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RESUMO

As enzimas sao proteinas catalisadoras amplamente utilizadas em diversos setores
industriais devido a sua capacidade de acelerar reagdes quimicas. No entanto, a
obtencao de enzimas puras e ativas a partir de fontes naturais pode ser um processo
complexo e dispendioso. A filtracdo por membranas surge como uma técnica
promissora para separagdo de enzimas, oferecendo vantagens significativas em
relagdo a outras técnicas convencionais. Este estudo teve como objetivo avaliar o
desempenho de diferentes, membranas poliméricas de microfiltragdo na purificacéo
da enzima invertase, proveniente da levedura Saccharomyces cerevisiae. Foram
avaliados os parametros diametro de poros (0,22, 0,45, 0,65 e 0,80um) e pressdes (1,
2 ou 3 Kgf/lcm?) transmembrana. Os resultados de filtragdo mostraram um
comportamento semelhante, independente do diametro de poro ou da pressao: rapido
decaimento do fluxo do permeado com estabilizagédo entre 0,067 e 0,083 Kg.h2.m2.
Observou-se a formacgao, praticamente instantdnea, de uma camada secundaria de
filtracdo na superficie da membrana proveniente do material coloidal no extrato
enzimatico que néao foi totalmente removido pela centrifugacéo. As membranas foram
capazes de remover as particulas coloidais, produzindo um extrato limpido, com
atividade enzimatica demonstrada por meio da reacao de inversao da sacarose.

Palavras chaves: filtragdo; separacdo; Saccharomyces cerevisiae; membranas;

leveduras.



ABSTRACT

Enzymes are catalytic proteins widely used in various industrial sectors due to their
ability to accelerate chemical reactions. However, obtaining pure and active enzymes
from natural sources can be a complex and expensive process. Membrane filtration
appears as a promising technique for enzyme separation, offering significant
advantages over other conventional techniques. This study aimed to evaluate the
performance of different polymeric microfiltration membranes in the purification of the
invertase enzyme, originating from the yeast Saccharomyces cerevisiae. The
parameters pore diameter (0.22, 0.45, 0.65 and 0.80um) and transmembrane
pressures (1, 2 or 3 Kgf/lcm?) were evaluated. The results showed a similar permeate
flow behavior, regardless of pore diameter or pressure: rapid decay of the permeate
flux with stabilization between 0.067 e 0.083 Kg.h2.m2. The formation, practically
instantaneous, of a secondary filtration layer on the surface of the membrane was
observed, originating from the colloidal material in the enzymatic extract that was not
completely removed by centrifugation. The membranes were able to remove colloidal
particles, producing a clear extract, with enzymatic activity demonstrated through the
sucrose inversion reaction.

Keywords: filtration; separation; Saccharomyces cerevisiae; membranes; yeasts.
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1. INTRODUCAO

Enzimas séo proteinas catalisadoras que aceleram reagdes quimicas em
sistemas bioldgicos e industriais. Elas possuem uma ampla variedade de aplicagdes,
desde a produc¢ao de alimentos e medicamentos até a sintese de biocombustiveis. No
entanto, a obtengao de enzimas puras e ativas a partir de fontes naturais pode ser um
processo complexo e dispendioso. Por isso, o desenvolvimento de técnicas eficientes
de separagao e purificagdo de enzimas é fundamental para garantir a qualidade e a
viabilidade econémica desses processos.

A filtragdo por membranas € uma técnica de separagao baseada na diferencga
de tamanho molecular entre os componentes de uma solugao. Ela utiliza membranas
semipermeaveis para separar os componentes com base em suas diferencas de
tamanho. As membranas utilizadas na filtracdo por membranas podem ser
classificadas de acordo com o seu tamanho de poro, que determina quais moléculas
podem passar através delas. As membranas de ultrafiltracdo (UF), por exemplo,
permitem a passagem de moléculas com peso molecular abaixo de 100 kDa,
enquanto as membranas de nanofiltracdo (NF) permitem a passagem de moléculas
com peso molecular abaixo de 1000 Da (lulianelli, 2021).

Amplamente empregada nas industrias alimenticia, farmacéutica e quimica, a
fitracdo por membranas destaca-se na separagao e purificacdo de proteinas e
enzimas (Baker, 2004). Ela tem varias vantagens em relagcdo a outras técnicas de
purificacdo, como a cromatografia e a precipitacdo, tais como: menor consumo de
energia, menos uso de reagentes quimicos, maior velocidade de operagdo, menor
custo e menor impacto ambiental (Oliveira e Coelhoso 2019).

As enzimas obtidas por meio da filtracdo por membranas destacam-se por sua
pureza e preservagao da atividade enzimatica, tornando-as ideais para aplicagdes em
processos biotecnolégicos e industriais. Além disso, a filtragado por membranas pode
ser facilmente adaptada para diferentes tipos de enzimas e sistemas de producéo, o

que permite maior flexibilidade e eficiéncia no processo de purificagao.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia dos parametros didametro de poros e pressao
transmembrana na microfiltracdo do extrato enzimatico proveniente da levedura

Saccharomyces cerevisiae para a obtengédo da enzima invertase.

2.2 Objetivos especificos

» Extrair a enzima invertase a partir da Saccharomyces cerevisiae.

* Avaliar a influéncia do diametro de poro e pressdo transmembrana na
microfiltracdo por membranas;

* Avaliar a aplicagédo da enzima invertase obtida do extrato permeado na

reacao de inversao da sacarose.



3.REVISAO DE LITERATURA

3.1 Membranas

A filtracao por membranas € um processo de separacao que utiliza membranas
seletivas para separar diferentes componentes de um fluido. Segundo Ismail et al.,
(2018), as membranas sao materiais poliméricos com poros muito pequenos, que
podem variar de micrometros a nanémetros de tamanho. Esses poros permitem que
apenas as moléculas de tamanho adequado passem através da membrana, enquanto
as moléculas maiores sao retidas. Na Figura 1 é apresentada uma ilustragdo de um
processo de separagao por membranas. Nesse processo, o fluxo de alimentagao que
entra no modulo de filtragao é dividido em duas correntes: a corrente de material retido
ou concentrado e a corrente de material permeado. Tanto a corrente de material retido

quanto a de permeado podem ser produto de interesse.

