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RESUMO - Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) consistem em uma ferramenta valiosa e
eficiente para a concentracéo e purificacdo de enzimas, uma vez que fornecem um ambiente
ameno que promovem a recuperacdo da molécula de interesse contribuindo para a
preservacdo da atividade bioldgica e estabilidade. Este trabalho teve como objetivo o estudo
da particdo de lipases produzidas por Aspergillus niger utilizando SABs compostos por PEG
8000 g.mol?, sulfato de magnésio e agua a 25 °C. Foi avaliado o efeito da concentragéo de
PEG no comportamento de particdo. A determinacdo da atividade enzimética e do teor de
proteinas, permitiram calcular os coeficientes de particdo (Kp e Ke, para proteinas totais e
atividade enzimatica, respectivamente), recuperacao tedrica (Y%), seletividade (S) e fator de
purificacdo (FP). O SAB composto por 16 % PEG 8000, 7,5 % sulfato de magnésio e 76,5%
agua apresentou melhor desempenho na separacao das lipases presentes no extrato enzimatico
bruto. Nessa condic¢des os parametros de particdo apresentaram valores de Kp = 0,02; Ke =
2,5; Y% =85,32; S=121,90 e FP = 526,27. Tais resultados evidenciam o uso dos SABs, como
uma forma promissora para particdo de lipases produzidas por fermentacao.
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STUDY OF THE PARTITION OF LIPASES IN AQUEOUS BIPHASIC
SYSTEMS FORMED BY PEG 8000, MAGNESIUM SULFATE, AND
WATER

ABSTRACT - Agueous two-phase systems (ATPS) are a valuable and efficient tool for
concentrating and purifying enzymes. They provide a mild environment that promotes an
efficient recovery of the target molecule, contributing to the preservation of biological activity
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and stability. This work studied the partition of lipases produced by Aspergillus niger using
SABs composed of PEG 8000 g.mol™, magnesium sulfate and water at 25 °C. The effect of PEG
concentration on partition behavior was evaluated. The determination of enzymatic activity and
protein content in the phases allowed the calculation of partition coefficients (Kp and Ke, for
total proteins and enzymatic activity, respectively), theoretical recovery (Y%), selectivity (S)
and purification factor (PF). The SAB composed of 16% PEG 8000, 7.5% magnesium sulfate
and 76.5% water showed better performance in the separation of lipases present in the crude
enzymatic extract. Under these conditions, the partition parameters presented values of Kp =
0.02; Ke = 2.5; Y% = 85.32; S = 121.90, and FP = 526.27. These results underscore the
potential of ATPS as a promising method for partitioning lipases produced by fermentation.

Keywords: Fungal lipases; liquid-liquid extraction; downstream process; purification.

1. INTRODUCAO

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que atuam controlando a velocidade de conversao
de produtos em reag¢fes quimicas nos organismos vivos. Nas Ultimas duas décadas, a crescente
demanda por processos sustentaveis, expandiu significativamente a aplicacao de enzimas como
catalisadores em diversos segmentos industriais (Maghraby et al., 2023). As lipases
(triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) sdo hidrolases que catalisam uma ampla gama de
reacOes de bioconversdo, tais como transesterificacdo, interesterificacdo, esterificacao,
amindlise, alcoolise e hidrolise, representando um dos grupos de enzimas mais aplicados
industrialmente devido as suas propriedades versateis, como alta estabilidade a diferentes
condicdes operacionais, capacidade de reconhecer uma grande variedade de substratos e alta
especificidade (Maghraby et al., 2023; Muniz et al., 2023). Por esse motivo, enzimas lipoliticas
sdo amplamente empregados no processamento de alimentos, producdo de emulsificantes,
detergentes, termoplasticos, agroquimicos, cosméticos, tratamento de efluentes, producdo de
biodiesel, sintese de ésteres aromaticos, dentre outras aplicacdes (Javed et al., 2018).

As lipases industrias sdo, em sua maioria, de origem microbiana sendo obtidas por
processos fermentativos. Entretanto, a producdo de enzimas por meio de processos
fermentativos apresentam a desvantagem de o extrato enzimatico bruto obtido ser rico em
compostos bioativos e outras proteinas contaminantes, o que contribui para a reducdo da
atividade especifica da biomolécula de interesse (Muniz et al., 2024). Para satisfazer as
demandas e exigéncias do mercado, diversas técnicas de purificacdo podem ser estabelecidas
visando a obten¢do de biomoléculas com elevado grau de pureza, baixo custo e retencdo da
atividade bioldgica. Nesse contexto, a extragdo liquido-liquido por sistemas aquosos bifasicos
(SABs) tornou-se objeto de estudo nas Ultimas décadas por ser uma técnica que proporciona
protocolos rapidos, eficientes e econémicos (de Barros et al., 2016; Sousa et al., 2018).

