o (0,45 pm) 6
Permeado 1500
_ Retido 75
Ultrafiltrag&o (100 kDa) 10
Permeado 675
Retido 120
Ultrafiltrac&do (50 kDa) 5
Permeado 480
_ Retido 350
Ultrafiltrac&do (20 kDa) 1,3
Permeado 100

FCV: fator de concentracéo volumétrica

Em virtude do tamanho do poro ser de 20 um, eperado que a primeira
microfiltracdo ndo apresentasse uma elevada resigtéo processo de filtracdo, o que foi
confirmado pelo seu fator de concentracao volugg(#CV = 20), sendo que o processo foi
interrompido com cerca de 15 minutos. A segundaafiicacdo (membrana de 0,45 um) foi
interrompida com um FCV de 6 ap0s verificada visulte a deposicdo significativa de
particulas na membrana, diminuindo o fluxo de pedoe O primeiro processo de
ultrafiltracdo (membrana de 100 kDa) foi levada atébtencdo de um FCV de 10, pois as
particulas maiores que bloqueariam rapidamente @sspda membrana haviam sido

excluidas na filtragdo anterior. As duas ultimasafitragées levaram a um FCV de 5 e 1,3
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em funcdo da velocidade de filtracdo, sendo quéltimma o uso de pressdo transmembrana
abaixo de 100 kPa levaria a um fluxo de permeadéragio desejado.

A Tabela 5.2 apresenta os resultados de atividadeidrolise das amostras em cada
etapa do processo de filtracdo sequencial, assino @3 teores de proteinas presentes. Pode-
se observar que o teor de proteinas, assim conividade de hidrolise do extrato bruto
inicial, do permeado e do retido da primeira mitirai;édo foram estatisticamente iguais (p >
0,05), o que pode ser explicado pela retencdo dateais particulas maiores que 20 um
presentes nesse processo, levando a uma concensexg@&lhante de particulas pequenas,
como as proteinas, em ambas as correntes (retjrneeado). A partir do permeado da
ultrafitracdo com a membrana de 100 kDa o teoprdéeinas foi significativamente menor,
evidenciando que a maior retencdo de proteinaseacoesta etapa do processo.

Tabela 5.2 — Resultados de atividade de hidrébseathostras em cada etapa do processo de separacao

sequencial por membranas

Proteina AH AHes Ran
Processo Amostra (mg/mL)* (U/mL)* (UImg)* (%)
Extracdo Inicial 15,36+ 0,68 20,22+0,65 1,318 +0,042 -
Microfiltracio ~ Retido  14,28+136 19,78+1,95 1,38%+0,137 -
(20 pm) Permeado 1533 1,30 19,32+1,95 1,24%+0,126 '
Microfiltracio ~ Retido 26,25+ 186 18,86+0,65 0,718+0,025 2105
(0.45um)  permeado 10,06 1,86 14,72+0,65 1,42%+0,065 !
Ultrafiltracio ~ Retido  17,18+0,06  60,72+3,90 3,532+ 0,227 00 44
(100kDa)  permeado 2,42 0,19  4,60+0,65 1,848 +0,261 !
Ultrafiltracio ~ Retido  3,94+0,00  7,82+1,30  1,988+0,330 10000
(50kDa)  permeado 2,54 0,12 0,08 0,00 ’
Ultrafiltracio ~ Retido  2,48£0,25 0,00 0,0¢ _
(20 kDa) Permeado 1,84+ 0,12 0,08 0,0¢

AH: atividade de hidrolisedH.s;; atividade especifica de hidrolis.: Retencéo da atividade de hidrdlise.

*Resultados apresentados como média + desvio padil@dias seguidas de letras iguais na coluna néo

apresentam diferenca significativa entre si cormiral de significancia de 5%.

A retencdo de proteina em cada etapa da filtraggaencial pode ser visualizada na

Figura 5.3, a qual mostra que a segunda etapadfitiracido de 0,45 pm) apresentou a maior

retencdo de particulas proteicas (superior a 68étido que a combinacao desta etapa com a
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ultrafiltracdo subsequente (100 kDa) proporcionoauetencdo de proteinas superior a 90 %.
A retencdo de particulas proteicas ndo atingiu%00a ultrafiltracdo de 20 kDa, indicando
gue peptidios de baixo peso molecular foram cobestad permeado da Ultima etapa.

Figura 5.3 — Retencéo de proteina apés os procdesogrofiltracdo com membranas de 20 um (M2® e d
0,45 pm (MO0,45) e ultrafiltragcdo com membranas@®kbDa (U100), 50 kDa (U50) e 20 kDa (U20)
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Fonte: elaborada pelo autor.

Em relacdo a atividade de hidrolise observa-seogegtrato bruto inicial apresentou
resultados iguais (p > 0,05) as amostras da praneeda segunda microfiltracdo. O retido da
ultrafiltracdo de 100 kDa apresentou resultadoss m#evados tanto para a atividade de
hidrolise quanto para a atividade especifica, amtio que as lipases produzidas na
fermentacdo em estado soélido foram retidas nessabra@a, concentrando as enzimas.
Algumas lipases ainda permearam essa membranafomrzm completamente retidas na
membrana de 50 kDa. A partir do permeado dessa memlos resultados de atividade de
hidrélise foram nulos, mostrando que as enzimaaniaetidas pelas membranas nos ultimos
processos.

Na segunda microfiltracdo (0,45 pm) houve a rétemge lipases com atividade de
hidrélise. Como o fator de concentracdo foi de 6taneetapa e ndo houve diferenca
significativa na atividade enzimatica do retido @ germeado, pode-se dizer que houve a
retencdo de 17 % da enzima presente. Embora esgagéps normalmente apresentem peso
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molecular entre 20 kDa e 80 kDa, o fen6meno deugtacdo com o bloqueio dos poros pode
ter levado a essa retencéo das enzimas.

A ultrafiltragdo com a membrana de 100 kDa levoabgencdo de um retido com
atividade de hidrolise 4,3 vezes superior a suaegliacdo, mostrando que o processo de
separacao por membranas € uma alternativa vids@h@ntracdo das lipases produzidas por
fungos a partir de fermentacdo em estado sélido micluos agroindustriais. A atividade
especifica de hidrolise também aumentou 2,5 vares arealizacdo dessa etapa do processo.

O permeado da ultrafiltracdo de 100 kDa e o retidoultrafiltragcdo de 50 kDa
apresentaram uma atividade enziméatica menor queagSes anteriores, mostrando que a
maior parte das lipases produzidas pelo fungodila na membrana de 100 kDa. Apés a
etapa de ultrafiltracdo com a membrana de 50 kahaluve o registro de atividade de
hidrolise, embora algumas particulas proteicasatenpermeado essa membrana.

As enzimas, como proteinas, possuem uma estrutlindicg bastante complexa. No
caso das lipases podem ser encontrados de 25058@tesiduos de aminoacidos fazendo
com que a sua estrutura apresente areas com maioepor afinidade pela estrutura da
membrana (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). No caso dedtabalho, que utilizou
membranas de ultrafiltracdo hidrofilicas de pot®idona, houve uma elevada retengédo de
moléculas menores que 100 kDa na membrana comnesssa molar de corte. Deve-se
enfatizar que o parametro conhecido como massarnudacorte das membranas de
ultrafiltracdo considera a retencdo de cerca d&9@as particulas maiores que esse valor,
sendo que os poros da membrana ndo sédo simétnemesndo a presenca de muitos poros
menores e outros maiores que a média. Além dissopasametros divulgados pelos
fabricantes de membranas podem gerar resultadasnbasdiferentes em funcdo da
metodologia e das condi¢des de teste utilizada®t)ESFERAND et al., 2010).

Em relagéo a retencdo da atividade de hidrolideuleaa levando em consideragéo a
razao entre a atividade enzimatica do permeado eetitto, verificou-se que ndao houve
retencdo significativa na primeira microfiltracédecheegou a 22 % na segunda microfiltracéo.
Na primeira ultrafiltracdo este indice foi de 92 &ingindo 100 % de retencdo da atividade
de hidrdlise na segunda ultrafiltracdo, tornandatiana ultrafiltragcdo desnecessaria para o
processo no que diz respeito a retencdo de atwidazimatica.

A Tabela 5.3 apresenta os resultados de atividadesterificacdo das amostras em
cada etapa do processo de filtragdo sequencialn assmo as respectivas atividades
especificas e retengdes.
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Tabela 5.3 — Resultados de atividade de esterdftcdas amostras em cada etapa do processo decéepara

sequencial por membranas

Proteina AE AEes Rae
Processo Amostra (mg/mL)* (U/mL)* (U/mg)* (%)
Extragdo Inicial 15,36+ 0,68 535,50+ 26,73 34,86+ 1,74 -
Microfiltracio  Retido 14,28+ 1,36 146,16+ 26,73 10,2%+ 1,87 180,30
(20pum)  permeado 1553 1,30 404,46+ 17,82 26,04+ 1,15 ’
Microfiltracio ~ Retido 26,28+ 1,86 100,80+ 44,55 3,84+ 1,70 103,60
(0,45um)  permeado 10,06 1,86 192,80+ 34,08 19,17+ 3,39 ’
Ultrafilracio ~ Retido 17,18+ 0,06 884,50+ 69,72 51,45+ 4,06 100.00
(100 kDa)  permeado 2,49 0,19 0,00 0,06 ’
Ultrafiltracio ~ Retido 3,94+ 0,00 0,00 0,00 ]
(50kDa)  permeado 2,54 0,12 0,00 0,00
Ultrafiltracio ~ Retido  2,48+0,25 0,00 0,00 )
(20kDa)  permeado 1,84 0,12 0,00 0,00

AE: atividade de esterificaci@d\E.s; atividade especifica de esterificac®e. Retencdo da atividade de
esterificacao.
*Resultados apresentados como média + desvio padilédias seguidas de letras iguais na coluna néo

apresentam diferenca significativa entre si cormiral de significancia de 5%.

Observa-se que o extrato bruto inicial apresentoa atividade de esterificacdo de
535 U/mL, significativamente maior (p < 0,05) queamnostras resultantes da primeira e da
segunda microfiltragdo. A perda de atividade entigagpode estar associada a tensdo de
cisalhamento incidente durante o processo de ililagho, fato citado por Rodriguez-
Fernandez et al. (2013). De acordo com Arguellal.ef2003) outras duas razbes também
podem levar a diminuicdo da atividade enziméticdsap realizacdo de um processo de
ultrafiltracdo: auto-hidrélise da enzima, fendmeque é reduzido quando a solugdo contém
outras proteinas ou peptidios além da enzima,@gdits da enzima na membrana.

