Estudo da influéncia do pH tamponante na concentracgio por ultrafiltracao
dos extratos enzimaticos produzidos por fermentacio em estado sélido
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A hidrélise € uma das etapas fundamentais para a produg¢do de etanol celulésico, podendo ser
conduzida através da utilizagdo de enzimas hidroliticas. No entanto, as enzimas comerciais
apresentam elevado custo e por esta razdo dificultam a viabilidade do processo. Nesse
contexto, uma alternativa consiste na produgdo microbiana das celulases e xilanases, cujo
extrato enzimdtico bruto obtido necessita ainda passar por etapas de purificacdo. Com o
intuito de concentrar as enzimas presentes, de maneira a obter extratos enzimaticos estdveis e
de elevada atividade, pode-se utilizar a ultrafiltracdo, que ¢ uma operagdo promissora para a
reducdo dos custos do processo. A eficiéncia da ultrafiltragdo estd relacionada a diversos
pardmetros, como fluxo volumétrico na alimentacdo, pressio transmembrana, tempo de
operacdo, dentre outros. Neste trabalho, propde-se o estudo da influéncia do pH na
concentragdo dos extratos brutos por ultrafiltragdo, levando-se em conta a atividade das
enzimas de interesse. Os extratos enzimdticos foram produzidos por fermenta¢do em estado
sélido (FES) de uma linhagem mutante do fungo Aspergillus niger, cujo substrato foi
constituido de farelo de trigo enriquecido com solugdo de 0,91% de (NH4)2SO4 em HCI 0,1M.
Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer com 10g de farelo em cada um. Para o
indculo, os esporos crescidos em gelose foram suspensos com o solvente tween 80, diluidos e
contados em cimaras de Neubauer, adotando-se 10’ esporos por grama de substrato. Os
frascos com o meio inoculado foram tampados e mantidos em estufa a 32°C por 48 horas.
Ap6s dilui¢do em tampdo acetato de sédio com diferentes pHs, 30 minutos em incubadora
com rotagdo de 120 rpm, 15 minutos em centrifuga rotativa a 4°C e 10000 rpm e posterior
filtracao a védcuo, os extratos obtidos foram ultrafiltrados em membrana de poliétersulfona do
tipo “hollow fiber” com 115 cm? e didmetro de corte de 10 kDa. Volumes de 250 mL foram
submetidos a ensaios de ultrafiltracdo conduzidos com reciclo e sob as mesmas condi¢oes de
fluxo volumétrico e pressdo transmembrana. Coletou-se amostras em diferentes instantes de
tempo até que a maxima concentracdo volumétrica fosse atingida, de acordo com as limitagdo
do sistema utilizado. As amostras coletadas foram armazenadas em ultrafeezer ¢ submetidas
a analises de atividade de CMCase e xilanase, assim como da concentragdo de proteinas
totais. O desempenho de cada operagio foi avaliado em termos do fator de purificagdo e das
porcentagens de recuperacio de cada enzima. Dentre os valores de pH estudados (de 4,0 a
5,5), observou-se uma tendéncia crescente tanto do fator de purificacdo quanto das
porcentagens de recuperac¢do enzimdética com o aumento do pH tamponante, sugerindo que o
pH 5,5 é o mais indicado para a operagio.
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