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1. Introducao
> A producdo de lipase por microrganismos tem sido muito estudada devido a varios fatores,
entre eles a sua utilizagdo em processos de hidrélise em interface 6leo-agua.
» O interesse por lipases microbianas tem aumentado nos ultimos anos devido ao seu amplo
potencial de aplicacéo e a facilidade de obtengdo destas enzimas a partir de fermentagoes.
» Vérios estudos apontam para a utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para
producdo dessa enzima por microrganismos, especialmente por fungos tendo em vista que

produzem enzimas extracelulares.

2. Objetivos

Este trabalho avaliou a influéncia de variaveis relacionadas a producdo de lipase por Geotrichum

sp.— condigdes de indculo, do meio de fermentagdo e pH.

3. Materiais e Métodos
»O microrganismo utilizado no trabalho foi o Geotrichum sp., cujas cepas foram obtidas do
Laboratério de Bioquimica de Alimentos/DCA/FEA da Unicamp.
» O inéculo foi obtido segundo a metodologia adotada por Maldonado (2006), com algumas
modificacdes.
> As fermentacdes foram realizadas também a 30°C e 150 rpm em frascos agitados, com
ajuste de pH inicial entre 5 e 7. Os meios de fermentacdo utilizados foram estabelecidos de
acordo com o delineamento de Placket-Burman de 12 ensaios.
> Placket-Burman: O primeiro delineamento foi do tipo Placket-Burman de 12 ensaios (PB12) +
3 pontos centrais, com as variaveis independentes quantidade, volume e tempo de inéculo,
concentracdo de agua de maceracédo de milho (AMM), concentragédo de 6leo de soja e pH inicial
do meio. A Tabela 1 apresenta as condi¢des dos ensaios.
» A segunda etapa no estudo da producéo da lipase por Geotrichum sp. foi realizada com um
delineamento fracionario 24-1. A partir dos resultados obtidos no PB12 realizado na primeira
parte do projeto, as variaveis tempo de inéculo, concentragcdo de AMM, concentracdo de 6leo
de soja e pH inicial foram selecionadas e avaliadas segundo as faixas mostradas na tabela 2.

> As andlises estatisticas foram realizadas no programa Statistica v.6.0.

Tabela 1 - Condicaes ufilzadas no delineamento experimental PB12 +3

pontos centrais para producdo de lipase por Geotrichum sp.

Varidveis*
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* valores redis enfre paréntesis.

-1 Q) 1 (50) -1 (10) -1 (8%) -1 (0.2%) -1 8)

0 (2 0 (100) 0 (15) 0 (12%) 0 (0.6%) 0 (6)

0 (2) 0 (100) 0 (15) 0 (12%) 0 (0,6%) 0 (6)

0 (2) 0 (100) 0 (15) 0 (12%) 0 (0.6%) 0 (6)

*valores redis enfre paréntesis.

** 1 drea circular = 0,79cm?

» A determinacéo da atividade lipolitica foi feita pelo método descrito por Freire et al. (1997),
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4. Resultados e Discusséo

Através dos resultados obtidos no planejamento PB12+3 (Tabela 1), verificou-
se que a maxima atividade lipolitica foi observada apés 16 horas de
fermentagdo na condicdo do ensaio 8 (1 &rea circular de in6culo, 50 mL de
volume do meio de inéculo, 20 horas de incubacdo, 16% de agua de
maceragao de milho, 1% de 6leo de soja e pH inicial do meio igual a 5,0) com
uma atividade em torno de 20 U/mL. Os resultados das analises dos efeitos é
apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Andlise de efeitos pelo erro padrdo para producdo de lipase por
Geotrichum sp. apds 16 horas de fermentacdo.
Efeito Erro padrdo

Varidvel (U/mi) (U/mL) (8) p-valor
Média 13,05 0,42 31,00 <0,01
Quonitdede ds 1,56 094 186 E0Ns

inéculo

Volume de inéculo -1,84 0,94 -1.96 0,09
Tempo de inéculo 017 0,94 0,18 0.86
AMM 1.47 0,94 1.56 0,16
Oleo de soja 4,28 0,94 4,55 <0,01
pH inicial -1,84 0,94 -1,95 0,09

As variaveis quantidade de in6culo e volume de inéculo foram fixadas (em 1
area circular e 50 mL, respectivamente) e as demais varidveis foram
estudadas em segundo delineamento experimental do tipo fracionario 241,
conforme descrito na tabela 2,sob temperatura de 30°C e agitagcdo de 150 rpm.

A partir dos resultados obtidos a partir das condigdes estabelecidas na matriz
do delineamento 241, verificou-se que para esse experimento que a maxima
atividade lipolitica foi observada ap6s 24 horas de fermentacéo nas condigdes
dos ensaios dos pontos centrais. Os resultados da andlise dos efeitos para o
delineamento 241 estédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Andlise de efeitos pelo erro padrdo para producdo de lipase por
Geotrichum sp.
apds 24 horas de fermentacdo.
Efeito Erro padréo

Varidvel (U/mL) (U/mL) p-valor
Média 22,36 1,09 <0.01
Curvatura 6,59 4,17 0,18
ouoolce 0,44 2,44 0,86

inéculo

AMM 2,92 2,44 0.28
Oleo de soja -1.31 2,44 0,61
pH 1,91 2,44 0,46

Pela andlise dos efeitos principais, € possivel perceber que nenhuma das
variaveis analisadas foi estatisticamente significativa com nivel de confianca de
90% apo6s 24 horas de processo, dentro da faixa estudada.

Tais resultados sdo comparaveis a outros estudos nos quais verificou-se tal
atividade variando entre 2 a 18 U/mL com 0 mesmo microrganismo.

5. Conclusotes

Concluiu-se que o estudo das condigdes do meio de indculo e composi¢éo do
meio de fermentagdo sdo muito importantes para obter maiores niveis de
atividade lipolitica para esse microrganismo e devem ser estudadas em
conjunto para obter condigdes otimizadas.

O objetivo do projeto que era obter uma alta producéo de lipase para aplicagio
na producéo de biodiesel futuramente foi alcangado.
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