Figura 1 — Representacao esquematica de um processo de separagdao por membrana.

Modulo
Alimentagéo mem— e Retido

Permeado
Fonte: Adaptado de Mulder, (2010).
No quadro 1 sao apresentadas as caracteristicas dos diferentes processos de

separagao por membranas que sao classificadas com base no tamanho de poro da
membrana e na taxa de retengdo de solutos (Baker, 2004). A microfiltragdo é
geralmente usada para separar particulas solidas de liquidos, enquanto a ultrafiltragéo
€ usada para separar macromoléculas. A nanofiltragcado é adequada para separar ions
e moléculas organicas, enquanto a osmose reversa € usada para separar sais e

moléculas muito pequenas.



Quadro 1- Caracteristicas dos processos por separagao por membranas

Processos Forga motriz Material retido Material que Aplicagoes
permeia
Microfiltracdo | AP (0,5 —2) atm Material em Agua e sélidos Esterilizagao
(MF) suspensao, dissolvidos bacteriana,
bactérias. Massa clarificagédo de
molar > 500 kDa vinhos e sucos.
(0,01 um)
Ultrafiltragéo AP (1-7) atm Coloides, Aguas (solventes), | Fracionamento/conc
(UF) macromoléculas, sais soluveis de entragao de
Massa molar> 5000 | baixa massa molar. proteinas e
Da recuperagao de
pigmentos.
Nanofiltragdo AP (5 — 25) atm Moléculas de Aguas (solvente), Purificagéo de
(NF) massa molar média sais soluveis de enzimas,
de 500>2000 Da baixa massa molar. biorreatores de
membrana.
Osmose AP (15— 80) atm Todo material Agua (solventes) Dessalinizagao e
Inversa (Ol) soluvel ou desmineralizagéo de
suspensao agua.
Eletrodialise AE volts Macromoléculas e fons Concentracgao de
compostos nao solugdes salinas;
ibnicos purificagdo de aguas.

Fonte: Adaptado de Habert et al., (2006).

A escolha da membrana adequada depende do tipo de separagao desejada e
das caracteristicas das moléculas a serem separadas. A selecdo do material de
membrana também é crucial, pois afeta a permeabilidade, a seletividade, a resisténcia
mecanica e a estabilidade quimica da membrana. Alguns dos materiais comuns
usados para fabricar membranas incluem polimeros (poliacrilonitrila, polietileno,
poliésteres, poliacrilicos, poliuretanos e polissulfona), ceramica e vidro (Ismail et al.,
2018).

A filtracdo por membranas tem uma ampla gama de aplicagdes industriais.
Por exemplo, as membranas podem ser usadas para separar impurezas de agua
potavel e tratamento de aguas (Abdelrasoul, 2020). A filtragdo por membranas
também €& usada para separar e concentrar proteinas e outras biomoléculas em
processos de producdo de alimentos e produtos farmacéuticos (Matsuura, 2020).
Além disso, as membranas também tém aplicagbes na separagdo de gases e na
separagao de produtos quimicos em processos de produg¢ao quimica.

O processo de filtracdo por membranas é afetado por varios parametros,
como a pressao aplicada, o tamanho e a porosidade da membrana, e as propriedades

das moléculas a serem separadas (Ismail et al.; 2018). O processo também pode ser
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afetado pelo acumulo de impurezas na superficie da membrana, conhecido como
bioincrustacdo. Para evitar a bioincrustacdo, a filtragdo por membranas pode ser
combinada com outras técnicas de limpeza, como a limpeza quimica e a limpeza
fisica, ou com o uso de membranas com superficies modificadas (Abdelrasoul, 2020).

Essa ampla aplicagdo das membranas na industria € confirmada por lulianelli,
(2021), que discute as operagbes de membranas em engenharia quimica. De acordo
com o autor, as membranas sao amplamente utilizadas em processos de separagao
em diferentes setores industriais, incluindo quimico, petroquimico, farmacéutico,
alimenticio e de tratamento de agua e efluentes. Além disso, os avangos na tecnologia
de membranas tém permitido a producdo de membranas com propriedades
especificas para atender as necessidades de processos de separagdao em diferentes
aplicagdes (Matsuura, 2020).

Outra aplicagao importante da filtragem por membranas € na area médica, em
particular na dialise para tratamento de pacientes com doencas renais. As membranas
sdo usadas para remover substancias toxicas do sangue e remover o excesso de
agua do corpo do paciente (Abdelrasoul, 2020). Esse método de tratamento tem se
mostrado eficaz e menos invasivo do que outras opgdes de tratamento disponiveis,
como o transplante de rim.

A filtragem por membranas é uma técnica versatil e promissora que com a
constante evolugdo da tecnologia, é possivel que se torne ainda mais eficiente e
econdmica, tornando-se uma solugéo ainda mais amplamente adotada em processos

de separacéo.

3.2 Enzimas

As enzimas apresentam uma estrutura tridimensional Unica que Ihes permite
se ligar a substratos especificos, convertendo-os em produtos com alta eficiéncia e
especificidade (Suzuki, 2019). A atividade das enzimas é regulada por fatores como
pH, temperatura, concentragdo de substrato, inibidores e ativadores, o que permite
uma resposta adaptativa a diferentes condic¢des fisiologicas (Murray et al. 2014).

A capacidade das enzimas de catalisar reagcdes quimicas é fundamental para
a vida, uma vez que muitos dos processos metabdlicos em organismos vivos ocorrem

em velocidades muito lentas sem a presenca de enzimas. Segundo Suzuki (2019), as
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enzimas atuam como catalisadores, reduzindo a energia de ativagao necessaria para
a ocorréncia de uma reagao quimica. Isso significa que elas aceleram a velocidade de
reacao, tornando-a mais favoravel e permitindo que ocorra a uma taxa compativel com
as necessidades do organismo.

Além disso, as enzimas também sao capazes de realizar outras funcbes
importantes, como a regulacdo da expressao génica e a modulagdo de vias de
sinalizag&o celular (Murray et al. 2014). Essas fun¢des adicionais ampliam ainda mais
a importancia das enzimas para a vida.