O retido da ultrafiltracdo de 100 kDa apresentoumagores resultados tanto para a
atividade de esterificacdo quanto para a atividesigecifica, indicando que as lipases
produzidas na fermentacdo em estado soOlido foraefenencialmente retidas nessa
membrana, concentrando as enzimas, sendo que na@ Ipermeacdo de lipases nessa
membrana, caracterizando resultados de atividadestéeificacdo nulos a partir dessa etapa
do processo.
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A ultrafiltragdo com a membrana de 100 kDa levoabgencdo de um retido com
atividade de esterificagdo 4,6 vezes superior aatineentacdo, valor semelhante ao obtido
com as lipases com atividade de hidrélise. A adstel especifica de esterificacdo também
aumentou 2,7 vezes apos a realizacdo dessa etapacdsso.

Em relacdo a retencdo da atividade de esterificag@dculada levando em
consideracéo a razao entre a atividade enziméabigeedneado e do retido, verificou-se que a
retencdo das duas etapas de microfiltracdo foitivagaou seja, houve diminuicdo da
atividade enzimética do retido apés a realizacdcadia processo. Na ultrafiltracdo com a
membrana de 100 kDa o indice atingiu 100 % de cétenla atividade de esterificacdo, em
virtude da auséncia de permeacdo nessa etapa @eufasl com esse tipo de atividade
enzimatica.

O contraste dos resultados de atividade de hidr@im relacdo aos resultados de
atividade de esterificacado no permeado da memhaidf0 kDa indica que foram produzidas
lipases distintas, com caracteristicas de permeditgrentes.

Silva et al. (2011) produziram e concentraram Bgaproduzidas poPenicillium
brevicompactumem fermentacdo em estado sélido com residuos ragisiriais. A
otimizacao do processo levou a producéo de enziorasatividade de hidrolise de até 88 U/g
com farelo de mamona, sendo obtida maior atividdelesterificacdo de até 244 U/g com
torta de babagu. Os autores verificaram que nédweh@orrelacdo entre a atividade de
hidrélise e a atividade de esterificagdo, sendadabtresultados otimizados em diferentes
condi¢cBes de cultivo. Rigo et al. (2010) tambémifiearam que as melhores condigBes de
obtengéo de lipases com atividade de hidrélise net@ssariamente sdo as mesmas para a
obtencdo de lipases com atividade de esterificaEéta constatacdo € fundamental para a
producdo de enzimas por processos biotecnologiois podem ser produzidas enzimas pelo
mesmo microrganismo com diferentes aplicagcdes tndiss bastando adequar as condi¢cbes
de cultivo.

Em outros trabalhos relacionados a producdo dedfpaom fungos filamentosos a
atividade enzimatica apresentou valores bastastetdis em comparacdo aos obtidos neste
trabalho. Almeida, Taulk-Tornisielo e Carmona (20&8aliaram a influéncia do meio de
cultivo para a producdo de lipases, sendo efetuata triagem inicial com 90 diferentes
fungos. O fungdAspergillus nigeravaliado apresentou uma atividade especifica d®lise
de 7,5 U, enquanto que outras cepasideergillussp. mostraram atividade de até 6,4 U.
Rigo et al. (2010) selecionaram e isolaram micnoisTaos com potencial para producao de
lipases com atividade de esterificacdo utilizaretonentacdo em estado sélido com farelo de
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soja como substrato. Dentre os 203 microrganismiizados 2 fungos filamentosos
produziram enzimas com atividade de esterificacg@oaté 115 U/g, sendo potenciais
produtores de lipases. Conforme citado por Silval.e2011) as diferengcas encontradas na
literatura, em relagéo aos valores absolutos g&latie enzimatica, tanto de hidrolise quanto
de esterificacdo, podem variar ndo apenas em eirdoedmicrorganismo, da matéria-prima e
das condi¢cbes de producdo, mas também em funcdcoddgbes experimentais utilizadas
para a sua determinacao.

O rendimento relacionado aos trés parametros (otmaggio de proteinas, atividade de
hidrélise e atividade de esterificacdo) em cadgeetda filtracdo sequencial pode ser
visualizado na Figura 5.4. Observa-se que na ultitmafiltracdo foi obtido um rendimento
percentual de proteina superior a 70 %, ou sajaaatidade total de proteinas no retido foi
equivalente a 70 % da quantidade total de protginesente na alimentacdo dessa etapa da
filtracdo, sendo que os demais 30 % de proteinasyas no permeado ou permaneceram

retidos na prépria membrana.

Figura 5.4 — Rendimento apds os processos de iitrergfio com membranas de 20 pm (M20) e de 0,45 um
(M0,45) e ultrafiltracdo com membranas de 100 KIDEOQ), 50 kDa (U50) e 20 kDa (U20)
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Verifica-se também que os maiores rendimentos tdédade de hidrolise e de
atividade de esterificagdo foram obtidos na ultraffdo com a membrana de 100 kDa. Nesta
etapa o rendimento da atividade de esterificacialdocerca de 20 %, enquanto que o
rendimento relacionado a atividade de hidrélisestqierior a 40 %. Deve-se evidenciar que,
embora os rendimentos ndo tenham sido tao elevadesido desta ultrafiltragéo apresentou
uma atividade de hidrélise 4 vezes superior a@txinicial, e uma atividade de esterificacédo
também 1,7 vez superior.

Bharti et al. (2013) produziram e purificaram lipasa partir déspergillus japonicas
verificando que a atividade do extrato bruto foi 2 U/mg. Apds a purificacdo por
cromatografia houve um aumento na atividade en@méatas o rendimento foi de 43 %, em
virtude de perdas ocorridas nas etapas de preg@pita purificacdo, resultando semelhante ao
obtido neste trabalho.

Rodriguez-Fernandez et al. (2013) concentrarannzame fitase produzida por
Aspergillus nigerem fermentacdo em estado soélido utilizando umegss de ultrafiltracdo
com membrana de 10 kDa. Os autores obtiveram wm digt concentracdo volumeétrica de 6
vezes em relacdo ao extrato inicial, sendo quéidprapresentou o dobro da concentracéo de
proteinas e uma atividade enzimatica 4,3 vezesrisup@ retencdo foi de 99,95 % e o
rendimento indicou que 14 % da atividade foi peadidrante o processo, provavelmente pela
tensdo de cisalhamento inerente ao processo @ditt tangencial. Os autores enfatizaram
que a presenca de alguns ions pode apresentar iafbitorio na atividade enzimatica, sendo
atil a eliminag&o desses ions no permeado parsonaelb resultado.

Golunski et al. (2011) concentraram a enzima sk produzida pdfluyveromyces
marxianusem fermentacdo em estado sdlido utilizando umegssx de ultrafiltracdo com
membrana de 100 kDa. Este processo apresentoutandé@purificacdo de 5,5 vezes, com
86 % de rendimento. Conforme tais autores, a \@oia@p rendimento da atividade enziméatica
também pode ser atribuido a eliminacdo ou concgdrade possiveis inibidores que
poderiam permanecer na solucao retida ou permeaéda,de poder ocorrer perda de enzima
na superficie da membrana em funcao da incrusfacdada.

Gottschalk, Bon e Nobrega (2008) utilizaram preossde ultrafitracdo com
membranas de polissulfona e acetato de celulosentassa molares de corte de 10 kDa, 20
kDa e 50 kDa para concentrar a enzima lignina péase produzida poStreptomyces
viridosporus Os resultados mostraram uma elevada retenca@risu@ 96 %) para as
membranas de polissulfona de 10 kDa e 20 kDa, emgugue a membrana de 50 kDa
apresentou retencdo de 58 %. A membrana de acdtatelulose de 20 kDa apresentou
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rejeicdo de 77 % e mostrou um menor decréscimeenagabilidade total, sugerindo menor
adsorcdo e bloqueio de poros nessa membrana. @snesios obtidos relacionados a
atividade enzimatica foram de 15 %, 52 % e 74 % asrmembranas de polissulfona de 50
kDa, 20 kDa e 10 kDa, respectivamente, e de 67®amembrana de acetato de celulose de
20 kDa.

Krstic et al. (2007) realizaram a ultrafiltracdo wlea solucdo de endo-pectinase para
sua concentragdao. Os autores obtiveram difereetadimentos em fungédo dos fatores de
concentragdo volumétrica (FCV) utilizados, chegamicialmente a rendimentos da ordem
de 33 % com FCV igual a 1,5 e de 7 % quando o FQV3f Apds modificacbes nas
condicbes de filtracdo, como presséo, temperaagitacao, viscosidade e tempo de processo
o rendimento foi aumentado sensivelmente, cheganddores superiores a 90 %, mostrando
que a otimizacao do processo foi possivel.

Esses resultados evidenciam que os proximos estielagsdo estar relacionados a
otimizacao das condi¢Oes de filtracdo, com a bdasamelhores condi¢cdes de temperatura,
pressdo e velocidade da alimentacdo, para melladgmede mais os aspectos vinculados a
separacao e concentracdo de lipases produziddsngms por fermentagdo em estado sélido,
a fim de diminuir as perdas que ocorreram nesbaltia.

A Figura 5.5 apresenta o gel de poliacrilamida esdiferentes fragdes do processo
de filtracdo sequencial do extrato enzimético, emjunto com os marcadores de peso
molecular entre 6,9 kDa e 210 kDa.

O extrato bruto inicial mostrou um elevado niumeéeobandas proteicas estendidas e
espalhadas na faixa de trabalho, indicando queahawvia mistura bastante complexa com
diversas proteinas e/ou enzimas presentes, compatiin 0 que € observado nas amostras
iniciais de trabalhos que envolvem processos déigagdo de enzimas (FERNANDEZ-
LORENTE et al., 2005). Percebe-se, entretantotensificacdo de algumas bandas nesse
extrato, podendo-se dizer que havia uma maior gleatd de proteinas na faixa de 50 kDa a
60 kDa e outra com cerca de 20 kDa.

Este perfil se repete nas duas microfiltracdeszads, sendo também observada a
intensificagcdo de uma banda no permeado da seguicdafiltracdo (membrana de 0,45 pm)
e no retido da primeira ultrafiltracdo (membrana ¥ kDa). Este componente tem
aproximadamente 60 kDa de peso molecular, o gnédiéativo da presenca da enzima lipase,
pois a maior quantidade de proteinas e a maioidatie enzimética foram obtidas no retido
da primeira ultrafiltracdo. De acordo com Singh ekkbpadhyay (2012) a maioria das
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lipases apresentam peso molecular médio entre 20ekB0 kDa, embora j& tenham sido

reportadas enzimas com 12 kDA e também com 270 kDa.

Figura 5.5 — Eletroforese das amostras iniciaisad (R: retido, P: permeado) dos processos deofitiacio
(M20 e M0,45) e ultrafiltragdo (U100, U50 e U20)ishindo membranas
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Fonte: elaborada pelo autor.

