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RESUMO

Enzimas lipoliticas como as lipases, presentes nos reinos animal e vegetal, constituem um
importante grupo de enzimas associadas com o metabolismo e com a degradagdo de lipidios. A
aplicagdo biotecnologica de microrganismos, enzimas livres ou imobilizadas, apresenta vantagens
sobre as reagdes quimicas tradicionais. Uma das principais vantagens destes processos ¢ ndo
requerer condi¢des elevadas de temperatura e pressdo. Dentre os processos utilizados nessas
biotransformagdes, as lipases se destacam por sua versatilidade em processos hidroliticos e de

sintese.

O interesse na produgdo de lipases microbianas tem aumentado significativamente nas
ultimas décadas, devido ao seu amplo potencial de aplicagdes industriais como: aditivos em
alimentos (modificagio de aromas), quimica fina (sintese de ésteres), detergentes (hidrolise de
gorduras), tratamento de efluentes (decomposigéo e remogdo de substancias oleosas), cosméticos
(remog@o de lipidios), farmacéutica (digestéo de oleos e gorduras em alimentos), couro (remogio

de lipidios da pele de animais) e médica (determinag&o de triglicerideos no sangue).

Neste trabatho foi realizado um estudo para verificagdo da influéncia da fonte de carbono
(glicose, oleo de oliva e dleo de soja) e da fonte de nitrogénio (nitrato de aménio e agua de
maceragdo de milho) na produgdo de lipase obtida da linhagem de Geotrichum sp. As
fermentag3es foram conduzidas em frascos agitados a 30 °C e 120 rpm, retirando-se amostras ao
longo do tempo para determinagdo da atividade lipolitica. Utilizou-se a metodologia de
planejamento experimental e analise de superficie de resposta para verificar os efeitos das variaveis
em estudo e as condigdes que levavam a melhor atividade enzimatica para o microrganismo
estudado. Verificou-se que a glicose ndio apresentou nenhum efeito sobre a atividade de lipase,
ndo sendo uma fonte de carbono que induza sua produgio. No entanto, o 6leo de soja mostrou-se
um indutor tdo eficiente quanto o 6leo de oliva. As melhores condigdes encontradas utilizando o
6leo de oliva foram: nitrato de amdnio na faixa de 0,8% a 1%, agua de maceragio de milho na
faixa de 13% a 15% e oleo de oliva a 0,6% atingindo aproximadamente 12 U/mL; e com o 6leo de
soja foram: nitrato de aménio na faixa de 2,1% a 2,5%, agua de maceragdo de milho na faixa de

13% a 15% e o6leo de soja a 0,6% alcangando valores em torno de 18 U/mL.

Xiv



SUMMARY

Lypolytic enzymes, as lipases, can be found in animals, plants and microorganisms. They
consist of an important group of enzymes related with lipid metabolism and degradation.
Biotechnology applications of microorganisms, free and immobilized enzymes have some
advantages in relation to chemical reactions. The main advantages of these processes are the mild

temperature and pressure conditions.

The interest in microbial lipase production increased in the last decades, because of the
large potencial in industrials applications as: aditives in foods (flavor modification), fine chemicals
(synthesis of esters), detergents (hydrolysis of fats), waste water treatment (decomposition and
removal of oily substances), cosmetics (removal of lipids), pharmaceuticals (digestion of oil and

fats in foods), leather (removal of lipids of animal skins) and medicals (blood triglyceride assay).

In these work a study was carried out to verify the effect of the carbon source (glucose,
olive oil and soy oil) and nitrogen source (ammonium nitrate and corn steep liquor) in lipase
production obtained by Geotrichum sp. strain. The fermentations were realized in shaken-flasks at
30° C and 120 rpm, with determination of lypolytic activity with the time. The experimental design
and response surface analysis were employed to verify the effect of the variables and the
conditions for the higher enzymatic activity. Glucose did not show any effect of induction in the
lipase activity and was descarded as carbon source. However, both soy oil and olive oil were
efficient inducers showing a similar effect. The best conditions for olive oil were: ammonium
nitrate in the range of 0,8 - 1%, corn steep liquor in the range of 13 - 15% and olive oil 0,6%
giving an activity of about 12 U/mL; and for soy oil were: ammonium nitrate in the range of 2,1 -

2,5%, corn steep liquor in the range 13 - 15% and soy oil 0,6% with an activity of about 18 U/mL.
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1. - INTRODUCAO

A biotecnologia constitui um novo campo de atividade, impulsionado a partir da Segunda
Guerra Mundial, pela industria de antibioticos, tendo atualmente vasto potencial de aplicagdo

(biofarmacia, agroalimentagio, quimica, energia e meio ambiente).

Dentre os produtos biotecnologicos destacam-se as enzimas, que sdo biocatalisadores

altamente especificos utilizados em biotransformagdes de substratos.

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas com
grande ocorréncia em plantas, animais e microrganismos. Sua fungdo bioldgica é catalisar a
hidrélise de o6leos e gorduras, fornecendo acidos graxos livres, diglicerideos, monoglicerideos e
glicerol. Esta reagdo ¢ reversivel, pois as lipases também catalisam a formagdo de glicerideos a

partir de acidos graxos e glicerol na interface 6leo-agua.

As lipases s3o hoje intensamente estudadas pela possibilidade de serem produzidas em
larga escala, pelo crescimento de microrganismos em fermentadores e, assim, serem utilizadas pela

industria.

Aproximadamente 3% das enzimas aplicadas industrialmente sio lipases, e apresentam
grandes perspectivas futuras em fungiio de suas vastas aplicagdes, como nas indastrias de

alimentos, quimica fina, detergentes, tratamento de efluentes, cosméticos, farmacéutica e médica.

Foi realizada uma extensa revisdo na literatura, verificando-se que ndo ha nenhum estudo
sistematico usando a técnica de Planejamento Experimental para otimiza¢do da composigio do

meio de cultura para produgdo de lipase por Geotrichum sp.

A utilizagdo do microrganismo Geotrichum sp. isolado por MACEDO (1995) faz parte de
um projeto de pesquisa PADCT. Sua importancia reside no fato de estudar um microrganismo
isolado pelo Laboratorio de Bioquimica de Alimentos, que n3o se encontra disponivel
comercialmente, e que tem apresentado aplicagdes na produg@o de bioaromas conforme estudos

apresentados por MACEDO (1997).
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Assim os objetivos deste trabalho foram: verificar a influéncia da glicose como fonte de
carbono na produgdo da enzima; utilizar o 6leo de soja como indutor para a produgdo da lipase
comparando paralelamente ao 6leo de oliva, por ser uma matéria prima economicamente mais
viavel, e estudar o nitrato de aménio e a 4gua de maceragdo de milho (um subproduto da industria
de processamento de glicose de milho) como fontes de nitrogénio, em substitui¢do as comumente

utilizadas em meios sintéticos. Os ensaios foram conduzidos em frascos agitados a 30 °C e 120

rpm.

Portanto, neste trabalho foram realizados os seguintes planejamentos experimentais, tendo

como resposta a atividade enzimatica de lipase ao longo da fermentagdo:

Primeiro Planejamento Experimental: 2* + 6 pontos centrais totalizando 22 ensaios com as
variaveis independentes glicose (0 a 1%), 4gua de maceragio de milho (2 a 6%), nitrato de aménia

(02 0,75%) e tipo de dleo ( 1% de 6leo de oliva ou 1% de 6leo de soja).

Segundo Planejamento Experimental: 2° + 3 pontos centrais totalizando 17 ensaios com as
variaveis independentes agua de maceragdo de milho (1 a 8%), nitrato de amdnia (0 a 1%) e 6leo

de oliva (0,5 a 1,5%).

Terceiro Planejamento Experimental: 2° + 3 pontos centrais totalizando 17 ensaios com as
variaveis independentes agua de maceragio de milho (5 a 15%), nitrato de aménia (0 a 1%) e 6leo

de oliva (0,2 a 1%).

Quarto Planejamento Experimental: 2° + 3 pontos centrais totalizando 17 ensaios com as
variaveis independentes 4gua de maceragio de milho (1 a 8%), nitrato de amdnia (0 a 1%) e 6leo

de soja (0,5 a 1,5%).

Quinto planejamento Experimental: 2’ + 3 pontos centrais totalizando 17 ensaios com as
variaveis independentes agua de maceragdo de milho (5 a 15%), nitrato de amédnia (0,5 a 2,5%) e

oleo de soja (0,2 a 1%).
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - Consideragdes Gerais

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas
com grande ocorréncia em plantas, animais e microrganismos. Sua fungdo biologica € catalisar
a hidrolise de 6leos e gorduras, fornecendo acidos graxos livres, diglicerideos, monoglicerideos
e glicerol. Essa reagdo ¢ reversivel, pois as lipases também catalisam a formagio de glicerideos

a partir de 4cidos graxos e glicerol na interface 6leo-agua (HATZINIKOLAOU et alii, 1996).

Lipases microbianas tém sido ultimamente muito estudadas devido ao seu grande
potencial nas aplicagdes industriais (detergentes, 6leos e gorduras, laticinios e industrias
farmacéuticas) e a sua utilizagdo como biocatalisadores em condigdes de baixa umidade,

reagdes de esterificacdo e transesterificagio (PIMENTEL et alii, 1994).

Segundo VULFSON (1993) as lipases agem sobre dleos e gorduras através da
clivagem das ligacdes ésteres de glicerideos, liberando acidos graxos, monoglicerideos ou
diglicerideos, ou ainda através das interesterificagdes de oleos e gorduras, produzindo
monoglicerideos, ou diglicerideos desejados ou alterando a composigdo de 4cidos graxos, de

6leos e gorduras.

CASTRO & ANDERSON (1995) descreveram que as lipases podem agir nas seguintes

reacdes:

esterificacdo - HQO\
RCH,OH + R’COOH < hidrélise + H,O RCOOCH,R’

+ +

R”COOCH,R™ R”COOCH,R™’

\Linteresteriﬁcagﬁo \J/transesteriﬁcaqﬁo

R”COOCHR + R”’CH,OH R”COOCH;R’ + RCOOCH,R*”
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BORGSTON & BROCKMAN (1984), citados por CASTRO & ANDERSON (1995),
relataram que, dependendo do microrganismo produtor de lipase, a massa molecular desta
enzima pode variar na faixa de 20000 a 200000 Daltons, apresentando atividade enzimatica

numa ampla faixa de pH (4 - 9) e temperatura (25 - 70 °C).
2.2 - Aplicacdes de Lipases

SEITZ (1974) descreveu o uso comercial de lipases microbianas (4lcaligenes
viscolatis, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorences, Achromobacter lipolyticus,
Propiona bacterium, Penicillium roqueforf) nas industrias alimenticias, em especial na

industria de laticinios e na maturagdo de queijos, onde ha o desenvolvimento de aromas.

A utilizagio de lipases microbianas em sistemas de detergentes foi relatada por SEITZ
(1974). Lipases de Candida lipolytica, Candida cylindracea e Pseudomonas stutzeri sio
preferidas em relagdo as obtidas de plantas ou fonte animal, devido a sua maior adequagio

para incorporagdo em sistemas detergentes e a estabilidade com surfactantes idnicos.

MACRAE (1983) relatou a obtenggo de glicerideos por via enzimatica considerando a
especificidade da lipase usada. Quando lipase ndo especifica catalisa a interesterificacio de uma
mistura de triglicerideos, o produto obtido sera composto de triglicerideos similares aos
obtidos via reagdo quimica. No entanto, se lipase 1,3 especifica for empregada, a migragao
acila sera confinada as posigdes 1,3 do triglicerideo. A interesterificagdo catalisada por lipase
1,3 especifica do triglicerideo 1,3-palmitol-2-monoleina (POP), que ¢ a fragio preponderante
do dleo de dendé, com acido estearico, produz 1,3-palmitol-3,1-estearil-2-monoleina (POS) e
1,3-diestearil-2-monoleina (SOS), que sdo os dois principais componentes da manteiga de
cacau. Conforme o autor, através da interesterificagio enzimatica é possivel produzir um

analogo da manteiga de cacau com matéria-prima de baixo custo.

As vantagens da aplicagdo de lipases na industria de 6leos e gorduras, em relagio aos
processos quimicos tradicionais, foram citadas por POSORSKE (1984), como sendo a
especificidade da enzima por posigdes nas cadeias dos triglicerideos, o baixo custo em termos
de energia e equipamentos utilizados e a diminuigio dos custos relacionados ao tratamento de

residuos.
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A sintese de monoglicerideos com lipase G de Penicillium sp. e lipase GC de
Geotrichum candidum, como biocatalisadores, em solventes orgénicos, foi investigada por
AKOH et alii (1992). A enzima G esterifica satisfatoriamente com acido 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 incorporagio de 18:1n-9 e 20:5n-3, respectivamente. Nas mesmas
condigdes experimentais a lipase GC néo foi ativa na esterificagdo. A lipase G foi capaz de
incorporar 98,5% e 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 Scattering Mass Detector” (ELSD) e

detector com Ultravioleta a 206 nm.

A lipase produzida por Penicillium citrinum apresentou uma alta estabilidade a
temperatura ambiente. Devido a esta caracteristica, PIMENTEL et alii (1994) sugeriram a
aplica¢@o desta enzima na industria de detergentes ou produtos que tenham alta estabilidade a

temperatura ambiente.

A esterificagdo enzimatica de acido oléico em glicerol catalisada por lipase de
Geotrichum sp. resultou na incorporagdo de 63% de acido oléico apds 2 horas de reagdo a

40 °C (MACEDO, 1995).

Na tabela 2.1 pode ser verificada a aplica¢do industrial das lipases nas industrias de
alimentos, quimica, cosméticos, bebidas, papel, farmacéutica, couro, médica, de detergentes e

tratamento de efluentes (CASTRO & ANDERSON, 1995).

Conforme PABAI er alii (1995) o uso de lipases microbiologicas para catalisar as
rea¢Oes de interesterificagdo tem despertado consideravel interesse devido a certas vantagens

sobre as catalises quimicas.

Lipase produzida por Pseudomonas fragi CRDA 323 foi purificada e a fragdo IV foi
utilizada para interesterificagdo de gordura de manteiga em sistema de microemulsdes,
contendo os surfactantes span 60 (Sorbitol Monoesterato) e tween 80 (Polioxietileno Sorbitol
Monoesterato) na proporg¢éo de 48:52 (v/v), que modificam a tensdo superficial do meio. A

interesterificagdo da gordura de manteiga resultou na diminuigdo de acidos graxos de cadeia
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longa e saturada (Cy2, Cis € Cis); € a0 mesmo tempo foi verificado um aumento de Cis: O e

Cis: 1 na posigdo Sn-2 do triglicerideo selecionado (PABAI et alii, 1995).

Tabela 2.1. Aplicagdes industriais das lipases

Industria
Alimentos
sLaticinios

ePanificagdo

eCervejaria

sMolhos

sProcessamento de carne

Quimica

sProcessamento de Oleo

eQuimica fina

eDetergentes

Miscelania
eFarmacéutica

eMédica
eCosmética
oCouro

eTratamento de residuos

ePapel

Aplicacéao
eHidrolise da gordura do leite

eAumento do aroma, da qualidade e da vida
de prateleira

eAumento do aroma e aceleragio da
fermentacdo em fungdo de lipidios

eAumento da qualidade do ovo pela
hidrélise dos lipidios

eDesenvolvimento do aroma e remogdo do
excesso de gordura

eTransesterificagdo dos 6leos

eSintese de ésteres; resolu¢do de racematos

eHidrolise de gorduras

eDigestdo de 6leos e gorduras em alimentos
eDeterminagéo de triglicerideos no sangue
eRemogio de lipidios

eRemocao de lipidios da pele de animais

eDecomposi¢do e remogdo de substincias
oleosas

eTratamento de polpas de celulose

Fonte: CASTRO & ANDERSON, 1995.
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2.3 - Producio da Enzima
2.3.1 - Microrganismos

Uma grande variedade de microrganismos tem a habilidade de produzir lipases, sendo
fung¢do de alguns pardmetros reacionais. Através da tabela 2.2 ¢ possivel observar alguns

microrganismos produtores de lipase relatados pela literatura.

Uma nova enzima que hidrolisa mono e diacilglicerol produzidos por Penicillium
camembertii foi isolada e estudada em relagdo as suas caracteristicas bioquimicas. A lipase
extracelular foi separada em duas formas (A e B), com pesos moleculares de 37000 e 39000
Daltons, respectivamente. A composi¢io e a sequéncia terminal de aminoacidos foram
semelhantes. A maior fragdo encontrada da lipase B foi purificada aproximadamente 210 vezes

com uma recuperagio de 2,6% (YAMAGUCHI & MASE, 1991).

De acordo com BHUSHAN & HOODAL (1994) a lipase produzida por uma levedura
alcalofilica identificada como Candida BG-55 apresentou temperatura e pH 6timos de 40 °C e

8,5, respectivamente, e demonstrou estabilidade térmica quando incubada a 45 °C por 4 horas.

Varios trabalhos sobre lipase microbiana vém sendo publicados pela equipe de
pesquisadores do Laboratorio de Bioquimica de Alimentos do DCA/FEA/UNICAMP, dentre
0s quais podemos ressaltar a tese de Doutorado de PASTORE (1992), que investigou
exaustivamente 1285 linhagens de microrganismos isoladas de amostras de solo, frutas e
residuos industriais, observando 8 linhagens de fungos como produtoras de enzimas lipoliticas,
selecionando o Trichoderma sp. por apresentar uma alta produgdo de lipase alcangando apos
72 horas de fermentagio 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 e CM-
celulose. A enzima purificada foi caracterizada e apresentou atividade 6tima 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 produgdo de acidos graxos
e glicerideos, e verificou-se que um sistema de lipase de Candida rugosa e Penicillium sp.

hidrolisou 95,9% de 6leo de oliva com o tempo de reagdo de 20 horas. Ainda foi examinada a
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esterificagdo enzimatica de acido graxo e glicerol por lipase de Penicillium sp.e foi observado

que a enzima esterificou cerca de 71% de monoglicerideo ap6s 40 horas de reagio.

Uma linhagem brasileira de Penicillium citrinum foi investigada como produtora de
lipase por PIMENTEL et alii (1994). O microrganismo cultivado em meio contendo 1% de
6leo de oliva e 0,5% de extrato de levedura resultou em uma atividade maxima de 409 IU/mL.
A temperatura 6tima para atividade enzimatica foi na faixa de 34 - 37 °C e ap6s tratamento a
60 °C por 30 minutos a enzima foi completamente inativada. A lipase mostrou um pH 6timo

igual a 8.

PABAI et alii (1995) isolaram e caracterizaram a lipase parcialmente purificada de
Pseudomonas fragi CRDA 323. Esta linhagem foi isolada utilizando-se placas de agar
contendo rodamina B como indicador de atividade lipolitica. A produgdo de lipase ocorreu por
fermentagdo em meio liquido. A maior atividade lipolitica (42%) foi obtida na fragdo IV,

precipitada com 20 a 40% de saturagio, obtendo uma purificagdo de 19 vezes.

