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RESUMO

O interesse na produgéo de lipases microbianas tem aumentado significativamente
nas ultimas decadas, devido ao seu amplo potencial de aplicagbes industriais, seja na
indistria de alimentos como aditivos (modificagdo de aromas), quimica fina (sintese de
ésteres), detergentes (hidrolise de gorduras), tratamento de efluentes (decomposicdo e
remogdo de substincias oleosas), couro (remogdo de lipidios das peles dos animais),

farmacéutica e na area médica (remédios, digestivos e enzimas para diagnésticos).

A produgdo de lipase pode ser influenciada por diferentes variveis, como o
microrganismo produtor da enzima, as fontes de carbono, nitrogénio e lipidio, as condicoes

de aerag@o e agitago, o tipo do impulsor, e até mesmo a geometria do reator.

Na primeira etapa deste trabalho foram realizados testes com diferentes indutores
(6leo de soja, Oleo de mitho, 6leo de girassol, 6leo de canola e éleo de oliva) para produgdo
de lipase utilizando o microrganismo Geotrichum candidum NRRL-Y552, obtendo como
melhor indutor o ¢leo de soja. Em seguida, um estudo para padronizago do inéeulo foi
realizado possibilitando o inicio da otimizagdo do meio de cultura, em frascos agitados,
obtendo como meio otimizado 3,58% de peptona e 0,64% de dleo de soja, com pH inicial
de 7.0 a 30°C e 250 rpm, alcangando 16 U/mL em 48 horas de fermentaggo. Utilizando as
condigdes de produgdo otimizadas, a enzima foi caracterizada quanto a pH 6timo,
temperatura otuma € de estabilidade, a influéncia de sais minerais na atividade enzimética e
a determinagdo dos parimetros cinéticos Ky e Vi Seqtiencialmente, com o meio de
cultura otimizado, foi verificada a influéncia dos impulsores turbina de Rushton, hélice
naval e pas inclinadas na producio da lipase em fermentadores de bancada, atingindo em
torno de 25 g/l de biomassa para tedos os impulsores e 19 U/mL em 30 horas, 12 U/mL
em 30 horas e 22 U/mL em 54 horas, respectivamente, de atividade Iipolitica. Utilizando o
agitador tipo pas inclinadas foi investigado o efeito da agitagio e aeraglio no processo
fermentativo, sendo obtida as condi¢des de 300 rpm e 1 vvm a 30°C como 6timas para
produgdo da lipase, alcangando aproximadamente 22 U/mL em 54 horas de processo. Ainda
for investigado o efeito de diferentes taxas de aeragio em um reator ndo convencional “air
Lift” que permitiu obter cerca de 20 U/ml de atividade lipolitica em 30 horas de

fermentacdo, possibilitando nesta geometria de reator uma produtividade 40% maior em

X1t



relagéio aos reatores convencionais. Estes resultados para o processo de produgio da lipase

foram superiores em relagdo aos relatados na literatura para o mesmo microrganismo.
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SUMMARY

The interest in microbial lipase production increased significantly in the last
decades, because of the large potential in industrials applications such as: additives in foods
(flavor modification), fine chemicals (synthesis of esters), detergents (hydrolysis of fats),
waste water treatment (decomposition and removal of oily substances), leather (removal of
lipids of animal skins), pharmaceutical and medical areas (remedies, digestives and

enzymes for disgnostics).

The lLipase production can be influenced by different variables such as the
microorganisin, the carbon sources, nitrogen and lipid, the aeration and agitation

conditions, the impeller type, and also including the geometry of the reactor.

In the first stage of this work tests was carried out with different inductors (soy oil,
com oil, sunflower oil, canola oil and olive oil) for lipase production by Geotrichum
candidum NRRL- Y552, getting as the best inductor the soy oil. After that, a study for
standardization of inoculum was carried out, making possible the beginning of the
optimization of the culture medium, in shaker-flasks, getting as half optimized 3.58% of
peptona and 0.64% of soy oil, with initial pH of 7,0, 30°C and 250 rpm that conditions
allow reaching 16 U/mL in 48 hours of fermentation. Using the optimized conditions of
production, the enzyme was characterized concerning to optimum pH, optimum
temperature and stability temperature, the influence of salts in the enzymatic activity and
the determination the kinetic parameters Ky and Vs Sequentially, with the optimized
medium culture, the influence of the impellers it was verified for Rushton turbine, helix
naval and pitched blade up in the production of lipase in fermenter, reaching around 25 g/L.
of biomass for all impellers and 19 U/mL in 30 hours, 12 U/ml in 30 hours and 22 U/mlL
in 54 hours, respectively. Using the impeller type pitched blade up the effect of the
agitation and aeration in the of lipase production was investigated, being the optimum
conditions 300 rpm and 1 vvm at 30°C for enzyme production, reaching approximately 21
U/mlL in 54 hours of fermentation. The effect of different aeration rates in a not
conventional reactor air lift was also investigated, resulting in about 20 U/mL of lipolytic
activity in 30 hours of fermentation, making possible to obtain with this geometry of

reactor a larger productivity (40% greater in comparison to the conventional reactors).
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These results for the process of lipase production are larger than the reported ones in the

literature for the same microrganism.



Introducdo

1 - INTRODUCAO

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas
com grande ocorréncia em plantas, animais e microrganismos. Sua funcdo biologica é
catalisar a hidrélise de dleos e gorduras, fornecendo 4cidos graxos livres, diglicerideos,
monoglicerideos e glicerol. Esta reagfio é reversivel, pois as lipases também catalisam a
formagdo de glicerideos a partir de dcidos graxos e glicerol na interface 6leo-4gua

(Hatzinikolaou et al., 1996).

As lipases t8m sido intensamente estudadas nos tiltimos anos, pela possibilidade de
serem produzidas em larga escala, pelo cultivo de microrganismos em fermentadores e,

assim, serem utilizadas pela industria.

Aproximadamente 3% das enzimas aplicadas industrialmente sio lipases, e
apresentam grandes perspectivas futuras em fungfio de suas vastas aplicagSes, como nas
indtstrias de alimentos, quimica fina, detergentes, tratamento de efluentes, cosméticos,

farmacéutica e médica.

Os fungos sdo os preferidos como produtores industriais de lipases, porque as
enzimas produzidas por eles normalmente sdo extracelulares, o que facilita a sua extragdo

do meio fermentado.

Uma das maiores limitagdes do uso industrial das lipases sfo os altos custos das
matérias-primas utilizadas no meio de produgdo da enzima, como o éleo de oliva, que
constituem aproximadamente 25% a 50% do custo total de producédo (Arbige et al., 1989).
Portanto, € de fundamental importincia estudos de otimizagio do meio de cultura visando

uma maior viabilidade econémica da produgdo da lipase.

Tendo em wvista a experiéncia do LEB (Laboratéric de Engenharia de
Bioprocessos/FEA/UNICAMP) na produgéio e purificagdo de lipase por Geotrichum sp.
(Kamimura, 2000; Mendieta, 1999; Medeiros, 1999) decidimos estudar a produgdo da
lipase por uma linhagem pouco explorada na literatura, o Geotrichum candidum NRRL Y-

552, cuja enzima apresenta alta especificidade por ligagdes cis-9 dos acidos graxos
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insaturados. Esta caracteristica das Hpases de Geotrichum faz delas um interessante
catalisador para reagdes de alcodlise e interesterificagfo na indGstria 6leo-quimica. Assim,
os objetivos deste trabalho foram investigar diferentes indutores na produgdo da lipase,
estudar diferentes meios de cultura para produgdio da lipase, padronizar o indculo utilizado
na produgdo da enzima, otimizar o meio de cultura em frascos agitados, caracterizar a
enzima, verificar a influéncia de diferentes impulsores no processo fermentativo, otimizar
as condigSes de agitaglo e aeragfo para obtengdo da lipase, estudar a produgiio da enzima
em um reator ““air hift” e comparar o desempenho da produgiio com o reator de mistura,

As etapas desenvolvidas neste trabalho para alcancar os objetivos propostos foram:

- Teste da influéncia do éleo de oliva, dleo de soja, 6leo de milho, 6leo de canola e dleo de

girassol como indutores na produgfio de lipase, em frascos agitados, por Geotrichum
candidum NRRL Y-552.

- Estudo de diferentes meios de cultura apresentados na literatura para produgéo da lipase,

em frascos agitados, com diferentes fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais.

- Estudo do melhoramento do procedimento de preparagdo do indculo, que abrangeu testes
de quantidade de microrganismo, volume do meio de indculo, crescimento do indeculo e

tempo de incubagdo do inéeulo.

- Otimizagdo do meio de cultura para produgéio de lipase, em frascos agitados, onde foi

necessario a realizagdo de:

» Dois planejamentos experimentais fracionarios 2, que estudaram a influéneia da
concentragdo de peptona (3 a 7%), sulfato de magnésio (0 a 0,2%), nitrato de sodio (0 a
0,2%), e 6leo de soja (0.5 a 1,5%) na atividade lipolitica, com acompanhamento da cinética
da fermentacdo. Um primeiro planejamento experimental foi realizado antes do estudo da

padronizacdo do indculo e um segundo planejamento experimental apos este estudo.

e Um tercero plangjamento experimental completo avaliando o efeito da
concentragdo da peptona (3 a 7%) e da concentragdo de ¢leo de soja (0.5 a 1,5 %) na
atividade lipolitica, com acompanhamento da cinética da fermentacéo.
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e Um quarto planejamento experimental completo que foi possivel estudar as
variaveis pH micial do meio de cultura (5,6 2 84) e a temperatura de produggo da lipase
(18°C a 42°C) na atividade lipolitica,

- Caractenizagéo da lipase quanto a pH 6timo e de estabilidade, temperatura tima e de
estabilidade, a influéncia de sais minerais na atividade enzimética e a determinacgdo dos

pardmetros cinéticos Ky e V.

- Um estudo comparativo da influéncia dos agitadores turbinas de Rushton, hélice naval e

pas inclinadas sobre a produgdo de lipase em fermentador de bancada, tipo reator de

mistura.

- Realizagdo de um quinto planejamento experimental completo permitindo avaliar as
condi¢des de agitagdo (100 a 500 rpm) e aeracdo (0,2 a 1.8 vvin) no processo de produgio

da enzima em fermentador de bancada.

- Avaliagdo da produgdo de lipase em reator “air Lift” utilizando as seguintes taxas de
aeragdo 1,0, 1,5, 2.0, 2,5 e 3,0 vvm.

- Comparagfio de pardmetros obtidos na producéio de lipase em reator de mistura e reator
“air Lft”.

Um fluxograma apresentado na Figura 1.1 foi elaborado para melhor visualizacio
das etapas realizadas durante o estudo da otimizagdo das condigdes de obtengdio da lipase
por Geotrichum candidum NRRL-Y 552.
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1” etapa
Influéncia de indutores na

producio da enzima

a

2" etapa
Producio da lipase utilizando

diferentes meios de cultura
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Methoramento no
procedimento de indculo

4® etapa
Otimizacao do meio de
cultura

5% etapa
Producéio da enzima com
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Otimizaciio da agitacio e
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Producio da lipase em “air
lift”

a
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enzima nos dois reatores

=

4

- Testes com oleo de girassol, mitho,
canola, soja e oliva. Definiciio de éleo de
soja como melhor indutor em relagiio
ao custo/beneficio.

- Testes com 11 diferentes meios de
cultura. Escolha dos componentes de
meio de cultura: éleo de soja, peptona
MgSO, e NaNO;,

- Testes em diferentes condicdes para
inéculo. Obtenciie de um procedimento
para o inéculo minimizando flutuacies
nesta variavel.

- 4 planejamentos experimentais com a
cinética da fermentagdo. Otimizacio do
meio de cultura, pH inicial do meio,
temperatura de produciio e
caracterizaciio da enzima.

- Turbina de Rushton, hélice naval e pas
inclinadas. Escotha do impulsor pas
inclinadas.

- 11

experimentos em diferentes

condigdes de agitagdo e aeracdo.

Condigdes 6timas 300 rpme 1vvin

- 5 experimentos em diferentes condicdes
de aeragdc. Defini¢do das melhores

condic¢des.

- Verificagio de melhor predutividade

no reator “air Lift”.

Figura 1.1. Etapas desenvolvidas ao longo deste trabalho.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 -~ Reacdes catalisadas por lipases

Segundo Vulfson (1993) as lipases agem sobre Oleos e gorduras na clivagem das
ligagdes ésteres de glicerideos, liberando acidos graxos, monoglicerideos ou diglicerideos,
ou ainda nas interesterificagdes de Oleos e gorduras, produzinde monoglicerideos, ou

diglicerideos desejados ou alterando a composigo de acidos graxos, de éleos e gorduras.

Castro & Anderson (1995) descreveram que as lipases podem agir nas seguintes

reagdes:
esterificagdo - H\;O
RCH-OH + R’COOH hidrélise +H,O  RCOOCHR’
+ +
R”COOCH,R™ R”COOCH,R™
interestenificacdo \L transesterificacdo \L
R”COOCH:R + R™CH,OH R”COOCH:R’ +RCOOCHR™

Figura 2.1. Reagdes em que a lipase pode atuar.

As propriedades cataliticas das lipases como a seletividade e a estéreo-
especificidade, dentre outras, podem ser de facil controle através da manipulagiio nas
condigbes das reagdes. A dependéncia destas propriedades cataliticas com o meio reacional
pode ser uma conseqiéneia do complexo mecanismo de agio das lipases, que envolvem

mudangas conformacionais em sua estrutura (Sabuquillo et.al.,1998).
2.2 — Aplicacdes de lipases

As lipases estio envolvidas em cerca de 20% das biotransformagdes industriais

realizadas atualmente segundo Gittlesen et al. (1997).
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Devido a grande versatilidade das lipases, essas enzimas tém sido aplicadas em
processos biotecnoldgicos para produgdo de compostos de interesse industrial e de quimica
fina. As reagSes de sintese catalisadas por lipases requerem uma quantidade reduzida de
agua em vez de sistemas anidros, pois a 4gua é essencial para a catélise enzimatica, devido
a contribuigdo para as ligagdes ndio covalentes e pontes de hidrogénio, preservando a
estrutura protéica. A quantidade de dgua influencia na solubilidade do substrato ¢ dos
produtos, causando efeito sobre a posi¢fo de equilibrio e rendimento quimico (Pimentel,
1996).

Em seguida séo apresentados alguns exemplos da aplicagfio industrial das hipases:
- Alimentos

Na indtstria alimenticia as lipases tém papel no desenvolvimento de sabores e

odores especificos ¢ caracteristicos de alguns alimentos.

Seitz (1974) descreveu o uso de lipases microbianas por diversos IMICTOTganismos
como Alcaligenes viscolatis, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorences, Achromobacter
lipolyticus, Propiona bacterium e Penicillium roguefort nas industrias alimenticias,
especialmente nas industrias de laticinios e na maturagio de queijos, onde hi o

desenvolvimento de aromas.

Para produgdo de bebidas aleodlicas fermentadas como o “Saké” as lipases sdo
utilizadas para formagdo do aroma especifico e aceleram o processo fermentativo pela

rernogdo dos lipideos (Sousa, 1996).

O aglcar ndo natural L-glucose, que tem potencial de uso como adogante nio

calénico, € sintetizado pelas lipases (Soberon-Chavez & Palmeros, 1994).
- Oleos e gorduras

Segundo Vulfson (1993) cerca de 3,5% da produgdio de dleos e gorduras mundial,
em torno de 6x107 toneladas/ano, sdo utilizadas em reagbes de hidrélise, alcodlise e

glicerélise.
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As vantagens da aplicagdo de lipases na industria de dleos e gorduras, em relagdo
aos processos quimicos tradicionais, foram citadas por Posorske (1984), como sendo a
especificidade da enzima por posigSes nas cadeias dos triglicerideos, o baixo custo de
energia e equipamentos utilizados nos processos, o reduzido desperdicio e o baixo custo

com tratamentos de efluentes.

Visando a modificagio das propriedades das misturas de triglicerideos nas
industrias de éleos e gorduras, diversos artigos presentes na literatura abordam a reagdo de
interesterifica¢do. Como por exemplo, a interesterificagdo de 1,3-dipalmitoil-2-monooleina
(POP), que € o prncipal triglhicerideo do 6leo de palma, com o 4cido estedrico ou
triestearina para produgdo de 1(3)-palmitoil-3(1)-estearil-monooleina (POSt) e 13-
diesteroil-2-monooleina (StOSt), principais componentes da manteiga de cacau, que sio
utilizados na produgéco de chocolates (Macrae, 1983; Bjorkling et al., 1991; Vulfson, 1993).

- Produgio de ésteres comerciais

Na mndistria de alimentos, cosméticos, farmacos entre outras & grandernente

utilizada a sintese de 4cidos graxos.

A sintese de monoglicerideos com lipase G de Penicillium sp. e lipase GC de
Geotrichum candidum, como biocatalisadores, em solventes orgénicos, foi mnvestigada por
Akoh et al. (1992). A enzima G esterifica satisfatoriamente 4cido oléico em glicerol ou
acido eicosapentaendico (EPA) em hexano. A esterificagio a 40 °C por 24 horas resultou
em 86,3% e 64.3% de incorporagdo de 18:1n-9 e 20:5n-3, respectivamente. Nas mesmas
condigGes experimentais a lipase GC néo foi ativa na esterificagio. A lipase G foi capaz de
incorporar 98,5% ¢ 98% de 18:1n-9 em glicerol em 24 horas ou menos, a 25°C e 37°C,
respectivamente. Os produtos formados foram analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Resolugdo (HPLC) combinado com “Evaporative Light Scatering Mass Detector”
(ELSD) e detector com Ultravioleta a 206 nm.

Vulfson (1993) relata a vantagem do uso da sintese enzimitica sobre a sintese
quimica do emulsificante oleato de polioxietileno levando & obtencdo de um produto

biodegradavel com propriedades semelhantes ao produto natural. Na sintese quimica, as
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altas temperaturas utilizadas levam a produgdo de uma mistura de isdmeros ndo
brodegradavels e de alta toxicidade.

Esteres de baixo peso molecular constituidos por derivados de acidos de cadeia
curta como acetatos, propionatos e butiratos representam uma importante classe de
aromatizantes. A. sintese enzimética destes compostos, em solventes orgénicos, é mais
especifica ¢ mais viavel que a extracio quimica a partir de vegetais, pois independe da
estagdo, clima e variagdo geografica e nfo requer grandes quantidades de matéria-prima
(Razafindralambo et al., 1994).

- Compostos epticamente ativos

As lipases, devido a sua estereoseletividade, apresentam um grande potencial na

sintese de compostos enantiomericamente puros como ésteres, acidos e 4lcoois.

Estas enzimas podem ser aplicadas para sintese enzimatica de intermediarios quirais
para a produgfo de B-adrenérgicos opticamente ativos, denominados B-bloqueadores que
s#o usados no tratamento de hipertensio angina. Na industria farmac8utica apenas 20% dos
p-bloqueadores produzidos sdo aprovados para uso clinico. Geralmente, a atividade do B-
bloqueador reside no (S)-enantiémero, como o (S)-proponolol é 100 vezes mais ativo que o

(R)-enantiomero (Kloosterman et al., 1988).

As lipases também sdo utilizadas para sintese estereoseletiva de agentes anti-
inflamatérios néo-esterdides, largamente utilizados no tratamento de doengas do tecido
conjuntivo. Como exemplo, a sintese do naproxeno, cujo (S)-enantiémero & 28 vezes mais
ativo in vitro que o (R)-enantibmero. A sintese catalisada por lipases dos géneros Rhizopus,
Mucor e Candida t€m exibido alta seletividade por diferentes ésteres do naproxeno. Dentre
estas, somente a lipase de Candida cylindracea apresentou preferéncia (8)-estereoquimnica
(Margolin, 1993).

Alguns trabalhos, mais recentes, tém apresentado a aplicagio da lipase na resolugdo
de misturas racémicas para produzir compostos opticamente ativos (Rao et al., 1993 a). A
utilizagéo da propriedade hidrolitica da lipase aplicada na biodegradagio de plasticos como
os Polihidroxialcanoatos (Jaeger et al., 1995) e Policaprolactonas (Mochizuki et al., 1995

8
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também tem sido estudada.
- Tratamento de efluentes

Ratledge (1992) tratou efluentes industriais que continham lipidios de cadeia longa
utilizando fungos filamentosos como Norcadia, Rhodococcus e Hicrothrix, devido &

capacidade destes microrganismos em assimilar por difusdo direta esses compostos.
- Detergentes

Seitz (1974) relaton a utilizagfo de lipases microbianas em sistemas de detergentes.
Lipases de Candida lipolytica, Candida cylindracea e Pseudomonas stutzeri sio preferidas
em relagdo as obtidas de plantas ou fonte animal, devido & sua maior adequagiio quanto as
caracteristicas de pH e temperatura, para incorporagio em sistemas detergentes e a

estabilidade com surfactantes 1dnicos.

Nothernberg (1991) estudou a adigfo de lipases a sistemas detergentes para remoc#o
de gordura e verificou que a temperatura e o tempo de lavagem podiam ser reduzidos, com

consequente economia de energia.

Devido a alta estabilidade da lipase produzida por Penicillium citrinum &
temperatura ambiente, Pimentel et al. (1994) sugeriram a aplicagfio desta enzima na

industria de detergentes ou produtos que tenham alta estabilidade 4 temperatura ambiente.
- Farmacos

Recentemente, as industrias farmacéuticas mostram interesse nos oleos de peixe
como anchova e sardinha de regiSes frias devido aos efeitos fisiolégicos e terapéuticos
(atuam no sistema cardiaco, circulatério e imunoldgico e nos processos inflamatérios e
carcinogénicos) encontrados nos 4cidos graxos de cadeia longa, poliinsaturados do tipo
®w-3, como os é&cidos cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (EPA) e ci1s-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico (DHA), presentes nesses 6leos. A maior parte da produgdo mundial dos
acidos EPA e DHA sdo hidrogenados para produgdo de margarinas e outros produtos,
praticamente destruindo suas propriedades terapéuticas. Por isso é de interesse industrial

obter triglicerideos homogéneos a partir desses acidos, j4 que os triglicerideos sdo

9
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encontrados nos alimentos ¢ no organismo humano. Processos de esterificagdo pelos
métodos quimicos para preparagfio destes triglicerideos ndo sdo viaveis, porque todas as
ligagBes cis -3 sdo parcialmente destruidas por oxidagfo, isomerizagio ou migragdo de
duplas ligagdes. Portanto, a sintese catalisada por lipases ¢ desejavel para produgdo de

triglicerideos a partir desses 4cidos com um alto grau de pureza (Haraldsson et al., 1995).

Na Tabela 2.1 podem ser verificadas outras aplicagdes das lipases na indistria
(Castro & Anderson, 1995).

Tabela 2.1: Aplicagbes industriais das lipases

Indistria Aplicagiao

Alimentos

el aticinios sHidrolise da gordura do leite

sPanificagdo sAumento do aroma, da qualidade e da
vida de prateleira

»Cervejaria sAumento do aroma e aceleracio da
fermentagéo em fungfo de lipidios

*Molhos sAumento da qualidade do ovo pela
hidrélise dos Lipidios

sProcessamento de carne sDesenvolvimento do aroma e remogio do

excesso de gordura

Quimica

eProcessamento de oleo eTransesterifica¢do dos oleos

oQuimica fina sSintese de ésteres; resolugdo de racematos

sDetergentes eHidrolise de gorduras

Outras

sFarmacéutica sDigestio de oleos e gorduras em
alimentos

sMédica #Determinacdo de triglicerideos no sangue

*Cosmética sRemogéo de lipidios

+Couro sRemogdo de lipidios da pele de animais

s Tratamento de residuos

sPapel

sDecomposigdo e remocdo de substincias
oleosas

sTratamento de polpas de celulose

Fonte: Castro & Anderson, 1995.
2.3 - Produciio da enzima

Para se desenvolverem, os microrganismos necessitam de nutrientes como carbono,

10
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nitrogénio, fosforo, enxofte, etc. As lipases microbianas em geral sfo extracelulares, sendo
excretadas através da membrana externa para o meio de cultura. A otimizacio das
condigbes de fermentagdo para lipases microbianas ¢ de grande interesse, desde que as
condigdes de cultura ndo influenciem nas propriedades da enzima, bem como na Proporcio
de lipase extracelular e intracelular. A quantidade de lipase produzida & dependente de
varios fatores como a composicéo do meio de cultura, concentragio de nitrogénio, fontes de
carbono e lipidio, concentracido de sais inorgénicos, temperatura de cultivo, pH do meio de
cultura, e ainda a oxigenagio e agitagdo. A produgiio de lipase pode ser estimulada por
certos lipidios tais como manteiga, ¢leo de oliva e acidos graxos (Wooley & Peterson,
1994).

2.3.1 - Microrganismos

Uma grande variedade de microrganismos tem a habilidade de produzir lipases,
dependendo dos pardmetros reacionais e apresentando diferentes especificidades, peso
molecular, sensibilidade & temperatura e pH. No entanto, do ponto de wvista industrial, os
fungos s#o os preferidos como fontes de lipases, porque as enzimas produzidas por eles

geralmente séo extracelulares facilitando a sua extragio do meio fermentado.

Através da Tabela 2.2 ¢ possivel observar alguns microrganismos produtores de

lipase relatados na literatura.

Rapp & Backhaus (1992) citam ainda outros géneros de fungos filamentosos que
tém sido estudados como fontes de lipases por exemplo, Aspergillus, Mucor, Geotrichum,
Curvalaria, Dreschslera, Fusarium, Pcecilomyces, Penicillium, Rhizopus, Pycnoporus,
Sclerotium, Stachylidium, Staurophoma, Syncephalis, Thanatenopjorus, Thielavia,
Trichocladium ¢ Utlizando fungos filamentosos como Norcadia, Rhodococcus e

Hicrothrix Utilizando fungos filamentosos como Norcadia, Rhodococcus e Hicrothric

Verticilium.

11
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Tabela 2.2: Microrganismos produtores de lipase.

Microrganismo Referéncia
Alcaligenes sp. Sousa (1996)
Aspergillus niger Hatzinikolaou et al. (1996)
Candida rugosa Pastore (1992), Rao et al. (1993),
Gordillo et al. (1995), Shieh et al. {1996)
Geotrichum candidum Tsujisaka et al. (1973), Jacobsen et al. (1989 a, b),

Baillargeon et al. (1989,1990),
Veeraragavan et al. (1990),
Sidebottom et al. (1991), Akoh et al. (1992)

Geotrichum sp. Macédo et al.(1997), Kamimura et al. (1999),
Medeiros (1999)
Penicillium camembertii Yamaguchi & Mase (19591)
Penicillium cyclopium Twai et al.(1974)
Penicillium roguefort Seitz (1974), Petrovic et al.(1990)
Penicillium citrinum Sztajer & Maliszewska (1989),

Maliszewska & Mastalerz (1992),
Pimentel et al. (1994)

Penicillium restrictum Freire et al. (1997 a, b)
Gombert et al. (1999)
Pseudomonas fluorescens Seitz (1974), Harris et al. (1990)
Pseudomonas fragi Pabai et al. (1995)
Rhizopus delemar Park et al. (1988), Cruz et al. (1993)
Staphylococcus aureus Castro & Anderson (1995)

2.3.2. - Fermentacio em superficie

Riviera-Munhoz et al. (1991) compararam a produgio de lipase por diferentes
fungos no processo de fermentagdo em superficie e submersa, selecionando o Mucor
miehei, Penicillium candidum e Penicillium camembertii como os melhores produtores. O
meio de cultura utilizado foi composto de 20 g de farelo de trigo como fonte de carbono e

nitrogénio que foi umidificado com 20 ml. de uma solugéio contendo em g/L: KH,PO,4 13,4,

12
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KoHPO4 16,8; MgS304.7H,0 0,5 ¢ 1 mL/L de uma solugéio contendo tragos de elementos. O
pH foi ajustado a 7,0. As fermentagBes alcangaram atividades de 40 U/mL, 40 UL e 35
Umnl., para o Penicillium candidum, Penicillium camembertii e Mucor miehei,
respectivamente, apés 7 dias de cultivo a 29°C. Ainda foi realizada uma fermentagio em
meio liquido com o Penicillium candidum com o objetivo de compara-la a fermentacio em
meio solido. Verificou-se que a produgdo da enzima na fermentagio em meio solido
comegou mais cedo e que a atividade enzimética alcancada foi duas vezes maijor que na

fermentac&o submersa.

A produgdo de lipase por Candida rugosa em meio s6lido usando farelo de arroz
como substrato foi estudada por Rao et al. (1993). O meio otimizado através da técnica de
Andlise de Superficie de Resposta para obtencdo de biomassa foi 0,25% uréia, 4,5%

maltose e 15% de 6leo; e para a produgdo de lipase 0,5% wuréia, 1,5% maltose € 7,5% oleo.

Bbushan & Hoodal (1994) produziram lipase de uma levedura alcalofilica
identificada come Candida BG-55 por fermentagio em meio sélido, utilizando como
substratos farelo de arroz e farelo de trigo. O méaximo rendimento de lipase, 58 LU/g de
arroz seco, fol obtido apds 96 horas, usando farelo de arroz suplementado com 10% de 6leo

de farelo de arroz e sais minerais.

Estudando a produgdo de lipase, Gombert et al. (1999) verificaram que Penicillium
restrictum fol capaz de produzir a enzima através de fermentagdo semi-solida atingindo
uma atividade enzimética de 30 U/g apés aproximadamente 25 horas, num meio basal

contendo uma torta residual da indtstria de 6leo de babagu enriquecido com 1% de

peptona.

A produgho de lipase através de fermentagdio submersa e de superficie utilizando o
Penicillium restrictum, isolado de residuo industrial do ¢leo de babagu, foi estudada por
Castilho et al. (2000). O meio de cultura da fermenta¢do submersa foi composto por
peptona, extrato de levedura e 6leo de oliva e alcangou uma atividade de 17 U/mL em 64
horas de fermentagio. A fermentaciio em estado sélido utilizou como substrato principal a

torta de babagu e 6leo de oliva produzindo 5,8 U/mL de lipase apos 24 horas.

13
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2.3.3 — Fermentacéio submersa
2.3.3.1 — Meio de cultura

Para o estudo da indugio na formagio de lipase por Geotrichum candidum,
Tsujisaka et al. (1973) cultivaram o microrganismo em um meio que conticha 5% de
peptona, 0,1% de NaNOs, 0,1% de MgSO, e 1% de glicose como fonte de carbono para ©
crescimento. Para a produgéo de lipase foi utilizado como fonte de carbono 1% de oleo de
ohiva no meio de cultivo desde o inicio da fermentagdo ou apds a fase de crescimento
exponencial do microrganismo. O crescimento do Geotrichum candidum pareceu ndo ter
sido influenciado pela presenga do 6leo de oliva. Porém, a adiciio do Sleo de oliva somente

apos 8 horas de fermentagéio proporcionou uma maior atividade da enzima.

Em trabalhos de produ¢io e purificagdo de lipase produzida por Pericillium
cyclopium cultivado, a 27°C e 110 rpm, por 7 dias em um meio de cultura contendo 5% de
farelo de arroz, 3% de 4gua de maceragdo de milho, e 0,2% de (NH4)2:PO4 com o pH
ajustado para 6,0 verificou-se que havia producfio de duas lipases denominadas A e B.
Apbs 6 dias de cultivo a quantidade de enzima excretada foi de 130 U/mL e 120 U/mL de
lipase B e A, respectivamente (Iwai et al., 1974).

Tahoun et al. (1982) produziu lipase por Geotrichum candidum a 30° C durante 7
dias, em frascos agitados, com 0 meio de cultura utilizando 4% de tripticase, 0,10% NHC],
0,15% KHzPO4, 0,012% MgSO4.7H,O, 0,0001% FeSO,.7H,0, 0,0001% ZnSOs. 7H.O,
0,0001% MnSOs. H0, 0,25% de glicose e pH ajustado para 5,5. Testou como fonte de
carbono adicionados ao meio de cultura Tween 20, Tween 80, 6leo de oliva, glicose e 4cido
oléico. Verificaram que 0,3% de Tween 20 e 0,2% de Tween 80 incrementaram a producéo
de lipase em aproximadamente 3 vezes, alcangando 2.5 UMl e 33 U/ml.,

respectivamente.