Bharti et al. (2013), ao purificarem e caracteemam lipase produzida péspergillus
japonicas verificaram que ela apresentou um peso molecapaoximado de 40 kDa.
Fernandez-Lorente et al. (2005) purificaram difegsripases oriundas despergillus niger
com métodos de adsorcdo, sendo que varias bandas Wisualizadas na analise preliminar
do extrato bruto inicial, indicando a presenca d#ginas com pesos moleculares distintos.
Ap6s a purificacdo foram identificadas trés lipasesm os seguintes pesos moleculares: 31
kDa, 43 kDa e 65 kDa, sendo que todas apresentiifarantes graus de seletividade. Coradi
et al. (2013) produziram lipases com residuos adusiriais através de fermentacdo em
estado sélido usando o fungoichoderma harzianumA eletroforese em gel de agarose do
extrato enzimatico mostrou uma banda mais inteosacerca de 48 kDa e duas bandas mais
fracas com pesos moleculares pouco superiorek®®&6Como nao foi efetuada a separagéo
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posterior dessas proteinas as bandas mais fradashps®er indicativas da presenca de outras
lipases com caracteristicas distintas.

A eletroforese das amostras de retidos e permeadalditracao (Figura 5.5) mostrou
também que alguns peptidios de baixo peso mole@u&mor que 10 kDa) permaneceram nas
amostras de permeado, mesmo apés a Ultima ufagéilh. Este resultado corrobora a
guantidade de nitrogénio orgéanico de origem pratpiesente no permeado da ultrafiltracao
de 20 kDa, embora estes peptidios ndo apresentgdadé enzimatica.

5.2.3 Caracterizacao dos processos sequenciais de filtéag

A permeabilidade hidraulica das membranas utiligaata trabalho € apresentada na
Tabela 5.4. Observa-se um comportamento linear pasdacado do fluxo de permeado em
relacéo a pressao transmembrana aplicada, emalgpae as membranas de ultrafiltracdo. A
permeabilidade diminui & medida que o tamanho do pomenta, ja que a permeabilidade é
inversamente proporcional a resisténcia da memhadiimacao. Os resultados mostram que
um aumento da presséo na ordem de 100 kPa propangio aumento de fluxo de permeado
de cerca de 16000 Lfrh para a membrana de 20 pm, 4500%trpara a membrana de 0,45
um, 770 L/M.h para a membrana de 100 kDa, 270%inpara a membrana de 50 kDa e 25
L/m?.h para a membrana de 20 kDa.

Tabela 5.4 — Permeabilidade hidraulica das membrdeanicrofiltragdo e ultrafiltracéo utilizando agu

deionizada em diferentes pressées

Permeabilidade hidraulica Pressdo de Coeficiente de

Membrana (L/m2.kPa.h) trabalho (kPa) correlac&o (r)
Microfiltracdo (20 pum) 161,92 0a69 0,9273
Microfiltrac&o (0,45 pm) 45,41 0a98 0,9195
Ultrafiltrag&o (100 kDa) 7,67 0a98 0,9761
Ultrafiltracédo (50 kDa) 2,71 0a98 0,9860
Ultrafiltrac&do (20 kDa) 0,25 0 a 196 0,9937

Em relacédo aos valores de permeabilidade hidratdiceecidos pelos fabricantes das
membranas houve uma diferenca de aproximadamen®.3Donforme Susanto (2007) as
diferencas entre as caracteristicas observadas @estsitas comercialmente podem ser
explicadas por diferencas em um ou mais dos seguespectos: material da membrana,



115
Capitulo 5 — Separacao e concentracéo de lipaséssgergillus niger

condicdes de formacgéo e resultante estrutura dabrag@ assim como os métodos de
caracterizagao utilizados pelos fabricantes.

A Figura 5.6 apresenta as curvas de fluxo perm@ad® 0s processos sequenciais de
microfiltracdo do extrato enzimético. Observa-se houve uma queda acentuada no fluxo no
primeiro minuto de filtracdo, caracteristica dode®no de polarizacdo por concentracdo. A
gueda foi menos acentuada na primeira microfilbgséb pressao de 20 kPa), mantendo um
fluxo superior a 60 % do fluxo de &gua, em virtude tamanho do poro ser de
aproximadamente 20 um. A segunda microfiltracdoashestnou uma reducao de fluxo maior,
de cerca de 98 % apds 5 minutos de processo, afaerde valores similares aos processos de
ultrafiltracdo posteriores.

Figura 5.6 — Curvas de fluxo permeado durante osggsos de microfiltragéo utilizando membranasgsale
(&) 20 pm e (b) 0,45 pm
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Fonte: elaborada pelo autor.

A diminuicdo do fluxo é atribuida a dois mecanisrposcipais: bloqueio de poros,

responsavel pela queda brusca inicial do fluxaren&céo de torta, responsavel pela queda
gradual de longo prazo. Conforme Song (1998) vdattwes podem afetar esse declinio no
fluxo, sendo que o ideal é a busca de uma situdedquilibrio na pressao de trabalho, de
forma a evitar que se forme uma incrustagéo exaessi membrana.

A Figura 5.7 apresenta o perfil de fluxo permeadmpps processos sequenciais de
ultrafiltracdo do extrato enzimético. A primeiraaesegunda ultrafitracdo mostraram fluxos

médios entre 75 L/fth e 80 L/M.h ap6s os primeiros minutos de filtracéo, levaadema
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reducéo de fluxo de cerca de 88 % e de 69 %, regpeente. A terceira ultrafiltracao

apresentou uma reducao de fluxo da ordem de 576%apprimeiros minutos de processo.

Figura 5.7 — Curvas de fluxo permeado durante osggsos de ultrafiltracdo utilizando membranasasaie (a)
100 kDa, (b) 50 kDa e (c) 20 kDa
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Fonte: elaborada pelo autor.

Apesar da acentuada queda de fluxo da segundafiltiagdo todos oS processos
sequenciais de microfiltracdo e de ultrafiltracémstraram fluxos de permeado acima de 20
L/m?.h, que sdo considerados valores adequados pdilizacéio em processos industriais,
como a concentracdo de sucos (SA; CABRAL; MATTAQZD A viabilidade de qualquer
processo de concentracdo por membranas dependéanfantalmente, das condicbes
envolvidas no processo como as propriedades da raembafinidade membrana-soluto,

temperatura da solugcéo e presséo transmembranalMBETRUS; HUBINGER, 2010).
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Chaiklahan et al. (2011) utilizaram processos segaes de microfiltracdo e
ultrafiltracdo para separar e concentrar ficociangue apresenta peso molecular entre 44 e
260 kDa, a partir de extratos aquosos de microal@asautores ndo obtiveram reducéo de
fluxo de permeado quando utilizaram uma membranaideofiltracdo de polipropileno de 5
pm, mas com a membrana de fluoreto de poliviniidde 0,2 um houve uma reducao de
fluxo de cerca de 90 %. Quando foi realizada aafiliracdo com membranas de
polietersulfona de 50 kDa, 70 kDa e 100 kDa osdtude permeado demonstraram uma
reducdo menor, mantendo-se em pelo menos 58H./@ uso de pressdo de 138 kPa com a
membrana de 50 kDa induziu a formacdo de torta e@lung superficie da membrana,
resultando na retencdo de ficocianina e proteioaserjuentemente reduzindo o fluxo de
permeado. Os autores optaram por utilizar a medadpressao para minimizar o efeito de
formacao de incrustagéo.

Bacchin, Aimar e Field (2006) mostraram que, depadd da relacdo entre o tamanho
do soluto e o tamanho do poro, trés casos de tag@s podem ocorrer: diminuicdo dos poros
por adsor¢do, quando o soluto € muito menor quero; bloqueio de poros, quando 0s
tamanhos séo similares; formacdo de camada gebterpo formacdo de torta, quando o
soluto € muito maior que o poro. Em processos @eofitracdo de proteinas ha a tendéncia
de ocorrer mais incrustacdo interna (adsorcdo)yaerq que na ultrafiitragdo ocorrera o
bloqueio dos poros, explicando o fendmeno obsernadoabalho.

Chaiklahan et al. (2011) também mostraram que ema etapa de filtracdo havia
perda de ficocianina, chegando a 25 % na micrai#to, mas que a utilizacdo de processos
sequenciais de microfiltracdo (com membranas den%e|0,2 pm) e de ultrafiltracdo (com
membrana de 50 kDa) é viavel tecnicamente e podsaqtar custos menores que 0s obtidos
com processos de purificacdo envolvendo preciptag&omatografia.

Os processos de filtracdo dos extratos enzimaticasn realizados com pressfes que
variaram de 20 kPa a 196 kPa, sendo que os ressiltaédios de fluxo de permeado apds o0s
primeiros 5 minutos de filtracdo s&o apresentadoBabela 5.5, assim como a recuperagao de
fluxo obtida apds a lavagem com 4gua em cada dfitracdo.

A membrana de microfiltragdo de 20 pm e a membdenaltrafitracdo de 100 kDa
apresentaram uma recuperacao de fluxo considgfa/éb e 88 %, respectivamente), apos o
processo de lavagem com agua. Deve-se salientdogefetuada apenas uma lavagem com
agua por cerca de 10 minutos a fim de retirar eugtacdo do depdsito, caracterizada pelos
fendmenos de polarizacdo de concentracédo e forndedorta. Apesar da recuperacéo de

fluxo ter sido menor nas outras membranas devesrsiatizado que em maior escala séao
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realizados processos de limpeza nas membranazantib agentes quimicos detergentes,

oxidantes e até enzimas, a fim de retirar as pdadanais fortemente aderidas a membrana.

Tabela 5.5 — Resultados de fluxo permeado dostestcantendo lipases e recuperagao do fluxo aii@s;éo e

lavagem com agua

Processo Fluxo pezrmeado Pressao de Recuperacéo do
(L/m~.h)* trabalho (kPa) fluxo (%)**
Microfiltracdo (20 pm) 3223,5 £ 95,5 20 74
Microfiltrac&o (0,45 pm) 60,9 = 8,0 98 12
Ultrafiltrag&o (100 kDa) 74,4 +7,5 98 88
Ultrafiltrac&do (50 kDa) 79,9+£9,3 98 59
Ultrafiltrac&do (20 kDa) 204+19 196 49

* A partir de 5 min de filtracéo

** ApOs lavagem com agua

Peeva et al. (2012) efetuaram a separacdo demastélbumina e mioglobina) por
ultrafiltracdo tangencial com membranas de pokeféona normal e modificada. Foi obtida
uma recuperacgao de fluxo de cerca de 50 % par@rbranas de polietersulfona de 10 kDa,
30 kDa e 50 kDa ap0s trés etapas de limpeza com&i§laOH, mostrando uma recuperacao
da membrana inferior a obtida neste trabalho, mesemo utilizar detergentes. Os autores
observaram efeitos de for¢cas de atracdo e repal##ie as proteinas e as membranas apenas
no inicio do processo de filtracdo, sendo que afgams minutos as membranas apresentaram
fluxos e rejeicbes semelhantes mesmo com pH diereevido a formacdo de incrustacdo e
atracao eletrostética entre as proprias proteimaslemsa camada de torta, diminuindo a
seletividade do processo.

