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RESUMD

Um mil durzentas v pitenta e cinco linkhagens de
microrganismas foram isoladas de amostras de solo, frutas,
residuos industriais e testados auanto s capacidade de
hiﬁralisar)glicaridens. |

Gitp linhagens de Fungos foram relacionadas
preliminarmente como produtoras de enzimas lipoliticas. Entre
gstas, uma linhagem identificada vomo JTrichoderma sp apresentou

alta producio de lipase.

A& enzima lipolitica de Trichoderms sp hidrolizou as
ligacOes éster de monocleina, dioleina @ do substrate
paranitrofenillaurate. A egnzima pode ser classificada como uma
lipase {(glicerol-mono eéster hidrolase E.0. 3.1.1.23).

Estudpu~se a producio de iipase extracelular pela
linhagem selecionada de Irichoderma sp g a gnzima ¥foi
purificada atraves de fracionamento com sulfato de amdnio,
cromatografia em coluna de DEAE-celulose e CHM-celulosse. A
gnzima purificada foi caracterizada e épresentou atividade
tima em pH S,6 a 4¢ -~ 45°C. A atividade enwgimataca foi
severamente afetada pela presenga de MaBl., MnS0., FebBl., na
concentragdo de 1 mM de sal em relac3c ag volume final da
mistura de reaclp, enpauanto ague KC1, CaCla, MiSO. inibiram

modaevramente a atividade de lipase.



\
&
t..i
<

{1 reagente cisteina na concentraclio de 1 oM em
relagcio ao wvolume final da mistura de reacio inibiu
significvativamente a atividade enzimdtica.

Verificou~-se «que a lipase de Jrichoderma sp hidrolisa
gficientemente monoleina & paranitrofenillaursto. A enzima nic

tem zfinidade por trioleina.

A hidrdlise de dieo de oliva por via enzimitica o1
gstudada utilizando-se lipases combinadas. Foi verificadeo que o

sistema composto de lipase de Candida rugapsa € lipase de

Penicillium sp. hidrolisou 99,9% do dleoc com o tempo de reacio

de 206 hkoras.

A esterificacio enzimatica de 3cido grasxo g glicerol

por lipase de Penicillium se. foi examinads g verificou-se que

a enzima esterificou cerca de 74% de monoglicerideeo apds 40

koras de reaclo.
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SUMMARY

The screening of lipase producing microorganisms was

o

performed using 1,283 strains of wmicroorganism which weve
isplated from sumples of soil, fruits, and industrial residues.
It was found that gight strains of fungil produced high activity
of extracellular lipase and one of them produced exceptionally
Righ lipase achbivity. This strains WaS identified as
Trichoderma 2., and the lipase from the sirain hudrolised only
mononlein, diclein and p-~nitrophenyl laurate. For this reason,
the lipase was classified as monoglyceride tipase
(monoaculglycerol lipase E.C. 3.4.1.23)

The Iipasé from TIrichoderms sp., was produced by
splid state fermentation and submerse fermentation. The enzuyme
sxliracts were purified by fractionalion with ammonium sulfate,
DEAE~cellulose and COHM-cellulose column chromatography. The
purified enzyme was churacterized and found that optimum pH and
temperature were 9.6, and 4@-459C. MgS0., MnB0. and FeS0.,
1 mM, markably inhibited enzyme activity and KC1, Calle and
NiS0., 41 mM, slightly inhibited. Cuysteine, 1 mM significantly
inhibited the enzyme ﬁctivits. The enzyme also efficiently
hsdréliaed monoolein  and p-nitrophengl jaurate but not

friolein.
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It was studied a combined enzyme system, whichkh was a
mixture of triacylglucerol lipase (from Candidas ruapsa’r and
manoacyigiscerall lipase (from Penigillium sp.?), for hudrolyses
of olive oil. It was found that the combined enzyme sysiem was
able to hydroluse 939.9% the 0il, when the reaction time was 20
hours.

Epzimatic esterification using gluyceral and fatty
drid by lipase from Penicillium sp. was also examined. It was
found that the reuction system esterified 71X wmonogluceride

after 40 hours of reaction time.
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1~ INTRODUCAD

Enzimas lipoliticas COomo lipases 2 eslerases
constituem am impartaﬁte grupo de  gngimas  associadas com o
metaholismo e com a3 degradagSo de lipideos. Sio !argamenté
distribuidas na natureza estando presentes em tecidos e ¥Fluidos
de origem animal ¢ vegetal e em microrganismnas,

As lipases 3o fisioclogicamente importantes pols
hidvolisam oleps & govrduras fornecendo zcidos graxos livres e
glicerideas que s3o essencials para 0 processo metabdlico.

Purulelamente estas enzimas sho de grande importincia
na indiustria de alimentos podendo conferivy  gualidades ou
defeitos =zao produte  Final., Assim  lipases podem hidrolisar
lipideos e produziv odor indesejdvel de vanco em produtos
luticinios, tarne, peixe e puiros produtos gue caonlém gordura.

Por agutvo lado, elas sio indispensdvels para o
despnvolvimenio de sabor e odor esperificos g varacteristicos
de alguns alimentos. Por exemplo, lipases s3o necessdriag para
o desenvolvimenteo de aroma & sabor tipica dog qugijos
Rowueforti, Camemberti 2 outros.

Do ponto de visla bipquimico o mais impartante
aspecto das enzimas lipoliticas ¢ o seu cdrater unico nas
reacBes gque realizam, pois sendo, enquunto enzimus, soldveis em

dgua, atuam em susbtratos ndo snldveis em  dgua, ocorvendo a

reugip enzimdlicu na interface dleo/dgua.



As enzimas lipoliticas também realizam a reacdo
inversa da hidralise, esterificundo glicernl e 3cidos graxos,
podendn  praduzir giiﬁériéeoﬁ desejados desde que o melo tenha
concentragio restrita de agua.

As  lipases oi0 hidrolases cuja classificaglo depende
do tipo de substrato ne gual elas atusam. e forma geral todas
at enzimas lipoliticas agem spbre ésteres de glicerol.

0 presente brabalho wisa o isclamento e seleglo de
microveanismo produtor de enzima lipolitica aque hidrolise as
ligages dster de glicerideo.

g microvrganismo  produlor de lipase oom maior
atividade serd utilizado na producdo da enzima.

A preparatdo  brutm de lipase extracelular de
Irig erma usp. N® 817 sera submetida a purificaclo airauég do
fracionamanto com sulfato de amdnio, cromatagrafia em cnluna de
DEafE-celulose e CM-celulose e serd caracterizada quanto &s suas
propriedades bioquimicas.

Serio estudados sistemas de lipases combinaduas cowm
especificidades diferentes para obimizar o grau de hidrdlise de
6lens e gorduras para produglo de acidos grasos e glicerideos.

s condi¢des para a producio de moncoleina através de
poaterificacio enzimdtica serio estudsdas utilizando-se lipase

comercial de Penicillium g8,
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2~ REVISXO BIBLIOGRAEFICA

RALLS & MATLACK em 1938 {11) estudaram o modo de aclo
da lipase pancredtica. Fpi wverificade o efeito da lipase
puncrealica numa série de monoesteéres. A tuxa de hidrétise
exibiu a mesa variacio caracteristica de acovrdo com O
comprimento da tatdeia de acido graxo. Evidéncians levaram 2
conclusio que somente éster primdrioc € hidrolisado por esta
lipase. A ocorréncia  de hidrdlise enzimatica na posigin 2 devs
ceyr acompanhada de migracdo do grupo 2 para a posicio 1 do
triglicerideo.

SHIPE gm 41959¢ {213y wverificou a especificidade

relaktiva de lipasss produgidas por nicilli raoguefort: e
Agsperoillus niger. Estas lipases foram estudadas por terem

demonstrado marcada diferenga na sua especificidade. As enzimas
foram produzidas em wmeio de cultura sem ¢lep ou gordura para
nis estimular a produc3o de lipases com especificidade pre-
determinada Para produgio de lipase de Penicillium fo3

utilizado o meio compostoe de pepltona, axtratg de garne @

glucose (pH 7,86}, para producfo de lipuse de Aspeyraillus foi
acrescentado ao meie para Penicillium tampSo citrato-fosfabto pH
5,0. As lipases estudadus apresentarasm diferenga sensivel na

taxa de hidrdlise dos substratos tribuatirina, tricaprilina e
tricleina. & livase de Aspergilius niger hidrolisa mails
eficientemente em ordem decrescente tricaprilina, tripleina e

tributirina. A lipase de Penigilliium roqueforti hidrolisa mais



eticientemente em ordem decrescente tributivina, tricaprilina e
trioleina. O pH dtimwo das enzimas fol verificado ser 5,0 3 5,0
e a& te&peratura gtima de 38 a 33%C pars lipuse de Penicillium e
gntre 33 e 49°C para a lipase de Aspereillus, sends que 3
adi¢8o de cloreto de calcic demonstrou acelerar a acSo de ambas
lipases. |

MORRIS & JEZESK! em 1903 (1027 identificaram algumas

caracteristicas do sisbemas de lipases de Penicillium

romyefarti, ytilizando uma cultura eura do microvyganismo
innculada em meio de cultura Ceapek ao qual foli adicionadn 3 g
de peptona & 3 9 de gordura de manteigs por litro. Para a
emulsificacio da gordura foi utilizade @,5% de goma acdcia. A
temperatura oOtima de hidralise de {ributirina e gordura de
leite easteve compreendida entre 3@ e 32%L,- o pH ditimo de
atividade wvariava de acordo com o tipo de preparagio da enzima.
Quando foi utilizado o Filtrado do meio de cultura, o pH olimo
para hidrdlise de tributivina foi 7.9 e 7.8 & 4,3 a 6.8 pﬁra
gordurs de leite. Quando foi utilizado preparagio mice%iai do
Penicillium roqueforti o pH dtimo para hidrélise da tributirina
foi &, 0 a 4,7 e 7,8 a 7,2 para gordurz de leite. As enzimas
lipupliticas presentes nestas duas preparagdes demonstraram
maior especificidade re!atiQa para Lrigliceridecs aque pary
duteres de etila. Havia ;;; tama de hidrdlise consistentemente
mEin #levads quando o sistema enzimética_ agia socbre a
tributirina do que scbre outvo substrato utilizado. O sistema

de lipases deste microrganismo apresentou um tergo da atividade



en gordura de leite quando comparado  com a atividade
apresentada com tribulirina. As diferengas nus caracteristicas
das duas prepara¢des enzimaticas (wmicelial = filtrado do meio
de cultura) constituem confirmaglo adicional aque poderia haver
mais de um tipo de lipase produzida por este fungo.

HARPER & GOuLn gm 1985 (G4} demonstraram as
caracteristicas gerais do sistema de lipases usado na obtencBo
de aueiios Provolone e Romano. Tradicionaulmente, tais queljos
%0 ereparados com pastas de renina bruta. A lipase fornecida
neste material promovera 0 desenvolvimenio do subor
caracteristicn destes gueijos, pela liberaclo de écida butirvico
resultante da aglo enzimatica, sobre o gordurs de leite. A
temperatura otima para lipdlise foi entve 29 e 33°0, para as
varias preéafacﬁaﬁ eatudadas. Em relaclo 3 origem da pasta de
renina, foi verificado qﬁe a pastz de renina  de beaer%a
apreﬁeﬁta tvrds lipases com pH dtimo de 8,6, 6.8 e uma entve 3.0
e &,9 A preparachio obtida de carneiro exibis duss lipases com
pH dbimo de 3,9 e 4,6

MATTGON & BECK em 1955 (444 estudaranm a digegtéﬁa'"in
vitra” de triglicerideos por lipase pancreatica. Foi utiligado
dlen de aloodio como subsivato, e tempevatura dg A40°C para
hidrdlise, obsgrvando-ss que 2 adigio de sal.biliar demonstrou
ter poucno efwito na tuxa de hidrdlise. Foram encontrados
quant idades aprecidveis de 2-monoglicerides e i-monoglicerideo,
auando © tempo de reasdao  foi inferior a &% minulos. Apds este

tempo  +Foi encontrado  apenas uma mistura em gquilibrio de 14{2)-



manogliceriden. (Guando foi utilizade P-oleil palmitina como
asubstrato, foi formado pleil palmitina e monpleina comno
digliceriden e monoclicerides respectivamente. Estes resultados

indicaram gue © curso dy hidrolise de triglicerideos "in witrp®

parece ser ¢ mesmo gue Tin wvivoe'', ou seja, uma série de reagdes
sSEQUENCLIALS gue Lransformam 0% triclicverideos am 1,2-
diglicerideons e wates 2Ara 2-monnglicerideas. a i~
monogliceriden & o resultado da isomerizacilo do 2-

monogliceridea. @& hidrdlise de trigliceriden para diglicerideo
foi verificada sev de primeira ardem, = conversioc de
digliceridec para monoglicerides & de ordem zero. A hidrdlise
de monoslicerideo para glicerol procedeu (80 lentamente que foi
impoussivel caracterizar esta reagdo. Estes resultados sugeriram
que .I'iipaﬁez pancrea&iica ¢ especifica para hidrolise de ésteres
primérios.

HARPER & LONG em 1956 (53) estudando 3 maturscio de
queijos tipo Provolone observaram asue o conteddo de dcidos
graxkos e aminodcidos livres em gueijos de mesma idade variavam
muito. O bteor de dcidos graxos livres variava de acordo com o
tipo de enzima usada em sua manufatura, engquanto o conteddo de
aminpdcidas livres estava relacionado ao tipo de organismo
gtilizudo como "starter”. Foi observedo & existéngia de uma
interrelac8c entre a vconcentragdo de dcido butivico livre e
sdrido glutimicre liwvre e intensidade de sabor., sendo sue a
proporcio de 1:2 de dcido butirico para dcido glut3mico € ideal

puary ohtencio do sabor desejavel neste Lipo de queijo.



SIERRA em 1957 (214) descreveu um novo método para
detecgio de stividade lipolitica de microrganismo. A formacio
de lipase # demonstrada eela adi¢3c de Tweens ac weio
nutriente. Foram wutilizados 3 tipos de Tweens na concentvacio
de 1X que ﬁi?erem entre i no  dcido graxo componente, sendo
ulilizado Tuween 48 (éster de drido palmiticol, Tween 69 tgster
de 4cido estedrice) e Tween 8@ {dster de dcide oleicel. Foi
preparado  meio basal com peplona 14, Nall ©,5% & Cally. HaO
8,01%. 3] meio foi colocado em elacas e inoculado com
microrgunismas em teste. Foi verificado sque se 0O WicYorganismo
reatads apressnta atividade lipolitica um  halo opaco goderia
cser faciilmente observado ag redor das caldnias. Quando olhados
microscopicamente estes halos opacos consistem de cristais
?ormaﬁca de sabbDes de calcio, sendo que o tipo de Tween
utilizade determinava o tipo de cristal formado no halo. O
método  descrito apresentava a vantagem de permitir dtimo
contato entre as cdlulas em crescimento € o substrato lipidicn,
que £ necessArio nos Ck’s0s EM Que A Formaclo de }ipaﬁe 2
adaptativa, sendp permitido estudos de especificidade da lipase
g visualizaclo direta dos resultados,

HARPER em 1957 (58) estudou o3 sistemas de lipase

usados no prepuro  dos sgueijos Romano e Provolone verificando a

Lidrdlise seletiva de Jdcidos grawxos, visandg esclarvecer o
PYOCESSED de maluragho de guelijos bem comp avaliar as
preparacies de lipage para manufaturs de gueiios. Foi

verificadg agque lipase pancredtica kidrolisava predominantemente



dcidos grauxeos de nudmero de carbong igual a 12 ou maiores,
erquantts u lipase de Asperaillus hidrolisasva adcidos grauos
menores. A lipase de leite hidrolisou quantidades significantes
de acidos graxos de cadeian longa ou curta, Lipases usadas para
3 preparo de queijos Italicos produzen altas concentracles de
dcido butirico, o gque wvariava com a fonle animal de lipase.
Lipases dg mesmo tecido ou drasdo, porém de diferentes espécies
animais produzem diferentes quant idades dep @dcidos graxos
livres. & hidrdlise seletiva de 4cidos graxos da gordura do
leite € a base para =a selegdo de preparagbes de lipases para
manufatura de gqueijos Itdlicos.

JENSEN et _alii, em 19680 <(82) coletaram evidéncias
para demonstrar o modo de acdo de lipases do leite e comparar
com lipase pancreaticas. Utilizando leile pasteurizado, leite
homogeneizado e leite crd misturados em igual proporgio e
incubadns o 3I7°0 por periodos de alé 2 horas. 0Oz resultados
indicaram que lipases de leitg sap especificas para a pasiéﬁa
primaria da hidroxila na gourdura do leite. A presenga de B2,3%
de 2-monoglicerideos encontrados no sistema de reacio
claramente indicaram o lLipo de especificidade das lipases
presentes no leite de vaca,

Em 19464, ALFORD & PIERCE, (3) detectaram £ compararam
as atiwvidades lipoliticas de lipases microbianas de Pzeudamonas

fragi. Stuphaloroccus aurgus, Gepirichum candidum, LCandida

lipplitica, Penicillium roqueforti e Penicilliys se., a

temperaturas abaixo de 2=C, utilizando como emulsBes de dleo de



milho, dlen de c¢Hco, 2 toucinho como substrato. A tawa de
lipdlise em substratos congeladns foi diretumente relacionadas
ag grau de insatura¢io dos substratos. Foi observado gue dles
de c¢Sco foi o mais rapidamente atacado dos Lrés substratos para

todas as lipases exceto a de Septvichum gandidum. A lipase

produzida  pov esie wmicrorganismo foi a mais ative em oleo de
mithy, # este aefeite Foi ainda mais evidents a temperaturas
mais buaixas, mosirando evidente a preferénciz desta lirase pela
hidrdlise de dcidos graxos insaturados, sendo que acido oleico
g acido linoleico complem ceves de 99% dos dcidos hidrolisados
pela lipaze de Seotrichum candidum. De forma geral foram
encontradas diferengas basicas entre as lipases microbianas de
diferentes origens sando gstas  enzimas abtivas a. baixas
temue}aturaa, e que o tipo de dcido graxo, bem como a posicio

ng triglicerideo determina a abividade da lipase micvrobiana. A

lipuse de Penicillium roaupforti demonstrou afinidade por
acidus graxos de cadeia curta o gue Ja era esperadae pela
utilizagSo deste microrganismo na fabricaglio de “blue cheese”,
RIZACK eom 1963 (209) estudou a atividade lipplitica
em lecido adiposo de rato, sensivel & agdo da epinefrina.
Considerandn que 08 acidos graxos no tecido adiposo  s3o
armazenados _ como Ssteres (triglicerideos) mas sioc liberados
camo  4dcidos graxos livres, evidenciando que um dos fatorves gue
regulam a liberagio de dcido graxo pode ser umé lipase, o autor
oM gute gstudo visou demonstrar a acio de um sistema

lipolitico com esta  Funclio. O extrato enzimatico foi preparado
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par homogensizacio e centrifugacdo e .extracﬁn pPOY SaCaross. A
ngac lipolitica foi wverificasda utilizsndo-se como subsirato uma
emuilsio comercial de dleo de coco, albumina ¢ tampio fosfato pH
5,8, 0 sistema lipolitico encontrado demonstrou ser ativado em
cerca de 25 a 38X gquando epinefrina estava presente no meio de
inctubagido do  tecido adiposn. Epinefrina parece agir na
lipdlise, ativande o sistema engimatico., QGuando o tecido
adiposo provinkha de animal em estado de caréncia nutricional,
os tecidos apresentaram altos niveis de atividade lipolitica,
guando comparados ap tecido adiposo de andimal normalmente
alimentado. Portanto, foi demonstrado  que gste sistema
lipolitico parece ser vesponsdvel pela  liberagado acelerada de
acidos graxos e reépmﬁta 3 epinefrina e ao jJjejum. Sua
atividade aumentia duranite o jejum enquunto a atividade de outrp
tipo de sistema lipolitico a de lipoproteina lipass diminui.
ALFORD & PIERCE em 1963 (4} relataram a produclo de
lipase por Pseudomanas fragi ew meio sintétice, verificando qﬁe
ppde ocorver grande wvariabilidade na  producSo de lipuase pelo
measme ogrganismo em difegrentes meipos. Para este eﬁfudm Foi
utilizado meio minimo acrescido de mistura de aminoacidos,
sendn que os aminoacidos arginina, acide aspiartice, dcido
glutfmico e lisina sdo respoqs&veis pur cerca de S84 da
producio total de lipase quando todos o3 aminedcidos estio
incluidos no meioc. Acido aspdrtico e acido glutdmico sio
comumente envolvidos nas reasgdes de transaminaclo acreditando-

se ser vsie o efeito estimulante na sintese de lipuse destes
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aminpdcidos devido 2 propriedade destes em sintetizar outros
aminoacidos, Vitaminas nio apresentam efeito aparsnte na
produgio de lipase.

ALFORD et alii, em 19464 (5) estudaram a atividade de
lipases micrabianas em gorduras naturais e triglicerideos
sintéticos. A lipase produzida pov Pgeudompnas fragi apresentouy
atividade lipolitica similar & lipase pancredtica, atacando as
pusigBes primarias do triglicerideo, vposigdes 1-(3). Neste
wgstudo foram isolados B2 migrovganismos, dog quais apgnas 13
progduziram lipase com atividade significante, sendo
selecionados linhagens de Pseudomonas fragi, Staphulococous
aureys e Beegtrichum gandidom dentre outras. A lipase produzids

poy P fragl apresentoug atividade lipolitica similar 3 lipase
pancreatica, atacando as pOsigOes primiavias 1-{3} do
trigliceridea. Esta lipase assim como a lipase pancreatica,
ataca mono g diglicerideo em taxas muito mais baixas aue aquando
atuam asobre triglicerideos. A lipase produzida por 3. gggggé,
pode atacar a B-posicho tantp  quantp & i-pasicio do
trigliceriden. Estes resultados pudevram ser ubfida$ utilizandm~
se triglicteridens sintéticos. Esta enzima parece demonstrar uma
ligeira pre?eféncia para hidrdlise de dcido oleico do gue para
hidrdlige de acidn gstearico. o reagente  diisopropil
fosfafluoridrato na concentraclo 187*M nio apresentou  efeito
inibidor indicando n80 ser esta enzima uma esterase. Cam

relaclio & lipase de §, randidum ficou evidenciada a prefer@#ncia

para o dcido graxeo insaturado, dcido oleice, independente de



sua  posigle no triglicerddego. Utilizando os triglicerideos
sinteticons E2-oleoil palmito-estearina, 2-palmitoil diestearina
g 2-egstearcil-diralmiting os autores cgbservaram que 3 ligagdao
com @cido palmitico € mais facilmente alacads que a ligacZo com
o &dcido estedrico, entretanto, nenhum € atacado a taxa rédpida.
Ds demais microrganismos selecionados demonstram o perfil  de
atividade similar as lipases de P, fragi e 5. aureus.