Chander & Klostermeyer (1983) estudaram a produgdo de lipase por Geotrichum
candidum com o meio de cultura basal contendo 2% de peptona, 0,5% de extrato de
levedura, 0,2% NaCl, 4% de sacarose e o pH ajustado para 7,0. Foram testados diferentes
temperaturas de produgéo (20, 30 e 37°C), pH (4, 5, 6, 7, 8 ¢ 9), fontes de carboidratos a
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4% (manitol, glicose, maltose, galactose, sacarose, xilose e frutose), fontes de nitrogénio a
2% (caseina hidrolisada, peptona, uréia, caseina de leite, sulfato de aménio, nitrato de
sodio, nitrato de potassio, nitrato de amdnio e cloreto de amdnio), fontes de lipidios a 0,1%
(trioleina, tributirina, 6leo de oliva, “butter 0il”, 6leo de milho, 6leo de mostarda e éleo de
girassol). As melhores condigbes encontradas foram 30°C, pH 7.0, usando sacarose e
peptona alcan¢ando 12,5 U/mL. Todos os dleos testados diminufram o crescimento do

microrganismo e a produgio da enzima.

Hegedus & Khachatourians (1988) pesquisaram a producgo de lipase extracelular de
Beauveria bassiana testando os meios de cultura com extrato de levedura, peptona e
dextrose (YPD) e este mesmo meio com adigdo de glicose ¢ alguns sais minerais (GMS).
Também foi estudado o efeito da concentragio do 6leo de oliva, verificando-se que com o
aumento de 0,02% para 5% alcangava-se atividades enzimaticas cinco vezes maiores.
Utilizando o meio de cultura YPD observou-se 100 U/mL e 300 U/mL, sem a presenga do
6leo de oliva e com 2% de oleo de oliva, respectivamente. O mesmo estudo para o meio
GMS proporcionou um menor incremento, de 100 U/mlL para 150 U/mL com a presenga do
6leo apos 10 dias de cultivo a 27°C e 150 rpm.

A produgdo de lipase extracelular e intracelular de Geotrichum candidum foi
investigada por Jacobsen et al. (1989 a). A lipase extracelular foi produzida em meio de
cultivo basal contendo peptona e sua produgdo foi aumentada significativamente com a
adig8o de dleo de oliva ou Tween 80 ac meio. Durante a fase inicial de crescimento do
ruicrorganismio no meio de cultivo com 6leo de oliva, a produgio de lipase intracelular foi
maior que a extracelular, e uma interrupgdo na secrecio de lipase extracelular foi
encontrada. Porém, a produgdio total de lipase extracelular durante o crescimento do
microrganismo, em meio basal com Tween 80 ou 6leo de oliva, foi maior que a producéo

de lipase intracelular.

Em continvidade ao trabalho anterior, a produgio e caracterizaciio de multiplas
formas de lipases por Geotrichum candidum foram estudadas por Jacobsen et al. (1989 b).
O meio de cultura tinha a seguinte composigéo, por litro de agua destilada: uréia, 3 g
MgSO4.7H20, 2 g, K;HPO4.3H,0, 2g; 4cido citrico. 1H>0, lg, oleo de oliva, 10 g; goma
arabica, 1g. A producdo maxima de lipase extracelular foi de aproximadamente 60 U/mlL,
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encontrada com 27 horas de incubagfo. Foi demonstrado um alto grau de heterogeneidade
das lipases de G. candidum por técnicas imunoeletroforéticas, indicando varias formas da

enzima.

Para o estudo da produgéic de lipase extracelular por Penicillium citrinum Sztajer &
Maliszewska (1989) utilizando um meio basal (2% de amido, 0,5% (NH4)2804, 0,025% de
MgS804.7THz0, 2,5% de CaCO;, 0,05% KoHPO, e 0,1% de extrato de levedura) testaram 1%
de vérios mdutores como: tributirina, éleo de oliva, 6leo de canola, éleo de girassol e
residuos de industrias de dleo vegetal, sendo o 6leo de canola o melhor indutor. Foram
testados como fonte de carbono na concentraciio de 2%: arabinose, celobiose, frutose,
galactose, glicose, xilose, maltose, manitol, lactose, sacarose e amido resultando numa
produgdio de lipase quatro vezes superior as demais. Uréia, sulfato de amdnio, dgua de
maceragdo de milho, peptona e farinha de soja foram testados como fontes de nitrogénio.
Os resultados demonstraram que a uréia e o sulfato de aménio nio estimularam a produgéo
da enzima, no entanto 3% de peptona foi considerado a melhor fonte de nitrogénio para este

microrganismo, nas seguintes condi¢des: 22°C, 150 mpmepH 7,2

Hang & Woodams (1990) investigando a produgdo de lipase por Geotrichum
candidum utilizaram um meio de cultura que continha como substrato a salmoura de
chucrutes, com o objetivo de aproveitar os residuos das industrias de conservas, e uma
pequena quantidade de dleo de oliva (0,3% v/v) como indutor, a 30°C, 240 rpm por 72
horas alcangando 140 U/mg de atividade especifica.

Petrovic et al. (1990) pesquisando a produgio de lipase por Penicillium roqueforti
S-86 utilizou um mejo de cultura contendo 0,2% de K,HPO,, 0,05% de KCL, 6,5% de
MgSO4.7H0 e 0,3% (NH4);804. Foram testadas diferentes fontes de carbono como
glicose, frutose e sacarose (2%), gordura de manteiga (1 e 2%) e 6leo de oliva Q%)
verificando-se que uma quantidade de lipase maxima de 10 U/mL foi obtida apos 6 dias de
produgdo, utilizando 2% de glicose com pH inicial 4,0 a 27°C e 220 rpm. Também foi
testada a mudanca da fonte de nitrogénio de sulfato de aménio para 1,5% de bactopeptona
observando-se uma diminuigdo de 6 para 4 dias para obtengdo da producio méxima da

enzima.
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No estudo de purificagdo de uma nova lipase produzida por Penicillium
cammembertii, Yamaguchi & Mase (1991) utilizaram um meio de cultura que continha 2%
de dleo de soja, 0,5% de extrato de levedura, 0,3% de NaNOs, 0,1% de KoHPO,, 0,05% de
KCl, 0,5% de MgS04.7H;0, 0,001% de FeSQ4.12H.0, sendo o pH ajustado para 6,0 com
HCl aleangando 32 U/mg de atividade especifica da lipase.

A produgdo de lipase extracelular de Penicillium citrinum foi mvestigada por
Maliszewska & Mastalerz (1992). A lipase extracelular foi produzida em meio de cultivo
basal contendo 2% de amido, 0,5% de (NH4)2S0, 0,025% de MgSO4.7H20, 0.5% de
CaCOs,, 0,05% K,HPO,, 0,1% de extrato de levedura e 5% de peptona a 22°C e 122 pm, €
sua producéo foi aumentada seis vezes alcancando 4,776 U/L em 168 horas de fermentacfio
com a adi¢do de 0,1% de dleo de oliva. Varias gorduras foram testadas, sendo a tributirina
o melhor substrato para esta lipase. A atividade 4tima ocorreu no pH 7.2 a 30°C. A
atividade da enzima foi estivel na faixa de pH 5-7 e numa faixa de temperatura de 10 a
40°C.

Com a finalidade de estudar a indugdio dos triglicerideos e 4cidos graxos na
produgdo da lipase por Geotrichum candidum ATCC34614, Shimada et al. (1992)
cultivaram a linhagem a 27 °C em meio que continha 5% de dgua de macerac¢io de milho e
0,5% de NHuNO; como fontes de nitrogénio, obtendo cerca de 80 U/mL de atividade

enzimatica de lipase.

Investigando a purificagdo de lipase produzida por Penicillium simplicissimum
Sztajer et al. (1992) testaram 3 meios de cultura para producéio da enzima. O meio I foi
peptona 3%, extrato de levedura 1%, NaCl 0,9% e 1% de indutor em tampio fosfato 50mM
pH 7,0; o meio Il com 2% de amido, 0,3% de NalNOs, 0,05% KCL, 0.05% de MgS04.7H;0,
0,001% FeSO47H,O e 1% de indutor em tampéo fosfato 50mM pH 7.0; e o meio III
contendo peptona 1%, farinha de soja 2%, MgSQ4.7H,O 0,1%, CaCl, 0,005%, K-HPO,
0,2% em 1 L de dgua destilada. As condigdes de produgfio em frascos agitados foram 30°C
e 120 rpm, utilizando comeo indutor a trioleina e alcangando com o meio I 2,4 U/mL apos

cerca de 48 horas de fermentagéo. Para os meios II e I néio houve produgéio da lipase.

Pastore (1992) investigou exaustivamente 1285 linhagens de NICTOTZanismos
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1soladas de amostras de solo, frutas e residuos industriais, observando 8 linhagens de
fungos como produtoras de enzimas lipoliticas. O Trichoderma sp. foi selecionado por
apresentar uma alta produgdo de lipase, alcangando apds 72 horas de fermentacéo, 2.4
U/mL utilizando monoleina como substrato. Com este microrganismo foi estudada a
produgdo de lipase extracelular e a enzima foi purificada através de fracionamento com
sulfato de aménio, cromatografia em coluna de DEAE-celulose ¢ CM-celulose. A enzima
purificada foi caracterizada e apresentou atividade ¢tima em pH 5,6 a 40 - 45 °C. Também
foram estudados sistemas de lipases combinadas com especificidades diferentes para
estudar o grau de hidrolise de 6leos e gorduras para produgio de 4cidos graxos e
glicerideos, ¢ verificou-se que um sistema de lipase de Candida rugosa e Penicillium sp.
hidrolisou 95,9% de éleo de oliva com o tempo de reagio de 20 horas. Ainda foi examinada
a esterificagdo enzimatica de 4acido graxo e glicerol por lipase de Penicillium sp. sendo
observado que esta enzima esterificou cerca de 71% de monoglicerideo apés 40 horas de

reacao.

Cruz et al. (1993) avaliaram o uso de algumas fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas industrialmente. Glicose, dextrina amarela e amidex foram testados como fonte
de carbono, visando a producdo de lipase por Rhizopus delemar. Fontes de nitrogénio como
o casemato de sodio, pasta de soja, farinha de soja, extrato de levedura e casaminoéacidos
foram investigadas. Os resultados revelaram que a dextrina amarela e o amidex como fonte
de carbono forneceram melhores rendimentos para o processo, os casaminodcidos e farinha
de soja sdo insuficientes como fonte de nitrogénio e que a atividade lipolitica aurnentou 4.6
vezes especialmente com caseinato de sodio, atingindo 3,0 U/mL e 5.6 vezes com pasta de
soja alcangando 3,7 UfmL. Alguns agentes excretores foram testados e os pesquisadores
observaram que a presen¢a do surfactante Tween 80 estimulou a excregdo da lipase
produzida por Rhizopus delemar para o meio extracelular. Portanto, a produgdo de lipase
extracelular pode ser influenciada pela presenga de tensoativos que modificam a tensdo

superficial do meio, facilitando a excregéo da enzima.

Uma linhagem brasileira de Penicillium citrinum foi investigada como produtora de
lipase por Pimentel et al. (1994). O microrganismo cultivado ern meio contendo 1% de dleo

de oliva e 0,5% de extrato de levedura resultou em uma atividade maxima de 4,09 [U/L. Na
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caracterizagdo da enzima a temperatura 6tima encontrada para atividade enzimética foi na
faixa de 34 - 37 °C. Apés tratamento a 60 °C por 30 minutos a enzima foi completamente
inativada. O pH 6timo para atividade enzimatica foi 8.0,

Estudos da estabilidade e o efeito da concentra¢do inicial de 4cido oléico na
produgéio de lipase por Candida rugosa foram relatados por Gordillo et al. (1995). A
concentracdo inicial da fonte de carbono, acido oléico, revelou um efeito importante na
atividade lipolitica. O maximo rendimento lipase/substrato ¢ produtividade especifica
obtidos corresponderam & concentragéio inicial de 4cido oléico de 2 &/L, enquanto que, em
concentragdes  superiores a 8 g/l de 4cido oléico houve um decréscimo na atividade

lipolitica e néo ocorreu produgfio para concentragdes inferiores a 1 g/l

Hatzinikolaou et al. (1996) estudaram como fonte de carbono para producio de
lipases extracelulares por Aspergillus niger o 6leo de milho, a glicose, a sacarose e o 6leo
de oliva. Os resultados demonstraram que a melhor fonte de carbono foi o Sleo de milho na
concentragdo de 2%. Ainda foram testadas trés fontes de nitrogénio: fosfato de aménio,
sulfato de aménic e peptona na concentragio de 1%. A melbor atividade lipolitica
equivalente a 40,5 U/mL foi encontrada quando utilizou-se peptona a 1% e dleo de milho a
2%.

Sousa (1996) realizou um “screenning” de microrganismos ¢ isolou uma linhagem
de bactéria identificada como Alcaligenes sp., produtora de lipase alcalina que quando
cultivada em meio composto por 2% de farinha de soja torrada, 1% de farinha de trigo,
0,5% de fosfato dibésico, 1% de 4gua de maceragéo de milho atingiu 9 U/ml apés 72 horas

de fermentagéo a 30°C.

Aeromonas sobria produziu lipase num meio contendo 25%(v/v) de soro de leite,
1%(p/v) de farinha de soja, 0,1%(p/v) de glicose e 0.5%(p/v) de extrato de levedura, com
suplemento de alguns sais minerais. A atividade enzimatica aumentou cerca de 10 vezes até
aproximadamente 450 U/mL, em um fermentador de bancada de 7 litros ap0s 36 horas a
37°C, 250 rpm e 1vvm (Lotrakul & Dharmsthiti, 1997).

Macédo et al. (1997) estudaram a produgio, purificagdo, caracterizacdo bioquimica
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e aplicagdo de lipases de Geotrichum sp. em frascos agitados. A linhagem especificada
como Geotrichum sp. apresentou uma produgdo de lipase de 6 U/mL, em meio de cultivo
composto por 1,5% de farmha de soja desengordurada, 1% de farinha de trigo, 3% de
extrato de levedura e 0,2% NH,NOs, quando incubada a 30 °C por 48 horas.

Freire et al. (1997 a) estudaram como fonte de carbono para produgdio de lipases por
Penicillium restrictum o dleo de oliva, a glicose e a lactose. Os resultados demonstraram
que o crescimento celular para o 6leo de oliva ¢ a glicose foram semelhantes porém, a
atividade enzimatica foi cerca de 6 vezes superior com o uso do Sleo de oliva, indicando
que a producio da enzima pode ser regulada pela glicose. Na presenca da lactose niio houve
crescimento celular e ocorreu baixa produgdo da enzima, devido ao microrganismo ndo
metabolizar este aglcar. Peptonas de camne e soja e caseina a 2% foram investigadas como
fontes de nitrogénio e resultaram em wm crescimento celular semelhante, porém a
capacidade de producdio da enzima alcangou methores niveis com a peptona de camne,
obtendo um méxime de 13,0 U/mL de atividade enzimatica. O microrganismo em estudo

foi incapaz de crescer na presenga de nitrogénio inorganico.

Na continuagéio do trabalho anterior Freire et al. (1997 b) verificaram o efeito da
temperatura e pH inicial do meio de cultura na producio de lipase utilizando o mesmo
microrganismo. As temperaturas estudadas foram 25°C, 30°C e 37°C, e a faixa de pH
variou de 5,5 a 8.0. Foi observadoe que a methor condigfio de produgdio da enzima foi a 30°C
e pH inicial de 5,5. A enzima foi caracterizada quanto & sua estabilidade e condi¢des Stimas
de atuagio. Através deste estudo foi possivel concluir que o pH e a temperatura 6tima
foram de 7,0 & 37°C, respectivamente. A enzima foi estavel na faixa de 30°C a 37°C no pH
7.0.

Em trabalhos com o Geotrichum sp foram testados 2 meios de cultivo para a
produgdo de lipase, em fermentadores de bancada. O meio de cultura sintético testado foi-
1% de oleo de oliva, 20 g/l. de extrato de levedura, 1 g/l de NHLCL 1,5 g/l de K;HPO,,
1.2 g/l de MgS04.7H0, 17 mg/l. de FeSOy, 17 mg/L de ZnSO4 17 mg/L de MnSO.. Os
autores concluiram que a methor produgdo de lipase foi obtida no meio de cultura com 1%
de 6leo de oliva, 0,5% NHiNO; e 5% de dgua de maceragéio de milho, a 30 °C por 15 horas,

verificando uma atividade méxima de aproximadamente 25 U/mL (Kamimura et al,, 1999;
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Mendieta, 1999; Kamimura, 2000).

Medeiros (1999) estudou os efeitos das fontes de carbono (6leo de soja, dleo de
oliva e glicose) e fonte de nitrogénio (dgua de maceragdo de milho e nitrato de aménio)
para a produgdo de lipase por Geotrichum sp a 30°C e 120 rpm em frascos agitados. A
técnica de planejamento experimental e anslise da superficie de resposta foi utilizada para
otimizagdo da produglo de lipase. Os resultados obtidos com as condi¢es otimizadas
foram atividade enzimatica de 18 U/mL utilizando 2,1-2,5% de nitrato de amdnio, 13-15%

de agua de maceracdo de mitho e 0,6% de éleo de soja.

Como pode ser visto na literatura descrita anteriormente a produgéo da lipase ocorre
em diversos meios de cultura. A Tabela 2.3 apresenta de forma resumida as composigdes

dos metos de cultura para produgio da enzima pelo Geotrichum.

Tabela 2.3: Diferentes meios de cultura para produgio de lipase por diferentes cepas de
Geotrichum.

Composicdo do meio de cultura
Peptona 5%, NaNOs 0,1%, MgS04 0,1%, Glicose 1% e Oleo de oliva ou Oleo de soja 1%
Tripiticase 4%, NFLCI 0,10%, KH.PO, 0,15%,
MgS04.7H;0 0,012%, FeSO4. 12H0 0,0001%, ZnSO4. 7H,0 0,0001%,
MnSO4.H,O 0,0001%, glicose 0,25% e 0,2% de Tween 80
Peptona 2%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,2% e 4% Sacarose
Peptona 10 g/1., NaCl 5 g/L, KoHPO, 3H,0 1,25 ¢/l e Tween 80 0,4%
Uréia 3 /L., MgSO4 .7TH,0 2 g/L, K;HPO, 3H,0 2 g/L,
Acido citrico 1 g/L, Oleo de oliva 10 g/L e (Goma ardbica 1 g/l

Salmoura e Oleo de oliva 0,3%
Agua de macerago de milho 5%, NHLNO; 0,5% e Oleo de oliva 1%

Farinha de soja desengordurada 1,5%, Farinha de trigo 1%,
Extrato de levedura 3% e NH,NO; 0,2%
Agua de maceragio de milho 15%, NH,NO; 2,5% e Oleo de soja 0,6%
Extrato de levedura 20 g/L, NH,Cl 1g/L, K;HPO, 1,5 g/, MgSO.. 7H,0 1,2 g/L,
FeSO4 17 mg/L, ZnSO4 17 mg/L, MnSO4 17 mg/L e Oleo de oliva 1%
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E possivel observar que, para a maioria das composigdes dos meios de cultura é
necessaria uma boa concentragfo da fonte de nitrogénio seja peptona, extrato de levedura,
tripiticase, uréia ou agua de maceragdo de mitho que variou de 3 g/L a 50 g/L. Fontes de
nitrogénio inorgénico como NH4NO;, NaNO; e NH4Cl também apresentaram variagdes de
concentragSes de 0,1 a 2,5%. Alguns meios de cultura contém sais de zinco, magnésio,
manganés, sddio e potassio que provavelmente também estejam presentes em componertes
como a agua de maceracio de milho. Algumas cepas de Geotrichum nfio precisam de
glicose para produzir a lipase, no entanto é necessaria a presenga de um indutor como o

6leo de oliva ou © Tween.
2.3.3.2 - Condicdes operacionais

Baillargeon et al. (1989) investigaram 3 linhagens de Geotrichum candidum (ATCC
34614, NRRLY-552 e NRRLY-553) para producdo de lipase. Varidveis como composicdo
do meio, pH, temperatura, velocidade de agitago e tempo de incubagiio foram estudadas. A
maior atividade lipolitica obtida foi a 30°C, com 24 horas de incubagdo a 300 rpm de
agitagdo ¢ pH neutro. Para todas as linhagens de G. candidum a producio de lipase foi
estimulada pela presen¢a de ¢6leo de oliva ou glicerol. As atividades lipoliticas nessas
condi¢des foram 3,7 U/mlL, 5,5 U/mL e 5,5 U/mL, para as lipases ATCC 34614, NRRLY-
552 e NRRLY-553, respectivamente.

De acordo com Jacobsen et al. (1989 a) foram produzidas lipases por Geotrichum
candidym utilizando as seguintes condigSes operacionais: temperatura do meio 30 °C,
velocidade de agitagdo 750 rpm e aeracio de 1600 mL de ar min'. O méximo de
concentra¢do de massa celular de 5,9 g/I. foi obtido apds 22 horas de crescimento, € o
maximo de lipase extracelular, ap6s 27 horas. Foi observado que o pH diminuiu lentamente

durante o inicio da fermentagdo, mas aumentou na fase estacionaria para o valor de 7 4.

Produzindo a lipase de Penicillium simplicissimum em frascos agitados a 30°C com
120 rpm, Sztajer et al. (1992) alcancaram uma atividade enzimatica de 2,4 U/mL, apos
cerca de 48 horas de fermentagfio. Trabalhando em um fermentador de bancada a 30°C,
com 100 rpm e 120 L/h de aeracdo, os mesmos autores conseguiram 6,9 U/mL no mesmo

tempo de fermentagéo.
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Para a produgdio de lipases por Penicillium restricium, Freire et al. (1997 a)
pesquisaramn as condigbes de aeragdo e agitagdo, em fermentadores de bancada com
capacidade de 5 litros a temperatura de 30° C e pH inicial de 5,5 variando a vazio de ar de
0,2 2 1,0 vvm e a rotagdo de 50 a 300 rpm. Os melhores resultados de atividade enzimatica
foram obtidos quando utilizou-se 200 pm e 0,5 vvm, alcangando-se uma atividade
enzimatica de 13 U/mlL.

Macédo et al. (1997) estudaram a producdo de lipase por Geotrichum sp., em
frascos agitados, nas condigdes operacionais de 30 °C por 48 horas de incubagdo com 100
rpm de agitagdo. A lipase de Geotrichum sp. apresentou atividade maxima de 6 U/mL na
faixa de pH 5 a 8 a 45 °C. A atividade enzimitica foi acrescida em 45% na presenca de 1
mM de MgSO, no sistema de reacio.

Segundo Chen etal (1999) a influéncia do oxigénio na produgdo de lipase por
Acinetobacter radioresistens pode ser estudada de duas formas: com o controle da
concentragdo de oxigénio dissolvido e com o controle da vazio de aeracfo. Observaram,
também, que o fator intrinseco que determinou o crescimento celular € a produgdo de lipase
foi a velocidade de transferéncia de oxigénio prioritariamente em relagdo & concentragio de
oxigénio dissolvido. Além disso, a produtividade da lipase dependeu mais da agitacio que
da aeragdo e poderia estar relacionada ao coeficiente de transferéncia de oxigénio na fase

liquida.

Kamimura et al. (1999), Mendieta (1999) e Kamimura (2000) produziram lipase por
Geotrichum sp., em fermentador de bancada, nas condi¢tes operacionais de 400 rpm de
agitag#o, 1vvm, a4 30 °C por 15 horas alcangando cerca de 25 U/mL de atividade

enzimatica.

Portanto, conforme a literatura a producio de lipase ocorreu a 30°C, com agitagéo
variando de 100 a 300 rpm, com pH neutro, em frascos agitados e alcangando de 2.4 a 6
U/mL de atividade lipolitica dependendo do microrganismo utilizado. Através de uma
ampliagdo de escala, em reatores de bancada, as condicdes operacionais também sdo
bastante variaveis como a velocidade de agitagfio encontrando-se na faixa de 100 a 750 pm
e a taxa de aeragfo de 200 a 2000 mL/min, obtendo de 6 a 25 U/ml.
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2.4 —- Inducio na preducio de lipase

A inducBo da formaco de lipase de Geotrichum candidum foi estudada por
Tsujisaka et al. (1973). A formagdo de lipase somente na presenca de triglicerideos € acidos
graxos no meio de cultura foi a principal caracteristica desta linhagem. O crescimento do
microrganismo pareceu ndo ter sido afetado pela presenca do 6leo, porém a producéic de
lipase foi fortemente influenciada. A atividade méxima de 7,64 U/ml em 6 homas de
incubagio a 30 °C foi obtida utilizando &leo de oliva. Os acidos graxos de cadeia longa
como 4cido ol€ico, linoléico ou span 80 (Sorbitol Monoestearato) na concentragéo de 1%
Induziram a produgdo de lipase. No entanto, os 4cidos graxos de cadeia curta, como o 4cido

butirico, nfio induziram a formagio da enzima.

Shimada et al. (1992) estudaram a indugéio dos triglicerideos e 4cidos graxos na
produgdo da lipase por Geotrichum candidum. Diferentes acidos graxos, triglicerideos de
cadeia saturada e insaturada, foram adicionados ao meio de cultivo e incubados por 50
horas. Foi verificado que a produgdo de lipase foi induzida por 6leo de oliva, dleo de soja,
trioleina, ésteres metilicos de acidos graxos de cadeia longa tais como: 4cido oléico,
linoléico, palmitico, miristico, latirico e capréico. No entanto, os autores verificaram que os
triglicerideos compostos por acidos graxos de cadeia curta e saturada e seus ésteres nio

induziram a produgéio de lipase.

Conforme Maliszewska & Mastalerz (1992), o 6leo de oliva ou Tween 80
estimularam a produgdo de lipase por Penicillium citrinum. Uma concentragdo de 0,1% de
6leo de oliva resultou num aumento de 6 vezes da atividade lipolitica quando comparada ao
meio basal. Varias gorduras foram testadas, e tributirina foi o melhor substrato para lipase
de Penicillium citrinum. A atividade 6tima ocorreu no pH 7.2 a 30 °C. A atividade da

enzima foi estavel na faixa de pH 5-7 e numa faixa de temperatura de 10 a 40 °C.
2.5 — Especificidade de lipase

Park et al. (1988) estudaram um sistema combinado de lipases para hidrélise do
oleo de soja. Lipases produzidas por Rhizopus delemar (D), Rhizopus niveus (N) e

Penicillium sp.(G) hidrolisaram éleo de soja com os seguintes rendimentos: 44%, 42% e
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7.2%, apds 10 horas de reagfo, resultando em hidrélise incompleta. Quando um sistema de
enzimas combinadas (G+D) e lipases (G+N) foi utilizado, o grau de hidrolise aumentou
para 95-98%6 apés 10 horas de reacéio.

A especificidade de lipases produzidas por linhagens diferentes de Geotrichum
candidum (ATCC 34614, NRRLY-552 e NRRLY-553) pela hidrolise de ésteres de 4cidos
oléico e palmitico foi estudada por Baillargeon et al. (1989). A lipase de G. candidum
NRRLY-553 mostrou preferéncia por hidrolisar ésteres de 4cido oléico, enquanto as lipases
ATCC 34614 e NRRLY-552 discriminaram 4cido oléico e palmitico.

Estudos sobre purificacdo e especificidade por substratos de quatro lipases de duas
linhagens de Geotrichum candidum, ATCC 34614 ¢ CMICC 335426, foram realizados. Os
autores denominaram as enzimas lipase I e II (ATCC 34614) e lipase A ¢ B (CMICC
335426), que sfo umidades monoméricas, com massas moleculares e pontos isoelétricos
(pD) similares. Lipases [ e Il tém massas moleculares de 50100 e 55500 Daltons e pl 4,61 e
4,47, respectivamente. A lipase B CMICC 335426 mostrou especificidade preferencial por
substratos mnsaturados com dupla ligagio na posigdo 9, sendo essa especificidade nso
observada em nenhuma das outras enzimas. Portanto, devido a essa caracteristica, a hipase

B pode ser de grande interesse na indtistria (Sidebottom et al., 1991).

No estudo de lipases produzidas por Penicillium camembertii, Yamaguchi & Mase
(1991) observaram que a lipase denominada B foi especifica aos substratos mono e
diacilglicerol e hidrolisou com mais eficiéneia monoacilglicerdis de cadeia longa.

Triglicerideos foram completamente inertes como substrato para esta enzima.

A mvestigagfio sobre o melhor método de atividade lipolitica foi realizada por
Vorderwiilbecke et al. (1992), selecionando seis lipases por diferentes métodos. Algumas
lipases demostraram ser muito mais ativas em alguns substratos artificiais em
concentragdes nas quais ndo era identificada atividade em outros substratos. Enzimas que
naturalmente hidrolisam trioleina sempre hidrolisam p-nitrofenilpalmitato (pNPP), p-
nitrofenilbutirato (pPNPB), e, com uma excecfio, hidrolisam também dilauril-rac-glicero-3-
glutdrico (DGGR) e s,0,0-tributiril-1-tioglicerina (TBTG). Porém, a hidrélise em pNPP e

pNPB ndo significaram necessariamente hidrélise de trioleina. Os pesquisadores sugerem
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que as lipases devem ser classificadas como éster-hidrolases com a capacidade de formar
ésteres, e em algumas condigdes, de reagir sem a presenga da interface oleo-agua, e que
aceitemn grupos NH; ou SH ao invés de OH. A classificagiio EC para o grupo ¢ ntil e
importante quando se trata de estudos fisiologicos ou enzimoldgicos. No entanto, quando se
trata de hidrolise de substratos diferentes, a classificago se torna limitada.

Segundo Macrae (1983), Foglia et al. (1993) e Pabai et al. (1995) as lipases podem

ser divididas em 3 grupos: ndo especificas, 1.3 especificas e 4cido graxo especifica,

As lipases n#o especificas catalisarn a hidrélise completa de triglicerideos em 4cidos
graxos ¢ glicerol em qualquer posigdo da estrutura do grupo acil, tendo como
intermedidrios mono e diglicerideos, atuando de modo aleatério. Como exemplos de
enzimas desta classe sdo as produzidas por Candida cylindracea, Corynebacterium acnes,
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus e Staphylococus curveus que tém sido
comumente usadas para a sintese de acilglicerol, alcodlise e mteresterificacdo de

glicerideos, que pode ser observado através das reagdes na Figura 2.2.

RCOOCH, RCOOH ?HQOH
R*COOCH + 30 R°'COOH  + HOCH
‘-—-———.—.
l R”COOCH, CH,OH
R”COOCH,

Figura 2.2. Reagdo de hidrolise de triglicerideo com lipases néio especificas.

As lipases 1,3 especificas catalisam a hidrélise dos acidos graxos na posi¢do 1,3 do
triacilglicerol resultando na formagio de acidos graxos livres, 2-monoglicerideos e 1,2 ou
2,4-diglicerideos, ambos quimicamente instéveis, ocorrendo migracdo do grupo  acil
produzindo 1,3-diglicerideos, ou 1- ou 3- monocerideos. Neste grupo estio as lipases
produzidas por Aspergillus niger, Mucor javanicus, Mucor miehei e por diferentes espécies

de Rhizopus (Figura 2.3).
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RCOOCH, CH,0H CH,OH
| RCOOH i
R'COOCH  #L,0  RCOOH + R'COOCH 0  + R'COOCH
| ¢ | € r-coon |
R”COOCH, R”COOCH, CH.OH

Figura 2.3. Reago de hidrélise de triglicerideo com lipases 1,3- especificas.

As lipases acido graxo especificas sdo especificas para hidrolise de ésteres com
determinados 4acidos graxos, como por exemplo, a lipase produzida pelo Geotrichum
candidum hidrolisa preferencialmente ésteres de acidos graxos de cadeia longa insaturados,
com dupla ligagdo cis no Cs. Esteres com acidos graxos saturados ou sem insaturacio no
Co, sfo lentamente hidrolisados. Devido a esta especificidade, lipase de Geotrichum
candidum tem sido muito estudada para reagdes de alcodlise de 6leos selecionados que

contém acidos graxos poliinsaturados, conforme a Figura 2.4.

RCOOCH; RCOOCH; HOCH; R’COOCH,
I i ‘< ’ | |
R’COO(",H + RCOO(?H 2RCOOH R’COOCH + HOCH
| |
R*COOCH; R”COOCH, R"COOCH; R”COOCH:

Figura 2.4. Reagdo de hidrélise de triglicerideo com lipases acido graxo especificas.

Carvalho (1998) relata o estudo de reagdes de hidrélise e estereficagdo catalisadas
por lipases de Rhizopus sp. (especifica posicionalmente), Geotrichum sp. (especificidade
para acidos graxos de cadeia longa com dupla ligagio na posiglo cis-9) e Candida
cylindracea  (mespecifica posicionalmente) que promoveram um enriquecimento
significativo nos niveis de 4cido gama-linolénico (GLA) em 6leo de Mucor sp. e acido

eicosapentaendico (EPA) e docosahexaensdico (DHA) em 6leo de sardinha.