Segundo MACEDO (1995) a lipase produzida por Geotrichum sp. apresentou
atividade 6tima na faixa de pH entre 5 e 8, e foi estavel entre 5 € 9. A temperatura 6tima de

atividade foi de 45 °C e ap6s incubagdo a 50 °C por 1 hora reteve 95% de sua atividade.
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Tabela 2.2 Microrganismos produtores de lipase

Microrganismo
Alcaligens sp.
Aspergillus niger
Candida cilyndracea

Candida rugosa

Galactomyces geotrichum

Geotrichum candidum

Geotrichum sp.
Mucor miehei
Penicillium camembertii

Penicillium citrinum

Penicillium restrictum
Pseudomonas fragi CRDA
323
Pseudomonas fluorescens
Propionibacterium acnes

Rhizopus arrhizus

Rhizopus delemar

Staphylococus aureus

Referéncia
SOUSA (1996)
HATZINIKOLAOU et alii (1 996)
CASTRO & ANDERSON (1995)
GELUK et alii (1992), GORDILLO et alii (1995),
PASTORE (1992), RAO et alii (1993),
SHIEH et alii(1995)

PHILIPS & PRETORIUS (1991)
BAILLARGEON e alii (1989 € 1990),
JACOBSEN et alii (1989), SHIMADA et alii (1992),
SIDEBOTTOM et alii (1991), TSUJISAKA et alii (1973),
VEERARAGAVAN et alii (1990)
MACEDO et alii (1997), MENDIETTA et alii (1997)
JENSEN et alii (1987)
YAMAGUCHI & MASE (1991)

MALISZEWSKA & MASTALERZ (1992),
PIMENTEL et alii (1994)

FREIRE et alii (1997)
PABALI et alii (1995)
HARRIS et alii (1990)
CASTRO & ANDERSON (1995)
CASTRO & ANDERSON (1995)

PARK et alii (1988), CRUZ et alii (1993)

CASTRO & ANDERSON (1995)
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2.3.2. - Fermentag¢io em Superficie

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

farelo de arroz e sais minerais.

A produgdo de lipase por Candida rugosa em meio solido usando farelo de arroz como
substrato foi estudada por RAO ef alii (1993). Os meios otimizados através da técnica de
Andlise de Superficie de Resposta para produgio de biomassa e produgdo de lipase foram,
respectivamente: 0,25% uréia, 4,5% maltose e 15% de dleo e 0,5% uréia, 1,5% maltose €

7,5% oleo.
2.3.3. - Fermentacio Submersa
2.3.3.1 - Meio de Cultura

A producdo de lipase extracelular e intracelular de Geotrichum candidum foi
investigada por JACOBSEN et alii (1989 A). A lipase extracelular foi produzida em meio de
cultivo basal contendo peptona e sua produgdo foi aumentada significativamente com a adigdo
de dleo de oliva ou tween 80 ao meio. Durante a fase inicial de crescimento do microrganismo
no meio de cultivo com dleo de oliva, a produgdo de lipase intracelular foi maior que a
extracelular, e uma interrup¢do na secregdo de lipase extracelular foi observada. Porém, a
produgdo total de lipase extracelular durante o crescimento do microrganismo, em meio basal

com tween 80 ou dleo de oliva, foi maior que a produgio de lipase intracelular.

Em continuidade ao trabalho anterior, a produg3o e caracterizagdo de miltiplas formas
de lipases por Geotrichum candidum foram estudadas por JACOBSEN et alii (1989 B). O
meio de cultura tinha a seguinte composigdo, por litro de agua destilada: uréia, 3 g;
MgS0..7TH0, 2 g, K;HPO4.3H,0, 2g; acido citrico.1H,0, 1g; 6leo de oliva, 10 g; goma
arabica, 1g. A produgdo maxima de lipase extracelular aproximadamente 60 U/mL foi
encontrada com 27 horas de incubagdo. Foi demonstrado um alto grau de heterogeneidade das

lipases de G. candidum por técnicas imunoeletroforéticas, indicando varias formas da enzima.

10
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MACEDO et alii (1997) estudou a produg@o, purificagdo, caracterizagio bioquimica e
aplicagdo de lipases de Geotrichum sp. em frascos agitados. A linhagem especificada como
Geotrichum sp. apresentou alta produgdo de lipase, aproximadamente 6 U/mL, em meio de
cultivo composto por 1,5% de farinha 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.

Em um trabalho recente com o mesmo microrganismo citado anteriormente,
MENDIETA et alii (1997) testaram 5 meios de cultivo para a produgio de lipase, em
fermentadores de bancada, e concluiram que a melhor produgio de lipase foi obtida no meio de
cultura com 1% de oleo de oliva, 0,5% NH4NO; € 5% de agua de maceragéo de milho, a 30 °C

por 15 horas, verificando uma atividade maxima de aproximadamente 25 U/mL.

SOUSA (1996) realizou um “screenning” de microrganismos e isolou uma linhagem de
bactéria identificada como Alcaligenes sp., que apresentou alta produgéo de lipase alcalina em
meio de cultivo composto por 2% de farinha de soja torrada, 1% de farinha de trigo, 0,5% de
fosfato dibasico, 1% de agua de maceragdo de milho atingindo 9 U/mL apés 72 horas de

fermentacdo a 30°C.
a) Fonte de Carbono

Para o estudo da indugio na formagdo de lipase por Geotrichum candidum,
TSUJISAKA et alii (1973) cultivaram o microrganismo em um meio que continha 5% de
peptona, 0,1% de NaNOs, 0,1% de MgSO, e 1% de glicose como fonte de carbono para o
crescimento. Para a produgdo de lipase foi utilizada como fonte de carbono 1% de 6leo de
oliva no meio de cultivo desde o inicio da fermentagio ou apos a fase de crescimento
exponencial do microrganismo. O crescimento do Geotrichum candidum pareceu nio ter sido
influenciado pela presenca do 6leo de oliva. Porém, a adigdo do 6leo de oliva somente apos 8

horas de fermentagdo proporcionou uma maior atividade da enzima.

CRUZ et alii (1993) verificaram o uso de algumas fontes de carbono utilizadas
industrialmente. Glicose, dextrina amarela e amidex foram testados como fonte de carbono,
visando a produgdo de lipase por Rhizopus delemar. Os resultados mostraram que a dextrina

amarela e o amidex forneceram melhores rendimentos para o processo.

11
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Estudos da estabilidade e o efeito da concentracéo inicial de acido oléico na produg¢io
de lipase por Candida rugosa foram relatados por GORDILLO e alii (1995). A concentragdo
inicial da fonte de carbono, acido oléico, teve um efeito importante na atividade lipolitica. O
maximo rendimento lipase/substrato e produtividade especifica obtidos corresponderam a
concentragdo inicial de éacido oléico de 2 g/L, enquanto que, em concentragdes superiores a 8
g/L de écido oléico houve um decréscimo na atividade lipolitica e no ocorreu produgdo para

concentragdes inferiores a 1 g/L.

HATZINIKOLAOU et alii (1996) estudaram como fonte de carbono para produgio de
lipases extracelulares por Aspergillus niger o 6leo de milho, a glicose, a sacarose e o dleo de
oliva. Os resultados demonstraram que a melhor fonte de carbono foi o 6leo de milho na

concentragdo de 2%, que resultou numa atividade enzimatica igual a 40,5 U/mL.

FREIRE et alii (1997) estudaram como fonte de carbono para produgio de lipases por
Penicillium restrictum o 6leo de oliva, a glicose e a lactose. Os resultados demonstraram que o
crescimento celular para o 6leo de oliva e a glicose foram semelhantes porém, a atividade
enzimatica foi cerca de 6 vezes superior com o uso do 6leo de oliva, indicando que a produgdo
da enzima pode ser regulada pela glicose. Na presen¢a da lactose nio houve crescimento
celular e ocorreu baixa produgio da enzima, devido ao microrganismo nio metabolizar este

agucar.
b) Fonte de Nitrogénio

Com a finalidade de estudarem a indugiio dos triglicerideos e acidos graxos na
produgdo da lipase por Geotrichum candidum ATCC34614, SHIMADA et alii (1992)
cultivaram a linhagem a 27 °C em meio que continha 5% de agua de maceragdo de milho e
0,5% de NH4NO; como fontes de nitrogénio, obtendo cerca de 80 U/mL de atividade

enzimatica de lipase.

Fontes de nitrogénio como o caseinato de sodio, pasta de soja, farinha de soja, extrato
de levedura e casaminoacidos para a produgdo de lipase extracelular por Rhizopus delemar
foram investigadas por CRUZ et alii (1993). Os resultados revelaram que casaminoécidos e

farinha de soja sdo insuficientes como fonte de nitrogénio e que a atividade lipolitica aumentou

12
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4,6 vezes especialmente com caseinato de sodio atingindo 3,004 U/mL e 5,6 vezes com pasta

de soja alcangando 3,675 U/mL.

Trés fontes de nitrogénio para a produgdo de lipases por Aspergilus niger foram
testadas. Fosfato de amonia, sulfato de aménia e peptona na concentragio de 1% foram
experimentadas. A melhor atividade lipolitica equivalente a 40,5 U/mL foi encontrada quando

utilizou-se peptona como fonte de nitrogénio (HATZINIKOLAOU et alii, 1996).

Diferentes fontes de nitrogénio foram investigadas para a producdo de lipases de
Penicillium restrictum por FREIRE et alii (1997). Peptonas de carne, soja e caseina a 2%
resultaram em um crescimento celular semelhante, porém a capacidade de produgédo da enzima
alcangou melhores niveis com a peptona de carne, obtendo um maximo de 13,0 U/mL de
atividade enzimatica. O microrganismo em estudo foi incapaz de crescer na presenga de

nitrogénio inorganico.
2.3.3.2 - Condi¢des Operacionais Para Producio de Lipase

BAILLARGEON et alii (1989) investigaram 3 linhagens de Geotrichum candidum
(ATCC 34614, NRRLY-552 e NRRLY-553) para produgdo de lipase. Varidveis como meio,
pH, temperatura, velocidade de agitagdo e tempo de incubagdo foram estudadas. A maior
atividade lipolitica obtida foi a 30 °C, com 24 horas de incubagdo a 300 rpm de agitago e pH
neutro. Para todas as linhagens de G. Candidum a produgio de lipases foi estimulada pela
presenca de oleo de oliva ou glicerol. As atividades lipoliticas nessas condi¢des foram 3,7
U/mL, 5,5 U/mL e 5,5 U/mL, para as lipases ATCC 34614, NRRLY-552 ¢ NRRLY-553,

respectivamente.

De acordo com JACOBSEN et alii (1989 A) foram produzidas lipases por Geotrichum
candidum utilizando as seguintes condigdes operacionais: temperatura do meio 30 °C,
velocidade de agitagdo 750 rpm e aeragiio de 1600 mL de ar min”. A concentragdo celular
méxima, 5,9 g.L", foi obtida apos 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.

MACEDO (1995) estudou a produgdo de lipase por Geotrichum sp., em frascos

agitados, nas condigdes operacionais de 30 °C por 48 horas de incubagdo com 100 rpm de
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agitagdo. A lipase de Geotrichum sp. apresentou atividade maxima de 6 U/mL na faixa de pH 5
a8 a45°C. A atividade enzimatica foi acrescida em 45% na presenga de 1 mM de MgSO, no

sistema de reagio.

Para a produgdo de lipases por Penicillium restrictum FREIRE et alii (1997)
pesquisaram as condi¢des de aeragdo e agitagdio, em fermentadores de bancada com
capacidade de 5 litros, a uma temperatura de 30° C e pH inicial de 5,5 variando a vazdo de ar
de 0,2 a 1,0 vvm e a rotag@o de 50 a 300 rpm. Os melhores resultados de atividade enzimatica
foram obtidos quando utilizou-se 200 rpm e 0,5 vvm alcangando uma atividade enzimatica de

13 U/mL.
2.3.3.3 - Outros Componentes do Meio de Cultura

Estudando lipases extracelulares de Geotrichum candidum, VEERARAGAVAN et alii
(1990) relataram que a presenga de ions monovalentes (Na" e K*) tiveram um pequeno efeito
na atividade enzimatica, enquanto que ions divalentes (Ca"", Mg"" e SO,”) em concentragdes
acima de 50 mM inibiram a atividade de lipase. Observaram também que Dodecil Sulfato de

Sodio (SDS) em concentragdes inferiores a 10 mM inibiu completamente a atividade lipolitica.

A presenga de ions Fe'" e Hg' inibiu significativamente a lipase produzida por
p g g p p p

Penicillium camembertii U-150, segundo YAMAGUCHI & MASE (1991).

MALISZEWSKA & MASTALERZ (1992), estudando a produgdo de lipase por
Penicillium citrinum, verificaram a influéncia de sais como o NaCl e KCl em concentragdes
superiores a 1M e observaram que ndo tinham efeito na atividade de lipase. Os ions Fe'", Mg"™
e Ca"' agiram como inibidores parciais para a atividade de lipase, enquanto que Cu'’ e SDS

inibiram completamente a atividade da enzima.

Alguns agentes excretores foram testados por CRUZ et alii (1993). Os pesquisadores
observaram que a presenca 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 excrec¢do da enzima.
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Conforme BHUSHAN & HOODAL (1994) a atividade de lipase produzida por
Candida BG-55 foi fortemente ativada na presenga de fons Ni'" ¢ Ca"™ na concentragdo de 10
mM. Por outro lado, os ions Fe'* e Fe™" na mesma concentragio inibiram significativamente a

atividade lipolitica da enzima.
2.4 - Indugiio na Produciio de Lipase

A indugdo da formagdo de lipase de Geotrichum candidum foi estudada por
TSUJISAKA et alii (1973). A formagio de lipase somente na presenga de triglicerideos e
acidos graxos no meio de cultura foi a principal caracteristica desta linhagem. O crescimento
do microrganismo pareceu ndo ter sido afetado pela presenga do 6leo, porém a produgio de
lipase foi fortemente influenciada. A atividade maxima de 7,64 U/mL em 6 horas de incubagio
a 30 °C foi obtida utilizando 6leo de oliva. Os acidos graxos de cadeia longa como acido
oléico, linoléico ou span 80 (Sorbitol Monoestearato) na concentragio de 1% induziram a
produgdo de lipase. No entanto, os acidos graxos de cadeia curta, como o acido butirico, n3o

induziram a formagdo da enzima.

SHIMADA et alii (1992) estudaram a indugdo dos triglicerideos e acidos 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 dleo de oliva, 6leo de soja, trioleina,
ésteres metilicos de acidos graxos de cadeia longa tais como: acido oléico, linoléico, palmitico,
miristico, latrico e caprico. No entanto, os autores verificaram que os triglicerideos compostos

por acidos graxos de cadeia curta e saturada e seus ésteres n3o induziram a produgdo de lipase.

Conforme MALISZEWSKA & MASTALERZ (1992), o 6leo de oliva ou tween 80
estimularam a producdo de lipase por Penicillium citrinum. Uma concentragio de 0,1% de
Oleo de oliva resultou num aumento de 6 vezes da atividade lipolitica quando comparada ao
meio base. 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.
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2.5 - Especificidade de Lipase

Segundo MACRAE (1983) a habilidade para produzir novas misturas de triglicerideos
usando lipases especificas € de interesse da industria de 6leos e gorduras, porque alguns

compostos assim produzidos tém propriedades adequadas para determinadas finalidades.

PARK et alii (1988) estudaram um sistema combinado de lipases para hidrélise do 6leo
de soja. Lipases produzidas por Rhizopus delemar (D), Rhizopus niveus (N) e Penicillium
sp.(G) hidrolisaram oleo de soja nas seguintes porcentagens: 44%, 42% e 7,2%, ap6s 10 horas
de reagdo, resultando em hidrolise incompleta. Quando um sistema de enzimas combinadas
(G+D) e lipases (G+N) foi utilizado, o grau de hidrolise aumentou para 95-98% apds 10 horas

de reagio.

A especificidade de lipases produzidas por linhagens diferentes de Geotrichum
candidum (ATCC 34614, NRRLY-552 e NRRLY-553) pela hidrolise de ésteres de acidos
oléico e palmitico, foi estudada por BAILLARGEON et alii (1989). A lipase de G. candidum
NRRLY-553 mostrou preferéncia por hidrolisar ésteres de acido oléico, enquanto as lipases

ATCC 34614 e NRRLY-552 discriminaram acido oléico e palmitico.

Estudos sobre purificagdo e especificidade por substratos de quatro lipases de duas
linhagens de Geotrichum candidum, ATCC 34614 e CMICC 335426, foram realizados.
Denominaram lipase I e II (ATCC 34614) e lipase A e B (CMICC 335426), que s3o enzimas
monoméricas, com massas moleculares e pontos isoelétricos (PI) similares. Lipases I e II tém
massas moleculares de 50100 e 55500 Daltons e PI 4,61 e 4,47, respectivamente. A lipase B
CMICC 335426 mostrou especificidade preferencial por substratos insaturados com dupla
ligacdo na posi¢do 9, sendo essa especificidade ndo observada em nenhuma das outras
enzimas. Portanto, devido a essa caracteristica, a lipase B pode ser de grande interesse na

industria (SIDEBOTTOM et alii, 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 eficiéncia monoacilglicerois de cadeia longa. Triglicerideos

foram completamente inertes como substrato para esta enzima.
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A investigagdo sobre o melhor método de atividade lipolitica foi realizada por
VORDERWULBECKE et afii (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 (pNPB) e, com uma excegdo, hidrolisam também dilauril-rac-glicero-3-
glutarico (DGGR) e s,0,0-tributiril-1-tioglicerina (TBTG). Porém, a hidrolise em pNPP e
PNPB néo significa necessariamente hidrolise de trioleina. Os pesquisadores sugerem que as
lipases devem ser classificadas como éster-hidrolases com a capacidade de formar ésteres, e
em algumas condi¢Ses de reagir sem a presenca da interface oleo-agua, e que aceitem grupos
NH; ou SH ao invés de OH. A classificagdo EC para o grupo é util e importante quando se
trata de estudos fisiologicos ou enzimol6gicos. No entanto, quando se trata de hidrélise de

substratos diferentes, a classificagdo se torna limitada.

Segundo PABAI et alii (1995) as lipases podem ser divididas em 3 grupos: ndo

especificas, 1,3 especificas e acido graxo especificas.

As lipases ndo especificas catalisam a hidrolise completa de triglicerideos em 4cidos
graxos e glicerol em qualquer posi¢3o da estrutura do grupo acil. Como exemplos de enzimas

desta classe sdo as produzidas por Candida cylindracea e Staphylococus curveus.

RCOOCH, CH,OH
I BHO N RCOOH |
R’COOCH P R’COOH + HOCH
| 300 R”COOH |
R”COOCH, CH,OH

Figura 2.1: Reagdo de hidrdlise de triglicerideo com lipases ndo especificas.