Dessa forma, as enzimas sao proteinas altamente especializadas em catalisar
reagdes quimicas em organismos Vvivos. Elas apresentam uma estrutura
tridimensional unica que lhes permite se ligar a substratos especificos, converter
esses substratos em produtos e regular sua atividade em resposta a diferentes

condigdes fisioldgicas.

3.2.1 Tipos de enzimas

Existem diferentes tipos de enzimas, classificadas de acordo com o tipo de
reacao que catalisam: hidrolases, transferases, oxidurredutases, liases, isomerases e
ligases.

As hidrolases sao responsaveis pela quebra de ligacbes quimicas por meio
da adigdo de agua, e incluem enzimas como as lipases e proteases (Murray et al.
2014).

As transferases atuam na transferéncia de um grupo funcional de uma
molécula para outra, como no caso da enzima hexoquinase que transfere um grupo
fosfato de uma molécula de ATP para uma molécula de glicose (Lehninger et al. 2017).

As oxidorredutases, por sua vez, catalisam reacdes de oxidacéo e reducéo,
transferindo elétrons entre moléculas. Exemplos incluem a enzima desidrogenase
latica, que catalisa a conversao de acido latico em piruvato, elas incluem enzimas
como a desidrogenase lactato (LDH), que catalisa a conversao do lactato em piruvato,
liberando elétrons que sao transferidos para o NAD+ (NADH) (Suzuki, 2019).

As liases atuam na quebra de ligagdes quimicas sem a adi¢do de agua ou
transferéncia de grupos funcionais, e incluem enzimas como a frutose-1,6-bifosfato

aldolase (Murray et al. 2014).
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As isomerases catalisam a interconversao de isbmeros, moléculas que
possuem a mesma férmula molecular, mas estruturas quimicas diferentes. Um
exemplo € a enzima fosfoglicerato mutase, que catalisa a conversdo de 3-
fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato durante a glicélise (Lehninger et al., 2017).

Por fim, as ligases catalisam a unido de duas moléculas com a formagao de
uma nova ligagao quimica, como no caso da DNA ligase que une as extremidades de
fragmentos de DNA durante a replicagdo do material genético (Suzuki, 2019).

A classificagao internacional das enzimas e o tipo de reagao que elas catalisam

sao apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Classificagdo internacional das enzimas

Classe Nome da Tipo de reagao catalisada
n° classe
1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ions hidreto ou atomos de H)
2 Transferases Reacobes de transferéncia de grupos

Reagdes de hidrdlise (transferéncia de grupos funcionais para a

agua)
3 Hidrolases
Clivagem de C-C, C-S, C-O e C-N ou outras ligagbes duplas ou
anéis, ou adi¢cdo de grupos a ligagbes duplas

4 Liases

Transferéncia de grupos dentro uma mesma molécula, produzindo

formas isoméricas
5 Isomerases
Formacao de ligagdes C-C, C-S, C-O e C-N por reacdes de

condensacéao acoplados a hidrélise de ATP ou cofatores similares
6 Ligases
7 Translocases Movimento de ions ou moléculas através de membranas ou sua

separagao dentro de membranas

Fonte: Adaptado de Lehninger et al., (2017).

3.2.2 Obtencgéo de enzimas

A producdo de enzimas a partir de microrganismos tem se destacado na
industria alimenticia como uma estratégia para melhorar processos de producéo e
caracteristicas dos produtos, tais como sabor, aroma, cor, textura, aparéncia, vida util

e valor nutricional (Srivastava, 2019).
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De acordo com Papadaki et al. (2020), o mercado global de enzimas
apresentou um valor estimado em US$ 7,1 bilhdes em 2017, e a previsdo é de que
alcance US$ 10,5 bilhdes em 2024, com uma taxa anual de crescimento de 5,7%. No
mesmo ano, a Europa foi responsavel por um ter¢co da produgédo mundial de enzimas,
sendo que cerca de 70% da cota de mercado foi produzida por microrganismos.

A maioria das enzimas utilizadas na industria € produzida por leveduras e
fungos filamentosos, enquanto as bactérias representam cerca de 30% do total. Por
outro lado, apenas 8% das enzimas industriais sdo produzidas por animais, e 4% por
plantas. Essas fontes microbianas sdo vantajosas do ponto de vista econémico, uma
vez que o cultivo desses microrganismos € simples e ndo envolve restricbes de tempo
e espago como ocorre com outras fontes. Além disso, avangos tecnologicos tém
permitido que genomas de microrganismos sejam sequenciados de forma eficiente, o
que possibilita a identificagdo de novas sequéncias de genes que codificam variantes
de enzimas (Srivastava, 2019).

A obtencdo de enzimas a partir de microrganismos € um processo
fundamental em biotecnologia, pois essas moléculas sao extremamente importantes
em diversos setores industriais, como alimenticio, farmacéutico, cosmético, téxtil,
entre outros. De acordo com Thatoi, (2020), a produgdo de enzimas por
microrganismos é uma alternativa promissora e econdmica para a obtencédo de
enzimas em grande escala. Bactérias, fungos e leveduras sdo considerados fontes
ricas de enzimas, pois apresentam uma grande diversidade metabdlica e bioquimica,
permitindo a producdo de uma ampla variedade de enzimas com diferentes
propriedades.

Existem diferentes métodos para obtencdo de enzimas a partir de
microrganismos, incluindo a extragao direta, cultivo em meios liquidos ou sdlidos, e
fermentacdo. A escolha do método de obtencdo de enzimas depende das
caracteristicas da enzima e do microrganismo em questdo, bem como das condigbes
de cultivo e dos requisitos de purificagdo e estabilidade da enzima (Arora, Mishra e
Mishra, 2020).

A extracdo direta € uma técnica relativamente simples, que envolve a ruptura
das células dos microrganismos e a liberagdo das enzimas. No entanto, este método
nao € muito utilizado em escala industrial devido ao baixo rendimento e a dificuldade

de purificagao das enzimas (Singh, 2020).
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O cultivo em meios liquidos ou sélidos envolve o crescimento dos
microrganismos em um meio de cultura contendo nutrientes adequados, para que as
células produzam as enzimas em questao. Este método pode ser utilizado em escala
industrial, mas possui algumas limitagdes, como a necessidade de grandes volumes
de meio de cultura, alto custo e baixa produtividade (Thatoi, 2020).