A Tabela 5.6 apresenta as resisténcias total, etabmana, da incrustacéo (deposicéo
irreversivel na membrana, por adsor¢cdo ou bloqusierno de poros) e do depdsito
(deposicao reversivel e/ou polarizacdo por conagétr) ao fluxo de permeado. A avaliacao
das resisténcias em série foi utilizada para déteama propor¢cédo de contribuicdo de cada
parcela para a reducao do fluxo de permeado.

A medida que o tamanho do poro (ou massa molecgacorte) das membranas
diminuiu houve um aumento na resisténcia da membramembrana de microfiltracéo de
0,45 um apresentou uma resisténcia 4,6 vezes meea membrana de ultrafiltracdo de 100
kDa, enquanto que esta membrana apresentou unsénes 27,2 vezes superior que a
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membrana de ultrafiltracdo de 20 kDa. Os resultatiss resisténcias das membranas séo
coerentes com 0s obtidos para a permeabilidadéuticia, a qual diminuia a medida que o

tamanho do poro diminuia, j& que a resisténciaersamente proporcional a permeabilidade.

Tabela 5.6 — Resisténcias calculadas para os pazxds microfiltracao e ultrafiltracéo das lipgzexiuzidas

por Aspergillus nigelO-4 através de fermentacdo em estado sélido

Processo R R Ri Ra
(10%m"  (@0¥m?YH  @0®*mh)  (10®m?
Microfiltracdo (20 pm) 0,022 0,014 0,005 0,003
Microfiltracdo (0,45 pm) 5,797 0,120 0,878 4,800
Ultrafiltrag&o (100 kDa) 4,745 0,552 0,075 4,118
Ultrafiltracédo (50 kDa) 4,418 1,390 0,966 2,063
Ultrafiltracédo (20 kDa) 34,612 15,023 15,636 3,953

R:: resisténcia totaR.: resisténcia da membrar; resisténcia da incrustaca; resisténcia do depdsito.

Com excecao da primeira microfiltracdo do extratzimatico, que apresentou um
valor de resisténcia total mais de 100 vezes mfeos demais processos de filtragao tiveram
resisténcia superior a 4 x 0m*. As resisténcias do primeiro e do segundo procedsso
ultrafiltracdo foram inferiores a da segunda midrado porque neste processo houve a
retencdo de particulas que provocariam uma resiatétevada nos processos subsequentes a
partir do bloqueio completo de poros e consequéntmacédo de torta. Estes resultados
mostram a vantagem de serem efetuadas filtrac@eeseiais com a diminuicdo gradual do
poro da membrana para evitar um aumento excessiveesisténcia do processo quando
utilizada diretamente uma membrana de ultrafiltba¢gévando também a diminuicdo de sua
vida atil.

A resisténcia da incrustacao, caracterizada plelqubio interno dos poros ou pela
adsorcdo irreversivel na membrana, foi maior naurst@ microfiltracdo e na terceira
ultrafiltracdo. O bloqueio interno dos poros na rbema de 20 kDa pode ser explicado pela
presenca de peptidios pequenos nessa etapa, fieatsbovidos na estrutura interna da
membrana.

A resisténcia do deposito, caracterizada pela damasponsavel pela polarizagdo por
concentragdo e pela torta posterior formada, focecele mil vezes menor na primeira
microfiltracéo, pois este processo apresentou aomeéminuicdo do fluxo em relagédo aos

demais, em virtude do tamanho do poro (20 um).udsrq processos sequenciais de filtracao
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apresentaram resisténcia do depésito entre 2,15n1be 4,8 x 16 m*, indicando que boa
parte da incrustacdo pode ser removida das menshangartir de processos simples de
limpeza. Brido e Tavares (2012) avaliaram o meoamide bloqueio de poros em processo de
ultrafiltracdo de efluente de laticinios. A filtéag;do efluente, rico em componentes proteicos,
com elevado peso molecular, apresentou caracatesstie bloqueio externo de poros,
podendo ser removida por processos simplificaddavdgem e viabilizando a reutilizagcéo da
membrana.

A Figura 5.8 apresenta a contribuicdo percenteatabta resisténcia nos diferentes
processos de filtracdo utilizados. Na primeira ofitracdo observa-se que a resisténcia
principal foi da membrana (64,5 %), o que podeesglicado pela pequena quantidade de
particulas em suspensdo com tamanho proximo a®mmg gue era de 20 um (BACCHIN;
AIMAR; FIELD, 2006).

Figura 5.8 — Contribuigcdo percentual da resistédaimembrana, da incrustacéo e do depdsito sobre a
resisténcia total dos processos de microfiltrati20(e M0,45) e ultrafiltracéo (U100, U50 e U20)inddos
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Fonte: elaborada pelo autor.

As duas filtragbes seguintes (com membranas de /6 de 100 kDa) apresentaram
mais de 80 % da resisténcia em funcdo do dep@sitsgja, particulas que ficam adsorvidas

na superficie da membrana gerando o efeito deipaddio por concentracdo e particulas



121
Capitulo 5 — Separacao e concentracéo de lipaséssgergillus niger

posteriores formando uma torta, caracteristicaprdeessos de filtracdo com particulas de
tamanho semelhante ou pouco maiores que o porcafpl® fluxo de permeado apresentar
uma queda acentuada nestes processos, as particaEentes no depdsito podem ser
removidas por processos simples de lavagem com gguaitindo que as membranas sejam
reaproveitadas posteriormente. O processo utilzandnembrana de 20 kDa mostrou que
quase 90 % da resisténcia a filtracdo foram ocadms) pela membrana e pela incrustacao
interna, que é mais dificil de ser removida, fendonearacteristico da presenca de particulas
menores que o poro e com afinidade pela membramag@ caso de pequenos peptidios e
aminoacidos na membrana hidrofilica de polieteosaf

Para o processo de filtracdo do extrato enzimatiéo, seria necessario realizar esta
Ultima etapa, pois as lipases ja foram separadasmeecntradas anteriormente. A eliminacéo
da altima ultrafiltragé@o tornaria o processo memasroso tanto do ponto de vista de tempo de
filtracdo quanto pelo trabalho posterior de limpdaamembrana, levando consequentemente
a um custo menos elevado do processo.

Hwang e Chiang (2014) efetuaram a separacdo deimes e polissacaridios por
filtracdo tangencial utilizando membranas com difiées morfologias. Os autores
compararam membranas de ésteres de celulose (E@gtbd de polivinilideno (PVDF) e
policarbonato (PC) de 0,1 um. A membrana de PVDEsgmtou fluxo de permeado até 30 %
superior, apresentando uma resisténcia de formaeddorta (reversivel) semelhante a
membrana de policarbonato e superior & membranéstiges de celulose. Os resultados
mostraram que as moléculas de proteinas formaradsiies na superficie das membranas,
enquanto que os polissacaridios foram adsorvidosierabrana e nas paredes internas dos
poros. A resisténcia da incrustagdo interna (imgvel) da membrana de ésteres de celulose
ao processo foi trés vezes superior a resistérasaodtras membranas quando efetuado o
processo de filtracdo com pressdo de 60 kPa eidatte de 0,5 m/s. Este fendmeno foi
atribuido principalmente a estrutura esponjosagesa da membrana de ésteres de celulose,
com poros maiores na superficie. Os resultadosveengl e Chiang (2014) sdo semelhantes
aos observados neste trabalho com a membrana tkoade celulose de 0,45 um, que
apresentou elevada resisténcia do deposito, maierdg incrustacdo e bem maior que da
membrana.

A Figura 5.9 apresenta a visualizagdo por micnoisceletronica de varredura da
superficie da membrana de microfiltracdo de 0,45gutes e depois do processo realizado.
As micrografias revelam que a membrana de micraféo apresenta estrutura porosa com
superficie rugosa. Hwang e Chiang (2014), ao caraatem a morfologia de membranas de
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microfiltracdo, mostraram que as estruturas dashbreamas de fluoreto de polivinilideno, de
policarbonato e de ésteres de celulose eram diéeyetanto na superficie quanto na segédo
transversal. A membrana de ésteres de celuloséa@daahpresentou uma estrutura muito
semelhante a obtida neste trabalho, com membranamcdofiltracdo do mesmo material.

Figura 5.9 — Microscopia eletrénica de varreduraugzerficie da membrana de microfiltragao de 045 p
utilizada no processo: (a) antes da filtracao el@ppis da filtracéo
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Fonte: elaborada pelo autor.

A reducao da quantidade de poros da membranaatefithiacdo apds a realizacéo do
processo € claramente observada, em especial mad&ntios poros, mais proximo a
superficie. A deposicdo de particulas e consequedtedo da quantidade de poros também
foi visualizada por Rosas et al. (2014), que axahaa incrustacdo em uma membrana de
microfiltracdo de polietersulfona de 0,22 um apéifracdo de uma suspenséo bacteriana.

A visualizagdo por microscopia eletrénica de wdura das secbes transversais das
membranas de ultrafitracdo é apresentada na Figui@ Observa-se a presenca de um
suporte para assegurar a resisténcia mecanicambara®a, assim como uma camada de pele
que assegura a sua seletividade, sendo que asn&édbranas utilizadas apresentaram
estrutura assimétrica. A membrana de 100 kDa ap@senacrovazios na subcamada, o que
poderia diminuir a resisténcia a permeacéo. Apdistw, a estrutura esponjosa espessa acaba

sendo responsavel pela elevada resisténcia, dimiow fluxo de permeado.
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Figura 5.10 — Microscopia eletronica de varredaraetao transversal das membranas de ultrafiltideéo
100 kDa antes (a) e depois (b), 50 kDa antesdepeis (d), 20 kDa antes (e) e depois (f) do psmes
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SEM MAG: 1.00 kx 1000X Performance in nanospace SEM MAG: 1.00 kx 1000X Performance in nanospace

SEMHV: 20.0kV  Date(m/dly): 01/21/115 VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0kV | Date(m/dly): 01/21/15 VEGA3 TESCAN

View field: 415 ym Det: SE 100 ym View field: 415 ym Det: SE 100 ym
SEM MAG: 1.00 kx 1000X Performance in nanospace SEM MAG: 1.00 kx 1000X Performance in nanospace

SEMHV: 20.0kV  Date(m/dly): 01/21/15 VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0kV | Date(m/dly): 01/21/15 VEGA3 TESCAN

View field: 415 pm Det: SE 100 pm View field: 415 ym Det: SE 100 pm
SEM MAG: 1.00 kx 1000X Performance in nanospace SEM MAG: 1.00 kx 1000X Performance in nanospace

(e)

Fonte: elaborada pelo autor.
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ApOs a realizacdo dos processos de separacaonasramas de 50 kDa e de 20 kDa
apresentaram um grau de compactacdo maior, reguli@anincrustacéo interna ocasionada
por particulas menores que ficaram adsorvidas augslps internas. A adsor¢do molecular nas
paredes dos poros resulta em uma reducdo do tansEnporo e consequente aumento da
resisténcia por incrustagdo, diminuindo o fluxo germeado, conforme comentado
anteriormente.