Sistemas aquosos bifasicos (SABs) sdo formados por duas fases imisciveis
majoritariamente aquosas que promovem a particdo de um composto de interesse de acordo
com sua afinidade por uma das fases (Espitia-Saloma et al., 2014; Tan et al., 2015). A técnica
de particdo por SABs tem se destacado entre as técnicas de purificagdo como uma alternativa
viavel aos meétodos convencionais de separacdo e recuperacdo de biocomposto devido
principalmente, a grande quantidade de dgua presente nas fases que promove a separagdo do
composto de interesse em condigdes amenas, mantendo a estabilidade e retencdo de sua
atividade bioldgica (Muniz et al., 2023). Além disso, essa técnica apresenta diversas vantagens,
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como elevada biocompatibilidade, baixa tensdo interfacial, separacdo rapida e seletiva,
viabilidade de reproducéo em larga escala e baixo consumo de energia (Lemos et al., 2011;
Sousa et al., 2018; Penido et al., 2019). Caracterizando-se como ferramenta eficiente em etapas
de separacdo, concentracao e/ou purificacdo de proteinas e enzimas com apelo biotecnélogico

Sendo assim, presente trabalho tem por objetivo realizar um estudo da particéo de lipase
produzida pelo fungo Aspergillus niger INCQS 40018 por fermentacdo em estado sélido,
utilizando sistemas aquosos bifasicos compostos por PEG 8000 g-mol™, sulfato de magnésio e
agua a 25 °C.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Extrato enzimatico

As lipases oriundas de Aspergillus niger INCQS 40018 (ATCC 1004) foram produzidas
por fermentagdo em estado sélido utilizando casca de amendoim como substrato e 6leo residual
de fritura como meio indutor.

O ensaio fermentativo foi realizado em erlenmeyers de 125 mL contendo 5 g de residuo
da casca do amendoim previamente esterelizado (121 psi/20 min), solucdo de Tween 80 (0,01
% m/m), para ajuste da umidade, e 6leo de residual de fritura (1,0 % m/m). Os reatores foram
inoculados com volume de solug&o de esporos necessarios para se atingir a concentragio de 107
de esporos por grama de residuo e posteriormente, encaminhados a estufa bacteriolgica onde
foram mantidos a 30 °C por 120 horas.

Ap0s o periodo de fermentacdo, foi adicionado 25 mL de solucédo de sulfato de magnésio
MgSO42 a 25 % (m/m) em pH 7,0. A suspenséo foi mantida sob agitagdo em mesa agitadora
por 30 minutos a 200 rpm e em seguida, centrifugada por 30 minutos a 6000 rpm e 20 °C. O
extrato enzimatico bruto foi obtido através da filtracdo do sobrenadante em bomba a véacuo,
com auxilio de papel filtro.

2.2. Ensaios de particao

A particdo das lipases presentes no extrato bruto foi estudada em trés linhas de
amarracdo (LA) de SABs compostos por PEG 8000, sulfato de magnésio e dgua a 25 °C. As
composicdes globais de cada sistema estdo aprentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo global dos SABs formados por PEG 8000 (wi), sulfato de
magnésio (wz) e agua (ws).

Composicdo Global W1 W2 Ws
L1 130 75 795
L2 16,0 75 76,5
L3 190 75 735

Os sistemas foram formados a partir da adicdo de quantidades adequadas de solugéo
estoque de PEG 8000, sulfato de magnésio e agua para uma massa total de 10 g em tubos de
centrifuga cénico. Uma vez que o sulfato de magnesio foi utilizado como componente do
extrato, sua composicdo global foi fixada para todos os sistemas considerando a concentragédo
salina presente no extrato enzimatico.
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Os tubos foram agitados em vortex e centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos a fim de
acelerar a separacéo de fases. Em seguida, os sistemas foram mantidos em repouso por 12 horas
em estufa B.O.D na condicdo de temperatura determinada. ApOs 0s sistemas atingirem o
equilibrio, as fases foram coletadas com seringas, para posterior determinacdo do teor de
proteina total e da atividade enzimatica. A partir desses dados, foram calculados os coeficientes
de particdo de atividade enzimética (Ke) e de proteinas (Kp), a recuperacao tedrica (Y%),
seletividade (S) e fator de purificacdo (FP) conforme EquacGes 1 a 6 descritas abaixo.

K, = Aeﬂ (1)
Aeinf
K. = [pTOt]sup (2)
P [protlyys
5= Ke @
KP
FP = Aespecifica purificada (4)
Aespecifica do extrato
100 (5)
Lo = ——71—
100 (6)

iy = ——o—>=
1O ™ 1+ (Ry *K,)

Em que: A, é a atividade especifica da lipase (U/mg) e [prot] é o teor de proteinas totais
(mg/mL) nas fases superior (sup) e inferior (inf) e Ry € a razdo entre os volumes das fases.