Lunpy gt alii, em 1964 (133) estabeleceram um
procedimentn para hidrdlise de triglicerideos por lipase
pancrestica utilizando uma técnica aue necessita de micro-
guantidades de triglicerideos, aqug poderia ser abtilizada em
investigagfes bioguimicas 2 no fracionamento de lipideaa) Foi
utilizado 50 mg de triglicerideo, pancreatina, tamplo fosfato
2,1 m1, Calla. 0 frasco aque contém a mistura de veaclo era
aquecide a 40°0 sem agitagfo por 1 wminuto. Depois agitado a
3000 rpm. O0Os produtos de reacd3o sdo extraidos com éter etilico.
fome o mélodo se baseia em hidrdlise muito rapida no ocorre
migracio dos monoglicerideos ou diglicerideos.

UaUGHAM et  mlii, em 1964 (259) caractefizaram a
atividade dg lipase hormdniv-sensivel em tecido adiposo de rato
sem interferénciz de outras lipuses. Além disto o0s autores
investigaram a atividade de lipase presente gm tecido adiposo
de ratos e coelhps aue apresenta especificidade para a
hidrdlise de monogliceriden. & atividade do sistema de lipase
harmbnio-sensivel apresenta pH Stimo proxime a 7.5, fFoi

varificado que a atividade deste sistema podia ser restaurada
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pela exposicio do tecido A epinefrina, norepinefrina e hormdnio
adrenocortico~tropico, sendo gue a incubacBo do tecido intacto
com norepinefrina aumenta a atividade da lipase thormdnio-
sensivel em cevrca de 2 a 3 vezes. A lipase que age sobre
monogliceridess apresenta pH Otimo prdximo a 8,2, 0Os estudos
demonstraram que esta lipase presente em tecido adiposo de rato
apresanta alto grau de especificidade para monoglicerideo. Esta
enzima pode ser responsiavel pela posterior degradacio de
monaglicerideos gerados pela agio da lipase horminio-sensivel.
& lipase que apresenta pspecificidade pura monoglicerideoc cliva
P-monoglicevides muito mais rapidamente aue t-monoglicevideo.

JENTENM 2t  alil, e 17438 {843 gatudaram &
especificidade de lipase produrida pov Geatrichum &ﬁﬂi&ﬂgﬂ para
o dcido cis-pctadecenoico conslatando aue esta enzima nido
hidrolisa o is8mero trans do dcido oleico. Esta especificidade
dnica para lipases indicou; segundo o0s autores gue & enzima
pode ter um sitio ative relativamente largoe ligando o carbono
da curbonila & =2 dupla ligag3o e que o comprimento dos dltimos
noeve carbonos na cadeia de C.a parece  ser importante porque
Ssteres de Die.s 530 hidrolisados a taxas mulito inferiores que
g% oleabos.

MATTEON & MDOLPENHEIN em 1964 (142) descreveram &
hidridlise enzimdbtica na interface dlec/Ha0 en rétaa adultos .
foi observado gue a habilidade da lipase pancredtica para
hidrolisar trigliceridens & extremamente elevada e aue esta

enzima n3e pode hkidrolisar substratos soluveis em  He0, tendo
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portante a propriedade de ser funcional somente na interface
gleo/Ha0. Considerando que a enzima € soldvel em H,0D enquanto o
substrato € insoldvel neste meic, um fator importante passa a
ser a taxa naz qual ot reagenies difundem-se para 3 interface e
a taxa na qual os produtos difundem-se da interface. Para que a
gnzima aja no trigliceridec a ligacloc ester deve estar
lovalizada na interface dleo/Ha0 disponivel para a enzima. Esta

exata orientacSo do triglicerideo na interface ndo ¢ conhecida.

fis autores relatam que a remocdo do acido graxo livre que
resulta da hidrdélise de triglicerideo para diglicerideo ¢ de
grande importancia. & reconhecido aue dcidos graxos livres sio
inibidovres da hidrdlise, esta sua ag¢do deve-se ao acidmulo de.
scido graxo na interface blogueando a formag8o do complexo
enzima~substrato e consequentemente diminuindo a velocidade de
reacin. Quando trigliceridens s83o hidrolisados por lipase, ha
m acimulo inicial de diglicerideos, subsequentamente
monogliceridens s3o0 formados, sendo estas reagdes reversiveiﬁ.

FPstas observacdes devem significar que o complexc enzima-
gliceriden parcial @ guebrado apdse cudas passo hidrolitico e uma
nova associscdoc da molécula enzima com o trigliceridec ou
diglicerideo & formada. EntSo cada passe hidrelitico envolwe
‘nﬁa somente a difusBo do dcido graxo resultante, mas tambem =a
difusldoc da gnzima para um novo ﬁitim.na interface dlen/H,0. Com
relacdo ao papel da bile este ainda n3o estd plenamente

[T}

ecclarecidn se considerar que “in wvive” triglicerideos podeam
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ser hidrolisados sem & presenga da bile. A bile acelera a
kidrolise de trigliceridecs embora tal evidéncia ainda nio seja
conclusiva.

LAWRENCE em 1947 (12@) descreveu as ¢lasses de
enzimas lipoliticas relatando aque 0o termo “lipase” comumante
usado por microbiologistas n8o0 € muito di?erente da termo
peterase que significa enzimas gue hidrolisam somente ligaglo
daster, e a linka divisdria entre lipases g esterases n3o € bem
definida. Lipase foi definida de acaordo com a Unido
Internacional de Bioquimica como glicerol éster hidrolase (E.C.
2.4.1.3) em 1961. 0 autor relats que alguns microbiologistas
cﬁﬁsideram que a% tipases microbianas podem hidrolisar gstéres
emiisificados de gliceral engquante que esterases hidrolisam
Eubgtkatns perfeitamente soluvels. Fﬁi enfatizado aue apgsar g3
forma na qual podem ser ¥eitas a classiticac3o entre ssterases @
lipuses, nenhuma dnica propriedade permite a disting3o geral
antreg gsterases o lipases microbianas. A definig¢lo maia
satisfaldria, mas puramente arbilrdria pargce ser a gque lipases
atacam triglicerideos insoluveis simplesmente porgue eles s3o
o5 substratos naturais mais comuns, astacados por lipases
microbianas. Esta definigldo devera ser certamente alterada
guando os substratos fisioldgicos destas enzimas s2jam
determinados.

LAURENCE et alii, em 1947 (121 descreve os metodos

Hsadns para estimar =z atividade de lipase ¢ os fatores qug

afetam a wvelocidade da hidrdlise. 4 atiwvidade hidrolitica da
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lipase depende da eetrutura do deido graxe e do alesol no
substrato. A diferenca na extensio da hidrolise deg varios
trigliceridenos sintéticos e naturais pode szy atribuida somente
5 sua constituiglSo de dridos graxos. & especificidade das
lipases de alguns microrganismos parece estar relacionada 2
posicio do acido graxo no irigliceridea g em outros Ca3s0s ac
proprio dcido graxo e sew grau de insaturac3o,

KHAN et alii, em 1947 (913 estudando a producic e as
praprisdades de uma lipase produzida  por Achromobacter
tipaluticum verificaram que a quantidade mdxima de lipase
produzida extracelularmente occorria quande o microrganizmo fol
incubado a 210 por 34 horas em mein Casitone a pH 7,8 &
adic30 de oleo de oliva 1%, dleo de milho 1% ou gordura de
ieite 1% e =agitaglSo branda estimulou 8 producdo de iiéase em
cerca de I vezes. A enzima produzida possuia pH Otimo de 7.9 &
temperalura otima de 37°C, o alta resisténcis térmica, pois o
agquacinento =a 71°C pc} 186 minutos desiruia a atividade em
somente 4FX%. A atividade gneimdtica Foi estimulads por varios
suis, sendp que Mglle foi o de maior efeilo. A'garﬁura de lgiie
foi lipolizada mais vapidamente gque as dleos de milho e de
oliva. A atividude lipolitica foi medide utilizando-se wvarios
Fipos de tampdes a pH 7.9, Na presenga de tamp3o fosfato de
potdssio aue foi observada malior atividade lipolitica. A lipase
de Achromobacter apresentou taxas de reagdo para oleil-
gliceridens maies alitas gque para butifilglicaridemﬁ, revelandp

que a enzima possivelmente é mais ativa para glicerideos que



cantenham acidns graxeos insabturadoes de cadeia longa. Sua
eapecrificidade assemglha~se a lipase de feolrichum candidum,
sendo a2 primeiva lipase bacteriana reportada que apresents osta
especificidade.

YOSMIBA gt =alii. em 19468 (240) descreveram =as

propriedades fisico-quimicas da lipase de JTgoruloesis grnobiil
que i produzida extracelularmente, apresentando ronto

isplelétrico em pH 2.935. Esta lipase hidrolisa dleo de oliva a
pH 4,5. 0 peso molecular foi estimado em 42.509, sendo
determinado a presenca de 15,5% de manose ligada 3 pruteiné‘

No mesmo ant, YOBMIDA gt  walii. (2&1) sstudaram o
ezfeito de material lipidico na produgao de lipase por
Torulopsis eranbii. A enzima mostrou ser estdvel a acidos pois
mesmo tratada a pH 2,95 pof 4@ minutos a 37°C, apenas 264 da
atividade foi destruida. A Ffermentac3o para obtenclo da lipase
foi  realizads pelo cultivo do wicrorgasnismn contendo 1,3% de
farinha de soja desengordurada, 1% Farinha de trigo, ©,3% de
levedura seca o €,2% NHaNOR a pH 5.,€. 0 meio foi incubado a
A3*C por 2% a 48 horus. O meio de cultivoe foi sdicionado de
dleos ¢ gorduras na concentragio de &.B%, tendo sido a
atividade lipolitica aumentada de 48 a3 974 em 48 horas e a
maior atividade foi obtida com a adicHo de dleo de oliva. Foram
testudas varias concentracles de dleo de sliva em relac8o ao
meio de cultura, sendo que na concentracBo de ¢,2 a 2,4% hia um
aumento maximo na produclo de lipase, ConcentracBes maiores aue

3,8% apresentam aumento menos significativo da producin de
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lipase. Acidos graxos com nunmeros de carbonos inferiores ao
acido  ladrico exerciam efeito inibitdrioc na produglo de lipase,
na concentragio de @,2%. Olicerol na mesma concentragio ndo
apresenta efeito.

SOMKUTI & BABREL em 1948 (228) esfudaram atividade
lipolitica de Mucor pusillus de Iinhagens utilizadas na
preparaclio rotineira de protease para coagulagio de leite. D
sistema de reacio pars determinacido da atividade de lipase
cantinha taurocolato de sddioc e cloreto de ¢ialcio, tendo sido
usado como substrato uma emulsio de gordura de manteiga a qual
£mi  incubada a  395%C por 2 horas. 0O autoves relatam que esta
ensima parece ser proguzida extracelularmente. Foram testados
varios subsiratos tanto com acidos graxos saturados como com
dcidos graxos insaturados os quais foram hidrolisados por essta
lipase.

MARKS gt alii. 211 1748 {41383 estudandn E]
gspecificidade de um sistema de lipases de fGgobvrichum gandidum
verificaram Qque apesar de j& ser relatado na literatura  que
este microrganismo elabora lirpase extracelularments &
preferencialmente hidrolisa acido cis—-octasdecenpico,
provenients de uma variedade de gorduras naturais e sintéticas,
s aplicucdo desta lipase para @ determinacio da estrutura de
trigliceridec n3o € recomendada pela falta de informag3o sobre
as propriedades e especificidade da enzima, Foram utilizados
neste gatudo guatvro triglicerideos possiveis de oleato ¢

paimitato, variando-se o pH de incubagio do sistema enzimatico.
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0 sistema de reacio empregnou goma arabica a 1¥ como agente
emuleificante, sendo confirmada a3 hidrdlise preferencial de
dcido oleico independente da posigs8c no trigliceridec. 0§ pH
gtimo de atividade foi verificado ser de 8,1 2 8,35 & nfo o pH
usado em previos estudos (pH 4,7}, sendo gque nas condicfes
empregadas 23 extensio da digest3p foi  suase dobvrada pelo
aumento do pH de 4,7 para B,3. 0= autgres relatam gue a
especificidade da lipase de D, candidum sugefe um interessante
exemplo de geometria do sitio ativo.

SOMKUTI et alii, em 1969 (2237 estudaram alguwas
caracteristicas da lipase produzida por Mugor pusillus e
compararam as proprigdades dests gnzima com as propyiedades de
sutras lipases fungicas. A snzima foi produzida em suspensio de
farelo de trigoc a 2% e incubacHo por 5 dias a 35°C, tendo sido
observado que além da atividade de hidrelisar triglicerideos,
gpsta lipase apresenta atividesde de esterase sobre dsteres
metilivos de dcidos graxos. Tanto a filtrac3o em gel realizada
COma a cromatografia em troca idnica em DEAE~-Sephadex
apresentaram atividade de esterase e lipase numa mesma regilo,
sugerindo a possivel presenga o2 somente uma enzima. &
atividade de_eaterase foi dependente do comprimento da cadeia
do dcido graxo e a  atBo  foi maior contra metildodecanpato
indicando gque um comprimento minimo da cadeia de 6 carbonos foi
necpssario para que a enxima  hidrolise @2steres. Segundo os
autores o pH dtimo de atividade para hidrdlise de trioctanoina,

dleo de oliva & metil dodecanoato estd entre 5,0 ¢ 5.5, o gque @
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similar aos valores reportados para outras lipases fungicas.
Compusins como cisteina, C-mercaptoetano), agentes gquelantes
(EDTA), wonoiodoacetato, paracloromercdriobenzpato (PCMEY n3p
exerceram efeifto na atldo de glicerpl-ester-hidrdlise bem como
ra Avao eaﬁeérica, Estes resultados parecem indicar Qque a3
lipase nko 2 uma metaloenzima £ n3o requer grupns SH-livres, ou
ponte dissulfeto {(5-8) intacta para atividade.

& lipsse de Pseudomonas fragi., foi purificada e
astudada oguanto 3s suas caracteristicas por LU & LISKA em 1949
¢431y, tendo sido observado gque a agracdc do meip de rultura
causpu perda da atividade enzimdtica., A maior aquantidade de
atividude de lipasg foi precipitsda com 40X de saturaglo com
sl fate de andnic. 0 fracionamento foi realizado com acstona
?ria. {40y e # ®nEZima for altamente purificads poy
cromatografia em coluna de DEAE-celulose. & lipase de B fraagi
demonstrou ser gstavel! na forma precipitads por sulfato de
ambnio mas esta estabilidade diminui com 3 purificacds. Esta
observaglo exclug 3 possibilidude de que enzimas protecliticas
prasentes no extrato brufo causassem a instabilidade da lipase
de P, frasi, sgndo possivel que algumas substincias presentes
na lipase nio purificada exercessam efeito protetor na |
estrutura, da enzima.

L & LISKA ewm 19679 (138) estudaram as propriedades da
lipase de ggggggmcgga Ffragi purificads. Faoi utilizado dlen de
cdco céma substrato, & o pH dlimo encontrado esteve na faixa

entre 7,3 e B,%. Na faira de temperatura gntre 17 ¢ 540 a tawxa
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de  reagdo foi maior. A lipase de P. fraagi foi termorresistents,
perdendn  somente 27,1% de atividade apos 1 hora de tratamento a
4B A inativatlo fpi completa a &&%C apods 1 hora de
tratamento ou a 7i=0 poyr 49 wminutos. Esta lipase hidrolisou
dsteres sintéticos de dAcidos graxos, assim  Ccomo gorduras
naturais. Trilaurina foi hidrolisada wmais rapidamente seguida
por btyicaprina, tripalmitina, tributirina.

VERGER gt alii, em 1949 (Eﬁé) purificaram duas
espdoics moleculares com atividade de lipase, isoladas de
pincreas de porco. MNeste estudo foi utilizado a hompgensizacio
de pancreas fresco & centrifugacio do homogenato O sobrenadante
fpi  fracionando com sulfato de amdnio, e foi submetido a
cromatografia em coluna com DEAE-celulose a pH B,9. Os autores
anceniraram duas lipases designadus La € Lx, purecendo existir
diferengas entre os pontos isoeldtricos das duas proteinas. Na
cromatografia em coluna de DEAE-celulose Ly emerge mais rapido
qug Lea. Compo as lipases estavam altameﬁte contaminadas com
lipideos a tentativa da completa remogio destes lipidens levouy
b extensiva imnalivacSo da enzima. A composicdo de aminoacidos
d2 L B Lg parece ser muite similar. As enzimas apresantaram
peso molecular semelhante, esktando na Faiwxa de 40.20¢ a 3@ 000

NAGAOKA gt alis, em 1949 (158 velataram » produgBo
de lipases ‘utilizandc. tTinhagem isviada de Mucor sp. D
micrprganisme  Foi cultivade =m meio liguido consistindo de 4%
de amide soldvel, 3% de fFarelo de soja, 9,.4% (NH.YeB80, e &,2%

de KaHPOL, pH 4,5, A produclo de lipase fol extremamente



afetada pela fonte de nitrogénio do meio sendo gque a combinacdo
de  (NHL)g%0, 2 farelo de =oja parece ser z  mals adequada. A
anzima apresentau pH dtimo de 8,2 para o substrato oOleo de
aliva a 3I7°C.

EITENMILLER gt  alii. em 1970 {30} estudsvram a
produgdo e as propriedades da lipase produzidas por Pgnicilliuym
roqueforii, verificando os  Fatores aue afetas a produgio de
lipase pelo smicrorganismo, e os fatores gue afetam 3 atividade
du enzima. & produgl3o de lipuse de P rogqueforti € afetada
intensamente pela fonte de nitrogénio e deatre os diversos mein
de cultura testados o que apresentava uma fonte de nitrogénio
orgdnico complexa levou a ums maior producio de lipase. s
sutores adicionaram oleo de oliva, gordurs de lgite, dleo de
milho. sc meio de cultura na concentracio de 1%, com incubacio
de 7 dias a 27°0. Todos os lipideos acrescentados causaram uma
diminuicic na produgidc de lipase. O pH do meio de cultura para
maior produgio ds enzima foi verificado ser 5.3 e quando o pH
aumenta a produglo de enzima diminui. A temperatura ideal para

incubhagio visando maior produtividade da enzima de Penicillium

rogueforti & 27°C. & enzima foi parcialmente purificada por
fracionamento com sulfato de amdBnip {(NMH4).50., 2 caracterizada
quanta a atividade lipolitica. 0 pH dtimo _ foi verificado ser
8,8 g a temperatura oStima de 37=C. A enzima nap g
rermorresistente  sendo inativada completamente guando submebida

3 520 por 19 minutos. Dentre 0% varios substratos estudados os
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triglicerideos de cadeia curta s3o hidrolisados preferen-
cialimente, & tributirina 2 a tricaprilina mostraram ser oS
substratos mais adeguados para aglo desta lipase.

HUTTUNEM & STEINBERG =em 19741 (452 descreveram a
ativag8o e fosforilaglo de lipase bhormbnic-sensivel de tecido
adirosc de rato onde foi estudado o efeito de stivagloc de
Adennsina Monofosfato (AMP) ciclico, Adenosina Trifosfato {(ATP)
g proleina Kinase. A ativasio dests enzima purificada depende
totalmente da adigc3o de proteina kinase tanto para o AMP guanto
para o ATP. 0O resuliados evidencisram aue 3 stivag3o hormonal
ga lipase de tecido adiposg & mediada pelo AMP-ciclico e nue
este AMP atua via proteina kinage possivelmente devendo ooorrer
conversdo de lipase inativa a lipase ativa pela fosforilag8o da
enzima, o0 que explicaria a rdpida mobilizaclo de dcidos graxos
livres de tecido adiposo onde #les egstdo armazenados na forma
de triglicerideos. Esta mobilizacSo é feita pela clivagem da
primeira ligagdo édster do triglicerideo, realizado pela lipase
hormBnio—sensivel.

KOSUGY & KAMIBAYASHI em 1971 {(1@8) isolaram do solo
uma linhagems de bacteéeria identificadas come Psgudomonas sp que
produzia lipase termoestavel. A lipase foi produzida guando o
meio -de cultura liguido foi incubado de 23 a 37°C com ABTACAED,
2 agitaglio. A 1lipase produzida foi termoestdvel e estdvel
frente a uma larga variac3e de pH. A adigloc de dleo de oliva,
saordura de boi e dleo de amendoim tiveram grande efeito na

produclio de lipase mais aque gordurz de cfceo ou dleo de mamona.



Burante o cultivo para a produclo de enzima foi verificado a
necensidade de condigBes altamente aerdbicas necessitando uma
grande quantidade de oxigénic dissolvido. A enzima apresentou
temperaturs otima de 7L e pH otimo de 7,9,

TSUJIISAKA b alii, em 1972 (B842) fizeram estudo
romparativo de alogumas propriedades de lipases fingicas. Foram

comparadas as lipases de Aspergillus niger, Rhizopus delemayr,

Geotrichum candidum e Pepicillium cuclopium. Com relag3o ao
meio de cultura para produgio de lipase fai verificado que 4,
niggr produzia lipase em melo semi-sdlido composto de farelo de
triéa g Dall,. Os putrps 3 fungos produzivam grande gquantidade
de lipase durante o crescimento em meio liguido. Este melo
tinha como caracteristica alta concentragio de nitrogénip =
certa quant idade de fante de carhonos. Para Penigillium
cyclopium o meio de cultura mais adequado continha farelo de
arroe e agua de maceracBo de milho. Segundo os autores todas as
tipases produzidas podem ser classificadas na rategoria de
glicerol éster hidrolase E.C. 3.1.1.3 por sua ag80 catalitica.
A aglo de sintese das lipuses sobre dcidos graxos e glicerol
fai verificada produzinde wmonoglicerideus, diglicerideos e

trigliicerideos. A% lipases de Asperailluys niger e Rhizopus

delemar demonstraram ter larga especificidade para varios
4cidps graxos e grande atividude de sintese. em re=laglo as duas
aubras lisases. & lipase de P, gucippium 2 a qguy apressniouy a
menor taxa de esterificaglio. Todss as lipases foram ativadas
sele ion cdlecio. Das observagbes feitas sobre 3 ativacio da

lipase dg A, niagr foi verificado que esta caracteristica nio
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ocorre no inicio da reasgfo enzimdtica sohve dieoc de oliva,
poreém somente apds o acidmulo de certa aquantidade de dcidoe
gleico € gue a ativacde & induzida e a reac3o é rapidamente
scelerada. 0 fendmeno da wtivac8o fopi verificade ocorrer
somente no caso de hidrdlise de trigliceridecs compostos de
acidos graxos de cadeia longa. Portanto, a ativa#ﬁa parece
dependey do aumento do estado de emulsificaglio da mistura de
reagio pela formacso de sais de cdlecio com dcides agraxos
livres. As lipases dos qualrp microrganizmos estudados foram
severamente inibidas pelo ion Fed+ opu Fes+t+. A lipase de A,
niger fol instantangamente inativada pelo contato com o ion Fe,

TSUJISAKA et alii, em 1973 (243 purificaram a lipase
de Begtrichum candidum {(Link) e estudaram slgumas de suas
propfiedadea. A composicdo aquimica da lipase c¢ristalizada
indicou a presenga de 7,34 dg manose como o companente
principal entre 09 agdcares presentes que foram xilose,
arabinvse e galactose., Fopl detectado também a presenca de
lipideo formado de viarios tipos de dcidos graxos n3o  sendo
geclarecido se a fragd3o lipidica € necessdria para a3 atividade
gnzimatica ou n3o. A enzima fpi mais ativa sm valores de pH
gatre §,6 e 7.0 0 foi estidvel na ¥faixa de 4,46 a 9,8 durante
incubacio por 24 horas ap3@“t, & temperatura otima ?ai gstimada
ser  40Y0, & 3 enzima foi estavel a temperaturas abaixo de 559°C
A pH 3,4 por 18 minutas.