Apesar de a producdo de enzimas por microrganismos ser realizada por meio
de diferentes técnicas, a fermentacédo € a mais utilizada. Ela é considerada o método
mais eficiente para obtengdo de enzimas a partir de microrganismos em escala
industrial, pois permite a producado de grandes quantidades de enzimas em um curto
periodo, além de possuir baixo custo e alta produtividade (Gupta, 2016). A
fermentacdo é um processo biotecnologico que envolve o uso de microrganismos,
como fungos e bactérias, para converter matérias-primas em produtos, como as
enzimas (Thatoi, 2020).

Existem dois principais tipos de fermentacédo para obtencdo de enzimas: a
fermentacdo em estado sdélido (SSF, do inglés solid-state fermentation) e a
fermentacdo em estado liquido (SSF, do inglés submerged fermentation) (Gupta,
2016).

A escolha do sistema de fermentacdo depende das caracteristicas do
microrganismo e da enzima a ser produzida, bem como das condigdes de cultivo
(Singh, 2020). Durante a fermentagdo, os microrganismos sao cultivados em
condi¢des controladas de pH, temperatura, agitagado e aeracado para que possam se
desenvolver e produzir as enzimas desejadas.

Na fermentagdo em estado soélido, os microrganismos s&o cultivados em
substratos solidos, como residuos agricolas, bagago de cana-de-agucar, cascas de
frutas, entre outros (Thatoi, 2020). Ja na fermentagdo em estado liquido, os
microrganismos s&o cultivados em meio liquido contendo nutrientes e fontes de
carbono (Zhang, et al., 2012).

Apesar de ambas as técnicas serem utilizadas para a producido de enzimas,
a fermentagdo em estado liquido € a mais comum em larga escala, pois permite
melhor controle das condigdes de cultivo e maior produgao de enzimas (Gupta, 2016).
Além disso, a fermentacdo em estado liquido é capaz de produzir uma variedade
maior de enzimas, incluindo aquelas que sdo mais sensiveis a mudancgas de pH e

temperatura (Singh, 2020).
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O processo de fermentagdo microbiana ocorre em trés fases: fase de
crescimento, fase de producdo e fase de declinio. A fase de crescimento é
caracterizada pelo aumento da populagdo de microrganismos. A fase de producéo é
guando os microrganismos comegam a produzir as enzimas de interesse. Ja a fase
de declinio é quando ocorre a morte dos microrganismos e a atividade enzimatica
comega a diminuir (Singh, 2020).

Existem diversos métodos de quantificagdo de enzimas, incluindo métodos
colorimétricos, espectrofotométricos e titulométricos. Esses métodos permitem
determinar a concentragdo de enzima presente em uma amostra, sendo que a escolha
do método adequado depende das caracteristicas da enzima em questao (Machado
etal., 2018).

Dessa maneira, a fermentagcdo microbiana € um método eficiente para a
produgao de enzimas em larga escala. A escolha do microrganismo e as condigdes
de cultivo séo fatores criticos para o sucesso do processo de fermentagao. A produgao
de enzimas por fermentagcdo microbiana oferece vantagens em relagcdo a outros
meétodos de producédo e permite a producdo de enzimas de interesse industrial em

quantidades suficientes para atender a demanda do mercado.

3.2.3 Enzima invertase

O estudo de enzimas tem sido uma area importante de pesquisa nas ciéncias
biolégicas e farmacéuticas. A invertase é uma dessas enzimas, que tem sido objeto
de estudo por muitos anos. De acordo com Kulshrestha et al. (2013), essa enzima é
encontrada em muitas plantas e microrganismos e tem sido utilizada em diversas
aplicagdes na industria alimenticia e farmacéutica.

A invertase € uma enzima que catalisa a hidrolise da sacarose em glicose e
frutose, conforme a seguinte reacgao:

C12H22011  + HO - CsH120s6 + CsH120s6
[o]p® = +66,5° [o]p® = +52° [a]p?® = -92°
Acucar invertido
Onde:
[a]p?° = rotacdo especifica da substancia;

o = angulo de rotagao;
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A invertase € uma enzima presente em muitos organismos, incluindo plantas,
fungos e bactérias. Ela € amplamente utilizada na industria de alimentos e bebidas
para a producédo de xaropes de frutose, que sdo uma alternativa mais saudavel ao
acgucar refinado. Além disso, a invertase é usada na hidrélise de agucares em
alimentos e bebidas, como refrigerantes e sucos, para melhorar a textura e o sabor.
A invertase € um dos biocatalisadores mais antigos e conhecidos, pertencente a
familia das hidrolases glicosidicas (GH) que abrange cerca de 370 enzimas, e possui
variadas denominagdes como seu nome formal B-frutofuranosidase (EC.3.2.1.26) e
seu nome sistematico sacarose glicosidase, além de ser conhecida por invertina,
frutohidrolase, entre outros (Timerman, 2012).

A enzima invertase pode ser isolada de uma diversidade de fontes
microbianas, incluindo bactérias, leveduras e fungos. Exemplos classicos de
produtores de invertase sao linhagens de Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Arthrobacter sp. e Bacillus macerans (Pang et al., 2019).

A produgdo de invertase tem sido objeto de estudos em diversas areas,
incluindo a biotecnologia, a microbiologia e a bioquimica. A levedura Saccharomyces
cerevisiae € uma das principais fontes de invertase utilizadas na industria devido a
sua capacidade de secretar grandes quantidades de proteinas para o meio de cultivo
(Barbosa et al., 2018).

De acordo com Shankar, (2017), a obtencdo de invertase a partir da
Saccharomyces cerevisiae tem sido alvo de pesquisas para otimizar a producgao € a
sua purificagdo. Técnicas de engenharia genética, como a selecdo de cepas de
leveduras com alta atividade invertasica e a introdugcéo de genes que aumentam a
atividade da enzima, também podem ser usadas para otimizar a produgao de
invertase (Shankar, 2017).

A invertase pode ser obtida através da fermentagdo do microrganismo
produtor, que é realizado em diferentes meios de cultura. A fermentacdo é um
processo que envolve diversas etapas, incluindo o crescimento do microrganismo,
producao da enzima e separacao da enzima do meio de cultura. A fermentacéo pode
ser realizada em escala laboratorial, piloto ou industrial, dependendo da finalidade da
producao (Pang et al., 2019).