As lipases 1,3 especificas catalisam a hidrolise dos 4cidos graxos ligados na posi¢io
1,3 do triacilglicerol resultando na formagdo de acidos graxos livres, 1.2 (2,3)-
diacilglicerol e 2-monoacilglicerol. Neste grupo estdo as lipases produzidas por Aspergillus

niger, Rhizopus delemar, Pseudomonas fragi e Mucor miehei.
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RCOOCH, CH,OH CH,OH
: | |
R’COOCH _~+ H,0  RCOOH +R’COOCH ~+ H:0 RCOOH + R’COOCH
I I R”COOH I
R”COOCH, R”COOCH; CH,OH

Figura 2.2: Reagdo de hidrélise de triglicerideo com lipases 1,3 especificas.

As lipases acido graxo especificas sdo especificas para hidrolise de ésteres com acidos
graxos. Como exemplo, a lipase produzida pelo Geotrichum candidum hidrolisa
preferencialmente ésteres de acidos graxos de cadeia longa insaturada com dupla ligagdo cis

no C9.
2.6 - Purificacio e Caracteriza¢iio de Lipases Microbianas

A vpurificagdo de lipase extracelular e intracelular de Geotrichum candidum foi
investigada por JACOBSEN et alii (1989) utilizando técnicas de eletroforese, e concluiram

que a lipase intracelular era idéntica a lipase extracelular purificada.

De acordo com BAILLARGEON er alii (1990) no estudo da purificagio 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 carboidratos e mostrou ser estivel com 99% de atividade residual apos incubagdo a 30 °C

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

A caracterizagdo e purificagdo de duas lipases extracelulares de Geotrichum candidum
foram estudadas por VEERARAGAVAN et alii (1990). A purificagio incluiu a precipitagio
com etanol e sucessivas cromatografias com Sephacryl-200 HR, resina aniénica (mono Q) e
PBE 94. As lipases 1 e II foram purificadas 35 vezes com 62% de recuperacgdo 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 tiveram valores de pH 6timo de 6 e

6,8 e pontos isoelétricos de 4,56 e 4,46. As enzimas foram estaveis na faixa de pH 6 a 8.
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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 méaxima de lipase produzida pelo Galactomyces
geotrichum foi observada apds 24-36 horas de incubagdio, em meio preparado com éleo de
oliva. O processo de purificago incluiu uma ultrafiltragio e cromatografias em colunas de
Phenyl-Sepharose e DEAE-Sephacel. A lipase modificada mostrou ter diferente composicdo de
aminoacidos em relagdo a lipase do G. candidum. A atividade méaxima da enzima de G.
geotrichum obtida neste trabalho foi a pH 7,75 e 30 °C, e a mesma perdeu toda atividade
quando submetida a tratamento a 56 °C por 35 minutos. A especificidade das lipases por

acidos graxos insaturados foi semelhante.

A lipase obtida por Geotrichum sp. foi purificada 16,5 vezes através de fracionamento
com sulfato de aménio e cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50. A enzima
apresentou atividade 6tima na faixa de pH 5-8 a 45 °C (MACEDO, 1995).

A caracterizagdo e purificagdo da lipase produzida por Alcaligenes sp. foi estudada por
SOUSA (1996). A purificagdo através de fracionamento com sulfato de aménio e
cromatografia em coluna DEAE-Sephadex A-50 foram realizadas. Na purificagio das
proteinas, 2 fragdes com atividade de lipase foram detectadas e denominadas fragdes I e II, que

apresentaram atividade 6tima em pH 8 a 40 °C e pH 9 a 45 °C, respectivamente.
2.7 - Estudos com Lipase Imobilizada

JENSEN et alii (1987) estudaram lipases livres e imobilizadas produzidas por Mucor
miehei. O processo de imobilizagdo utilizado foi a adsorgio e os estudos revelaram que a

imobilizag¢do alterou a especificidade da enzima.

Lipase bruta e purificada de Candida rugosa foi imobilizada em celulose
microcristalina. A quantidade maxima de enzima adsorvida foi de 0,2 mg/m? sendo obtida em
um pH proximo ao ponto isoelétrico (4,2). A pequena quantidade de enzima adsorvida foi
devido ou a superficie heterogénea ou a superestimagéo da 4rea superficial. Methor adsor¢io
foi obtida com suportes mais hidrofébicos que a celulose, pois a lipase mostrou ser uma
proteina hidrofobica. A atividade da lipase bruta adsorvida foi similar a lipase pura adsorvida

(GELUK et alii,1992),
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A aplicagdo de lipases imobilizadas para a hidrélise de fosfatidilcolina foi relatada por

HASS et alii (1993).

Segundo SHIEH et alii (1995), lipases imobilizadas foram utilizadas para modificarem

a composi¢do de acidos graxos, produzindo lipidios estruturados.

2.8 - Planejamento Experimental e Anilise de Superficie de Resposta na Producio de

Lipase e Suas Aplica¢des

Os planejamentos fatoriais foram introduzidos por G. E. P. Box na década de 1950.
Nos ultimos 15 anos sua aplicagdo vem crescendo exponencialmente desde a revolucio da
informatica e a facilidade do uso de softwares para analises estatisticas (BARROS et alii,
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
implantagdes dos sistemas, com o objetivo de determinar faixas de operagdo 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 varidvel deve ser determinada.
Portanto, a otimizagdo baseada no planejamento experimental e analise de superficie de
resposta ¢ uma ferramenta muito util de trabalho para melhor compreensdo do sistema,
permitindo a andlise individual do efeito de cada varidvel e de suas interagdes nas respostas

desejadas (RODRIGUES, 1993).

HARRIS et alii (1990), utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM),
estudaram as variaveis independentes temperatura do meio (8 a 41°C), pH (6,32 a 9,68) e
agitacdo (8 a 92 rpm) para maximizagdo da sintese de lipase por Pseudomonas Sluorescens
cultivada em um meio de leite desnatado (NFDM: 10%, Fleming Co.). As condi¢des otimas
deste estudo foram determinadas como: temperatura de 25 °C, pH de 8,07 e agitacdo de 65
rpm, obtendo ap6s 5 dias de incubagdo aproximadamente 20 U/mL. A temperatura foi o fator

que mais influenciou na produ¢do da enzima.
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A produgdo de lipase por Candida rugosa na fermentagio em meio solido, usando
farelo de arroz como substrato, foi investigada por RAO ef alii (1993). Os autores realizaram
um planejamento experimental Box-Behnken para desenvolver uma correlagio matematica
entre os fatores experimentais concentragdo de uréia (0,25 a 0,75%), maltose(1,5 a 4,5%) e
oleo (7,5 a 22,5%) em fungdo do rendimento de biomassa e da atividade de lipase, em pH 6
numa temperatura de 30 °C durante 48 horas. Foram determinadas as condi¢les 6timas do
meio, através da Analise de Superficie de Resposta, cujos valores encontrados foram: 0,25%
de uréia, 4,5% de maltose e 15% de 6leo para produgdo de biomassa, alcangando 250 células/g
de arroz umido x 10° e 0,5% de uréia, 1,5% de maltose e 7,5% de Oleo para produgdo de

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

CRUZ et alii (1993) estudaram a otimizagdo 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 sodio, 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
produgdo da enzima. Utilizando estas fontes selecionadas dois planejamentos experimentais
fracionarios foram propostos. Um planejamento fracionario 2”* possibilitou o estudo das
seguintes variaveis: dextrina amarela (5 a 15 g/L), pasta de soja (5 a 15 g/L), KNO; (1 a 3
g/L), MgS0; (0,25 a 0,75 g/L), K;HPO4 (0,5 a 1,5 g/L), 6leo de oliva (10 a 30 g/L) e uma
solugdo com tragos de elementos (0,5 a 1,5 g/L) e permitiu a determinagdo dos componentes
que tinham efeito na produgdo de lipase, bem como o ajuste de suas concentra¢gdes. Um
planejamento experimental 2% foi usado para um teste da presenca de um outro ingrediente, o
tween 80. A composi¢do do meio otimizado foi, em g/L: Dextrina amarela, 6; pasta de soja,
11; KNOs, 2,5, MgSOy, 0,5; K;HPO,, 1; 6leo de oliva 10 mL/L; tragos de elementos, ImL/L e
tween 80 2,3 mL/L. A otimizagdo do meio possibilitou um incremento de 12 vezes na
atividade enzimatica apés 2 dias de cultivo, em frascos agitados, a 150 rpm em uma

temperatura de 29 °C, alcangando 15 U/mL .

A habilidade de lipases imobilizadas modificarem a composig¢do de acidos graxos com a
finalidade de produzir lipidios estruturados foi relatada por SHIEH et alii (1995). Através de
um planejamento experimental fracionario e usando a Metodologia de Superficie de Resposta

foram estudadas as variaveis tempo de reagfo (12 a 36 horas), temperatura (25 a 65 °C), razio
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molar de substrato (acido caprico/trioleina 2:1 a 6:1) e quantidade de enzima (10 a 30%). A
analise das curvas de contorno revelou que as condig¢des 6timas para sintese de lipidios foram:
tempo de reagdo de 9 horas, temperatura de 25 °C, razio molar de substrato (6:1) e

quantidade de enzima de 10%, em relagdo ao porcentual em peso de triacilglicerol.

HATZINIKOLAOU et alii (1996) determinaram a atividade otima 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, 0leo de milho e dleo de oliva) e 3 fontes de nitrogénio (fosfato de aménia, sulfato de
aménia e peptona). A combinag¢io de 6leo 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 variaveis estudadas
foram a concentragdo do 6leo de miltho (1 a 3%) e concentragdo da peptona (0,5 a 1,5%).
Analisando as curvas de contorno foi possivel determinar a condi¢do étima como sendo a
combinagdo de 1,76% de 6leo de milho e 0,94% de peptona resultando numa atividade 6tima

de 42,4 U/mL.

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) foi utilizada por SHIEH et alii
(1996) para avaliar o efeito das variaveis 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 fracionario 2°'. O
tempo de reagdo e a temperatura foram as variaveis mais importantes, enquanto que a razio
molar de substrato ndo teve efeito na conversio. Com base nas curvas de contorno, as
condi¢3es Gtimas foram: tempo de reagdo de 9 horas, temperatura de 35 °C, quantidade de

enzima de 50%, razdo molar de substrato (1:0,33) e agua adicionada 10%.

MACEDO (1997) estudou a sintese de ésteres de aroma por lipases microbianas em
meio livre de solvente orgénico, e aplicou em duas etapas a técnica de Planejamento
Experimental e Analise 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 variaveis temperatura (40 a 60 °C), relagdo molar entre
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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 concentragio
enzimatica e a razdo molar de substratos foram as variaveis 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 delineamento experimental para otimizar a sintese de
cada éster. Com os resultados obtidos pelos planejamentos experimentais individuais para cada
éster foi possivel determinar as condigbes Otimas. Para o acetato e butirato de isoamila as
condigdes Otimas foram: relagio molar de substratos (1,5:1), concentragio enzimatica em
massa dos reagentes de 5,5% e temperatura de 40 °C apos 48 horas de reagdo; e para a sintese
do propionato de isoamila (3:1), 5,5% e 50°C, respectivamente, nas mesmas condig¢des

anteriores.
2.9 - Comentarios

Como pode ser observado através da revisdo bibliografica ha um grande interesse na

obtengdo da enzima lipase devido ao seu amplo potencial de aplicagio industrial.

Verifica-se que, dependendo do microrganismo usado na fermentagio, a lipase obtida
possui uma especificidade em particular. As inimeras variaveis que envolvem o processo de
obtengdo da enzima vio desde a composi¢iio do meio (fonte de carbono, fonte de nitrogénio,
sais ¢ indutores) até as condigdes operacionais como pH, temperatura, agitagdo e aeragio.
Portanto, ¢ de grande valia estudos sistematicos, como € o caso da metodologia do
Planejamento Experimental, para a defini¢do de variaveis importantes para obter as condigdes
otimas de produgdo da lipase, bem como o estudo da utilizagdo de outras fontes de nitrogénio,

carbono e outros indutores.

No planejamento experimental inicial foram testadas concentragdes dos componentes
do meio de cultura com base nos dados apresentados por MENDIETA et alii (1997), que
observaram para o microrganismo em estudo uma melhor atividade enzimatica de lipase em um
meio de cultura contendo agua de maceragdo de milho, nitrato de amdnia e 6leo de oliva,
quando comparado a resultados obtidos por MACEDO et alii (1997), que produziu a enzima
lipase utilizando o mesmo microrganismo na presenga de farinha de soja desengordurada,

farinha de trigo, extrato de levedura e nitrato de amdnia.
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A glicose foi utilizada como fonte de carbono para o crescimento celular do
Geotrichum sp., baseado em TSUJISAKA et alii (1973), que pesquisaram um microrganismo
do mesmo género e verificaram um bom crescimento celular na presenga de 1% de glicose. O
uso do oleo de oliva mostrou-se um eficiente indutor na produgio de lipase aumentando
significativamente a atividade enzimatica, conforme TSUJISAKA ef alii (1973) e FREIRE et
alii (1997). Portanto, foram testados niveis de concentragdo de Oleo de oliva em faixas que
englobavam as concentra¢des indicadas. Como alternativa, mais viavel economicamente,

também foi testado como indutor na produgéo da enzima o 6leo de soja.

Diferentes fontes de nitrogénio sdo descritas na literatura, como pode-se observar nos
trabalhos de MACEDO et alii (1997), que utilizaram extrato de levedura e nitrato de aménia,
e HATZINIKOLAOU et alii (1996), que testaram fosfato de amonia , sulfato de amonia e
peptona. No entanto, SHIMADA et alii (1992) usando a agua de maceragdo de milho € o
nitrato de amoénia como fontes de nitrogénio para o Geotrichum candidum alcangaram niveis
de produgdo de lipase superiores aos anteriormente citados. Portanto, no meio de cultura
testado durante este trabalho utilizou-se nitrato de aménia e a agua de maceragio de milho,
subproduto da industria de processamento de glicose de milho, que , além de ser fonte de
nitrogénio, em sua composi¢do encontra-se vitaminas, sais minerais € aminoacidos necessarios

a0s MiCrorganismos.

As condi¢des operacionais escolhidas para a produgdo de lipase por Geotrichum sp.,
em frascos agitados, foram 120 rpm e 30 °C, que estdio de acordo com as recomendadas por

MACEDO (1995).
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3. - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos experimentais utilizados para o estudo

da otimiza¢do do meio de cultura para produgo de lipase por Geotrichum sp.
3.1 - Condugio da Fermentacio
3.1.1 - Microrganismo

Utilizou-se uma linhagem da levedura Geotrichum sp., isolada por MACEDO (1995)
no Laboratério de Bioquimica de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas. Esta linhagem foi escolhida por ter sido considerada uma
boa produtora de lipase e por este microrganismo ser usado em um projeto PADCT (Produgio
e Purificacdo de lipase), envolvendo os laboratérios de Bioquimica de Alimentos/DCA/FEA,
Bioengenharia/DEA/FEA e Otimizag3o, Projeto e Controle Avan¢ado/FEQ da UNICAMP,

Portanto, € relevante citar que o trabalho realizado foi uma das etapas deste projeto.

As linhagens das culturas foram mantidas em tubos de ensaios inclinados contendo
meio YM (yeast malt agar) a 4°C, imersas em 6leo mineral. A composi¢do do meio YM esta

descrita na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Composi¢do do meio YM para manutengio do microrganismo.

Componentes , gL’
Glicose 10
Extrato de levedura 3
Extrato de malte 3

3.1.2 - Meio do Inéculo

O preparo do indculo foi padronizado através da transferéncia asséptica da cultura em
YM para 20 mL de agua destilada estéril, sendo um volume de 5 mL desta suspensio de
células distribuido em 3 erlenmeyers aletados de 1000 mL com um volume ocupado de 200

mL de meio de cultura. De acordo com o planejamento experimental adotado, foram utilizados
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dois tipos de meios para inoculo diferentes, cujas composi¢es estdo descritas nas tabelas 3.2 e

3.3 (MENDIETA et alii, 1997).

Tabela 3.2: Composig¢do do meio de indculo utilizando 6leo de oliva.

Componentes Composiq:ﬁorPercenrtuaVl (% p/v) ”
Agua . macerac.ao . mﬂho e 5 e
Nitrato de amdnio 0,5
Oleo de oliva 1

Tabela 3.3: Composi¢do do meio de indculo utilizando 6leo de soja.

Componentes Composiciio Percentual (% p/v)
Agua de maceragdo de milho 5
Nitrato de aménio 0,5
Oleo de soja 1

Os componentes dos meios de cultura foram diluidos com 4gua destilada e esterilizados

por autoclavagem a 121 °C por 15 minutos.

Os erlenmeyers foram incubados na temperatura de 30°C em shaker a 120 rpm. Apos
24 horas os meios fermentados foram transferidos para um frasco estéril e homogeneizados,

utilizando-se como indculo na fermentagio.

Para os o6leos de oliva e soja foram utilizadas marcas comerciais (Galo e Liza,
respectivamente), a agua de maceragdo de milho foi obtida através de doagio da empresa
Refinagdes de Milho Brasil LTDA, situada em Mogi Guagu - SP, € os demais reagentes usados

foram de grau analitico.
3.1.3 - Fermentacio
Nas fermentagdes realizadas, como fontes de carbono foram utilizados a glicose (para o

crescimento do microrganismo), o éleo de oliva ou o dleo de soja (para produgéo da enzima).
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A éagua de maceragdo de milho foi usada como fonte de nitrogénio organico e o NH4sNO;

como fonte de nitrogénio inorganico.

As composigdes dos meios de cultura para produgdo de lipase foram estabelecidas
segundo os planejamentos experimentais apresentados nos itens 4.1.2, 4.1.3, 414, 416 ¢

4.1.7. Todos os meios de cultura foram previamente esterilizados a 121° C por 15 minutos.

Aos meios de cultura foram adicionados 10% de indculo (v/v), preparado conforme
descrito no item 3.1.2, e as fermenta¢des foram acompanhadas durante aproximadamente 54
horas a 30 °C. Os ensaios foram conduzidos em frascos agitados aletados de 500 mL com um

volume de trabalho de 200 mL.

As amostras foram coletadas proximo as 8, 24, 32, 48 e 54 horas de fermentagio para
o acompanhamento de pH, a determinagio da atividade enzimatica de lipase, a determinagdo

de glicose residual e massa seca final.
3.2 - Métodos Analiticos
3.2.1 - Determinacio da Atividade Lipolitica

Na determinagdo da atividade lipolitica foi adotado o método utilizando goma arabica
segundo MACEDO (1995). O método ¢ baseado na titulagdo dos acidos 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 2 mL de tamp3o fosfato 10 mM com pH 7,0
e 5 mL de emulsdo preparada com 75% de goma arabica a 7% e 25% de dleo de oliva v/v. A
este sistema foi acrescentado 1 mL do meio cultivado e incubado em banho-maria (Dubnoff
Modelo 145) termostatizado a 37 °C por 30 minutos, com agitagdo reciproca (MACEDO,
1995).