A morfologia das membranas de ultrafitracdo déepersulfona observadas neste
trabalho é consistente com os resultados obtidosMozia et al. (2014) e Arahman et al.
(2012), que também observaram que a morfologiaed¢ip® de membrana pode ser
modificada pela adi¢cdo de aditivos poliméricosnadie aumentar os macrovazios ou alterar a
hidrofilicidade da membrana.

Observou-se também que as membranas de polietesultilizadas neste trabalho
apresentaram uma estrutura diferente em relacdanémbranas de ultrafitracdo de
polissulfona (ESPINOZA-GOMEZ; LIN, 2003), poliegtito (RAMOS-OLMOS et al., 2008),
ceramica (WYART et al., 2008), poliamida e poliéso&d (TRES et al.,, 2010), poliamida
(POLETTO et al., 2012), tereftalato de polietilefRAJESH; MURTHY, 2014), indicando
possiveis diferencgas entre as suas caracteridgcsasletividade e permeacao.

Essas observacdes sdo importantes para a escatmantlarana que pode ser utilizada
em processos de separagdo e concentracdo de @sotdB diferencas existentes entre as
membranas, mesmo a partir de material semelhafbepisundas de métodos de obtencao
distintos. As interagBes entre o material a séraflb e a membrana também podem ser
modificados a partir de alteragbes efetuadas qammmte e/ou fisicamente mesmo apos a
fabricacdo das membranas, fazendo com que a memlesnina suas propriedades de
hidrofilicidade e seletividade diferentes das orégs (IRFAN et al., 2014; RAZZAGHI et al.,
2014). Esta ressalva abre uma gama infinita deilplidades de estudos relacionados a
aplicagbes praticas do uso de membranas em divéEas

5.3 CONCLUSOES DESTA ETAPA

A fermentacdo em estado sélido utilizando residagsoindustriais e o fungo
Aspergillus nigeiO-4 proporcionou a producao de lipases com atiddie hidrolise de 20,24
U/mL e com atividade de esterificacdo de 535,50 lUkhe extrato. A combinagéo de
microfiltrac&o e de ultrafiltracéo levou a obtencioconcentrados com atividade de hidrdlise
3 vezes superior e com atividade de esterificagdoelz superior as obtidas no extrato inicial.
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A eletroforese em gel de poliacrilamida permitiantificar uma lipase com cerca de 60
kDa de peso molecular, tendo sido completamenidareta etapa de ultrafiltracdo com
membrana de 100 kDa.

A utilizacdo de processos sequenciais de sepafapdmembranas tornou possivel a
manutenc&o de fluxos de permeado superiores arbhLha microfiltragdo com membrana
de 0,45 pm, de 74 L/, 80 L/nf.h e 20 L/M.h nos processos de ultrafiltracdo com
membranas de 100 kDa, 50 kDa e 20 kDa, respectiv@nd@ incrustacao formada nos
processos de filtracdo apresentou-se majoritarieend@ natureza reversivel, podendo ser
removida por processos de limpeza para reutilizaggterior das membranas.
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6 CONCLUSAO

Dois fungos do génerAspergillusapresentaram potencial para producao de lipases
com atividade de esterificacdo a partir de far&lcsdja e casca de soja por fermentacdo em
estado solido:A. niger O-4 e A. fumigatus com valores de 365 U/g e 183 Ul/qg,
respectivamente. A especificidade das lipases pidds foi maior para os acidos butirico e
oleico, ndo havendo esterificacdo com o acidodauri

O fungo A. niger O-4 produziu lipases com atividade de hidroliseatie 26 U/g a
partir de fermentagdo em estado solido utilizaradeldé de trigo e casca de arroz. A atividade
enzimatica foi superior utilizando 6leo de soja & 2Zomo indutor e 65 % de umidade no
meio de cultivo. A determinacdo da atividade derdise das lipases produzidas foi
padronizada a partir de método titulométrico, teodmo meio reacional uma emulséo de
azeite de oliva e solucédo de goma arabica 7 %op@opéo de 1:3.

A combinacéo de processos sequenciais de sepgracdoembranas, utilizando um
modulo de filtracdo tangencial com membranas deafiicacdo (20 um e 0,45 um) e de
ultrafiltracdo (100 kDa, 50 kDa e 20 kDa) levoukdemcé@o de concentrados enziméticos com
atividade de hidrélise 3 vezes superior e comadie de esterificacdo 1,7 vez superior ao
extrato inicial. Os fluxos permeados dos procedsosiicrofiltracdo e de ultrafiltracdo foram
superiores a 20 L/frh, e a incrustacdo formada apresentou uma natreegesivel.

Os resultados relativos a producéo de lipasessgergillus nigempor fermentagdo em
estado solido utilizando residuos agroindustrisgi® gromissores, evidenciando a sua
viabilidade e indicando que sdo necessarios estadoplementares a fim de utilizar as
enzimas em aplicacdes industriais especificasaiodzar as suas condicbes de separagéo e

concentracgéao por filtracdo tangencial.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De forma a continuar os estudos de producdo dasdgp utilizando residuos

agroindustriais e subsequente separacdo, os seguemas sao sugeridos para trabalhos

futuros:

a)

b)

C)
d)

9)

Identificacéo e caracterizagdo molecular das lpaseduzidas pelo fungdspergillus
niger O-4 por fermentacdo em estado sélido;

Aumento de escala da producédo de lipases fungaafepnentacdo em estado sélido
utilizando tambor rotativo;

Aplicacdo em processos industriais das lipasesdasgroduzidas;

Aumento de escala do processo de filtragdo daselgautilizando modulos-piloto
equipados com membranas de diferentes configuraciederiais;

Avaliagdo do efeito da vazdo de alimentacdo, daspame transmembrana e da
temperatura sobre a atividade enzimatica durantpromesso de separagdo por
membranas;

Estudo de diferentes métodos de limpeza das mearaom agentes fisicos e
guimicos apés a concentracdo das enzimas;

Modelagem matemética do fluxo permeado dos extrattsmaticos através da

aplicacao de diferentes modelos de colmatacdo dagnanas.
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PRODUCTION OF LIPASES WITH Aspergillus niger AND Aspergillus fumigatus THROUGH SOLID STATE FERMENTATION:
EVALUATION OF SUBSTRATE SPECIFICITY AND USE IN ESTERIFICATION AND ALCOHOLYSIS REACTIONS.
Filamentous fungi were cultured under solid state fermentation of soybean residues to produce lipases. Enzymes produced by

Aspergillus niger esterified oleic and butyric acids in the presence of ethanol, while enzymes produced by Aspergillus fumigatus

demonstrated no esterification activity toward lauric acid. In case of A. niger, direct lyophilization of fermented bran led to higher
esterification activity. The esterification of oleic acid by enzymes of A. fumigatus was neither influenced by pH adjustment nor by the

extraction process. Conversions to ethyl esters were higher after pH adjustment with lyophilized liquid extract of A. niger.

Keywords: lipase; specificity; esterification.

INTRODUCAO

O mercado industrial de aplicagio de enzimas continua a crescer
devido ao desenvolvimento de novas tecnologias, ao uso da engenharia
genética durante a produgdo e a emergéncia de novos campos de apli-
cagdo.! Dentre as enzimas, as lipases sdo muito utilizadas. Lipases (EC
3.1.1.3) sdo enzimas que podem catalisar rea¢des de hidrdlise parcial
ou total de triacilgliceréis em 4dcidos graxos livres, mono e diacilgli-
cer6is, atuando também em reacgdes de esterificacio, interesterificaco
e transesterificagdo, quando em ambiente com restrigdo de dgua.>?

Lipases sdo aplicdveis a diversos setores, como as inddstrias de
tecidos, detergentes, polpa e papel, gorduras, dleos, tratamento de
efluentes, polimeros biodegradaveis, fairmacos, testes de diagndstico,
cosmeéticos, chas, aplicagdes médicas, biossensores, couro, alimentos
e biodiesel, como revisado por Singh e Mukhopadhyay,* Kapoor e
Gupta’® e anteriormente por Contesini et al.® e Hasan er al.”

Alguns exemplos podem ser observados nos trabalhos conduzidos
por Dors et al.,® no tratamento de efluentes da industria de aves; Bai
et al.® e Chakraborty et al.'® na producado de lipidios desenhados;
Macario e Giordano'!' na comparacéo entre biocatalisadores e cata-
lisadores inorgénicos para a producéo de biodiesel; Thakur ef al.'* e
Radzi ef al.”® na sintese de aromas utilizando lipases; Piliss@o et al.'*
na imobilizacdo de lipases e uso sob irradia¢@o por micro-ondas; Silva
et al.” na imobilizac@o de lipases por adsor¢do em Celite.

Enzimas microbianas sdo preferiveis para aplicacdes industriais
em virtude dos menores tempos de geragdo para produgao, facilidade
de manipulagdes genéticas, aumento de escala e purificag@o, especi-
ficidade e estabilidade.'® De acordo com Shukla e Gupta,'” as lipases
flingicas sdo preferidas em comparaco as bacterianas por atuarem em
faixas mais amplas de processo, além de serem geralmente produzidas
no meio extracelular. A maior utilizagdo industrial dessas enzimas,
entretanto, estd condicionada a diminui¢@o dos custos de produgao.
Estratégias para este fim incluem a sele¢do de novos microrganismos
produtores, bem como a utilizacdo de meios de cultivo de baixo

*e-mail: Imcolla@upf.br

custo. Neste sentido, o uso da fermentagdo em estado sélido para
a producdo de lipases fingicas € apropriado, ja que utiliza residuos
agroindustriais na composic¢do dos meios de cultivo.'s!?