Para a obtencéo da invertase, é necessario realizar a purificacdo da enzima a

partir do meio de cultura. A purificacdo da invertase pode ser feita por diferentes
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métodos, incluindo cromatografia de troca idnica, cromatografia de afinidade ou
fitracdo por membranas. Essas etapas permitem separar a enzima das outras
proteinas e contaminantes presentes no meio de cultura (Timerman, 2012).

A invertase é uma enzima relativamente pequena, com um peso molecular
entre 50 e 70 kDa. A enzima & composta por uma unica cadeia polipeptidica,
geralmente com um complexo padrdo de glicosilagdo, o que confere uma grande
heterogeneidade a enzima (Shankar, 2017).

A comercializagdo da invertase envolve a produgao em larga escala, a
purificacdo e a formulagao do produto. A formulagéo do produto depende da aplicagao
desejada e pode envolver a adigdo de estabilizadores, como polidis (alcool de agucar)
e surfactantes, para melhorar a estabilidade e a solubilidade da enzima (Pang et al.,
2019).

E importante destacar que a producdo e a comercializacdo de invertase
devem ser realizadas de forma sustentavel e responsavel, levando em consideragao

questdes ambientais e sociais.

3.3 Aplicacao do processo de filtracao por membranas para a obtencao de

enzimas

A aplicacdo de membranas na purificacdo de solugcdes € uma técnica
promissora e em constante evolugdo. Segundo Baker (2004), essa técnica tem se
mostrado cada vez mais relevante nas industrias quimica, farmacéutica, de alimentos
e outras, devido as suas vantagens em relacdo aos processos tradicionais de
separagao, como a destilacdo e a extracao liquido-liquido.

Um estudo recente propés o uso de um processo de ultrafiltragdo por
membranas em uma unica etapa para a separagao e purificagdo de uma protease
queratinolitica produzida a partir de residuos de penas de aves (Machado et al., 2018).
Esse processo mostrou-se eficiente na purificacido da protease, e pode ser aplicado
também para a purificacdo de outras enzimas.

A filtracdo por membranas desempenha um papel crucial na obtencdo de
enzimas para a industria de alimentos, permitindo a purificagdo de enzimas utilizadas
em processos como a producao de queijos, sucos e xaropes. O processo proporciona
uma separacao eficaz de impurezas, garantindo a qualidade e a seguranga dos

alimentos. Segundo Baker (2004), a aplicagdo de membranas nesse contexto resulta
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em produtos com maior pureza e melhor desempenho em termos de caracteristicas
organolépticas.

Na biotecnologia farmacéutica, as membranas de filtragdo sdo amplamente
utilizadas para a purificagdo de enzimas terapéuticas e proteinas recombinantes. A
separagao por tamanho de poro permite a remocgao eficiente de impurezas, garantindo
a conformidade com os padrdes regulatérios rigorosos da industria farmacéutica.
Zhang et al. (2017) destacam a eficacia dessa técnica na produgdo de enzimas
utilizadas em tratamentos médicos.

A obtencao de enzimas para a produgao de biocombustiveis, como etanol a
partir de biomassas lignoceluldsicas, € também otimizada por meio da filtragdo por
membranas. Machado et al. (2018) exemplifica a aplicagdo da ultrafiltracdo na
purificacdo de enzimas envolvidas na degradacdo de materiais lignoceluldsicos,
contribuindo para a eficiéncia dos processos de produgao de biocombustiveis.

A producdo de enzimas utilizadas na industria de papel e celulose, como
celulases e xilanases, se beneficia significativamente da filtragdo por membranas. A
remocao eficiente de impurezas e a concentragao das enzimas resultam em produtos
de alta qualidade. Pesquisas, como as conduzidas por Pérez et al. (2002), destacam
a aplicacao bem-sucedida de membranas na purificacdo de enzimas essenciais para
processos de branqueamento e modificagao de fibras de celulose.

Em setores que demandam enzimas especificas para a producao de produtos
quimicos especializados, a filtragdo por membranas oferece um método de purificagéo
versatil. A escolha adequada de membranas e parametros operacionais pode ser
adaptada para atender as exigéncias especificas de diferentes enzimas. Essas
aplicacoes destacam a versatilidade da filtragdo por membranas na obtencédo de
enzimas em diversos setores industriais, proporcionando beneficios significativos em

termos de eficiéncia, pureza e sustentabilidade.



19

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

As leveduras utilizadas foram provenientes do fermento biolégico fresco
(Fleischmann), adquirido no comércio local da cidade de Toledo-PR. Os reagentes
NaHCOs (bicarbonato de so6dio), sacarose, reagente de Bradford e BSA (albumina
sérica bovina) utilizados foram de grau analitico.

As membranas utilizadas eram membranas planas fornecidas pela Millipore,
constituidas de misturas de ésteres de celulose (hidrofilicas) com diferentes didametros

de poros. Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas das membranas.

Tabela 1 - Caracteristicas das membranas de filtragao

Membranas Diametro de Vazao da agua Porosidade (%)
poros (um) (mL/min-'. cm?)
Mo022 0,22 18 75
M045 0,45 60 79
M065 0,65 140 81
M080 0,80 190 82

Fonte: Merck Millipore, 2021.

4.2 Extracao das invertases

A metodologia utilizada para a obtengdo do extrato enzimatico bruto foi a
descrita por Toralles et al., (2014), com algumas adaptacbes. Aproximadamente
1000 gramas do fermento fresco foram adicionados a 5000 mL de uma solugao de
NaHCO3 (bicarbonato de sédio) 0,10 mol.L-'. Apds a homogeneizagdo, a suspenséo
foi incubada em estufa na temperatura de 42+2 °C por 36 horas. Essas etapas do
processo de produgao do extrato enzimatico estdo apresentadas na Figura 2 (a), (b),
(c) e (d).