¥KOSUGT & SUZUKI gm 1973 £449) fimaram lipase
produzida por  Psepdononas lisolytica 2 prépria cdlula e

potuduram as proprigdades desta enzima como enzima imobilizads.
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A fixaclo da enzima & célula ¥oi realizada centrifugando-se as
rélulas cultivadas por £2 horas. Posteriormente as células
foram lavadas com tampdo acetate pH 3,¢ e suspensas no mesmo
tampio. & suspensio foi mantida a 790 por 38 minutos 2 as
células foram centrifugadas, lavadas com dgua destilada e
usadas como lipase fiuada. & lipase assim fixada manteve B3X de
atividade em relagio a enzima soluvel produzida pelo
microrganismo, # podia ser usada continuamente para hidrolise
de tributivina e triacetina.

NAGATIKA & YAMADA em 1973 (45%9) purificaram lipasss de
Mucaor Jlipoluyticus Aac~01i@2 e estudaram algumas propriedades da
lipase purificada. A fraclp com atividade hidrolitica sobre
dleo de oliva foi separada em duas fragBes por cramatégra?ia G
coluna de CM-Sephadex £-50 e foram denominadas F-3A e F-3B. O
sonto isceldtrico de F-3a4 foi ewm pH 9,7 & F-3B em pH 19,2,
enquanto gue o pPH 6timo de F-34 foi 7,9 ¢ F-3B 8.8, As enzimas
Poram estdveis na Faixa de pH entre 3,3 8 16,9 A tgmperatura
Glima pars stividade de hidrdlise ewm dleo de oliva foi de 379C
para F-3A sendo gue a atividade enzimatica diminuiu a 2430, Na
temperatura de 8°C, asinda havia 48% da atividade mdxama. A
adicl3o de desoxicolato aumentou 3 atividade da enzima na faixa
de temperaturz entre @ g 5O0¥C. A Fracﬁﬁ*F“3B teve temperatura
Stima entre 30 e 37°C e o efeito do desoxicolato ndc foi tdo
intenso camo para 3 lipase F-34. As duas enzimas foram inibidas
por metais pesadps, como Ag+, Hg++ g por agentes oxidantes como
KMNGL., e w~bramm§uccimiﬁa. F-3A4 e F~38 apresentaram forte

atividade hidrolitica sobre trigliceridevs. Com relaglo a
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ronstituic8o de dcidos graxos do substrato F-3A apresentou
fraca atividade para irigliceridens de cadeia curta como
tricaproina, tributirina g tripropionina, enguanto F-3B foi
mais ativa sobre tributirina e tricaproina.

YQ&QGUCHI gb alii, ~em 1973 (2357} isolaram uma
linhagem de bactéria pertencente wo género Lhromobacteriun
utilizando emulsio de gordura de boi como substrata.nc meio de
cultura. A lipase obtidas demonsirou pH Stimo de atividade entre
7,8 g 8,8 o gque & © mesmo valor para lipase pancredtica, sendo
aindus bastante ativa do lado dcido do pH, & temperatura otima
para atividade lipolitica foi 69°C auando determinada a pH 7.9,
porém a enzima demonstra atividade apds exposigdo a varias
temperaturas, perdendn  cerca de 97% de atividade guando
aquecida por 19 minutos é 199~C. Com relagdo 3 estabilidade

Frente an pH a lipase de Chromobacterium demonstrou ser estdvel

na faixa de pH 3 a ¥ apds P4 horas de incubagio a 37°0. s
attores wverificaram que os ions Cu™*, Hg**, Hn*" inativam a
enzima, pordm os fons Ca*™, Mg*™™ & Ma*" a ativam. Com relac¢lo
an tipo de substrato a enzima mostrou-se mais ativa ew gordura
animal que vegetal.

SORHAUG & ORDAL em 1974 {22V desonsiraram gue

linhagen de Breyibacterium linegns apresentou atividade de

lipase & esterase somente nas preparaches de cédlulas intactas.
Guando o meio de cultura livre de células foi testado gquanto 2

abividade de lipase gu esterase nenhuma atividade Foi



detectada. A tawxa de lipolise nas preparacdes de c¢élulas
intactas ¥oi waior quandn o substrato gtilizado ol
tributirina.

BENZONANA em 1974 (14) descrevey algumas proprisdades
de  uma Iipase exocelular eroduzida por Rhizopus arrchizus.
Guando a enzima @ purificada por cromatografia em coluna de
fmberlite a atividade de lipase gmerge em dois picos
denominados lipase I e lipase II. & 1lipase I1 € resultado da
degradagio proteclitica da lipase I e nip ¢ ewcretada eelo
Pungo LOmo lipase ir. & adiglo de 2 mM de di-
isopropilfluorofosfato (IOPP) para um meio contendo lipase I
systs = formacSc de lipase II. Os pesos malecu!are&_daa duns
enzimas 30 descritos como 49 000 o 30 000 respectivamente para
“s lipasaﬁ I e II. A lipase I € rica em cavboidratos enguanto
aue a lipase 1! nBo os aprasenta. A fraglo de carboidrato pode
ser liberada da lipase I como alicopeptiden de peso molecular
8. 308, 0 papel da fragip de carboidrateo permangce obscura, na
catdlise da enzima. Quanto & especificidade o autor relata aue
3 lipase de Rhigopus arrhizus assemelha-se & lipase pancredtica
rompendo a ligagSo éster das posicles 1 e 3.

IWATI & TSUJISAKA em 1974  (71) parificaram e
deacreveram as propriedades de trés espécies de lipases de
Bhizopus delemar. As  lipases faram denominadas 4, B e € @
demonstraram acbo catalitica similar. O pH gt imo foi
determinade com dleo de oliva como substrato = 30°C por &0
minutos. O valor de pH dtimo 5,6 foi o mesmo para 33 trés

enzimas. Com relaglio a temperatura otima a lipase A apresentou



melhor atividade 5 tempevatura de 30”0 e para lipases B e [ a
temperatura foi 39°L, 0 pH de estabilidade foi encontrado na
faina de 3 a B para lirase A, enquanto azs lipases B e C faram
estdveis na faixa de 4 a 7. A termoestabilidade das enzimas foi
determinada pelo tratamento par 15 minutos a varias
temperaturas, em pH 5,6 As lipases B e £ foram estdveis nas
temperaturas abaino de 45°C snquanto que a2 lipase & foi estivel
mesmo  a 4970, Os autores relatam que 3 lipase A& apresenta
estrutura proteica diferente das lipases B ¢ L que poden
apresentar identidade.

KHO0 et alii, em 1974 (94} estudaram o mecaniswmp de
ativa¢B3o de lirase hormbnio-sensivel em tecido adiposo humano,
verificando aque este tipo de lipase sofre ativacio pela ag3o da
proteina  kinase dependente  do rivel de AMP-ciclico,
entabeliecendo que w interaglo com o receptor hormonal leva ao
aumento da atividade da adenilato ciclase aque aumenta o nivel
dep amMP-ciclico. Este fax ativagSo da proteina-kinase AMP-
riclico dependente gue ativa a lipaseg horménioc-sensivel. A
especificidade da proteina kinase enddgena cowm relagcls  ap
nucleptideo ciclico e nucleotideo trifosfato foi similar asuels
de mdsculo de coeltho & tecido adiposo de rata., Os sutores
concluem que  a rugbtura da primeira iigagio gster no
trigliceriden € limitante para a taxa de hidralise, 2 que a
diglicerideo lipase ¢ monoglicerides lipase apesar de estarem
presentes  em alts atividade nd3o s3o afetadas pelo controle

hormonal .



KHOD & STEINBERG em 1974 (99) estudaram a desativacio
reversivel de lipase hormbnio-sensivel de tecido adiposo de
galinha pela proteina Kinase, sendo detectado um sistema gue
rapidamente desativae esta enzima aue Foi ativada pela proteina-
kinasg. & ehzima inativada pode ser integraimente reativada
repetindo~se o tratamento com AMP-ciclico, ATP g proteina-
kinase. A fPfrag8o parcialmente purificada de lipase apresentavsa
al ividade de diglireriden lipase, mnonpglicerideo lipase e
lipoproteina lipase, Ag atividadaes de diglicerideo e
monogliceriden lipase ¥foram cerca de dez vezes mais ativas aus
a triacilgliceronl lipase, mas pouca ou nenhuma ativaglo destas
lipamweps ocorreu pelo sistema de proteina-kinase, aue Nas MESNAS
condigdes triplica a atividade de triaciiglicerol lipase, o gue
signi?ica gque estas dués lipases ndo esti3oc sob controele
harmonal .

UADEHRA em 1974 {2483 descreveu =as lipases de
StaphyloCooous verificando que a producio de lipase &
dependente do tempo de incubagSo e gue apds O dias a 37°C sob
ronstante agitacio n3o hd aumento da producio de lipase. A
enzima purificada apresentou pH dtimpo de 8,8 e a temperatura
dtima fai de 45°C. & estabilidade térmica desta lipase fol
surpreendente, pois apenas 6% da atividade foli perdida apdgs 3@
minutos de aquecimentd a 990, sendn completamentes inativada 3
700 guando aquecida por 3¢ minutos. Com relagdo 3o tipo de
substrato a enzima nin demonstrou alguma preaferdncia
particular, sendp todos os substratos testados dentre os dleos

e gorduras naturais, hidrolisados na mesma extensio.
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IQ&I eb _alii, em 1973 (79) compararam as propriedades
de  duas lipases de Penicilliium cyuclopium UWeesiring, ohtidas
através do fracionamento da enzima bruta por cromatografia em
coluna  de DEAE-Sephadex A-56. A eslabilidade do pH para as duaus
lipases denominadas lipage A e lipase B foram de 4,9 a2 9.0 & de
4,9 a S,S para 4 e B raﬁpectivémentek o pH dtimo de atividade
foi 7,2 para a livase A e 4,9 para a lipase B. Com relac8o a
agio hidrolitica sobre varips substratos, as alividades de
ambas as enzimas foi mais elevada sobre dleons vegetails ricos 20
sridos graxnds de cadeis longa € insaturados como os pressntes
gm dlen de oliva. Em dlsos campustos principalmente de dcidos
graxos com duplas lisacBes tonjugadus w stividade fol buiwa.
Nio foi e2ncontrada diferenca significabtiva nas acBes destas
lipuses sobre os Oleos vegetauis Lestades. O pesn molecular das
gnaimas  Fui verificado ser 27 680 parva lipagse A e 36 .96% para
lipuse B. Como as propriedasdes entre us  duas enzimss 5ao

diferentes o0s aubtores concluem aue Penicillium crclopium praduz

separadamentie duas espécies de lipases com estruturas proteicas
diferentes entre si.

ISHIHARA et  wlii. em 1975 {44) estudarum 4%
#rmpriedadea da lipase purificads produzida por Mucor
Javanicus, verificandp que gata lipuse aprasenia
apronimadamente 2,46% de vcarboidrato. O peH dtimp de atividade
foi 7,9 guando o substraio ulilizado Foi trioiaina, Estus enzima
exibiu atividade de foufolipase A1 pois hidrolisou =a ligacio
goter nu posigio 1 da fosfatidileolina. A temperaiura dtima de

acde da lipase foi determinada sey 37¢C e @ ativiﬁade fo5i



rapidamente perdida a4 temperaturas acima de 40°C. A lipase foi
fortemente inibida pela adic8o de solucfo de fluoreto de sddio
¢,PM, porém nZe foi inibida pela adiglo de Nall 9.8M. A& lipase
de HMucor tem especificidade posicional #m relacdo as posigles 1
e 3 do trigiiceriden‘

TORNQUIST & BELFRAGE em 1974 (238} analisaram as
propriedades de monoacilglicerol lipase purificada de tecido
adiposo de rato, sendo aue para este estudo foi NECessario
splubilizar a enzima com polioxietilenoglicel para produzir
pnzima sstivel em condigBes para ser analisuda quanto as suas
propriedades. & monoacilglicerol lipase foi extraida de gordura
de epiderme pela precipitagSo com dcido acético 2té pH 3.2 e
purificada em cvoluna de Sephadex B§6-209. 0 pH otimo da enzima
pnri?icada foi aproximadamente 8,2 e perdeu rapidamente sua
atividade auando sré~incubada por 5 minutos & temperaturas
acims de 44°C, sendo completamente inativads a 60°C. Com
relagdo a gspecificidade quanto a0 substrato, 2
mpanpleonleilglicernl  foi hidrolisado na mesma  taxa que 103~
monooleilalicerol com Km determinado a3 B19C e pH 7.4 para ambos
gs substratos €,2 aM, nBo apresentando atividade na presenca de
dinleilalicerol. O substrato sintético p-nitrofenilacetato foi
hidrolisado & taxa similar do monooleilglicerol. Com relacdo a
inibidores, cloreto de mercdrio i mM ® diisopropil
Flunrofasfato 12 mM inativaram completamaente a enzima

purificadsa.
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O UIMURA et alii, em 1976 {174  determinaram as

eepecificidades posicionais de quatro especies de lipases

microbianas: Aspergillius niger, Rhizopus deliemar, Geplrichum
cangdidum e Penicillium guaclippium, Du achp destas enzimas sobre

v substvato trioleina foi cmnclgidn que lipases de A, nisgr e
R delemar nic hidrolisam a2 ligag8o éster na posiglo 2 do
rrigliceridec. GQuando o substrato utilizado foi dioleina, esstas
duss lipases hidrolisam 1,3-dioleina em preferéncia 3 1,2(2.3)
dioleina. As lipases de G. candidum e P, guclopiym hidrolisam
todas a% ligasBes ester do triglicerideo apesar de sus posicio
no triglicerideo.

KINSELLA & HWANG em 4976  (102) estudaram a2
bipssintese de “flavor"” pelao Penicillium rosusforti.
Ponvencionalments =a maturacdo de "Blue cheese” & realizado em
9@ diass a 10°C, com umidade relativa acima de 90%. 0 fungo
cresce abtravés do queijo e durante o periodo de maturacdo este
eapovula ocorrendo protedlise, lipdlise, metabolismo de dcido
graxo e cvompostos de "flavor” s3o progressivamente gerados. A

qualidade do "Blue cheese” depende do metabolismo do substrato

lipidico no gueijo. Os dcidos graxos s3o produtores de odor e
sR0 precursores de metilcetonas. Na auséncia de lipdlise
adequada o “flavor” e pobre e se desenvolve wvagaroszmente.

Durante 2z maturacio os triglicerideos 530 progressivamente
hidrolisados % monogliceridens e acidos graxops livres. A
Lidrolise de trigliceridens & predominantemente causadas pela
tipase de P, rogueforti. 0 microrganismo apresenta duas lipases

LM intracelular = outra extraceliular, A intracelular ¢
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altamente ativa 2 tem temperatura otima de 32°C. 0 mecaniswmo de
formacio de metilcetonas @ partir de dcidos graxos comega pela
via daF~-exidac€io. g P~cetoécida ohtido sofre aglpo da enzimaﬁ-
cetpicido descarborilase o que leva a formacie de alcanonas. Os
autores relatam gque t8m sido patenteadns meétodos de obtengio de
tipolizados de gordura de leite pela adic8c de P, rogusforti
num meio contendo caseina g gordura de leite,

MeMAHON gt _alii. em 1977 (143) identificaram
alividade de glicerpl-éster hidrolase na polpa de dente de
hezaerrno ainda nSo erupcionadeo. Porgdo de polpa homogeneizada
com tamplo Tris pH 8,0 8,25M ¥oi splicada em emulsio preparada
dep Glen de oliva, tamp3c Tris e Calls ©,1iM. 0 produto de
digestio fpi titulado contra KOH alcodlico, tendo sido
demoﬁétradu que atividade de glicernl éster hidrolase (E.C.
7 4.1.3) estd presente na polpa do dente de hezerrp, porém o
papel da enzims no metabolismo do tecidp dentdrio ndp @
conhecide.

SEYERSON et alii, em 1977 (211} demonstraram o papel
de fosfaproteinas fosfatases na desabtivag8o reversivel de
lipase hormbGnio-sensivel de tecido adiposo de galinha. (omo a
ativag3o deste tipo de lipase € catalisada por uma proteina
kinase AMP  ciclico dependente, pode ser inferido aque 2
desativac3o dests 2nzima é vatalisada por uma lipase fosfatase.
Ds autores concluem gque os dudos obtidos evidenciam aque 2
desativa¢8o Foi enzimabtica, sendo completamente reversivel
suando o0 sistema era incubado com ATP Mg++ e AMP ciclico, @

desabivagio bobal  Foi afetada pela adi¢8o de fosfatases
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ispladas de diferentes tecidos incluinde figado de rato e
coelho, coraglo de rato 2 gordura da epiderme de rato. 0 que
confere baixo grau de especificidade na reagio.

MOSKOWITZ et alii, em 1977 (153} descreveram as
proprigsdades da esterase de Mugor mighel € a hidrdlise de
gordura animal 2 dSlep vegeial .pur gsta enzima. 0 oH Stimo da
enzima foi verificado ser B,5 quando medido a3 379C usandp dleo
de nliva comp substrato. A atividade enzimdtica aumentou com o
aumento da temperatura ateé 49°C. Acims de 485°C a3 atividade
enzimatica rapidamente diminui. A& esterase de Mucov miehei tem
uma larga faixa de estabilidade frente ao pH, variando de 4.2 a
9.8 fAinda a pH 10,8 a enzima retém ?3% de atividade apds 2
horas de incubucle a temperatura ambiente., A enzima nio @
inibida por uma variedade de inibidores sulfidrilicos como
parscloromercirio benzoato, iodoacetamida e dcido igdoacetico.
Portanto, nem grupos sulfidrilicos nem cofatores metdlicos sio
requeridos para atividade. O sal biliar tauroccolato .ée s0dio
esbtimula a reacio om cerca de duas vezes a pH 8B,¢ g
aproximadaments cinco vezes a pH 6,5, Os autoves consideranm
esta wenzima uma esterase por ela ter apresentado taxa de
hidrdlice para subslirato soldvel 1,21 veres a taxa de substrato
insoldvel j3 gue para a classificacdo em lipases = esterases
leva-s58 eﬁmconsideracﬁa 4 acln sobre substratos soldveis ou
inspldveis.

WHATANABE gt mlii., em 1977 {255} izolaram &
identificaram lipase alcalina microbiana, watydaram as

condicBes para cultivo dos microrganlismos visando a3 produclo da
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enzima ¢ egstudaram algumas proegrisdades da enzima bruta. Duas
linhagens isnladas foram identificadas T Omo Peeudomanas
nitroreducens e Pseudomgnas frasi. As condigBes dtimas para
rultivo dos microrganismos  forasm pH inicial de B,2-8,7 pars P
nitroreducens @ 6.46-7,@¢ para P, fraai, a temperatura entre 23~
2&4,8°C 2 agitagl3o de 309 rem. A enzima produzida  foi
precipitada com pH 4,8, As cavacteristicas bioguimicas foram
determinadas no extrato bruto enzimatico. 0 pH otimo pars ambas
lipases fai encontrado ser 9.5, embora a lipase de P
nitroreducens tenhs demonstrado alta stividade mesmo a pH 19,
fs enzimas foram estaveis entre o= pH 9 2 11, & tgmperatura
Stima para lipase de P, fragi foi de 75 a 80~L. Surfactantes
iﬁnicps inibiam as enkimas fortemente. & linhagew de . fragi
produziu  lipase extracelular e lipase ligada & célula, porém a
taxa de producdo de lipase extracelulsr para lipase ligada a
célula fpi diferente de acorde com as condigfes de cultivo. A
lipase de P, nitroreducens apresentou =alta produtividade de
lipase alcalina.

KHOD et _a2lii, em 1977 (94) estudaram a ativag3o de
lipase hormdnio-sensivel e fosforilase kinase eor proteina-
kinase OMP ciclico dependente verificands aque profwina-Winase
GHMP  ciclico dependente catalisa a mesma fosforilac8o catalisada
por proteina-kinase AMP riclico dependente.

A reaglio inversa catalisada pelas lipases, reacdo de
esterificacio foi descrita por THUJISAKA gt 8lii. em 1977
(28443, em quatro lipases microbianas, estas lipases foram

shtidas de Asperaillus npiger NRAL-337, Rhizopus delegmar ATCC~
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344618, QGeotrichum candidum ATCC-34414 e Penicillium guclopium

ATCC-34613 Foram purificadas ate homogeneidade ¢ estudadas
quanto as suas propriedades. 0 sistema de reacdo para a sintese
de glicerideos consistiu de 4 ml de glirverol, 1 w1l de dgua,
2,1 m1 de soluglo de enzima e 2,1 g de dcido oleico. &as
quantidades de glicterideos sintetizados pelus lipases de §.
candidum e P, gyuleopium foram muito inferiores (cerca de 1@X)
que pelas lipases de A, niger e R, delemar (cerca de 60X). Para
testar o efgito de wvarias gspecies de compostos, como
emulsificantes, tampdes e proteinas, estes foram adicionados
aos sistemas de reacg3o na presencga das lipases de . candidum
P puclopium. Quando foram adicionados caseina, albumina e
tampRQ oH de 6,5 a quantidade de sintese de gliceriden
aumentou, porém 0s emnulsificantes ndo apresentaram efeito. A
concentracio de aglicerol na' mistura glicerpi/dcido graxo
interferiu no grau de sintese de alicerideps. Guando esta
concentracio era cerca de 86Y¥% as lipases foram mais ativas. fom
relacBo 4s especificidades posicionais na reaglo de sintese de
glicerideas Faram detectados, como produtos de reagdo foi
ut ilizadao acido oleico comp substrato 0% seguintes
trigliceridens 113 monoleina, 1,3 dioleina para as enzimas de
4. npiger e R delsmar nos estdgios inicials da reaghio. Apds um
longo periado de reag3n pequens quantidade de 1,2 (&,
dicleina e trioleina foram detectados. Por outro lado, 14(2} e
g-monoleing, 1.2(8,.3) e {1,3~dialeina e trinléina foram
detertados como produtos de sintese da agio de lipases de O

candidum & P cuclopium.