2.3. Determinac&o do teor de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais nas fases foi realizada de acordo com o método de
Bradford (1976) utilizando espectrofotometro no comprimento de onda A = 595 nm. A curva
analitica foi construida utilizando se como padréo a proteina Albumina do Soro Bovino (BSA).

2.4. Determinacdo da atividade lipolitica

A atividade enzimatica foi determinada pelo método titulométrico, com hidrélise da
emulséo de azeite de oliva, conforme metodologia adaptada de Soares et al. (1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados experimentos de parti¢cdo da lipase produzida por Aspergillus niger
em sistemas aquosos bifasicos compostos por PEG 8000 g-mol™* + sulfato de magnésio + agua
na temperatura de 25 °C e pH 5,0. Os resultados dos coeficientes de particdo de atividade
enzimética (Ke) e de proteinas (Kp), seletividade (S), fator de purificacdo (FP) e recuperacédo
teorica (%Y) sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1 - Parametros de particdo das lipases nos SAB formados por PEG 8000 + MgSO42 +
agua na temperatura de 25°C e pH 5,0.

LA Ke Kp S FP Y%

L1 0,004 0,490 0,008 7,221 98,908
L2 2,500 0,020 121,904 526,272 85,324
L3 1,998 0,023 86,609 420,665 82,193

Nos sistemas avaliados, o coeficiente de particdo das proteinas (Kp) apresentou valores
menores que 1, indicando migracdo preferencial das proteinas totais presentes no extrato
enzimatico para a fase inferior rica em sal. Tal comportamento pode ser explicado pelo efeito
salting in promovido pela solucéo salina, onde os ions tendem a reforcar a camada de solvatacao
das biomoléculas estabelecendo aumento de sua solubilidade. Somando a isso, sabe-se que em
SABs formados por PEG de alto peso molecular, a particdo para a fase polimerica é geralmente
desfavorecida devido ao efeito do volume de excluséo do polimero (Ramakrishnan et al., 2016).
O aumento das interacGes polimero-polimero resulta na reducdo de espacos vazios, isto &, sitios
disponiveis para que as moléculas de proteinas possam se alojar, tornando a fase mais seletiva.
Sendo assim, moléculas com menor afinidade, isto €, menos hidrofobicas, tendem a ser expulsas
para a fase oposta (Muniz et al., 2021).

Em contrapartida, o coeficiente de particdo de atividade enzimatica (Ke) alcangou valores
superiores a 1 nos pontos globais L2 (7,5% sulfato de magnésio e 16% PEG 8000) e L3 (7,5%
sulfato de magnésio e 19% PEG 8000), o que demonstra que a enzima teve maior afinidade
pela fase superior rica em PEG. Tal resultado esta associado a mudanga na composicéao global
dos sistemas L2 e L3, onde houve aumento da concentracdo do polimero. Nesse caso, a fase
polimérica torna-se mais hidrofébica e tende a excluir as moléculas de agua, resultando no
aumento de espacos intersticiais disponiveis (Asenjo e Andrews, 2011). Uma vez que o
impedimento estérico nesse meio é reduzido, a afinidade da lipase aumenta devido ao seu
caréater anfifilico (Tacias-Pascacio et al., 2016).

De um modo geral, os SABs apresentaram desempenho satisfatério na capacidade de
recuperacdo da atividade lipolitica (Y% > 80%), sendo o maior rendimento observado em L1
(98,9%). Em relagdo ao parametro seletividade (S), o qual indica a capacidade SAB em
particionar a molécula alvo para a fase oposta das demais proteinas, o elevado valor de S em
L2 sugere que esse sistema foi capaz de reduzir a concentragcdo de contaminantes presentes no
extrato bruto enzimatico. O elevado valor de Kp e baixo valor de Ke confirmam tal resultado e
indicam que de fato, dentre as composi¢Oes avaliadas, L2 foi o0 SAB mais eficiente para
recuperacao das lipases produzida a partir de Aspergillus niger.

4. CONCLUSAO

Os ensaios de particdo da lipase produzida a partir de Aspergillus niger por fermentacéo
em estado solido indicaram que o sistema aquoso bifasico formado por PEG 8000 (16%),
sulfato de magnésio (7,5%) e agua (76,5%) apresentou as melhores respostas para o coeficiente
de parti¢do de proteinas e de atividade enzimatica, recuperacgdo tedrica, seletividade e fator de
purificacdo, destacando-se dentre os demais como SAB mais apropriado para a etapa de
concentracdo ou purificacdo parcial do extrato enzimatico. Os bons resultados apresentados no
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presente estudo reforcam a eficiéncia da extracéo liquido-liquido utilizando SABs em etapa de
donwstream process de processos fermentativos.
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