Lipases provenientes de distintas fontes microbianas normal-
mente apresentam uma ampla faixa de propriedades dependentes da
fonte produtora, relacionada ainda com a especificidade posicional,
especificidade ao substrato, estabilidade em solventes orgénicos,
termoestabilidade, pH 6timo, entre outros.*

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo a selecdo de
microrganismos produtores de lipases com atividade de esterifica-
¢do, além do estudo das condig¢des de producio, a determinacio da
especificidade por diferentes substratos e a aplicacido dos extratos
enzimaticos liofilizados como catalisadores em reagdes de sintese
de ésteres etilicos de dcidos graxos.

PARTE EXPERIMENTAL
Microrganismos e preparo do inéculo

Foram utilizados 16 fungos filamentosos isolados por Colla
et al.,*! sendo 1 proveniente do Laboratério de Fermentagdes da
Universidade de Passo Fundo (Aspergillus fumigatus), 5 oriundos
de solo contaminado com ¢6leo diesel e 10 oriundos de efluente
de laticinios, pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma e Fusarium.

Dos isolados estudados, o microrganismo que apresentou 0s
melhores resultados nas etapas posteriores foi submetido a identi-
ficacdo genética utilizando a metodologia citada por Smaniotto et
al.,”> no Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade
de Sao Paulo.

Os fungos foram mantidos sob refrigeracdao em tubos de ensaio
contendo dgar batata dextrose (ABD) inclinado, sendo realizada a
repicagem das cepas a cada trés meses. Para o preparo do indculo
foram adicionados 10 mL de solugdo de Tween 80 (0,1%) aos tubos
de ensaio com dgar, realizando-se a raspagem dos esporos com al¢a de
platina. O inéculo foi preparado adicionando-se 2,5 mL da suspensdo
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de esporos obtida em erlenmeyers de 1 L contendo 100 mL de ABD,
com posterior incubacio a 30 °C durante 7 dias. Apds o crescimento
fingico na superficie do dgar adicionaram-se 50 mL de Tween 80
(0,1%), seguido de uma raspagem dos esporos e filtragdo em gaze
estéril para reten¢@o das hifas.

Producio de lipases com atividade de esterificacao e avaliacao
da especificidade por substrato

Os microrganismos mencionados foram utilizados para a selecdo
de fungos produtores de lipases com atividade de esterifica¢do, uma
vez que em estudos anteriores apresentaram-se bons produtores de
lipases com atividade de hidrdlise.?! Foram utilizadas nas fermenta-
¢des em estado sélido as condigdes de cultivo estudadas por Colla et
al.,” com pequenas modifica¢des. O meio de cultivo utilizado na etapa
de sele¢@o de microrganismos foi preparado a partir da mistura de
85% de farelo de soja e 15% de casca de soja. 25 g da mistura foram
adicionados em béqueres de polipropileno de 600 mL tampados com
manta acrilica hidrofébica. O meio de cultivo foi autoclavado a 121
°C por 20 min, com posterior ajuste do pH do meio em 4,5 através da
adicdo de uma solugdo de H,SO, 1,5 mol/L. A umidade foi ajustada
para 60% com dgua destilada estéril. Aos meios adicionaram-se 2%
de 6leo de soja como indutor para a produgao de lipases. A inocula¢do
foi realizada com a adi¢do de 1 mL da solugdo de esporos para cada
béquer, correspondendo a uma concentragio final de esporos de 107
esporos/g de substrato. Os experimentos foram incubados em estufa
a 30 °C, sendo realizada a coleta das amostras para a determinacio
das atividades de esterificacdo nos tempos inicial e apds 4 dias de
fermentagdo. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Para a segunda etapa foram selecionadas as cepas que apresenta-
ram maior atividade enzimadtica. Realizou-se a modificagdo do meio
de produgao de lipases, utilizando-se 80% de farelo de soja e 20% de
casca de soja, 65% de umidade final e adi¢do de 6leo de soja e ureia
como indutor e fonte de nitrogénio, respectivamente, na concentragao
de 1%. Essas modificagcdes foram realizadas com base em estudos
conduzidos por Rizzardi.**

A partir desta composicio de meio foram realizados novos en-
saios, com a finalidade de avaliar: a influéncia do ajuste de pH do meio
na producdo de lipases, a necessidade da extra¢do das enzimas do
farelo fermentado anteriormente a liofilizagdo e a especificidade das
lipases produzidas frente a diferentes dcidos graxos (butirico, laurico
e oléico), utilizados como substrato na reacio de esterificagdo. As
enzimas foram testadas utilizando o processo convencional (extragdo
seguida de liofilizacdo) e realizando-se a liofilizacdo direta do farelo
fermentado, a fim de propor-se uma etapa a menos no processo de
downstream da enzima. Um planejamento fatorial misto 22.3! foi
conduzido para cada cepa fungica selecionada na primeira etapa,
conforme apresentado na Tabela 1.

Determinacio da atividade de esterificacao

Os farelos fermentados foram adicionados de tampao fosfato de
sédio 0,100 mol/L e pH 7,0 na razdo 1:5 (10 g de meio fermentado
para 50 mL de tampdo) e incubados em banho termostatizado a 35
°C por 20 min e agitagdo de 160 rpm. Apds a incubagdo, as amos-
tras foram filtradas, utilizando-se funil de tecido de nylon e pressio
manual para a obten¢do do extrato enzimadtico bruto.”> Como fase
preparatdria do procedimento de liofiliza¢do, os extratos enzimaticos
brutos foram distribuidos em camadas de 1 cm de espessura em placas
de Petri e submetidos ao congelamento em liofilizador a -80 °C por
24 h.>® As amostras secas foram acondicionadas em frascos de vidro,
lacrados, codificados e vedados com Parafilm, sendo armazenadas
sob refrigeracdo (4 °C).

Produgdo de lipases de Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus através de fermentac@o em estado sélido 455

A atividade de esterificacdio foi quantificada através da reagdo
entre dcido graxo e etanol na razao molar de 1:1 (mistura padrio).”’
A reacdo foi conduzida em erlenmeyers contendo 5 mL da mistura
padrdo e 0,1 g do farelo fermentado liofilizado (FFL) ou do extrato
liquido liofilizado (ELL), apds foram incubados em banho a 40 °C por
40 min e agitagdo de 160 rpm. Aliquotas de 500 pL foram retiradas do
meio reacional em triplicata e adicionadas a 20 mL de uma solucio
de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reag@o e para extracio
do 4cido graxo. Apds, a quantidade de dcido graxo consumido foi
determinada através da titulagdo com NaOH 0,035 mol/L até atingir
o pH 11,0. Os ensaios controles continham 20 mL da solucio de
acetona-etanol (1:1) e 500 pL da mistura padrdo.

Uma unidade de atividade enzimadtica foi definida como a quan-
tidade de enzima que consome 1 pmol de dcido graxo por minuto e
calculada utilizando a Equagao 1.

V, =V )X MXV,.x1000
AE=|:( b a) f (1)

tXmxV,

onde: AE = atividade de esterificagdo (U/g); V, = volume de NaOH
gasto na titulagdo da amostra retirada apds 40 min (mL); V, = volume
de NaOH gasto na titulagdo da amostra do ensaio controle (mL); M
= concentragdo molar da solugdo de NaOH (mol/L); V, = volume
final de meio reacional (mL); t = tempo (min); m = massa do extrato
enzimdtico bruto liofilizado (g); V, = volume da aliquota do meio
reacional retirada para titulacdo (mL).

Uso das enzimas em reacao de alcodlise de 6leo vegetal

As enzimas obtidas nas condi¢des determinadas anteriormente
foram utilizadas para a reagdo de esterificagdo de 6leo vegetal. O
6leo de soja refinado (Bunge) foi escolhido como substrato a ser
utilizado na alcoélise enzimética em solvente organico. Alcool etilico
(Merck, 99% de pureza) e n-hexano PA (Merck, 99% de pureza) fo-
ram utilizados nos experimentos como substrato e solvente organico,
respectivamente.”

Para a reacdo de alcodlise foram utilizados 1 g de dleo de soja,
40 mL de solvente (n- hexano), 150 mg de etanol (razdo molar 6leo-
-dlcool de 1:3) e 250 mg de extrato enzimadtico liofilizado ou farelo
fermentado liofilizado. Os erlenmeyers contendo os reagentes foram
colocados em agitador rotativo (shaker) a 200 rpm por 8 h, apds, as
amostras foram filtradas em papel filtro e levadas a evaporacio do
solvente em estufa na temperatura de 65 °C.

Para a determinag@o da conversdo da reacdo transferiram-se
250 pL da amostra para baldo volumétrico de 10 mL completando o
volume com n-heptano. Apds, transferiu-se uma aliquota de 50 uL
desta solucdo para um baldo volumétrico de 1 mL, a fim de obter uma
concentragio proxima a 1000 mg/L e adicionaram-se 50 uL de padrdo
interno (heptadecanoato de metila), obtendo-se uma concentracéo de
250 mg/L, utilizando como solvente n-heptano.

Esta solucdo (1 uL) foi injetada em duplicata em um cromaté-
grafo gasoso (CG/FID Shimadzu modelo GC 2010), com detector
de ionizacao de chama equipado com injetor automatico AOC-20i e
uma coluna capilar RTX-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), com as
seguintes condi¢des cromatograficas: temperatura inicial da coluna
de 120 °C, permanecendo por 1 min nesta condi¢io, aumentando-se
a temperatura a uma taxa de 15 °C/min até 180 °C, permanecendo
assim por 2 min, e aumentando novamente a uma taxa de 5 °C/min até
250 °C permanecendo 2 min nesta condi¢d@o. Ar sintético e nitrogénio
foram utilizados como gases de arraste e a temperatura do injetor e
detector foram de 250 °C e a taxa de split de 1:50.

As amostras referentes a cada experimento foram preparadas
em triplicata conforme descrito anteriormente. Utilizou-se a mesma
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metodologia de preparo das amostras para andlise descrita por Silva.”
As adaptagdes, em relacio ao método oficial,*® foram testadas com
base na amostra de biodiesel etilico de soja obtido pelo método de
catdlise alcalina utilizando hidréxido de sédio como catalisador, em
condigdes de reagdo otimizadas por Faccio.?® O cdlculo do teor de
ésteres etilicos da amostra foi obtido através da Equagdo 2 com base
no método.

YA—- API y CPI
API C

amostra

Conversdo (%) = |: } %100 2)

onde: YA = Somatério das dreas correspondentes aos picos dos éste-
res (C14:0 a C24:0) e do padrao interno (C17:0 — heptadecanoato de
metila); API = Area do padrdo interno (C17:0); CPI = Concentracio
do padrdo interno na amostra injetada (mg/L); C = Concentracio
da amostra injetada (mg/L).

amostra

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecdo de microrganismos produtores de lipases com
atividade de esterificacao

Dos 5 fungos isolados de solo contaminado com dleo diesel
apenas a cepa O-4 apresentou atividade de esterificagdo (reacdo entre
acido graxo e etanol), de 364,58 + 0,30 U/g. Os fungos isolados de
efluente da inddstria de laticinios ndo produziram lipases com ativi-
dade de esterificac@o, enquanto que o fungo Aspergillus fumigatus
apresentou atividade de esterificacdo de 182,92 + 0,47 U/g.