Em seguida, centrifugou-se a suspensao em uma rotagao de 4000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante, ilustrado na Figura 2(d), denominado de extrato enzimatico
centrifugado foi retirado e transferido para frascos de polietileno de alta densidade
(PEAD) de 300 mL e armazenados em freezer até a realizagdo dos experimentos de

filtracdo por membranas.
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Figura 2 — Etapas de produgédo do extrato enzimatico: a) Fermento biolégico fresco, b)
Homogeinizagdo da mistura de fermento com a solugdao de NaHCO3, c) Extrato enzimatico
bruto na estufa, d) extrato enzimatico apés o processo de centrifugagao.

Fonte: Autoria proépria, 2023.

4.3 Unidade experimental

Os experimentos de filtracdo do extrato enzimatico centrifugado com as
membranas foram realizados no médulo experimental apresentado na Figura 3.
A unidade experimental € constituida de:
1- Cilindro de gas nitrogénio: utilizado para controlar a pressao transmembrana
dentro do modulo.

2- Mddulo de membranas: feito de ago inox com capacidade de 400mL, permite
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que o fluido a ser filtrado passe através das membranas, enquanto as
particulas maiores do que os poros da membrana sejam retidas. O modulo
possui uma barra magnética suspensa por uma barra metalica que permite
realizar a agitagcao da alimentacao durante a filtragdo. Na parte lateral inferior
tem-se a saida de liquido permeado.

3- Manbmetro : utilizado para visualizar a pressao no interior do modulo.

4- Balanca: utilizada para pesar a massa de permeado enquanto ocorre a
filtracado e calcular o fluxo de escoamento.

5- Agitador magnético: agitacado do liquido no interior do médulo de filtragéo.

Figura 3 — Médulo experimental de filtragdo por membranas: (1) cilindro de gas nitrogénio, (2)

Fonte: Autoria prépria, 2023.
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4.4 Experimentos de filtragao do extrato enzimatico

Para a realizacdo dos experimentos de filtracdo, o extrato enzimatico
centrifugado foi descongelado em banho-maria. Apés, trasferiu-se 250 mL do extrato
para o modulo de filtragdo contendo a membrana. Depois do fechamento do médulo,
a pressao interna (1, 2 ou 3 Kgf.cm) foi ajustada usando N2 (nitrogénio) e iniciou-se
a agitacao interna do extrato. Com a abertura da valvula do moédulo, o permeado foi
recolhido em um frasco sob a balanga, sendo registrado a massa em fungéo do tempo
de filtragdo. Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (25 °C) e em
duplicata. As amostras de extrato enzimatico centrifugado (alimentagéo) e o extrato
enzimatico permeado foram armazenados em frascos plasticos (tubos de centrifuga)
e submetidos a quantificacdo de proteinas soluveis.

O fluxo de permeado foi calculado pela equacgao 1.

Jp == (1)

t.Ap

Em que: Jp € o fluxo de permeado (Kg.h-".m2), mp é a massa recolhida no
intervalo de tempo t (horas) e Ap é area de permeacédo da membrana (m?).

Ao final de cada experimento, o extrato retido foi removido e 0 mddulo foi
enxaguado com &gua destilada para eliminar residuos remanescentes. Agua destilada
foi entdo adicionada ao modulo e submetida a nova filtracdo para determinar a
permeabilidade da agua pura (PAP) das membranas sujas.

O indice de Fouling para as membranas, expresso como a reducao na PAP
antes e apos a filtragao do extrato bruto, foi calculado pela equacéo 2.

PAPlimpa—PAPsuja
2 ) .100 (2)
PAPlimpa

Indice de Fouling: (

O desempenho das membranas foi avaliado por meio da rejeicdo de
proteinas, calculado pela equacéao 3.

proteina permeado
)]

Rejeicdo de proteina (%): [ (1- .100 (3)

proteina alimentacio



23

4.5 Determinacgao de proteinas soluveis

As proteinas soluveis foram quantificadas pelo método de Bradford que se
baseia no fato do corante acido Cromassie Brilliant Blue G 250 (principal constituinte
do reagente de Bradford) ter uma cor vermelha, que muda para azul quando esta
ligado a uma proteina (Bradford, 1976).

Para a determinacao da concentracdo de proteinas presentes nas amostras,
foi utilizada a metodologia descrita por Walker (1994) em que se preparou uma curva
de calibragao utilizando Albumina bovina sérica (BSA) como proteina padrao. Em
tubos de ensaios, foram adicionados 200 pyL da solugdo enzimatica e 2,0 mL do
reagente Bradford. Apds aproximadamente 15 min, leu-se a absorbéncia em
espectrofotdmetro (595 nm), contra um branco (2,0 mL do reagente Bradford com 200
ML de agua destilada). O mesmo procedimento foi realizado para as seis solugdes
padrao de concentragdes conhecidas, elaboradas a partir da solugao principal de
BSA.

4.6 Experimentos de hidrélise e sacarose

Para verificar-se que o extrato enzimatico permeado apresentava atividade
enzimatica, foi realizada uma reagao de hidrolise da sacarose na temperatura de 25°C.
Misturou-se 25 mL de uma solugdo de sacarose P.A (240 g.L-') com 25 mL extrato
enzimatico permeado, obtido nos experimentos de filtragdo com a membrana M045
em uma pressdo de 3 Kgf.cm=. A mistura foi transferida para um tubo polarimétrico.
Em diferentes intervalos de tempo, foi anotada a rotagao 6ptica da mistura. O mesmo
experimento foi realizado substituindo o extrato permeado por uma solucdo de HCI
1,4 mol.L', realizando-se, assim, a hidrdlise acida da sacarose para fins de

comparagao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos de filtragdo do extrato enzimatico centrifugado foram
conduzidos com o proposito de avaliar dois parametros criticos: o diametro de poro

da membrana e a pressao transmembrana.

5.1 Influéncia do diametro de poros da membrana na microfiltragao do extrato
enzimatico centrifugado

Na Figura 4 é apresentado o comportamento do fluxo de permeado ao longo
do tempo durante a microfiltracdo do extrato enzimatico centrifugado utilizando
membranas de diferentes didmetros de poro. Os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente (25° C) e presséo transmembrana de 2 kgf.cm™.