Segundo Lozano (2001), o estudo da propriedade enantiosseletiva da lipase
parcialmente purificada isolada de Rhizopus sp., realizado através da esterificagdo do acido

léurico e o dleool quiral 2-octanol, mostrou que a enzima catalisou com maior eficiéncia a
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forma (R)-enantidmero do 2-octanol.
2.6 — Caracterizacio de lipase

De acordo com Baillargeon (1990) no estudo da purificaco e especificidade de
lipases de Geotrichum candidum a partir de um preparado bruto comercial da enzima foram
isoladas duas enzimas denominadas lipase A e B. A lipase A continha 11,4% de
carbotdratos e mostrou ser estivel com 99% de atividade residual ap6s incubacdo a 30 °C

por 24 horas. As lipases A e B apresentaram composi¢do de aminoacidos similares.

A caracterizagdo e purificagdo de duas lipases extracelulares de Geotrichum
candidum foram estudadas por Veeraragavan et al. (1990). As lipases I e II foram
purificadas 35 vezes com 62% de recuperagio em atividade e 94 vezes com 18% de
recuperagdo, respectivamente. Seus pesos moleculares foram estimados por peneira
molecular em 56000 Daltons. As lipases I e II t8m valores de pH 6timo de 6 e 6,8 ¢ pontos

isoelétricos de 4,56 ¢ 4,46. As enzimas sdo estdveis na faixa de pH 6 a 8.

Philips & Pretorius (1991) purificaram e caracterizaram a lipase extracelular de
Galactomyces geotrichum, um fungo teleomorfo do Geotrichum candidum, e compararam
as caracteristicas das duas enzimas. A quantidade maxima de lipase produzida pelo
Galactomyces geotrichum foi observada apés 24-36 horas de incubacdo, em meio
preparado com 6leo de oliva. A lipase modificada mostrou ter diferente composigio de
aminoacidos em relagdo a lipase do G. candidum. A atividade maxima da enzima de G.
geotrichum obtida neste trabalho foi a pH 7,75 e 30 QC, € a mesma perdeu toda a atividade
quando submetida a tratamento a 56 °C por 35 minutos. A especificidade das lipases por

dcidos graxos insaturados foi semelhante.

A lipase obtida por Geotrichum sp. foi purificada 16,5 vezes através de
fracionamento com sulfato de aménia e cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50. A

enzima apresentou atividade 6tima na faixa de pH 5-8 a 45 °C (Macedo et al., 1997),

A caracterizagdo e purificagio da lipase produzida por dlcaligenes sp. foi estudada
por Sousa (1996). A purificagio através de fracionamento com sulfato de aménio e

cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50 foi realizada. Na purificagio das proteinas,
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2 fragdes com atividade de lipase foram detectadas e denominadas fragdes I e IL que
apresentaram atividade 6tima em pH 8 a 40 °C e pH 9 a 45 °C, respectivamente.

2.7 - Influéncia de alguns compostos na atividade enzimatica

Hegedus & Khachatourians (1988) testaram o efeito dos fons divalentes Fe'™ e Cu™
na atividade lipolitica de Beauveria bassiana verificando que na concentragdo de 0,001M
mibiram 15% e 31%, respectivamente a enzima. A presenca de 0,3% de Tween 80 também
inibiu a atividade da enzima enquanto que os sais de magnésio aumentaram

significativamente a atividade.

Estudando as caracteristicas da lipase de Penicillium caseicollum, Alhir et al. {1990y
verificaram a influéneia dos sais cloreto de calcio, taurocolato de sodio e desoxicolato de
sodio na atividade lipolitica. Quando o substrato utilizado foi a tributirina, os trés sais
atuaram como inibidor na produgdo de lipase. Utilizando 6leo de manteiga os sais biliares

elevaram a atividade enzimética e o CaCl, continuou atuando como inibidor.

Maliszewska & Mastalerz (1992), estudando a caracterizagdo da lipase de
Penicillium citrinum, verificaram a influéncia de sais como o NaCl e KCl em concentragdes
superiores a 1M e observaram que n&o tinham efeito na atividade de lipase. Os fons Fe™,
Mg" e Ca™ agiram como inibidores parciais para a atividade de lipase, enquanto que Cu™

e sulfato dodecil de sodio inibiram completamente a atividade da enzima.
2.8 — Influéncia de agitadores

Justen et al. (1998), estudaram a influéncia do tipo de agitador e a velocidade de
agitagho no crescimento, morfologia e produtividade de Penicillium crysogenum durante a
fermentag@o em processo batelada, num fermentador de 15 L com volume de trabalho de
6L, na produgdo de penicilina G. Um agitador padrio Rushton de 4 pas e outro de 6 pés
foram comparados. A agitagdo variou de 280 a 1000 rpm, com 1vvm de aeragdo, o oxigénio
dissolvide foi mantido no minimo a 40% de saturagiic, a 25°C e o pH controlado em 6.5.
Na fase de crescimento, a taxa de crescimento especifico foi proporcional  velocidade de
agitagdo e ao tipo de agitador. A taxa de produgdo da penicilina foi maior para velocidades

menores e agitadores menores. Devido ao fato que para maiores velocidades de agitac8o
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detectou-se uma maior fragmentagio do microrganismo e a formagdo de novos tipos de

colonias, prejudicando a produtividade da penicilina,

Silva-Santisteban (2001) investigou a influéncia dos agitadores pas inclinadas,
hélice naval e turbina de Rushton sobre a produgio de inulinase por Khuyveromyces
marxians var. bulgaricus ATCC 16045 em reator de mistura com capacidade para 2 litros,
nas condigbes de 30°C, 1 vvm e 450 rpm alcangando cerca de 126,1 U/mL para o agitador
tipo hélice naval, com a turbina de Rushton um valor similar de 121,5 U/mL e com o

agitador de pds inclinadas alcangou uma maior produgéo de 176,2 U/mlL.
2.9 - Producio em fermentador “air-lift”

Os reatores “air-lift” sfo caracterizados por uma circulagdo de fluido num modelo
ciclico defmido, através de canais construidos com este propésito. A diferenca entre o
liquido contendo bolhas de ar na se¢do de fluxo ascendente (“riser”) e do liqudo na sego

de fluxo descendente (“downcomer™) promove a circulagio do fluido no reator.

Diferentes vanacSes de reatores “air-lift” tém sido desenvolvidas, com diferencas na
geometria do reator contando com reatores cilindricos e retangulares, com reciclo externo e
tubos concéntricos, tipos de separadores gas-liquido com a finalidade de melhorar a

transferéncia de oxigénio dissolvido em diferentes regides no interior do reator.

As vantagens do reator “air-lift” quando comparado a reatores convencionais vdo
desde os custos de implantacio até a operacgdo. O reator “air-lift” destaca-se por necessitar
de uma menor demanda de energia, uma vez que o “air-lift” nfio requer agitacio mecanica,
¢ um reator de simples construgdo em escala industrial, principalmente pela auséncia de
partes moveis ¢ geomnetria simples, além de ter grande relagdo altura x didmetro, razio pela
qual pode ser comstruido em 4reas com restrigdo de espago. Entretanto, as maiores
vantagens do reator “air-lift” em relacdo aos reatores convencionais sfo a maior

transferéncia de oxigénio, com menor custo e menor 4rea ocupada.

Através da mvestigagdo na produgdo de B-D-glucosidase (E.C.3.2.1.21), endo-1,4-
p-D-glucanase (E.C.3.2.14) e D-xilanase (E.C.3.2.1.8) por Aspergillus fumigatus IMI

255091 em fermentador com agitagdo convencional e fermentador “air-lift” foi possivel
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observar que, no fermentador “air-lift” as atividades enzimaticas alcangadas foram cerca de
20% maitor que no fermentador com agitagio mecinica. Este fato pode ser causado pela
agdio cisalhante do agitador que, embora nio afete a enzima j4 produzida, provavelmente
danifique o micélio do fungo, inibindo a subsequente produgéio da enzima (Wase ez al.,
1985).

Chevalier & Noue (1987) investigaram a produggo de a-amilase com células livres
e imobilizadas de Bacillus subtilis em fermentadores de bancada e em fermentador “air-lift”
utilizando as mesmas condicdes de aeragdo a 1/3 vvm e temperatura de 30°C. No
fermentador convencional o crescimento foi mais lento que no “air-lft”, atingindo a
concentracdo méxima de biomassa apés 24 h. A taxa maxima de crescimento para o “air-
lift” foi de 0,55 h™ ¢ 0,37 b para o fermentador convencional. Porém, a diferenca mais
significativa fol na produgdo da enzima. Apds 12h de fermentagdo no “air-lift” foram
observados 18 U/mL de atividade enzimatica enquanto no fermentador convencional, 15,7
U/mL apos 24 h. Verificou-se ainda que 7,09 mg/L (99,4% de saturagio) e 5,20 mg/L. (71%
de saturag@o) foram as medidas de oxigénio dissolvido no “air-lift” e no fermentador

convencional, respectivamente.

Schmidhalter & Canevascini (1992) estudaram a producdo de um sistema de
enzimas celuloliticas de Coniophora puteana em fermentadores “air-lift” devido a este
fungo ser muito sensivel 4 agitagio mecénica convencional. Foram testadas diferentes
fontes de carbono como a glicose, celobiose e celulose amorfa que influenciaram na taxa de
crescimento especifico variando em 0,082, 0,068 € 0,062 h! ¢ o rendimento 0,45, 0,39 e
0,34 g/g, respectivamente.

A produgio de fosfolipase D (PLD) em processo continuo no “air-lift” e Processo
em batelada e batelada alimentada em fermentador com agitagio mecdnica convencional
foi pesquisada usando células de Strepfomyces hidicus livres e imobilizadas em quitosana.
Na cultura continua com células imobilizadas foi observada uma alta atividade e
produtividade numa taxa de diluigso de 0,33 h™'. A atividade foi de aproximadamente 12,7
U/ml na cultura continua com células imobilizadas, enquanto a produtividade foi de
4,19x10° U/L.h, cerca de 3 vezes maior que a cultura em batelada (1,16x10° U/Lh), 3,6
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vezes a cultura em batelada alimentada (1,27x10° U/L.h) e 3 vezes maior que a cultura
continua com células livres (1,36x10° U/L.h) (Shinonaga et al., 1996).

Kim et al. (1997) verificaram a producgéio de celulase, xilanase e B-glucosidase de
Aspergillus niger KKS em diferentes biorreatores. Foram utilizados os fermentadores tipo
frascos agitados, agitagdo mecdnica convencional, borbulhamento em coluna e “air-lift”. os
trés utimos foram testados em processo batelada e batelada alimentada. Em geral melhores
rendimentos e produtividade das enzimas foram encontrados nos reatores com
borbulhamento em coluna e “airJift”. Os melhores resultados para a celulase foram um
rendimento de 84 FPA IU/g, em reator com borbulhamento em coluna, e produtividade de
9,7 FPA IU/L.h, com agitagdo convencional, alcancados no modo de operagdo em batelada
alimentada. A xilanase obteve um rendimento maximo de 9100 U/g em reator com
borbulhamento em coluna operando em batelada, e produtividade de 823 U/L.h no “air-lift”
em batelada alimentada. No caso da B-glucosidase o melhor desempenho foi conseguido
com o fermentador “air-lift” em batelada, alcangando um rendimento de 370 Ulg e 26
U/L.h de produtividade.

Siedenberg et al. (1997) estudaram a produgdo de xilanase por Aspergilius awamori
em tanque agitado e aerado e em reator “air-lift”. Entre outros fatores verificaram que a
produgdo da enzima foi influenciada pelo tamanho do “pellet” formado e pela concentragéo
de esporos adicionados ao meio de cultivo. No tanque agitado, maiores produtividades no
processo de produgdo de xilanase foram obtidas com pequenos “pellets”, em contraste com
os resultados encontrados no “air-lift”. A produgfio no tanque agitado foi cerca de 8 vezes

maior que no reator “air-hift”.

A produgdo de L(+) 4cido latico foi estudada por Yin et al. (1997) verificando-se
que apos 4 dias de cultura a concentragdio de L{+) 4cido latico foi de 82 g/l em um
fermentador de bancada enquanto que no fermentador “air-lift” a produgdo de 92 g/L foi
alcangada em 3 dias, sendo as taxas de produgdo de 0,85 g/Lhe 1,27 g/L.h e o rendimento
de 68% e 78%, respectivamente. O menor rendimento obtido no fermentador com agitacdo
pode ser devido a aderéncia do micélic no vidro, o que resultaria numa diminuigdo na

transferéncia de oxigénio e substrato, fato este nfio observado no fermentador “air-lift”.
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Jin et al. (1998), fazendo parte de um programa de tratamento de efluentes
estudaram a produgdo de proteina de biomassa microbiana e a-amilase fiingica produzida
por Aspergillus oryzae utilizando o efluente liquido do processamento do amido em um
reator “air-lift”, utilizando as condigBes 6timas de crescimento a pH 50 e 35°C
consegutram obter 6 g/L de proteina de biomassa microbiana contendo 38% de proteina e

35 EU/mL de a-amilase em 12 horas de cultivo em batelada com um reator com 3.5 litros.

2.10 - Planejamento experimental e analise de superficie de resposta na producio de

lipase e suas aplicacdes

Os planejamentos fatoriais foram introduzidos por G. E. P. Box na década de 1950.
Nos dltimos 15 anos sua aplicagdo vem crescendo exponencialmente desde a revolugdo da
informatica e a facilidade do uso de softwares para analises estatisticas (Barros et al.,
1996).

Na maioria dos processos quimicos e bioquimicos a necessidade de se obter altos
rendimentos acaba sempre comprometendo a produtividade. Atualmente, a imposi¢do de
minimizar custos tem levado os engenheiros de processo a analisar previamente as
implantacBes dos sistemas, com o objetivo de determinar faixas de operagio que continuem
garantindo um bom rendimento sem prejuizos na produtividade, situagdo esta
imprescindivel para a viabilidade de um processo. Em processos bioquimicos geralmente se
observa a influéncia de muitas varidveis, onde a importincia de cada variavel deve ser
determinada. Portanto, a otimizagio baseada no planejamento experimental e andlise de
superficie de resposta é uma ferramenta muito util de trabalho para methor compreensdo do
sistema, permitindo a andlise individual do efeito de cada variavel e de suas interacB3es nas
respostas desejadas (Rodrigues, 1993).

Como ja foi citado anteriormente por outros autores como Kalil et al. (2000), a
importincia do uso da téenica de planejamento experimental e andlise de superficie de
resposta advém do fato desta metodologia possibilitar a analise dos efeitos sinérgicos ou
antagbnicos entre as variaveis, que s6 podem ser verificados pela determinacdo dos efeitos

de interagio entre as mesmas através de um planejamento fatorial.
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Harris et al. (1990), utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM),
estudaram as varidveis independentes temperatura do meio (8 a 41°C), pH (6,32 2 9,68) ¢
agitaglo (8 a 92 rpm) para maximizagio da sintese de lipase por Pseudomonas Jhiorescens
cultivada em um meio 4 base de leite desnatado (NFDM: 10%, Fleming Co.). As condigGes
6timas deste estudo foram determinadas como: temperatura de 25 °C, pH de 8,07 e agitacio
de 65 rpm, obtendo apés 5 dias de incubagfio aproximadamente 20 U/mL. A temperatura

fot o fator que mais influenciou a produgdo da enzima, devido 4 ampla faixa estudada,

Cruz et al. (1993) estudaram a otimizago do meio de cultura para produgio de
lipase extracelular por Rhizopus delemar. Inicialmente foram realizados ensaios
experimentais com diferentes fontes industriais de carbono (glicose, dextrina amarela e
Amidex) e nitrogénio (caseinato de sddio, pasta de soja, farinha de soja e extrato de
levedura) e foram escolhidas a dextrina amarela e a pasta de soja como as melhores fontes
de carbono e nitrogénio para producfo da enzima. Utilizando estas fontes selecionadas dois
planejamentos experimentais fraciondrios foram propostos. Um planejamento fracionario
2" possibilitou o estudo das seguintes varidveis: dextrina amarela (5 a 15 g/L), pasta de
soja (5a 15 g/L), KNO; (1 a 3 g/L), MgSO4 (0,25 2 0,75 g/L), K.HPO, (0,5 2 1,5 g/L), 6leo
de oliva (10 a 30 g/L) ¢ uma solugdo com tragos de elementos (0,5 a 1,5 g/L) que permitiu a
determinagdo dos componentes que tinham efeito na produgéo de hipase, bem como o ajuste
de suas concentragdes. Um planejamento experimental 2%° foi usado para um teste da
presenca de um outro ingrediente, o Tween 80. A composi¢o do meio otimizado foi 6 g/l
de dextrina amarela, 11 g/l de pasta de soja, 2,5 g/L. de KNOs, 0,5 g/L de MgSO,, 1 g/L. de
KoHPOq, 10 ml/L de oleo de oliva, ImL/L de tragos de elementos e 2,3 mlL/L de Tween
80. A otimizagdo do meio possibilitou um incremento de 12 vezes na atividade enzimética
apos 2 dias de cultivo, em frascos agitados, a 150 rpm e a uma temperatura de 29 °C,
alcangando 15 U/mL.

A produgdo de lipase por Candida rugosa na fermentacio em meio s6lido, usando
farelo de arroz como substrato, foi investigada por Rao et al. (1993). Os autores realizaram
um planejamento experimental Box-Behnken para desenvolver uma correlagio matematica
entre os fatores experimentais: concentragéo de uréia (0,25 a 0,75%), maltose(1,5 a 4,5%) e
oleo (7.5 a 22,5%), em fung¢do do rendimento de biomassa e da atividade de lipase, em pH
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6 numa temperatura de 30°C durante 48 horas. Foram determinadas as concentragdes
6timas, através da Anélise de Superficie de Resposta, cujos valores foram: 0,25% de uréia,
4,5% de maltose € 15% de oleo para produgdo de biomassa, aleangando 250 células/g de
arroz tmido x 107 e 0,5% de uréia, 1,5% de maltose e 7,5% de 6leo para produgéo de

lipase, atingindo 30,1 U/g de arroz timido.

A habilidade de lipases imobilizadas modificarem a composigéo de cidos g2raxos
com a finalidade de produzir lipidios estruturados foi relatada por Shich et al. (1995).
Através de um planejamento experimental linear 2* e usando a Metodologia de Superficie
de Resposta foram estudadas as varidveis tempo de reagio (12 a 36 horas), temperatura (25
a 65 °C), razdo molar de substrato (4cido ciprico/trioleina 2:1 a 6:1) e quantidade de
enzima (10 a 30%). A andlise das curvas de contorno revelou que as condigbes Otimas para
sintese de lipidios foram: tempo de reagéo de 9 horas, temperatura de 25 °C, raziio molar de
substrato (6:1) e quantidade de enzima de 10%, em relagio ao porcentual em peso de
triacilglicerol.

Hatzinikolaou et al. (1996) determinaram a atividade maxima da lipase extracelular
por Aspergillus niger, em frascos agitados a 29°C e 225 rpm, utilizando dois planejamentos
experimentais. No primeiro foram testadas 4 fontes de carbono (glicose, sacarose, dleo de
milho e Sleo de oliva) e 3 fontes de nitrogénio (fosfato de aménia, sulfato de amoénia e
peptona). A combinagiio de dleo de milho com peptona resultou em uma alta atividade
enzimatica. Com essas fontes de carbono e nitrogénio selecionadas foi proposto um novo
planejamento experimental para otimizagio do meio de cultura. As varidveis estudadas
foram a concentragéo do éleo de mitho (1 a 3%) e concentragdo da peptona (0,5 a 1,5%).
Analisando as curvas de contorno foi possivel determinar a condigdo 6tima como sendo a
combinago de 1,76% de dleo de milho e 0,94% de peptona, resultando numa atividade
4tima de 42,4 U/ml.

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) foi utilizada por Shieh et al
(1996) para avahiar o efeito das varidveis tempo de reagdo (1 a 9 horas), temperatura (25 a
65°C), quantidade de enzima (10 a 50%), razdo molar de substrato geraniol/tributirina
(1:0,33 a 1:1) e quantidade de 4gua adicionada (0 a 20%) sobre a sintese de butirato de
geranila usando lipase AY de Candida rugosa, através de um planejamento experimental
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fracionario 2°. O tempo de reagdo e a temperatura foram as varidveis mais importantes,
enquanto que a razio molar de substrato nfo teve efeito na conversdo. Com base nas curvas
de contorno, as condigdes 6timas foram: tempo de reagio de 9 horas, temperatura de 35 °C,

quantidade de enzima de 50%, razio molar de substrato (1:0,33) ¢ agua adicionada 10%.

Macédo (1997) estudou a sintese de ésteres de aroma por lipases microbianas em
meio livre de solvente orghnico, e aplicou em duas etapas a técnica de Planejamento
Experimental e Anilise de Superficie de Resposta. Em estudos iniciais foram testadas
varias lipases para sintese de 54 ésteres de cadeia curta, e selecionadas as lipases de
Geotrichum sp. e Rhizopus sp. para sintese dos ésteres acetato, propionato e butirato de
isoamila tendo como finalidade um estudo da otimizagdo. Um primeiro planejamento
experimental do tipo fatorial completo 2* foi realizado estudando as varidveis temperatura
(40 a 60°C), relagdo molar entre substratos (1:2 a 4:1), quantidade de lipase (1 a 10%) e
tipo de lipase no processo (Geotrichum sp. ou Rhizopus sp). Como resultado foi
selecionada a lipase de Rhizopus sp. por apresentar um melhor rendimento e produtividade
na sintese dos trés ésteres. A concentracfio enzimdtica e a razdio molar de substratos foram
as varidvelis mais importantes na sintese dos ésteres acetato e butirato de isoamila e para a
sintese do propionato, a temperatura também foi importante. Em seguida, foi realizado um
delimeamento experimental para otimizar a sintese de cada éster. Com os resultados obtidos
pelos planejamentos experimentais individuais para cada éster foi possivel determinar as
condigbes ¢timas. Para o acetato e butirato de isoamila as condigdes otimas foram: relacéo
molar de substratos (1,5:1), concentragfio enzimatica em massa dos reagentes de 5,5% ¢
temperatura de 40°C apos 48 horas de reagdo; e para a sintese do propionato de isoamila

3:1), 3,5% e 50°C, respectivamente, nas mesmas condicfes anteriores.
¢

O estudo do meio de cultura para producdo de lipase por Geotrichum sp. a 30°C e
120 1pm foi realizado por Medeiros (1999) em frascos agitados através de cinco
planejamentos experimentais, resultando em uma atividade enzimatica tr8s vezes maior que
a micial. Em um primeiro planejamento foi verificado o efeito das varidveis concentracio
de glicose (0-1%), nitrato de amdnio (0-0,75%), agua de maceragdo de milho (2-6%), dleo
de oliva e oleo de soja (1%). A glicose influenciou negativamente a produgio da enzima

sendo, portanto, eliminada do meio de cultura, e o tipo de 6leo ndo apresentou diferencas
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sigmficativas na produgéo da lipase. Portanto, foram realizados mais dois planejamentos
experimentals com agua de macera¢iio de mitho, nitrato de amdnio e oleo de oliva e mais
dois com ©leo de soja para fins comparativos. As melhores condigdes de producfio da
enzima utilizando o o6leo de oliva foram: nitrato de aménia 0,8-1%, agua de maceracdo de
milho 13-15% e oleo de oliva a 0,6%, alcangando 12 U/mlL. Para o estudo da producdo de
lipase com &leo de soja as melhores condigdes foram: nitrato de amdnia 2,1-2,5%, dgua de

maceragdo de milho 13-15% e dleo de soja 0,6%, atingindo uma atividade de 18 U/mL.
2.11 — Consideragdes gerais

Como pdde ser observado através da revisdio bibliografica, ha um grande interesse

na obten¢do da enzima lipase devido ao seu amplo potencial de aplicacfo industrial.

Verifica-se que, dependendo do microrganismo usado na fermentagdo, a lipase
obtida possui uma especificidade em particular. As intimeras varidveis que envolvem o
processo de obtengdo da enzima vdo desde a composicdo do meio (fonte de carbono, fonte
de nitrogénio, sais e indutores) ¢ as condigdes operacionais como pH, temperatura,

agitagéio, aeracio ¢ tipo de impulsor utilizado na fermentacéo.

Por se tratar de um fungo filamentoso, o cultivo do Geotrichum candidum apresenta
problemas inerentemente classicos. O crescimento celular eleva a demanda de oxigénio do
processo € simultaneamente a viscosidade aparente do caldo aumenta, dificultando a
transferéncia de massa e reduzindo a concentragdio de oxigénio dissolvido, podendo limitar

o crescimento microbiano e a propria biossintese do produto de interesse.

Um outro ponto que também pode ser observado ¢ que no caso de fungos
filamentosos © processo de agitagdo convencional dos fermentadores pode danificar o
micélio do fungo, influenciando na produgfio de biomassa e da enzima. Assim, torna-se
interessante a investigagdo do uso de reatores ndo convencionais que possam apresentar um
modelo menos agressivo para o microrganismo. No entanto, na propria literatura foram
encontrados poucos trabalhos com a produgéio em reator “air-lift” de algumas enzimas e

acido latico e apenas um artigo com a produgio de fosfolipase.
Portanto, ¢ de grande valia estudos sistemdaticos como é o caso do uso da
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metodologia do Planejamento Experimental, para a defimigdo de variaveis importantes
como a concentragio dos componentes do meio de cultura, as condiges de temperatura,
agitagio e aeragfo visando obter as condigdes dtimas de produgéo da lipase. A producdo da
enzima em reator “air-lift” também torna-se uma investigagdo importante, que pode
possibilitar uma melhor manutengéio do ““pellet” microbiano, influenciando na produgdo da

enzima e tornando o processo de obtencdo da lipase fiingica mais vidvel economicamente.
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3-MATERIAIS £ METODOS

Neste capitulo serfio descritos 0s procedimentos experimentais ¢ a metodologia
analitica usados para ¢ desenvolvimento do estudo da produgio de lipase por Geotrichum

candidum NRRL Y-552 durante 2 realizacBo deste trabalho.
3.1 - Microrganismo

Foi utilizado o microrganismo Geotrichum candidum NRRL Y-552 gentilmente
cedido pela Agricultural Research Service Culture Collection. O microrganismo foi
mantido em tubo de ensaio inclinado contendo meio dgar extrato de malte (3g/L de extrato
de levedura, 3g/l. de exirato de malte, 5g/1. de peptona, 10g/L de glicose ¢ 30g/L de 4gar) a

4°C. Uma foto deste microrganismo pode ser observada na Figura 3.1,

Figura 3.1. Morfologia do Geotrichum carndidum NRRL-Y552 (ampliado 40 vezes).
3.2 — Meio de cultivo de inécule

O meto de cultivo utilizado para o indculo estd descrito na Tabela 3.1. O pH inicial
do meio de cultura foi ajustado para 7,0 sendo posteriormente esterilizado a 121°C por 15
minutos. Este meio de cultivo de indculo foi utilizado para o mesmo microrganismo por
Baillargeon et al. (1989).
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Tabela 3.1. Meio de cultivo para indculo.

Componente Concentraciio (%)
Peptona 3
Nitrato de sédio 0,1
Sulfato de magnésio 0,1
Oleo de soja i

3.2.1~ Condic&e inicial de indcuio

O procedimento inicial de indeulo consistiu em retirar uma “alcada” de Geotrichum
candidum NRRL Y-552 do tubo de ensaio com é4gar inclinado em agar extrato de malte e
transieri-la para um tubo de ensaic contendo 10 mL do meio deserito na Tabela 3.1. Fste
tubo foi meubado por 24 horas, a 30°C e 250 rpm. Apds esse tempo, ¢ contetdo do tubo foi
transferido assepticamente para um Erlenmeyer de 500 mlL contende 100 ml do mesmo
meio de coltura e incubado por mais 24 horas, a 30°C & 250 rpm. Uma quantidade de 10%

(v/v} deste inteulo foi adicionada acs meios de fermentacio.
3.3— Influéncia de diferentes indutores na producio de lipase

Com o objetivo de verificar a influéneia do tipo de 6leo utilizado na produgdo de
lipase foram testados cinco tipos diferentes de indutores como: éleo de canola, élec de
girassol, ¢lec de milho, 6leo de soja e dleo de oliva para a produgio de lipase em frascos
agitados de 500 mL, contendo 100 mL de meio, a 30°C, 250 rpm e pH inicial 7.0 utilizando
o meio de fermentagfio apresentado na Tabela 3.1, modificando os tipos de Gleos testados, &

a metodologia micial de indeulo descrita no item 3.2.1.

Para os Gleos de canola, girassol, mitho, soja e oliva foram utilizadas as marcas

comerciais Purilev, Cocinero, Mazola, Soya e Malaguefia, respectivamente.
3.4 — Influéncia de diferentes meios de cultura na producie de lipase

Para testar a imfluéneia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para produgfio
de lipase foram realizados 11 ensaios em frascos agitados de 500 ml, contendo 100 mL de

meio a 30°C e 250 rpm, com diferentes composigdes de meio de cultura apresentados na
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literatura e utilizando a metodologia inicial de indculo descrita no item 3.2.1. Na Tabela 3.2

estéio apresentadas as composi¢des dos meios de cultura testados nesta etapa.

Tabela 3.2: Diferentes meios de cultura testados para produgdo de lipase.

Ensaio Composiciio do meio de cultura pH inicial
Peptona 5%, NaNGs 0,1%, 7.0
1 MgS0; 0,1%, Oleo de soja 1%
Peptona 5%, NaNOs 0,1%, MgS0, 0,1%,
2 Oleo de soja 1%, Tween 80 0,7% 7,0
Agua de maceracio de milho 10%,
3 NH,CI 1%, Oleo de soja 1% Sem ajuste
Agua de maceragio de milho 5%,
4 NH,ClI 1%, Oleo de soja 1% Sern ajuste
Peptona 2%, NaCl 0,5%
5 Extrato de levedura 0,1%, Oleo de soja 1% 5,5
Peptona 2%, NaCl 0,5%
6 Extrato de levedura 0,1%, Oleo de soja 1% 7.0
Extrato de levedura 0,5%, NaNOs 0,3%
7 K5;HPO, 0,1%, KC1 0,05%, 6.0
MgSO,4.7H,0 0,05%,

FeSO4.12H0 0,001%, Oleo de soja 1%

Extrato de levedura 0,5%, NaNO; 0,3%
8 KoHPO, 0,1%, KC1 0,05% 7.0
MgS0.4.7H,0 0,05%,
FeSO4.12H,0 0,001%, Oleo de soja 1%

Prodex-lac® 1%, Peptona 5%, NaNOs 0,1%

9 MgS804 0,1%, Oleo de soja 1% 7.0
Prodex-lac® 4%, NaNO; 0,1%,

10 MgS0; 0,1%, Oleo de soja 1% 7,0
Prodex-lac® 7%, NaNOs 0,1%

11 MgSO4 0,1%, Oleo de soja 1% 7.0

3.5 — Estudo do procedimento de inéculo

Em virtude da variagio demasiada e da falta de reprodutibilidade dos resultados na
atividade lipolitica, principalmente observada nos ensaios realizados em triplicatas, houve a
necessidade nesta etapa de um estudo do procedimento do inéculo antes da otimizagéo do
meto de cultura.
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3.5.1 ~ Quantidade de microrganismo no inécule

Para o teste de quantidade de microrganismo foi utilizado o seguinte procedimento:
A cultura contida no tubo de ensaio com 4gar inclinado foi ressuspendida com 1 mlL de
agua estéril, transferida para uma placa de petri, também contendo meio agar extrato de
malte, espalhada com alga de “Digrawski” e incubada durante 48 horas a 30°C. Apods a
incubagdo uma area circular de 1,54 cm® foi retirada, com o auxilio de um tubo de ensaio
estéril de didmetro de 1,4 cm e transferida para um tubo de ensaio contendo 10 ml do meio
de cultivo descrito no item 3.2 e incubada sob agitagiio de 250 rpm a 30°C por 24 horas.
Apds esse tempo esse volume foi transferido para Erlenmeyers de 500 mL contendo 100
mL do mesmo meio de cultivo a 250 rpm e 30°C por 24 horas. Uma quantidade de 10%
(v/v) deste inéeulo foi adicionada ao meio de fermentagio. Assim, foi estudada a influéneia
da quantidade inoculada de microrganismo no meio de inéeculo sobre a atividade enzimatica
no meio de fermentagdo. Foram inoculadas diferentes quantidades de areas circulares
contendo o microrganismo (A=1,54 em?, d=1,4 cm) nos tubos de ensaio conforme mostra a

Tabela 3.3. A atividade lipolitica foi acompanhada ao longo do tempo de fermentacgo.