Apés a incubagdo a reagdo foi interrompida pela adigdo de 15 mL de solugdo
acetona:etanol 1:1 v/v e os acidos graxos liberados foram titulados com uma solu¢do de NaOH

0,05 N, utilizando-se fenolftaleina como indicador.
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Uma unidade de atividade de lipase é definida como a quantidade de enzima que libera

1 pmol de acido graxo por minuto, nas condi¢des descritas.

O calculo da atividade da enzima foi feito utilizando-se uma curva padrio de acido

oleico.
3.2.1.1 - Preparo da Curva Padrdo de Acido Oléico

Para determinag@o da curva padrdo de acido oléico foi utilizado 1 mL de amostras
contendo concentragdes de 0,04 a 0,7 g de acido oléico; 2 mL de tampio fosfato 10 mM pH 7,
5 mL de emulsdo preparada com 75% de goma arabica a 7% e 25% de 6leo de oliva v/v, as
quais foram colocadas em erlenmeyers aletados de 250 mL, com pérolas de vidro, para methor
homogeneizagdo, e foram incubadas a 30 °C em shaker por 15 minutos. A mistura foi
dissolvida com 15 mL de solugéo de acetona:etanol 1:1 v/v e titulada com solu¢do de NaOH

0,05 N, utilizando-se fenolftaleina como indicador.

Obteve-se uma curva padrio para cada lote de NaOH 0,05 N preparado. As equagdes
3.1, 3.2, 3.3 e 3.4 correlacionam a concentragdo de acido oléico € o volume de NaOH 0,05 N

gasto na titulag@o:

umol de 4cido oleico = 33,373 + 50,530 * Volume de NaOH 0,05 N (mL) R= 0,99 3.1
umol de 4cido oleico =-38,119 + 46,569 * Volume de NaOH 0,05 N (mL) R= 0,99 3.2
umol de cido oleico = -56,067 + 49,723 * Volume de NaOH 0,05 N (mL) R= 0,98 3.3)
umol de acido oleico = -51,968 - 63,512 * Volume de NaOH 0,05 N (mL) R= 0,99 3.4)
Onde R ¢€ o coeficiente de correlagdo.

3.2.2 - Determinacio da Concentracdo de Glicose Residual

Para determinagdo da glicose residual na fermentagdo utilizou-se o método enzimatico

glicose-oxidase (Kit de glicose da marca Laborlab S/A).
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3.2.2.1 - Preparo do Reagente

O reagente foi obtido pela diluigdo em agua deionizada de trés solu¢des - reativo
enzimatico (enzimas glicose-oxidase e peroxidase), reativo de cor 1 (4 aminofenazona e
tampdo tris) e reativo de cor 2 (fenol) - nas proporgdes indicadas no catalogo. Este reagente é

estavel por 1 més, quando refrigerado e acondicionado em frasco mbar.
3.2.2.2 - Preparo da Curva Padrio

A relagio entre a concentragio de glicose e a densidade Otica ¢ linear até a
concentragio de 4,5 gL', portanto as concentracdes de glicose para preparo da curva padrio

foram inferiores a esses valores.

Adicionou-se 5 mL de reativo de trabalho a tubos de ensaio contendo 50 pL de
solugdes de glicose em concentragdes de 0,6 a 2,0 gL™'. Preparou-se ainda um branco com 5
mL do reagente de trabalho sem adi¢@o de glicose para zerar a absorbancia. Os tubos foram
incubados por 10 minutos em banho-maria a 37°C, e em seguida fez-se leitura em

espectrofotometro (Micronal digital B34211) a 505 nm. A cor ¢ estavel por 60 minutos.

Obteve-se uma curva padrdo que correlacionou a concentragio de glicose (gL™) e a

densidade otica utilizada para determinar a glicose residual nas fermentagdes.
Concentragdo de glicose = - 0,0492 + 3,4837 * DO (3.9)
Coeficiente de correlagio R = 0,9971

3.2.2.3 - Preparo das amostras

Apbs realizada as diluigdes necessérias, de modo que a concentragdo final estivesse
dentro da faixa utilizada na constru¢do da curva padrio, colocou-se em um tubo de ensaio 50
pL de amostra adicionando-se 5 mL de reativo padrdo. Para cada amostra foi feito um branco
com 5 mL do reagente de trabalho para zerar a absorbancia. Os tubos foram incubados por 10

minutos em banho-maria a 37°C, e em seguida foi feita a leitura a 505 nm.

A concentragdo de glicose em cada amostra foi determinada a partir da equagdo 3.5.
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3.2.2.4 - Interferentes

Os detergentes, metais pesados e cianetos sio inibidores enzimaticos, sendo necessaria
uma eficiente limpeza da vidraria utilizada. A preparagio do reativo de trabalho requer agua
deionizada ou destilada recentemente. O nivel de agua no banho-maria deve ser superior aos
dos tubos de ensaio que contém as reagdes, sendo que a temperatura e o tempo de reagio nao

sdo criticos, podendo variar entre 37°C + 2 e 10 a 12 minutos (GUIDOLIN, 1998).
3.2.3 - Determinacio da Massa Seca
Para determinagio da massa seca foi utilizado o método de peso constante.

Pesou-se um volume conhecido do caldo fermentado, centrifugou-se a 12000 rpm
durante 20 minutos em centrifuga SORVALL modelo RC 26 PLUS. O centrifugado foi lavado
uma vez com agua destilada e depois ressuspendido num volume pequeno de agua destilada e
seco em estufa a 100 °C numa placa de Petri previamente tarada, até atingir peso constante

(HENRIETTE et alii, 1993).
3.3 - Planejamento Experimental

Neste trabalho os ensaios foram realizados segundo planejamentos experimentais
fatoriais para analise dos efeitos das variaveis independentes (glicose, 4gua de maceragio de
milho, nitrato de aménio, 6leo de oliva e 6leo de soja) na atividade lipolitica em fungdo do

tempo de fermentagao.

Este método consiste na sele¢do de um nimero fixo de niveis para cada um dos fatores
ou variaveis de entrada, executando-se experimentos com todas as possiveis combinagdes.
Como primeira etapa ¢ usual um planejamento fatorial com 2 niveis (nivel -1 e nivel +1) para
cada variavel. Assim, para n variaveis envolvidas no estudo, o niimero de experimentos que
deve ser realizado para investigar todas as combinagBes possiveis € igual a 2" (BOX et alii,

1978).

Com os resultados obtidos do planejamento € possivel avaliar os efeitos principais e de
interagOes das variaveis sobre a resposta, determinar quais sd3o0 os efeitos mais significativos e
ajustar empiricamente um modelo linear ou de 1° ordem, correlacionando as variaveis

respostas.
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Se o modelo de 1*° ordem ndo apresentar uma boa correlagio com os dados
experimentais, é possivel completar o planejamento fatorial inicial realizando-se mais 2n

ensaios segundo configuragdo “estrela” , para obter um modelo quadratico ou de 2* ordem.

A condigdo correspondente a intermediaria entre os 2 niveis (+1 e -1) atribuidos a cada
variavel é denominada nivel zero ou ponto central. A realizagio de experimentos nestas
condi¢des permite a estimativa do erro experimental associado aos ensaios, muito importante

para verificar o qudo reprodutivo € o processo estudado.

Esta metodologia é 1til para uma redu¢do no nimero de experimentos praticos a serem
realizados, minimizando tempo e custos operacionais, além de se obter uma analise mais

racional dos resultados baseada nas probabilidades estatisticas.

Inicialmente foi realizado um planejamento experimental de 1* ordem em 2 niveis (nivel
-1 e nivel +1) mais os pontos centrais, totalizando 22 ensaios distintos (2* + 6 pontos centrais),
com o objetivo de verificar a influéncia da concentragdo de glicose na faixa de 0 a 1% (fonte
de carbono para o crescimento do microrganismo), concentragio de agua de maceragdo de
milho na faixa de 2 a 6% (fonte de nitrogénio organico e outros nutrientes), concentragdo de
NH4NO; na faixa de 0 a 0,75% (fonte de nitrogénio inorgénico) e o tipo de oleo (fonte de
carbono e indutor para a produgdo da enzima), onde foi testado 1% de 6leo de oliva ou 1% de

oleo de soja.

Com a analise dos resultados do primeiro planejamento foi possivel elaborar mais 4
planejamentos experimentais completos (5 niveis), com trés varidveis independentes. Dois
planejamentos experimentais tiveram por objetivo o estudo do efeito da concentragdo de oleo
de oliva, nitrato de amonia e agua de maceragdo de milho e os demais concentragio de oleo de
soja, nitrato de amonia e agua de maceragdo de milho, realizando-se 17 ensaios em cada

planejamento.

No segundo e terceiro planejamento experimental foram estudadas, respectivamente, as
concentragdes da agua de maceragdo de milho na faixade 1 a 8% e 5 a 15%, nitrato de amoénia

de 0 a 1% e oleo de olivade 0,5a 1,5% € 0,2 a 1%.
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No quarto e quinto planejamento experimental foram estudadas, respectivamente, as
concentragdes de agua de maceragdo de milho de 1 a 8% e 5 a 15%, nitrato de amonia de 0 a

1% € 0,5 a 2,5% e 6leo de sojade 0,5 a 1,5% € 0,2 a 1%.

Todos os planejamentos tiveram como resposta a atividade enzimatica de lipase em
fung¢do do tempo de fermentagdo, sendo que as analises foram feitas em duplicata segundo o
procedimento descrito no item 3.2.1. Ainda foram realizadas, em duplicatas, a analise de
glicose residual utilizando o método estabelecido no item 3.2.2., a analise de massa seca

conforme o item 3.2.3 e 0 acompanhamento do pH (Mettler Toledo 320 pHmeter).
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4. - ANALISE DOS RESULTADOS DOS PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS
PARA OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE MEIO DE CULTURA NA PRODUCAO
DE LIPASE UTILIZANDO OLEO DE OLIVA E OLEO DE SOJA EM FRASCOS
AGITADOS

Neste item serdo discutidos os resultados obtidos com os planejamentos experimentais
fatoriais visando a otimizagdo do meio de cultura para produgdo de lipase por Geotrichum sp.

em frascos agitados.

4.1 - Primeiro Planejamento Fatorial: Estudo da Concentragiio de Glicose, Agua de

Maceraciio de Milho, NH,NO; e Tipo de Oleo sobre a Atividade Enzimiatica de Lipase

Neste planejamento experimental as variaveis independentes estudadas foram:
concentragdo de glicose, concentragdo de agua de maceragio de milho, concentragio de
NH4NO; e tipo de 6leo, para verificar se havia diferenga significativa entre o uso do 6leo de
oliva e o 6leo de soja, visando diminuir os custos do meio de cultura. A resposta avaliada foi a
atividade enzimatica de lipase no decorrer da fermentagdo, sendo também realizado o

acompanhamento do pH e a determinagio da massa seca final.

Os valores reais (descodificados) utilizados nos ensaios deste planejamento estdo
apresentados na tabela 4.1 com os seus respectivos niveis codificados, € o planejamento

experimental esta apresentado na tabela 4.2.

Tabela 4.1: Tabela de niveis para as variaveis do primeiro planejamento experimental.

Fatores Niveis
oL o . S
% Glicose 0 0,5 1
% Agua de maceragio de milho 2 4 6
% NH4NO; 0 0,375 0,75
Tipo de oleo 1% oleo tipo 1% oleo
de soja de oliva

O nivel 0 para a variavel tipo de 6leo significa 1% de 6leo de oliva ou 1% de 6leo de
soja, ou seja, foram realizados trés pontos centrais com 1% de 6leo de oliva e mais trés pontos

centrais com 1% de 6leo de soja.
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4.2: Primeiro planejamento experimental codificado.

Ensaios Glicose AMM’ NH4N03 Tipo Ativ.
(U/mL)
~ Oleo T=967h T=2425h T=335h T=48,5h

1 -1 -1 -1

2 +1 -1 -1

3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1

8 +1 +1 +1
9 -1 -1 -1
10 +1 -1 -1
s 11 -1 +1 -1
12 +1 +1 -1
13 -1 -1 +1
14 +1 -1 +1
15 -1 +1 +1
16 +1 +1 +1
17(C) 0 0 0
18(C) 0 0 0
19(C) 0 0 0
20(0) 0 0 0
21(C) 0 0 0
22(C) 0 0 0

de

-1

* AMM - Agha de maééragﬁo de milho

7,96
2,71
6,67
4,29
8,60
4,87
6,96
7,26
8,51
3,29
7,45
4,53
9,13
5,87
8,45
7,26
7,09
6,95
6,81
4,77
6,18

605

Ativ.

 Ativ.

Ativ.

pH

pH

pH
(UmL) T=9,67h T=24,25h T=33,5h T=48,5h Residual

(U/mL) (U/mlL)
9,77 8,69
2,30 2,06
7,37 6,47
4,05 3,76
9,86 8,38
5,12 6,05
8,69 8,46
6,77 6,54
8,84 7,68
1,75 2,33
8,88 9,19
3,90 4,45
8,79 9,44
5,01 4,35
8,60 8,13
6,88 6,22
6,34 5,79
6,29 5,79
6,26 5,70
6,18 6,12
5,62 5,62
5,53

6,01

9,53
2,36
8,15
4,94
5,49
4,74
11,18
6,50
8,66
2,36
12,77
8,20
10,31
4,09
9,44
6,53
5,82
5,72
5,56
6,55
6,96

(614

3,94
3,37
3,80
3,48
3,83
3,48
3,78
3,46
3,96
3,32
3,83
3,42
3,86
3,41
3,75
3,50
3,67
3,70
3,67
3,74
3,59
3,68

421
3,30
3,88
3,38
3,80
3,17
3,78
3,10
4,07
3,33
4,11
3,40
4,03
3,25
3,83
3,29
3,62
3,66
3,65
3,70
3,65
3,69

3,16
3,96
3,30
3,75
3,13
3,72
2,98
4,31
3,17
4,43
3,37
4,26
2,94
3,92
3,14
3,58
3,60
3,57
3,62
3,60

3,60

4,22

pH Glicose

(g/L)
4,16 0,00
3,40 0,00
4,14 0,00
3,45 0,00
3,39 0,00
2,58 1,80
4,06 0,00
2,97 0,00
4,36 0,00
3,53 0,00
5,00 0,00
3,96 0,00
4,22 0,00
2,63 0,70
4,20 0,00
3,25 0,00
3,62 5,00
3,63 5,00
3,62 5,00
3,66 5,00
3,79 5,00
3,68

5,00

Massa
Seca

(g/100g
0,84
0,85
0,66
1,11
0,84
0,71
1,26
0,96
0,64
0,84
1,27
1,30
2,26
0,80
0,68
0,80
0,88
0,92
0,77
0,75
1,18

1,00,
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4.1.1 - Acompanhamento da Atividade Enzimitica em Fun¢io do Tempo de

Fermentacio

A produgio de lipase foi observada através do acompanhamento da atividade
enzimatica ao longo do tempo de fermentagdo, como mostrado nas figuras 4.1 (a), para os
ensaios 1 ao 11, e 4.1 (b) para os ensaios 12 ao 22. Durante as 8 primeiras horas de
fermentagio os diferentes ensaios apresentaram um incremento significativo na atividade
enzimatica, praticamente cerca de 80% da maxima atividade enzimatica alcangada para a

maioria dos ensaios experimentais.

— Ensaio 1

—
[ o]

—o— Ensaio 2

—— Ensaio 3

(=
[

—+— Ensaio 4
—— Ensaio 5
—=— Ensaio 6
—— Ensaio 7

Ensaio 8

—— Ensaio 9

Atividade enzimatica de lipase
(U/mL)
RN

—=— Ensaio 10

—o— Ensaio 11

Tempo (horas)

Figura 4.1 (a): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagdo para o primeiro

planejamento experimental (Ensaios 1 ao 11).
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b

—— Ensaio 12

—=— Ensaio 13

S

—— Ensaio 14

o

—— Ensaio 15
—— Ensaio 16
—=— Ensaio 17
—— Ensaio 18

Ensaio 19
—+— Ensaio 20

Atividade enzimatica de lipase
(U/mL)

—=— Ensaio 21

20 30 40 50 —— Ensaio22

Tempo (horas)

Figura 4.1 (b): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagdo para o primeiro

planejamento experimental (Ensaios 12 ao 22).

Através do acompanhamento da atividade enzimatica, foi verificado que todos os
ensaios que continham a glicose apresentaram atividade enzimatica inferior quando

comparados com os ensaios de composigao similares sem a presenga da glicose.
4.1.2 - Acompanhamento do pH ao Longo do Tempo de Fermentacéo

A evolugdo do pH esta apresentada nas figuras 4.2 (a), para os ensaios 1 ao 11, e 4.2
(b) para os ensaios 12 ao 22. O pH apresentou uma tendéncia de aumento no decorrer do
tempo para os ensaios que ndo tém a glicose em sua composi¢do, € uma tendéncia de
decréscimo para os ensaios com a presen¢a da glicose, comportamento esse que pode estar

associado ao decréscimo da atividade enzimatica.
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52

4.8} —— Ensaio |
—=— Ensaio 2
—— Ensaio 3
—— Ensaio 4

—— Ensaio 5
| —=— Ensaio 6
—+— Ensaio 7
Ensaio 8
—— Ensaio 9
—=— Ensaio 10

0 10 20 30 40 50 —— Ensaio 11

Tempo (horas)

Figura 4.2 (a): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagdo para o primeiro

planejamento experimental (Ensaios 1 ao 11).