Figura 4 — Fluxo permeado em fun¢ao do tempo para a microfiltragao do extrato enzimatico

centrifugado utilizando membranas com diferentes didametros de poro: a) Fluxo dos 30 minutos

de experimento, b) Ampliagdo da regido demarcada na figura 4a. (T=25° e P= 2Kgf.cm™).
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Na Figura 4(a) € apresentada a variagao do fluxo de permeado ao longo de
30 minutos de experimentos. Pode-se observar um comportamento semelhante do
fluxo permeado para as membranas com diferentes diametros de poro. Nos primeiros
segundos ocorre um rapido decaimento do fluxo e, depois disso, o fluxo diminui
lentamente, tendendo a estabilizagao a partir de 8 minutos com valores entre 0,067 e
0,083 Kg.h2.m, como pode ser observado na Figura 4(b). Este comportamento indica
a formacao, praticamente instantdnea, de uma camada secundaria de filtracdo na
superficie da membrana que oferece uma resisténcia adicional ao fluxo do permeado.

O fenbmeno conhecido como Fouling € uma ocorréncia comum em processos
de filtragao, e é caracterizado pela aderéncia de compostos presentes na alimentagao
que provocam um aumento na resisténcia ao fluxo de permeado.

De fato, Mercier-Bonin et.al (2002) também observaram a formacéao de uma
camada secundaria de filtragdo nos experimentos de microfiltracao de uma suspenséao
de levedura e invertase usando membranas tubulares ceramicas e membranas
planas.

Na Figura 5 sao apresentadas as imagens das membranas apos a

microfiltracdo do extrato centrifugado.
Figura 5 - Imagens das membranas apds a microfiltragao do extrato centrifugado na
pressio de 2Kgf.cm2: a) M022; b) M045; c) M065; d) M080; e) comparagido entre a membrana

limpa e suja.

Fonte: autoria prépria, 2023.
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De fato, as imagens apresentadas na Figura 5 demonstram o depdsito de uma
fina camada de material coloidal, presente no extrato enzimatico que nao foi
completamente removido no processo de centrifugagéo.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados de desempenho das membranas

na microfiltragdo do extrato centrifugado.

Tabela 2- Desempenho das membranas na microfiltragao do extrato centrifugado (T =25°C e
P = 2 Kgf.cm™).

Corrente/Membrana Proteina % de Fluxo* indice de

(1g/100mL) Rejeicio  (kgf.cm™) Fouling

Alimentacéao 7,979 - - -
M022 1,891 76,30 0,0705 99,21

Permeado MO045 1,584 0,15 0,0675 99,48
MO065 2,541 68,15 0,0770 99,85
MO080 2,967 62,82 0,0835 99,71

*Fluxo estabilizado (entre 20 e 30 minutos de experimento)

Fonte: autoria prépria, 2023.

Pode-se observar que as membranas com diametros de poro maiores
apresentaram menor rejeicdo, indicando que mais proteinas estavam presentes no
extrato permeado. Os fluxos de permeado estabilizado (entre 20 e 30 minutos de
experimento) apresentaram valores proximos para as quatro membranas, que pode
ser atribuido a camada secundaria de filtracdo formada na superficie das membranas
que possui papel determinante no fluxo de permeado, ao invés do didmetro de poro.
Essa camada é fortemente aderida a superficie da membrana, conforme indicado
pelos altos indices de Fouling (acima de 99,2%), demonstrando a obstru¢do quase
que total dos poros, reduzindo consideravelmente a permeabilidade da agua pura.

Os aspectos visuais do extrato enzimatico centrifugado (alimentagcao) e os
extratos permeados, sdo mostrados na Figura 6. Pode-se observar que o processo de
centrifugacéo do extrato enzimatico bruto ndo removeu completamente o material em
suspensao, uma vez que, o extrato centrifugado apresentou turbidez visual. Por outro
lado, as membranas demonstraram eficacia ao reter particulas, resultando em uma

notavel diminui¢ado na turbidez visual.
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Figura 6- Aspectos visuais do extrato enzimatico centrifugado (alimentagao) e extrato
enzimatico permeado obtido nos experimentos com diferentes membranas (T=25°C e

P = 2 Kgf.cm™).
Extrato Extrato permeado

centrifugado MO022 MO045 MO065 ___M080

Fonte: Autoria prépria, 2023

Observou-se que o permeado da M022 exibiu uma maior limpidez, indicando
uma retengao mais eficaz de particulas. Esta observagéo sugere que o tamanho de
poro menor dessa membrana foi mais eficiente em reter particulas indesejadas,
contribuindo para um permeado mais claro em comparagdo com a MO080, que

apresentou uma leve turbidez residual.

5.2 Influéncia de diferentes pressdées na microfiltracdo do extrato enzimatico
centrifugado.

Na Figura 7 sdo apresentados os fluxos de permeado em fungao do tempo
para cada membrana nos experimentos com diferentes pressdes.

Novamente, verificou-se que para todas as membranas, a microfiltragdo do
extrato enzimatico centrifugado foi caracterizada por um significante declinio do fluxo
devido ao Fouling da membrana combinado com a deposi¢gdo de material coloidal na

superficie da membrana.
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Figura 7 — Fluxo permeado em fun¢ao do tempo para a microfiltragao do extrato

enzimatico centrifugado aplicando diferentes pressodes: a) M022, c) M045, e) M065 e g) M080.
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Figura 7 — Fluxo permeado em fun¢ao do tempo para a microfiltragao do extrato
enzimatico centrifugado aplicando diferentes pressdes (continuagao).
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Fonte: Autoria prépria, 2023

Na Figura 8 é apresentado o fluxo médio permeado, calculado entre 20 e 30

minutos da microfiltracdo em fungao da pressao transmembrana.

Figura 8 — Fluxo permeado em fun¢ao do tempo para a microfiltragao do extrato
enzimatico centrifugado aplicando diferentes pressoes.
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Pode-se observar que, em baixas pressdes de operagao, o fluxo permeado

aumenta com o aumento da pressao transmembrana para todas as membranas. O

fluxo permeado alcangca um valor maximo na pressdo de 1 kgf.cm? para as

membranas de poros maiores (M065 e MO080) e gradualmente diminui com um

incremento na pressao. Para as membranas de poros menores (M022 e M045) ha um

leve aumento do fluxo com o aumento da pressdo. Este comportamento pode ser
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atribuido a compactagédo, em pressdées maiores, da camada de Fouling formada na
superficie da membrana. Quanto maior a pressao exercida sobre estas camadas
maiores a resisténcia adicional ao fluxo permeado. Mercier-Bonin et al., (2002)
também observam um aumento na resisténcia adicional ao fluxo com o aumento da
pressao.