Tabela 3.3: Ensaios realizados no teste da quantidade de inéculo.

Ensaios N° de areas circulares Area total inoculada
ineculadas (em®)
1 1 1,54
2 2 3,08
3 3 4.62
4 4 6,16

3.5.2. - Diametro da area circular do inéculo e volume do meio de inéculo

Neste segundo teste de procedimento para melhoramento do indculo foi estudada a
nfluéneia do didmetro da 4rea circular retirada da placa contendo o microrganismo
(di=lcm e d=1,4 cm) e volume de meio de inéculo utilizado (50 mL, 100 mL, 150 mL,
200 mL, 250 mL e 300 mL). O procedimento de inéculo adotado neste teste foi diferente do
anterior: A cultura contida no tubo de ensaio com é&gar inclinado foi ressuspendida com 1

mL de 4gua esténil, transferida para uma placa de petri, também contendo meio 4gar extrato
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de malte, espalhada com alga de “Digrawski” e incubada durante 48 horas a 30°C. Apbs
esse tempo a drea circular contendo o microrganismo foi transferida diretamente para
Erlenmeyers de 500 ml contendo diferentes volumes de meio de cultivo(descrito no item
3.2) e incubados sob agitagdo de 250 rpm a 30°C por 48 horas, sendo a atividade enzimatica
acompanhada ao longo do tempo de incubagdo do préprio indeulo. Os ensaios foram

realizados conforme estiioc descritos na Tabela 3.4,

Tabela 3.4: Ensaios realizados no teste de didmetro de indculo e volume do meio de

moculo.
Ensaios Volume de meio  Didmetro do circulo  Area inoculada (cm?)
de inéculo (mL) contendo o
microrganisme (cm)
1 50 1,0 0,78
2 100 1,0 0,78
3 150 1,0 0,78
4 200 1,0 0,78
5 250 1,0 0,78
6 300 1,0 0,78
7 50 1.4 1,54
8 100 1.4 1,54
g 150 1.4 1,54
10 200 1.4 1,54
11 250 1.4 1,54
12 300 1.4 1,54

3.5.3 —- Estudo do crescimento do indculo

Como o microrganismo incubado em volumes de meio de cultivo de 50 mL e 100
ml apresentou resultados de atividades enzimaticas semelhantes decidiu-se fazer um
acompanhamento da cinética de atividade enzimitica no crescimento do inéculo. Foram
realizados o ensaio 1 (50 mL e d=1,0 cm), o ensaio 2 (100 mL e d=1,0 cm), o ensaio 3 (50
ml e d=].4 cm) e o ensaio 4 (100 mL e d=1.4 cm), com a metodelogia de inéculo descrita

no item 3.5.2.
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3.5.4 — Tempo de incubacio de inéculo

Uma das varidveis estudadas durante o processo de preparo de indculo foi a
influéneia do tempo de incubagdo do indculo sobre a atividade enzimatica no meio de
fermentagéio. Apos a ressuspensio do microrganismo do tubo de ensaio em agua estéril e o
crescimento do microrganismo durante 48 horas em placa de petri a 30°C, contendo o meio
agar extrato de malte, tansferiu-se 0,78 cm?” de indeulo e inoculou-se em Erlenmeyers de
500 mL contendo 100 mL do meio de cultivo deserito no itemn 3.2 nas condigdes de 250
rpm a 30°C por 15, 24, 36 ¢ 48 horas. A cada tempo de incubagéo diferente uma quantidade

de 10% (v/v) deste indeculo foi adicionada ao meio de fermentagio.
3.5.5 — Condicio otimizada de inéculo

Apbs os testes para o melthoramento de indeulo o procedimento ficou modificado da
seguinte forma: O microrganismo mantido em 4gar extrato de malte inclinado foi
ressuspendido com 1 mL de 4gua estéril e transferido para uma placa de petri, contendo o
meio Yeast Malt, e incubado durante 48 horas a 30°C. Apés este periodo de incubagdo uma
area circular de 0,78 cm?, contendo o microrganismo crescido, foi recortada da placa com
um tubo de ensaio estéril de difmetro de 1 cm e inoculada em Erlenmeyers de 500 mL
contendo 100 mlL do meio de cultivo descrito no item 3.2 nas condigdes de 250 rpm a 30°C
por 15 horas. Uma quantidade de 10% (vA~) deste inéculo foi adicionada aos meios de

fermentacgio.
3.6 — Cinética da produciio de lipase em frascos agitados

Para verificar a cinética de produgdio de lipase em frascos agitados foram realizados
quatro ensaios na condi¢do do ponto central do primeiro planejamento experimental (5% de
peptona, 0,1% de NaNOs;, 0,1% de MgSO. e 1% de 6leo de soja) com um maior ntimero de
amostragem ao longo da fermentacgdo, utilizando a condigdo otimizada de inéculo descrita

no item anterior.
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3.7 - Otimizagio do meio de cultura para produgio de lipase

As composi¢des dos meios das fermentagdes foram realizadas de acordo com os
planejamentos experimentais descritos nos itens 4.3, 4.6, 4.7 a temperatura de 30°C e pH
inicial de 7.0. No quarto planejamento experimental a composi¢do do meio de cultura foi
3,58% de peptona e 0,64% de dleo de soja variando o pH inicial do meio e a temperatura de
preducdo, conforme apresentado no item 4.9. As fermenta¢des foram realizadas com 250
rpm de agitagdo durante aproximadamente 72 horas, em frascos agitados de 500 ml
contendo 100 mL de meio de cultura. Todos os meios de cultura foram previamente

esterihzados a 121°C por 135 minutos.

Os meios de cultura foram inoculados com 10% (v/v) de indculo nas condi¢cBes

descritas oo item 3.5.5.

Nesta etapa de otimizagdo do meio de cultura em frascos agitados, as amostras
foram coletadas em tempos de amostragem pré-determinados para o acompanhamento de

pH e determinacéo da atividade enzimética de lipase.
3.8 — Caracterizacio da lipase

Apbs o estudo da otimizagio da produgdo da lipase, a enzima foi obtida nas
condigdes Otimas e caracterizada quanto a estabilidade da enzima congelada ao longo do
tempo, pH otimo, temperatura 6tima, temperatura de estabilidade e influéncia de sais

minerais na atividade lipolitica.
3.8.1 - Estudo da estabilidade da enzima congelada

O caldo fermentado livie de células foi congelado e a atividade lipolitica
determinada em mtervalos de tempo pré-determinados, utilizando a metodologia descrita

no item 3.11.2.
3.8.2 — Determinaciio do pH étimo
A influéncia do pH na reagdio enzimatica foi determinada através da atividade

lipolitica descrita no item 3.11.2 realizada em diferentes valores de pH (2,6-7,0 em tampéo
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citrato-fosfato 100 mM, 3,6-5,6 em tampé#o acetato 100 mM, 6,9-8,0 em tampdo fosfato
100 mM e 7,2-8,8 em tampéo tris-HC] 100 mM).

3.8.3 — Estudo da temperatura étima

A influéncia da temperatura na reago enzimatica foi determinada através da
atividade lipolitica descrita no item 3.11.2 nas temperaturas de 27, 30, 33, 35, 37, 38, 39,
40, 42,50 e 60° C.

3.8.4 — Estado da estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica da enzima foi estudada em termos de tempo de meia vida
(t12), mmcubando-se 30 mL do caldo fermentado livre de células em tampdo fosfato 50 mM
pH=7,0, nas temperaturas de 30, 33, 35, 37, 40, 43, 45 e 50°C. Sendo determinadas as

atividades lipoliticas, ac longo do tempo, utilizando o método descrito no item 3.11.2.
3.8.5 ~ Influéncia de ions na atividade lipolitica

A imnfluéneia de sais minerais na atividade enzimética foi verificada adicionando-se
ImM de sal, esta concentragdo nfo interfere no método de determinago de atividade
lipolitica (Macedo et al., 1997), no sistema de reagfio descrito no item 3.11.2. Foram
testados o MgSQ4, MnSOs, CoCly, ZnSOy,, LiSO,, CaCly, NaSO,, CuSOy4, KCl, FeSOQ,,

AgNO;.
3.9 — Determinacdo dos parimetros cinéticos Kas e Viix

A determinacdo dos parimetros cinéticos Ky e Vs foram realizadas medindo-se a
atividade lipolitica em diferentes concentragdes de 6lec de oliva. As concentracdes de éleo
de oliva utilizadas foram: 5, 6, 8, 10, 20, 30, 40 e 50 mg/mlL..

3.10 — Produgdo da lipase em reator com agitacio mecinica convencional

Os ensaios experimentais realizados para a produgdo da lipase em reator com
agitacdo mecanica convencional utilizaram o meio de cultura otimizado na etapa de estudo

em frascos agitados (3,58% de peptona e 0,64% de 6leo de soja com pH inicial de 7,0). Os
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meios de cultura foram inocculados com 10% (v/v) de indculo nas condigdes descritas no
item 3.5.5. Todos os meios de cultura foram previamente esterilizados a 121°C por 15

MITItos.

Os experimentos foram realizados com o fermentador de bancada BIOFLO III de 3

litros, com wrn volume util de 2.2 litros.

Neste estudo foi feito o acompanhamento da producdo da enzima realizando-se as
analises de pH, atividade enzimatica de lipase, atividade enzimitica de protease,
concentragdo de proteina, massa seca ¢ a determinago do coeficiente volumétrico de

transferéneia de oxigénio na fase liquida.
3.10.1 — Influéncia de tipo de agitador na producio da lipase

A influéneia do tipo de agitador no processo de producdo da enzima em fermentador
com agitacdo mecénica convencional foi realizado com trés tipos de agitadores: Dois
agitadores Rushton com 6 pés planas, dois agitadores hélice naval e um agitador de pas
inclinadas. A condigéo de cada fermentacdo foi 1 vvm de aeragdo, 300 rpm de agitagdo a
30°C.

3.10.2 - Influéncia da agitaciio e aeragio na producio de lipase

A influéneia da agitagio e aeragfio na produgdo da lipase em fermentador com
agitagdo mecénica convencional foi feita utilizando um agitador de pas inclinadas. As
condi¢des de agitagdo e aeragdo testadas em cada ensaio estdio descritas no planejamento
experimental apresentado no item 4.3. A temperatura das fermentagdes foi controlada a
30°C.

3.11 - Preducio de lipase em reator “air-lift”

Os ensalos experimentais realizados para a producdo da lipase em reator “air-lift”
utilizaram o meio de cultura otimizado na etapa de estudo em frascos agitados (3,58% de
peptona e 0,64% de oleo de soja com pH inicial de 7,0). Os meios de cultura foram
inoculados com 10% (v/v) de moculo nas condigdes descritas no item 3.5.5. Todos os

meios de cultura foram previamente esterilizados a 121°C por 15 minutos.
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Os experimentos foram realizados com o fermentador de bancada com vaso “air
lift” da B.Braun de 3 litros, com um volume ttil de 2,2 litros nas condigdes de aeragdo de
1,0, 1,5, 2,0, 2.5,¢ 3,0 vvimn a 30°C.

Neste reator foi feito o acompanhamento da producio da enzima com as analises de
pH, atividade enzimética de lipase, atividade epzimatica de protease, concentracdo de
proteina, e a determinagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio na fase
liquida.

3.12 - Métodos analiticos
3.12.1 ~ Determinacio de pH

A determinagéo do pH foi realizada através da leitura da amostra em um pHmetro
Mettler Toledo 320.

3.12.2 - Determinagcio da atividade lipolitica

Na deterrinagdo da atividade lipolitica foi adotado o metodo utilizando goma
arabica segundo Freire et al. (1997 a). O método é baseado na titulagdo dos 4dcidos graxos
liberados pela acdo da enzima lipase, presente no caldo bruto fermentado, sobre os

triglicerideos do 6leo de oliva emulsionados em goma arabica.

Em frascos de 100 mL foram adicionados 19 mL de emulsio (5% de goma arébica e
5% de oleo de oliva) em tampio fosfato de sodio 100 mM a pH 7.0. Esta mistura foi
homogeneizada e neste sistema acrescentado 1 mL do meio de fermentado livre de

células. A mistura foi mantida a 37°C por 30 minutos sob agitagdo reciproca.

Apbs esse terupo a reagdo foi mterrompida pela adigio de 20 ml de solugéio
acetona:etanol 1:1 (v/V) e os 4cidos graxos liberados foram titulados com uma solugio de
NaOH 0,05 N até o pH final 11 utilizando um titulador automéatico Mettler Toledo DL 50.

Uma unidade de atividade de lipase ¢ definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pmol de acido graxo por minuto, nas condigdes descritas. As analises foram

realizadas em tnplicata e a média entre as mesmas foi considerada. O branco para cada
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amostra foi feito nas mesmas condigdes, colocando a enzima apés a adigdo da

acetona:etanol.
3.12.3 - Determinaciio da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada segundo Chamey & Tomarelli (1947) que
utiliza 0 metodo colorimétrico de determinagfio de atividade proteolitica onde 0,5 ml do
meio fermentado livre de células foi incubado em tubo de centrifuga com 0,5 m! de uma
solucdio de azocaseina 0,5% em tampéo acetato 50 mM pH 5,0 durante 40 minutos a 37°C.
Apbs este mtervalo de tempo, 0,5 ml de 4cido tricloro acético (TCA) 10% foi adicionado e
colocado em banho de gelo com a finalidade de interromper a reagfio enzimatica. Este meio
reacional foi centrifugado a 7000 g por 2 minutos e 1 ml do sobrenadante foi transferido
para um outro tubo contendo 1 ml de uma solugfio de KOH 5N. A absorbincia desta
solugdo foi determinada a 428 nm em espectrofotdémetro Beckman Coulter DU 640,

Uma unidade de atividade proteolitica ¢ definida como a quantidade de enzima que
provoca uma diferenga unitéria de absorbéncia entre a amostra e seu branco por minuto nas

condi¢bes de ensaio descritas acima.
3.12.4 - Determinacio da proteina solivel

Para determinagéo da proteina foi realizado o método de Lowry et al. (1951).
3.12.5 - Determinacio da massa seca

Para determinag@o da massa seca foi utilizado o método gravimétrico.

Com um volume conhecido do caldo fermentado, filtrou-se em papel Whatman
n°44. O filtrado fo1 lavado uma vez com égua destilada e depois ressuspendido num volume
pequeno de agua e seco em estufa a 75°C numa placa de Petri, cuja massa inicial foi

determinada, ¢ previamente tarada em balanca até atingir peso constante (Freire et al., 1997
a).
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3.12.6 - Determinaciio da composicio de Acidos graxos dos 6leos comerciais

A determinacdo da composi¢io de acidos graxos dos diferentes indutores testados
na produgdo de lipase (dleos de canola, girassol, milho, soja e oliva) foi realizada o
Laboratério de Oleos e Gorduras da Faculdade de Engenharia de Alimentos/UNICAMP.
Com esta finalidade foi usada a metodologia da cromatografia gasosa nas condigdes usuais

deste laboratorio para analise de dcidos graxos de 6leos comerciais.

Pesou-se 100mg do 6leo em tubo de ensaio com tampa e adicionou-se 4mL do
reagente de saponificagio (NaOH ou KOH 0,5M em metanol anidro). O tubo de ensaio foi
agitado e aquecido até tornar-se transparente, sendo resfriado em 4agua corrente. Em
seguida, adicionou-se Sml de BFs, sendo agitado, aquecido por 5 minutos e resfriado em
agua corrente, novamente. Adicionou-se 4 ml, de solugfio saturada de NaCl e agitou-se.
Adicionou-se 10mlL de éter de petréleo e agitou-se. A amostra foi mantida em repouso e
apés a separagdo das fases, a fase contendo os ésteres metilicos foi injetada no
cromatografo gasoso capilar —Perkin Elmer 8420 contendo uma coluna capilar de silica
fundida CP-8i1-88 n° 985132, 50m x 0,25mm.

3.12.7 - Determinacio do coeficiente volumétrice de tranferéncia de oxigénio na fase
liquida (K a)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio foi determinado pelo método
do borbuthamento, sendo determinado no meio de fermentagdo sem o microrganismo para
o reator convencional e o “air-lift”. No reator convencional foi determinado utilizando os
agitadores turbina de Rushton, hélice naval e pés inclinadas na condigio de lvvm de
aeragdo, 300 rpm de agita¢do a 30°C; e determinado utilizando o agitador de pés inclinadas
para diferentes combinag3es de agitagio e aeragio conforme o planejamento experimental
deserito no item 4.13. No reator “air-lift” também foi determinado a 30°C pas condi¢ées de
1,0 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 vvmn. As leituras de oxigénio dissolvido (OD) foram feitas com um
eletrodo polarografico de oxigénio. O meio foi borbulhado com nitrogénio até que as
leituras de OD estivessem entre O e 0,2. Em seguida, imjetou-se ar e tomaram-se as leituras
de OD em fungéo do tempo. Supondo transferéncia de massa em duas fases, a seguinte

dedug8o foi utilizada para o calculo do Kya:
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dac .
—L=K,aC"-C)) (3.1)

Onde Cp € a concentragdo de oxigénio no meio e C* é a concentragdo de saturacio de

oxigénio do meio em equilibrio com o ar, logo integrando:

c t

[ = [Kan (32)
o (C "'CI,) 0

Temos:

A_hl(gwé:;_g) =K,a*t (3.3)

%
Fazendo OD = C'CI*OO temos:

160-0D

-KLa*tmhl( ™ ) G4

3. 13- Calculo da produtividade ¢ da produfividade especifica

A produtividade foi calculada para os ensaios em reator com agitagio mecdnica e
reator “air 1ift”, ¢ a produtividade especifica apenas para o reator com agitagio mecdnica. A
produtividade foi definida como sendo a maxima atividade lipolitica alcancada em cada
ensaio dividida pelo respectivo tempo. A produtividade especifica foi definida como sendo
a produtividade dividida pela biomassa alcangada no respectivo tempo de fermentagio.

Prod = - (3.5)

(3.6)
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Sendo:

Prod = Produtividade no tempo t de fermentagdo em U/(mL.h)

Py= Méxima atividade enzimatica alcancada em cada ensaio em U/ml.

tr= Tempo de fermentac¢io em horas

Prody = Produtividade especifica em U/(mg.h)

X = Biomassa no tempo t de fermentagio em mg/mL

3.14 - Planejamento experimental e metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta se baseia no método do planejamento
fatorial consistindo num grupo de técnicas utilizadas para estudar as rela¢des entre uma ou
mais respostas medidas analiticamente € um niimero de varidveis de entrada, ou varidveis
independentes que podem ser controladas (Box et al, 1978). Esta ferramenta vem sendo
muito utilizada nos ltimos anos, principalmente em processos bioquimicos onde muitas

variaveis devern ser estudadas.

Esta metodologia permite uma diregéo as condigSes 6timas de operagdo muito mais
rapidamente do que a andlise convencional univaridvel e permite avaliar os dados

estatisticamente fornecendo maior confiabilidade nos resultados obtidos.

Assim, o estudo da otimizagio do meio de cultura, em frascos agitados, foi
realizado através de planejamentos experimentais para analise dos efeitos das varidveis
independentes, ou seja, concentraciio de peptona, nitrato de sédio, sulfato de magnésio €
oleo de soja na resposta avaliada nesta etapa que foi a atividade lipolitica em funcdo do

tempo de fermentacéio.

Na primeira etapa do trabalho visando a otimizagiio do meio de cultura foram
realizados dois planejamentos experimentais fracionrios 2+ iguais, com ¢ objetivo de
verificar a mfluéncia da concentragiic de peptona na faixa de 3 a 7%, sulfato de magnésio
de 0 a 0,2%, nitrato de sédio de 0 a 0,2%, e Sleo de soja de 0.5 a 1,5%.
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No planejamento experimental fracionario 2%, um planejamento de resolucdo IV, o
efeito da variavel principal apresenta ruido de 3 ordem (que pode ser considerado nulo).
Através deste planejamento fracionario é possivel diminuir o nimero de ensaios pela

metade sem haver perdas na qualidade das respostas obtidas.

Através da andlise dos dois primeiros planejamentos experimentais foi possivel
elaborar um terceiro planejamento experimental completo (“estrela™) 27 com 5 niveis, com
duas variaveis independentes. Este planejamento teve por objetivo estudar o efeito da
concentragdo da peptona na faixa de 3 a 7% e da concentragéo de oleo de soja na faixa de
0.5 a 1,5 %, ou seja, a mesma faixa de concentragio utilizada nos demais planejamentos,

porém sem a presenca dos sais minerais.

Com um quarto planejamento experimental completo 22 foi possivel estudar as
varidveis pH inicial do meio de cultura na faixa de 5,6 a 84 e a temperatura de producfo da
lipase de 18°C a 42°C.

O estudo da influéncia da agitacdo e aeragio na preducéio da lipase também foi
realizado através de um quinto planejamento experimental completo 2° no reator com
agitacdo mecéanica convencional. A agitagdio foi avaliada de 100 a 500 rpm ¢ a aeracdo de

0,2 a1,8vvm.

Todos os resultados foram analisados estatisticamente utihizando-se o software
Statistica V.5.0 (Statsoft).
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4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 — Teste de indutores para produgio de lipase

Os resultados do teste de indutores para produgéo de lipase podem ser visualizados
através da Figura 4.1, onde pode ser observado o perfil da atividade enzimatica e pH para

os diferentes ensaios apos 24 horas e 49 horas de fermentacéo.

E possivel verificar que os diferentes tipos de dleos alcangaram aproximadamente 6
U/ml. pas primeiras 24 horas de fermentagfio com excegdo do 6leo de girassol, que s6
atingiu 4 U/mL ap6s 49 horas de fermentagfo. O pH apresentou uma tendéncia de
decréscimo para todos os emsalos até as 24 horas aumentando apés esse tempo de

fermentagéo.

Provavelmente, a queda na atividade enzimética foi devido ao microrganismo ter
sido incubado por um periodo mais longo no meio de indeulo j4 que neste teste foi utilizada
a metodologia inicial de indculo deserita no item 3.2.1. Quando o méeulo foi transferido
para o meio de fermenta¢dio deveria estar com uma menor percentagem de células vivas ou
se encontrar na fase final de crescimento exponencial excretando assim, menor quantidade
de lipase e liberando enzimas proteoliticas ou outras substincias no meio de cultivo que

degradem a lipase.

Apesar das diferentes composigSes de acidos graxos dos indutores utilizados como
pode ser notado através da Tabela 4.1 néo foi observada diferenga na quantidade de enzima
excretada pelo microrganismo para o meio de fermentagdo em 49 horas, que serd o tempo

utilizado para anélises posteriores.

Como pode-se observar na Tabela 4.1 o ¢leo de girassol possui uma composigéo de
acidos graxos mais rica em acidos graxos insaturades do que os 6leos de oliva, soja e
milho. Estes trés Oleos apresentam composicdes bem semelhantes entre si, apresentando
cerca de 15% de 4cidos graxos saturados e 85% de 4cidos graxos insaturados, o que
explicaria o comportamento bastante semelhante na produgdo de lipase com a utilizagdo

destes trés oleos. O dleo de girassol por sua vez é mais rico em acidos graxos insaturados,
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tendo cerca de 90% de insaturados e 10% de saturados. O mesmo perfil encontrado também

para o 6lec de canola.

—o— Qleo de soja

1 -a— Qleo de oliva
—o— Qleo de milho
—— Oleo de canola

Afividade enzimatica de lipase (U/mL)
W

9] .
o 10 20 30 40 50 ~*- Oleoc de girassol
Tempo (Horas)
(a)
7.8
7.4
7.0
=
o9
66
6,2
58
o 10 20 30 40 50
Tempo (Horas)
(b

Figura 4.1. Perfil de atividade enzimatica da lipase de Geotrichum candidum (a) e pH (b)

ao longo da fermentagdo dos diferentes tipos de indutores.
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Tabela 4.1: Composigéo dos principais acidos graxos saturados e insaturados presentes nos

dleos vegetais utilizados para o teste de indutores na producéio da lipase.

Acidos graxos saturados Oleo Oleo Oleo Oleo Oleo
deoliva desoja  de girassol de milho de canola

(%) (%) (%) (%) (%)

Palmitico 16:0 10,06 11,47 5,89 13,12 4,92

Estearico 18:0 2,62 3,68 3,48 2,40 2,46

Araquidénico 20:0 - - - 0,66 2,50
Behénico 22:0 - - 0,76 - -

Acidos graxos insaturados

Palmitoléico 16:1 0,73 - - - -

Oléico 18:1 75,80 23,51 25,61 34,52 59,08

Linoléico 18:2 10,81 54,49 64,27 49,63 21,99

Linolémico 18:3 - 6,84 - - 6,40

Gadoléico 20:1 - - - - 1,63

Euricico 22:1 - - - - 1,05

A diferenca de composi¢io entre a quantidade de éacidos graxos saturados e
insaturados € importante para explicar a diferenca de comportamento do éleo de girassol
em relagéo aos oleos de soja, oliva € milho, indicando que o microrganismo deve consumir
primeiramente os acidos graxos saturados, presente em maior quantidade nestes trés 6leos,
o que justificaria a menor atividade lipolitica no ensaio utilizando 6leo de girassol apés 24

horas de fermentacéo.

Em relagdo ao comportamento do éleo de canola era de se esperar pela composi¢io
de acidos graxos saturados e insaturados que seu comportamento fosse semelhante ao do
oleo de girassol, o que ndo foi observado, sendo seu comportamento semelhante ao dos
outros oOleos utilizados. Isto pode ter relagdo com a maior diversidade de acidos graxos
existentes no 6leo de canola, mas alguma concluséo a este respeito exigiria um estudo mais

detathado do processo para cada 6leo individualmente.

Pode-se perceber que a maior quantidade de 4cidos graxos saturados presente no

6leo utilizado como indutor favoreceu wma maior atividade lipolitica nas primeiras 24 horas
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de processo. No entanto considerando-se 48 horas de processo, que tem sido o tempo de
processo mais importante no estudo realizado, no qual se tem obtido o valor de maxima
atividade enzimatica, percebe-se que nfo ha nenhuma diferenca entre o uso de qualquer um

dos indutores testados.

Outros trabalhos citados na literatura também investigaram a utilizagio de
diferentes indutores para produgio de lipase. Hatznikolaou et al. (1996} estudaram como
fonte de carbono para produgdo de lipase por Aspergillus niger o 6leo de milho, a glicose, a
sacarose € © Oleo de oliva. Os resultados demonstraram que o melhor indutor foi o 6leo de

milho a 2% resultando numa atividade enzimatica de 40,5 U/mL.

Nahas (1995) estudou a concentragio de 1, 2 e 4% de oleo de oliva, 6lec de
cartamo, Oleo de girassol e dleo de milho para produgdo de lipase por Rhizopus
oligosporus, verificando uma atividade méxima de 30 U/mL com éleo de girassol como

indutor na producio da enzima.

Portanto, fot escolhido o dleo de soja para realizarmos a sequéneia dos estudos de
produgdo de lipase, pois a produgfo desta matéria-prima é mais abundante no Brasil, o que
a faz mais viavel economicamente. O prego do 6leo de soja corresponde a 1/5 do prego do

6leo de oliva e 1/3 dos demais dleos testados.
4.2 — Teste de diferentes meios de cultura para preducio de lipase

A Figura 4.2 apresenta os resultados de acordo com os meios de cultura cujas
composigbes estio descritas na Tabela 3.2, onde pode ser observado o perfil de atividade
enzimatica para os diferentes meios de cultura testados para a produggo de lipase.

Ao compararmos © ensaio 1 e 2 verifica-se que a presenga de Tween 80
praticamente n#o influenciou na produgfio da enzima, pois os ensaios alcangaram atividade
enzimatica semelhante ao redor de 11 U/mL. A produgdo da lipase utilizando agua de
maceragdo de mitho foi testada na concentragio de 10% (ensaio 3) e 5% (ensaio 4) que
apresentou uma pequena produgio da enzima em ambos os ensaios. Nos ensaios 5 e 6 foi
testado o mesmo com pH diferentes, € quando o pH inicial do meio de cultura aumentou de

5.5 para 7.0 a atividade enzimatica duplicou e alcangou 14 U/mL no ensaio 6.
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Figura 4.2. Perfil de atividade enzimatica ao longo da fermentagdo de Geotrichum

candidum para os diferentes meios de cultura.

Tabela 3.2: Diferentes meios de cultura testados para produgéo de lipase.

Ensaio Compesicio do meio de cultura pH inicial
1 Peptona 5%, NalNOs 0,1%, MgS04 0,1%, Oleo de soja 1% 7,0
2 Peptona 5%, NaNOs 0,1%, MgS04 0,1%, 7,0

Oleo de soja 1%, Tween 80 0,7%
3 Agua de maceragio de milho 10%, NH.CI 1%, Oleo de soja 1% Sem ajuste
4 Agua de maceracio de mitho 5%, NH4Cl 1%, Oleo de soja 1% Sem ajuste
5 Peptona 2%, NaCl 0,5%, Extrato de levedura 0,1%, Oleo de soja 1% 5,5
6 Peptona 2%, NaCl 0,5%, Extrato de levedura 0,1%, Oleo de soja 1% 7.0
7 Extrato de levedura 0,5%, NaNOs 0,3%, K;HPO, 0,1%, KCI 0,05%, 6,0
MgS0,4.7Hy0 0,05%, FeSO4. 12H,0 0,001%, Oleo de soja 1%
8 Extrato de levedura 0,5%, NaNOs3 0,3%, KoHPO4 0,1%, KC10,05% 7.0
MgSO4.7H;0 0,05%, FeSO4. 12H,0 0,001%, Oleo de soja 1%

9 Prodex-lac® 1%, Peptona 5%, NaNOs 0,1%, 7.0
MgS0, 0,1%, Oleo de soja 1%

10 Prodex-lac® 4%, NaNO; 0, 1%, MgSO; 0,1%, Oleo de soja 1% 7,0

11 Prodex-lac® 7%, NaNO; 0,1% MgS0, 0,1%, Oleo de soja 1% 7.0

A presenca de diferentes sajs minerais e extrato de levedura foi testado através do

ensaio 7 e 8 observando uma producdo da enzima em tomno de 5,5 U/mL. Uma outra fonte

de nitrogénio testada foi o Prodex-lac® (Hidrolisado de levedura) em diferentes
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concentragdes 1% (ensaio 9), 4% (ensaio 10) e 7% (ensaio 11) alcancando em torno de 9
U/mL de atividade enzimatica.

Quando comparado os diferentes meios de culturas testados verificou-se que os
melhores resultados foram alcancados nos ensaios 1,2 e 6. A diferenga do ensaio 1 e 2 foi
apenas a presenca de Tween 80 que praticamente ndo influenciou na atividade lipolitica, e o
ensao 6 utilizou peptona e extrato de levedura alcangando 14 U/ml. Decidiu-se estudar
uma otimizagdo do meio de cultura contendo peptona, MgSO,, NaNO; e 6leo de soja pois
apresentou uma produgfio da enzima de aproximadamente 10 U/mL e nfio continha o

extrato de levedura que levaria a um aumento do custo do meio de cultura.

O comportarnento de queda na atividade lipolitica foi similar ao ocorrido no teste de

indutores provavelmente devido ao tempo excessivo de incubagéo de indeulo.

4.3 ~ Primeiro planejamento experimental para producio de lipase: Estudo da

concentracio de peptona, nitrate de sédio, sulfate de magnésio e éleo de soja

Neste planejamento experimental 2% as variaveis independentes estudadas foram:
concentragdo de peptona, nitrato de sédio, sulfato de magnésio e oleo de soja, escolhido
como indutor na etapa anterior do trabalho para a produgéo da enzima. A resposta avaliada
foi a atividade enzimatica de lipase no decorrer da fermentacfio, sendo também realizado o

acompanhamento do pH. O procedimento de indeulo utilizado foi o descrito 1o item 3.2.1.

Os valores reais (descodificados) utilizados nos ensaios deste planejamento estio
apresentados na Tabela 4.2 com seus respectivos niveis codificados. O planejamento

experimental esta apresentado na Tabela 4.3.