A& influéncia das condigdes nutricionais e de cultivo
na producio de lipase de Aspergillus niger em cultura submersa
foi estudada por PAL gt  alii, em 1978 (188). A& temperatura
otima para fermentac3o foi 35°C, o pH do wmeio no gual a
producdn de lipase era maior foi de 7.8, o periodo de incubacHo
ideal fai 96 horas. Dentre as fontes de carbono testadas para a
produgdc da enzima, a sacarose induziu cresciments aprecidvel e
alta Tormaclo de enzima. & concrentruacBo Stima de sacarose para
sintese de lipase foi 1%. Quando foi wutilizada a fonte de
nitrogénic nitrato de amdnio na concentracdo de @,1% esta
produziu a melhor tawa de crescimento e melhor produc8o de
lipase. s sais Mo80. e FeSl. dgsempenharam importante papel na
producino de lipase, a concentragdo otima foi deterﬁinaﬁa ser
B,1% pars FeS0. e @,04% para MoSDs.. & adic3o de lipidens ao
meio de fermentaglo aumenta a  produclo de lipase. Gordura de
manteisa e dleo de nliva causaram o melhor grescimento celulsr
e melhor produgdc de enzima, sendo sue a concentracio dtima de
dleoc de pliva foi 1¥%.

STEVENGBON vt alii, em 1979 (£238) pesquisaram o
SMPpYego de lipase pancredtica para & ressintese de
trigliceridepns pois tal wmétodo poderia ter a vantagem de usar
condigOus hrandas para a interesterificacio diferente dos
metodos quimicos tradicionais. O modelo ée reacio foi composto
de¢ rac~gligeril-i-palmitato-3, 3~dioleato (POO) gue reagiu com
dcido palmitica (P). Foram obtidos gligerii-2-nleato-1,3-

dipalmitato <(POPY. PP & o trigliveriden presente na manteigs
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de cacau. Para disselver o dcidoe palmitico foram testados
varios wvolumes de hexano. 0 aumento do volume de hexano aumenta
a concentragcldo dos produtos obtidos com dcido palmitico. Foram
ohtidos de 14 a 18X de POP quando Toi utilizade volume de 75-
16@ ml de hexano. Q0 pH do meio de veaclo dtimo para produgSo de
FOP  foi 6,86 a 4,5, & formaglo de POP parece depender da
concentracio de P na solugdo na fase oleosa.

OKUMURA et . atii, em 1978@ (173) purificaram e
gstudaram as propriedades de uma parcial-glicerideo hidrolase
de Peniciilium cuclopium M1, Este wmicrprsanismo produziu duas
especies de enzimas lipoliticas. Uma delas mostrou ser mais
gspecifica para glicerideos do que para ftrigliceridens,
hidrolisando monoglicerideo mais rapidamgnte que todos oas
subst;aias estudadas.. Ecta enzima foi purificada e

caratterizada. 0O peso molecular encontrade fai 32008 por

filtraglBo em gel, tendo ponto isoelétrico em oH 4,4, Apesar da
grande quant idade de engima adicianada, a hidrolise de
trinleina nio aumentou acima de 20%. FEstz lipase produziu

somente dcido oleico e pequena quantidade de 1,2(2,3)~dioleina
atraves da reagio, nio tendo sido detectado 1,3-dioleina e nenm
monaleina. Monoleina foi degradada rapidamente e dioleina Poi
degradada mals que &8X em 1 hora; ambos 0% substratog foram
completamente hidrolisados gm 8 horas, snquanto gque trioleina
teve o grau maximo de hidrdlise em torno de 10%. Dentre os
diversos tipos de monogliceridens testados de Cyu ~ Cuie, O
dcidos  graxos de cadeia média foram rapidamente hidrolisados

pela enzima, poreém @ taxan de hidrolise nip foi diretamente
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propaorcional & quantidade da enzima. O ifon cdleio aumentou o
grau de hidrolise upenas com reluacSo aos substratos monolaurina
g monoleina, mas somente no estdgio inicial da reacdo nio
afetando a hidrdlise de triacilglicerol. ésteres metilicos de
acidos yraxos.

BERGLUND et _a}ig, am 1986 {17) Separaram
monoglicerideo~lirase de outras Tipases como lipase hormdnio-
sensivel, triglicerideo lipase e de diglicerideo lipase. @
lipase hormdnio-sensivel que £ a3 enzima chave gara regular a
mobilizacBo de scidos araxps do tecido adiposs, tem sido
demonstrada ser ativada por  proteina-kinase AMP  ciclico
dependente e reversivelments desativada por proteina-fosfatase.
Tanto em tecido adiposo de rato comp de galinha a3 enzima &

pbtida na forma de um complexo rico em  lipideos oaque exibe

gquatro abividades que 330 triglicerideo, diglicerideo,
monsaliceridens & tolesternl éster hidrolase, estas atividades

de atil~hidrolases pETHanecan interligadas. Os aubores
gtilizaram Triton X-160 paras dissociar o complexo lipoproteico
da lipase hormbnioc-sensivel, podendo separar a triglicerideo e
diglicerideo lirase da monoglicerides lipase. liurante o
processo de purificac3o o grau de ativac8o pela proteina kinase
diminuin progressivamente, sendo sugerida 3 possibilidade q?
que algumas subunidades ou componentes da lipase gque estio
intimamente envolvidas na  ativagio estejsm  sendo separados da

sybunidade catalitica.
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AKHTAR er aliji, em 1986 (2) verificavram a influéncia
de diferentes tipos de triglicerideos na indug3o de lipase em
Mucar hiemalis. Qs trigliceridens estudadas continham
principalmente dcido oleico, dcido erdcico ou  acidos  graxos
saturadous de 8 a 18 adtomos dg carbono. & linkagem de Mucor
hiemalis estudada produziu lipase extracelular g lipase
micelial. Ambas enzimas apresentaram pH  dtimo de ?,é, Com =&
adigio de Slen de oliva ao wmeis fermentative, 2 producio de
ambas as lipase fai aumentada. Dentre os triglicerideos
estudados o fleo de oliva foi mais efetive na  inducl3o da
Formacin da enzima. A lipase produzida foi mais efetiva contra
Slea de cBeo do aque dles de oliva ou olen de mostarda.
Yerificou~se que a lipase produzida por M g;gmgilg é induzivel
e constitutiva. |

FIELDING &8 FIELDING em 198¢ {(42) relataram as
caracteristicas da  hidrdlise de triascilglicerol e parcial
acilglircerol pela lipoproteina lipgse pregente no plasma
kumano. Considerando que a lipoproteina lipase ativada por um
dnico cofator apolipoproteina rveasge especificamente com oS
gsberas na posicic 1(3) do lipoproteinatriacilglicerol do
plasma, « Z~moncacilglicerol produzido podersa seyr
postgriormente catabolizado pela lipase soment g apos
isomevrizaci3o, pu podera ser catabolizadn por monoaciliglicerol
lipase de especifividade adequada, como aquelas presentes nas
livoproteinas de alta densidade (HDL) ou associadas com  as
plaguetas do sangue. Os autores verificaram que na presenca de

alta concentraclo de apolipoproteina, mongacilglicerod,
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diacilglicerol e triacilylicerol sd3o ativados para lipdlise
pela lipoproteina lipase. 0% autores afirmam que a lipase sera
reativa contra monoacilglicerol spmente guando todos os outros
acilglicerdis tenham sido removidos do sistema de reacio.
Fartanto, eﬁ circunstincias Ytisiocldgicas monoacilglicerol n3o
‘serd um substrato efetivo para lipoproteina lipase mesmo na
auséncia d2 ocutras ﬁonoacilglicer&l hidrolases, o que levaria a
uma quantitativa acumulagio de monpacilglicerol & partir da
degradacio de triacilglicerol pela lipoproteina lipase.

FIELDING em 1981 {41) continuandeo ovs trabalhos
desenvolvidos naeste campo, estudow as proprigdades g papel
desempenhado  pela monoglicerideo hidrolase na atividade da
lipoproteina liease do plasma e plaquetasrda ratg, gue reagem
COm ;5 produtos gerados pela agSc da lipoproteina lipase;
Quando o slasma foi incubado com 1{3)- ou 2~monoleina houve uma
significtante degradaclo destes lipideos, gerando acidoes graxos
livres. Quando o plasma foi fracionado por ultracentrifugacio a
maior parte da atividade com ambos os isBmeros da sonoleina foi
ohtida na fragSo HDIL {(High Density Lipoprotein?. Em pH 3,30 a
maior aclo hidrolitica foi com o isBmero 1{(3)-monoleins. Em pH
8,9 a3 maior atividade foi contra 2-monoleina. Us reagentes 5,5~
dithiohisdeido 2-nitropbenzdico ou acido oleice ndo diminuiram a
atividade da snzima. Quando maﬂnglicerideb foi gerado pela
at ividade de lipoproteina lipsse ubtilizandeo trigliceridec do
quilomicron no lgito corgndrio na auséncia de plasma houve um
significante acdwulo de monoslicerideo, eprinciralmente do 2~

monogliceriden. Na presenca de plasma ou lipoproteina lipase



houve redugdo substancial tanto de i-moneogliceridec como 2-
monoglicerides. Na presenca de lipoproteina de alta densidade
{HOL)Y houve reducldoc de S wvezes no nivel de 8~mnnagficeridac @
duas vexes np nivel de i-monoglicerideo, estes dados ilustram
a8 atividades deo glasma na. regulacio dos niveis de
monoglicerideos, considerando Gerem eat ey altamente
citotdxicos.

ORUMURA et alii, em 1981 (1763 estudaram o efegito da
ac30 reversa da lipase na hidrdlise de triglicerideas. Foram

utilizadas as lipases purificadas de Aspergillus niger NRRL-

337, Penicillium gucliogepium ATCC~-34413, Rhizopus delemay ATLC-

344172, Geotrichum candidum ATCLC-34414. A lipase de R, deglgmar
demonstrou agio mais Ffarte de eﬁterificacﬁaadurante a hidrdlise
g né entantn @ lipaze nioc hidrolisa ligagfo éster na posigdo 2
do glicerideo. Segundo os autores esta € a3 causa pela qual o
grau de hidrdlise desta lipase £ o mais baiwxo dentre as gquatro
lipases. A lipase de f. niger emboura btambém ndo bhidrolise a
ligagio dater na posigio 2 dop trigliceriden =2 hidrdlise
gradualmente S@ RYOCESSE dgcima de 7¢%., Isto S@ deve
provavelmente poraque z lipmse A, niger ndo € tio ativa na
saterificac3o0. A lipase de §. candidum hidrolisa ligacBes édster |
em todas ss posigBes do glicerideo, esta lipase apresentou 3
mais fraca ag3o de esterificacl8po durante a hidrdlise da
triocleina dentre as guatro lipases estudadas. Este dado pode
ser a raz3o porgue a lipase de G, candidum hidroliss @

triagleina wcima de 98%, mais raspidamenteg dentre as auatiro
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lipases. @ lipase Jde P, guclopium tem aglo de esterificacdoc na
hidrolise, =imilar & lipase de R, gglemar.

A hidrdlise continua de triglicerideos em sistems
utilizando solvente grgénico com lipase de Rhizopus archizus
foi investigada por BELL gt alii, ew 1981 (i3). Foi utilizado o
miceélio comp fonte de lipase ihabiiiaada num reator de leito
fixo, A propor¢io de micélio pava a quantidade de substrato foi
estabelecido como 1 g de micélio para um fluxo de 1 mls/min. de
solugio ée.élea de oliva 2,.5% (p/v), em gter diisopropilico.
Tal sistems produziu 45% de dcido graxo a 3@*C. A concentraclo
dtima de H.0 foi verificada ser 06,174 {p/v).

TANGKA et _alii., em 1981 (236) descreveram a reagHo de

interesterificacio enximdtica de dlep de oliva em meio de n-

hesana, utilizando lipase de Bhizopus delemar. & enzima foi
dinsolvida em glicerol. Foram testadas vidriass substincias para

agir como dispersores, porque a solugBo de lipase em n-hexano
nSep estava disperss mas presente na forma de gOtas. 0 grau de
dispersdoc da lipase em n-~hexang parece afetar a taxa de
interpsterificacho da enzima. Dentre os dispersores estudadaos
areis, celite @ carbonato de cidlcioc mostraram-se meis
gficientes.

LAVAYRE & BARATTI, em {982 {418} eprepararam e
descreveram  as prupriedadeayde lipases imobilizadas. As lipases
utilipadas Foram lipase pancreatica de porce e  lipase de
Candida gulindracea. O suporte utilizado para imobilizagBo foi

vidro poross  Cesphercsil” derivatizado pela introducin de

grupas iodopropila. A4 natureza da interacBe lipase-suporte



confirmou-se ser hidraofdbica. As atividades das lipases
impbilizadas compuradas 5 das enzimas spluveis foram
dependentes dos substratos. A taxa de hidrdlise do substrato
sintétice paranitrofenilacetato foi  aumentads em 23 vezes
quando ubtilizou-se lipase pancredtica purificada imobilizada. A
mudanga conformacional que aumenta a atividade da lipase pode
ser resultado da interacdo da enzima com o suporte hidrofdbico,
similar an jue peorre na  interfacre dlep-dgua. Quando o
substrato tributirina foi utilizado baixa atividade bidralitica
foi wobservada, Segundo os autores comno o substersto forma adtas
a baixa atividade poderia ser resultado da resisténcia estérica
3 penetraclo do substrato na matriz porosa.

KOKUSHO gt alii, am 1982 Fiﬂﬁ) isoclaram e
idenfificaram .micrmrganiﬁmoﬁ progutores deg lipase alcalina. As
linhagens isoladas faram selecionadas baseadas no pH dtimo para
atividade na regifo alcalina, sendo que 3 atividade da lipase
foi estimulada por sais biliares ¢ grande quantidade de
monoglicerideo se acumulava durante a hidrdlise de gordura. Os
autores consideram que pelas caracteristicas apresentadas,
estes microrganismos pertencem ao género Alcaligenes.

MACRAE em 1983 (1395 relatou a3 obiencSo de misturas
de glicerideos, aue niv  podem ser _  obtidos por
interesterificacio quimica, pelo uso de lipases, considerando-
52 =m sua especificidade. Se lipase nB8o especifica € usada para
catalisar a3 interesterificaclo de uma mistura de trigliceriden,
ps triglicerideos obtidos sko similares adgueles obtidos pela

interesterificacio quimica. Porém se for ubtilizado lipase 1.3
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especifica, a migrag3o acils serd confinada &s posicBes { e 3.
Misturas de trigliceridens e &cidos grawos livres também podem
ser usados como reagentes para a  interesterificaglo. Nestes
taswys, acidos graxos livres seri3o trocados pelns grupos acila
do triglicerideo produzindo novos trigliceridens enriquecidos
com o Aacido graxo acrescentado. A habilidade para produzirc
novas misturas de triglicerideos usando lipases especificas &
de interesse da inddstria de odleos ¢ gorduras, porque alguns
compostos assim produzidos tem propriedades adequadas. a um
determinado  fim. A& interesterificacio catalisads por lipase 1,3
gaspecifica do triglicerideo 1,3-dipalmitpil~Z-mononleina (POP}
que & a fraglc  preponderante do odleo de dend@ com dcide
estedrico, leva 2 obtenclo de 1(3-palmitoil-3(id-estearii-e-
monpleina (POS) e 1,BNdiestearilwg*mbnaleina (505), gue sdo os
dois c¢omponentes principais da manteiga de cagau. 0 autor
relata aue tem sido possivel utilizar #@ reacio de
interesterificac8o para eorodugir anilogo a manteign de cacau 3
partir de mateéria-prima de baixo custp.

LENSEN gt altii, em 1983 (g4 descreveram 3
determinagio da especificidade de lipase, relatando aque a
especificidade de lipases ¢ controlada pela caracteristica
molecular da egnzima, estrutura do substrato, e fatores‘ que
afatam a ligagio da enzima ag substrato. s tipos de
gspecificidade foram descritos auanto: 1) ao substrato wuando =
lipdlise de triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos @
fpita = diferentes taxas pela mesma enzima; 27 gquanto 3 posigio

do triglicerides, a8 wenzima pode atusr no déster primdrico, dster
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secundario au ndo especi?icar 2 posicio; 3} quanto &
preferéncia pelo  dcido grann; 4) estergoespecificidade:
hidrdlise mais rdpida de éster primdrio quando comparado com os
nﬁtraa, Todons s tipos de especirficidade tem sido detectados
com 0 uso de acilglicerdis  sintéticos. A detecgac de
esterepgspecificidade requereu acilglicerpl enantiomérico.
ZUBENKD et alii, em 1984 (264) egstudaram a taxa de

crescimento  do fungo Rhizopus microsporum UZLT-1 o a formacio

de lipase extracelular guando o micrarganismo ¥foi cultivado a
diferentes titemperaturas nas condigBes empregadas, wverificando
que o final da fase de crescimento exponencial &€ um perﬁa&m_de
intensa formagsdo de esporos pelo  fungo, ocorrendo um aumento
cansiderivel na hiomassa g na atividade lipolitica. g
rrescimentn do fungo e a bipssintese da exeolipase dependem da
temperatura da cultura. Lom aumento da temperaturs a duracio de

todas us fases de crescimento do Rhizopus microsporuym &

reduzida. A bionssintese de lipase ocorreu em paralelio com o
acumule da biomassa. & atividade lipolitica permaneceu neste
nivel ated o fim da fase estaciondria em todas as temperaturas
testadag (28, 38, 48°C). & temperatura ftima para o acumulo de
Biomassa & formaclo de lipase foi 38°C.

LINFIELD et _alii, em 1984 (1277 estudaram a hidralise
de hanka, olec de cdco e dleo de oliva por lipase de Candida
rugnsa, Asperaillus niger e Rhizgeus arvhizus e a esterificacio
de dcido oleico com glicerol e outrns alcodis na presenca de
lipases de Candida rugosa e A, niger. A lipdlise com lipase de

L. rusosa n3o foi dependente da temperatura na faixa de 26 =z



446°C. A banha e o dlev de cbro fcram-iipatiaadna A mesma taxa
enquanto  que para dleo de oliva a taxa foi maior. Com vrelaclo
ao efeitoc dos ions na atividade enzimatica, o5 autores
verificaram o fon sddio n3o apresentou efeito, pordém ion cilcio
mostrou  ser inibidor. A lipdlise com lipase de A, niger fpi
similar 3 de L. ruyggsa, ambas s3o nZo especiticas, iste &,
atacam as posicles 1 g 2 do iriglicerideo. A lipase de g.
rudesa € sensivel a0 calor e a inativacBo da enzims ocorreu a
Sae . Ambas lipases foram cspazes de hidrolisar os  trés
substratos completamente em 72 horas. Come a lipase de E.
arrhizus € especifica para as posigdes 1,3 do triglicerideo,
ela hidrclignu triglicerideos mais vagarpsamente que 3 lipase
de L. ruggesa. A esterificagSo enzimstica embora apresente as
vantagens de ocorrer em condigSes brandas ¢ n3o envolver a
adicSo de impurezas e resgentes nocivos como haletops de acilsa,
em relaglo a esterificac¥o quimica, ocorreu de forma muito
tenta. A andlise dos produtos de esterificaclo apds & semanas
de reag¢do mostrou 1,4% monoglicerideos, 19.8% diglicerideons e
43,6% triglicerideos & 3%,3% de dcidos graxos, tanto para
lirase de A, nider como para lipase de . ruagsa. Acidos graxos
podiam  também ser esterificados com vidrios alcodis alsm  de
glicerol tais como etilero glicol e dietilens glicol.

MEFFERT em 1984 {149 relatou a importancia
industrial ¢ o0s usos para @steres sintetizados de dcidos
graxns. s ésteres de glicersl apresentam cada ver maiores
aplicagBes. Dentre os de uso industrial destacam-se o glicerol

mongestearato, 0 monoleato e monoricinolests. Os estearato 8 de
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longe o mais importante. Em geral os monoglicerideos de uso
indusirial nSoc s8o puros, consistindo de -uma mistura dos
seguintes produtos: 49-48% monodster, 30-40% diédster, S-10%
triester, 0,2-9% d4cido graxo e 4-8% glicernl. As principais
aplicagdes de tais édsteres sﬁai coma agente emulsificante em
cremes, logfes, como agente lubrificante na indidstria textil.
Na inddstria qdimica é¢ ronhecido o papel do monoestearato e
monooleats no processamento do cloreto de polivinila (PUC) como
lubrificante interno.

ZAKS & KLIBANOV em 1984 (262) pstudaram a catalise
genzimdtica em meio orgdnice a 199°C, descrevendo as nhovas
propriedades cataliticas de lipase pancredtica de porco guando
sob desidratacio. 0 meio de reaclo foi composto com t?ibutirina
2 heptanal. Os autores consideram qué ;arta mobilidade
conformacional € necessiria para o desenrolamento da estrutura
pgroteica gue £ 0 primeiro passo para O processe de inabivacBo
tgrmica, as enzimas em meio praticamente isento de  Bgua
poderiam  ser mais termoestivels gque 3% enzimas em meio aquUOso.
O0s testes realizados com a lipase pancredtica demonstraram que
a enzima isenta deg H,0 em meio orgidnico foi altamente estivel,
sua meia vida a 1@9°0 fFfopi maipr aque 12 horas, enqguanto esta
lipase em dgua a 189°C perde guase gque instanfaneamente a
atividade. Com relagdio a temperatura do sistema de reag3o a
presenca  de dgus  apresentou efeitns opostns sobre a lipase em

mein oargdnico 3 B% e 1907C. Se Agua ativou a enzims a 2e°C, a



altas temparaturas a lipase fToi inativada. Portanto, a

desidratagSo da enzima ndo somente aumenta 3 sua estabilidade

térmica, mas também altera sua especificidade pelo substrato,
HOG gt alii, em 1984 (41) desenvolveram um biorestor

de membrana microporosa para sintese continua de gliceridens. A

lirase utilizadas foi um preparado comercial de
wiscosum wvar. paralipolyticum. Neste sistema a2 solucloc de
glicerol contendo a lipase » doua foi aplicada continuvamente de
um lado da membrana microporosa de polipropilenc e o efluente
foi reciclade, enquanto dcido  graxo iiquide <(oleico ou
linoleico? eva alimentado no lado oposto da membrana & vinha
ter contato com a soluglo de glicerol-dagua-lipase para causar a
reagdo de estarificac504 0 produto, glicerideo era obtido fora,
em estado puro. A maior taxa de conversipo foi ogbtida quando o
conteddo de Agus da solugdo de glicerol era de 3 3 4%, Quandao o
acimulo de dgua produzida pels resgfo diminuia © grau de
conversdo foram colocadas peneiras meoleculares na coluna na
aual passava a solucso de glicerol para manter o nivel de sgua
adequado. A reacfo pode ser realizada no wminimo por  um més,
conferindo uma conversi3o agima de 78% guando foi adicionado 1%

de Callw na solugdo de glicegrol. 0 principal componente de

glicerideos formadops foi quantidade equimolar de mono e
diglicerideons, - quant idade de trigliceridecs foi
negligencidvel . 0Os autores verificaram gue um aumento na taxa

de Ffluxo do acido gramxo no sistema pode causzar decrgscimo na



conversdo por tausa da diminuic3o do tempo de residéncia  do
dcido sraxo no bioreator enduanto gque 5 baixas tasxas de fluxo a
CONVErsio se aproxima do méximo.