A Figura 9 apresenta o percentual de rejeigdo de proteina nos experimentos

de filtracdo com diferentes pressoes.
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Figura 9 - Desempenho das membranas nos experimentos com diferentes pressées.
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Pode-se observar que, de uma forma geral, os maiores percentuais de
rejeicdo de proteina ocorreram para as membranas de poros menores.
Aparentemente, o didametro de poro da membrana teve maior efeito na rejeicdo de
proteina do que a pressao transmembrana.

Mercier-Bonin et al., (2002) observaram para a solugdo somente enzimatica,
mostrou um rapido aumento na rejeicdo da enzima durante os primeiros minutos de
filtracdo aumentando gradualmente para 70% durante o resto do experimento. De
acordo com os autores, a formacgao de incrustagbes externas pode ocorrer neste

periodo. Esta maior rejeicdo enzimatica deveu-se, portanto, provavelmente a camada
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externa de incrustagao, que tinha uma permeabilidade muito baixa para moléculas de
invertase.

Na Figura 10 sdo apresentados os indices de Fouling nas trés pressdes
estudas. Os experimentos realizados na menor pressdo (1 kgf.cm=) apresentaram
menor indice de Fouling, indicando uma menor compactagdo da camada secundaria
de filtracdo. Esse comportamento ficou mais evidenciado para as membranas de

poros menores.

Figura 10- indice de Fouling das membranas nos experimentos com diferentes pressées.
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De acordo com Mercier-Bonin et al., (2002) que estudaram a microfiltragdo de
solugdes proteicas com ou sem adi¢ao de levedura, o declinio inicial pode ser devido
a incrustagdo interna da membrana causada por agregados proteicos (que
representam uma fragdo muito pequena da proteina total) que se depositam no seu
interior, nos poros ou perto das entradas dos poros. Uma vez que a incrustagao interna
€ substancial (de modo que os poros ficam altamente bloqueados ou contraidos), a

proteina rejeitada comega a formar uma camada na superficie externa da membrana.
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5.3 Avaliagao da hidrélise da sacarose utilizando o extrato enzimatico permeado

A Figura 11 apresenta o comportamento da hidrolise da sacarose, por meio
da rotagao optica, em fungéo do tempo. Foi avaliado a hidrélise acida (utilizando HCI
1,4 mol.L'") e a hidrdlise enzimatica utilizando extrato permeado, obtido nos
experimentos de filtragdo com a membrana M045 (pressdo de 3 Kgf.cm).

Nos experimentos, os valores de pH das solucdes de sacarose apds a adigao
de agua destilada, solugdo de HCI 1,4 mol.L! ou extrato enzimatico permeado foram
de 6,39, 0,18 e 6,12, respectivamente. Assim, o valor de pH no experimento com o
extrato permeado foi proximo ao da agua destilada, indicando que a reacao de ocorreu

por acao enzimatica e ndo acida.

Figura 11- Comportamento da rotagao optica da solugao na reacao de hidrélise da
sacarose usando HCI 1,4 mol.L"" e o extrato enzimatico permeado da membrana M045.
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Fonte: Autoria prépria, 2023.

Os resultados observados nos experimentos com a solucdo de sacarose +
agua indicou que nao houve mudanca na rotacdo Optica durante o tempo do
experimento. Em meio acido, observou-se uma variagao gradual na rotagcao éptica em
funcao do tempo, indicando a inversao da sacarose. Entretanto, a utilizagao do extrato
enzimatico permeado propiciou um aumento na velocidade de reagao, atingindo o

equilibrio a partir de 90 minutos de reacao.
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Assim, demonstra-se que o extrato permeado possui atividade enzimatica
atuando como catalisador na reacdo da inversdo da sacarose. Esse resultado é
coerente com os resultados obtidos por Rodriguez et al. (2000), que também
exploraram a atividade enzimatica, incluindo a inversdo da sacarose, utilizando
extratos de levedura. O estudo indicou que extratos permeados possuem a
capacidade de atuar como catalisadores eficazes na hidrélise da sacarose.

Embora a observacao qualitativa realizada neste estudo demonstre a eficacia
enzimatica do extrato permeado, outros experimentos s&do necessarios para uma
avaliacao quantitativa da atividade enzimatica, avaliando a formacao da glicose a
partir de diferentes concentragcbes de sacarose. Além disso a avaliagcdo dos
parametros cinéticos como a constante de Michaelis-Menten (Km) e velocidade

maxima (Vmax) poderao ser obtidos e comparados com os dados da literatura.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi avaliado a aplicagdo da microfiltragdo por membranas no
processo de obtengdo da enzima invertase proveniente da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Dois parametros do processo foram avaliados: didametro de poro e pressao
transmembrana.

O processo de microfiltragdo do extrato enzimatico centrifugado apresentou
resultados semelhantes para as membranas de diferentes didametros de poro. Houve
um decaimento acentuado do fluxo de permeado indicando a formacado de uma
camada secundaria proveniente do material coloidal que estava na alimentagao
(extrato centrifugado). Esta camada foi responsavel por altos indices de Fouling nas
membranas que ocasionaram baixos fluxos estabilizados de permeado.

O percentual de rejeicdo de proteinas foi mais significativo para as
membranas de poros menores, indicando que o didmetro do poro teve um impacto
maior do que a pressao transmembrana na capacidade de retencao de proteinas.
Além disso, a compactagcao da camada de Fouling nas membranas, especialmente
nas de poros menores, aumentou com a pressao, evidenciando uma resisténcia
adicional ao fluxo permeado.

A aplicagdo do extrato enzimatico permeado na reagdo de inversao da
sacarose, em comparagao com a capacidade catalitica da inversao acida, demonstrou
perspectivas promissoras para seu uso em processos industriais. No entanto, faz-se
necessario a realizagcao de estudos quantitativos da atividade enzimatica do extrato
permeado.

Portanto, embora este estudo ofereca informagdes valiosas, futuros
experimentos sdo necessarios para melhorar o potencial da microfiltragdo na

obtencao eficiente de enzimas para diversas aplicagdes industriais.
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