Tabela 4.2: Faixa de valores estudados nos planejamentos experimentais 2*1 para o estudo

da producéio de lipase.
Nivel Peptona (%) Nitrato Sulfato Oleo de soja
de sodio (%) de magnésio (%) (%)
-1 3 0 0 0,5
0 5 0,1 0,1 1,0
+1 7 0,2 0,2 1,5
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Tabela 4.3: Primeiro planejamento experimental 2*1 para o estudo da produgéo de lipase.

Ensaios Peptona Nitratode Sulfatode Oleode Atividade enzimatica (U/mL)

sodio magnésio soja 24h 48h 73h
1 -1 -1 -1 -1 1,70 3,25 1,98
2 +1 -1 -1 +1 0,97 2,56 1,96
3 -1 +1 -1 +1 0,37 2,77 2,77
4 +1 +1 -1 -1 1,35 1,05 0,56
5 -1 -1 +1 +1 0 2,71 2,48
6 +1 -1 +1 -1 1,60 2,16 1,79
7 -1 +1 +1 -1 2,62 261 2,77
8 +1 +1 +1 +1 0 2,93 1,76
9 0 0 0 0 1,87 2.83 1,00
10 0 0 0 0 1,42 1,57 0,62
11 0 0 0 0 1,75 2.86 2,01

A produgdo de lipase foi observada através do acompanhamento da atividade
enzimética ao longo do tempo de fermentagic como mostrado na Figura 4.3 (a). Em 48
horas de fermentagdo pode ser verificado que os ensaios experimentais alcancaram o

méximo de atividade enzimatica apresentando variagdes de 1,05 a 3,25 U/mL.

Observando-se os resultados obtidos nos pontos centrais (ensaios 9, 10 ¢ 1) é
possivel perceber que houve uma grande variagio nos valores da atividade lipolitica obtida
indicando assim, uma falta de reprodutibilidade dos dados. Além deste fato, os resuitados
de atividade enzimaética foram bastante inferiores aos alcangados anteriormente no teste de

diferentes indutores.

O pH de todos os ensaios experimentais apresentou um decréscimo até 24 horas de
fermentacéo ¢ em seguida uma tendéncia de aumento até o final do processo que pode ser
acompanhado através da Figura 4.3 (b). Este comportamento ja foi observado no teste de
indutores através da Figura 4.1 (b) e em outros trabalhos de produgéo de lipase como
Jacobsen et al. (1989 a e b) e Medeiros (1999).
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Figura 4.3. Acompanhamento da atividade enzimética da lipase de Geotrichum candidum
(a) e pH (b) ao longo da fermentagdo para o primetro planejamento experimental.

Analisando os efeitos principais das varidveis no planejamento experimental
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fracionario ap&s 48 horas de fermentagdo como mostrado na Tabela 4.4 verificou-se que
nenhuma das varidveis estudadas apresentou efeito estatisticamente significativo sobre a

atividade lipolitica quando a concentragfio passou do nivel ~1 para o nivel +1.

Tabela 4.4: Efeitos pnincipais das varidveis do primeiro planejamento experimental em 48

horas de fermentagéo para producdo de lipase de Geotrichum candidum.

Fatores Efeito (U/mL) Erro padrie t p
Média 2,48* 0,22% 11,14% 0,01*
Peptona -0,66 0.52 2.312 0,260
NaNO; -0,33 0,52 -0,989 0,504
MgSO4 0,20 0,52 -2,500 0,242
Oleo de soja 0.48 0,52 2,039 0,290

* valor estatisticamente significativo a 99% de confianca (p<0,01)

Portanto, apds a andlise do primeiro planejamento experimental foi necessario
realizar um estudo para padronizagio de inéculo, com o objetivo de minimizar o erro
experimental e aumentar a reprodutibilidade dos resultados, promovendo um incremento na

produgdo de lipase, para posteriormente realizar-se os planejamentos experimentais.

4.4 — Estudo de padronizacio do inéculo

No estudo do procedimento de padronizagde do indéculo foram avaliados:
quantidade de microrganismo inoculado, volume do meio de cultivo para inéculo e tempo
de incubagfio do moéculo. O meio de fermentagio usado nos testes de indculo foi o
correspondente aos pontos centrais do primeiro planejamento experimental (5% peptona,

0,1% nitrato de sédio, 0,1% sulfato de magnésio, 1% de 6leo de soja e pH=7,0).
4.4.1 - Quantidade de microrganismo

Na Figura 4.4 pode ser acompanhada a atividade enzimatica e o pH ao longo de 74
horas de fermentagdo. O pH apresentou o mesmo comportamento que as fermentagGes
anteriores com uma ligeira diminuigdo no periodo inicial seguido de um aumento até o final
da fermentagio. Analisando-se a produgio da enzima verifica-se que quanto menor a

quantidade inoculo adicionado ao meio de cultivo, maior a atividade lipolitica. A maior
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atividade enzimatica foi alcangada com uma 4rea circular de 1,54 cm? {ensaio 1),
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Figura 4.4. Acompanhamento da atividade enzimatica de lipase (a) e pH (b) a0 longo da
fermentacdo de Geotrichum candidum para diferentes quantidades de IMICTOrganismo

inoculado.

Atraves da Figura 4.5 pode-se perceber que h4 uma relacdo entre atividade lipolitica
e a raziio CS/CM (CS: quantidade total de substrato (g); CM: érea inoculada (cm?) ao
longo do tempo de fermentagfo. Quanto maior a tazio CS/CM maior a atividade lipolitica,

ou seja, quanto maior a disponibilidade de substrato no meio para o MIiCTorganismo maior a
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atividade alcangada na fermentacdo, dentro da faixa estudada. Assim nesta etapa foi

escolhido um 1noéculo com drea circular de 1,54 em® como methor resultado.
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Figura 4.5. Atividade lipolitica de lipase de Geotrichum candidum em fungfo da relagdo
CS/CM.

4.4.2. - Diametro da area circular do inéculo ¢ volume do meio de inéculo

Os resultados do teste de didmetro de inéculo e volume de meio de néeculo estio

contidos na Tabela 4.5 e podem ser methor visualizados na Figura 4.6.

De acordo com os testes ¢ possivel observar que os melhores resultados de atividade
lipolitica do inéculo foram obtidos nos ensaios experimentais com menor quantidade de
microrganismo, ensaio 1 (d= lem, A= 0,78¢m’, V=50 mL) apés 22,7 horas de fermentagio
alcangando 7,53 U/mL e 2 (d= lem, A= 0,78cm?, V= 100 mL) apds 47,5 horas 7,74 U/mlL..

A partir disso decidiu-se trabalhar com um volume de meio de indculo de 50 e 100
ml para um proximo teste, pois com estes volumes foram obtidos os melhores resultados
de atividade lipolitica. Estes volumes de inéculo apresentaram melhores resultados de

atividade provavelmente devido a uma melhor transferéncia de oxigénio. Considerando o
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tamanho do frasco de inéeulo fixo, pode-se supor que com um volume de meio de cultivo
menor haja uma maior transferéncia de oxigénio, favorecendo o desenvolvimento do
microrganismo e maiores atividades enzimaticas no inéculo. No entanto, para se obter uma
relagio entre a transferéncia de oxigénio no meio de cultivo e a atividade lipolitica ¢
necessario um estudo em fermentador de bancada, com controle da aeragdio, o que foi

realizado em etapa posterior neste trabalho.

Tabela 4.5 Resultado do teste de didmetro de indculo e volume do meio de indculo de
Geotrichum candichum.

Ensaios Volume de meio Didmetro do circulo Atividade enzimatica (U/mL)

de inéculo (mL) ) contel.zda o 27h 475h
microrganismo {(cm)
1 50 1,0 7,53 4,01
2 100 1,0 2,62 7,74
3 150 1,0 3,83 4,02
4 200 1,0 3,12 3,37
5 250 1,0 2,93 3,33
6 300 1,0 3,60 4,83
7 50 1,4 4,73 0,21
8 100 1,4 4,49 3,05
9 150 1,4 4,23 3,34
10 200 1.4 3,27 2,95
11 250 1.4 2,09 2,71
12 300 1,4 1,16 2.48
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Figura 4.6. Acompanhamento da atividade enzimatica de lipase Geotrichum candidum {a)e
pH (b) para diferentes didmetros de tubos de ensaio e volume de meio de cultura.

Quanto & escolba do difmetro de inéculo a ser utilizado, levou-se em consideragdo o

resultado do teste anterior (teste de quantidade de inéculo) que indicou que quanto menor a
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quantidade de microrganismo inoculado ne meio de cultivo de inéculo melhor o resultado
de atividade lipolitica na fermentacsio. Com isso decidiu-se estudar neste teste dois
didmetros de moculo diferentes, de 1,4 cm e lem. Para escolha do melhor didmetro do
inéculo foram comparados os ensaios | com 7 e 2 com 8 da Tabela 4.5. O ensaio 1 com
d=1,0 em apresentou melhor resultado que o ensaio 7 com d=14 cm, nas mesmas
condi¢bes de volume de meio de inéculo e tamanho do frasco de fermentacdo. Ja a
comparago entre o ensaio 2 com d=1,0 cm e o ensaio 8 com d=1.4 cIm, com as outras
varidveis nas mesmas condigdes, mostrou que em 22,7 horas de fermentagio o ensaio 8 foi

methor que o ensaio 2 e com 47,5 horas este resultado se inverteu.

Portanto, de acordo com os resultados, este teste nio foi conclusivo para escolha do
didmetro do inéculo utilizado. No entanto, este estudo foi util para reduzir o namero de
ensaios para realizacdo de um teste de acompanhamento da atividade enzimatica durante o
crescimento de indculo, que foi estudado novamente o difimetro de inéeulo (d=1cm e

d=1,4 cm) ¢ o volume do meio de indculo (50 mL e 100 mL).
4.4.3 — Acompanhamento da atividade enzimatica durante o crescimento do inéculo

A Figura 4.7 apresenta os resultados dos ensaios que acompanharam a atividade

enzimatica € o pH ao longo do crescimento do inéeulo.

Através da Figura 4.7 verifica-se que o melhor resultado obtido neste teste foi com o
ensaio 2 apbs 37 horas de incubagdo do inéeulo, que ¢ o ensaio que apresenta maior relacdo
CS/CM neste teste (1.27 g/em?). O perfil da atividade hipolitica para os ensaios 2 e 4 (com
100 ml. de meio de moculo) sdo maiores do que os ensaios 1 e 3 (com 50 mL de meio de
m6culo) respectivamente, principalmente apés 37 horas de incubagdo quando foi obtido o
pico da atividade lipolitica. Portanto, quanto maior a relacdo CS/CM melhores resultados
de atividade lipolitica véo ser alcangados.

Quanto a0 didmetro de inéeulo, este teste confirmou que os melhores resultados de
atividade lipolitica sdo obtidos quando se parte de uma quantidade menor de indculo, ou
seja, quando a relagdo CS/CM é maior, como j4 demonstravam os testes anteriores.

Observa-se que o perfil de atividade dos ensaios 2 (d=1,0 cm e V=100 ml.) é maior do que
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do ensaio 4 (d=1,4 cm e V=100 mL) ap6s 37 horas de fermentagdo. Dessa forma optou-se
por utilizar um didmetro de inéculo de 1,0 cm.
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Figura 4.7. Atividade enzimatica de lipase (a) e pH (b) durante o crescimento do inéculo de
Geotrichum condidum.
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Com a realizagdo do estudo de quantidade de indoulo, do didmetro de indculo e
volume do 1meio em relagdo ao indculo, e ao acompanhamento da atividade enzimética
durante o crescimento do indeulo foi possivel determinar uma melhor condicio de
procedimento de mdculo. A ultima etapa realizada neste estudo foi o teste de tempo de

incubacdo de indculo,
4.4.4 — Idade do indculo de Geotrichum candidum

Neste experimento, variou-se o tempo de incubagdo ou idade do indculo, ou seja,
inéculos com diferentes tempos de incubagio foram adicionados em meios de fermentagio,

e a atividade enzimatica acompanhada durante o tempo de fermentagéo.

Na Figura 4.8 pode ser vista a atividade enzimética, que alcangou 16 U/mL com um
tempo de incubagéo de 15 horas, e o pH que para os diversos experimentos apresentou uma
queda nas primeiras 24 horas com uma tendéncia de aumento até aproximadamente 85
apos 120 horas de fermentagéio. Nos demais ensaios nota-se que 4 medida em que aumenta
o tempo de incubagdo do indculo, ocorre uma diminuigdo da atividade lipolitica na
fermentag&o, sendo que na maioria dos ensaios o pico de atividade ocorreu em torno de 48
horas. Isto pode ser um indicativo de que este microrganismo possua uma fase lag curta e
consequentemente Jogo entre na fase de crescimento exponencial, onde provavelmente a
lipase seja liberada no meio de cultivo. Dessa forma, o microrganismo que fica incubado
por periodos mais longos no meio de inoculo quando transferidos para o meio de
fermentag@o podem estar com uma menor percentagem de células vivas ou se encontrar na
fase final de crescimento exponencial excretando assim, menor quantidade de lipase e

liberando enzimas proteoliticas ou outras substéncias no meio que degradem a lipase.

A metodologia adotada nestes testes de procedimento de inéculo utilizou o
crescimento do microrganismo em meio solido e a transferéneia de uma drea circular
contendo o microrganismo para o meio liquido, ao invés da contagem de esporos na cAmara
de Newbauer, normalmente descrita na literatura para trabalhos que utilizam fungos. Esta
opgéo de crescimento em meio sélido foi uma alternativa & técnica da contagem de esporos,
que inicialmente foi testada e mostrou-se bastante imprecisa, levando a resultados com

grande variabilidade no processo de produgio da lipase. Além disso, esta técnica de
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crescimento do mucrorganismo em meio sélido é de uso comum no laboratério de
Sistemdtica e Fisiologia Microbiana/DCA/FEA/UNICAMP e foi adotada neste trabalho de
pesquisa mostrando-se uma alternativa muito interessante, e que diminuiu
significativamente a varabilidade nos resultados como observado nos proximos

planejamentos experimentais.
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Figura 4.8. Acompanhamento da atividade enzimatica (a) e pH (b) ao longo da fermentac¢do
para produgdo de lipase para diferentes idades de indculo.
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Com a realizagéio do teste de tempo de incubacdo do indculo foi concluida a etapa
de estudo do melhoramento do indeulo e definido o procedimento a ser adotado para
continuagdo dos trabathos. Os testes realizados indicaram as melhores condigdes de
procedimento de indeulo, que levam a obtengdo de uma atividade enzimética bem maior

durante a fermentagéo do que com o procedimento inicial utilizado neste trabalho.

Apos todos os testes de ndculo concluimos que o procedimento otimizado para o
inoeulo foi: Apds o crescimento do microrganismo durante 48 horas em placa de petri
inoculava-se uma 4rea circular de 0,78 cm® em Erlenmeyers de 500 ml, contendo 100 ml.
do meio de cultivo, descrito na Tabela 3.1 no item 3.2, nas condigdes de 250 rpm a 30°C
por 15 horas, o que proporcionou um aumento de 5 vezes na atividade enzimatica do meio
de fermentagdo de 3 U/mL, alcangado no primeiro planejamento experimental, para 16
U/mL.

4.5 - Cinética da producio de lipase em frascos agitados

O teste de cingética de producdo de lipase em frascos agitados foi util para se
conhecer o perfil da produgéo de lipase ao longo do tempo de fermentagdo. Também foram
avaliados neste teste se os tempos de amostragem de 24, 48 e 72 horas eram adequados
para a realizagdo da analise de atividade lipolitica. A reprodutibilidade do processo também
pode ser avaliada, uma vez que os quatro ensaios foram realizados na condigdo do ponto
central do primeiro planejamento experimental (5% de peptona, 0,1% de NaNOs, 0,1% de
MgSO4 e 1% de dleo de soja) com um maior ntmero de amostragens ao longo da
fermentagéio, e utilizando o inéculo padronizado do mesmo lote. Os perfis de atividade
enziméatica e de pH ao longo do tempo de fermentagéio podem ser visualizados na Figura

4.9. Os resultados obtidos e a sua analise estatistica estio apresentados na Tabela 4.6.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 4.9 {a) nota-se que o perfil de
atividade enzimatica encontrado nos quatro ensaios foi semelhante havendo um aumento na
atividade lipolitica até 48 horas de fermentagdo, que é quando ocorreu o pico de atividade
enzimatica. Esta andlise estd de acordo com os demais resultados que vinham sendo obtidos
ao longo do estudo da producio de lipase por Geotrichum candidum NRRLY-552 e cormn
dados contidos na literatura (Baillargeon et al., 1989).
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Figura 4.9. Acompanhamento do perfil de atividade enzimatica (a8) ¢ pH ao longo da
fermentacdo (b) para o teste de cinética da produgdo de lipase.

O comportamento do pH ao longo do tempo de fermentagfio estd também de acordo
com os ensaios realizados anteriormente. Foi possivel ainda constatar que as amostragens
em 24, 48 e 72 horas de fermentagdo sdo adequadas para avaliagdo do processo

fermentativo. O valor méximo da atividade enzimatica obtida foi de 11,51 U/mlL no ensaio
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1 apés 48 horas de fermentagdo. Observa-se que para os resultados de baixa atividade
enziméatica os desvios porcentuais sdo bastante elevados. No entanto, 4 medida que a
fermentagdo evolui e as atividades lipoliticas atingem seus valores méximos (ao redor de 48
horas) o desvio fica ao redor de 20%, valor muito mais razoavel do que no inicio do
trabalho. Infelizmente, a maioria dos trabalhos da literatura ndo apresenta uma discussio
sobre a falia de reprodutibilidade nos resultados de fermentagdo com fungos e a

necessidade de sistematizar procedimentos que minimizem estas variagdes.

Tabela 4.6: Resultado do teste de cinética de produgdo de lipase em frascos agitados,
utilizando 5% de peptona, 0,1% de NaNOs, 0,1% de MgS0; e 1% de dleo de soja como

meio de cultura a 30°C, 250 rpm e o indculo padronizado do mesmo lote.

Tempe Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaiod Média Desvio Desvio
h) (Uml) (UmL) (U/mL) @UmL) (U/mL) Padrio percentual
(%)
6,0 0,83 0 0,53 0 0,34 0,41 121
12 4,27 4.82 2,57 3,73 3,80 0,97 256
24 10,12 7,53 7.49 7,23 8,09 1,36 16,8
30 10,86 7,14 9,70 6,23 8,48 2,16 255
36,5 - 10,32 8,83 10,48 9,88 0,91 9.2
48 15,19 10,18 11,03 9,63 11,51 2,52 21,9
54 12,93 9,20 9.36 7,76 9,81 2,19 22,4
71 8,55 8,47 3,83 7,56 7,10 2,22 314
78 1,61 5.07 1,11 1,41 2,30 1,86 80,8
83 0,21 4,97 1.85 5,11 3,03 241 79.4
96 0,28 0 0,03 0 0,08 0,40 175

Por isso, neste trabalho foi estudado o procedimento de preparagéo do inéculo antes
de se dar continuidade aos estudos de otimizacdo de meio de cultivo. Observando-se o
desvio padrdo dos resultados mostrados na Tabela 4.6 ¢ possivel perceber que houve uma
considerdvel variabilidade nos valores de atividade enzimatica nos ensajos realizados,
apesar destes terem sido conduzidos nas mesmas condigdes. No entanto, o intervalo de
tempo mals importante para a analise dos resultados vai de 24 a 72 horas de processo, onde
os valores de atividade enzimatica s&o maiores, atingindo seu valor maximo dentro deste

intervalo de tempo. O que se nota € que neste intervalo de tempo o desvio padrio em
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relagdo 4 média ficou entre cerca de 10 a 30%, sendo que na maioria dos tempos analisados
ela esteve entre 20 ¢ 30%. Esta faixa de variabilidade também foi observada nos testes

subseqiientes.

Dois fatores principais sdo importantes para explicar esta variagdo nos resultados.
Primeiramente © trabalho com fungos apresenta dificuldades naturais devido 4 formagéo de
hifas durante o desenvolvimento do microrganismo, o que dificulta a padronizacio das
condigdes de indculo e amostragem para andlise. Este problema, apesar de ser inerente ao
trabatho com fungos, foi consideravelmente reduzido apés o estudo de sistematizagdo do
moéculo realizado na etapa anterior de trabalho. Como os valores de variabilidade dos
resultados estiveram ao longo de toda esta etapa de trabalho na faixa de 20 a 30% ¢
possivel supor que esta vaniabilidade seja devido as caracteristicas intrinsecas do processo e
n#o & dificuldade nos procedimentos de indculo como no inicio dos trabathos. O outro fator
que também contribui para a vanabilidade do processo é o erro associado 4 analise da
atividade hipolitica. A determinagio de atividade ¢ feita utilizando-se uma emulsio
contendo 5% de 6leo de oliva e 5% de goma ardbica em soluggo de tampdéo fosfato 0,01 M
pH 7.0. Esta emulso ¢ preparada no dia da analise e sofre variagdes devido a velocidade de
agitagéo, homogeneizagéo da solugfo de goma arabica, dentre outros erros indeterminados
que acompanham o procedimento de andlise. O que se tem observado ao longo dos
trabalhos € que a variagdo dos resultados obtidos numa mesma amostra, cuja analise &
realizada em triplicata, ¢ da ordem de 1 a 5%. E este erro acaba sendo propagado para a
varigbilidade dos resultados. No entanto, é relevante citar que todo o cuidado para
minimizar estes erros experimentais foram tomados, inclusive com a importago de um
titulador automatico que fornece resultados muito mais precisos do que a titulagio através

do ponto de viragem utilizando fenolftaleina.

Sendo assim, diante dos fatores mencionados no parigrafo anterior ¢ possivel
considerar a variabilidade do processo em torno de 20 a 30% bastante satisfatoria. S6 foi
possivel avaliar e quantificar esta variabilidade porque foi usada uma ferramenta estatistica
que possibilitou esta detecgdo. Em muitos trabathos de pesquisa os resultados alcangados
néo sdo reprodutivels e se quer se utiliza umna metodologia para avalis-los. Variabilidades

maiores do que 30% so6 sho detectadas em amostras cuja atividade lipolitica ¢ baixa, que
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ndo sdo de interesse deste estudo, que tem por objetivo alcangar o maximo de atividade
enzimética possivel. Outras consideragdes importantes reforcam a discussdo feita aqui,
como o perfll de atividade enzimitica, que independentemente da variabilidade do processo
tem se apresentado o mesmo ao longo de todo o trabalho, com o pico de atividade

enzimatica ocorrendo em tomo de 48 horas de fermentacéo.

4.6 — Segundo planejamento experimental para produciic de lipase: Estudo da

concentracio de peptona, nitrato de sédio, sulfato de magnésio e dleo de soja

Este segundo planejamento experimental 2%

¢ uma repeticdo do primeiro
planejamento experimental, porém usando a condi¢do otimizada de inéculo descrita no item
3.5.5 e os tempos de amostragem de 24, 48 e 72 horas. O planejamento experimental estd

apresentado na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Segundo planejamento experimental 2% 1 para o estudo da produgdo de lipase.

Ensaios Peptona Nitratode Sulfatode Oleo de Atividade enzimatica (U/mL)

sodio magnésio  soja 24h 48h 72h
1 -1 -1 -1 -1 11,50 13,21 3,23
2 +1 -1 -1 +1 13,89 18,01 17.40
3 -1 +1 -1 +1 9,81 7,78 6,83
4 +1 +1 -1 -1 4,33 5,00 2,32
5 -1 -1 +1 +1 12,50 3,43 9.47
6 +1 -1 +1 -1 5,56 6,69 7,57
7 -1 +1 +1 -1 9,92 11,11 0
8 +1 +1 +1 +1 11,20 13,97 17.92
9 0 0 0 0 12,84 21,87 16,10
10 0 0 0 0 11,11 20,11 14,54

Através da Figura 4.10 (a) pode ser visto o acompanhamento da atividade
enzimatica ao longo do tempo de fermentagdo. A produgio maxima de lipase foi alcangada
em 48 horas na maioria dos ensaios experimentais, com a maior atividade em torno de 22
U/mL no ensaio 9, praticamente o dobro da atividade lipolitica alcancada no teste de

cinética apresentado no item anterior.
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Analisando-se os resultados dos pontos centrais ensaios 9 e 10 verifica-se que em 48
horas estes apresentam valores bem préximos, melhorando assim a reprodutibilidade do

processo provavelmente devido ac melhoramento do indculo.
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Figura 4.10. Acompanhamento da atividade enzimética (a) e pH (b) ao longo da
fermentacgfio para o segundo planejamento experimental.
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Em relagdo ao primeiro planejamento experimental, realizado antes do estudo de
melhorarnento das condigdes de cultivo de inéculo, & possivel perceber que houve um
mcremento bastante significativo na atividade enzimatica obtida. A atividade enzimatica
méxima obtida passou de 3,25 U/mL para 21,87 U/mL, o que corresponde a um aumento de
6,73 vezes na atividade lipolitica. Isto mostra que o estudo de melhoramento das condigdes
de cultivo do inéculo foi de fundamental importancia para a continuidade deste trabatho.

O pH pode ser verificado através da Figura 4.10 (b) e observa-se que os ensaios 1,
4, 6 e 7 apresentaram uma tendéncia de aumento de PH no decorrer de tode o processo
enquanto os demais ensaios tiveram um perfil similar as demais fermentagdes com um
ligeiro decréscimo inicial e uma tendéncia a aumentar. E interessante citar que 05 ensaios
que apresentaram um comportamento diferente em relacdo ao PH estavam todos na mesma
concentragdo de dleo de soja 0,5% (nivel 1), o que pode sugerir que a quantidade de oleo

de soja no meio tenha relagio com o comportamento do pH 20 longo da fermentacéo.

4.6.1 — Efeito da concentracio dos componentes do meio de cultura na atividade

enzimatica da lipase

Como nas 48 horas de fermentacdo foi alcangado o méaximo de atividade enzimatica
para a maioria dos ensaios experimentais foi escolhido este tempo de fermentacéo para
realizar a analise dos efeitos da concentragio dos componentes do meio de cultura sobre a
atividade enzimitica. Conforme a Tabela 4.8 e a Figura 4.11, verifica-se que a
concentragdo de peptona e a concentracdo de éleo de soja tiveram um efeito positivo sobre
a atividade lipolitica, ou seja, houve um aumento na atividade enzimatica obtida quando as
concentragles destas varidveis passaram do nivel — 1 para o nivel +1. A concentragfio de
peptona teve um efeito positivo de 2,04 U/mL, estatisticamente significativo a 74% de
confianca, quando sua concentragdo passou do nivel —1 (3,0%) para o nivel +1 (7.0%) e a
concentracdo de dleo de soja teve um efeito positivo de 1,80 U/ml, estatisticamente
significativo a 71% de confianga, quando sua concentragdo passou do nivel -1 (0,5%) para
o nivel +1 (1,5%). A concentragio de NaNOs; n#io apresentou efeito estatisticarnente
significativo sendo seu valor menor que o erro padrdo caleulado. A concentragio de MgSOy,
teve um efeito negativo de 2,20 U/mL, estatisticamente significativo a 76% (p<0,24) de

confianga, ou seja, houve uma diminui¢do da atividade enzimatica de 2,20 U/l quando a
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concentragdo do sulfato de magnésio passou do nivel —1 (0%) para o nivel +1 (0,2%).

Tabela 4.8: Efeitos principais das varidveis do segundo planejamento experimental em 48

horas de fermentacio.

Fatores Efeito (U/mL) Erro padrio t p
Meédia 12,127 0,393 30,792 0,021
Peptona 2,047 0,880 2,312 0,260
NaNO; -0,87 0,880 0,989 0,504
MgSOq4 -2,20™ 0,880 -2,500 0,242
Oleo de soja 1,80™ 0,880 2,039 0,290
"98% nivel de confianga
™ 74% nivel de confianga

™" 76% nivel de confianga
™" 71% nivel de confianca
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Figura 4.11. Efeitos principais das varidveis independentes do segundo planejamento

experimental fracionario 2* ! a0 longo de toda a fermentagiio.

A partir dos resultados obtidos neste planejamento experimental selecionou-se a
concentragdo de peptona e de dleo de soja como varidveis a serem estudadas num

planejamento expenimental completo, visando otimizar o meio de cultura. Quanto a
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concentragdo de nitrato de sédio e de sulfato de magnésio, estas mnfluenciaram
negativamente a atividade lipolitica quando a concentragiio passou do nivel —1 (0%) para o
nivel +1 (0,2%), por este motivo estes sais foram retirados do meio de cultura para
continuidade do estudo de otimizagdo, porque o nivel ~ 1 correspondia 4 auséncia destes
sais no me1o de cultura. Este tipo de resultado ja foi observado em outros estudos
realizados com outras enzimas, indicando que a concentragio necessiria destes
microelementos esta presente nos 10% de inéeulo e o que o seu excesso no meio de
fermentacdo provoca uma diminuigdo na atividade enzimdtica. Este resultado &
economicamente muito interessante quando se projeta um processo em escala industrial,
dimmuindo o custo do meio de cultivo na produgio da enzima desejada ou outro

bioproduto.

4.7 — Terceire planejamento experimental: Estudo da concentracio de peptona ¢ éleo

de soja

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental fracionario foi
estabelecida a realizagdo de um planejamento experimental completo 2 +4 pontos axiais+3
pontos centrais para estudar a influéncia de concentragdo de peptona e de dleo de soja na
produgdo de lipase. As faixas utilizadas foram as mesmas do planejamento experimental
fracionario e estdo apresentadas na Tabela 4.9 e o resultado do planejamento na Tabela
4.10.

Tabela 4.9: Faixa de valores estudados no terceiro planejamento experimental 22 completo

para producéo de lipase.
Nivel Peptona (%) Oleo de soja
(%)

-1,41 3 0,5

-1 3,58 0,64

0 3 1

+1 6,42 1,36
+1,41 7 1,5
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Tabela 4.10: Terceiro planejamento experimental 27 completo para produgdo de lipase.

Ensaios Peptona Oleode soja Atividade enzimatica (U/mL)

24h 48h 72h
1 -1 -1 12,99 20,18 11,74
2 +1 -1 11,76 17,07 12,75
3 -1 +1 15,12 16,37 13,25
4 +1 +1 16,48 18,37 14,74
5 -1,41 0 13,79 19,67 13,54
6 +1,41 0 14,45 16,59 12,97
7 0 -1,41 14,12 16,42 9,04
8 0 +1,41 13,10 12,19 18,53
9 0 0 13,61 17,99 18,97
10 0 0 14,17 16,55 7.47
11 0 0 11,53 16,21 18,49

A produg@o de lipase foi observada através do acompanhamento da atividade
enzimatica ao longo do tempo de fermentacdo como mostrado na figura 4.12 (a). Em 48
horas de fermentacdo pode ser verificado que os ensaios experimentais alcancaram o

maximo de atividade enzimética 20,18 U/mL no ensaio 1, com excegfio do ensaio 8, 9¢ 11.

Analisando os resultados dos pontos centrais nos ensaios 9, 10 e 11 ¢ possivel
observar a variabilidade do processo. Calculando as médias e desvios padrdes destes trés
ensaios, obtém o desvio percentual destes trés ensaios, que foi de 10,6%, 5,6% e 43.4% em
24, 48 e 72 horas de fermentagdo, respectivamente. Em relagfio aos testes anteriores,
observa-se que houve uma menor variabilidade dos resultados apés 24 e 48 horas de
fermentacdo, enquanto que ap6és 72 horas de fermentaciio, a varabilidade aumentou
bastante. Em relagdo & diminuigdo da variabilidade dos resultados apos 24 e 48 horas do
processo isto pode indicar, que neste planejamento houve uma maior homogeneidade do
inéeulo. No caso do aumento da variabilidade do resultado apés 72 horas, observa-se pelos
dados claramente, que isto foi devido ao ensaio 10 onde a atividade enzimética caiu
rapidamente, o que pode ter ocorrido por uma maior liberagdo de enzimas proteoliticas

neste ensailo.
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Figura 4.12. Acompanhamento da atividade enzimatica (2) e pH (b) ao longo da

fermentagdo para o terceiro planejamento experimental.

O pH esta apresentado na Figura 4.12 (b) e demonstrou um perfil semelhante ao das

demais fermentagSes, com um pequeno decréscimo nas primeiras 24 horas de processo e

tendéncia a aumentar.
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4.7.1 ~ Efeito da concentraciio dos componentes do meio de cultura na atividade

enzimatica de lipase

A analise dos efeitos principais das variaveis e das interacdes entre elas est4
mostrada na Tabela 4.11.