LINFIELD et =zlii. em 1984 (1P8) utilizaram a3 lipase
praduzida por £, rugosa sara estabelecer a cindgtica da lipdliise
de dleo de oliva, dleo de ¢dco e banha. Esta lipase foi
sglecionada por ter modo de ac3do inespecitico o0 que podg levar
& hidrolise completa de substratos variados. 6 aglo enzimatica
ndo apresentou mudangas dJdistintas 3 wvalores de pH entre 4,8 e
7.2 e pg experimentos foram realizadeos s pH 3,4 & gnzima neste
pH & pstdvel e possul  alta atividade. 0O dleo de oliva mostrou
ser o welhor substrato para bhidrdlise pelas lipass de [, rudoss.
Foram utilizadas as temperaturas de 427C para banha e dleo de
a!iva. ¢ 2&°0 paré adleo de cdco. As diferengas nas [axas de
hidrdlise podem ser relacivcnadas com a estrutura guimica dos
varios Sleas. 0 grzau de insaturac3o @ alto para oleo de oliva
{83% de dcido oleico), moderado para banha (40% dcido oleico) e
haixg para olen de clOco. Apesar o3 lipase de §, rugpsa ser nio
especifica, gla pode favaorgrer a hidrdlise de lipideos
insaturados .

OKUMURS gk aliil, s=m 4204 {(473) utilizarzsm a lipase de
A, niger NMRRL-337 purificada para sintentizar oligdmeros a
partir de acidps dicarbonxilicos ¢ alcodis dihidrowilados, tais
Como 1, 2~etanodicl e 1,3-propancdiol. 0Os produtos foram
analtisados por cromategrafis em gel e espectro do  infra-
vermelihe. O espectro no infra-versmelhoe de cada eproduto exwibiuy

forte absoroin gntre I728 cm—?® a $475 ¢mm? que sio
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caracteristicas de ligagSe dster. 0 produtos obtidos foram
trimeros, pentimeros e heptimeros sintetizados sucessivamente.
Apds P4 horas de reacio quase todo o dcido graxo livre tinhas
dasaparecid&_ foi predominantemente produzido o pentimero. Apds
um més 3 temperatura ambiente, o pent3mero foi gradualmente
reduzido 20 heptamero aumeniou. Tais erodutos., foram
praticamente insoldveis em  aguz mas parcialmente soliveis ewm
etannt .

POSORSKE em 1984 {188 descreveu 0% beneficios
industriais da aplicagd3o de lipases para a inddstria de dleos e
gorduras, descrevendo gue ha trés vantaagens oferecidas pelas
gnZimas &m relacl3p a3os processos gquimicos tradiciconasis usados:
especificidade, condigBes brandas e reduzide desperdicio. As
aplicagdes das lipases <30 descritas romo producdo de sabor e
aromsz em quellios, producdo de lipolissdos de gordura de leite
para adicionar em ”?ést foods” Novas aplicagdes de lipases com
potencial pars desenvolvimente pela enzimologia 530 hidradlise
de oGleos e gorduras para produydo de dcidos graxos, sintesg de
lipideos pela reagio esterificaglco 2 a producfio de lipideos
estruturados e novos lipideos pelsa reagdo interesterificacio, e
COno nenhuma destas aplicagBes ¢ ainda comercial cada
possibilidade ¢ foco de intensa investigagio.

SEIND et plii, eom 1984 (298) sintelizaram ésteres de
carboidrato e acidos graxos por lipase microbisna para superar

gs  inconwvenientes da sintese auimica. Forsws testadas sz lipases

de Bhizopus,

& lipasse de o,




o
L

rugesa foi a enzima mais ativa na sintese de édsteres de
SACAross . Estes éesteres apresentam grande aplicacic como
agentes emulsificantes em alimenios, cosméticos ¢ medicamentos,
Alem desta eropriedade, alguns podem sey inibidores de
crascimento em plantas @ agentes anti-tumor. 0 pH dtimo  da
misturas de reacdp para a midxima atividade foi 5,8 a ?,9, A
atividade mdxima foi observada na concentracdo da anzima de
4 9/1 e pH §,4., As lipases de Pspudompnas 2 Enterobacterium
também demonstraram atividade para sintetizar dsieres de
carboidrato. Mas as atividades n3o  foram t3c altas cuanto a
lipase de Candida. A convers3o de dcido oleico foi mais alta
quando a concentragio de sacarose e acido oleico foi 9,@5 molsl
g 0,2 mol/l respectivamente, apds 72 horas de incubaclo a 49°C
gl égitacaa. A iaka de cunversan fol maior que 0% pars
sacarose, frutose & sorbitol & 28X para glicose.

KIM et alii, em 1284 (122) estudaram 035 efeitos da
utilizacio de solventes orglnicos na estabilidade e atividade
na lipase de . ruggsg, na hidrdlise de trigliceridecs. Foram
testades 5 solwventes hidrocarbonetos: n*hexanﬁ, n—heptano, n-
getana, isoctang, ciclohexano 2 3 dteres, éter etilico, éter
diisopropilico & €ter di-n-butilice. & lipase foi instdvel en
todos os hidrocarbonetos testados exceto em n-octanag, e foi
estavel nos gteres testados. & atividade residual da lipase
ficava an redor de ?PBY guando a enzima fol incubada a 3990 por
28 minutos independentemente do solvente usado. Quando foram
wsados hidrocarbonetos ramificados como isoctang e ciclicos

como cicgliohexang foram chbtidos os malores valores de atividade .



Por outro lado, 0% dteres apresentaram pouca atividade, apesar
de sua estabilidede ser grande. Esta haixa atividade dos éteres
pode ser atribudda a inibic3o cowmpetitiva que exercem schre a
enzimg .

OKUMURA & KINSELLA em 1?85 {121} estudaram a formagSo
de mebtilcetonas por Pgnicillium camemberti em sistemas modelo.
s componentes do “flaver” no queijo tipo Camemberti sio
metilcetona, dcidos graxos, alcodis, dsteres derivados dos
lipideos, aminvacidos, produt os formados via atividade
enzimitica do fungo . canmemberti. As metilcetonas s3o os
componentes em maior proporgdo responsdaveis pelo  sabor  do
gqueijo. Dentre estas 2-pentanona, P-heptanona, 2-nonanoena, 2«
undecsnona  sBo os homoldgos em maior proporcio,. 0 autores
verificaram gque ao se adicionar lipase nuﬁ sistema de reacdo
composto de leite howmogeneizado v diluido com tamplio fosfato pH
4,8 e micédlio de P, camemberti, 3 oproducfo de carbonila ¥foi
significativamente malor & isto pode ter refletido numa maior
concentracio de dcidos graxes livres e dcidos grawns de cadeia
curta aue podeviam sery convertidos em metilcetonas.

HOG et =alii, am 1783 (42} descreveram algumas
caracteristicas da sintese continua de gliceridecs por lipases

gtilizando wm bioreator de membrans hidrofdbica micropsross.

Faram utilizadas vdrias lipases como as de Rhizopus delemar,
Pspudomonas fluprescens, Mucor mighei, Chromobacterium

viscosum. A lipase de Mucpor mighgi produziu muito  menos

trigliceridens que P_ € a lipase P, fluorescens

produziu principalmente i-~monogliceriden, pegauenz suantidade de
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i,2-digliceridec e maior quantidade de {.3-diglicerideo do
total  de dig!icerﬁda§ formado, e produziu ainda considerdvel
gquantidade de trigliverideo. Com relacio a estabilidade
speracional observaram gue durante a sint&se de glicerideos nas
condigOes da reacfo no bicreator a lipase de Mucor mishei foi
muito estdavel num periodo de uso continuc de 27 dias.

MUDERHWA gf alii, em 1985 (154) purificaram a lipase
extracelular de Landids deformans CR5-286714 e estudaram  suas
propriedades. Esta enzima foi escolkida por ser altasmente
e%paci?icg para 8% posicbes 1 e 3 do triglicerides e assip
poderia ser aplicada para hidrolisar ©digo de dendd eliminando
aride palmitico que ests na posicio externa do triglicerideo. A
lipase Pur;?icada teve sed peso molecular estimado em 207,000,
temperatura otima de 48 a 9S0°C e pH d£im0 7,9. Oz ions
Bivalentes Ca++, Mg+t+ g CD0++ aumentaram a stividade daz enzima,
gnguanto  Curt, Zn++, Fetrd inibiram a enzima  fortemente. A
inibic8o da enzima na presenca de EDTA indicou que a enzima &
dependente de um cofator no seu sitio ativo., Os  reagentes
ligadaores de grupas tidlicos tais C OO ia&aacetamida
paracloromercdriobenzoato  (PCMB) inibiram a enzima, indicando a
presenga do grupo SH no sitio ativo da enzima. A hidrdlise de
dlec de colza e fracgio s6lida do dleo de dend® apds 9 horas de
incubagdo produzia 1,2 diglicerideos e scidos graxos livres.
KEo houve acdmulo de £,3~diglicerideocs.  Monpgalicerideos
apareceram mais ftarde, auando o conteddo 1,28-digliceriden era
alto e o de triglicerideo reduzido. 0 gue confirma sua agdo 1,3

especifica na molérula do triglicerides. Com relacic a0 grau de



hidrdlise, conforme o lipideo utilizade foi wverificado: que
quanto menor o udcido graxo saturado ou n3o, maior a taxa de
hidrdlise. Os triglicerideos com dcidos sraxos monoinsaturados
foram mais rapidamente hidrpolisados «que agqueles com 4cidos
GYaxN0s saturados. Triglicerideos com O018.82 e £i8:3 foram
hidrolisados a menores taxas que acueles DIiB.9 o Ci8.1.

LINFIELD @b alii, em 19835 (1P%) dentro do estudo da
interacio lipideo-lipase, desenvolveram um método simples =
reprodutivo para andlise da atividade de lipase. No método
desenvolvido foi utilizada agitacBeo ultrassfnica e periodi-
camente repetida, eroducindo imediata emulsificacBo, sem a
adigan de surfactantes ou emulsificantes. Ma lipdlise
engimatica a maior dificuldade reside na falta de emulsificac3o
entre © substrato lipidico e a 3gua. 0Os triglicerideos sio
notoriamente dificeis de emulsificar | sem a ajuds de
gemulsificantes. 0Os autores reluturam cue para nps  dados  de
hidrolise enzimdtica serem reprodutiveis & necessirio obter uma
bos emulsificacBo inicial, & sue uma vez gue 3 hidrdlise tenha
comecado  os monoglicerideos e diglicerideos formados agem como
agantes_ emulsificantes internos. Considerando-se gque a lipdiise
gngimatica ocorre somente na interface dgua-dles, ums bHoa

emulsificaglo inicial Tormard uma grande Sreas interfarial e

£

proporclionarid dados mais precisos.

HOFELMAN gf alii, em 1985 (S8 isolaram, purificaram
2 carvacterizaram lipase isvenzimas de uma lipase comercial
obtida de A, niger. As enzimas foram isoladas utilizando

cromatografia em coluna com diferentes tipos de resina, tendn
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sido encontrada d@ag lipases de diferentes atividades
denominadas I e II. Lipase I apresentou pese molecular de
31.¢92 e lipase 1II 19.200. 0O conteddo de carboidratos nas
Tipases "puriFicadaﬁ I e Il foram estimadas em & e 9%
respactivamente. As enzimas ndo demonstraram alguma diferenca
na atividade contra triglicerideos com deidos graxos de C. @
Cae. Usando édster nitrofeni)l de Ca ~ .. foram encontradas
altas tawxas de hidrolise para os édsteres de €, - Cee pela
lipase I. A lipase Il predominantesmente catalisou a hidrdlise
de ésteres de 3dcidos graxos de peguena rcadelis. fAs lipases I e
I demonstraram um midximo de atividade entre pH 5,0 o 6.0 e
mantiveram a atividade a pH 7.2 e B,9. {Lom relagdo =a
temperatura, ambas lipases foram gstiveis aha;xa de 4d*{, as
atividades forvam parcialmente perdidas (40%) apds 19 minutos de
incubucio 23 40%C g totalmente destruidas 3 B9°(. Lipase II foi
mais sensivel aos fons Hg++ e Ag+ que lipase . O maior efeito
inibitdrio PAYA A lipase I foil abaéruaéa com Ag4 4
iodoacetamida.

GOTZ et alii, em 1285 (49) descreveram 3 sequbnria

completa de nuclealideos do gen da lipaze de Staphﬁlacaccus'

huisrus clonado em Staphdlpcoccus rarnosuys para obter mais
informacio sobre a enzima e sua regulagio.

A caracterizagio de lipase de semente de Phasgplus
Yyulgaris ¥Foi descrita por KERMASHA et glii, em 1984 (233, A
fipase extralds com ajuda de ultrasom e precipitada com sulfato
de amdnio a &8% apresentou pH dtimo de 7,92, A& adicio

de calcio an sistema de reacBo inibiu 23 atividade enzimitica.



Para wverificar se esta lipase era uma lipase verdadeira ou so
poderia sgr caracterizada como carboxilesterase, a at;vidade da
enzima Ffoi analisada com tr8s substratos: triscetina, dleoc de
pliva e lipideo extraido do propric feii3s. A enzima mostrou
grande afinidade pela triacetina em relacfo ao dleo de oliva e
an lipideo do feij3oc, indicando substancial atividade de
cvarboxilesterase, quando comparada com a lipsse pascredtics
pura. & lipase pancreatics apresentou & vezes mengs atividade
sopbre triacetina e duas veses menos atividade sobre fleo de
nliva g lipideos do feijiio.

KWONM & RHEE em 1986 (44158) descreveram um metodo
simplificado para determinacdo de dcidos graxos livres, para
medir atividade de lipases. Este metodo utilizava a adiglo de
isnctana ¢ HEY &N para paralissr a reagd3o. & camada contendo
acidos graxos livres e o solvente & transferida para tubo de
FNHaio acrescentando-s¢ 4 ml do reagente acetato cuprico-
piridina, a mistura @ hamqgeneizada vigorosamente por 92
segundos e gquando as fases se sedimentam, mede-se a absgorbincis
da fuse orgdnica a 715 nm. Segundo os autores os resultados
indicam que sste meétodo foi melhor que o métode de emulsio de
glen/Ha0 sendo multo simples e rapido e aplicdavel para
determinacio da atividade lipolitica.

MUDERHWA ef alii., em 1986 (15%) purificaram a lipase

de RBhodobtorula pilimanae HMHedrick e Burke e descrgveram SuUas

proprigdades. Eawta linhagem serretou duas lipases
gxtracelulares, com gH dtime de 4,2 € 7.9, denominadas lipase I

2 lipase 11, Lipase I apresentou peso molecular de 173 8289 e



Tipame I1 21 40@. A tempevratura dtima de atividade esteve na
faixa de 435 a 30°C parz ambas lipaszes. EDTA n8g afelou a
atividade enzimatica indicando gque as duas lipases nlec sdo
dependent e de cofastor metdlico no sitic catalitico. Com
relacdo a gspecificidade, foi utilizado o dleo de colza comp
substrato para as lipases, por um periodo de 8 horas, sendo
nhtidos os produtos 1,2-digliceridecs e dcidos graxos livres.
NEp houve nenhums formaghbo ou  acamulo de 1,3-diglicerideos.
Fetes resultados indicaram gue estas lipases foram especificas
para & posi¢Ho primaria do trigliceridea.

ARBIGE gt alii, em 1985 (7)) relataram a descoberta de
uma novs lipase para desenvolvimento de aroma e sabpor de queijo
tipo Cheddar”, Como a maturacio deste queijo para desenvolver
an caracteriaticaé de aroma e sabor B corpo desejados leva de 3
a 9 meses, rtem havido grande intereasé gm pPYoCcessns que visem a
aceleracio da waturacio, o gue possibilitaria grande sgoneomia a
industria queijeira. A enzima estudada foi produzida por

E

fAsperaillius pryzag, sendp esta linhagen selecionada  pPor
produzir um tipico avoma “"Dheddar” guando incubado em gordura
de leite por 15 dias =a temperatura de 4*C. Esta lipase
hidrolisou triglicevideos compoastos de 3cidos graxos de O, a
Ciw atomos de carbone. Esta caracteristica  foi de grande
import8ncia, pois B grande maioria das lipases estudadas libera
preferencialmente acido  bSutirico {04} produzinde um  odor
caracteristico de rango ou libera doidos graxos de cadeia Uie

oy maiores, produzindg aroma e sabor de  UsabBe”. Os dcidos

uraxwns liberados pela lipase de Asperagillius pruyzas s30 guase
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id8nticos aos dcidos graxos liberados durante a maturacZo
natural do queijo "Cheddar”. DUs autores relatam que guando esta
enzima € usada em conjunto com rferta protease flngica em
concentrasio olimizadas produzido aroma o sabor de queilio
“"Cheddar”™ de alta gualidade.

DDERA gt alii, eom 419846 (178} criaram uma linhagem
hiperprodutora de um tipo particular de lipase atravéds de
clonagem dos genes de lipase ¢ gntdo inseriram os mesmos num
hogspedeiro apropriado. Neate estudo foram isoclados
microrganismos de amostras de solo e selecionados pela sus
hahilidade de produzir 1ip&§9 2 crescer g 420, Todas as
linhagens 1isoladas produziram lipase extracelular. As linhagens

furam selerionadas de élggi;ggggg denitrificans e duas de

s gengs de lipases de tais linhagens

Popudaononas

foram clonados em £oli JH3. A producio de lipase
fol aumentada pelo simples exparimeatc de clonagem, g 3
atividade lipolitica fol 29 vezes mais alta que a linhagens de
Bicaligenes denitrificans.

KHOR, TaN & CHUA em 1986 (927) estudaram a hidrdlise
de oleo de dendd por }ipéaea de Dandida rusosa, utilizando
salubilizagio do Oleo de dendé que € semi sdlido b temperatura
ambiente, em hexano. Fol encontrado que 3 prosorcdno dtima de
hexano para dles & de @,5 ml de hexano para 1 g de dlec. A
temperatura dtima foi de 37°C e pH dtimo 7.%. 0O efeito
inibitdrio do fon cdlcio na lipdlise aumentou com o aumento da

concentracio do fon. & hidrdlise complets do  substrato  foi

realicada apns 5 horas de  incubagfo. & tawa de hidrdlise foi
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lingar na escala logaritmica., & andlise dos produtos de
kidrolise por cromatografia em camada delgada (TLE) demonstrou
que apds & horas, todo triglicerideos foi convertido em dcidos
graxos e gliverol.

FUJTT gt alii. em 1986 (44) relataram o efeito da
lipase de Candida rugosa na remocdo de dleo de oliva impregnado
gm tecido de alandio, wvisando a aplicagio de lipases em
detergentes para lavanderia. Foi verificado que a remoclo do
$len aumentou guando @ concentragioc de lipase aumentou, na
presenga de agentes tenscabtivos, A temperatura mais adequada da
sgua de lavagem Fpi 37°C que & a temperatura otims desta
lipase. Com relacBp a0 tipo de agente tenspative, 3 lipase foi
mais efptiwva cuw‘as n¥o ifdnicos, porque a atividade da lipase &

menos inibida pelos n¥o ifnicos que pelos ibnicos. Os  dados

obtidps comprovam gue 2 lipase de Candida rugosa aumenta =z

rempcio de olen de oliva do tecido de algoud3o em cerca de 13 a
20% & temperatura de 3I7°C, podendo ser utilizada em delergentes
para lavanderia.

GOMI e alii, em 1984 (48} descreveram o procedimento
para iﬁalamenta,.determinacéé da estrutura 2 estudaram algumas

rararteristicas dg atiwvadores de lipasg de SaCCharQmuctrsis

lipoluytica. Fste estudo foi motivade pela  observacio  que
algumas  lipases reggusrem at ivadores para  hidrdlise te

triglicerideocs, rais comp sais biliares 2 colipase pars lipase
pancredtica, adrenalinm para a lipase hormdnip-sensivel do

tecide ndiposo etg. Faoram isslados 3 tipos de ativadores de

lipases no meio de cultive de facghat
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denominados o, F, 6', 0 ativador E foi o mais ative para a
reacin de lipase de & lipaldtica. 0O ativadnr F fai
identificado COMD  uma mistura de acido 3, 5-dihidroxi~7~
tetradecendico g compostos relacionados pelo met odo da
Ressonancia Nuclear Magnetica (NMR). Os autores vrelatam gue o
Qrupn carboxilico 1livre nos compostos ¥Foi essencizl  pars
ativag3o da lipase.

KODERA b plii, em 1986 (124} muodificaram a lipase de
Candida culindracea (rugosal g verificaram a sintese de ésteres
de alcodis de cadeia curta ¢ Acidos carbnxilicusﬁ{wsuhgtituiﬁmﬁ
gm benzeno. A modificagdo da lipase ¥foi realizada pela mistura
da lipase com polistilenonlicol e incubacio por 13 minutos a
2520, sob agitatip branda. Esta lipase gue teve 47X do  seu
tntal. de grupas amina modificados, reteve 34X da atividade
hidrolitica originul, sendo soluvel e ativa em solventes
prginicos comn 1] benzena, foluenog, ciorofdrmio 24
1,1.1,triclaroetanc. A mais alta atividsde de sintese da lipase
modificada foi obtida com alcodis de cadeia curta (0, - Us) e
dcidos graxos com cadeia curta L. ou longa Caip.

NISHIO et alii, rem 1987 {(146) purificaram a lipase
proguzida  por Pseydomopas fragi 223%9B 2 estudaram  algumas
proprisdades da gnzima. A snzima purificada apresentou  peso
molecular de 33 069, ponto isoelétrico de 6,9, A enzima foi
mais ativa a pH 9,8 e Ffoi estivel numa faixa de pH de 4,8 3
18,5 » 30°C e de B,0 a 10,5 a S0°C apds 24 horas de incubaco.
sende  portanto estdvel em solu¢lo alcalina. A lipase de

fragi foi estivel a3 temperaturazs abaixo de 5é%C a




43

pH 9,9 por 24 horas, tendo excelente termopestabilidade =até
310 Oz dfons ZIn++, Fesdr g Fed++ dinibiram Fortemente a
atividade enzimidbica.