As sequéncias de bases nitrogenadas da cepa O-4 foram compara-
das aos dados (18S rRNA) obtidos no GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov). A cepa foi identificada como Aspergillus niger cepa DAOM
(100% de identidade, cédigo de acesso no GenBank: KC545858.1).

Colla et al.* estudaram a selegdo de fungos filamentosos (a partir
de efluente de laticinios e solo contaminado com 6leo diesel) produ-
tores de lipases com atividade hidrolitica através de fermenta¢do em
estado sélido. O fungo Aspergillus niger (O-4) foi um dos melhores
microrganismos produtores de lipases com atividade hidrolitica,
com mdxima atividade lipolitica de 45,49 U/g. No presente estudo
observou-se que o fungo Aspergillus niger (O-4) também foi o
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microrganismo que se apresentou como o melhor produtor de lipase
com atividade de esterificagao.

Fungos do género Aspergillus t€ém sido citados como produtores
de lipases.? Entre as cepas de Aspergillus estudadas neste trabalho o
Aspergillus niger tem sido estudado para a producao de lipases com
mais frequéncia que o Aspergillus fumigatus. O estudo de lipases
produzidas por Aspergillus fumigatus é mais recente, sendo citado
como produtor de lipases por Brooks e Asamudo,* Rajan e Nair*? e
Krikstaponis et al.®

A partir dos ensaios de sele¢@o dos microrganismos potenciais foi
realizada a modifica¢@o do meio do cultivo em virtude de no processo
de selecdo terem sido utilizadas condi¢des de cultivo previamente
otimizadas para a produgdo de lipases com atividade de hidrdlise.?!
Rizzardi® obteve resultados significativos de atividade enzimadtica
para as condi¢des de 65% de umidade, propor¢do farelo:casca de
80:20 e adi¢@o de 1% de 6leo de soja e ureia, sendo estas condi¢des
de cultivo, portanto, utilizadas na sequéncia dos experimentos.

Avaliacio da especificidade por diferentes acidos graxos

A Tabela 1 apresenta as atividades de esterificagdo das enzimas
produzidas pelos fungos Aspergillus niger (O-4) e Aspergillus fumi-
gatus em 96 h de fermentag@o, nos planejamentos fatoriais utilizados
para avaliar a influéncia do ajuste de pH do meio de cultivo, do
método de extragdo da enzima e do dcido graxo utilizado na reagio
de esterificag¢@o. Os experimentos realizados sem ajuste de pH apre-
sentaram valor igual a 6,2.

As enzimas produzidas a partir do Aspergillus niger (0-4)
(Tabela 1) apresentaram atividade frente aos dcidos oléico (C18:1)
e butirico (C4:0) na presenca de etanol, nao apresentando atividade
com a utilizagdo do 4cido ldurico (C12:0). As enzimas produzidas
pelo Aspergillus fumigatus ndo apresentaram atividades de esteri-
ficacdo frente ao dcido ldurico, assim como as enzimas produzidas
pelo Aspergillus niger (O-4), apresentando atividade frente ao dcido
de cadeia curta somente no experimento 1, realizado sem o ajuste
do pH do meio de cultivo para 4,5 e utilizando o farelo fermentado
liofilizado sem a etapa de extragdo como fonte de enzimas.

A andlise de varidncia dos resultados para o fungo Aspergillus
niger demonstrou que a interag@o dos trés fatores estudados (ajuste

Tabela 1. Planejamento Fatorial misto 22.3! utilizado para avaliar a influéncia do ajuste de pH do meio de cultivo, a forma de obten¢io da enzima e do dcido

graxo utilizado na reac@o de esterificag@o sobre a atividade de esterificacio das lipases produzidas para os fungos Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus

Experimento X X2 X Avpl:;]‘j‘gz(llljzjvg )r;ger Asper;];hjgjiug;jigatus
1 Sem FFL Butirico 661,43 = 15,93¢ 410,75 + 25,88°
2 Com FFL Butirico 125,47 = 16,73® 0,00 = 0,00°
3 Sem ELL Butirico 514,19 + 52,29+ 0,00 = 0,00°
4 Com ELL Butirico 78,04 + 24,53 0,00 = 0,00°
5 Sem FFL Léurico 0,00 = 0,00? 0,00 = 0,00?
6 Com FFL Laurico 0,00 = 0,00° 0,00 = 0,00°
7 Sem ELL Laurico 0,00 = 0,00? 0,00 = 0,00?

8 Com ELL Laurico 0,00 = 0,00° 0,00 = 0,00

9 Sem FFL Oléico 451,50 + 0,00¢ 374,55 = 0,00
10 Com FFL Oléico 185,52 + 56,09° 395,43 +8,41°
11 Sem ELL Oléico 450,59 + 17,46¢ 374,88 £7,97°
12 Com ELL Oléico 119,39 + 59,69 375,48 + 12,65°

X,: ajuste de pH a 4,5; X,: forma de obten¢do da enzima; X;: dcido graxo; AE: atividade de esterificagdo; FFL: farelo fermentado liofilizado; ELL: extrato
liquido liofilizado. *Resultados de média + desvio-padrao. Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferenca significativa entre si através do

teste de Tukey com um nivel de significincia de 5%.
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de pH, forma de extragdo e dcido graxo) foi significativa (p<0,0001),
devendo ser analisada. Verifica-se na Figura 1 que o ajuste do pH do
meio de cultivo ocasionou diminui¢do na atividade frente ao dcido
butirico e frente ao 4dcido oléico. A liofilizacdo direta do farelo fer-
mentado e o uso deste na reacdo de esterificacdo permitiu maiores
atividades de esterificacio frente aos dcidos butirico e oléico, signifi-
cativamente (p<0,05) diferentes dos valores de atividade obtidos com
o pH do meio ajustado a 4,5 (Tabela 1). A atividade de esterificagio
obtida para o 4cido butirico (661,43 U/g) foi significativamente
superior (p=0,0099) a obtida para o 4cido oléico (451,50 U/g) na
condicdo de cultivo sem o ajuste de pH.
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Figura 1. Atividade enzimdtica das enzimas liofilizadas produzidas por (a)
Aspergillus niger e (b) Aspergillus fumigatus, em condigéoes de produgdo
com pH do meio de cultivo ajustado ou ndo e a partir de diferentes formas
de obtencdo da enzima liofilizada (FFL: farelo fermentado liofilizado, ELL:
extrato liquido liofilizado)

A andlise de variancia dos resultados para o fungo Aspergillus
Jfumigatus também demonstrou que a interacdo dos trés fatores
estudados (ajuste de pH, forma de extragdo e acido graxo) foi
significativa (p<0,0001), devendo ser analisada. Verifica-se na
Figura 1 que utilizando o dcido butirico como substrato na reacio
de esterificagdo, somente foi observada atividade (410,75 U/g)
na condi¢@o de cultivo sem o ajuste do pH do meio de cultivo e
utilizando-se o farelo fermentado liofilizado diretamente na reacao,
sem a etapa prévia de extracdo da enzima, sendo esse resultado
semelhante (p>0,05) aos obtidos com a utilizagdo do dcido oléico
como substrato, independente das condi¢gdes de cultivo utilizadas
(atividades em torno de 380 U/g).
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As enzimas produzidas pelos dois fungos apresentaram compor-
tamento semelhante em relagio a especificidade pelos dcidos graxos,
ou seja, a especificidade em ordem decrescente foi para o dcido oléico
(C18:1) > acido butirico (C4:0) > acido laurico (C12:0). Considera-se
que ao justificarem-se estes resultados deva-se levar em considera-
¢do o tamanho da cadeia carbdnica do acido graxo e a presenga da
insaturacdo. Neste sentido verifica-se a maior afinidade das enzimas
pelo dcido graxo de cadeia longa. No entanto, este efeito pode estar
sendo influenciado pela presenca da insaturag¢@o do 4cido oléico. No
estudo da influéncia da dupla ligacdo (comparando os rendimentos
do C18:0e C18:1), Bezbradica et al.,** utilizando a lipase produzida
pela Candida rugosa em meio reacional com 2,2,4 trimetilpentano,
em condi¢des equimolares dos substratos (dlcool utilizado: 3-metil-
-butanol), verificaram que a sintese do éster de dcido graxo foi duas
vezes mais rapida, demonstrando uma afinidade maior dessa lipase por
acidos graxos insaturados, cuja solubilidade € maior em comparacio
com 4cidos graxos saturados. No entanto, deve-se considerar que a
solubilidade dos 4cidos graxos é também dependente do nimero de
carbonos das moléculas, sendo que quanto menor o comprimento da
cadeia, maior a sua solubilidade em 4gua.

Em estudo realizado por Sun er al.*® a ndo linearidade da especi-
ficidade em relagdo ao tamanho da cadeia carbonica foi demonstrada
em resultados obtidos somente com dcidos graxos saturados. A lipase
utilizada foi produzida por Rhizopus chinensis em fermentagdo em
estado sélido e o sistema reacional consistiu na utilizacdo de n-
-heptano, 4cidos e dlcoois em concentracdes de 0,6 mol/L. Os dcidos
graxos utilizados foram de C4:0 a C16:0 e os édlcoois primdrios do
metanol ao 1-octanol. Os resultados obtidos para os ésteres etilicos
formados indicaram maior afinidade da enzima pelos dcidos graxos
na seguinte ordem, considerando-se as conversdes no tempo final
de reagdo: Caprilato (C8:0) > Laurato (C12:0) > Miristato (C14:0)
> Palmitato (C16:0) > Caprato (C10:0) > Caproato (C6:0). Verifica-
se, no entanto, que nesse estudo o dcido laurico foi o que apresentou
a segunda maior atividade, utilizando como aceptor de elétrons o
mesmo dlcool deste trabalho (etanol).

Resultado semelhante ao anterior em relagdo a especificidade
pelos dcidos graxos foi obtido por Vaidya et al.,*® os quais relataram
estudo de especificidade utilizando enzimas comerciais imobilizadas.
A enzima de Candida antarctica imobilizada em resina de acrilato
apresentou melhores resultados de atividade especifica quando o
acido graxo utilizado foi o dcido ldurico, o que foi explicado pela
resisténcia da difusdo de substratos de cadeia longa na estrutura mais
rigida das enzimas imobilizadas.