Tabela 4.11: Efeitos principais e de interagdes das varigveis do terceiro planejamento

experimental 2° em 48 horas de fermentacfo.

Fatores Efeito (U/mL)  Erro padrae t P
Média 17,53" 0,357 49,094 0,0004
Peptona -0,55 0,945 -0,587 0,616
Oleo de soja -1,25 0,945 -1,328 0,315
Peptona x Oleo de soja 2,55™ 0,945 2,704 0,114
"99% nivel de confianca
™ 89% nivel de confianca

E possivel notar que o efeito das variaveis para 48 horas de fermentagéo, tempo no
qual se verifica os maiores valores de atividade enzimatica, foi muito pequeno, sendo
menores que o erro padréo. Isto significa que o aumento da concentragfo da peptona e do
6leo de soja ndo influenciaram no valor da atividade enzimatica, a 90% de confian¢a.
Através da Figura 4.13 pode-se observar que o efeito do aumento da concentragdo de
peptona foi pequeno nos trés tempos de amostragem, sendo inclusive negativo em 48 horas
de fermentago. O aumento da concentragdo de 6leo de soja por sua vez chegou a 3,42
U/mL em 24 horas de fermentacdio, sendo este resultado estatisticamente significativo a
87% de confianga, mas passou a ser negativo também apés 48 horas de fermentagdo. A
interagdo enfre as duas varidveis foi entretanto positiva ao longo de todo o processo
fermentativo, sendo maior apds 48 horas de fermentagdo, chegando a 2,56 U/mlL,

estatisticamente significativo a 89% de confianca.

Os resultados obtidos neste planejamento mostraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores de atividade lipolitica obtidas nas condicdes
inferiores (3,58% de peptona e 0,64% de 6leo de soja) e superiores (6,42% de peptona e
1,36% de oleo de soja) de concentragdo, ensaios 1 e 4 respectivamente, sendo que os

valores de atividade lipolitica ficaram em torno de 20 U/mlL., resultado este bastante
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superior aos 3,25 U/mL obtidos antes da realizagdo do estudo de sistematizagéo do indéculo
e da realizacfio dos planejamentos experimentais. Assim, como nfo foram detectadas
diferengas entre as condigdes inferior e superior de concentracio, foi realizado um estudo

de validagdo destes resultados que est4 apresentado no proximo item.
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Figura 4.13. Efeitos principais e de interagdes das variaveis do terceiro planejamento

experimental completo 2* ao longo de toda a fermentagéo.

4.8 ~ Estado de validacio dos resultados obtidos no terceiro planejamento
experimental completo

Nesta etapa foram realizados trés ensaios experimentais com a composigio do meio
de cultura 3,58% de peptona e 0,64% de 6leo de soja com pH inicial de 7,0 (ensaios 1,2 e
3) e trés ensaios experimentais com 6,42% de peptona e 1,36% de 6leo de soja com pH
micial 7,0 (ensaios 4, 5, e 6), composi¢des dos ensaios 1 e 4 do terceiro planejamento
expenimental apresentade no item anterior. As atividades enzimaticas alcancadas ao longo

de 96 horas de fermentagio estiio apresentadas na Figura 4.14.
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Figura 4.14. Acompanhamento da atividade enzimatica de lipase ao longo da fermentagdo
utilizando 3,58% de peptona e 0,64% de 6leo de soja (ensaio 1, 2 e 3) € 6,42% de peptona e
1,36% de dleo de soja (ensaio 4, 5 ¢ 6).

Observa-se através da Figura 4.14 que os ensaios experimentais 4, 5 ¢ 6 alcangaram
atividade enzimatica méaxima de aproximadamente 22 U/mL e 16 U/mL, em 72 horas de
fermentagdo e 20 U/mL em 48 horas de processo, respectivamente. Esses resultados foram

superiores aos ensaios 1, 2 e 3 que alcancaram 14 U/ml, 12 U/ml e 17 U/mlL,
respectivamente, por volta de 48 horas de fermentacio.

Através da Figura 4.15 observa-se que o pH de todos os ensaios experimentais

apresentou uma tendéncia de aumento, comportamento que foi um pouco mais acentuado

nos ensaios 1, 2 e 3.
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Figura 4.15. Acompanhamento do pH ao longo da fermentacéio utilizando 3,58% de
peptona e 0,64% de 6leo de soja (ensaio 1, 2 e 3) e 6,42% de peptona e 1.36% de 6leo de

soja (ensaio 4, S e 6).
4.8.1 Teste de Tukey

Como os resultados experimentais das atividades enzimaticas alcancadas nos
ensalos 1, 2 € 3 e dos ensaios 4, 5 e 6, mostrados no item 4.8 foram um pouco distintos
realizou-se um teste de médias estatisticas para verificarmos se havia diferenga significativa
estatisticamente entre as amostras (95% de confianga). Com esta finalidade realizamos uma
anglise de varidncia (ANOVA) e aplicou-se o Teste de Tukey para as 48 horas de

fermentacio.

Com os dados experimentais presentes na Tabela 4.12 foi feita uma andlise de
variincia mostrada na tabela 4.13.
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Tabela 4.12: Ensaios experimentais nas condigdes utilizando 3,58% de peptona e 0,64% de
dleo de soja (A = ensaio 1, 2 € 3) e 6,42% de peptona e 1,36% de 6leo de soja (B = ensaio
4, 5e6).

Ensaio A (UmL) B (U/ml)
1 14,65 17,68
2 12,15 13,32
3 16,83 20,62

Tabela 4.13: Anélise de varidncia para o teste de Tukey a 95% de confianga.

Fonte de Soma Graus de Média Fealcutado Fliabelado
variacio quadratica liberdade quadratica
Tratamento 10,64 1 10,64 11,69  Fogs1.2=18,51
Ensaios 36,13 2 18,06 Fo,95.2.2=19,00
Residuo 1,82 2 0,91
Total 48,59 5 9,72

O teste de Tukey fornece a minima diferenca significativa a 95% de confianga
(MDS) para que duas amostras possam ser consideradas significativamente diferentes. A

férmula para o teste de Tukey est4 apresentada na Equacfio 4.1:

MDS =g /w @.1D
¥

Onde: q ¢ tabelado a nimero de tratamentos e graus de liberdade do residuo. Neste caso o
valor de q utilizado foi g;2=6,08, uma vez que foram feitos 2 tratamentos e o residuo possui

2 graus de liberdade. O valor n é o nimero de ensaios realizados.

Para este estudo o valor da menor diferenga significativa (MDS) calculado a partir
da Equagdo 4.1 foi de 3,35, a 95% de confianga (p < 0,05). Isto significa dizer que para que
haja diferenca significativa entre a atividade enzimética obtida nos dois meios de cultura
testados € preciso que haja uma diferenga maior ou igual a 3,35 entre as médias de

atividade enzimatica obtidas nos dois meios testados.

De acordo com os valores apresentados na Tabela 4.12 a atividade enzimatica média
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na condigdo 3,58% de peptona + 0,64% de dleo de soja foi de 14,54 + 2,34 U/mL e na
condicéio 6.42% de peptona + 1,36% de dleo de soja foi de 17,21 % 3,67 U/mL. Caleulando
a diferenca entre as médias destas duas condigBes o valor obtido foi de 2,67. Comparando
este valor com ¢ da menor diferenca significativa (MDS) nota-se que ele foi menor que a
MDS, ou seja, pode-se afirmar que nfo ha diferenga significativa a 95% de confianga entre
os valores de atividade enzimatica obtidas nas duas condicdes testadas nas 48 horas de

fermentaco.

Com o resultado deste teste que verificou néio haver diferenca significativa a 95% de
confianga na producdo de lipase entre os dois meios testados decidiu-se entdo utilizar o
meio de cultura que continha 3,58% de peptona e 0,64% de 6leo de soja como sendo a
condicdo otimizada para produgdo de lipase por Geotrichum candidum NRRLY-552 em
frascos agitados. Todos os demais experimentos realizados utilizaram esta composi¢do de

meto de cultura.

4.9 — Quarto planejamento experimental: Estudo da influéncia do pH e temperatura
de produgio da lipase '

Um planejamento experimental completo 2° foi realizado com as variaveis
independentes pH inicial do meio de cultura e temperatura de produgdo da enzima, na faixa
de valores encontrados na literatura. A resposta avaliada foi a atividade enzimatica de
lipase no decorrer da fermentagéo, sendo também realizado o acompanhamento do pH. A

composi¢do do meio de cultura utilizado foi de 3,58% de peptona e 0,64% de dlec de soja.
Os niveis utilizados e o planejamento estfio apresentados nas Tabelas 4.14 e 4.15.

Tabela 4.14: Faixa de valores estudados no quarto planejamento experimental 2° para o
estudo da influéncia do pH e temperatura de produgdo da lipase.

Nivel PH Temperatura (°C)
-1,41 5,6 18,0
-1 6,0 21,5
0 7,0 30
+1 8,0 38,5
+1,41 8.4 42
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Tabela 4.15: Quarto planejamento experimental 2% para o estudo da infludneia do pHe
temperatura de producéo da lipase.

Ensaios pH Temperatura Atividade enzimatica (U/mL)
24h 48h 72h
1 -1 -1 7,12 6,00 3,48
2 +1 -1 8,47 10,12 9,88
3 -1 +1 1,05 0,00 0,67
4 +1 +1 3,07 1,82 0,00
5 -1,41 0 0,17 7,63 7,52
6 +1.41 0 15,35 14,15 12,08
7 0 -1,41 2,48 5,03 2,53
8 0 +1,41 5,07 2,62 0,38
9 0 0 12,75 15,23 13,70
10 0 0 15,58 15,83 11,00
11 0 0 17,93 15,47 14,67
12 0 0 11,17 18,73 13,60

A partir da Figura 4.16 (a) e da Tabela 4.15 ¢ possivel observar que houve uma
grande variagdo na atividade enzimética devido as diferentes condigGes experimentais
utilizadas no planejamento. Apés 48 horas de fermentagiio os valores de atividade
enzimatica variaram de 0 a 18,7 U/mL. Esta variabilidade dos resultados ¢ um indicative de
que o microrganismo foi bastante sensivel as varidveis estudadas, neste caso pH inicial e

temperatura de produgéo.

Os resultados obtidos nos pontos centrais (ensaios 9, 10, 11 e 12) mostraram que a
reprodutibilidade dos ensaios realizados foi semelhante ao que ja vinha sendo obtido nos
experimentos anteriores. Os desvios percentuais obtidos em relagio a média foram de
20,8%, 10,0% e 11,9% apos 24, 48 ¢ 72 horas de fermentacdo, respectivamente. Em geral a
variabilidade do processo observada ao longo deste trabalho ficou na faixa entre 10 e 30%

de variagdo.

Os valores de pH dos ensaios experimentais do quarto planejamento podem ser
verificados na Figura 4.16 (b). Os ensaios 2, 4, 6 e 7 inicialmente apresentaram uma
diminui¢do do valor de pH com uma tendéncia de aumento, enquanto que os demais

ensaios apresentaram valores crescentes de pH.
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Figura 4.16. Acompanhamento da atividade enzimética (a) ¢ pH (b) ao longo da
fermentagfo para o quarto planejamento experimental para o estudo da influéncia do pH e
da temperatura na produgéo da lipase.
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4.9.1 ~ Efeito do pH inicial do meio de cultura e da temperatura de producioe da lipase

A analise dos efeitos principais das varidveis estudadas e as interagdes entre elas

estdo apresentadas na Tabela 4.16 e podem ser melhor visualizadas na Figura 4.17.

Tabela 4.16: Efeitos pnncipais e de interagdes das varidveis do quarto planejamento
experimental em 48 horas de fermentacéo.

Fatores Efeito (U/mL) Erro padrie t P
Meédia 10,40" 0,575 18,060 0,0004
pH 2,97 1,629 1,823 0,166
Temperatura 7,15 1,629 -4,390 0,022
pH x Temperatura -1,15 1,629 0,706 0,531
" 99% nivel de confianga
™ 84% nivel de conflanca
" 95% nivel de confianga
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Figura 4.17. Efeitos principais e de interagSes das varidveis do quarto planejamento

experimental completo 2% ao longo de toda a fermentacgio.

Apos 48 horas de fermentagio observou-se que apenas a temperatura de produgéo
apresentou um efeito estatisticamente significativo a 95% de confianca, sendo este valor de
~7,15, ou seja, houve uma diminuigio da atividade enzimatica em média de 7,15 U/mlL
quando a temperatura de produgdo da enzima passou do nivel —1 (21,5°C) para o nivel +1
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(38,5°C). O pH inmicial do meio apresentou um efeito positivo de 2,97 U/mL quando seu
valor passou do nivel -1 (6,0) para o nivel +1 (8,0) e este efeito foi estatisticamente
significativo a 84% de confianga. A interagdo entre as duas variaveis nio apresentou efeito

estatisticarnente significativo para 48 horas de fermentaggo.

Observa-se na Figura 4.17 que o efeito do aumento do pH mucial do meio foi
positivo ao longe de todo o processo, enquanto que o aumento da temperatura apresentou
um efeito negativo em todos os tempos de amostragem. A interagdo pH X temperatura
também apresentou efeito negativo sobre a atividade enzimética, exceto em 24 horas de
fermentagdo quando apresentou um pequeno efeito positivo, mas que ndo foi

estatisticamente significativo.

4.9.2 ~ Verificagio de um modelo empirico para a produciio da lipase em funcdo do
pH inicial do meio de cultura e da temperatura

Para verificagdo de um modelo quadratico para a produgdo de lipase por
Geotrichum candidum NRRLY-552 considerando as varidveis pH inicial do meio de
cultura e temperatura de produgéio, foram calculados os coeficientes de regressio e feita a
ANOVA. Os resultados estfo apresentados nas Tabelas 4.17 ¢ 4.18.

Tabela 4.17: Coeficientes de regressio para o quarto planejamento experimental apos 48 h
de fermentacdo pelo Geotrichum candidum.

Fatores Coeficientes Erro t(3) p -95% +95%
de regressio padrio Cnf.Limite Cnf.Limite
Média 16,32° 081 20,04 000 13,73* 18,92*
pHIL) 1,90%* 0,57* 3,29% 0,05* 0,06* 3.73*
pH(Q) -3,44* 0,65% -5,32%* 0,01* -5,50* -1,38*
T@L) 222 0,58 -3,85" 0,03 -4,05* -0,38*
T Q) -7,00* 0.65*  -10,82% 0,03 -9,05% -4,94*
pHxT -0,58 0,81 0,71 0,53 -3,17 2,02
" valores estatisticamente significativos a 95% de confianga (p <0,05)
L —linear
Q — quadratico
T — temperatura
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Tabela 4.18: Tabela ANOVA para o quarto planejamento experimental apoés 48 horas de
fermentacio de Geotrichum candidum.

Fonte de Soma Graus de Média F catcuiade Fiabelado
variacio quadratica liberdade quadratica
Regressio 406,68 4 101,67 17,29 2,13
Residuos 41,20 7 5,88
Falta de 33,24 4 8,31
ajuste
Erro puro 7,96 3 2,65
Total 447 88 11 40,72

% variagio explicada (R°) = 90,80
%eméxima variag8o explicavel (SQ-SQgp)/SQr = 98,22
coeficiente de correlagio (R) = 0,95

Observando a Tabela 4.17 ¢ possivel perceber que todos os termos dos coeficientes
de regressdo obtidos foram estatisticamente significativos a 95% de confiancga, exceto o
termo de mtera¢8o entre pH e temperatura, sendo que este foi meorporado 4 falta de ajuste
para calculo da ANOVA que est4 apresentada na Tabela 4.18.

Pelos resultados mostrados na Tabela 4.18 de Analise de Variincia (ANOVA)
observa-se que o valor do teste F calculado de 17,29, é cerca de 8 vezes maior do que o
valor tabelado Fogos, 4, 7 = 2,13, indicando que o modelo de 2* ordem obtido &
estatisticamente significativo e preditivo para o processo estudado. Desta forma a atividade
enzimatica para produgdo de lipase por Geotrichum candidum NRRIL— Y552, pode ser
predita em fung&o do pH inicial do meio de cultura e da temperatura de produgdo através da
Equacdo codificada 4.2.

Atividade enzimdtica = 16,32 + 1,90 pH -3,44 pH> -222 T-6,99 T? (4.2)
A variagdo explicada (R?) pelo modelo foi muito boa, de cerca de 90% e o
coeficiente de correlagiio (R) foi de 0,95, mostrando que o modelo obtide é adequado para

explicar o processo estudado. A partir do valor da méxima variagdo explicavel, que foi de

98,22% pode-se notar que o erro puro do processo foi pequeno, em torno de 2,0%.
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A Figura 4.18 mostra os valores observados (experimentais) em funcdo dos valores
preditos (modelo). Pode-se concluir que o modelo de 2* ordem prevé bem o
comportamento da atividade enzimatica frente 3 variagfo do pH inicial do meio e da
temperatura de produgio.
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Figura 4.18. Valores observados versus valores preditos para a atividade enzimética de

lipase para o quarto planejamento experimental.

A partir do modelo obtido foi entfio possivel obter as superficies de resposta para
analisar as melhores condigBes de pH inicial do meio de cultura e temperatura de produgdo
da enzima que levam a um maior valor de atividade enziméatica. A superficie de resposta
obtida apos 48 horas de fermentaco estd apresentada na Figura 4.19. E possivel observar
que tanto para temperaturas muito baixas na faixa de 21°C como para temperaturas muito
altas em torno de 38°C, independente do valor de pH, a produgdo da enzima ¢ muite baixa.
Um incremento no valor do pH propiciou um pequeno aumento na atividade lipolitica mais
significativo a temperaturas mais baixas. Assim verifica-se que a condicdo dtima para
produgio da enzima ¢ em pH inicial de 7,0 e temperatura de produgic de 30°C, atingindo

uma atividade enzimatica de cerca de 16,0 U/ml. apos 48 horas de fermentacdo.

Bstes resuliados mostraram que os ensaios realizados anteriormente foram

conduzidos nas condigdes Stimas de pH e temperatura.
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Figura 4.19. Superficic de resposta para a atividade lipolitica em fungfio do pH inicial do
meio de cultura e da temperatura de produgfio (a) ¢ Curva de contorno para a atividade

lipolitica em fungfio do pH inieial do meio de cultura € da temperatura de produgio (b).
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4.10 — Caracterizacao da lipase
4.10.1 - Estudo da estabilidade da enzima congelada

A lipase no caldo bruto de Geotrichum candidum NRRL-Y 552 foi estocada durante
aproximadamente 08 meses, em congelador na temperatura de 4°C. Neste perfodo foram
determinadas as atividades enzimaticas em mtervalos de tempos regulares. De acordo com
os valores apresentados na Figura 4.20 pode-se verificar que a lipase congelada perdeu
cerca de 30% de sua atividade enzimatica no primeiro més de estocagem, e permaneceu
praticamenite com a atividade estavel ao longo dos 7 meses restantes da estocagem.
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Figura 4.20. Estabilidade da lipase congelada ao longo do tempo
4.10.2 — Determinacio do pH é6timo

Para o estudo da influéncia do pH na atividade enzimatica a 37°C, utilizou-se quatro
tampdes: Tampéo citrato-fosfato 100mM (pH 2,6-7,0), tampdo acetato de sédio 100mM
(pH 3,6-5,6), tampdo fosfato de sédio 100mM (pH 6,9-8,0) e tampio tris-HC1 100mM (pH
7,2-8,8). De acordo com os resultados obtidos ilustrados na Figura 4.21 a enzima
apresentou um pH étimo de 7,0 no tampdo citrato-fosfato 100mM, 5.6 no tampéo acetato
de sodio 100mM, 7,0 no tampdo fosfato de soédio 100mM e 7,6 no tampéo tris-HC]
100mM.
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Comparando o comportamento da enzima nos diferentes tampdes verificou-se que
no tampdo fosfato de sédio 100mM a enzima obteve melhores valores de atividade
enzimatica. Resultados similares foram observados para a lipase de Penicillium restrictum
relatados por Freire et al. (1997 b). A diferenca de atividade enzimatica alcangada entre os
tampdes fosfato de sédio dos demais estudados foi 10% maior que o tampdo citrato-fosfato,
37% superior ao tampéo acetato de sodic € 26% maior que o tampéo tris-HCL.

Os valores observados para pH 6timo da lipase de Geotrichum candidum NRRL-Y
552 nos diversos tampdes estudados estdo de acordo com os dados da literatura para cutras
lipases, que apresentam valores de pH 6timo na faixa de 6,0 a 9,0 reportados nos trabalhos
de Petrovic et al. (1990) e Maliszewska & Mastalerz (1992).
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Figura 4.21. Atividade enzimatica da lipase de Geotrichum candidum NRRL-Y 552 em

funcdo do pH 6timo, nos tampdes citrato-fosfato 100mM, acetato de s6dio 100mM, fosfato
de sédio 100mM e tris-HCT 100mM.

4.10.3 — Estudo da Temperatura étima

A enzima apresentou uma temperatura 6tima de 37° C e comegou a demonstrar uma

desnaturagio acentuada a partir de 40° C, com pH 7,0, como mostrade nos resultados da
Tabela 4.19 e da Figura 4.22.
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A literatura reporta em diversos trabalhos, para diferentes formas moleculares de
lipase de Geotrichum candidum que a temperatura Otima estd entre 30° e 40°C como
verifica-se em Baillargeon et al. (1989) e Tsujisaka et al. (1973). Lipases de outros
microrganismos também sdo citadas apresentando a mesma faixa de temperatura étima

segundo Menasa & Lambert (1982), Druet et al. (1992) e Pimentel et al. (1994).

Tabela 4.19: Atividade enzimatica em fungéo da temperatura.

Temperatura (°C) Atividade enzimatica (U/mL)
27 14,40
30 15,57
33 17,21
35 17,27
36 25,13
37 26,40
38 25,70
39 2433
40 23,75
42 19,18
50 17,00
60 3,32
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Figura 4.22. Efeito da temperatura na atividade enzimética da lipase de Geotrichum
candidum NRRL-Y 552.
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Com os valores de atividade enzimatica, em fungfo da temperatura, foi possivel
determinar a energia de ativagfo. Através dos dados experimentais apresentados na Tabela
420 e correlacionando a equagdo de velocidade de reacdo (Eq. 4.3) ¢ a equacdo de

Arrhenius (Eq. 4.4) graficada na forma linearizada conforme a Figura 4.23 calculou-se a

energia de ativacéo (E,).
V=K[E] 4.3

V=V, exp(-Es/R,T) 4.4

Onde:

V= velocidade de reagéo

Vo= velocidade de reagfo na temperatura infinita
E.= energia de ativagio

Rg= constante dos gases (R= 1,9872 cal/mol K)
K= constante cinética de reagio

E= concentragdo da enzima ativa

T= temperatura (K)

Tabela 4.20: Atividade enzimatica em fungéo da temperatura.

TCO TE AUT10°  V(umolVminmL) VIV, -In(V/Vy)
27 300,15 3332 14,40 0,5454 0,606
30 303,15 3,299 15,57 0,5898 0,528
33 306,15 3,266 17,21 0,6519 0,428
35 308,15 3,245 17,27 0,6542 0,424
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Figura 4.23. Eleito da temperatura na atividade enzimatica da lipase de Geotrichum
candidum NRRL-Y 552 para o céleulo da energia de ativacio.

A partir da equagdio linearizada de Arrhenius, obtida da Figura 4.23, que esta
apresentada na Equagdo 4.5 determinou-se a energia de ativagdo como sendo 10,85
Kcal/mol.

V 1
wn(—) = 2245~ - 6878 4.5
(}" 0) T ()

Assim, Eo/Rg= 2245 e E, = 4,46 Kcal/mol

Santos (2002) determinou a energia de ativagdio para inulinase de Kluyveromyces

marxianus var. bulgaricus como sendo 11,73 Kcal/mol.
4.10.4 — Estude da estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica da lipase foi estudada através determinagdo do tempo de
meia vida da enzima. De cada solugdo incubada, foram retiradas amostras em intervalos de
tempo pré-determinados e determinou-se as constantes de desativagdio térmica (Kq) para

cada temperatura, a meia-vida em funcfio da temperatura (t;2) e em seguida a energia de
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ativagio da reagdo de desnaturagdo (Eq) para a lipase de Geotrichum condidum NRRL-Y
552.

Levando em consideragdio que em altas temperaturas a desnaturagdo ¢ importante e

que a cinética de desnaturagio ¢ de 12 ordem, tem-se na Equacéo 4.6:

dE
- K. F 4.6
17 d ( )

integrando-se a Equagéo 4.6, obtém-se a Equacdo 4.7:

18 _
In 50 K.t 4.7

Considerando-se ainda a Equacdo de Arrhenius 4.4 e que K ¢ constante quando a

temperatura ¢ mantida constante, teremos a Equagéo 4.8:

[£] _, IV/K}]
1H{Eo]*m[m/m Kat

(4.8)

Onde:
V= velocidade de reagio
Vo= velocidade de rea¢io no instante =0

A meia vida da enzima ¢ definida como sendo o ternpo necessario para perder 50%
de sua atividade inicial, ou seja [E}/[Eq]=0,5. Logo, a meia vida (t;2) pode ser determinada
a partir da Equacéo 4.9 abaixo:

_—1n(0,3)

1, = X, 4.9

Graficando-se In(V/V() em fungdio do tempo determina-se o valor de K, para cada
temperatura. Os resultados obtidos com as incuba¢des em diferentes temperaturas estiio
apresentados nas Tabelas 4.21 a 4.28. Um exemplo do calculo do Ky ¢ mostrado através da
Figura 4.24 para a temperatura de 40°C.
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Tabela 4.21: Atividade enzimitica da lipase em fung#io do tempo de incubagdo a T=30°C.

Tempo (min)  V(umol/min.mL) ViV -In(V/Vy)
0 28,59 1,0000 0
255 23,52 0,8926 0,1136
360 24,75 0,8657 0,1442
480 22,74 0,7954 0,2289
1320 20,54 0,7184 0.3307
1440 21,98 0,7688 0,2629
1560 16,03 0,3607 0,5786

Tabela 4.22: Atividade enzimatica da lipase em fungéo do tempo de incubagéio a T=33°C,

Tempo (min)  V(umel/min.mL) VIV -In(V/Vy)
0 30 1,6000 0
180 28,53 0,951 0,0502
1200 25,33 0,8443 0,1692
1459.8 26,93 0,8977 0,1079
2175 15,00 0,5 0,6931
2880 14,87 0,4957 0,7018

Tabela 4.23: Atividade enzimatica da lipase em fungfio do tempo de incubagio a T=35°C.

Tempo (min)  V(umol/min.mL) ViV -In(V/Vy)
0 242 1,0000 0
120 18,9 0,7810 0,2471
255 15,54 0,6421 0,4429
1120,2 11,5 0,4752 0,7440
1260 11,29 0.4665 0,7624
1440 8.76 0,3620 1,0161

Tabela 4.24: Atividade enzimética da lipase em funcdo do tempo de incubagio a T=37°C.

Tempo (min)  V(umol/min.mL) ViV -In(V/Vy)
0 34,05 1,0000 0
30 20,4 0,5991 0,5123
60 19,82 0,5821 0,5411
90 14,72 0,4323 0,8386
180 14,31 0,4203 0,8669
210 14,26 0,4188 0,8704
240 13,28 0,3500 0,9416
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Tabela 4.25: Atividade enzimética da lipase em fun¢éio do tempo de incubagio a T=40°C.

Tempo (min)  V(umol/min.mL) V/Vy -In(V/ V)
0 19,9 1,0000 0
&) 16,02 0,8050 0,216%
30 12,81 0,6437 0.4405
45 10,99 0,5522 0,5937
60 6,63 0,3332 1.0991
75 6,2 03116 1,1662
90 5,55 0,2789 1,2769
105 3,89 0,1955 1,6323
120 3,51 0,1764 1,7351

Tabela 4.26: Atividade enzimatica da lipase em fungdo do tempo de incubagio a T=43°C.

Tempo (min)  V(umol/min.mL) VIV -n(V/Vy)
0 26,07 1,0000 0
2 19.9 0,7633 0,2701
3 18,31 0,7023 0,3533
4 16,03 0,6146 0,4863
6 15,67 0,6011 0,5090
10 12,94 0,4963 0,7005

Tabela 4.27: Atividade enzimatica da lipase em funggo do tempo de incubagéo a T=45°C.

Tempo (min)  V(umeol/min.mL) ViV -In(V/Vy)
0 20,91 1,0000 0
3 17,23 0,8240 0,1936
5 12,22 0,5844 0,5371
7 9,28 0,4438 0,8124
10 3,08 0,3864 0,9508
15 5,48 0,2621 1,3391
20 5,19 0,2482 1,3935
25 3,04 0,1454 1,9284
30 2,0 0,0956 2,3471

Tabela 4.28: Atividade enzimatica da lipase em fungfio do tempo de incubacio a T=50°C.

Tempo (min)  V(umoVmin.mL) V/V, -In(V/Vy)

0 26,07 1,0000 0

0,5 18,25 0,7000 0,3566
1 17.8 00,6828 0,3816

1,5 17,44 0,6690 0,4020
2 16,13 0,6187 0,4801
3 7,37 0,2827 1,2634
4 5,15 0,1975 1,6218
5 4,55 40,1745 1,7456
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Figura 4.24. Efeito da temperatura em fungdo do tempo de incubagiio da lipase de
Geotrichum candidum NRRL-Y 552, para o caleulo da constante de desativagiio para
T=40°C.

Os valores de Kq € tempo de meia vida calculados para cada temperatura estfio
apresentados na Tabela 4.29. Sendo Ky fun¢dio da temperatura segundo a equacdo de
Asrhenius pode-se determinar Eq conforme apresentado na Figura 4.25.

Tabela 4.29: Valores experimentais e estimados da constante de desativagéio térmica (KJ) e
da meia vida da lipase (t12) em fun¢fo da temperatura.

Temperatura K4 (min-1) t12 (h) K4 (min-1) tin (h)
O experimental experimental estimado estimado

30 0,0003 38,51 0,0602 74,23
33 0,0003 38,51 0,0006 20,57
35 0,0006 19,25 0,0013 8,86
37 0,0032 3,61 0,0030 3,86
40 0,0149 0,77 0,0102 1,13
43 0.0651 0,18 0,0340 0,34
45 0,0737 0,16 0,0748 0,15

50 0,367 0,03 0,5160 0,02
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Figura 4.25. Dados experimentais das comnstantes de desativagido (Kg) em funcdo da

temperatura para o céleulo da energia de ativagéo da reagdo de desativagio (Eq).

Assim, a partir da equagdio de Asrhenius, fomecida pela Figura 4.25 que esta
apresentada na Equacdo 4.10 e com R=1,98 cal/(gmol.K), determinou-se a energia de

ativagédo da reag8o de desativacdo (Eg) como sendo 78,90 Keal/mol.

E,
RT

4

InK, =k - (.10)

e Y=39706X-122.21

2. = 39706
R

g

Portanto, Eq= 78,90K cal/mol

Para obtermos a equaco final de Arrhenius, caleula-se o valor de K a partir de InK=
122,21, Entdo K= exp}22’21= 1,19x10°3. Desta forma, a expressdo para determinar os valores

de K4 estimados é€:

K4 = 1,19x10%exp(-39706/T) 4.11)
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Foram estimados através da Equagio 4.11 os valores de Ky e ti, para as
temperaturas estudadas, como mostra a Tabela 4.29.

Como pode-se verificar que 4 medida em que se aumenta a temperatura, menor ¢ a

estabilidade da lipase. Assim, podemos dizer que a enzima ¢ mais estdvel a baixas
temperaturas, como a 30 °C.

A hipase de Geotrichum candidum NRRL-Y 552 mostrou ser bem menos estavel que
a lipase de Penicillium restrictum reportada pelos autores Freire et al. (1997 b), que
apresentou um ty,2 =4.800 horas para 30°C a pH =7.0 e t;,, =67 horas para 37°C a pH =7.0.
A do microrganismo em estudo apresentou um t;, =38,51 horas a 30°C e pH =7,0 e ti2
=3,61 horas para 37°C a pH =7.0.

4.10.5 — Influéncia de ions na atividade lipolitica

O efeito de sars minerais na atividade da enzima foi testado de acordo com o item
3.8.5. Através da Tabela 4.30 observa-se que a lipase de Geotrichum candidum NRRL-Y
552 ndo sofreu forte ativagio pela presenca de nenhumn dos sais testados na concentragio de
ImM. No entanto, foi fortemente inibida pela presenca de CuSO, e AgNOs, e foi inibida
em 12%,13% e 14% na presenga de ZnSOy, Li SO4 e FeSOy, respectivamente.