NMIHSENDER gt alii, em {987 {2394) estudaram a
interacio de lipase sextracelular de Pseudomonas com alginato e
seu uso potencial em biotecnologia. @ adic3o de alginato 3
suspensio de cdlulas de P, aerugingsa causouw um  forte g
imediato aumento na atividade da exolipase. Esta observacio foi
explicads pelas interactes entre o polissacarideco ¢ a lipase
ligsda & célula, resultando em liberag3o da enzima para o meio
de cultivo, Ds resultados dos experimentos regalizados Tin
vitro" confirmaram a interaciao entre alginato 2 3 lipase, tais
comn: a adsorcdo da exolipase a esferas de vidro foi fortemente
reduzida por tratamento da enzima com alginate; o =alginato
aumentou =& sstabilidade da exolipase ao caleor e ao dcido. Os
autores consideram que talvez a exolipase de FPseudompnas 52
assemelhe a lipoproteins lipase de mamiferos, possuindo
possivelmente sitios de ligagio independentes para moleculas do
substrato, interfaces dleo~3gua, polidnions e detergentes.

THHOUN 2t mlii, Iem 1987 (2348Y gpurificaram uwa lipase
intracelular producgida por Asepevraillus niger UCBS-11289 =«
estudaram 2 hidrolise de friglicerideos sintéticos g naturais
por estas enzima., Esta lipase demonstrou atividade miwxima sobre
tripalmitoilgliicerol e a malis: bhaiwz atividade contra
trioleiigliceral atacando as posicfes 1 ¢ 3 dos triglicerideos,
sendo portanto, especifica para estas posigBes, o que se

assemelhas & especificidade da lipase extracelulasr de¢ /. niger.
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SJENSEN gt alii, em 1987 (77) estudaram a purificacio
parcial e a caracterizacdo de lipases de Mucor miehei. A lipase
extracelular, uma glicoproteina, produzida pelo microrganismo
foi purificada parcisimente em dums Pormas a4 e B. Ambas
apresentaram pH  dtimo de : 7,8 com o substrato
tributirilglicerol. & lipase B foi formada pels deglicosilacio
parcial da lipase aA. As duas enzimas Foram impbilizadas por
adsorg8c  em resina Duolite e tanto as enzimas soliveis comp as
imobilizadas foram altamente gspecificas para a posicioe
primaria na ligaglo éster do triglicerideo. Os triglicerideons
de 12:@, 14:¢, 14:¢, 18:0 foram hidrolisados mais rapidamente
que 0% compostos de 4:9, 6:¢, 8:9 e 122, com 3 imobilizaclo a
especificidade foi alterada sendo a hidrdlise ligeiramente
mainr'para trigliceridens 14:2 & 14:0.

NAIR & BONE em {1987 (161} estudaram as condicdes
Gtimas para producso de lipases de Agpergillus foetidus em meio
liquido e a imohilizacdo do microrganisme em polimeros naturais
como alsinato de sddio g agar para produclo de lipase. O dles
de oliva na concentragBe de 2% ¢ sacavose ©,.3% no meio de
cultivo aumentou a producio de lipase, A velocidade de agitacSo
foi estudada nos wvalores de ‘85@, 5¢@ e 79@ rem, sendo obtida
atividade enzimatica mdxima a 500 rpm. D pH cai np initio da
fermentacdo de 4.9 para 2,59, A queda no pH  fei seguids pela
producio da senzima. & imobilizaglo reslizada ndo obteve

sucesss, pois houve desintegracio de alginato e do agar e



paixos niveis de lipase foram produzidas. Aparentemente &,
foetifdus consome sstes polissacarideos comp fonte de nutriglo
para seu crescimento.

" NISHIO et alii, en 1987 (147 gstudaramn a
sspecificidade de substrato e ¢ modo de ac3o da lipase de
Pseudomonas frasi 2E839B. Foram testados vérios esteres de
dcidos graxos na presenga € na auséncia de ifons cdlcioc. A
lipase hid%oiisau nio somente triglicerideos mas também ésteres
gintétiéms como metilaleato ¢ Tween. A adic3o de céi;io para a
mistura de reac3c promoveu a hidrolise de tais substratos. O
efeito do tamanhpo da cadeia do dcido graxo na hidrdlise de
triglicerideos saturados foi gatudado sendo abtido que
Friglicerideos ge cadeia curta foram hidyolisados mais
rapi&amente, cerca de 3,2 vepes mals rapido  que trinléina na
presenca de fons calcio. A adicdo de Ca++ para a mistura de
reac3o n3g afetou a taxa de hidrdlise pars triglicerideos
compostns de dcidas  ygraxos de cadegia media ou curkta como L.,
Ca, Lo, Cia, Com, mas afetou a2 tawxa de hidrdlise de
trigliceridens de cadeia Iangg Csa:, Cie ® Cuu. A andlise dos
pradutns de hidrdlise da tricieina por cromatografia em camada

delgada {TLEY  indircou qu% a lipase de g F tem
especificidade para as posigdes 1.3 do triglicerideo.

SZTAJER & MALIGZEWBKA em 1988 (233) descreveram o
isolamento de microrganismes produtores de exolipases. OJos 149
micyorganismos selecionados pela atividade lipolitica

apresgntadsa 3 linhagens destacaram-se Como altamente

-3 -0 Bacillus spB. ¢ FPseudomonas

produtoras:
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fluorescens. 0 dleo de oliva e tributivina foram as melhores

fontes de carbong para s linhagens enacuants Hleo de soja e
gleg de colza inibiram o crescimento dos microrganismos.

S 150BE gt alii. en 1788 {473 purificaram,
cristalizaram e determinaram algumas propriedades qe uma nowva
lipase de Pgonicillium cupigpivug M. & nova lipase foi
claramente distintas das outras duas denominadas lipase I e
Yipase II 43 descritas na literatura. Suas separagdo das demais
foi realizada em cromatografis em coluna de DEAE-Sepharose. Os
trigliceridens triplieins, tricaprina e tricaprilina foram
gfetivamente higrolisados pela '1ipase 1. Trimiristina,
tripalmiting, trilaurina, tricaproina e tributirina foram
também hidrolisados pela lipase II, nﬁrém em taxas menores qug
# tfioleiﬁa. 0 peso moleculasr for 118 888, provaveimente
contendo duas subunidades de mesmo  peso molecular. 0 pH dtimo
d¢x enzimz Foi 3o redor de 4,8 e a temperatura otima sncontrada
fpi 420, A enzima fol estavel na faixa de pH entre 4.5 ¢ 46,0,
apds incubacBo a 7L por 39 minutos. as  lipases I e 11
hidrolisaram fracamente os triglicerideos presgntes no  soro
humans,. PreseEncs Du auseéncia de  Triton X-19292. A lipamse 11
rambém hidrolisou souco os t;ig}igerideaﬁ sresentes no soro
humang, na aus@ncia de Triton X-108. A enzima também hidrolisou
rapidamente o substratno sintético para-nitrofenillaurato. A
tipase 11! hidrolisou as trés FQSicﬁes no triglicerideo. Comp a
lipase 111 age ona presenca de agentes fengaativaﬁ o5 autores

asugerem sus utilizaglo nas analises laboratorisis de dosagem de
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triglicerideos que s3o feitas em alta concentragdo de agentes
tensnativos para dissolver os guilomicrons no soro, guando sio
analisados.

CPARK gt alii, em 1988 (183) utilizsram um sistems
combinado de lipases para hidrolise de dliegn de sojia. A
hidrdlise de oleo de suvja por diferentes lipases fol comparada
e foi verificado aque lipase de Rhizoeus delemar (D), lipass de

Rhizopus niveus (M) e lipase de Penjicilliym (8) hidrolisarawm

Glen de socja nas porcentagens 44, 4P e 7.2% respectivamente,
APOS i@ thoras de reagio, 0 que representpu hidrdlise
incompleta. Porédm guando foi utilizado um sistema de enzimas
combinadas (lipase § + lipase N} & lipases (G + D) o grau de
hidrédlise do dleo de soja mstendeu-se para 95-98% apds 1€ horas
de réatﬁu. Tendo sido plotada a porcentagem de hidrolise do
dlen de sojan, com o sistema combinado, contra ¢ logaritmico do
tempp de reacdio resultou em correlaglo linear.

NAMAS em 1988 (140) investigou o contvole da producdo

de lipmses por Rhizopus oligosperys sob varias condigdes de

crescimento. Os rarboidrates foram boa fonte de carbono para o

crescimento  do K. oliqoeponrus, ®mas poucs producho de lipase foil

phtida. 0O efeito dos carhaid%atua_?oram testados ubilizando~-se
meip de tultura suplementado Ccom Farelo de =sois e concentragles
crescentes de glicoseg. A produgdo de lipase foil fagilmente
reprimida pelas altas concentracBes de glicose. Com 3 adigdo de
“Tweens” ap meio de cultura houve aumento considerdvel da

producd3o de lipase.
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DAVRANDY gt 3l1ii, em 1988 (29) produzivam lipase
imebilizada por adsorgio em DEAE-celulose e estudarsm  suas
propriedades. & lipase obtida de BhizZoeus migﬁgﬁggﬁg§ foi
imobilizada em coluna de DEAE~celulose & temperatura de 18°C
tendo sido Qeri#icada que o tempo de ﬁantatn gntre a iipase 2 ©
adsorvente foi um  fator importante para o sucesst da adsorgdp,
4 lipase Fortemente ligada fol cataliticamente ativa e padia
decompor tributirina & dleo de algodio. O pH Stimo da enzima
imobilizada e da enzima nativa foi o mesmo, entretanto a enzima
imobilizada tinha menopr atividade que a enzima nativa, Cérca de
A9% da sua atividade. A faixa de temperatu%a dtims para a
gnzima imobilizada foi 435-B7=0, porgm 3 enzima nativa ¥oi
inativada nesta faiwxa de temperatura. Os aubtores consideram qus
a imn&i!izacﬁm levou 2 estabilizaclo da enzima.

MaAKASHIMA gt o milii, em 41988 {142} estudzram as
condic8es de cultive pava a producleo de lipase intracelular de
Rhizopus chinensis em SUspEnsan de células e ceiulas
imobilizadas em particulss fibicas de espuma de poliuvretano
{Biomass support particles, BSP). A lipase de R, ghinensis &
gspecifica para a posicio 1,3 do triglicerideo & o
microvrganisme fol cultiwvado em meio liquido como suspensao de
células e comp células imobilizadas em espuma de poliuretano.
As rcélulas livres ¢ imobilizadas foram secas em acetona ¢ foram
utilizadas para interesterificesfo da mistura de oleo de oliva
g metilestearato dissolvide em‘hexana. # reac3o de hidrdlise
foi feita num sistema contendo dleo de oliva., A presenca de

glucose em grande concentraclo no meio de culturs reduziu 2
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praduaﬁo de lipase. 0Ot compostos relacionadns acs substratos
foram utilizados com indutores no meio de rultura, dentre estes
dlea de oliva e dcido oleico aumentaram grandemente a produgfo
de lipase. As células imobilizadas em BSP  foram firmemente
Tigadas & matriz da membrana. A atividade de interesterificacio
da celula imobilizada Foi aumentada de 4 a 7 vezes em relaglo
a8 células livres, no entanto, & hidrdlise realizada no
intracelular n3oc foi t3c intensa nss cédlulas imobilizadas.

KANG & RHEE em 1988 (89) verificaram o efeito da dgua
na hidrélise de d&leo de oliva por lipase de Candidas rugnss
imabilizada num sistema de fase reversz. A enzima Foi
impbilizada em Sephadex LH-2@ e Sephadex LH~6@. Como o conteddo
de dgua em Sephadex LH-2¢ foil aumentado de 9% pava 46%, a3 taxa
de &idré]ise Foi aumentada e o gray de hidrdlise foi aumentado
de 8 para 90% apds 4@ horas de reacl3o. Sephadex LH-29
apresentou a propriedade de se ligar predominantements  ag
componente polar, que £ a dgua, o que causou o aumento da
quantidade de agua disponivel,

WAKG et 3lii, em 2?98 {P54) investigaram a8 cingtica
da hidrdlise de dleo de oliva por lipase de Candida ruggsa na
auséncia de emulsificante. A substituic¥lo de emulsificante po-
agitac8c meclnics da ordem de 1180 vpm resultou em 235% de
hidrdlise de dleo de nliva pela lipase de fangida dentro de 30
minutos de reaclo. Com relagio ao pH Stimp, Fforam obtidos
diferentes dados de acords  com o substrate usado. Com

Eributirina o pH Gtimo foi 7.8 e cow dles de oliva 5.6, O ion



cdalcio aparentemente aumentou a taxa de hidrdlise do dleo de
oliva tanto a pH 5,¢ como pH 7,0, sendp aue o gfeito a pH 7.8
foi mais proeminente gue pH 5,0

THUANE et =alii. em 1708 {63} descreveram as
aaracteriatiéa% de lipases de milho 2 colza, observando gue
lipases de ¢ertas gspécies vegetais 530 relativamente
especificas para os trigliceridens que est3oc presentes no
proprio vegetal, As lipases de milho ¢ colza foram mais ativas
contra trioleina do gque contra di ou monoleina. & lipase de
milho demonstrou algum grau de preferéncia na hidrolise de
dcidos graxos da posicle primdvia de triglicerideao, nesta
posicBo a lipase @ mais' afiva contra o éster de oleil do que
gstearil. Com relag¢do 3 biossintese de lipase na sgmente de
milha" foi werificadns que a lipase comega aparecer déis dias
apds = embebiglo da semente, concomitantemente com n decréscimo
do  teor dos lipideos totais. A atividade encontra o wvalor
maximo cervca de S a &6 dias, permsnecendo inalterada 9 a 19
dias, ¢ aparentemgnte a lipase esta sendo constantemente
sintetizada.

TakaHASHI et alii, em 19788 (2335 modificaram lipase
da Poeundomonas Fluorescens por tratamenio Com
polietilenoglical  (PEG)Y, atraveés de ligagcio covalente, causando
alteracgBes fisico-quimicas na enzims sem mudar sua conformacio.
Fata lipase modificads tinha cerca de B8% da atividade orviginald
da lipase e nio continhka lipase original como contaminante,
sendo rapidamente senldvel em solventes orginicos como benzeno,

tolueno, clorofdrmio ¢ 1,1,.4-triclorcetano, catalisando reacdes




nestes solventes. & sintese de dsteres em solvente orgdnico
{benzeno) zumentou linearmente com » aumento da concentracho da
enzima modificada. Como as rescles foram conduzidas num sistema
homogéneo, fori rassivel putoudar @ cingtica Fara 2
especificidade do substrato. & velocidade mdwima foi aumentads
com o anumento da tadeis de carbong do acido grauo ad do slcond
utilizado na esterificagdo mas o Km {constante de Michaellis e
Henten} foi duramente afetadn. & lipuse modificada tLambém
catalissau e?iciéntemeﬂte a reagan de interesterificacio entre
tritaurinas e Lrioleina sem algum solvenle, apdse &5 horas de
incubagio aprovimadamente 30% dog substvratos faram
transformados  em produtos. A lemperalura de fusio ds misturs
foi  abaixada de  33-34°C para 11-13%C, devide a troca de acidos
graxus entre os dois gliceridecs trilaurina e trioleina. Os
aulores descrevem uma aplicacBo pritica da lipase modificada na .
sintese de ésteres de rvetinil. Tails ésteres s8o mais estdveis
gue o retinpnl, retinal e acido retindico, as varimss formas da
yitamina A. dsteres de retinil com longa cadegia de dcido graxe
&30 produzidos  por .sinteae organica que utiliza alta
temperafura dando  alto valonr de  perdxido e sendo muito
instaveis. Ds sutores obtiveram sucesso na sinigse de palmital
de rvetinil e rebinil olgato usando esta lipase em meic com
benzeno, apresentando a wvantagem de usar céndicﬁes brandas, com
haiwo valor de formacio de perdwido.

BATLLARGEON & SONMEY em 1988 (18) obliveram a lipase
modificads de Qandi@a ruggsa com polietilenoglicol através de

tiguaein covalente. Az propriedudes da enzima modificada foram
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cnmparédaa com a lipase de Candida rugosa original. & lipase
mbdi?icaéa ¢ dez wvezes mais esidvel que 2 lipasg oprisinal em
dgua, mas menos estdvel em benzenn. A modificacio alterpu 2
seletivi&aﬁg favorecendo mais a reacio de sintese com  dcido
vleico do gque com 3dcido estaéricé.

JACORSEN gt =mlii. em 1989 {73} produziran e
caracterizaram miltiplas formas de lipases produzidas por
Ceotricum gcandidum. & producio mawima de lipase extracelular
foi encontrada apds 27 horas de incubag3o. Com a utilizac3o de
técnicas de imunoeletroforese foi verificado um alto grau de
heterogeneidade das lirases extracelulares produzidas por G
candidum, o gue indics mdltiplas formas de pnrimas.

TAYLOR em 1989 (237) vealizou a3 estabilizaclo de
lipase ge JThermomuyges lanuginpeusg {anterinormente chamada
Humicola) com adcido p-cloromercdrio benzdico (PCMB)Y, wvisandp
aumentar a producio de lipase e sus termoestabilidade. A adic3o
de PIMEB  levou a estabilizscio da lipase poraue ocorresy
inativagio de protesse sulfidrilica na preparaclo da lipase. s
autores descrevem gque apesar de tdo importante efeito o PCMB &
muito tawico para utilizacao em fermentaglo em gucala
industrial.

NAGAD & KITE em 1989 (157) desgnvolveram um novo tipo
de emulsificante formado pela reagSo entre um aminoscido & um
dcido graxo pu #cidos graxos & partir de triélicerﬁﬁeaan Foi
utilizado Acido oleicvo e L-Homoserina na presenca de lipase de

Candida cqlindracea <(Candida rugosad). O produteo {(dlec L-

homoserinag) fui purificado em coluna de acido silicico e
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apresentava quantidades equimplares de deido olsico & L~
Homoserina e a ligacdo entre eles foi considerada ser uma
ligagdo dster devidpo a sua susceptibilidade 3 wmetandlise,
apresentando  forte absorcio 2 1730 e 1176 cm~* no espectro do
infravermelho. Para verificar se ocutras lipases teriam a mesma
ardo catalitica, foi testada a lipase de Rhizopus gelemar nas
mesmas condi¢des. 8 aquantidade de produto formado foi cerca de
17 .%% da formads usando lipase de £, cxlindracea. O pH dtimo
ficou na faixa de 7,3 a B,@%. Apds 12 horas de reaglo foi
gencontrado o equilibrip no sistema de reacln, tendos sido
avmentada apenas quando a concentragio de L-homoserina
aumentou. fForam testados varios amingpicidos hidroxilados, tais
como . L-serina. L-treonina e L~tirosina. & L-homoserina foi o
mais eofetivo substrato dentre os testados. Foram testados dleos
vegetais e acidos graxos insaturados. Os dcidos graxos salidos
4 temperaturs de veacio como o dcido paimitico e estedrico nio
foram efetiveos. A reatividade de 3dcido palmitico e estesdrico
aumentou quando foi  adicionado n-hexano & mistura. A atividade
emulgificante ¥foi mais elesvada que os agentes tensoztives
convencionais e caseina.

UEERARAGAVAN & GIBBS em 198% (241} relataram a
eresenega de dols tipos de lipases na  lipass comercial de
Candida rusosa. As lipases apresegntaram atividades sspecificas
de 143 g 378 amols/min. /mg de proteina. 0 pesa moleculsr foi
estimado em 58.900 para cada uma delas. Os pontos isclelétricos

da lipase I e lipase IY foram 3,6 ¢ 35,8 respectivamente.
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PIAZZA gt alii, em 1928%9 (187} obtiveram lipase de
semente de aveia (Avens sativeg L.) ¢ testaram suz utilizaclio na
hidrélise de oleo de oliva e banha. A enzima sd foi ativa na
hidrélise de dleo de oliva na presenga de Calls na concentraglo
de 49 mM ou mais alta, 3 temperatura ambiente. ODutros sais
foram testados, tais como KCI, Nall, MgCl., Calla, 2ﬁ61w, Felly
os gquais ndo estimularam atividade lipolitica. Na lipdlise de
banha, esta foi  Ffundida a 44%C sendo necessdrio a  adic3o de
Calle. O aumento da concentracio de Cally aumentava a hidrdlise
da banha, ateé a concentragdo de 459 mM. A lipase de aveia agiu
seletivamente sobre acido oleico, nBo atuasndo sobre glicerideos
saturados.

SZTAJER & MALISZEWSKA em 19789 (232 estudaram o
g?eifa das condic8es de cultive na atividade lipolitica de
Penirililium pitrinum. Dentre as fontes de carbono estudadas =z
maior produtividade de gnzima lipolitica no periodo de
incubagio de 168 horas, foi obtida quando amido foi usadp como
fonte de carbono. Com relac8o a fonte de nitrogénio e a
atividade lipolitica, peptony @ 33X foi o agente mais efetivo
para a produtividade, urdia o sulfato de amdnio ndo gstimularam
a wproduclo de lipasg., 0 pH dtimo para produclo de lipase ¥foi
7.2, temperaturas baixas de incubagio de 22 a 28°C tiveram um
efeito estimulatdrio na produtividade iipolitica desta
linhagen.

MARTY et _alii, em 1999 (413%9) compararam a reagdo de
gsterificacio catalisada por lipase em didxido de carbone

supercritico 2 #m n~hexang, como  solventes. Foi escolhido um
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sistema de reaclo como modelo composto de dcido oleico e etanol
produzindn  oleato de etila 2 dgua, com lipase comercial de
Mucor miehei imobilizada em resina anidmica. Com %elacﬁu -1
extabilidade =a enzima apresentou perda de atividade de 10X apds
& dias tanto para n-hexano como para COp supercritico a 40°C.
Numa concentragio de dcido oleico de BmM, ocorveram efeitos
inibitdrios mais fortes em n-hexano.

SUENBSON et  alii, em 1990 {(212) estudaram a
interesterificaclo de fosfotidilcolina com  lipassgs em  ®eio
grganico visando = modificaglo por interesterificaclo de
foswfntidilenlina. Foram testadas varias lipases para catalisar
a reacio de interesterificacBo entre fosfotidilcolina de ovoe e
drido heptadecandico em itolueno. A meihor conversdo foi obtidsa
coam § lipase comercial de Mucor michei. Apds 4B horas de reacdo
3 quantidade total de fosfotidilcolina diminuiu cerca de 494K da
gquantidade original. A4 quantidade de écido_ heptadecangico
incorporado na fosfotidilcolina devido & interesterificacic fou
cerca de 30% apds 48 horas de incubac3o. A lipase utilizada foi
sgletiva para a posigio Sn-1 da fosfotidilcolina.