5,2

4.8

—— Ensaio 12
—— Ensaio 13
—=— Ensaio 14
—— Ensaio 15
—— Ensaio 16

—=— Ensaio 17

—— Ensaio 18

Ensaio 19

281 —— Ensaio 20
4 ) ) —=— Ensaio 21
“ite 10 20 30 40 50 —o— Ensaio 22

Tempo (horas)

Figura 4.2 (b): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagdo para o primeiro

planejamento experimental (Ensaios 12 ao 22).
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4.1.3 - Glicose Residual

A concentragdo inicial de glicose nos ensaios de nivel +1 (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16) foi
10 g/L e nos pontos centrais (nivel 0) 5 g/L (ensaios 17 ao 22). A analise de glicose residual
foi feita em 48,5 horas de fermentagdo, detectando-se a presenca de glicose nos ensaios 6 (1%
de glicose, 2% agua de maceragdo de milho, 0,75% NH4NO; e 1% de oleo de soja) e 14 (1%
de glicose, 2% agua de maceragdo de milho, 0,75% NHsNO; e 1% de oleo de oliva) na
concentragdo de 1,8 e 0,7 g/L, respectivamente, como pode ser observado através da tabela
4.2. Os demais ensaios ndo apresentaram glicose residual, com excegdo dos pontos centrais,
em que foi detectada a mesma concentragdo de glicose do inicio da fermentagdo. Ocorreu um
consumo de glicose nas amostras de nivel +1 e ndo houve consumo de glicose nos ensaios
referentes aos pontos centrais do planejamento experimental. Nos ensaios onde aconteceu um
consumo de glicose verificou-se um bom crescimento celular, porém a atividade enzimatica de
lipase diminuiu. O mesmo ja havia sido observado para o microrganismo Penicillium
restrictum (FREIRE et alii, 1997), indicando que a produg@o da enzima lipase parece ser

regulada pela concentragdo de glicose.
4.1.4 - Massa Seca

A determinag¢do da massa seca foi feita em 48,5 horas de fermentagdo. Observando-se a
tabela 4.2 verifica-se que nos ensaios 1 (0% de glicose, 2% agua de macera¢@o de milho, 0%
NH4NO: e 1% de 6leo de soja) e 2 (1% de glicose, 2% agua de maceragdo de milho, 0%
NH4NO; e 1% de o6leo de soja ) foi obtido massa seca semelhantes ao final da fermentag@o,
porém a atividade enzimatica do ensaio 1 foi cerca de 4 vezes superior a atividade enzimética
alcangada no ensaio 2. Ja o ensaio 13 (0% de glicose, 2% agua de maceragdo de milho, 0,75%
NH4NO; e 1% de oleo de oliva) apresentou uma massa celular de 2,26 g/100g de amostra € o
ensaio 15 (0% de glicose, 6% agua de maceragdo de milho, 0,75% NHsNO; e 1% de dleo de
oliva) 0,68 g/100g de amostra, e as respostas de atividade enzimatica foram bem proximas ao
longo da fermentagdo. Portanto, a massa seca ndo influenciou na atividade enzimatica. Esse
fato foi devido a produgdo da enzima ser induzida pela presenga de oleo e ndo estar associada
ao crescimento celular (FREIRE et alii, 1997). Por isso, alguns ensaios apresentaram um bom
crescimento celular, possivelmente devido ao favorecimento das condi¢des do meio de cultura,

no entanto a produgio da enzima ndo foi expressiva.
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4.1.5 - Analise dos Efeitos de cada Varidvel sobre a Atividade Enzimatica de Lipase

Os efeitos principais das variaveis ao longo do tempo podem ser observados através da
figura 4.3 e a tabela 4.3 apresenta os resultados dos efeitos das variaveis estudadas e suas
interagdes em 9,67 horas de fermentagdo. Verifica-se que quando a glicose passa de 0% (nivel
-1) para 1% (nivel +1) produz-se um efeito significativo estatisticamente negativo sobre a
atividade enzimatica, ou seja, ocorre uma diminuigéo da atividade enzimatica com a presenca
da glicose. Para a agua de maceragdo de milho a mudanga de 2% para 6% representa um efeito
positivo na atividade enzimatica. Portanto, aumentando-se a concentragdo da agua de
macera¢do de milho aumenta-se também a atividade enzimatica. O aumento da concentragao
do NH4;NO; aumenta a atividade enzimatica até as 33 horas de fermentagéo, sendo este efeito
diminuido ao final da fermentag@o. O tipo de oleo utilizado na fermentag@o para producdo da
enzima ndo apresentou efeito estatisticamente significativo sobre a atividade enzimatica, ou
seja, pode-se utilizar o 6leo de soja ou o 6leo de oliva para produgdo da enzima sem perdas na

atividade enzimatica.

é l E Z§ =|
= ’ =
= il A 7
-E Z
& |p
<n. %
g -2
= 7
W ' t=9,67h
SN t=2425h
[ ¢=33.5h
Glicose AMM NH4NO3  Tipodeoleo = t=485h

Figura 4.3: Efeitos principais das variaveis do primeiro planejamento experimental.
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Tabela 4.3: Efeitos principais e de interagdes das variaveis do primeiro planejamento

experimental em 9,67 horas de fermentagio.

Fatores Efeito (U/mL) Erro Padrio
Média 6,215* 0,306*
% Glicose -2,955% 0,717*
% AMM 0,246 0,717
% NH4NO3 1,624* 0,717*
Tipo de éleo 0,646 0,717
% Glicose x % AMM 1,409 0,717
%Glicose x %NH;NO3 0,986 0,717
%Glicose x Tipo de oleo -0,190 0,717
% AMM x % NH4NO; 0,124 0,717
% AMM x Tipo de dleo -0,019 0,717
% NH4NO; x Tipo de dleo 0,108 o 0,717

* valores estatisticamente significativos

Através da analise dos efeitos das variaveis foi possivel eliminar a glicose do meio de
cultura e ampliar as faixas de concentragdo da 4gua de maceragio de milho e do NH,NOs. O
tipo de oleo utilizado foi investigado em planejamentos experimentais individuais, em
diferentes concentragdes. Portanto, o estudo do meio de cultivo utilizando 6leo de oliva como
indutor para a produgdo de lipase estd apresentado no segundo e terceiro planejamento
experimental, enquanto que a utilizagio do 6leo de soja como indutor para a produgdo de

lipase esta apresentado no quarto e quinto planejamento experimental.
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4.2 - Estudo do Meio de Cultura Utilizando o Oleo de Oliva como Indutor na Producio

de Lipase

4.2.1 - Segundo Planejamento Fatorial: Estudo da Concentraciio de Agua de Maceraciio
de Milho, NH,NO; e Oleo de Oliva sobre a Atividade Enzimitica da Lipase

Como ja foi mencionado anteriormente, neste segundo planejamento a variavel glicose
foi eliminada e as faixas das demais variaveis foram ampliadas realizando-se um planejamento
experimental completo. As variaveis independentes estudadas passaram a ser: concentra¢do de
agua de maceragdo de milho, concentragdo de NH4;NO; e concentragido de oleo de oliva. Os
valores descodificados usados nos ensaios do planejamento experimental estdo apresentados na

tabela 4.4,

Tabela 4.4: Tabela de niveis para as variaveis do segundo planejamento experimental.

Fatores Niveis
’_ -1,68 -1 0 41 +1,68
% Oleo de oliva 0,5 0,7 1,0 1,3 1,5
% NH,NO; 0 0,2 0,5 0,8 1,0
% Agua de maceragio de milho 1 2.4 45 6,6 8

O planejamento experimental estd descrito na tabela 4.5, tendo como respostas a
atividade enzimatica da lipase € o pH em fungio do tempo de fermentagio, e a massa seca

final.
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Tabela 4.5: Segundo planejamento experimental codificado.

Ensaios

— — :
,_,O\OOO\IO\LII-PL»JN'—‘;

w
® o

14
15(C)
16(C)

1©

* AMM - Agua de maceragdo de milho

Oleo
de
-1
+1
-1
+1
-1
+1
-1
+1

-1,68

+1,68
0

SO O O O O O

oliva

NH,NO; AMM’

-1
-1
+1
+1
-1
-1
+1
+1
0
0
-1,68
+1,68
0

0
0
0
0

Ativ.

Ativ.

Ativ'.m

Ativ. Ativ. pH pH pH pH pH Massa
(UmL) (U/mL) (UmL) (U/mL) (UmL) T=8h T=24h T=33,7h T=48h T=56,25h  Seca

_ T=8h T=24h T=337h T=48h T=5625h _ (gnoog
-1 9,31 8,57 9,68 11,25 13,71 3,93 428 4,47 4,47 4,46 0,84
-1 9,04 8,58 9,91 9,19 9,45 3,87 4,13 4,33 4,41 4,38 1,26
-1 10,67 9,38 10,94 11,26 12,85 3,87 4,14 4,37 4,47 4,47 1,06
-1 10,64 11,21 11,22 4,63 4,56 3,78 3,85 3,82 3,17 2,94 1,39
+1 1327 12,11 14,44 18,38 18,16 3,86 4,21 4,56 5,23 5,46 1,62
+1 11,91 11,22 12,67 12,62 13,17 3,83 3,98 4,13 4,54 4,74 1,30
+1 12,51 12,65 12,90 13,81 14,12 3,80 3,94 4,09 451 4,73 1,59
+1 13,28 13,12 13,92 14,47 15,73 3,79 3,93 4,12 4,69 4,90 1,71
0 11,01 9,61 10,84 12,95 13,79 3,82 4,03 4,25 4,80 4,98 1,02
0 11,25 10,05 11,24 11,70 11,88 3,78 3,95 4,14 4,66 4,80 1,34
0 10,56 9,88 11,20 12,03 13,66 390 4,13 4,37 4,98 517 1,58
0 1395 13,13 15,10 16,35 17,63 3,85 4,11 4,44 4,82 4,92 1,73
-1,68 7,68 6,33 5,95 3,09 2,69 3,82 3,69 3,46 2,81 2,58 0,69
+1,68 12,91 12,98 14,13 14,20 14,51 3,84 3,95 4,04 4,34 4,50 1,55
0 10,96 10,48 12,10 11,88 13,17 3,80 4,01 4,22 4,69 4,82 1,48
0 10,63 9,26 10,14 10,74 10,63 3,78 3,97 4,15 4,63 4,83 1,32

0. 1077 1015 1119 1194 1271 378 399 420 466 476 136
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4.2.1.1 - Acompanhamento da Atividade Enzimitica em Fun¢io do Tempo de

Fermentacio

Através das figuras 4.4 (a), para os ensaios de 1 a0 9, e 4.4 (b) para os ensaios 10 ao
17 pode ser observada a atividade enzimatica da lipase no decorrer da fermentagdo. Ao longo
da fermentagdo observa-se que a partir de 8 horas os ensaios apresentaram uma atividade
enzimatica praticamente constante. Os ensaios 4 (1,3% de 6leo de oliva, 0,8% de NH4NOs e
2,4% de AMM) e 13 (1% de oleo de oliva, 0,5% de NH,NO; e 1% de AMM) apresentaram
uma queda na atividade ao longo do tempo, acompanhado também de uma queda significativa
do pH. Os ensaios 5 (0,7% de 6leo de oliva, 0,2% de NH4NO; e 6,6% de AMM) e 12 (1% de
oleo de oliva, 1% de NH,NO; e 4,5% de AMM) apresentaram uma maior atividade enzimatica
com acréscimo do pH durante a fermentagao, verificando-se maior estabilidade da enzima a pH

acima de 3,8, ndo havendo queda brusca da atividade enzimatica ao longo do tempo.

20 . : R
18 ]
0 -
g_‘ 16 /< ) — Ensa{O ]
P 14 | —=— Ensaio 2
ﬁ .
g8 ~ 12 = —— Ensaio 3
EE 0 .| — Ensaiod
N2 8 —— Ensaio §
o 6 —=— Ensaio 6
S ——
2 i —+— Ensaio 7
'g 1 Ensaio 8
0 l ; l ; ‘ — .
0 10 20 30 40 50 60 Ensaio 9

Tempo (horas)

Figura 4.4 (a): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagdo para o segundo

planejamento experimental (Ensaios 1 ao 9).
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20
E 18 ¢
= o Ensaio 10
o 14 {  — Ensaio
o
g ~ 12 = J { —— Ensaio 11
g 10 —— Ensaio 12
§ 2 8 g =~ Ensaio 13
o B
3 g TN —— Ensaio 14
.'g 4 \\-ﬁ. = —=— Ensaio 15
= z —— Ensaio 16

0 10 20 30 40 50 60 Ensaio 17
Tempo (horas)

Figura 4.4 (b): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentago para o segundo

planejamento experimental (Ensaios 10 ao 17).

4.2.1.2 - Acompanhamento do pH ao Longo do Tempo de Fermentacio

O acompanhamento do pH pode ser verificado nas figuras 4.5 (a), para os ensaios 1 ao
9, e 4.5 (b) para os ensaios 10 ao 17. O pH apresentou um aumento no decorrer do tempo,
com exce¢do dos ensaios 4 (1,3% de oleo de oliva, 0,8% de NHsNO; e 2,4% de AMM) e 13
(1% de oleo de oliva, 0,5% de NH4NO: e 1% de AMM), que apresentaram uma tendéncia de
decréscimo de pH, podendo estar associada ao decréscimo da atividade enzimatica. Este
aumento de pH também foi observado por JACOBSEN et alii (1989 A).
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5,8

?

5,4

—— Ensaio 1

0 —=— Ensaio 2
461 —— Ensaio 3
m 42} —— Ensaio 4
= 3.8 — —— Ensaio 5
34| { == Ensdio6
301 —— Ensaio 7
55 Ensaio 8

0 10 20 30 40 50 60 — Ensaio9

Tempo (horas)

Figura 4.5 (a): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagdo para o segundo

planejamento experimental (Ensaios 1 ao 9).

5,8

5,4
5,0

4,6 —— Ensaio 10

42t —o— Ensaio 11

pH

—=— Ensaio 12
3.8 :
—— Ensaio 13

34} i —— Ensaio 14
3,0 1 —— Ensaio 15

Ensaio 16
2.6

0 10 20 30 40 50 60 Ensaio 17
Tempo (horas)

Figura 4.5 (b): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagio para o segundo

planejamento experimental (Ensaios 10 ao 17).
4.2.1.3 - Massa Seca

Pela tabela 4.5 pode ser observada a massa seca para os diferentes ensaios
experimentais, sendo esta analise feita em 56,25 horas de fermentagdo. No ensaio 5 (0,7% de

oleo de oliva, 0,2% de NH,;NO; e 6,6% de AMM) foi obtido uma massa seca de 1,62 g/100g
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de amostra e uma maior atividade enzimatica, enquanto que no ensaio 12 (1% de o6leo de oliva,
1% de NH4NO; e 4,5% de AMM) a massa seca foi de 1,73 g/100g de amostra e a atividade
enzimatica inferior ao ensaio 5. Portanto, a observagdo descrita anteriormente que a produgdo
da enzima ndo esta associada ao crescimento celular € mais uma vez confirmada através destes

ensaios experimentais.
4.2.1.4 - Produtividade

A produtividade pode ser definida como sendo a razdo da atividade enzimatica pelo
tempo de fermentagdo, tendo como unidade U.mL™"h". Através das figuras 4.6 (a) e 4.6 (b)
pode-se verificar que a produtividade é bem superior nas primeiras 8 horas de fermentag@o,
portanto a analise estatistica do planejamento experimental para um ajuste de um modelo
empirico foi realizada neste tempo de fermentagdo, pois ndo ha acréscimo significativo na

atividade enzimatica com o tempo para a grande maioria dos ensaios.

—=— Ensaio 1
—=— Ensaio 2
—— Ensaio 3
—— Ensaio 4
—— Ensaio 5
—=— Ensaio 6
—— Ensaio 7

Produtividade (U/mL.min)

Ensaio 8

60 —— Ensaio9

Tempo de fermentagao (horas)

Figura 4.6 (a): Produtividade ao longo da fermentagao para o segundo planejamento

experimental (Ensaios 1 ao 9).
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—— Ensaio 10
—=— Ensaio 11
—— Ensaio 12
~—+— Ensaio 13
—— Ensaio 14

Produtividade (U/mL.min)

—=— Ensaio 15
—+— Ensaio 16

60 Ensaio 17
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Figura 4.6 (b): Produtividade ao longo da fermentag@o para o segundo planejamento

experimental (Ensaios 10 ao 17).
4,2.1.5 - Analise dos Efeitos de cada Varidvel Sobre a Atividade Enzimatica da Lipase

Os efeitos principais das variaveis oleo de oliva, NHsNO; e agua de maceragdo de
milho podem ser observados pela tabela 4.6. Quando o ¢6leo de oliva passa de 0,7% (nivel -1)
para 1,3% (nivel +1) ndo resulta um efeito significativo até as 33 h e apos esse tempo de
fermentagdo apresenta um efeito negativo sobre a atividade enzimatica. O aumento da
concentragdo do NH4;NO; aumenta a atividade enzimatica até as 33 horas de fermentagdo,
sendo este efeito negativo ao final da fermentag@o. Para a agua de maceragdo de milho a
mudanca de 2,4% para 6,6% representa um efeito positivo na atividade enzimatica ao longo de
toda fermentagdo, sendo este efeito mais pronunciado ao final do processo. Portanto,
aumentando-se a concentragio da agua de maceragdo de milho aumenta-se também a atividade
enzimatica. Os efeitos principais das variaveis ao longo do tempo podem ser observados pela

figura 4.7.
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Tabela 4.6: Efeitos principais e de interagdes das variaveis do segundo planejamento

experimental em 8 horas de fermentagao.

_ Fatores ~ Efeito(UmL)  ErroPadrio

Média 11,180* 0,050*
% Oleo de oliva -0,223 0,118
% NH4NO; 0,894* 0,118*
%AMM 2.827* 0,118*
% oleo de oliva x % NHyNO; 0,592* 0,118*
% oleo de oliva x % AMM -0,076 0,118

 %NHNO;x%AMM  -058* 018

*valores estatisticamente significativos

t=8h

Efeitos principais (U/mL)

=1 |
N\ t=24h
31 [ t=33h
E= t=48h

5, . . B
Oleo de oliva NH4NO3 AMM t=56h

Figura 4.7: Efeitos principais das variaveis do segundo planejamento experimental.
4.2.1.6 - Verificagiio de um Modelo Empirico e Analise de Superficie de Resposta

A tabela 4.7 apresenta os valores do coeficientes de regressdo para um modelo de 2°
ordem que represente a atividade enzimatica em fungao das variaveis independentes estudadas
( concentragdo de oleo de oliva, nitrato de amdnio e agua de maceragdo de milho) para as 8

horas de fermentagao.
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Tabela 4.7: Coeficiente de regressido estimados com a atividade enzimatica de lipase em 8

horas para o segundo planejamento experimental.

Fatores Coeficiente de Regressio
Média 10,78070*
% oOleo de oliva (L) -0,06967
% oleo de oliva (Q) 0,27751
% NH4NO:; (L) 1,35965*
% NH,NO; (Q) 1,07224*
% AMM (L) 2,94378*
% AMM (Q) -0,31372
% oleo de oliva x % NH4NO; 0,59181*
% oleo de oliva x % AMM -0,07567
% NH4NO; x % AMM o -0,58792*

*valores estatisticamente significativos

Os coeficientes de regressdo ndo estatisticamente significativos foram desconsiderados

no modelo sendo incorporados ao erro puro.

A equagdo 4.1 relaciona a atividade enzimatica da lipase (AL) em fungdo das variaveis

codificadas:
AL =10,76 + 0,68*NH,;NO; + 0,54* NH4N032 + 1,47*AMM + 0,29*0.0* NH,NO;
- 0,29* NH,NO;*AMM 4.1

A validade do modelo foi verificada pela Analise de Varidncia (ANOVA) apresentada
na tabela 4.8.
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Tabela 4.8: Tabela ANOVA para o segundo planejamento experimental.

Fonte de Soma Graus de Média F calcutado F tabetado

variaciio quadritica liberdade quadritica
Regressao 41,047 5 8,209 36,5 3.2
Residuos 2,477 11 0,225
Falta de 2,421 9 0,269
ajuste
Erro puro 0,056 2 0,028
_Total 43,524 6 2720 : .

% variagdo explicada (R”): SQgr/SQr = 94,31
% maxima de variagdo explicavel: (SQr - SQgp)/SQr = 99,87
Coeficiente de correlagdo: R = 0,971

O coeficiente de correlagdo obtido foi igual a 0,97 e o valor do teste F calculado foi
comparado ao valor tabelado para a distribuigdo F a 95% de confianga com os respectivos
graus de liberdade (BARROS et alli.,1996). Verificou-se para a atividade enzimatica de lipase
que F (regressdo/residuos) = 36,5 € 11,4 vezes maior que 0 Foos;s;i1 = 3,2, indicando que o

modelo de 2* ordem obtido € estatisticamente significativo e preditivo.

