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INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas microbianas, as quais s3o muito utilizadas nas industrias de alimentos,
detergentes, tratamento de efluentes, entre outras. Possuem caracteristicas que as tornam mais
acessiveis a produgdo em virtude do menor tempo de producdo, manipulacdo, estabilidade,
especificidade e purificacdo. As lipases tém por natureza catalisar reagdes de hidrolise parcial ou
total de triacilglicer6is em &cidos graxos livres, atuando, também, em reagdes de esterificacdo,
interesterificacdo e transesterificagdo (Nagarajan, 2012). Apds a produgdo da enzima € necessario
fazer a separagdo e concentra¢do da mesma. O objetivo do trabalho foi avaliar concentrar as lipases
através de processos de separagdo por membranas.

DESENVOLVIMENTO:

Inicialmente efetuou-se a producdo das enzimas por fermenta¢do em estado solido, utilizando um
meio de cultivo composto por 85% de farelo de trigo e 15% de casca de arroz, com 65% de
umidade e 2% de indutor. Inoculou-se o fungo Aspergillus niger e efetuou-se o processo
fermentativo em estufa por 6 dias a 30°C, sendo realizada posteriormente a extragdo das enzimas
(Colla, 2009).

A separacdo e concentragdo das lipases foi realizada com duas membranas de microfiltracao (20 um
e 0,45 um) e trés membranas de ultrafiltracdo (100 kDa, 50 kDa e 20 kDa). Primeiramente, o
extrato inicial foi submetido a uma microfiltracdo (20 pm) para retirar o material em suspensao.
Com o permeado realizou-se mais uma microfiltragdo (0,45 um), retirando as particulas maiores.
Por fim, foram realizadas mais trés filtracdes com membranas de ultrafiltracdo para fracionar o
extrato enzimatico. O teor de proteinas foi determinado por Kjeldahl e a atividade de hidrdlise por
Burket, Maugeri e Rodrigues (2004).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1 (em anexo), observa-se que o teor de proteinas e a
atividade de hidrdlise do extrato inicial, do permeado e do retido da primeira microfiltragdo foram



iguais, devido a retencao de particulas maiores. A partir da membrana de ultrafiltragdo de 100 kDa o
teor de proteinas foi menor, pois nessa etapa ocorreu uma maior reten¢ao de proteinas.

O retido da ultrafiltracdo de 100 kDa apresentou resultados elevados para atividade de hidrdlise, ja
que as lipases produzidas ficaram retidas nessa membrana. Na membrana de 50 kDa, os resultados
de atividade de hidrélise foram nulos, devido a lipase estar retida nas ultimas filtragcdes. A
ultrafiltragdo de 100 kDa obteve um retido com atividade enzimatica 4,3 vezes superior em relacao
a sua alimentacao.

Em relacdo a retencdo da atividade de hidrolise, ndo ocorreu retengdo significativa na primeira
microfiltracdo, enquanto que na segunda a porcentagem foi de 22%. Na ultrafiltracdo, esta reten¢ao
foi de 92% na primeira membrana e na segunda foi de 100%, retendo todas as enzimas que
porventura tenham permeado nos processos anteriores.

CONSIDERAGOE S FINAIS:

A separagdo e concentragdo da lipase por processos sucessivos de microfiltragdo e ultrafiltracao
teve como resultado uma concentragdo do extrato enzimatico 3 vezes superior ao extrato inicial,
evidenciando a viabilidade desse processo no que se refere ao aumento da atividade enzimatica
utilizando um método de separagdo simplificado.
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ANEXOS



Resultados de atividade de hidrolise das amostras em cada etapa do processo de separagao
sequencial por membranas

Processo Amostra Proteina AH AHey Ran
(mg/mL)* (U/mL)* (U/mg)* (%)

Extracdo Inicial 1536°+0,68 2024°+0,65 1,318+0,042 -

Microfiltragio ~ Retido 1426°+ 1,36  19,78°+1,95 1,387 +0,137

(20 pm) Permeado  15,53°+£1,30  19,32°+£1,95  1,244°+0,126 234

Microfiltracgio ~ Retido 2625 +1,86  18,86°+0,65  0,718%+0,025

(0,45 pm) Permeado  10,06°+ 1,86  14,72°+0,65 1,423 +0,065 2196

Ultrafiltracdo ~ Retido 17,19°£ 0,06  60,72°+3,90  3,532°+0,227

(100 kDa) Permeado  2,499+0,19  4,60°+0,65 1,845™ + 0,261 P

Ultrafiltragdo Retido 3,94Y+ 0,00 7,82¢+ 1,30 1,986° + 0,330

(50 kDa) Permeado  2,54+0,12  0,00¢ 0,00° 100,00

Ultrafiltracio ~ Retido 2,454+ 0,25 0,00 0,00°

(20 kDa) Permeado  1,84%+0,12 0,00¢ 0,00° ]

AH: atividade de hidrolise, AH.,: atividade especifica de hidrolise, R44: Retengdo da atividade de

hidrolise.

*Resultados apresentados como média + desvio padrao. Médias seguidas de letras iguais na coluna
ndo apresentam diferenca significativa entre si com um nivel de significancia de 5%.