FOSPINDSA et 213i, em 1998 (49) verificaram os efeitos
de =alguns nutrientes gque afetam a3 produgdo de lipase de
Rh;ggggﬁ Lelewmar CDBA H-343. Foram teutados difererntes
carboidratos como fontes de carbono, tendo sido encontrado gque
na presenca de dextrina a producdu de  lipase Foi 1,46 vezes
maior aue rom glucose. Diferentes oOleos foram utilizades como
tdnica fonte de carbonp sendo gue o tipo de dleo utilizado

mostrou sy importante fanto para @ progducio de lipase comd
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para o crescimento do fungo. O dleos de girassol foi o que
progduriu  maior quantidade de lipase. A adigio de Tween 89
gxerceu um duplo efeito, podendo agir como um indutor pois sua
natureza - quimica € similar a de alguns substratos, mas @ tambén
um agente tensoative , sua presenca estimulou a liberaclo da
enzima, aumentando a atividade lipolitics em cerca de duas
VEZES .

PETROVIC gt alii, em 1998 (4184) testaram o pfeito da
adig8o deg wvarios tipas de fonte de carbono no weio de
crescimento na producio de lipase extracelular de Pepnicillium
rogusfortt -84, A maior quantidade de gnzima fol secretada no
sexto dia de incubagBo a 27°C. A maior atividade foi obtida no
mgio com glicose e com  Frutose. Na presenga de gordurs de
manteiga 0s valores de atividade foram cem vezes menores do que
com glicose, ¢ ndo foi detectada nenhuma atividade gquando dleo
dg opliva foi usado como  fonte de carbono. A temperatura otima
de atividade foi 39°C 2 pH dtimpo 8.8. Oz sais de potissio e
s0dio indicaram efeitos positivos na concentraglio atd {1 mmolrsl.
Dos cations bivalentes testados ocorreu  ativaglo com  os ions
Mn++ na concentragic de 19 mmol/l e Ca++ 4 mmol/Y, porém Mg++
diminui a atividade senzimatica. 0 efeitp mais negativo sohre
atividade foi encontrado na presenca de sais deg Feses

BLOOMER et =alii, em 1999 (22} gstudaram Y
interesterificasic de triglicerideos por diferentes lipases
para progugio de andlogo de manteiga de cacau. 0 sitema de
reagio  foi composto de dlen de dendé e etil egstearato

dissolvidos em n-heptano, incubados a8 480 por 32 minutos.
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Faoram testados enzimas comerciais imobilizadas em celite, a
influéncia da toncentragio do solvente n~heptano na tawa de
reagdo e a pureza do produto fol examinado s duas temperaturas.
& concentracho dtima do solvente a 49090 foi de 1-1.5 g de
501vente£graﬁa de¢ substrato; a3 é9°C a3 taxa de interes-
terificagdo diminuia ¢ a pureza do produto diminuia com o
aumento da quantidade do solvente. £Lom relaglo aos tipos de
supoarte para imobilizaglo e as formas de substrato foi
verifigado que nenhuma enzima zpresentou  atividade mixima  en
todos 0s supoartes g nenhum suporite produziu preparagio
enzimatica de alta atividade.

SERVAT gt alii, em 1999 (21@) realizaram sintese
biotecnoldgica de uma nova classe de wmoléculas anfifilicas,
étida% QY axDs hidroxiﬁmicms usando lipase de Mugor mishel,
reagindo hidroxil aminas com acidos graxos na  forma de éster
metilado ou livre. O sistema de reagio foi formado por dsteres
metilicos de dleo de soja, hidroxilamina ou dcido oleico
hidroxilamina. A utilizac¢3o de dcido graxo livre foi de maior
eficidncia e foi utilizado para o estudoe das condigBes de
otimizacSo. Foram utilizado dois diluentes, tampioc fosfato pH
7,8 688 mM e hewxano. A sintese de dcido oleilhidrowidmico foi
mxis substancial em topdas as temperaturas testadps,. numa escala
de P23 a 7@°C em tampio fosfato. Parz verificar s possibilidade
de uatilicar vste gistema de rveagdo pavra outros dcidos graxos
Foram testados dcido caprilica, cépriﬁa, palmitico, sstesrico,

oleico, erdcicn e linoleico. Em todos os casos, o5 dados foram
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‘semelhantes ao obtidos com dcido oleico, podendo ser aplicado
para a maioria dps acidos graxos, saturados, monoinsaturados,
polinsaturados, com atomos de carbono de B a 22,

"OKEKE & OKOLO em 1999 (171) descreveram o efeito das
rondicBes de cultura na produc3o de lipase pOY  Acramonium
strictum. Ae condigBes otimas de cultive para a produgdo desta
livase ?nfam: periodo de incubac3o de 7 dias 3 30°C, em cultura
gstaciondria, na presenga de wilose a 2% e farelo de soja s
3.5%, como fonte de carbono # nitrpgenic respectivamente. A
incorporagdo de 14 de Tween 88 no meic de cultura aumentou a
sroduc3o da enzima ennuanto gue 3 presenga  de Acidos  graxos
roduziu tanto o crescimento do fungo como a producio de lipasse.
& lipase de A, strictum demonstrouw azmpla especificidade de
substrate hidrolisando tanto cémpcstms Twesns soluveis como
jipideos insoluveis.

JANSEN gt alii, em 1990 (74} descreveram a sintese
gnzimatica de ésteres de varhoidrato em meio agquoso, ubtilizando
lipase df Candida rusosa, visando a utilizagdo destes gateres
COmG agentes tensoat ivos em alimentos, na inddstria de
cosmeticos € detevgentes. HNesteg processo foi utilizade um
sistema de duas fases consistindo de solug8o carboidratos
saturada e fase orgdnica de &dcidos graxps, A reagdo  foi
realizada a 35°q com agitacdo de 50¢ rpm. A taxa de
cesterificvacio utilizando dcido decandico 2 sorbitol foi de 3,8
mmol/glhora e foi  Tortemente dependente do conteldo de sgua na

mistura de reaglo.
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McNEILL et alii, em 1996 (144) obtiveram grande

producio de monoglicerides através da glicerdlise enzimdtica de

banha de boi. Foram testadas lipases comerciais de Psgudomonss
?1unrg5ceﬁs, Chromabacterium viscosum, Rhizopus Japonicus,

Mucor miehsi 8P-398 e Candida gylindracea. & relag8n entre

producio de monoglicerideo 2 temperatura demonstrou que acima
de 44°C aproximadamente 20% de monoglicerideo foi  obtido no
eauilibrio. A 44°C ou tewmpevatura mais baixa aproximadamente
70% de monoglicerides foi sroduzido. Apds 3 horas a 46%C ou a
temperatura mais baixa, a mistura de reac8o se tornou salida e
agitacSoc se tornou  impossivel. A composigio da mistura  de
gliceridens a 42°C durante 3 glicerdlise da banha demonstrou
U inicialmenta havia um decréscimo linear na concentragio do
triglicerides e um aumento Jinzar na cnncenéracﬂa de 1,3~
digliceridea, 1,2-diglicerideo e monoglicerideo. Apds 2 a 3
horas a concentracio de 1,3~ e 1,2~diglicerideo comecou =2
diminuir enquanta que a concentracio de monogliceriden
continunue 3 aumentar linearmente. Apds BB horas de incubacio a
concentracio de mponogliceridec foi de 71,3%. Quando o teor de
dgua do sistema de reagBo foi scima de 8,5% a producio de
monoglicerideo foi reduzida. De todas as gnzimas testadas a
maior concentracio de monpglicerideo foi obtida com a lipase de

Chrompbacterium viscosum e Psegudomanas Jfluorescens. HNugaor

miphes Ffoi parcislmente efetiva, enguanto Candida gulindracea

£oi inabtiwva.
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05a0a et alii, em 1998 (178) estudaram sintese de
glicerideos compostos de Acidos graxos polinsaturados por
lipases microbianas. Foram utilizados dcidos graxos
polinsaturados de I8 e PP dtomos de carbono., A lipase de [
wistosun iﬂcorparou cada um dos dcidos graxos no gliceral a
niveis malores que 89%. A lipase de L. culindracen iﬁcmrpmrou a
maioria dos dcidos graxos a niveis de 7Q%.

BATLLARGEON em 1999 (9 purificou g descreveu a
especificidade de lipases de Qeatrichum candidum a partir de um
preparado brutp comercial de enzima. Foram isoladas duas
gnzimas denominadas lipase A & lipase B, & lipase A continha
14,4% de carboidrato, esta lipase mostrou se estavel pmia mesmo -
apds 24 horas de incubagBo a 38°C 99X da atividade original
perméneceu, & composicio de aminopdcidos das lipases A e B €
simiiar.

TQUZUKY & SUZUKTI em 1991 {245) prepararam lipase de

Pseydononas frani 22.39B tornando—a soluvel em solvente
Organico 2 COmPEraram a reatividade g espetificidade de

substrato desta enzima com a lipase nativa de FPssudomon

fragi. & modificacBo da lipase foi realizads com detergente
sintedtico didodecil ulicosil glutamato de forma a ter 152 3 39
moldculas de detergente ligadas a uma molécula de lipase. A
temperatura otima para hidrdlise foi 27°C tante para enzima
modi Ficada como para enzima original. Nio houve diferenga

substancial na tersmoestabilidade das enzimas, apos incubaclo
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continua a4 JI7°C por 24 horas a atividade residual da lipase
nativa e da soldvel em solvente arafnico foi 90 e 75% da
stividade original respectivamente.

McRETLL et . alii. gm 1791 {148) descreveram a
aplicagSo do processo de glicerflicse enzimidtica para sintetizar
manoglicerideos a parkir de virias espécies ﬁe Glegoss =
gorduras, gtilizando os trigliceridens de oOleo de dend8d,
triestearina de dend&, trioleina de dendd. & producio de
manogliceridens aumentou guando a temperatura na faixa de 39~
5@=C fpi reduzida. Com vrelagdo a3 concentragcio de dgua du%ante a
glicerdlise de dleo de dendg& a 42°C o teor de asua na fase do
glicerol wvariou de ©,5 a 11%. A taxa inicial de conversio de.
triglicerideo foi proporcional 2o teor de dgua na faixa de 8.5
a 4%, e de 4 a 1% o aumenta na taxa fol consideravelmente mais

haixe. Dentre as varias lipases testadas a maior produs3o de

monogliceridecs foi ohtida com lipases de P fluoresgens ¢ L.
vis tanto para triocleina comp pars triestearina de dendé a
4=

MeNETILL & YAMANE em 19941 (147) estudaram 3 otimizacloe
de produg3o de monogliceridens durante a glicerdlise de dleos g
gorduras utilizando vériss enzimzs comerciais disponiveis, e
misturas de lipases comparandoc  com lirases i1soladas &
programagioc de temperatura durante a veagio. Foi usada =3
temperatura de 42°C para glicerdlise de banha de boi. & mais
alta prodﬁgiu de monoglicerideo ¥ai obtida com lipase de
Pseudomonas sp. As  lipases de feotrichum gapdidum, Candids

rugosa e Penigillium camgmherti foram inativas nas condigdes



utilizadas. A mistura de lipases combinadas foi testada com:
lipase de P. capemberti aue Foi misturads individualmente com
trés outras lipases. Em gevral, ¥oli observado que quants mais
alta =a concentrac3c de lipase B resultava numa maior producdo
de monoaliceridec. & adicdo de lipase de Penicillium camemberti
4 lipase de Pseudomonas n3o aumentpu a  taxa de sintese de
monoglicerideos. Utilizando a programaz8o de temperatura para
glicerdlize de banha com lipase de Psgudomopnas fol obtida
nroducic de cerca de 98% de monoglicerideo quando o sistema foi
incubade a 42°C por 8 horas e transferido para banho maria a
S ppr 4 diaw, sendo o melhor resultado obtido dentre todos os
processos testados.

RIVERA-MUNDZ ot alii., em 1991 (199 estudavram 2
prnd&cﬁa de 1lipases de diversos microrganismos utilizando
fermentacioc sélida selecionands © mais adequado para produzir
aroma © sabor de produtos laticineos. Foi utilizado farelo de
trigo como fonte de nitrogénig, sendo o substrate umidificado
com solugdo contendo KHePD., KeHPO, MeSD. . 7H=0 e solugioc de
elementos tragao, o pH  foi ajustade para 7,8 antes da

ectprilizacin. O meio 1l1iguido teve a meEsma composigdo mas foi

sumpenso em 9¢ ml de Hafl. Os microrganismos foram incubados =z
299 Para a selecBo foram considerados 0% microrganismos que
apresentaram alta atividsde tipolitica e haixa atividade

protecliitica. Penigillium candidum, Mucor miehed e Penigilliiuam

camembertii foram claramente superiores a outras linhagens. Os

filtrados destas culturas foram usados para modificar gordura
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de leite & um tipolisado de P, candidum foi o mais aceito em
analise sensorial.

ERGAN gt alii, em 1991 (3P) usaram lipases en
sistemas ~multifdsicos compostos somente de substrates. livres
deg soiventa; de HMucor mighei., sendo utilizada a lipase comerial
de Hucor miehgl imobilizada em resina de troca idnica.
Utilizando concentragio estequiomdirics de acido oleico e
glicernl foi obtida a sintese de triglicerideo ards 48 horas de
reariio, em sua gquase totalidade. Também Fforam testados como
subhstratns para a sintese de trigliceridecss 1,2-dioleina e
dcido oleico e $,3-dioleina & acido solgico. A enzima preferiu
usar {,2-dicleina como substrato o aque l2vou a ccn;lusﬁa que
como a lipase de Muror miehei e 1,3 especifice ela produz
inicrialmente 1,3-dioleina gue ¢ isomerizada a ¢,2-dicléina aue
por sua vez sofre esterificacBo final para triglicerideo. A
hidvalise de triglicerideon foi realizada com 2 mesma enzima., Os
autores verificaram que a quantidade dtima de dgus € cerca de
29 dn equivalente de docido oleico a ser hidrolisado, 2 sue com
a lipuse imobilizada =2 dgua na hidrdlise deve sgr considerada
somente como substrato de reagdo g n3o como solvente.

YANG & RHEE em 4991 (239) imobilizaram a lipase de
Candida ruggosa em DE&E»SEQhadex A-50 para realizar hidrolise
continua de Sleo de oliva usando fluxg continuo de solvente
orgidnica {(isoctano) e solucdo aquosa de tamp3o. Neste tipo de
reagdc continua nuwm sistema difdsico a2 meiz vida cperacional da
lipase foi estendida tanto guanto a concentragio do substrato

fni  aumentada, sendo de PP2  horas com 29X de dlpo de oliva,
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NMesta concentragdo de substrato o grau de conversd3o foi cercs
de 98X 2 a concentraclo de glicerol &% indicando aue o
trigliceridens foram quase totalmente hidrolisados. A adigSo de
glicerol "3 snlugclo tamplo estendeu a meia vida operacional da
enzima imabiliﬁada de 220 haoras para 438 horas, sem inibig3o da
enzima, =agindo como estabilizador egfetivo contra desnaturagdo
térmica e contra desnaturacdo pelo splvente.

TOTAMI & HARA om 1991 (239) descreveram um método de
preparacio de fosfolipideos polinsaturados pela reacin de

transesterificag¥o com lipsse de LCandidas gulindracea (rugosa) e

Rhizopus delemar entre fosfolipideo de soja e dleo de sardinha.
A reaglo foi realizada a 37°0C com rotaglo de 350 rpm. A tawa de
transesterificacio aumentou gradualmente com o aumento do Aleo
de aérdinha adicionado. Para evitar hidrolise do fosfolipideo a
reacdo de transesterificacio foi realizada com glicerina, tendo
aumentadgn o rendimento do fosfolipideo transesterificedn de 20%
para mais que 4@%. Com relacl3o 3 composigdo de dcido graxe do
fpafolipideo foi wverificado qug grau de insaturacBo do

fosfplipideo obtido com Rhizopps delegmar fol mals alto que com

Dandida culindracea. Os conteddos de 3dcide eicopentandico

{(EPA), acido docosahexaendico {HA) do fosfolipideo
trapsesterificado nlo foram t3o0 altos nem com a lipase de L.
cylindracea nem com a lipase de R, delemar, pois ambas reacles
foram realizadas com oOleo de sardinha gque contém somente B,é&%
de EPa e ¢.,8% de DHA, no entanto se forem utilizados dlep de
peixe concentrado como substrato pode sev obtido fosfolipideon

de alte grau de insaturaclo com o usa de lipases microbianae.
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3~ MATERIAIS E M&TODROS

3.4. Materiail

3.14.1. Heagenltes e Materiais Especificos

- Reagentes guimicos: Acidos, bases, sals minerais, solventes

{(Merck, Carla Erba, Rigdel ou Equivalentel.

- Reagentes FEgpecificos: P-cloromercurichenzoato, iodoacetamida,
L~risteing, SOTro albuming, paranitrofenil-laurato {(PMPLY,

paranitrofenol, comercializados pela Sigms.

~ Seidos OBrasos: acido lauriceo, dcides butivico, scido oleico,
drido estedrico, acido palmitico, Triton xi98 {isoctil phenitd

poluoxrietilene? (Riedel g Sigmal.

- licerideons: 1{(3)-monoleinx, 1,8(1, 3 -dinleing, trioleina,
tributirinpa, tricaprilina, iricaproina {(Sigma’, dlen de oliva
extra virgem, marca comevcial e monoleina comercial.

~ Megioes de Cultura: Potato Dextross Agar {(PDA}Y, agay, peptona,

profease peptona, extrato de levedura (DIFCO).
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~ Enzimas: Lipase 6 de Penjcillium sp., 1lipase N de Fhizopus

niveus, lipase D de Rhizopus delemar, obtidas de Amano
International Enzyme fo., lipase de Candida ruggsa obltida de
Meito Sargyo Company . Lipase obtida no Labovatorio de

Bioguimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de

Alimentos, de linhagem de Gegbtrichum candidum.

~ Resinas: DEAE-celulose {trucador anidnico dietilaminoetil
celuliose Sigma ref. n®  O-98382:, CH-celulopse {trocador

rabtidniceo carboximetil celulose Sigma ref. 02883 .

~ Coluna . para cromatografia  liquids de alta eficifncia: 0O0S-
DP48, didmetro interno 4,6 mm. DP-5 m - 25 cm comprimento,
Instrumentos Cienti{ficos OO0 Ltda e conluna Bond Pak Cow 12598

12 mm (3% » 309 mm) .

- Placas de vidro pavra cromatografia em camada delgada (FLC)

2029 cm, silica gel G-49 Merok.
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1. 2. Eaguivamentog

Agitador rotatdrio New Brunswick Scientific.

Estufas bacterioldgicas, Fanem.

fspectrofotBmetro Coleman, B9S-E.

Espectrofotdmetro Coleman, 124-0.

Banhos de sgua de temperaturs controlada, Fanem.

Potencifmetro Digimed TE-%@E.

Centrifuga refrigerada Beckwan, mod. J-2183.

Coletor de fracdes Buchler, mod. Fractometer Alpha 280.
Cromatdgrafo £L6-4B0C isocraticn, com detector L£6G-419 de
indice de refracio e integrador-processador automatico, mod.
CG~306.

Cromatdgrafe Waters 69¢-E Power Line com detector Qaterg 484
de indice de refragio e integrader-processador Data-Mddulo
Waters, mod, 746.

Banht termostdtico do respirdmetro diferencial Gilson.

Balanga analitica Mebttler, mod. H-12.

Cimara refrigeradnra, Gilson.



2g

3.2. Metodos

3.2.14. Isplamento e seleclo de microrganismns  produtores  de

Com o obietivo de sglecionar MICTOrganNismos
produtores de enzimas lipoliticas foram isolados de solo,
frutas, residucs de inddstrias de dleos, & testados inumeros

microrganismos conforme os métodos descritos a seguir,

2.2.1.1. Coleta de ampstras

As amostras foram coletadas de diferentes regifes do
Esbtado de 83o Paulo, Marankfo, Goids, g de cutros palses como
Bolivia, Chile, Uruguai ¢ Perd. As amostras de solo foram
coletadas no interior de matas cerradas ou proximas as margens
de rios, de uma profundidade mexima de 1@ cm ® acondicionadas
em sacos plasticos.

Ma coleta de amostras de residuos indusiriais, estes
foram raspadas de linhas de processamento de dleos vegetais,
arondicionados emn sacos elasticos ¢ utilizodos imediatamente

apis a coletas.

3.2.4.2. Isolamento de fungos

Cef;a de 1 9 de solo, partes de Frutas, flores ou
residuos foram adicionados em tubos de ensaic de 195x160 mm
contendo 5 wml de  agua destilada, previamente ssterilizados. (s

rubos foram agitados 2 o ligquido sobrenadante foi inoculado em

slacaz contendo o meio sgur batata dexirosado {extrato de 19 g9
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de bhatata, 4 g de glicose ¢ 3 g de agar em 180 ml de dgua
destiladal). As placas foram incubadas a 3€°C por 48 a 72 horas.
s rolBnias de fungos isoladas Fforaw repicadas em tubos de
ensaio gontendo o mesmo meio g incubados a  30°C até o

desenvolvimento satisfatario das culturas.

3.2.1.3. Selecho preliminar de microrganismos produtores de
gnzimas lipoliticas

Os fungos isolados de acordo com o item 3.2.1.2.,
foram inoculadeos em  frascos Erlenmever de 560 ml contendo melio
de cq!tura silido composto de farelo de trigo e dgua misturados
na evoporgdc 1:1 p/p. Os frascos foram incubados a 30°C por 72~
%4 horas, apds incubagdo Foi  acrescentado 109 ml. de  dgua
dest ilada sendn o meioc trifurado com bast3o de wvidro & a
mistura filtrads em papel Whaltman n® 1. No extrato aguoso foi

determinadn o atividade de lipase.

3.2.1.4 Determinacap da atividade de lipase
3.2.1.4. 1 Determinagio da atividade de lipase

A atividade de lipase (acylglugceral acylhuydrolases
.0, 3.1.14.3) foi determinada rotineiramente pela titulagido de
scidos graxos liberados utilizando-se 1 g de dieo de oliva
extra virgem, 4 ml de tampdo acetafc 2,294 pH 9,6, 10 pérolas
de vidro de 3 mw de didmetro ¢ 1 ml do extrato agueso obtide no
item 3.2.1.3.

ig +trascos Erlenmeuer contendo gsta mistura de reagio

foram incubados a 4090 por 60 minutos com agitagBo de 130



P9

oscilagfes por minuto. A reacd3o foi paralisada pela adi¢do de
P¢ ml de solugBo de etanol:acetons na proporgio 1:1. 0Os =2cidos
GraMas livres foram titulados com KOH @,iN utilizando-se
fenalftaleina come indicador. Uma unidade de atividade de
lipase foi definida como a quant idade de enzima que libera
acido plepico expresso cama)gmal de 3cido c}eicu/minutnfml de
gnzima. Foi ulilizade como Branco a misturs de reag8o em tempo
zero. A Figura 29 spresents 2 curva padrio de acido oleico x ml

de KOH 2,1N.