A figura 4.8 mostra os valores observados (experimentais) em fungdo dos valores
preditos (modelo). Pode-se concluir que o modelo de 2° ordem prevé satisfatoriamente o

comportamento da resposta frente a variagdo das variaveis nas faixas estudadas.

15
P
14
s
13 v
.-/' =
8 12 s
: -
- e
-~

£ 10 o
o
= /

9

+ = o
7
7 8 9 10 11 12 13 14 15

Valores observados

Figura 4.8: Valores observados versus valores preditos para a atividade enzimatica de

lipase para o segundo planejamento experimental.
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A partir do modelo foi possivel entdo obter as superficies de respostas para analisar as
melhores condi¢des de meio de cultura que levem a maiores atividades enzimaticas. Pelas
figuras 4.9 (a) e 4.9 (b) verifica-se que, a baixos niveis de agua de macera¢do de milho, um
aumento da concentragdo de NH;NO; aumentou a atividade enzimatica de lipase, enquanto
que, a altos niveis de concentragdo de agua de maceragdo de milho, a variagdo do NH4,NO;
praticamente ndo afetou a resposta. A baixos niveis de NH;NO; um aumento da concentragio
de agua de maceragdo de milho aumentou significativamente a atividade enzimatica, e a altos

niveis de NH4;NO; esta variagdo também levou a um aumento da resposta.

Nas figuras 4.9 (c¢) € 4.9 (d) observa-se que a baixos niveis de NH;NO; um aumento na
concentragdo de 6leo de oliva diminuiu a atividade enzimatica, entretanto um efeito contrario
pode ser observado quando o NH4;NO; se encontra a altos niveis de concentragdo. A baixos
niveis de 6leo de oliva um aumento do NH4;NO; aumentou a atividade enziméatica enquanto
que, a altos niveis de 6leo de oliva, esta variagdo provocou um aumento mais significativo na

atividade enzimatica.

Através das figuras 4.9 (e) e 4.9 (f) pode-se observar que a concentragido de oleo de
oliva, na faixa estudada, ndo influenciou na atividade enzimatica de lipase nos diferentes niveis
de concentragdo da agua de maceragdo de milho. Entretanto, um aumento na concentrag@o da
agua de maceragdo de milho acarreta um aumento na atividade enzimatica independente da

concentragdo de oleo de oliva utilizado.
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Figura 4.9: Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade enzimatica de lipase

obtidas no segundo planejamento experimental. (a) e (b) AMM versus NHsNO; com oleo de

oliva a 1% (nivel 0); (c) e (d) éleo de oliva versus NHyNO3; com AMM a 4,5% (nivel 0); (e) e
(f) dleo de oliva versus AMM com NH4;NO; a 0,5% (nivel 0).
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4.2.2 - Terceiro Planejamento Fatorial: Estudo da Concentragio de Agua de Maceracio de
Milho, NH,NO; e Oleo de Oliva sobre a Atividade Enzimatica da Lipase (Niveis
Modificados)

No terceiro planejamento experimental foram estudadas as mesmas variaveis
independentes do segundo planejamento experimental, com a faixa de concentragdo do oleo de
oliva diminuida (0,2 a 1%) porque o efeito desta variavel nio foi significativo na faixa
anteriormente estudada (0,5 a 1,5%). A concentragio de NH,;NO; foi mantida igual a anterior e a
da agua de maceragio de milho ampliada pois a atividade enzimitica apresentou melhores
resultados em maiores concentragdes deste componente. Os valores reais usados nos ensaios do
planejamento experimental estdo apresentados na tabela 4.9, enquanto que a tabela 4.10 apresenta

o planejamento experimental e suas respostas.

Tabela 4.9: Tabela de niveis para as variaveis do terceiro planejamento experimental.

Fatores Niveis

_ o688 -1 0 1 +1,68

% Oleo de 0,2 0,36 0,6 0,84 1,0
oliva

% NH,NO; 0 0,2 0,5 0,8 1,0

% Agua de 5,0 7,02 10,0 12,98 15,0

maceracio de
. milho

53



125

NH,NO; AMM’ Ativ. Ativ, Ativ. Ativ. Ativ,

Ensaios Oleo pH pH pH pH pH Massa

(!e (UmL) (UmL) (UmL) (UmL) (U /mL) T=8h T=24,33h T=32h T=4858h T=54h Seca
M T-8h T=2433h T-32h T~4858h T-s4n  (@wop

1 -1 -1 -1 1073 1277 12,70 1296 1426 396 406 4,14 4,34 446 071

2 +1 -1 -1 12,63 13,85 13,04 12,75 13,90 3,96 4,09 4,20 451 4,68 1,18

3 -1 +1 -1 12,60 13,57 13,85 14,39 14,61 3,94 403 410 425 4,33 0,74

4 +1 +1 -1 14,41 15,23 15,22 14,82 15,65 3,92 404 4,15 4,43 4,56 1,35

5 -1 -1 +1 1447 1444 1555 1610 1730 394 308 4,02 4,07 410 0,56

6 +1 -1 +1 14,26 14,06 15,09 15,65 15,35 3,93 4,00 4,05 4,14 419 0,95

7 -1 +1 +1 15,68 17,19 17,79 18,40 20,05 3,92 3,99 4,04 4,10 4,14 0,89

8 +1 +1 +1 1523 1624 1694 1630 16,67 3091 3,96 4,00 4,04 407 0,77

9 -1,68 0 0 13,25 14,10 15,17 16,00 16,64 3,93 4,00 4,05 412 4,16 0,58

10 +1,68 0 0 12,93 13,32 14,30 14,67 14,74 3,93 3,96 4,00 4,06 4,09 0,92

11 0 -1,68 0 12,60 13,84 13,95 13,73 15,39 3,96 4,06 4,15 4,37 4,48 1,35

12 0 +1,68 0 14,32 14,47 14,54 14,49 15,64 3,92 3,97 4,01 4,08 4,11 0,80

13 0 0 -1,68 1338 1328 1323 1502 1541 396 414 432 4,73 488 1,13

14 0 0 +1,68 16,33 17,15 17,71 18,36 18,75 3,93 3,99 4,03 4.10 4,14 0,87

15(C) 0 0 0 13,06 14,50 15,29 15,10 15,89 3,93 401 4,06 4,17 4,22 1,36

16(C) 0 0 0 12,89 13,33 14,15 14,31 14,73 3,92 3,99 4,03 4,10 4,14 0,71

17C) 0 0 0 1258 1360 1439 1491 1605 392 401 406 416 422 093

* AMM - Agua de ma&ragﬁo de milho
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4.2.2.1 - Acompanhamento da Atividade Enzimatica em Fungéio do Tempo de Fermentaciio

Através das figuras 4.10 (a), para os ensaios de 1 a0 9, € 4.10 (b) para os ensaios 10 ao 17
pode ser verificada a atividade enzimatica da lipase no decorrer da fermentagdo. Ao longo da
fermentagdo observa-se que ao atingir um tempo de 8 horas os ensaios tiveram um aumento
significativo na atividade enzimatica, permanecendo a seguir praticamente constante. Os ensaios 7
(0,36% de 6leo de oliva, 0,8% de NH;NO; e 12,98% de agua de maceragao de milho) e 14 (0,6%
de 6leo de oliva, 0,5% de NH4NOs e 15% de agua de maceragdo de milho) apresentaram valores

de maior atividade enzimatica.
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Figura 4.10 (a): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagao para o terceiro

planejamento experimental (Ensaios 1 ao 9).
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Figura 4.10 (b): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagdo para o terceiro

planejamento experimental (Ensaios 10 ao 17).

4.2.2.2. - Acompanhamento do pH ao Longo do Tempo de Fermentac¢io

O acompanhamento do pH pode ser observado nas figuras 4.11 (a), para os ensaios 1 a0 9,
e 4.11 (b) para os ensaios 10 a0 17. O pH de todos os ensaios apresentou um aumento no

decorrer do tempo.

56



Analise dos Resultados dos Planejamentos F.xperimentais

4.8

—— Ensaio |
—o=— Ensaio 2
—+— Ensaio 3
~—+— Ensaio 4
—— Ensaio 5

—=— Ensaio 6

—— Ensaio 7

Ensaio 8
0 10 20 30 40 50 60 —— Ensaio9
Tempo (horas)

3.8

Figura 4.11 (a): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagdo para o terceiro planejamento

experimental (Ensaios 1 ao 9).
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Figura 4.11 (b): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagéo para o terceiro planejamento

experimental (Ensaios 10 ao 17).

57



Andlise dos Resultados dos Planejamentos Experimentais

4.2.2.3 - Massa Seca

A determinagio da massa seca foi feita em 54 horas de fermentacdo e os valores podem ser
observados na tabela 4.10. Os resultados da massa seca para os ensaios deste planejamento
experimental seguiram o mesmo comportamento que os anteriores, ou seja, a atividade enzimatica
de lipase alcangada na fermentagdo nfo foi associada ao crescimento celular, como pode ser
verificado através dos ensaios 4 (0,84% de 6leo de oliva, 0,8% de NH4;NO; e 7,02% de agua de
maceracdo de milho), 11 (0,6% de o6leo de oliva, 0% de NH,;NO; e 10% de agua de maceragio de
milho) e 15 (0,6% de 6leo de oliva, 0,5% de NH,NO; e 10% de agua de maceragio de mitho), que
apresentaram uma massa seca de aproximadamente 1,35 g/100g de amostra, enquanto que os
ensaios 7 (0,36% de o6leo de oliva, 0,8% de NH,NO; e 12,98% de agua de maceragio de milho) e
14 (0,6% de oleo de oliva, 0,5% de NH4NO; e 15% de agua de maceragio de milho) alcangaram
uma massa seca de 0,88 g/100 g de amostra e atingiram uma maior atividade enzimatica de lipase

que os ensaios anteriormente citados.

4.2.2.4 - Produtividade

A produtividade pode ser acompanhada pelas figuras 4.12 (a), para os ensaios 1 a0 9, e
4.12 (b) para os ensaios 10 ao 17. Como anteriormente verificado, a produtividade cai
drasticamente com o tempo, j& que o ganho em atividade é muito pequeno apds as 8 horas de

fermentag@o.
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Figura 4.12 (a): Produtividade ao longo da fermentagao para o terceiro planejamento

experimental (Ensaios 1 a0 9).
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Figura 4.12 (b): Produtividade ao longo da fermentagao para o terceiro planejamento

experimental (Ensaios 10 ao 17).
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Como a produtividade da enzima nas primeiras 8 horas de fermentacdo foi bem superior as
demais, a analise estatistica do planejamento experimental para um ajuste de modelo empirico foi

realizada neste tempo.
4.2.2.5 - Anilise dos Efeitos de cada Varidvel Sobre a Atividade Enzimatica da Lipase

Os efeitos principais e de interagdes das variaveis: concentra¢io de 6leo de oliva, NH;NO;
e agua de maceragdo de milho podem ser verificados pela tabela 4.11, e também podem ser
observados através da figura 4.13. Quando a concentragio de 6leo de oliva passa de 0,36% (nivel
-1) para 0,84% (nivel +1) ndo se observou um efeito estatisticamente significativo sobre a
atividade enzimatica ao longo da fermentagio. O aumento da concentragio do NHyNO;
apresentou um efeito positivo aumentando a atividade enzimatica durante a fermentagdo. Para a
agua de maceragdo de milho, a mudanga de 7,02% (nivel -1) para 12,98% (nivel +1) representa
um efeito positivo na atividade enzimatica ao longo de toda fermentagdo, maior do que a agua de

maceragdo e o 6leo de oliva.

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

em 8 horas de fermentagdo.

Fatores Efeito (U/mL) ~_Erro Padrio

Média 13,504* 0,734*

% Oleo de oliva 0,762* 0,172*

% NH4NO; 1,457* 0,172*
%AMM 2,317* 0,172*

% oleo de oliva x % NH4NO; -0,825 0,172
% Oleo de oliva x YeAMM -1,092* 0,172*
% NH,NO; x %AMM -0,367 0,172

*valores estatisticamente significativos
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Figura 4.13: Efeitos principais das variaveis do terceiro planejamento experimental.
4.2.2.6 - Verificaciio de um Modelo Empirico e Analise de Superficie de Resposta

A tabela 4.12 apresenta os valores dos coeficientes de regressdo para um modelo de z'
ordem que represente a atividade enzimatica em fungdo das variaveis independentes estudadas
(concentragdo de 6leo de oliva, nitrato de amdnio e agua de maceragéo de milho) para as 8 horas

de fermentagao.

Tabela 4.12: Coeficientes de regressdo estimados com a atividade enzimatica de lipase as 8 horas

para o terceiro planejamento experimental.

__ Fatores . Coeficiente de Regressio
Média 12,85251*
% oleo de oliva (L) 0,36864
% oleo de oliva (Q) 0,12371
% NHNO; (L) 1,27840*
% NH4NO; (Q) 0,38503
% AMM (L) 2,08574%*
% AMM (Q) 1,37747*
% oleo de oliva x % NH4NO; -0,08080
% oOleo de oliva x % AMM -1,09183*
% NHiNO; x % AMM 036671

*valores estatisticamente significativos
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Os coeficientes de regressdo ndo estatisticamente significativos foram desconsiderados no

modelo sendo incorporados ao erro puro.

A equagdo 4.2 relaciona a atividade enzimatica da lipase (AL) em fungdo das variaveis

codificadas:
AL = 13,10+ 0,64*NH,NO; + 1,04*AMM + 0,63"‘Al\/11\'l2 -0,54*0.0* AMM 4.2)

A validade do modelo foi verificada pela Analise de Varidancia (ANOVA) apresentada na
tabela 4.13.

Tabela 4.13: Tabela ANOVA para o terceiro planejamento experimental.

Fonte de Soma Graus de Média F calculado F tabetado
varia¢fio quadratica liberdade quadratica
Regressdo 27,966 4 6,992 33,61 3,26
Residuos 2,496 12 0,208
Falta de 2,377 10 0,238
ajuste
Erro puro 0,119 2 0,060
Total 30,462 16 1,904

% varia¢do explicada (R?): SQr/SQr = 91,81
% maxima de variagdo explicavel: (SQr - SQgp)/SQr = 99,61
Coeficiente de correlagdo: R = 0,958

O valor do teste F calculado foi comparado ao valor tabelado para a distribuigdo F a 95%
de confianga com os respectivos graus de liberdade. Verificou-se para a atividade enzimatica de
lipase que F (regressdo/residuos) = 33,61 foi 10,31 vezes maior que o Foos;s.11 = 3,26, indicando
que o modelo de 2° ordem € estatisticamente significativo e preditivo, sendo o coeficiente de
correlagio obtido de 0,958. Através do erro puro verifica-se que as analises experimentais

apresentaram uma boa reprodutibilidade.
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A figura 4.14 mostra os valores observados (experimentais) em fungdo dos valores
preditos (modelo). Pode-se concluir que o modelo de 2% ordem pode prever razoavelmente o

comportamento da resposta frente a variagdo das variaveis na faixa estudada estudada.
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Figura 4.14: Valores observados versus valores preditos para a atividade enzimatica de lipase

para o terceiro planejamento experimental.
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A partir do modelo foi possivel obter as superficies de resposta para analise das melhores
condi¢des do meio de cultura que levam a maiores atividades enzimaticas. Pelas figuras 4.15 (a) e
4.15 (b) pode-se verificar que, em diferentes concentragdes da agua de maceragdo de milho, um
aumento na concentragdo de NH4NO; levou a um pequeno incremento na atividade enzimatica de
lipase. No entanto, o aumento da'égua de macera¢do de milho aumenta a atividade enzimatica

significativamente.

Nas figuras 4.15 (c) e 4.15 (d) observa-se que a variagdo na concentragio do oleo de oliva
ndo influenciou a resposta nos diferentes niveis de concentragdes de NH,NO; estudados. No
entanto, um aumento na concentragdo de NH4;NO;, nos diferentes niveis de 6leo de oliva, levou a

um aumento significativo da atividade enzimatica.

Através das figuras 4.15 (e) e 4.15 (f), a baixas concentragdes de o6leo de oliva um
aumento na concentra¢do da agua de maceragio de mitho aumentou significativamente a atividade
enzimatica, enquanto que, a altas concentragdes de Oleo, esse efeito praticamente ndo influenciou
na resposta. A baixos niveis de agua de maceragdo de milho um aumento na concentragio de dleo
de oliva levou a um pequeno aumento da atividade enzimatica, porém quando a agua de
macera¢do de milho se encontrava em altas concentragdes o aumento da concentragdo do 6leo de

oliva provocou uma diminuigio da atividade enzimatica.
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Figura 4.15: Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade enzimatica de
lipase obtidas no 3" planejamento experimental. (a) e (b) AMM versus NHsNO; com oleo de
oliva a 0,6% (nivel 0); (c) e (d) 6leo de oliva versus NHs;NO; com AMM a 10% (nivel 0);
(e) e (f) oleo de oliva versus AMM com NH4NO; a 0,5% (nivel 0).
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4.3 - Estudo do Meio de Cultura Utilizando o Oleo de Soja como Indutor na Producio de

Lipase

4.3.1 - Quarto Planejamento Fatorial: Estudo da Concentracio de Agua de Maceracio de

Milho, NH,NO; e Oleo de Soja sobre a Atividade Enzimatica da Lipase

Neste planejamento experimental foram estudadas as seguintes variaveis independentes:
concentragdo de agua de maceragdo de milho, concentragdo de NH,NOj; e concentragdio de oleo
de soja, nas faixas de concentragBes apresentadas na tabela 4.14 tendo-se como base os resultados
do primeiro planejamento experimental. O planejamento experimental esta apresentado na tabela
4.15, onde as respostas foram a atividade enzimatica da lipase ¢ o pH ao longo do tempo e a

massa seca final.

Os valores reais usados nos ensaios do planejamento experimental estdo apresentados na

tabela 4.14.

Tabela 4.14: Tabela de niveis para as variaveis do quarto planejamento experimental.

Fatores Niveis
) -1,68 -1 0 H +1,68
% Oleo de soja 0,5 0,7 1,0 1,3 1,5
% NH4NO; 0 0,2 0,5 0,8 1,0
% Agua de 1 2,4 45 6,6 8
maceracio de
milho
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Tabela 4.15: Quarto planejamento experimental codificado.

Ensaios Oleo NHNO; AMM Ativ.

L9

14
15(C)
16(C)

Q)

* AMM - Agua de maceragdo de milho

de soja

-1

+1
-1
+1
-1
+1
-1
+1

-1,68

+1,68
0

0
0
0
0
0
0

0

0
-1,68
+1,68

0

0
0
0
0

Ativ.
(U/mL) (U/mL)

Ativ.

Ativ.