A mbigdo significativa da lipase de Penicillium camembertii U-150, pela presenca
de jons Fe™ e Hg™ também foi observada segundo Yamaguchi & Mase (1991).

Resultados similares também foram obtidos por Bhushan & Hoodal (1994) para a lipase
produzida por Candida BG-55.

Petrovic et al. (1990) verificaram a mfluéneia dos seguintes sais Na®, X', Ca™,
M, Mg™ e Fe™ " em diferentes concentragdes (0,5-50 mMol/L) na atividade de lipase
produzida por Penicillium rogueforti S-86. Os resultados indicaram que os sais
monovalentes estimularam a produgfo da enzima até a concentragdo de Immol/l, o Mn*™ a
10 mMol/L € 0 Ca™ a ImMol/L. também apresentaram o mesmo comportamento, enquanto

que Mg~ e Fe™ atuaram como inibidores da lipase.
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Estudando lipases extracelulares de Geotrichum candidum, Veeraragavan et al.
(1990) relataram que a presenca de ions monovalentes (Na* e K*) teve um pequeno efeito
na atividade enzimética, enquanto que ijons divalentes (Ca*™, Mg™ e SO, em
concentragdes acima de 50 mM iibiram a atividade de lipase. Observaram também que
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) em concentragdes inferiores a 10 mM inibiu
completamente a atividade lipolitica.

Tabela 4.30: Efeito de sais minerais na atividade de lipase de Geotrichum candidum
NRRL-Y 552.

Sal (ImM) Atividade relativa (%)
MgSO4 106,8
MnSO, 102,1
ZnSQ0y 88,7

LiSO4 87,1
NaSOy4 90,8
CuSOy4 42,1
FeSO, 86,2
CoCly 92,3
CaCly 100,8
KC1 162,0

AgNO; 2,6

4.11 — Determinacio dos parimetros cinéticos Kys e Vs

Para determinagfio dos pardmetros cinéticos Kiys e Vs foi utilizada uma faixa de
concentragdo de 5 a 50 mg/mL de 6leo de oliva e medida a atividade enzimatica. Os
resultados obtidos estfio apresentados na Tabela 4.31.

Tabela 4.31: Valores experimentais de atividade enzimatica em fungfio da concentragdo de

dleo de oliva para a determinagdo dos parAmetros cinéticos.

Concentraciio de 6leo de oliva (mg/mL) Atividade enzimatica (U/mL)

5 3,53

6 3,99

] 4,23

10 5,57

20 10,78

30 11,31
40 13,56

50 15,14
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Para o céalculo dos parimetros cinéticos Ky e Vimax, ttilizou-se 0 método grafico de

Lineweaver-Burk, considerando a Equagéio 4.12.

_V,.IS]
-2 (4.12)

Atraves da linearizagio da Equacio 4.12 teremos:

K, 1

- r—

V. V..

1
v

1
S

Entéo grafica-se 1/8 x 1/V, conforme mostra a Figura 4.26.

0,32

0,26
(o]

020

1N (ML)

0,14

0.08 o

0,02
0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20

1/8 (ml/mg)

Figura 4.26. Forma de Lineweaver—Burk aplicada aos dados experimentais para a lipase a
37°C.

Pela equagdio do grifico linearizado, otem-se os valores de Ky =28.73 mg/ml. ¢
Vo = 22,57 U/mL. A Figura 4.27 apresenta os dados previstos pelo modelo de Michaelis-
Menten para a velocidade de reagfio e os dados obtidos experimentalmente, podendo-se
verificar que o modelo ajusta muito bem os dados experimentais.
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Figura 4.27. Velocidade de reagfio da lipase de Geotrichum candidum NRRL-Y 552 em
fungdo da concentragéo de 6leo de oliva a T=37°C.

Jesus et al. (1999) estudando lipase de Penicillium restrictum observaram valores de
pardmefros cinéticos semelhantes aos obtidos neste trabalho utilizando as mesmas
condigbes de analises de reagfo. Para a tributirina, 6leo de babagu e dleo de oliva o
Ky=5,1mg/mL e Vmgu=4,88U/mL, Ky=13,9 mg/mL e Viee=13,1 U/mL, Ky =21,56 mg/ml
e Vama=11,2 U/mL, respectivamente.

4.12 — Estudo da producde de lipase em fermentador tipo reator de mistura:
Influéncia dos tipes de agitadores

Com o objetivo de verificar a influéncia do tipo de agitador na produgdo de lipase
foram realizadas trés fermentagdes a 300 rpm, 1vvm e 30°C variando o tipo de agitador. A
primeira fermentagdo utilizou duas turbinas Rushton no mesmo eixo, a segunda duas
hélices navais no mesmo eixo e a terceira um agitador de pas inclinadas. Através da Figura

4.28 pode ser observada a diferenca entre os agitadores.
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(a) (b) (©
Figura 4.28. Tipos de agitadores (a) Turbina Rushton (b) Hélice naval (c) Pas inclinadas.

4.12.1 - Cinética da fermentacfio com o agitador tipo Rushton

Os dados obtidos na fermentaglio com o agitador tipo Rushton podem ser

observados na Tabela 4.32 e 0 acompanhamento do processo fermentativo na Figura 4.29.

Pode ser observado na Figura 4.29 o mesmo comportamento em frascos agitados
que o pH diminuiu ligeiramente do valor inicial 6,68 até um minimo de 6,46 o que
aconteceu nas primeiras 10 horas de fermentagfo. Logo o pH apresenta uma tendéncia a
aumentar alcangando um valor de 8,29 ao final do processo. O incremento da biomassa
ocorreu até as 30 horas obtendo cerca de 25 g/L de massa celular. A concentragiio de
proteina solavel foi constante até as 50 horas aumentando ao fim da fermentacio. A
producio de lipase foi detectada em aproximadamente 8 horas com 7 U/mL e em 23 horas

apresentou um pequeno decréscimo para 4,40 U/mL, provavelmente devido a quantidade
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de protease em torno de 4,6 U/L presente no meio, que pode ter hidrolisado a lipase. A
atividade enzimatica alcangou um pico de 19 U/mL em 30 horas de fermentagio,
mantendo-se constante até as 72 horas e chegando a 0 U/ml em 78 horas, quando a lise
celular provavelmente j4 deve ter acontecido. Foi possivel observar também que o
microrganismo excreta protease, € que a quantidade dessa enzima foi crescente até as 24

horas atiﬁgindo 4,60 U/L e permanecendo em queda até o final do processo.

Tabela 4.32: Dados da fermentagfo com o agitador tipo Rushton.

Tempo Atividade Atividade  Massa seca Proteina pH
(Horas) lipolitica proteolitica (g/L) (g/L)
(U/mL) (U/L)

0 0 1,47 9,49 22,02 6,68
4,84 0 0,83 11,42 21,06 6,70
8,09 6,99 0 10,44 25,35 6,46

23,25 4,40 4,60 17,81 23,28 6,52
29,09 18,92 2,37 24,91 22,03 6,73
32,84 15,62 2,12 19,49 24,75 6,85
46,92 14,83 O 23,09 27,53 7,58
53,25 16,62 0,89 22,69 27,11 7,77
56,84 17,25 0,49 18,01 38,50 7,84
71,09 19,71 0,98 19,63 33,79 8,14
78,67 0 0,70 18,23 28,88 8,29
45 g

Atividade proteolitica (U/L)

—&— |ipase

N ~o— Proteina
\ \/\/A 1 —+ Massa seca
0 40 5 60

Atividade lipolitica (U/mL)
Massa seca (g/l.) Proteina (g/l.)

0 —&— Profease
70 80 &= pH

0 10 20 3
Tempo (Horas)

Figura 4.29. Acompanhamento da fermentagfo para produgéo de lipase com o agitador tipo
Rushton (300 rpm, 1vvm, pH inicial 7,0).
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4.12.2 - Cinética da fermentagio com o agitador tipo hélice naval

Os resultados da fermentagdo com o agitador tipo Hélice Naval estdo apresentados
na Tabela 4.33 ¢ o acompanhamento do processo fermentativo, na Figura 4.30.
Tabela 4.33: Dados da fermentagio com o agitador tipo Hélice Naval.

Tempeo Atividade Atividade Massaseca  Proteina pH
(Horas) lipolitica proteolitica {g/L) (g/L)
(U/mL) UL)

0 0 0,17 - 20,68 6,78
5,17 0 2,22 18,53 22,03 6,39
8,42 6,77 0,81 19,15 24,67 6,49

23,58 0 1,36 17,18 23,73 6,71
29,42 12,14 0 17,83 23,45 6,73
33,17 9,49 0,25 22,11 25,49 6,71
47,25 9,16 0,19 17,36 25,02 6,81
53,58 8,06 0,80 14,91 25,75 6,86
57,17 3,10 0 11,39 25,70 6,88
71.42 2,71 0 11,35 2741 6,99
79,00 0 2,17 - 30,75 7,08

35 8

30 7

25 ¢

® /”\J\ j
/

Alividade jipolitica (U/mL)
Massa seca (g/l) Proteina (g/L)
Atividade proteolitica (U/L)

=
15
3
10 /
2 ~— Lipase
5 / -0~ Proteina
1 —+— Massa seca
| —m— Protease
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 2~ pH

Tempo (Horas)

Figura 4.30. Acompanhamento da fermentag&o para produgdo de lipase com o agitador tipo
Heélice Naval (300 rpm, 1vvin, pH inicial 7,0).
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Como ¢ mostrado na Figura 4.30 o pH diminuiu ligeiramente do valor inicial 6,78
até 6,39 nas primeiras 5 horas de fermentag&o. Em seguida o pH aumentou até um valor de
7,08 no fim da fermentacdo. O crescimento celular é verificado até as 33 horas obtendo
22,11 g/l. de biomassa. A concentracdo de proteina soliivel apresentou um perfil de
aumento ao longo de toda fermentagdo. A atividade enzimética de lipase comegou a ser
detectada em 8.5 horas com 6,77 U/mL. em 23,5 horas no meio de fermentagdo nio foi
verificada a presenca da lipase, porém foi detectado 1,36 U/L de atividade proteolitica que
pode mais uma vez ter hidrolisado a lipase. A méxima atividade lipolitica alcangada foi em
29,5 horas com 12,14 U/mL. Houve em seguida uma queda crescente atingindo 0 U/ml em
79 horas, quando a lise celular deve ter ocorrido e a quantidade de protease estava
aumentando emn torno de 2 U/L. A protease apresentou um perfil instavel com aumentos e
quedas ao longo do processo fermentativo, com picos em aproximadamente 5 horas, 23,5

horas e 79 horas.
4.12.3 — Fermentacgido com o agitador de pas inclinadas

Na Tabela 4.34 estdo apresentados os dados coletados na fermentagio com o
agitador de pas inclinadas e na Figura 4.31 o perfil da fermentagéc pode ser acompanhado.

Tabela 4.34: Dados da fermentagéo com o agitador de pas inclinadas.

Tempo Atividade Atividade  Massa seca Proteina pH
(Horas) lipolitica proteolitica (g/L) (g/L)
(UmL) (UL)
0 0 0,35 7,03 22,46 6,91
6,00 0,41 1,36 9,54 23,61 6.83
24,00 11,06 2,38 16,28 23,44 6,48
30,00 10,64 2,23 24,98 20,51 6,60
35,67 15,34 - 25,93 21,27 6,87
48,00 16,59 3,58 - 21,20 7,29
54,00 2127 2,56 25,65 23,26 7.64
59,00 20,68 1.64 23,41 24,18 7,87
72,00 18,97 1,76 23,42 23,72 8,06
78,00 18.30 1,56 19,53 22,43 8,21
97,00 14,03 6,48 20,45 21,49 8,75
102,67 12,62 - 19,03 2142 8,80
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A Figura 4.3] apresenta o perfil de pH ao longo da fermentagdo que mostra um
pequeno decrescimo de 6,91 a 6,48 em 24 horas de processo, e a partir deste tempo mostrou
uma tendéncia de aumento, alcangando um valor de 8.80. O incremento da biomassa pode
ser visto ate aproximadarmente 36 horas, obtendo-se 25,93 g/L. A concentragio de proteina
apresentou estabilidade durante a fermentagfio alcangando em torno de 23 g/L. O inicio da
produgéio da enzima lipase foi verificado a partir das 24 horas com 11 U /mL, alcangando a
maxima atividade em 54 horas em tornoe de 22 U/ml. apresentando uma queda até o final da

fermentacdo alcangando 12,62 U/mlL, provavelmente devido 4 protease no meio, em torno
de 6,5 U/L.

10
24

18

pH
Protease (U/L)

12

Lipase
Proteina
Massa seca
Protease
pH

Atividade lipofitica (U/ml)
Massa seca (g/L) Proteina (g/L)

8]

R K

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tempo (Horas)

Figura 4.31. Acompanhamento da fermentagio com o agitador de pas inclinadas {300 rpm,
1vvin e pH imicial 7,0).

Na Figura 4.32, mostra-se 0 acompanhamento do oxigénio dissolvido ao longo da
fermentagdo. Observa-se que o oxigénio dissolvido praticamente cai a valores proximos de
zero em torno das 20 horas de fermentagio e permanece com niveis baixos de oxigénio
dissolvido até as 80 boras quando torna a aumentar, provavelmente neste ponto a taxa de
respiragdo do microrganismo diminuiu e analisando conjuntamente os dados, verificou-se

também a queda na produgdo da enzima, o que caracteriza possivelmente a fase final da
fermentacgdo, onde ja deve estar ocorrendo a lise celular.
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Figura 4.32. Acompanhamento do oxigénio dissolvido e pH na fermentac@o para produgéo
de lipase com o agitador de pas inclinadas.

4.12.4 ~ Comparagio da performance dos agitadores

Através da Figura 4.33 pode ser comparado o perfil de atividade enzimatica para
cada tipo de agitador utilizado verificando-se novamente que a menor produgio da enzima
ocorreu com o agitador hélice naval alcangando em 29,5 horas 12,14 U/mL. Com a turbina
de Rushton a atividade lipolitica atingiu 19 U/mL em 30 horas de fermentacdo e o melhor

desempenho foi com o agitador de p4s inclinadas com 22 U/ml em 54 horas de processo.

O coeficiente de transferéncia de oxigénio na fase liquida (K;a) foi determinado e
caleulado conforme descrito no item 3.12.7 para os agitadores hélice naval, turbina de
Rushton e pas inclinadas na condigdo de 300 rpm, 1 vvm a 30°C. Na Tabela 4.35 verifica-
se que com um Kya de 14,60 h™' pode-se produzir 12 U/mL de lipase utilizando o mmpulser
hélice naval, j&4 com a turbina de Rushton o Kya foi maior, ignal a 35,97 b, aumentando a
produgdo da enzima para 19 U/mL. No entanto, com o uso das pés inclinadas o Kya foi um
valor intermedirio 20,06 h™ e a producdo de lipase foi maior, alcangando 22 U/mL. A
produgdo de biomassa alcangada foi similar para os trés tipos de agitadores. Portanto,
observamos que o tipo de agitador influencia ndo s6 a transferéncia de massa, através dos

valores do Ka, mas também a producfo da enzima. Entdo, escolhemos dar seqiiéncia aos
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trabathos utilizando o agitador de pas inclinadas por ter promovido uma maior produgio da
lipase, provavelmente devido a algum mecanismo de fluxo inerente ao tipo de impulsor que
acarreton num menor cisalhamento do micélio do fungo, levando a maiores niveis de

produgéo.

24
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16 ¢+
14 +
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Atividade lipolitica (U/ml.)

~0— Turbina de Rushton
) —4— Hélice Naval
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 —* Pasinclinadas

Tempo (Horas)

O N & O

Figura 4.33. Comparago do perfil de atividade enzimética para os diferentes tipos de

agitadores.

Tabela 4.35: Valores de Kpa para os diferentes tipos de agitadores.

Tipo de Agitacio  Aeragio Atividade Massaseca Kpa (b))
agitador (rpm) {vvm) lipelitica (U/mL) (g/L)
2 Hélices 300 1.0 12 22 14,60
nNavais
2 Turbinas de 300 1,0 19 25 35,97
Rushton
1 Pas inclinadas 300 1,0 22 25 20,06

Um estudo similar com estes impulsores foi realizado por Silva-Santisteban (2001)
para produgdo de mulimase por Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 a
450 rpm, 1 vvm e 30°C, onde com a hélice naval obteve um Kya de 16,87 h” ¢ a produggo
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de inulinase de 126,1 U/ml, com a turbina de Rushton um Kra de 101,65 h™ e 121,5 U/mL
de enzima, ¢ utilizando as pas inclinadas, wm K;a de 74,53 mt, alcancando176,2 U/mL. Ou
seja, este estudo também encontrou numa condigfo intermedidria de Kra uma maior

producdo da inulinase com o mesmo tipo de agitador.

4.13 — Estudo da producio de lipase em fermentador tipo reator de mistura:
Influéncia da agitaciio ¢ aeracio

Um planejamento experimental completo 2° foi realizado com as varidveis
independentes agitacio e aeracdo. As respostas avaliadas foram a atividade enzimatica de
lipase no decorrer da fermentagfio, a produtividade, a produtividade especifica e o Kia.
Também fo1 realizado o acompanhamento do pH e da proteina. A composi¢do do meio de

cultura utilizado foi de 3,58% de peptona e 0,64% de 6leo de soja.

Os niveis utilizados nos ensaios experimentais deste planejamento estio
apresentados na Tabela 4.36 e o planejamento, na Tabela 4.37. Na Tabela 4.37 também
estdo apresentados os dados de atividade enzimaética prevista pelo modelo fornecido pela

Equagdo 4.13, e os desvios relativos dos ensaios experimentais em relagdo ao modelo.

Tabela 4.36: Faixa de valores estudados no quinto planejamento experimental para

produgéo de lipase.
Nivel Agitacio (rpm) Aeracio (vvm)
-1,41 100 0,2
-1 160 0,43
0 300 1.0
+1 440 1,57
+1,41 500 1.8
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Tabela 4.37: Quinto planejamento experimental 22 para produgfo de lipase.

Ensaios Agitacie Aeracgao Atividade Atividade prevista Desvio
(rpm) (vvm) lipolitica em pelo modelo relativo
Sdhoras 4 po 413 @WmLy P
(U/mL)
1 -1 (160} -1(0.,43) 6,55 8,07 -23,21
2 +1 (440) -1(0.43) 7,73 4,65 39,84
3 -1 (160) +1(1,57) 6,38 8,07 -26,94
4 +1 (440) +1 (1,57) 5,17 4,65 10,06
5 -1,41 (100) 0 (1.0 10,25 7,93 22,59
6 +1.41 (500) 01,0 0,60 3,11 -418,68
7 0 300) -1,41 (0,2) 7,29 7,38 -1,13
8 0 (300) +1,41 (1,8) 7,28 7,38 -1,26
9 0 (300) 0(1,0) 22,14 21,09 4,74
10 0 (300) 0 (1,0 21,27 21,09 0,85
11 0 (300) 01,0 19,88 21,09 -6,08

As Tiguras 434 a 4.44 apresentam as cinéticas das fermentagbes, com o

acompanhamento da atividade lipolitica, atividade proteolitica, proteina, massa seca, pH e

concentragio de oxigénio dissolvido, para as diferentes combinagdes de agitagio ¢ aeragio

definidas no planejamento experimental.
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Figura 4.34. Ensaio 1. Acompanhamento da cinética de fermentag#o (a) e concentragio de

oxigénio dissolvido e pH (b) para producio de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y

552 a 30°C, 160 rpm e 0,43 vvm.
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Figura 4.35. Ensaio 2: Acompanhamento da cinética de fermentacdo (a) e concentragéo de

oxigénio dissolvido e pH (b) para produgio de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a 30°C, 440 rpm e 0,43 vvm.
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Figura 4.36. Ensaio 3: Acompanhamento da cinética de fermentacéio (a) e concentragdo de
oxigénio dissolvido e pH (b) para produgdio de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a30°C, 160 rpm e 1,57 vvm.
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Figura 4.37. Ensaio 4: Acompanhamento da cinética de fermentagéio (a) e concentragdo de
oxigénio dissolvido e pH (b) para produgio de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a30°C, 440 rpm e 1,57 vwm.
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Figura 4.38. Ensato 5: Acompanhamento da cinética de fermentagdo (a) e concentragiio de

oxigénio dissolvido e pH (b) para produgdo de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a 30°C, 100 rpm e 1,0 vvm.
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Figura 4.39. Ensaio 6: Acompanhamento da cinética de fermentacdo (a) e concentragéo de
oxigénio dissolvido e pH (b) para produgo de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a 30°C, 500 rpm e 1,0 vvm.
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Figura 4.40. Ensaio 7. Acompanhamento da cinética de fermentagdo (a) e concentragio de
oxigénio dissolvido e pH (b) para producdo de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a 30°C, 300 pm e 0,2 vvin.
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oxigénio dissolvido e pH (b) para producido de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a 30°C, 300 rpm e 1,0 vvm.
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Figura 4.44. Ensaio 11: Acompanhamento da cinética de fermentagéio (a) e concentragio de
oxigénio dissolvido e pH (b) para produgio de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y
552 a30°C, 300 rpm e 1,0 vvm.
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Nas fermentagdes anteriores o perfil do pH foi similar com uma queda do valor
inicial (7,0-7.2) até um minimo (6,0-6,3), o que aconteceu aproximadamente entre as 12 e
15 horas de fermentagéo, com um aurnento até o final da fermentagio atingindo valores em
tomo de 8.6. Ao final de cada fermentagio pode-se observar que quando ocorre um
aumento de pH coincide com a queda na producgo da lipase provavelmente devido a morte

celular ja estar acontecendo.

A partir da inoculagdo pode-se verificar que a concentracio de oxigénio dissolvido
(OD) cai bruscamente desde o nivel de saturagdo até niveis baixos, na ordem de 10 a 1%,
durante as 12 horas iniciais de fermentacdo. Os niveis baixos de OD se mantiveram durante
um certo periodo da fermenta¢io que variou segundo o ensaio de agitagdo e aeracdo. Apds
esse periodo, para a maioria dos ensaios, houve um incremento igualmente brusco até
atingir leituras de OD consideravelmente maiores. E importante destacar que esse
meremento muitas vezes coincide com o imicio da diminuicdo da biomassa, ou seja o
aumento da morte celular levaria a uma diminuigéo na taxa de respiragdo do microrganismo
que acarretaria num aumento do OD no meio de cultura. Um outro ponto observado ¢ que o
incremento do OD coincide com o momento em que o pH apresenta valores proximos a
8.,0.

O incremento da biomassa foi dependente de cada condicdo de ensaio. Nota-se que
o méximo de biomassa alcancada foi em torno de 25 g/L para os ensaios 2, 3,4, 8, 9 e 10,
em tempos distintos de fermentagio. Os ensaios 6 (500 rpm e 1 vvm) e 7 (300 pm e 0,2
vvm) apresentaram O menor crescimnento microbiano, provavelmente por excesso de
agitacdio que deve ter provocado um maior cisalhamento ao micélio fingico no ensaio 6, ou
falta de oxigémio necessirio ao crescimento do microrganismo devido & baixa taxa de

aeracdo fornecida no ensaio 7.

A producfio da lipase foi a variavel que mais sofreu influéneia da combinacgéo da
agitagdo e acragdo apresentando diferentes perfis dependentes do ensaio experimental,
conforme apresentado na Figura 4.45. O méximo de atividade lipolitica para cada ensaio
variou desde cerca de 6 U/mL até 22 UfmlL, sendo atingido em tempos de fermentacdo
diferentes. O decaimento na produgdo da lipase em muitos experimentos se deve a

combinacio de fatores como a lise celular observada através da dimunui¢io da biomassa, ao
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aumento de pH até valores maiores que 8,0 onde a enzima nfo apresenta uma boa

estabilidade ou a urn aumento na atividade proteolitica que hidrolisa a lipase.

A atividade proteolitica apresentou um perfil similar para a maioria dos ensaios
onde houve um aurnento de proteases ao longo do tempo de fermentacdo, como ocorreu nos
ensaios 1, 2, 5, 6, 7 e 8. Nos demais ensaios a atividade proteolitica mostrou-se variavel,
com aumentos seguidos de queda ma quantidade de proteases durante a fermentacfio,
provavelmente um tipo de protease contida no meio sofreu hidrolise de outras proteases,

dimmuindo assim a quantidade de protease total no meio de cultura.

24

-0~ Ensaio 1
—0— Ensaio 2
~o— Ensaio 3
—t&-~  Ensaic 4
—— Ensaio 5
& Ensaio 6
e Ensaio 7
- Ensaio 8
-—-#-- Ensaio 9
--#-- Ensaio 10

Atividade enzimética (U/imL)

Tempo (Horas)

Figura 4.45. Acompanhamento da atividade lipolitica para o quinto planejamento.

A produgio da lipase de Geotrichum candidum WNRRI-Y 552 em reator
convencional pode ser observada através da Figura 4.46.
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Figura 4.46. Producfio da lipase em reator com agitagfio mecénica convencional.

4.13.1 — Verificacdo de um modelo empirico para a atividade lipolitica em funciio da

agitacdo e aeracio

Para wverificagio de um modelo quadrdtico para 2 producio de lipase por
Geotrichum candidum NRRLY-552 considerando as varidveis agitaciio e aeracfo foi
escothido um tempo fixo de 54 horas de fermentacfio para analise estatistica. Pode-se
observar através da Figura 4,45, que no tempo de 54 horas foram alcancadas as maiores
atividades lipoliticas para os diversos ensaios realizados no quinto plangjamento
experimental. Foram calculados os coeficientes de regressfio ¢ realizada a analise de
varincia (ANOVA). Os resultados estdo apresentados, nas Tabelas 438 ¢ 4.39,

respectivamente.
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Tabela 4.38: Coeficientes de regressic para o quinto planejamento experimental apés 54 h

de fermentagéo de Geosrichum condidum.

Fatores Coeficientes Erro : P 56% +30%

Lim.Conf. Lim.Conf

* dle regressio @&ﬁiras

Meédia 21,05 066 32 05 00009 19,17 23,02

Agitaciio (L) 71 040 423 00515 288 0,53
Agitagdo (Q) -7.83 048  -1627 00037 924 6,42
Aeracdo (1) 0,34 040 085 0, 4838 1,52 0,83
Aeragfio () 6,90 0,48 -14,32 9,@{}48 -8,30 5,49
AgitagBo x : 5
Asgracéo 060 o 0, 57-- -1 G4 0,4045 2,26 1,07
- .
valores esia‘&sﬁcamente sagmﬁcam@s a 90% de cmﬁanga p<i,b
L —linear ' :
{} - quadratico

Tabela 4.39: Tabela ANOVA para o qum‘{o piane}amentﬁ expemnemai apés 54 horas de
fermentag8o para pmdugao de hpasg

Fonte de Soh:&a: . Graus ée Med;a '}?‘;_g,;'m;ado Fiabeiado
variaciic quadraﬂea hberciade quadratica .
Regressio 49758 3 165,86 39,77 3,07
Residuos 29,21 7 4,17
Falla de 26,61 5 5,32
ajuste
Erro puro 2,60 2 1,30
Total 526,75 10 52,68

% variagfio explicada (R°) = 94,45
Yomaxima variagio explicavel (SQr-SQepy/SQr = 99,51
coeficiente de correlago (R) = 0,97

Observando & Tabela 4.38 ¢ possivel perceber que os termos dos coeficientes de
regresséio obtides foram estatisticamente significativos a 90% de confianca, exceto o termo
da aerag8o linear € a mteragioc entre agitacfio e aeracfo, sendo estes incorporados 4 falta de

ajuste para calculo da ANOVA apresentada na Tabela 4.39.

Pelos resultados mostrados na Tabela 4.39 observa-se que o valor do teste F
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calculado de 39,77 foi cerca de 13 veges maior do que o valor tabelado Fogo 3. 7 = 3,07,
indicando que ¢ modelo de 2° ordem obtido § estatisticamente significativo e preditivo para
a vanidvel estudada. Dessa forma, 2 atividade lipolitica da lipase de Geotrichum candidum
NRRL- Y 552 para 54 horas pode ser predita em fungiio da agitacio e aeracfio através da
Eaquacio codificada 4.13.

Atividode enzimdtica = 21,09 - 1,71 agitagdo —7,83 agitagdo” —6,90 aeragdo’ (4. 13

A variacHo explicada (R pelo modelo foi muito boa, cerca de 95% e o coeficiente
de correlagdo (R) foi de 0,97, o que também mostra que o modelo obtido ¢ adequado para
explicar o processe estudado. A partir do valor da méxima variago explicavel, que foi de

99.51% pode-se notar que o erro pure do processo foi bem pequeno, em tomo de 0,5%,

A partir do modelo obtido foi entfio possivel obter as superficies de TESpOSta para
analisar as melhores condigdes de agitagfio e aeracio para a produgdo lipase que levam a
um maior valor de atividade lipolitica. A superficie de resposta obtida apos 54 horas de
fermentagfio esta apresentada na Figura 4.47. E possivel verificar que tanto para a agitagfio
Quanto para a aeraglo um aumento dessas varidveis, numa faixa restrita, proporcionou um
meremento na atividade lipolitica. Observa-se que foi alcangada uma condigio 6tima para a
atividade lipolitica com agitagéio de 300 rpm e aeragfio de | vvm a 30°C, atingindo cerca de
20 U/ml em 54 horas de fermentacéo.

Freire et al. (1997 a) estodando a produgfo de lipase por Penicillium restrictum a
200 rpm, 0,5 vvm e 30°C, utilizando o meio de cultura contendo 2% de peptona, 1% de
Slec de ohva, 0.5% de NaCl e 0,1% de extrato de levedura com wm pH inicial de 5,5,
alcangaram um maximo de atividade lipolftica em 70 horas de fermentacfo com 13,4

Ufml.
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Figura 4.47. Superficie de resposta (8} e Curva de contome (b) para a atividade lipolitica
em fungfio da agitacfo e aeracdo (b).
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4.13.2 — Efeito da agitaciio ¢ aeragiio na produtividade

A produtividade foi calculada conforme descrito no item 3.12 e os valores estio
reportados na Tabela 4.40. Nesta mesma tabela também estdo apresentados os dados da
produtividade prevista pelo modelo fornecido pela Equagdo 4.14, bem como os desvios

relativos dos ensaios experimentais em relagfio ao modelo.

Tabela 4.40: Produtividade para os ensaios do quinto planejamento experimental 27 para

produgéo da lipase.
Ensaios Agitacio Aeracio Produtividade Produtividade Desvie
(rpm) (vvm) (U/mL.h) predita pela relativo
Eq. 4.14 (U/mL.h) (%)
1 160 0,43 0,1305 {0,1299 0,46
2 440 0,43 0,3477 0,2711 22,03
3 160 1,57 0,1690 0,2587 -53,08
4 440 1,57 0.3367 0,3999 -18,77
5 100 1,0 0,2200 0,1646 25,18
6 500 1,0 0,3463 0,3637 -5,03
7 300 0,2 0,1136 0,1763 -55,23
8 J300 1.8 10,4587 0,3579 21,97
9 300 1,0 0,4100 0,3908 4,68
10 300 1,0 0.3939 0.3908 0,79
11 300 1.0 0,3681 0,3908 6,17

Para observar se existia alguma relagio entre as diferentes condi¢bes de agitagiio e
‘aeragio-estudadas e a-produtividade alcangada na -produgdo da lipase foi-avaliado um
modelo_quadratico. Através da Tabela 4.41 verifica-se que os termos dos coeficientes de
regresséo obtidos foram estatisticamente significativos a 90% de confianca, exceto o termo
da interag8o entre agitagdo e aeragdo que foi incorporado a falta de ajuste para o célculo da
ANOVA apresentada na Tabela 4.42.

Pelos resultados mostrados na Tabela 4.42 observa-se que o valor do teste F
calculado de 4,39 foi apenas cerca de 1,38 vezes maior que o valor tabelado Foop. 4, 6= 3,18.
Mesmo com essa analise de teste F calculado ndo sendo 5 vezes maior que o F tabelado foi
determinado o modelo e foram calculados os desvios relativos para cada ensaio. Na Tabela
4.40 estdo reportados os desvios relativos para cada ensaio e verifica-se que em geral os
maijores niveis de produtividade, na faixa de 0,4 U/mL.h), foram alcangados nas condigbes

de 300 rpm e 1 vvm (condigdes dos pontos centrais do estudo) e nesta faixa os desvios
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relativos do modelo sZo muito baixos, da ordem de 5%. Assim, a produtividade pode ser
predita em fung@o da agitagio e aeragéo através da Equagéo 4.14.