Bezbradica et al.* mencionam que varios fatores podem influen-
ciar na afinidade por 4dcidos graxos de cadeia curta e longa, como os
relacionados a termodindmica da reagdo, visto que a formacdo do
éster, obtida ap6s a clivagem do complexo acil-enzima pelo etanol,
pode apresentar uma conversido baixa, ou ainda pela premissa de
que as lipases possuem regides hidrofilicas (para dcidos graxos de
cadeia curta, com até 6 dtomos de carbono) e hidrofébicas (para
acidos graxos de cadeia longa, com mais de 6 dtomos de carbono)
ao redor do sitio catalitico.

Segundo Zaidi et al.,’ Naik et al.*® e Pleiss et al.* cada lipase pode
ter um comportamento diferenciado. A especificidade enzimatica estd
relacionada com o cardter eletrofilico do carbono na molécula doadora
de acila, da acidez, do efeito estérico, da propor¢do dos substratos e
da hidrofobicidade do grupo carboxilico. Assim, a fonte de lipases,
o método de imobilizagdo, a natureza do solvente e as propriedades
dos substratos podem explicar, segundo os autores, as tendéncias con-
flitantes encontradas na literatura para os estudos de especificidade.

Silva et al.,”” em estudo da especificidade em termos de atividade
de esterificacdo das enzimas produzidas por Penicillium brevicompac-
tum em fermentacdo em estado soélido, relataram que o 4cido oléico
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(em combinag@o com o etanol) apresentou melhores resultados do que
com o uso de outros dlcoois (metanol, propanol e butanol), enquanto
que o dcido butirico apresentou maiores atividades com etanol e bu-
tanol. O dcido ldurico, por sua vez, apresentou melhores resultados
quando do uso do butanol como dlcool na reagio de esterificacdo.”
Verifica-se desta forma que as baixas atividades de esterificagdo
obtidas neste trabalho, quando utilizado o 4cido ldurico, podem estar
relacionadas ao uso do etanol.

Além disso, outro fator que pode justificar as maiores atividades
de esterificagdo obtidas com o 4cido oléico € a possivel preferéncia
da enzima por dcidos graxos semelhantes aos presentes nos substratos
de produgdo, como € o caso deste trabalho, no qual o 6leo de soja
foi utilizado como indutor para a sintese de enzimas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Silva ef al.*’ e Rigo et al.*’

Alcoolise de dleo vegetal

A Tabela 2 apresenta as conversdes obtidas na alcodlise enzimatica
do 6leo de soja com hexano como solvente organico para as lipases
produzidas pelos fungos Aspergillus niger (O-4) e Aspergillus fumiga-
tus. A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido no experimento que
apresentou a maior conversdo em ésteres etilicos. Pode-se observar que
o primeiro pico apresentado (tempo de retengdo de 4,4 min) correspon-
de ao padrio interno (C17:0) e ao 4cido estedrico (C18:0), enquanto
que os picos seguintes sdo relativos aos acidos oléico (C18:1, tempo
de retencdo de 5,1 min), linoléico (C18:2, tempo de retencdo de 8,0
min) e linolénico (C18:3, tempo de retengdo de 9,0 min).

Tabela 2. Conversdes obtidas na alcodlise enzimética do dleo de soja com
hexano como solvente organico para as lipases produzidas pelos fungos
Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus

Condigdes de produgao da

. enzima Microrga- Conversdo
Experimento . *
. | Obtengio da nsmo (%)
pH do meio ;
enzima

1 Sem ajuste FFL Aspergillus 0,75 £ 0,008*
2 Com ajuste FFL MEET 176 +0,012¢
3 Sem ajuste ELL 2,04 + 0,004¢
4 Com ajuste ELL 5,32 +0,001"
5 Sem ajuste FFL Aspergillus 2,19 =0,001¢
6 Com ajuste FFL Jumigatus 5 55+ 0,007¢
7 Sem ajuste ELL 1,57 = 0,005°
8 Com ajuste ELL 2,28 +0,001°

FFL.: farelo fermentado liofilizado; ELL: extrato liquido liofilizado. *Resulta-
dos de média + desvio-padrao. Médias seguidas de letras diferentes na coluna
apresentam diferenga significativa entre si através do teste de Tukey com um
nivel de significancia de 5%.

Segundo Froehner et al.*' a composi¢do média do 6leo refinado
de soja apresenta 12,4% de C16:0, 3,7% de C18:0, 27,0% de C18:1;
50,3% de C18:2 e 10,6% de C18:3. Observou-se que houve maior
formacao de éster do 4cido oléico, apesar do 6leo original apresentar
maior concentragdo de dcido linoléico. A maior producao de ésteres
etilicos de C18:1 e de C18:3 ao invés de ésteres de C18:2 provocou
uma menor taxa de conversao, evidenciando uma maior especificidade
das enzimas produzidas no processo fermentativo por este dcido graxo
insaturado, conforme resultados obtidos na etapa anterior do trabalho.

Em um trabalho realizado por Ferrari et al.,*” utilizando catalisa-
dor alcalino, obteve-se a formagao de ésteres etilicos para producio
de biodisel de soja com a seguinte composicdo: 11,3% de C16:0,
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Figura 2. Cromatograma com a identificagdo dos ésteres etilicos produzidos
a partir do experimento 4, utilizando o extrato liquido liofilizado obtido com
o fungo Aspergillus niger no cultivo sem ajuste de pH

3,5% de C18:0, 22,5% de C18:1, 54,6% de C18:2 ¢ 8,1% de C18:3,
apresentando uma composi¢do compativel com o 6leo utilizado.
Embora o rendimento médio desse processo tenha sido de 57,3%, o
uso de catalisadores quimicos pode provocar problemas de corrosao
e formacdo de produtos de saponificagdo quando hd dcidos graxos
livres, o que ndo ocorre utilizando catalisadores enzimdticos.

A andlise de variancia dos resultados de conversdo em ésteres
etilicos de dcidos graxos demonstrou que todos os fatores foram
significativos sobre as conversdes (p<0,0001), sendo que a Figura 3
apresenta o grafico de interacdo das médias obtidas.
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Figura 3. Conversoes em ésteres etilicos de dcidos graxos obtidas a partir das
lipases produzidas em fermentagdo em estado solido por Aspergillus niger
e Aspergillus fumigatus (FFL: farelo fermentado liofilizado, ELL: extrato
liquido liofilizado)

As conversdes obtidas pelas enzimas produzidas pelos fungos
foram maiores realizando-se a producdo da enzima em meio de cul-
tivo com ajuste de pH. Maiores conversdes foram obtidas utilizando
o extrato liquido liofilizado para o fungo Aspergillus niger (O-4) e
utilizando o farelo fermentado liofilizado (sem a extracdo da enzima
em meio liquido) para o Aspergillus fumigatus.

As conversdes em ésteres etilicos foram inferiores as obtidas por
outros autores, como Aguieiras et al.* e Skoronski et al.,* os quais
obtiveram rendimentos superiores a 90% com enzimas comerciais ou
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imobilizadas, respectivamente. Os resultados deste trabalho podem
ser atribuidos a utilizacdo das condig¢des de alcodlise otimizadas
por Faccio* para a enzima comercial (Novozym 435). Melhores
resultados podem ser obtidos fazendo-se ajustes nesta metodologia,
como: aumentar a quantidade de enzima, tipo de triacilglicerol,
tempo de reac@o e solvente. A razdo molar 6leo:dlcool € uma das
varidveis mais importantes que afetam o rendimento de ésteres de
dcidos graxos. Kusdiana e Saka*® sugerem que razdes molares mais
altas de dleo:dlcool resultem em uma reacdo de transesterificacdo
mais eficiente, devido ao aumento da drea de contato entre dlcool e
triacilglicerdis.

As conversoes obtidas por Silva et al.”” foram de 15,6%, para uma
enzima precipitada obtida a partir da torta de babagu por Penicillium
brevicompactum, e 6,5% para uma enzima precipitada a partir de
farelo de mamona por Penicillium brevicompactum. A purificacdo
da enzima por precipitacio, bem como a imobilizacdo das enzimas
em alginato de sédio e carvdo ativado, podem ter contribuido para
as maiores conversdes. Dessa forma, para ocorrer um aumento nas
conversdes das enzimas utilizadas neste trabalho, podem-se empregar
métodos como precipitacio ou imobilizagdo, os quais podem preser-
var a atividade da enzima. Diferentes sistemas reacionais também
podem ser testados visando ao aumento da conversdo do processo.

Predabom* realizou a alcodlise enzimdtica de diferentes 6leos
vegetais utilizando lipase de Penicillium brevicompactum fermentada
em diferentes misturas de farelo. As maiores conversdes foram ob-
tidas na amostra de extrato utilizando a mistura de farelo de arroz e
casca de arroz (2,88%) e na amostra de extrato da mistura de farelo
de soja e casca de soja (2,48%), ambas utilizando dleo de oliva como
substrato para a alcodlise. As conversdes obtidas neste trabalho foram
semelhantes.

Apesar das taxas de conversdo obtidas neste trabalho nio terem
sido tdo altas, deve-se salientar que as enzimas ndo sofreram pro-
cessos avancados de purificagdo e/ou imobilizagdo, indicando que
& possivel otimizar as condi¢gdes de operacdo para que a utilizagio
dessas enzimas produzidas por fungos com residuos agroindustriais
possa ser aplicada em processos biotecnolégicos, como na produgao
de biodiesel.

CONCLUSAO

Dos 16 fungos inicialmente testados, apenas dois (Aspergillus
niger e Aspergillus fumigatus) apresentaram atividade de esterificagdo
(364,58 U/g e 182,92 U/g, respectivamente).

As enzimas produzidas pelo A. niger apresentaram atividade
de esterificacdo frente aos dcidos oléico e butirico na presenga de
etanol, enquanto que as enzimas produzidas pelo A. fumigatus nao
apresentaram atividade de esterificag¢@o frente ao 4cido ldurico. Em
relagdo a ordem de especificidade, esta foi maior para o acido oléico,
seguido do 4cido butirico e do dcido ldurico. Para o A. niger a liofi-
lizacdo direta do farelo fermentado trouxe aumento na atividade de
esterificacio, enquanto que para o A. fumigatus a atividade frente ao
dcido oléico nao foi influenciada pelo ajuste de pH nem pelo processo
de extrag@o da enzima.

As conversdes em ésteres etilicos obtidas pelas enzimas produzi-
das pelos fungos foram maiores realizando-se a produ¢do da enzima
em meio de cultivo com ajuste de pH. Maiores conversdes (5,3%)
foram obtidas utilizando o extrato liquido liofilizado para o fungo
Aspergillus niger.

O uso de residuos agroindustriais para producio de lipases por
fungos filamentosos em fermentagdo em estado sélido deve ser in-
centivado, podendo ter suas condi¢des de processo aprimoradas, a
fim de viabilizar a utilizacio das enzimas em aplicagdes industriais
especificas para cada drea.
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