Ativ,

pH

T=75h T=24h T=31,5h T=48h T=54,17h

. .T=7,5h T=24h T=31,5h T=48h T=5417h

0
-1,68
+1,68

0

0

9,12
8,45
10,91
10,71
11,78
11,24
11,94
11,82
10,34
10,28
9,53
11,30
7,62
12,87
11,75
11,72

1031

8,12
8,35
10,18
10,67
11,90
11,70
12,07
11,32
10,18
10,42
10,33
10,73
5,36
14,47
10,90
10,48

937 .

(UmL) (UmL) (U/mL)
7,95 8,48 8,40
8,34 8,02 7,34
9,96 7,82 10,11
9,90 9,91 9,00
11,20 10,32 10,91
1147 11,11 9,89
11,84 11,41 10,19
11,70 11,53 10,04
9,55 1324 12,71
9,92 10,04 8,01
9,07 10,01 8,38
10,88 11,35 9,66
3,56 2,93 1,67
14,04 13,47 12,33
11,02 10,84 9,92
1026 10,83 9,50

519 1032 0 892

3,92

3,85
3,88
3,82
3,85
3,83
3,80
3,79
3,85
3,77
3,86
3,79
3,74
3,87
3,82
3,81

(381

4,16

4,04
4,09
4,00
3,98
3,87
3,88
3,84
4,04
3,92
3,95
3,88
3,40
3,96
3,96
3,97

39T

4,23

411
4,23
4,14
4,10
3,92
3,94
3,90
4,20
4,06
4,05
4,02
3,21
4,04
4,10
4,11

A0

pH

4,57

434
4,40
427
4,44
4,07
4,10
4,04
4,62
439
431
4,36
2,74
428
4,44
4,44

443

pH

4,64

4.41
4,40
425
4,48
4,14
4,17
4,10
4718
4,47
4,40
4,44
2,59
439
4,54
4,55

456

Massa
Seca

(g/100g)
0,58
0,72
0,76
0,97
0,95
0,72
0,70
0,81
0,78
1,08
0,73
1,05
0,71
1,08
1,09
0,99

0,94
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Andlise dos Resultados dos Planejamentos Experimentais

4.3.1.1 - Acompanhamento da Atividade Enzimética em Funcido do Tempo de Fermentacao

O acompanhamento da atividade enzimatica da lipase pode ser observado através das
figuras 4.16 (a), para os ensaios de 1 ao 9, e 4.16 (b) para os ensaios 10 ao 17. Durante estes
ensaios observou-se um comportamento semelhante aos ensaios dos planejamentos experimentais
para o 6leo de oliva, ou seja, ao atingirem 8 horas de fermentagdo os ensaios tiveram um aumento
significativo na atividade enzimatica, permanecendo este perfil praticamente constante ou com um
pequeno aumento até o final da fermentagdo, com excegdo do ensaio 13 (1% de dleo de soja,
0.5% de NH4NO:; e 1% de agua de maceragdo de milho), que apresentou uma queda na atividade
apos as 7,5 horas de fermentagdo. Tudo indica que a queda da atividade enzimatica neste ensaio
esta associada com a queda do pH, fendmeno ja observado anteriormente nos outros
planejamentos. O ensaio 14 (1% de 6leo de soja, 0,5% de NHy;NO; e 8% de agua de maceragio de

milho) apresentou uma maior atividade enzimatica ao longo do tempo.

16
14
2
a 12 | e —— -
% e —— Ensaio 1
-g 10 1 N —— Ensaio 2
[
5 E 8t —s— Ensaio 3
g é 61 —+— Ensaio 4
Py —— Ensaio 5
]
7‘3 41 —=— Ensaio 6
2 2| —— Ensaio 7
0 Ensaio 8
0 10 20 30 40 50 —— Ensaio 9

Tempo (horas)

Figura 4.16 (a): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagéo para o quarto

planejamento experimental (Ensaios 1 ao 9).
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16
14
12}
10

—— Ensaio 10
—=— Ensaio 11
—— Ensaio 12
—=— Ensaio 13
—— Ensaio 14
—=— Ensaio 15

Atividade enzimatica de lipase
(U/mL)

—— Ensaio 16
0 10 20 30 40 50 Ensaio 17

Tempo (horas)

o N B2 O o0

Figura 4.16 (b): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagao para o quarto

planejamento experimental (Ensaios 10 ao 17).

4.3.1.2 - Acompanhamento do pH ao Longo do Tempo de Fermentacio

O pH apresentou uma tendéncia de aumento no decorrer do tempo de fermentagao com
exce¢do do ensaio 13 (1% de oleo de soja, 0,5% de NH4NO; e 1% de agua de maceragdo de
milho), que apresentou uma diminui¢do do pH associada ao decréscimo da atividade enzimatica.
Este acompanhamento do pH pode ser observado pelas figuras 4.17 (a) e 4.17 (b) para os ensaios

1 a0 9 e 10 ao 17, respectivamente.

69



Andilise dos Resultados dos Planejamentos Experimentais

4.8
4.4
—o— Ensaio 1
Ho | —=— Ensaio 2
T 3,6 S EnsafoB
—+— Ensaio 4
3,2 —— Ensaio 5
—=— Ensaio 6
2.8t —e— Ensaio 7
Ensaio 8
2.4

"0 10 20 30 40 50 60 —— Ensaio9

Tempo (horas)

Figura 4.17 (a): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagao para o quarto planejamento

experimental (Ensaios 1 a0 9).
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Figura 4.17 (b): Acompanhamento do pH ao longo da fermentagdo para o quarto planejamento

experimental (Ensaios 10 ao 17).
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4.3.1.3 - Massa Seca

A massa seca foi determinada em 54,17 horas de fermentagdo. O resultado esta
apresentado na tabela 4.15, onde pode ser observado que os ensaios 10 (1,5% de oleo de soja,
0,5% de NH4NO; e 4,5% de agua de maceragdo de milho), 12 (1% de oleo de soja, 1% de
NH;NO; e 4,5% de agua de maceragdo de milho), 14 (1% de oleo de soja, 0,5% de NH4NOs €
8% de agua de maceragdo de milho) e 15 (1% de 6leo de soja, 0,5% de NH4NOs € 4,5% de agua
de maceragdo de milho) apresentaram massa seca similar, no entanto a atividade enzimatica do
ensaio 14 foi superior aos demais. Este resultado vem confirmar os resultados obtidos para o 6leo
de oliva, onde ndio se observou correlagdo entre o crescimento celular e a atividade enzimatica de

lipase.

4.3.1.4 - Produtividade

A produtividade apresentada nas figuras 4.18 (a), para os ensaios 1 a0 9, e 4.18 (b), para
os ensaios 10 ao 17, tem o mesmo comportamento do Oleo de oliva, indicando que apos 8 horas

de fermentagdo o aumento da atividade enzimatica € muito pequeno.

Pode-se observar que a produtividade foi maior nas primeiras 8 horas de fermentago,
consequentemente a analise estatistica do planejamento experimental para um ajuste de modelo

empirico foi realizada neste tempo de fermentagdo.
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1.8

—e— Ensaio |
—o— Ensaio 2
—— Ensaio 3
—+— Ensaio 4

—— Ensaio 5

Produtividade (U/mL.h)

—=— Ensaio 6
—— Ensaio 7

Ensaio 8
10 20 30 40 50 —— Ensaio 9

Tempo de fermentagdo (horas)

0,0

Figura 4.18 (a): Produtividade ao longo da fermentag&o para o quarto planejamento

experimental (Ensaios 1 ao 9).
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Figura 4.18 (b): Produtividade ao longo da fermentagao para o quarto planejamento

experimental (Ensaios 10 ao 17).
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4.3.1.5 - Anilise dos Efeitos de cada Varidvel Sobre a Atividade Enzimatica da Lipase

Os efeitos principais e de interagdes das variaveis concentragdo de oleo de soja, NH{NO; e
agua de maceragéo de milho podem ser observados pela tabela 4.16. Quando a concentragdo do
oleo de soja passou de 0,7% para 1,3% ndo produziu um efeito significativo sobre a atividade
enzimatica no decorrer da fermentagdo. O aumento da concentragio do NH,NO; apresentou um
efeito significativo aumentando a atividade enzimatica. No entanto, a 4gua de macera¢do de milho
¢ a variavel com maior efeito sobre a atividade enzimatica da lipase ao longo de toda fermentagéo,
aumentando a resposta desejada. Os efeitos principais ao longo do tempo das variaveis estudadas

podem ser verificados através da figura 4.19.

Tabela 4.16: Efeitos principais e de interagdes das variaveis do quarto planejamento experimental

em 7.5 horas de fermentagéo.

. Fatores ~~ Efeito(UmL) ~  FErroPadrio

Meédia 10,887* 0,209*

% Oleo de soja -0,384 0,491

% NH,NO; 1,199 0,491

%AMM 1,898* 0,491*

% odleo de soja x % NH4NO; 0,221 0,491

% oleo de soja x Yo AMM 0,050 0,491
% NH,NO; x %AMM -0,826 0491

*valores estatisticamente significativos
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3,0
2,5 J
3 20¢ /§ _-
2 15! /Z§ N
5 1,0} %
& 0357 | B4 =751
g 0o - N ¢=24h
M 05 [ t=315h
_ . E= t=48h
-I’OOIeodesoja NH4NO3 AMM B t=54,17h

Figura 4.19: Efeitos principais das variaveis do quarto planejamento experimental.

4.3.1.6 - Verificacio de um Modelo Empirico e Anilise de Superficie de Resposta

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental € possivel estabelecer um

modelo de 1* ordem que descreva a tendéncia do processo.

A tabela 4.17 apresenta os valores dos coeficientes de regressdo para um modelo de
ordem que represente a atividade enzimatica em fungdo das variaveis independentes estudadas
(concentragio de 6leo de soja, nitrato de amdnio e agua de maceragdo de milho) para as 7,5 horas

de fermentacao.
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Tabela 4.17: Coeficientes de regressdo estimados com a atividade enzimatica de lipase em 7,5

horas para o quarto planejamento experimental.

_ Fatores  Coeficiente de Regressio

Média 11,22697*

% Oleo de soja (L) -0,24003

% oleo de soja (Q) -0,45701

% NH4NOs (L) 1,13892*

% NH,NO; (Q) -0,38261

% AMM (L) 2,40540*

% AMM (Q) -0,50307

% oleo de soja x %o NH;NO; 0,22120

% Oleo de soja x %o AMM 0,05045
% NH4NO; x % AMM -0,82659

*valores estatisticamente significativos

Os valores dos coeficientes de regressio estatisticamente nio significativos foram
desconsiderados no modelo e consequentemente foram adicionados aos residuos referentes a falta

de ajuste.

A equagdo 4.3 relaciona a atividade enzimatica da lipase (AL) em fun¢do das variaveis

codificadas:
AL =10,69 + 1,14*NH,;NO; + 2, 40*AMM 4.3)

A validade do modelo foi verificada pela Analise de Varidncia (ANOVA) apresentada na
tabela 4.18. Verifica-se que nenhum termo quadratico e de interagdo entre as variaveis é

estatisticamente significativo.
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Tabela 4.18: Tabela ANOVA para o quarto planejamento experimental.

Fonte de Soma Graus de Média F caicutado  F tabelado
variagho  quadritica  liberdade  quadratiea
Regressao 24,148 2 12,074 27,13 3,74
Residuos 6,225 14 0,445

Total 30373 16 188

% variagdo explicada (R*): SQr/SQr = 79,50
Coeficiente de correlagdo: R = 0,892

0O valor do teste F calculado foi comparado ao valor tabelado para a distribuigdo a 95% de
confianga e verificou-se para a atividade enzimatica de lipase que F (regressao/residuos) = 27,13
foi 7,25 vezes maior que o Foossii = 3,74, indicando que o modelo de 1* ordem obtido €
estatisticamente significativo e preditivo para obtengdo das superficies de resposta. O valor do

coeficiente de regressdo foi igual a 0,892, bastante satisfatorio para este tipo de experimentos.

A figura 4.20 mostra os valores observados (experimentais) em fungdo dos valores
preditos (modelo). Observa-se uma boa concordancia entre as respostas, podendo-se prever o

comportamento da resposta frente a variagdo das variaveis estudadas.

14

13

Valores preditos

T 8 9 10 11 12 13 14

Valores observados

Figura 4.20: Valores observados versus valores preditos para a atividade enzimatica de lipase

para o quarto planejamento experimental.

76



Andilise dos Resultados dos Planejamentos Experimentais

Com o modelo foi possivel obter as superficies de resposta para analise das melhores
condigdes do meio de cultura que levam a maiores atividades enzimaticas. Pelas figuras 4.21(a) e
4.21 (b) pode-se concluir que um aumento da concentragdo de NH,NO; aumentou a atividade
enzimatica de lipase independente dos niveis de concentragdo da agua de maceragao de milho. A
baixos niveis de NH,;NOs, um aumento da concentragdo de agua de maceragao de milho aumentou

significativamente a atividade enzimatica. A atividade enzimatica maxima € obtida para altas

concentragdes de agua de maceragao de milho e NH4NOs.

Z 18
£
7 1
g a
Bl 3252 28 4
Bl 38,794 '?j % 10
Bl 9335 v 9
Hl 93876 & 2
£ 10,417 B S
[ 10,959 ? 3
23 11,500 3 SF S
Bl 12,041 3 ¥
Bl 12,583 e
13,124
Bl above

Figura 4 21 (a): Superficie de resposta para a atividade enzimatica de lipase em fungdo da

concentra¢do da agua de maceragdo de milho e NH4NOs (6leo de soja a 1%) para

o quarto planejamento experimental.
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B 12,041 :
12,583
13,124 1 _
Bl above 0 0,2 0,5 0,8 1

% NH4NO3

Figura 4.21 (b): Curva de contorno para a atividade enzimatica de lipase em fungao da
concentragdo da agua de maceragdo de milho e NHs;NO; (6leo de soja a 1%) para

o quarto planejamento experimental.

A variagio da concentragio de Oleo de soja ndo apresentou nenhuma diferenga
significativa na atividade enzimatica da lipase, nem a interagdo entre esta variavel e as
concentracdes de NH;NO; e agua de maceragdo de milho, ndo entrando, portanto, no modelo
proposto, consequentemente a superficie gerada para esta variavel e a combinagdo entre as outras
mostraria uma reta sem variagdo na resposta. Isto indica que a concentragdo minima de 0,5% de
oleo de soja como indutor ¢ suficiente para obtengdo das maximas atividades enzimaticas obtidas

neste planejamento.
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4.3.2 - Quinto Planejamento Fatorial: Estudo da Concentragiio de Agua de Maceragio de
Milho, NH,NOs; e Oleo de Soja sobre a Atividade Enzimitica da Lipase (Niveis
Modificados)

Neste planejamento experimental foram estudadas as mesmas varidveis do quarto
planejamento. No entanto, as faixas de concentragdes da agua de maceragdo de milho e do
NH4NO; foram ampliadas, pois mostravam um aumento na atividade enzimatica de lipase com o
aumento das suas concentragdes, € a do 6leo de soja diminuida, ja que no planejamento anterior a
sua variagdo de 0,5 a 1,5% ndo apresentou nenhuma alteragio na resposta de atividade enzimatica.
Os valores reais utilizados neste planejamento estdo apresentados na tabela 4.19 e os valores

codificados e suas respectivas respostas apresentados na tabela 4.20.

Tabela 4.19: Tabela de niveis para as variaveis do quinto planejamento experimental.

Fatores Niveis
-1,68 -1 0 +1  +1,68
% Oleo de soja 0,2 0,36 0,6 0,84 1,0
% NH,NO; 0,5 0,9 1,5 2,1 2,5
% Agua de 5 7,02 10,0 12,98 15,0
maceragdo de
_ milho
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Tabela 4.20: Quinto planejamento experimental codificado

Ensaios Oleo NH,NO; AMM'  Ativ. Ativ. Ativ.

de soja (U/mL)  (U/mL)  (U/mL)

. . T=825h T=2408h T=32h

1 -1 -1 11,61 1241 13,79
2 +1 -1 1 1241 13,12 1446
3 -1 +1 1 1472 1491 15,60
4 +1 +1 142 1533 1577
5 -1 1 +1 1565 1792 19,09
6 +1 -1 +1 1559 1528 17,25
7 -1 +1 +1 1786 17,02 17,78
8 +1 +1 +1 1856 1820 18,18
9 1,68 0 0 1467 1646 18,22
10 +1,68 0 0 1400 1496 1642
11 0  -168 0 1343 1545 16,15
12 0 41,68 0 1746 17,30 17,52
13 0 0 -1,68 1246 1377 1564
14 0 0 +168 1807 1730 18,12
15C) 0 0 0 1409 1507 1586
16€C) 0 0 0 1417 1564 1672
170 0 0 0 1379 17,11 17,68

Ativ,
(U/mL)

Ativ,

(U/mL) T=825h T=24,08h T=32h T=4842h T=53,5h

pH

T=48,42h T=53,5h

13,38
13,70
15,60
15,65
19,86
16,86
17,07
18,16
17,60
16,81
17,97
17,62
16,13
17,85
16,90
17,63
17,95

14,20
14,88
15,98
15,68
20,48
16,45
16,94
18,00
17,66
16,14
18,70
17,47
16,00
17,75
16,68
17,41
17,73

3,87

3,85
3,86
3,85
3,86
3,86
3,85
3,84
3,85
3,85
3,86
3,84
3,85
3,85
3,84
3,84

3.8

pH

3,94

3,91
3,92
3,88
3,92
3,88
3,87
3,85
3,94
3,90
3,94
3,86
3,92
3,85
3,89
3,90
3,91

pH

3,99
3,97
3,94
3,91
3,97
3,91
3,88
3,86
3,98
3,92
3,99
3,87
4,00
3,86
3,93
3,94
3,94

pH

4,13

4,11
4,02
3,99
4,07
3,97
3,93
3,90
4,10
4,02
4,18
3,93
4,19
3,93
4,03
4,04
4,05

pH

4,17

4,15
4,05
4,02
4,09
3,99
3,94
3,92
4,12
4,04
4,22
3,95
4,23
3,95
4,04
4,05

* AMM - Agua de maceragdo de milho

4,07

Massa
Seca
(g/100¢g}
0,46
0,87
0,53
0,79
0,80
0,58
'
0,38 §
0,69 %
0,68 §-
0,64 |
o
0,82 §
0,52 §_
0,79 ;
S
0,75
=
0,60 %
0,61 &
0,72 §
3
txy
=
3
)
s
S
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4.3.2.1 - Acompanhamento da Atividade Enziméitica em Funcio do Tempo de Fermentaciio

O acompanhamento da atividade enzimatica de lipase pode ser observado através das
figuras 4.22 (a), para os ensaios de 1 ao 9, e 4.22 (b) para os ensaios 10 ao 17. Durante esta
fermentagdo observou-se que ao atingir 8 horas de fermentagao os ensaios tiveram um aumento
significativo na atividade enzimatica, permanecendo a seguir este perfil praticamente constante. O
ensaio 5 (0,36% de oleo de soja, 0,9% de NHsNO; e 12,98% de agua de maceragdo de milho)

apresentou uma maior atividade enzimatica ao longo das 53,5 horas de fermentag@o.