Tabela 4.41: Coeficientes de regressio para a produtividade alcangada no quinto
planejamento experimental.

Fateres Coeficientes Erro t p 90% +90%
de regressio padrio Cof.Lim. CnfLim.
Média 0,3908 00122 3203  0,0010°7 03552 04264
Agitagdo (L) 0,0706 0,0075 943  0,0110°  0,0487 0,0924
Agitacdio (Q) -0,0637 0,0089 7,13 00191 00898  -0,0376
Aeragdo (L) 0,0644 0,0075 861 001320 00426  0,0863
Aeragio (Q) 00622  0,0089 6,97 002000 -0,0883  -00361
Agitagho X 20,0124 00106  -1L,17 03622 00432 00185
Aeracéo

N valores estatisticamente significativos a 90% de confianga (p < 0,1)

Tabela 4.42: Tabela ANOVA para a produtividade alcangada no quinto planejamento
experimental.

Fonte de Sema Graus de Média Fealcutado Fiabetado
variaciio quadratica  liberdade quadratica
Regressio 0,1072 4 0,0268 4,39 3,18
Residuos 0.0363 6 0,0061
Falta de 0,0354 4 0,0089
ajuste
Erro puro 0,0005 2 0,0005
Total 0,1435 10 0,0143

% variagdo explicada (R”) = 74,74
Yméxima variagio explicavel (SQr-SQgp)/SQr = 99,37
coeficiente de correlagio (R) = 0,86

Produtividade = 0,3908 + 0,0706 agitagéo —0,0637 agitacdo® + 0,0644 aeragéo
—0,0622 aeragdo’ 4.14)

Através da figura 4.48 observa-se que o incremento da agitagio e aeracdo
provocaram um aumento na produtividade. Verifica-se ainda pela Analise de Superficie de
Resposta que dentro da faixa de 300 a 490 rpm e 0,9 a 1,7 vvm temos o mesmo valor de
produtividade obtida, alcangando cerca de 0,39 U/ml. Estes resultados sio muito
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importantes para verificar a robustez do processo, principalmente na 4rea de controle de

ProCesso.

A forte influéncia da agitagdo na produtividade no processe de producdo de lipase
também foi verificada por Freire et al. (1997 a), que alcangaram uma produtividade

méxima de 0,306 U/mL.h, ou seja, menor que a produtividade aloangada neste trabalho,

Produtividade (UimL k)

36007
0,087

Aeraclio (wimj

bl Ziis
100 160 300 £40 500
Agitagio {rpm}

(b)

Figura 4.48. Superficie de resposta (a) ¢ Curva de contome (b) para a produtividade em
funcio da agitaglo e aeragio (b).
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4.13.3 — Efeito da agitacio e acracfio na produtividade especifica

A produtividade especifica foi calculada conforme descrito no item 3.12 & os
valores estfio reportados na Tabela 4.43. INesta mesma tabela também estio apresentados os
dados da produtividade especifica prevista pelo modelo fomecide pela Equagiic 4.15, bem

como os desvios relafivos dos ensaios experimentals em relagfio ac modelo,

Tabela 4.43: Produtividade especifics para os ensaios do quinto planejamento experimental.

Ensaios  Agitache Aeracio Produtividade Produtividade Desvio
(rpm) {vvm} especifica predita (U/mgh)  relative (%)
,,,,, Wimghy
i 160 0,43 00,0088 0,0061 30,68
2 440 0,43 00,0132 0,0167 -26,51
3 160 1,57 00,0078 0,0115 -47 .44
4 444 1,57 08,0220 (,0221 -0,45
5 100 1,0 0.0182 0,0105 42,16
6 500 Lo ,0352 0,0255 27,63
7 300 0,2 0,0090 0,0064 28.45
8 300 1,8 00,0187 0,0140 24 85
8 300 1,0 0,0166 0,0180 -8,43
10 300 1.0 0,0154 0.0180 -16,88
i1 300 Lo 0,0219 0,0180 17,81

Para verificagio de uma correlago enire o crescimento micrebiano ¢ a
produtividade com a agitago e aeragfo foi avaliado um modelo quadratico. Foram
calculados os coeficientes de regressfic mostrados na Tabela 4.44 onde observam-se que os
termos dos coeficientes de regressfio obtidos foram estatisticamente significativos a 80% de
confianca, exceto o termo da agitagfc quadrética e a mteracio entre agitagfio e aeracfio que

foram incorporados a falta de ajuste para o céleulo da ANOVA apresentada na Tabela 4.45.

Analisando a Tabela 4.45 vertfica-se que o ¥ caleulado de 4,99 foi duas vezes maior
que o valor tabelado Fogo, 3. 7 = 2,17 tabelado. Da mesma forma que para a produtividade,
fo1 possivel obler um modelo que apresentou desvios relativos baixos na regifio dos pontos
centrais, a mesma andlise for realizada para a produtividade especifica, determinando-se o
modelo e calculando os desvios relativos para cada ensaio que estdo apresentados na Tabela

4.43, onde para os ponfos centrais ficaram npa ordem de 15%. Assim, a produtividade
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especifica pode ser predita em funcdo da agitagio e aerago através da Equagio 4.15,

Tabela 4.44: Coeficientes de regressfio para a produtividade especifica.

Fatores Cocficientes  Frre t B -80% +80%

d o ~ Cof.lim., CnfLim.
e regressde padrie

Média 0,0180 00020 901 00121 00142 00218
Agitagdo (L) 0,0053 0,0012 4,36 00488 00030 00076
Agitacio () 0,0025 0,0015 1,73 02252 00002 00053
Aeragiio (L) 0,0027 00012 2,20 0,1590° 00004 00050
Aeraglio () -0.0039 00015 2,69  0,1149" 00067  -0.0012

Agitacio x
Aeracio 0,0024 0,0017 1,42 02923 00008 00057

- valores estatisticamente significativos a 80% de confianca p<0,2)

Tabela 4.45: Tabela ANOVA para a produtividade especifica.

Fonte de Soma Graus de Média Feateutado Fiabelado
variacio guadratica  liberdade  quadratica
Regressio 0,000419 3 0,000140 4,99 2,17
Residuos 0,000199 7 0.000028
Falta de 0.000175 5 0,000035

ajuste
Erro puro 0,000024 2 0,000012

Total 0,000618 10 0,0000618

% variago explicada (R = 67.75
Yeméxima variago explicavel (SQr-SQpp)/SQr = 96,12
coeficiente de correlacio (R) = (1,82

Produtividade especifica = 0,0180 + 0,0053 agitacdo + 0,0027 aeragfo
~ 0,0039 aeracic’ (4.15)

Com o modelo obtém-se as superficies de resposta apresentadas na Figura 4.49.
possivel verificar que com o aumento da agitagio, independentemente do nivel de aeracio
houve um meremento na produtividade especifica. Também verifica-se que o incremento
da aeraglio até 14 vvm com agitagio superior a 300 rpm aumentou a produtividade

especifica.
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Produtividade especifica {Ufmg.h)

B 0026
B9 above

AeracBo (vwm)

100 160 300 440 500
Agitacdo (rpm)

(b

Figura 4.49. Superficie de resposta () e¢ Curva de contorne (b) para a produtividade

especifica em fungfo da agitagfo e aeracdo (b).
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4.13.4 — Efeito da agitacio e aeraciio no Kra

O Kia foi determinado e calculado conforme descrito no item 3.11.7 e os valores
estdio reportados na Tabela 4 46.

Tabela 4.46: Ky para os ensaios do quinto planejamento experimental.

Ensaios Agitacio (rpm) Aeracio (vvm) Kpa (0
1 160 0,43 2,27
2 440 0,43 51,95
3 160 1,57 11,74
4 440 1,57 74,0
5 106 1,0 5,68
6 500 1,0 85,58
7 300 02 12,63
8 300 R 41,83
9 300 1,0 21,68
10 300 L0 21,26
11 300 1,0 20,06

Através da Tabela 4.47 verifica-se que todos os termos dos coeficientes de regressdo
obfidos para um modelo quadritico foram estatisticamente significativos a2 95% de
confianga. A anélise de varidncia esta apresentada na Tabela 4.48

Pela analise da ANOVA observa-se que o valor do teste F calculado de 422.91 ¢
bem superior, aproximadamente 80 vezes maior, ao tabelado Fogs; 5,5 = 5,05, indicando que
o modelo de 2° ordem obtido ¢ estatisticamente significativo e preditivo para o coeficiente
de transferéncia de massa na fase liquida. Assim, o Kia pode ser previsto em fungdo da
agitacdo € aeragdo através da Equacdo codificada 4.16.

Kya = 21,01 + 28,16 agitagdo + 12,00 agitacao® + 9,11 aeragdo + 2,74 aerago’

+ 3,14 agitacdo x aeracdo {4.16)

A variagho explicada (R®) pelo modelo foi muito boa, cerca de 99% e o coeficiente
de correlagio (R) foi de 0,99. O que também mostra que o modelo obtido é bom para
prever o Kra. A partir do valor da maxima variagéo explicavel, que foi de 99,76% pode-se
notar que o erro puro foi bem pequeno, em tomo de 0,24%.
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Tabela 4.47: Coeficientes de regressdo para o Kpa.

Fatores Coeficientes  Erro t p 95% +95%
de regressio padrio Cnf.Lim. Cof.Lim.
Média 21,01 0,48 4328  0,0005 18,92 23,09
Agitaggio (L) 28,16 .30 94,59  0,0001° 26,88 29,44
Agitacio (Q) 12,00 0,35 33,78 00009 10,47 13,53
Aeracdo (L) 9,11 0,30 30,61 00011 7,83 10,39
Aeragdo (Q) 2,74 0,35 7,73 0,0163° 1,22 4,27
Agitaciio x 3,14 0,42 748 00174 1,34 4,95
Aeracio

" valores estatisticamente significativos a 95% de confianga (p < 0,05)

Tabela 4.48: Tabela ANOVA para 0 Kja.

Fente de Sema Graus de Média Fateuiado Fabetado
variaciio quadratica  liberdade quadratica
Regressio 783661 5 1567.32 422,91 5,05
Residuos 18,53 5 3,71
Falta de 17,12 3 5,71
ajuste
Erro puro 1,41 2 0,70
Total 7855,14 10 785,51

% variacio explicada (R%) = 99,76
Yemaxima variagio explicavel (SQr-SQup)/SQr = 99,98
coeficiente de correlagio (R) = 0,99

A Figura 4.50 mostra os valores observados (experimentais) em fimgso dos valores
preditos (modelo). Pode-se concluir que o modelo de 2* ordem prevé muito bem o
comportamento do Kra com a vanagdo da agitacdo e aeracio.
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Valores preditos

0 10 20 30 40 0 80 74 &0 20 100

Valores observados

Figura 4.50. Valores observades versus valores preditos para o Kja.

A partir do modelo obtido foi entio possivel obter as superficies de resposta para
analisar a mfluéneia da condigfio de agitacdo e aeragdio no Kya. A Figura 4.51 apresenta a
superficie de resposta obtida. I possivel verificar que quando houve um aumento da
aeragfo mantendo a agitagio em niveis mais baixos, ocorreu um pequeno mncremento no
Kia. No entanto, para agitagBes maiores os valores de Ky a foram maiores. Umn aumento da
agitagfio independenternente do valor de aeracg#o utilizado levou a um aumento significativo
do Kpa. Observa-se gue utilizando 500 rpm e 1,0 ou 1,57 ou 1.8 vvm & possivel obter

valores de Ky a em tormo de 90 bl

Os valores de Kya determinados neste trabatho estfio de acordo com os dados
citados na literatura. Segundo Elibol & Ouzer (2000) estudando a influéneia da transferéneia
de oxigénio na produciio de lipase por Rhizopus arrhizus determinaram valores de Kia a
30°C na faixa de 12 a 60 b utilizando 200 mpme025a1,5vwmeKaaentre 224 118 b1

utilizando 300 rpm e 0,25 a 1,5 vwm.

Chen et al (1999) também verificon a influéneia da transferéncia de oxigénio na
producdo de lipase por Acinetobacier radioresistens a 30°C utilizando wma agitacdo maior

e determinou o Kia para as seguintes condigdes: 400 rpm e 0,5 vwm 31,32 b, 400 m e
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1,0 vwm 48,60 1, 400 rpm e 1,5 vvm 52,20 k', 500 tpm e 0,5 vwm 68,40 b, 500 rpm e
1,0 vwm 97,20 b, 500 rpm e 1,5 vvm como 122,40 b,
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Figara 4.51. Superficie de resposta para o Kpa em fungfio da agitagfio e aeragfio (2) e Curva

de contorno para o Ky a em funcfo da agitagfo & aeraciio (b).
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4.14 — Estudo da produgio de lipase em fermentador tipo “air-lift”

Foram realizados cinco ensaios experimentais variando a aeragfo em 1,0, 1,5, 2.0,
2.5 € 3.0 vvm a 30°C utilizando o meio de cultura com 3,58% de peptona € 0,64% de é6leo
de soja, ou seja, o0 mesmo utilizado no estudo com o reator convencional. As fermentacdes
foram acompanhadas verificando o pH, a proteina, a atividade lipolitica e a atividade
proteolitica.

4.14.1 — Acompanhamento da cinética de fermentaciio para o reator “air-lift”

As Figuras 452 a 4.56 apresentam as cinéticas das fermentagdes, com o
acompanhamento da atividade lipolitica, atividade proteolitica, proteina, pH e concentraco
de oxigénio dissolvido, para as diferentes taxas de aeragio estudadas.

Comparando as cinéticas das cinco fermentagdes observa-se que o perfil do pH
mostrou-se¢ COm © mesmo comportamento obtido no reator tipo mistura e nos ensaios
anteriores em frascos agitados, com uma queda do valor inicial (6,98-7.0) até um minimo
(6,35-6,53), entre as primeiras 20 a 25 horas de fermentagéo, atingindo valores em torno de
8.4. Neste tipo de reator também foi observado que o aumento de pH provavelmente foi
uma das variaveis que contribuiu para a queda na producéo da lipase.

A concentragdo de proteina mostrou um perfil praticamente constante ao longo de

cada fermentagéo.

Com o inicio da fermentagdio pode-se verificar que a concentragio de oxigénio
dissolvido (OD) cai rapidamente desde o nivel de saturagfio até niveis baixos durante as 20
horas iniciats de fermentagdio. Os niveis baixos de OD se mantém durante um certo periodo
que é varidvel em cada fermentacdio. Em seguida, as leituras de OD apresentam valores
crescentes que no caso das fermentagdes com 1,5 vvm e 2,5 vvm aumentaram e chegaram

ao final do processo fermentativo em torno de 70%.

A produgdo da lipase para as diferentes taxas de aeragéio estudadas estd apresentada
na Figura 4.57. O méximo de atividade lipolitica variou de aproximadamente 12 U/mL até
20 U/mL, em tempos distintos de fermentacfo. Para 1,0 vvm, L5vm, 2,0 vwim, 2,5 vvm e
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3,0 vvm o maximo de atividade lipolitica alcangada nos respectivos tempos de fermentagdo
foram: 19,87 U/ml em 54 horas, 16,36 em 54 horas, 19,72 U/mL em 34 h, 19,27 U/mL em
30 horas e 11,65 U/mlL em 35 horas, respectivamente. A queda na produgio da lipase como
no reator tipo mistura também se deve & combinagio de fatores como a lise celular, o

aumento de pH ou a um aumento na atividade proteolitica,

A atividade proteolitica apresentou um perfil similar para o observado no estudo do

reator convencional.
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Figura 4.52. Acompanhamento da cinética de fermentacio (a) ¢ concentragéio de oxigénio
dissolvido e pH (b) para produgio de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y 552 a
30°C e 1,0 vwvm.
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Figura 4.54. Acompanhamento da cinética de fermentagdo (a) ¢ concentragdo de oxigénio
dissolvido e pH (b) para produgdo de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y 552 a

30°C e 2.0 vvm.

148



Resultados e Discussdo

26 2]
24
18
22 ]
20 ¢+ 7
2 g
2. o 16 3
33 5 Z
_—
B 1 4 58
@ 8 10} o
g ;8
© 8 5
2 =
3 8 2 E
4
2l 1 —o— lipase
0 0 ~—— Proteina
0 10 20 30 40 50 60 ~#— Protease
Tempo (Horas)
(a)
100 86
— B0
& 82
g & ’
% 70
8 78
o 60
o
S 50 74 T
g <.
@ 40
g 7.0
g '
€ 20
g 66
8 10
0 lg2 = Oxigénio dissolvido
0 10 20 30 40 50 80" —*— pH
Tempo (Horas)
(b)

Figura 4.55. Acompanhamento da cinética de fermentacgo (a) e concentragdo de oxigénio
dissolvido e pH (b) para produgio de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y 552 a
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Figura 4.56. Acompanbamento da cinética de fermentagéio (a) e concentracdo de oxigénio
dissolvido e pH (b) para produgdo de lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y 552 a

30°C e 3.0 vem.
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Figura 4.57. Acompanhamento da atividade lipolitica para a produgfo da lipase de
Geotrichum candidum NRRL-Y 552 utilizando as taxas de aeragfio de 1,0, 1,5, 2,0, 2.5 e

3,0 vvm a 30°C no reator “air-lift”.

Na Figura 4.58 pode ser observada a produciio da lipase de Geotrichum candidum
NRRL-Y 552 no reator “air-lft”.
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Figura 4.58. Produgéo de lipase no reator “air-lift”.

4.14.2 — Coeficiente de transferéncia de oxigénio na fase liguida para o reator “air-
lift”

O Ka foi determinado e calculado conforme descrito no item 3.11.7 e os valores
estdo apresentados na Tabela 4.49. Como ¢ de se esperar quanto maior a taxa de aeracfio,
fornecida maior o Kya. No entanto, o aumento do Ky a nfo significou um incremento na
maxima atividade lipolitica alcangada, fato esse ja observado anteriormente no estudo do
reator com agitacdo mecénica convencional. Vale a pena ressaltar que para os ensaios que
alcangaram uma maior atividade lipolitica em um menor tempo de fermentagfio, ensaio 3

(2,0 vvm com 19,72 U/mL) e ensaio 4 (2,5 vwvm com 19,27 U/mL), o Kia determinado

152



Resultados e Discusséo

ficou na mesma ordem de grandeza que o Kra para o reator convencional, nas condicdes de

300 rpm e 1,0 vvm onde se alcangou o pico de atividade lipolitica.

Tabela 4.49: K; a para os ensaios no reator air-lift.

Ensaios Aeracio (vvm) Kia ()
1 1.0 12,55
2 1,5 16,29
3 2,0 21,07
4 2.5 23,94
5 3.0 29,05

4.14.3 — Produtividade para o reator “air-lift”

A produtividade foi calculada segundo o item 3.12 e os valores estio mostrados na
Tabela 4.50, que apresenta os maiores niveis de produtividade alcangados no ensaio 3 (2,0
vvmn) uma produtividade de 0,5688 U/(mL.h) € no ensaio 4 (2,5 vvm) uma produtividade
maior de 0,6423 U/(mL.h).

Tabela 4.50: Produtividade para os ensaios no reator “air-hift”.

Ensaios Aeracio (vvm) Produtividade (U/mL.h)
1 1,0 0,3680
2 15 0,3030
3 2,0 0,5688
4 2.5 0,6423
5 3,0 0,3251

4.15 — Comparaciio da performance do reator com agitaciio convencional e o reator

“air-Lift”

Para fazer uma comparagéo da performance do reator com agitacdio convencional e
do reator “air-lift”, pode-se discutir trés aspectos: o coeficiente de transferéncia de oxigénio
na fase liquida, a produgio da lipase através da atividade lipolitica e a predutividade
alcangada no processo de produgéio da enzima.

Os valores de Kya determinados para cada ensaio em reator com agitacéo

convencional e reator “air-lift” esta apresentado na Tabela 4.51.
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Tabela 4.51: Valores de Kia para os ensaios realizados em reator com agitagdo

convencional e “air-Iift” utilizando o meio de cultura para produggo de lipase.

Ensaios  Tipo de Agitacio Aeragio Kia (b Maxima
reator (rpm) (vvm) atividade
lipolitica (U/mL)
1 Convencional 160 0,43 2,27 7,89
2 Convencional 440 0,43 51,95 10,43
3 Convencional 160 1,57 11,74 13,18
4 Convencional £40 1,57 74.0 12,12
5 Convencional 100 1,0 5,68 13,88
6 Convencional 500 1,0 85,58 8,31
7 Convencional 300 0,2 12,63 9,54
8 Convencional 300 1.8 41,83 13,76
9 Convencional 300 1.0 21,68 19,88
10 Convencional 300 1,0 21,26 22,14
11 Convencional 300 1,0 20,06 21,27
1 “ar-1ift” - 1,0 12,55 19,87
2 “air-lift” - 1,5 16,29 16,36
3 “air-lift” - 2,0 21,07 19,72
4 “air-lift” - 2.5 23,94 19,27
5 “air-hift” - 3,0 29,05 11,65

Verifica-se que para o ensaio 1 (1 vvm) no reator “air-lift” e os ensaios 3 (160 rpm e
1,57 vwm) e 7 (300 rpm e 0,2 vvm) do reator convencional o Kra foi similar no entanto, a
atividade lipolitica méaxima alcancada para o ensaio 1 no “air-lift” foi cerca de 40% maior
que o ensaio 3 e 50% maior que o ensaio 7 em um menor tempo de fermentagio. O ensaio 3
(2,0 vwm) Kpa=21,07 h™ e o ensaio 4 (2,5 vm) Kpa= 23,94 h! podem ser comparados aos
ensaios no ponto central do quinto planejamento experimental (ensaios 9, 10 e 11 a 300
pm e 1,0 vvm) que apresentaram um K;a na mesma faixa, onde as atividades lipoliticas
também foram muito similares em ambos os reatores, alcancando em torno dos 20 a 21
U/nL. Porém, observa-se que o pico da atividade lipolitica no reator “air-lift” ¢ alcangado
ao redor de 34 horas para o ensaio 3 e 30 horas para o ensaio 4, enquanto que no reator com
agitagdo convencional o méaximo de produgéo foi alcancado em 54 horas. Os ensaios no
reator “air —lift” devem ser investigados mais profundamente, no entanto, uma hipétese
para que o pico de atividade lipolitica seja alcancado bem mais cedo é que com a auséneia

de partes méveis ¢ agitadores neste reator, ocorreu um menor cisalhamento do micélic do
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Geotrichum candidum NRRL-Y 552 com uma melhor formagéio e manutencio de “pellets™

do fungo, ao longo da fermentacdo facilitando a produgéo mais rapida da enzima.

Apesar da similaridade dos coeficientes de transferéncia de oxigénio o perfil de
produgéo da enzima foi bastante distinto nos dois reatores estudados, como pode ser melhor
visualizado através da Figura 4.59, se compararmos os ensaios 9, 10 e 11 do reator com
agitagfio convencional com os ensaios 3 e 4 do reator “air-lift”. Como o pico de produgdo
maxima ocorreu bem mais cedo no reator “air-ifi” esse fato levou a uma maior
produtividade neste design de reator para a produgdo da lipase. Ao compararmos a média
da produtividade alcangada no ensaio 9= 0,4100 U/AmL.h), ensaio 10= 0,3939 U/(mL.h) e
ensaio 11= 0,368]1 UAmL.h) do reator convencional em relagdo ao ensaio 3= 0,568%
U/mL.h e ao ensaio 4= 0,6423 U/(mL.h) do reator “air-lift” verifica-se que a produtividade
alcangado no reator “air-lift” ¢ aproximadamente 31% e 40% maior para os ensaios 3 e 4,

respectivamente.
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Figura 4.59. Acompanhamento da atividade lipolitica para a produgdo da lipase de
Geotrichum candidum NRRL-Y 552 para os ensaios no reator air-lift com2,0e25vwme

para os ensaios utilizando 300 rpm e 1,0 vvm a 30°C no reator com agitagdo convencional.
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Resultados de melhores produtividades alcancadas em reatores “air-liff” quando
comparados a outros designs de reatores também foram observados por Shinonaga et al.
(1996) na produgfio de fosfolipase por Streptomyces hdicus e Kim et al. (1997) com a
produgdo de celulase, xilanase e B-glucosidase por Aspergillus niger.

Portanto, os melhores resultados obtidos no reator “air-lift” provavelmente devem-
se & auséncia de partes méveis e impulsores no design deste reator, que acarretou em menor
cisalhamento do micéhio do Geotrichum candidum NRRL-Y 552 com uma melhor
formagdo e manutenc¢do de “pellets™ do fungo, observado microscopicamente e no préprio
equipamento €, ao longo da fermentac@o. Entdo, o reator “air-lift” mostrou-se uma
alternativa promissora ao reator convencional, pois além da economia de energia
demonstrou um ganho em torno de 40% na produtividade no processo de produgio da
lipase por Geotrichum candidum NRRL-Y 552.

No entanto, ¢ tempo final de fermentagio deve ser controlado com um nitmero
maior de amostragens porque o pico da atividade lipolitica cai drasticamente apos atingir o
maximo de produgéo, provavelmente devido a agfo das proteases presentes no meio de

cultura.
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5 - CONCLUSOES
Os estudos realizados durante este trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

- Apesar das diferentes composi¢des de 4cidos graxos dos indutores utilizados na produgio
da lipase, em frascos agitados a 250 rpm e 30°C, como o éleo de soja, 6leo de milho, oleo
de canola, Oleo de oliva e 6leo de girassol, ndo foi observada diferenca significativa na
quantidade da lipase excretada por Geotrichum candidum NRRL- Y 552 sendo alcancadas
aproximadamente 6 U/mL para os diferentes 6leos testados. Assim, foi escolhido o 6leo de
soja como indutor por ser uma matéria-prima mais abundante e barata no Brasil,
apresentando custo de 1/5 do valor comercial do éleo de oliva e 1/3 dos demais 6leos
estudados.

- Houve produg8o de lipase em frascos agitados, a 250 rpm e 30°C, com diferentes meios
de cultura citados na literatura e verificou-se que a presenga de Tween 80 praticamente ndo
influenciou a quantidade de enzima excretada pelo microrganismo observando-se a
produgdo da enzima utilizando fontes alternativas de substratos como a 4gua de maceracdo
de milho e o Prodex-lac.

- Com o primeiro planejamento experimental obteve-se atividades lipoliticas muito
pequenas (1 2 3 U/ml), sendo necessario um estudo para a padronizacdo do indculo que
possibilitasse o aumento de atividade lipolitica durante a fermentacio e a diminuigéio de
erros experimentais detectados através da realizagio dos pontos centrais do planejamento
experimental. Com esse estudo foi possivel padronizar ¢ procedimento do indculo como:
apds o crescimento do microrganismo durante 48 horas em placa de petri mnoculou-se uma
area circular de 0,78 cm® em Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL do meio de cultivo
contendo 5% de peptona, 1% de 6leo de soja, 0,1% de nitrato de sodio e 0.1% de sulfato de
magnésio nas condi¢des de 250 tpm a 30°C por 15 horas, o que proporcionou um aumento
de 5 vezes na atividade enzimitica do meio de fermentagdo de 3 U/mL alcancado no

primeiro planejamento experimental para 16 U/mL..

- A partir da analise de efeitos realizada no segundo planejamento experimental foi possivel

elminar a presenca dos sals minerais nitrato de sédio e sulfato de magnésio, visando a
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otimizacdio da atividade lipolitica, diminuindo o custo do meio de cultura para produgéio da
lipase. A quantidade maxima de lipase obtida foi de cerca de 21 UfmL.

- Através dos resultados obtidos no terceiro planejamento experimental verificou-se que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de atividade lipolitica,
cerca de 20 U/mlL, obtidas nos ensaios experimentais que utilizaram 3,58% de peptona e
0,64% de 6leo de soja (nivel ~1 —1) e 6,42% de peptona e 1,36% de 6leo de soja (nivel +1
+1). Estes resuitados foram validados pelo teste de Tukey, sendo escolhida nesta etapa a
composi¢do do meto Stimo de produgfo da lipase como 3,58% de peptona e 0,64% de leo

de soja, praticammente 50% mais econdmico.

- O microrganismo estudado foi bastante sensivel as variaveis pH inicial do meio de cultura
e temperatura de produgfo da enzima, que foram estudadas através do quarto planejamento
experimental. As condigSes Otimas para produgdo da lipase apds este planejamento
experimental foram definidas como: 3,58% de peptona, 0,64% de 6leo de soja com pH
imcial de 7.0 e temperatura de producdio de 30°C a 250 rpm em frascos agitados,
alcangando em tomo de 16 U/mi..

- A enzima apés congelamento mostrou uma perda de 30% de atividade enzimatica ao
longo de 08 meses de estocagem. A lipase apresenton um pH étimo de 7,0 no tampéo
citrato-fosfato 100mM, 5.6 no tampfo acetato de sédio 100mM, 7,6 no tampdo tris-HCl
100mM e 7.0 no tampdo fosfato de sédio 100mM, sendo neste tampio alcangado o melhor
resultado de atividade enzimatica. A temperatura 6tima encontrada para a lipase foi de
37°C. O estudo da temperatura de estabilidade da enzima mostrou que o tempo de meia
vida encontrado para a lipase do microrganismo em estudo foi relativamente baixo, de
cerca de 38,51 horas 2 30°C e pH 7,0 e t2=3,61 horas para 37°C a pH 7.0.

- A energia de ativagio (E;) calculada para a lipase foi de 4,46 Kcal/mol enquanto que a
energia de ativagfo da reagdo de desativago (Eg) foi de 78,90 Kcal/mol.

- A lipase de Geotrichum candidum NRRL-Y 552 nido sofren forte ativagio pela presenca

da maioria dos sals minerais testados na concentragio de 1mM. No entanto, foi fortemente
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nibida pela presenga de CuSO4 e AgNOs;, ¢ foi inibida em 12%,13% e 14% na presenga de
ZnSQO4, Li SO4 e FeSO,, respectivamente.

- Os valores obtidos para as constantes cinéticas da lipase, nas condigdes estudadas, foram
K =28,73 mg/ml. e Vg = 22,57 U/ml.

- O tipo de agitador influenciou a produgdo da lipase e o Kya em reator de mistura, onde

verificou-se que com o agitador de pas inclinadas houve uma maior produgéo da enzima.

- Através da analise de superficie de resposta foi possivel obter condigdes Otimas para a
produgdo de lipase em reator de mistura, com 2 litros de volume utilizando o meio de
cultura com 3,58% de peptona e 0,64% de éleo de soja com pH inicial 7,0 a 30 °C, como
sendo 300 1pm de agitagdo e 1 vvin de aeragdio alcangando 20 U/mL em 54 horas de

fermentagdo.

- Para a produtividade também foi possivel através de analise de superficie de resposta
obter condigbes 6timas com agitagio de 300 rpm ¢ aeragdo de 1 vvin, alcangando cerca de
0,39 U/(mlL.h).

- Através da andlise de superficie de resposta a produtividade especifica na regifio de
interesse (300 rpm e 1 vvm) apresentou valores na ordem de 0,018 Ufmg.h.

- Através da analise de superficie de resposta, como era de se esperar obteve-se valores
maiores de Kra em torno de 90 h™ com niveis mais altos de agitagéio em torno de 500 rpm

para o reator convencional.

~ Das diferentes taxas de aeragfio testadas no reator air-lift, os melhores resultados foram

obtidos com 2,0 vvm alcancando 19,72 UfmL em34 horas e 2,5 vwm com 19,27 U/ml, em
30 horas.

- O Kya determinado no reator “air-1ift” foi menor que no reator convencional e o valor

méximo ficou em aproximadamente 30 h.

- A produtividade alcancada no reator “air-lift” foi superior ao reator convencional. Com

2,0 vvm a produtividade foi 0,57 U/mL.h) e com 2,5 vvm foi 0,64 U/(mL h),
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Sugestoes para Trabalhos Futuros

6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados e conclusdes obtidos neste trabalho sugere-se como
trabalhos futuros:

- Otimizagdo do meio de cultura para produgido da lipase utilizando fontes de carbono e
nitrogénio alternativas, comercialmente mais vidveis como a 4gua de maceragiio de milho e

o prodex-lac e a caracterizagio da enzima nestas condigdes.
- Estudos de purificagiio da lipase e caracterizagdo da lipase purificada
- Estudos de aplicagéio da enzima

- Acompanhamento da influéneia da morfologia do fungo durante a fermentacgéio em reator

com agitagio convencional e reator “air-lift” através de programas de analise de imagem.

- Estudos hidrodingmicos no reator “air-lift”
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