—— Ensaio |

—=— Ensaio 2
—— Ensaio 3
—=— Ensaio 4
—— Ensaio 5
—=— Ensaio 6

Atividade enzimatica de lipase

—— Ensaio 7
Ensaio 8

0 10 20 30 40 50 —— Ensaio 9

Tempo (horas)

Figura 4.22 (a): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentagdo para o quinto

planejamento experimental (Ensaios 1 a0 9).
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Figura 4.22 (b): Atividade enzimatica observada ao longo da fermentag@o para o quinto

planejamento experimental (Ensaios 10 ao 17).

4.3.2.2 - Acompanhamento do pH ao Longo do Tempo de Fermentacio

O pH apresentou uma tendéncia de aumento no decorrer do tempo de fermentagdo. O
acompanhamento do pH pode ser observado pelas figuras 4.23 (a) e 4.23 (b), para os ensaios 1 ao

9 e 10 ao 17, respectivamente.
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Figura 4.23 (a): Acompanhamento do pH ao longo da fermentag@o para o quinto planejamento

experimental (Ensaios 1 ao 9).
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Figura 4.23 (b): Acompanhamento do pH ao longo da fermentag@o para o quinto planejamento

experimental (Ensaios 10 ao 17).
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4.3.2.3 - Massa Seca

A massa seca foi determinada em 54,17 horas de fermentagio. O resultado estd
apresentado na tabela 4.20, onde pode ser observado que o ensaio 2 (0,84% de 6leo de soja, 0,9%
de NH4NO; e 7,02% de agua de maceragdo de milho) apresentou uma maior massa seca, porém
os ensaios 7 (0,36% de 6leo de soja, 2,1% de NH4,NO; e 12,98% de agua de maceragdo de milho)
e 14 (0,6% de oleo de soja, 1,5% de NH4NO; e 15% de agua de maceragio de milho), que
atingiram uma massa seca inferior, apresentaram uma maior atividade enzimatica, confirmando
assim os resultados obtidos anteriormente, onde a atividade enzimatica de lipase mais uma vez

mostra-se ndo estar associada ao crescimento celular.

4.3.2.4 - Produtividade

A produtividade pode ser acompanhada pelas figuras 4.24 (a), para os ensaios 1 ao 9, e
4.24 (b) para os ensaios 10 ao 17, verificando-se 0 mesmo comportamento dos planejamentos

anteriores.

Da mesma forma que anteriormente a produtividade foi bem maior nas primeiras 8 horas
de fermentag@o, a analise estatistica do planejamento experimental para um ajuste de modelo

empirico também foi realizada neste tempo de fermentagio.
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Figura 4.24 (a). Produtividade ao longo da fermentagdo para o quinto planejamento

experimental (Ensaios 1 a0 9).
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Figura 4.24 (b): Produtividade ao longo da fermentagao para o quinto planejamento

experimental (Ensaios 10 ao 17).
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4.3.2.5 - Anilise dos Efeitos de cada Variavel Sobre a Atividade Enzimatica da Lipase

Pela tabela 4.21 pode-se verificar os efeitos principais e de interacdes das variaveis
concentragdo de Oleo de soja, NH4;NO; e 4gua de maceragio de milho. A mudanga da
concentragdo de oleo de soja de 0,36% para 0,84% ndo mostrou efeito significativo sobre a
atividade enzimatica no decorrer da fermentagio. O aumento da concentragdo do NH4;NO; de
0,9% para 2,1% apresentou um efeito estatisticamente significativo nas primeiras 8 horas de
fermentagdo, sendo este comportamento diminuido ao longo do processo. Para a agua de
maceragdo de milho a variagdo de 7,02 para 12,98% apresentou efeitos significativos ao longo de
toda fermentagdo, aumentando a atividade enzimatica da lipase. Os efeitos principais ao longo do

tempo de fermentagdo podem ser observados através da figura 4.25.

Tabela 4.21: Efeitos principais e de intera¢des das variaveis do quinto planejamento experimental

em 8,25 horas de fermentagéo.

Fatores . Efeito(U/mL)  ErroPadrio

Média 14,546* 0,076*

% Oleo de soja -0,426 0,189

% NH,NO; 1,861* 0,189*
%AMM 2,759* 0,189*

% oleo de soja x % NH4;NO; -0,799 0,189
% oleo de soja x %eAMM -0,828* 0,189*
% NH,NO; x %AMM -0,845* 0,189*

*valores estatisticamente significativos
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Figura 4.25: Efeitos principais de cada varidvel do quinto planejamento experimental.

4.3.2.6 - Verificacio de um Modelo Empirico e Analise de Superficie de Resposta

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental foi possivel estabelecer um
modelo de 2* ordem que descreve a tendéncia do processo de fermentagdo para produgdo de

lipase.

A tabela 4.22 apresenta os valores dos coeficientes de regressdo para um modelo de 2°
ordem que represente a atividade enzimatica em fungao das variaveis independentes estudadas
(concentragio de oleo de soja, nitrato de amonio e agua de maceragao de milho) para as 8,25
horas de fermentagdo. Os termos relativos ao o6leo de soja ndo entraram no modelo, mostrando
que esta variagio na faixa de concentragéo estudada nao afeta a resposta de atividade enzimatica,

e que a agua de maceragdo de milho € a variavel mais importante na resposta desejada.
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Tabela 4.22: Coeficientes de regressio estimados com a atividade enzimatica de lipase em 8,25

horas para o quinto planejamento experimental.

Fatores Coeficientes de Regressiio

Média 14,01214*

% oleo de soja (L) -0,04728

% oleo de soja (Q) 0,25237

% NH4NOs (L) 2,54742%

% NH4NOs (Q) 1,03928*

% AMM (L) 3,46029*

% AMM (Q) 0,91302*

% oleo de soja x % NH4;NO; -0,01036
% oOleo de soja x % AMM -0,03936
% NH4NO; x % AMM -0,05594

*valores estatisticamente significativos

Os coeficientes de regressdo ndo estatisticamente significativos foram desconsiderados no

modelo, e adicionados a falta de ajuste na analise de varidncia.

A equagdo 4.4 relaciona a atividade enzimatica da lipase (AL) em fun¢do das variaveis

codificadas:
AL = 14,17 + 1,27*NH,NO; + 0,48*NH,NO5> + 1,73*AMM + 0,42* AMM? (4.4)

A validade do modelo foi verificada pela Analise de Varidncia (ANOVA) apresentada na
tabela 4.23.
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Tabela 4.23: Tabela ANOVA para o quinto planejamento experimental.

Fonte de Soma Graus de Média F caiculado F tabelado
~ variagdo quadratica _liberdade ~  quadratica

Regressdo 67,09 4 16,77 167,70 3,26
Residuos 1,170 12 0,10

Falta de 1,085 10

ajuste

Erro puro 0,080 2

Total ' i 68,256 . 16

% variagdo explicada (R?): SQgr/SQr = 98,29
% maxima de variagdo explicavel: (SQr - SQgp)/SQr = 99,88
Coeficiente de correlagio: R = 0,991

O valor do teste F calculado foi comparado ao valor tabelado para a distribui¢do a 95% de
confianga, verificando-se que, para a atividade enzimatica de lipase, F (regressdo/residuos) =
167,70 ¢ mais de 50 vezes maior que o Foos;s,11 = 3,26, indicando que o modelo foi altamente
significativo e preditivo. Os residuos e o erro puro foram muito baixos, indicando a boa
reprodutibilidade analitica e o coeficiente de correlagio 0,99 muito maior do que o usualmente

esperado para planejamentos onde a resposta envolvida é a atividade enzimatica.

A figura 4.26 mostra os valores observados (experimentais) em fungdo dos valores
previstos (modelo). Observa-se que o modelo de 2* ordem pode prever muito bem o

comportamento da atividade enzimatica de lipase frente a variagdo das variaveis estudadas.
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Figura 4.26: Valores observados versus valores preditos para a atividade enzimatica de lipase para

o quinto planejamento experimental.

Através do modelo foi possivel construir as superficies de respostas que estao apresentadas
nas figuras 4.27 (a) e 4.27 (b). Pode-se concluir que um aumento da concentragdo de NH4NO;
aumentou a atividade enzimatica de lipase independente dos niveis de concentragdo da agua de
maceragdo de milho. A baixos niveis de NHysNO; um aumento da agua de maceragdo de milho
aumentou a atividade enzimatica e para altos niveis de NH4sNO; essa variagdo provocou um
aumento na resposta mais significativo. A analise de superficie de resposta indicou que o aumento
de NH,NO; e 4gua de maceragio de milho devem aumentar ainda mais a produgdo da enzima

lipase.
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Figura 4.27 (a): Superficie de resposta para a atividade enzimatica de lipase em fungdo da

concentragdo da agua de maceragdo de milho e NHsNO; (6leo de soja a 0,6%)

para o quinto planejamento experimental.
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Figura 4.27 (b): Curva de contorno para a atividade enzimatica de lipase em fungdo da

concentracdo da agua de maceragao de milho e NHsNO; (6leo de soja a 0,6%)

para o quinto planejamento experimental.
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Da mesma forma que o planejamento experimental anterior, a variagio de oleo de soja ndo
apresentou nenhuma diferenga significativa na atividade enzimatica da lipase, nem a interagdo
entre esta variavel e as concentragdes de NH,NO; e dgua de maceragéo de milho, ndo entrando
portanto no modelo proposto, consequentemente a superficie gerada para esta variavel e a
combinagdo entre as outras mostraria uma reta sem variagdo na resposta. Isto indica que a
concentragio minima de 0,2% de oleo de soja como indutor € suficiente para obtengdo das

maximas atividades enzimaticas obtidas neste planejamento.

As maiores atividades enzimaticas alcangadas nos ensaios deste planejamento experimental
foram de aproximadamente 18 U/mL, sendo trés vezes superior a atividade enzimatica alcangada

por MACEDO (1995).

4.4 - Discussio e Comparacio dos Resultados Obtidos para os Planejamentos

Experimentais Realizados

4.4.1 - Comparacio entre o Segundo Planejamento Experimental e o Quarto Planejamento

Experimental

Através de uma comparagio entre o segundo planejamento experimental e o quarto
planejamento experimental, que utilizaram as faixas de concentragdes para o 6leo de oliva e o 6leo
de soja (0,5 a 1,5%), a agua de maceragdo de miltho (1 a 8%) e o NH4NO; (0 a 1%), pode-se
observar pelas tabelas 4.5 e 4.15 que as atividades enzimaticas alcangadas ao longo das
fermentagGes para os ensaios correspondentes apresentaram valores semelhantes, com excegdo
dos ensaios 5 (0,7% de oleo de oliva, 0,2% de NH,;NO; e 6,6% de agua de maceragdo de milho) e
12 (1% de oleo de oliva, 1% de NH4;NO; e 4,5% de agua de maceragdo de milho). Nestes dois
experimentos obteve-se uma atividade enzimatica superior aos respectivos ensaios com Oleo de

soja.

Analisando-se os efeitos principais das variaveis pelas figuras 4.6 para o segundo
planejamento experimental e 4.18 para o quarto planejamento experimental, pode-se constatar que
para ambos os planejamentos os comportamentos frente as variagdes nas concentragdes das

variaveis foram semelhantes. A varia¢do na concentragdo de 6leo de oliva e dleo de soja, na faixa
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estudada, ndo apresentou influéncia significativa na resposta. Um aumento na concentracio de
nitrato de amonio e dgua de maceragdo de milho levou a um aumento na atividade enzimatica de

lipase.

Os modelos empiricos propostos para o calculo da atividade enzimatica de lipase
utilizando dleo de oliva e 6leo de soja, apresentados nos itens 4.2.1.6 e 4.3.1.6, mostraram-se
capazes de prever muito bem a resposta desejada. Para os dois planejamentos a tabela ANOVA
mostrou resultados de coeficiente de correlagdo e teste F acima dos resultados encontrados na

literatura.

Analisando-se os resultados obtidos pode-se observar que a variagdo na concentragio do
Oleo de oliva e no o6leo de soja ndo infuenciaram na atividade enzimatica da lipase. Portanto,
visando a uma minimizag¢do de custos com o meio cultura, decidiu-se diminuir a faixa de 6leo de
oliva e dleo de soja que estava sendo estudada. Como a variagdo da concentragdo da agua de
maceragdo de milho aumentou a atividade enzimatica de lipase nos dois planejamentos
experimentais, foi interessante um estudo desta variavel com as faixas de concentragdes ampliadas.
Para o segundo planejamento experimental a faixa de concentragio de NH,NO; estudada
mostrou-se adequada, consequentemente para a realiza¢do do terceiro planejamento experimental
foi considerada a mesma faixa de concentragdo desta variavel. Entretanto, quando utilizou-se o
6leo de soja as superficies de respostas mostraram que seria necessario uma ampliagdo na faixa de

concentragdo do NH4;NO;.

4.4.2 - Comparacao entre o Terceiro Planejamento Experimental ¢ o Quinto Planejamento

Experimental

Através de uma comparagdo entre o terceiro planejamento experimental € o quinto
planejamento experimental que utilizaram as faixas de concentragdes para o 6leo de oliva e o 6leo
de soja (0,5 a 1,5%), a agua de maceragdo de milho (1 a 8%) e para o NH;NO; (0 a 1% e 0,5 a
2,5%) pode-se observar pelas tabelas 4.10 e 4.20 que as atividades enzimaticas alcangadas ao
longo das fermentagdes, para os ensaios similares destes planejamentos, apresentaram valores
ligeiramente superiores com o uso do Oleo de soja. As maiores atividades enzimaticas foram

atingidas para os ensaios 7 (0,36% de o6leo de oliva, 0,8% de NH4NO; e 12,98% de agua de
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maceragdo de milho), 8 (0,84% de Oleo de oliva, 0,8% de NH4;NO; e 12,98% de agua de
maceragio de mitho) e 14 (0,6% de 6leo de oliva, 0,5% de NH4NO; ¢ 15% de agua de macerag@o
de milho) no terceiro planejamento experimental e ensaios 5 (0,36% de o6leo de soja, 0,9% de
NH4NO; e 12,98% de agua de maceragido de milho), 8 (0,84% de oleo de soja, 2,1% de NH4sNO;
e 12,98% de agua de maceragdo de milho) e 14 (0,6% de 6leo de soja, 1,5% de NH4NO; e 15%

de agua de maceragio de milho) no quinto planejamento experimental.

Analisando-se os efeitos principais das variaveis pelas figuras 4.12 para o terceiro
planejamento experimental e 4.24 para o quinto planejamento experimental, pode-se constatar que
a varia¢do na concentragdo do oOleo de oliva e 6leo de soja ndo apresentou efeito estatisticamente
significativo. A concentragdo do NH;NO; apresentou um efeito significativo maior no inicio da
fermentagdo com o uso do o6leo de soja. A agua de maceragdo de milho influenciou na resposta

para os dois planejamentos, levando a um aumento na atividade enzimatica de lipase.

Os modelos empiricos propostos para o calculo da atividade enzimatica de lipase
utilizando oleo de oliva e 6leo de soja, apresentados nos itens 4.2.2.6 e 4.3.2.6, mostraram-se

capazes de prever muito bem a resposta analisada.

Pelos resultados obtidos e analise das superficies de respostas pode-se observar que as
variagdes na concentragio do oOleo de oliva e o oOleo de soja ndo infuenciaram a atividade
enzimatica de lipase. Em niveis de concentragGes elevadas para a agua de maceragdo de milho e
pontos centrais para o NH4;NO; constatou-se as melhores atividades enzimaticas com o uso do
6leo de oliva. No entanto, para o 6leo de soja um aumento na agua de maceragdo de milho e

NH4NO; indica um aumento na atividade enzimatica da lipase.

94



Conclusbes

5 - Conclusdes

Os estudos realizados, através dos planejamentos experimentais, com a finalidade de
verficar a influéncia da composigdo do meio de cultura utilizando-se glicose, oleo de oliva,
Oleo de soja, agua de maceragdo de milho e nitrato de amonia para produg@o de lipase por

Geotrichum sp., levaram as seguintes conclusdes:

- A atividade enzimatica de lipase foi fortemente influenciada pela presenga de glicose no meio
de cultura. A glicose foi consumida pelo microrganismo, proporcionando um bom crescimento
celular, porém a atividade enzimatica diminuiu acentuadamente com a presenga deste agucar.

Portanto, a produgdo da enzima lipase foi regulada pela concentrag@o de glicose.

- Através do acompanhamento da fermentagdo observou-se que o decréscimo da atividade

enzimatica esteve associado a um decréscimo do pH.

- Um maior crescimento celular ndo implicou em um aumento na atividade enzimatica, devido
a produgdo da enzima ser induzida pela presenga do 6leo e ndo estar associada ao crescimento

celular.

- Ocorreu produgdo da enzima lipase com o uso do 6leo de oliva e 6leo de soja, néo resultando

em diferengas significativas quanto a atividade enzimatica.

- A concentragio do nitrato de amonia e da agua de maceragdo de milho no meio de cultura

foram as variaveis que mais influenciaram a produgéo da enzima.

- A produtividade, para as diferentes combinagdes de composigdo do meio de cultura, foi bem

superior para as 8 horas iniciais do processo fermentativo.

- Através das tabelas de anilise de variancia verificou-se que os modelos empiricos propostos
podem prever adequadamente a atividade enzimatica de lipase frente as variagGes nas variaveis

estudadas.

- Pela analise da superficie de resposta as melhores condigdes para produgdo da enzima lipase
utilizando o Oleo de oliva foram encontradas em um faixa de nitrato de aménio de 0,8% a 1%,
agua de maceragdo de milho 13% a 15% e dleo de oliva a 0,6% alcangando valores de

atividade enzimatica na faixa de 12 U/mL com aproximadamente 8 horas de fermentagéo.
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- Pela analise da superficie de resposta as melhores condigdes para produgdo da enzima lipase,
utilizando o oleo de soja, foram encontradas em um faixa de nitrato de aménio de 2,1% a
2,5%, agua de maceragdo de miltho 13% a 15% e o6leo de soja a 0,6% alcangando valores de

atividade enzimatica na faixa de 18 U/mL com aproximadamente 8 horas de fermentagao.
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6 - Sugestdes para Trabalhos Futuros

Com base nos resultados e conclusGes obtidos neste trabalho sugere-se como trabalhos

futuros:

- Estudar uma amplia¢do de escala, para o 6leo de soja economicamente muito mais viavel,
através da técnica de planejamento experimental, verificando a influéncia das varidveis

independentes: agitagdo, aeragio, temperatura e pH na atividade enzimatica de lipase.

- Realizar um estudo da razdo carbono/nitrogénio nas diferentes composi¢des dos meios de

cultura, verificando a influéncia sobre a atividade enzimatica.

- Pesquisar outras fontes de nitrogénio alternativas comercialmente viaveis que possibilitem um

bom desempenho do processo quanto a atividade enzimatica.
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