3.2.1.4.2. Determinagio da atividade de lipase com substrate
monoleina camercial

a atividade de lipase {E.C. giacerﬁi;moncester
hydrolase E.C. 3.1.14.23) sobre a monoleina comercial foi
determinads misturando-se £ g de monoleina, 4 ml de ‘tampio
fosfato ©,05 M, pH 5,4, 18 pérolas de vidro de 3 mm de diametro
g 41 m! do extrato aquoso obtido no ftem 3.2.1.3. & mistura foi
incubada a 49°C por 40 minutos com agitaclo de 439@ oscilagles
gor minuto. A& rveagdo Foi paralisada pela adicdo de 29 ml da
salugBo acetona:etanol 1:1 e os aAcidos graxos libevados foram
titulados contra solugl3o de  KOH  @,1iN, utilizando-se
fennlftaleina como indicador. Uma unidade de at;viﬂade foil
definida como a aquantidade de enzima gue libersa écidﬂ vleicp

BERPYESSD cmmm}Lmal de drcido oleicofminuto/mt de enzima. Foi

utilizado como Branco a misturs de reac3o em tempo zero.
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FIGURA 29 ~ Curva Padrdo da Concentracio de &cido Oleico » VYolume

de KOH &,1N.
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3.2.1.4.3. Determinacgdo da atividade de lipase com substrato
sinteético p-nitrofenillaurato

A atividade de lipase (E.C. ‘glycerol-
msonoesterkhydrolase E.C. 3.1.1.23) sobre o substrato sintético
p~nitrafenillaurato foi determinada misturando~se @,95 ml do
substrato que foi preparado dissplvendo~se 141 mg de p~
nitrofeniilaurato {PNPLY enm 199 m1 de tampio acetato de
concentragdo 32,46 oM, pH 5.6, contendo 2,1% de Triton x-109
pré~incubado a 37°C, com @,95 m! de enzima.

A mistura ¢ incubada a 37°C por {5 minutos, sendo a
rea¢8o paralisada pela adicdo de 2 m! de acetona. A cor amarela
produzida  pela liberagSo do paranitrofencl € guantificada pela
medida da absorbincia da mistura 23 410 nm. A Figura 390
apresenta  a curva padr3o de concentraclo de paranitrofenol em

moles w absorbincia a 419 nm. Uma unidade de atividade de
lipase fol definida como a3 guantidade de enzima que libersa
parvanitrofenol expresso como famoles e p-nitrofenol por minuto

poy ml de enzima.

3.2.1.5. Cromatografia em camada delgada (TLL) dos produtos de
hidrdlise de lipiden sor aclo da lipase

A cromatografia em camada delgads foi realizada
misturando-se 43 g de <ilica gel G-48 com 92 m} de soluclo de
dcido borico @,3M. A mistura € aplicads em placas de videp
2ex2® cm de dimens8o com 2 mm de espessura, com aplicador
Dessga. O sistema de sclventes wutilizado para a cromatografia

foi éter de petrdleo-éter etilico:.dcido {fdrmico na proporcice
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FIGBURA 3¢ - Curve FPadrio de Sotugdo de Paranitvofenol ®

dbesourbincia a 416 nm.
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2i8:96:.6,4 {(v/v) respectivamente, & tewperatura de 28°C. 0
tempon de desenvolvimento do cromatograsa foi de aprowimadamente
3% minutos. Foram utilizados como padries trioleina, §,2(1,3)-
dioleina, 1(3)-monoleina na concentracio de 1% em selucio
acetmna:etanal’ 1:4. B revelagdo do cromatograma foi feita
aplicando-se Hp80. 590% em HeO {psp), ¢ squecendo-se gm estufa =z
14820 ppr 3¢ minutos, ou atraves da colocac8s da placa  de
cromatografia em cimara de i0do sublimado, auwuecendo-se a 1100

por 45 minutos.

3.2.4.&6. Purificaclo de glicerideos em coluna de alumina neutra
Os gliceridecos foram purificados em coluns de vidro
de dimensbes 39 cm 2 2,5 cm  que fol preparads com 280 g de
alumina neutra suspensa em 492 ml de éter de petrdien 30-40°C.
fis amastyras  a serem purificadas foram dissalvidas en
clovrofdrmio com aguecimentp brando a 49°C, ApHs a aplicaclo da
ampstra, a coluna € eluids com éter de petrdleo para retirar os
trigliceridens, com uma mistura de eter de petréleo.eter
etilico (S50:.59 v/v) para retirar os diglicerideos e finalmente

com ster etilico para retirar os monogliceridens.

3.2.14.7. Cromatogratia liguida de alta eficiéncia (CLAEY dos
produtos de hidrdlise de glicerideos pels lipase

| 0s dridos graxos e glicerideos presentes nas amostras
de dlec wvegetal hidrolissdos fopram anslisadps através de
cromatpygrafias liguida de alta eficiéncia. Utilizou-se coluna de

fuse reversa OOS-RP-L18 de didmetro inlerno de 4.4 mm, BP 5}¢m,
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25 ewm de cowmprimento, a temperatura de 380 com  fase  mdvel
acetona acetonitriia (1:41) com taxa de flumo de 1 ml/minuto. 0Os
glicerideos 1(3r~monoleina, 1,2(1,3)~dioleina, triplegina e
dcido oleico foram identificados por comparacgio do tempo de
retencio  com as padroes 1(3)-monoleina, 41,8~ {,3-dioleina,
tricleina e acido oleico. #As porcentagens velativas dos
alicerideos foram obtidas pelp método de integracBo de dreas

utilizando-se o integsrador g processador autowmstico C5-308.

3.2.1. 8. IdentificacBo e conservacio da linhagem produtora de
lipase

0 wmicrovrganismo produtor de lipase foi identificado
através das caracteristicas wmicroscdpicas, de acorde com RIJAT
£i98: .

Para =a manufenglo, o microrgasnismo foi cu}tivadp en
agar batata dextrosado. Apos incubagdo durante 986 horas a 30°C,
adicionou-se vaselina liquids esterilizada aos tubos de
cultive. B culiura foi conservads a 390 com repicagem a ¢ada 9

menes .

3.2.3. Produchp de lipase pela linhagem de Trichoderms sp

Para o estudo da producio de lipase pela linhagem de
Trichoderma sp selecionada de acordo com o item 3.2.1.3. foi

utilizada fermentacio semi~sdlida e liquids.
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2.2.3.14. Produclo de lipase por fermentacBo semi-sdlida pela
linhagem de Irichoderma se

0 meio de culitura foi composto de farelo de trigo e
dgua na proporclo 1:1. 0Os frascos Erlegnmever de 502 ml contendo
&8 g de meio de cultura previamente estervilizados foram
inoculados com 4 ml de suspensio homog@nea de esporos preparada
com agua destilada esiéril e com esporos de culturar;e 26 horas
go microrganismo em meio inclinado de agar batatas dextrosado
{(PDAY. Os frascos= foram incubados a 302C por %946 horas. Apos a
incubag3o foram adicionados 180 ml de dgus destilada & cada
frasco. Oz meios de cultura foram triturados com bast3p de
vidro, e apds permanecer em extracio por 1 hora com agitag3o
pcasional  foram filtrados em papel Whatman n® §{ ¢ coletados num
idnico recipiente. Ao Filtrado fol acrescentado 7@%  de 3lcool
etilicoe a 5°C com apitagde lenta. A mistura foi conservada a
54 ppr 8 horas. A proteinn aseim precipitada fol centrifugads
a2 ii@@@ H g por 10 minutos., O precipitado fol espalhado . em
placs de vidro e apds Secar a femperatura ambignte Toi

triturado em almofariz & granulacioc mais fins possivel e

conservadn em tongelador, Futas preparacio foi designada lipase
Bruta,

2.2.3.2. Produclo de lipase por fermentaglo liguida pelo
microrganismo Irichoderma sp

0 meio de cultura foi composto de farelo de arroz 35X
e 3% de adgua de macera¢io de milhko (corn steep liguor) ac qual

foi acrescentado ©,2% de  (NH,:HPUO,., pH 4.8. fis frascos
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Erienmeyeyr de 238 ml com 49 mi de meio foram esterilizados e
inpculados com 1 ml de solucBo homogénea de esporos preparada
com dgua destilada estéril e com esporos da cultura de 94 horas
dno microrganismo em mein intlinado de agar bhatata dexirosado

{PDA)Y, & incubados a 38°C rom agitaclc de 1950 rpm por 94 horas.

de pH do Meio de Cultura e Produclo da Enzima 3 36°C

Para o estudo da relagdo entre tempo de fermentaclo,
alteragio de pH do meio de cultura e produgio da enzima foil
reatizada fermentagio liaquida como descrito no item 3.2.3.2. &
fermentagio foi realizada a 39°C com agitac8o de 159 rem.
Frascos Erlegamever com diferentes tempos de ?ermentécgo foram
retirados, sendo os meios centrifugados a 11 . 600 x g por 19
minutos a 18*C. No sobrenadante foi determinado o valor do pH.
Para a determina¢3o de atividade enzimdtica foram utilizados os
seguintes substratos: dleoc de oliva, monoleina comercial e
paranitrofenillaurateo. Para efeito de comparagio foi realizado

o mesmp ensaio com lipase de Beotrichum gandidun produzida da

mesma Forma gue a lipase de Trichoderms sop.

4. 2.5, Produgino e purificacho da lipase

3.2.95.1. Produglo de lipase
& produsio de lipase {foi realizada utilizando-se
fermentacBo liguida como descrito no ftem 23.2.3.2. Apds a

fermentacio o meio de cultura Foi centrifugsdn a2 11.9990 % g
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gurante 1@ wminutos 2 1¢<0. #a atiwvidade de lipase no
sobrenadante ¥foi determinada de acordo com as itens 3.2.1 4.1,
g 3.2.1.4.3. A roncentraclo de proteina da soluc8o enzimdtica
nas diversas stapas da purificacio foli determwinada de acordo de

LOWRY (13@) utilizando-se slbumina de soro bovino como padrio.

3.2 .95.2. PurificacBo da lipase
3.2.5.2.4. fFracionamento da lipase com sulfato de ambnic

Um wvolume de 2 .200 ml do  sobrenadante do meio de
rulturz obtido de acordo com o item 3.2.5.%1 foi saturado com
sulfato de ambnio a B8O% e a mistura foi mantida a 5°C durante
uma noite. 0 precipitado foi  separado por centrifugacdo =2
11.000 x g durante 1@ minulos, dialisado contra agus destilada
a 5°C por um periodo de 48 horas 2 em segulda contra tampio
acetatn 9,05M pH 5.6 a 5°C duraznie 48 horas. iUma amastra de
130 ml de solucdo de proteina dialisada {Foi centrifugada 2
11.@@0 % g durante 10 minutos a 8°C e o sobrenadante fai
percolado em roluna DEAE-~celulose de¢ acordo com  as candiches

desrritas as seguir.

3.2.5.2.2. Cromatografia da lipase em coluna de DEAE-relulose
Cerca de 75 g de DEAE-celulose fol tratada com 506 ml
de NaOH ¢,5N, filtrada em 1% de wvidro e lavada com 3dgua
'destiiada para remocio do Nafld, & seguir, a resina foi tratadsa
rom 580 ml de HC1 @,5N, lavads com agsua destilada para remogio
do HEl ¢ finalmente equilibradas com tampS8oc acetato @,85M pH

5,46, & ampsira de 139 ml de soluclo de proteina eobtida no item
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3.2.3.2.4. Ffol asplicada em coluna de DEAE-celulose de 2.5 cm de
difdmetro € 59 cm de comprimento equilibrads com tamp3o acetato
§,05M pH 5,6. & amostra foi eluida da coluns pela aplicaclo de
569 ml de tampio acetato pH 5,6, 9,85M e guantidades de 25¢ ml
de tampdo ace;ata pH 83,6 2,05M contendo concentragdes de 9,1,
B, 2, 8.3, 9.4, 0.5, @.,4;, @.7 e 9,8M de Nall consecutivamente.
Fraghes de 1@ ml  foram coletadas a cada 30 minutos utilizando-
se coletor de fracBes. 0 curso da eluigBo das proteinas  da
roluna foi acompankado eela medida da absorb8ncia a 2892 nm es
cospectrofotdmetro Coleman 1240, A atividade de lipase das
fracBes foi determinada de acordo com 05 itens 3.2.1.4.%4 e
3.2.1.4.3. As fracles de ndmern 139 3 155 contendo atividade de
iipase foram reunidas num  total de 144 ml. Esta soluglo
pn¥imatica ¥foi dialisada contra agua destilada durante 48 horas
a 9°0 ¢ posteriprmente dizlisada contra saiucga tamp3o acetato

pH 5,4 8,854 por 48 horas a 350

3.2.5.2.3. Cromatogrutia da lipase em coluna CH-celulose

Cerca de 30 ¢ de CM-celulose §pi bratada com 582 ml
ge HE1 @,5N, filtrada em 18 de wvidro & lavads com dgua
destilada para remogdo do HCY1. A seguir a resina foi tratads
com 508 ml de NaOH 6,.9N, lavada com dgua destilada para remogioc
do NabDH e eguilibrasds com tampBc acetato €,05M pH 35,6, A
ampstra de 14¢ ml de solugdo enzimatica obtida de acerdo com o
método descrito no item 3. B2.5.2.2. foi aplicada em coluna de
CM-celulose de 2,9 cm  de diSmetro x 5@ tm de comprimento. @

amostra foi eluida da coluna pela aplicacico de 350 ml de tampio
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acetato pH 3,46, €,05M e quantidades de 298 ml de tamp3o acetato
pH 5,6 2,25M contendo concentraghes de ©,1; ©.,2; 6,3; ¢.,4; 8.5,
8,4; ©,7 ¢ 9,8M de NaCl consecutivamente. As fragBes de 1@ ml
foram coletadas 8 tada 3@ wminutos wutilizando-se coletor de
fragies. O curso da eluicdo das proteinas foi acompanhado pela
medida da absorbincia = 282 nm e a atividade de lipase foi
determinada de acordo com os métodos descritos nos Iftens
3.2.4. 4.4, e 3.2.1.4.3. As fragbes de numero & a 16 contendo
atividade de lipase foram reunidas num total de 12€¢ ml, sendo
dislisada contra dgus destilada duraste 48 hovas a 5°C, apds a

dizlise 2 solugdo enzimdtica fol conservada em congelador.

3.2.4. Caraclerizacio da lipase brula e purificads

& lipase purificada de acordo cam s procedimentos
descritos no item 2.2.5.2. £ a enzima bruta produrida de avordo
Com o item 3.2.3.1. foram wuwubilizadas para o estudo de

carscterizagio da lipase.

3.2.6.1. Infuéncia do pH na atividade enzimdtica

Para o estudo da influfncia do gpH na atividade
egngimitica o© sistema de reagio foi constituido de €,%95 ml de p-
nitrofenillauratc dissolvido em solugSc tampdn., Os sistemas
tampBes foram usados dentro dos limites de sua agBo tamponante:
acetato-dcido acético pH 3,6 a 3,6 na concentragio @,1iM,
fosfato monobdsico~bibasicn de sodio pH 4.8 B 8,% na
concentracio ©,iM & tampiop scido bdrico-borax €,1iM pH de 8,2 a

g,8. Ho substrate assim preparado fol acrescentado €,.98 mi da



s

solucdo de enzima., 0 ensaio Foi realizade com a enzima bruta

com 335 unidades/ml de atividade e tom a enzima purificada com

G4  unidades/ml de atividade. As unidades de atividades foram

determinadas de acordo com o dtem 3.2.1.4.3. &s misturas de

reacio foram incubadas a 37°C em banho de dpua termostatizade

por 13 winutos. Apds a incubagio foram acrescentados 2 ml de
g

acetona paras paralisar a reagBe e a medida de atividade

enzimitica Toi determinada como no item 3.2.14.4.73.

3.2.6.2. Influéncia do pH na estabilidade da enzima

Para o estudo da infludncia do pH na estabilidade de
tipase 9,03 ml da solugio de lipase purificada contendo 54
unidades de atividade e outro sistems contendo 9.85 ml  de
solucd3o de lipase bHruta contendo 335 unidades de atividade
foram pré-incubadas com @,3 w1 de soluclo tamp3o  @,1M  de
diferentes wvalores de pH durante 24 horas a Bé”ﬁ. Foram
utilizados os sistemas tampBes acetato-dcide acdtico pH 3.6 a
%,&, @,iM tamp3o fosfato monobasico-bibasico de sddio pH 6,0 a
8,8 @,iM ¢ tampio #cido bdrico-borax @,1M pH de B, & 3 9,.98. Apds
gste tratamenlo foram determinadas as atividades residusis pela
adigdo de 9,45 m! de p-nitrofenillaurate pH 3,4 s solugdes de
enzimas/tamp3o € as misturas de vrveascldo foram incubadas a 37°C
por 13 minutos. Apds a  incubaglo foili acrescentado 2 ml  de
acetdna para paralisar a reagio & a medida de atividade
enzimidticva Ffoi determinada como no item 3.2.1.4.3.., sendo

ronsiderada a atividade reliativa para efeito de comparacio.



3.2.6.3. Influéncia da temperatura na atividade enzimitica

Para o estudo da influgncia da temperatura na
atividade enzimdtica o sistema de reac¥o foi constituido de
9,99 m1 ‘do substrato p-nitroteniliaursto preparado como no item
3.2.1.4.3. e @,035 ml da solucioc de lipase puriticada contendo
54 unidades de atividade e ouiro sistema de reag3o da mesma
composicdo contendo 9.05 m! da soluc3c de lipase bruta com 335
unidades de atividade, &s misturas de reacSo foram incubadas =z
diferentes temperaturas entre 25 ¢ 79°C durante 15 minutos. A
reacdo foi paralisada pela adicS3o de 2 ml de acetona ¢ a medida
da atividade enzimitica foi determinada romo no item 2.2.1.4. 3.
sendo considerada a atividade relativa para efegito de

comparat3o.

3.8.6. 4. Estabilidade térmica dn lipase

Para o estudo da termogstabilidade da lipasge
purificada e bruta, amosiras de 0,05 ml de soluclo enzimdtics
contendo 34 unidades de atividade e 335 unidades das duas
lipases respectivaﬁente foram colocadas zm tubos de ensaio com
tampa = pré*incubados. em diferentes temperaturas entre 2% @
63°C durante 1 hora. A atividade residual foi determinada de .
actordo com as condigBes descritas no item 3.2.4.4.3., sendo

considerada a atividade relativa para efeito de comparacio.



3.2.6.53. Influéncia de sais minerais e outros compostos na
atividade enzimatica

A influéncia de sais minerais .e outros compostos na
atividade de lipase sphre o substrato p-nitrofenillaurato foi
verificada dentvro da faixa dé concentragio de sais minerais e
putros compostos onde n3o havia interferéncia com o metodo de
determinaclo de atividade. Para este estudo o sistema de reaglo
foi constituido de €,85 ml do substrato p-nitrofenillaurato
preparado com tampio acetato pH 5.4 0,05M, 2 ¢,1 ml de soluglo
cnﬁtendo um dos seguintes composton: InSl., MaB0., Mn50., KLC1,
CaCle, FeS0., NiS0., aAgNds na concentraclo necessdria para 1 aM
g 19 oM em relagdo ao volume final da wisturz de reaclo;
&,9% m1 de solucSo de enzima purificada contendo 54 unidades de
atividade. Apds 15 minutos de incubaglo a2 37°C foi acrescentado
2 mi de acetona para paralisar a reagdo e a atividade
enzimdtica foi determinada como no item 3.2.1.4. 3,

Para o estudo da influgnciz de outros compostos na
atividade de lipase, o sistema de reacin foi composto de
9,85 ml do substrato p-nitrofenillaurato preparado com tampio
acetate pH 9.6 0,854 e @,1 wl de solugho rcontendo um dog
seguintes compostos: Triton =—1@0, desowicolato de sddio, dcide
pleicy, dcido limnoleico, dcido laurico e dcido n-butirico aa
concentragdeo necessdaria para perfazer 10 mM em relagdc ao
volume fina) da mistura de reacdo; 2,05 ml de spluclo de enzima
Cpurificada  contendo 54 unidades de atividade. Apds 19 minutos

dé incubagBo a 37 foi ascrescentado 2 ml de aretona para
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paralisar a reag3o & a atividade enzimidtica Foi determinada

como no item 3.2.1.4.3,

3. 2.6.4. IntluBnecia de inibidores na alividade enzimdtica

A influéncia de inibidores de enzimas fol verificada
semelhantemente & infludnecia de sais minerais na atividade
enzimitica. 0 sistema de reaclo fopi constituido de 2,85 ml de
p-nitrofenillaurato dissolvido em tamplio acetato pH 5,6 2,008 @
#,1 mi de soluglo de um dos  seguintes coampustos: P
cloromercdribenzoato, cisteina, iodoacetamida, bissulfito de
sddis e mercaptoetanol na concentracdo necessaria para peviazer
4 mM em relacio a0 volume final da mistura de reac3o e 8,95 m1
de soluc3c de enzima purificada contendo 54 unidades de
ativgdade. A atividade réaidual fpi determinada de acordo tom o

item 3.2.1.4.3,

1 2 & 7 Influencia da concentraciEs de substrato na atividade

gnzimatica

a influencia da concentracic de substrato na
atividade de lipase foir testada com 0% substratos p-
nitrofenilliauratso, 1(~monoleing e £.8(4,3)-dioleing. No

gskudo da influfncia da concentragdc de lipase o sistega de
reag3n para o substrato p-nitrvofenillaurate foi constituldo de
5,95 ml de substrato de concentragio variﬁvel gntre 9,95 mM a
1@ mM, dissolvido em tamplo acetato pH 5,6 @,05M, & 9,05 ml da
solucdo de engima purificada contendo 54 unidades de atividade.

&e misturas de reacdo foram  ingubadas a 370 sor 13 minutos.



Foi adicionado 2 m] de acetona para paralisar a reacdo e &
atividade enzimdtica foi determinada de acordo com o item
3.2.1.4.3.

"Para o substrato wonoleina de pureza 99%, foram
preparados sistemas de reacdo constituidos de monaleina na
concentraclo varisvel entre @,i6 e ©,80 mM, 4 nl de tampio
scetato pH 5.6 9,05M 2 1 ml da soluc3o de enzima purificada
contendn 54 unidades de atividade.

rom © substrato dioleina pureza B3% 1,2-diocleina,
foram preparados sistemas de reacdo constituidos de dioleina na
concentracio varidvel entre 9,88 a 1,40 =M., 4 wml de tampio
acetats pH 5,6 ©¢,85M e 1 ml da solucio de enzima purificada
contends 54 unidades de atividade,

as misturas de reasgzo foram inﬁubadaa a 4A8“L por 1
hora. Ards incubagdo toi adicionado 2@ mil de solucdo
scetona:etancl na proporcio 1:1. O scido oleico liberado foi
titulado contra solugdo de KOH @,¢1N e a atividade enzimatica
foi calculada como descrito em 3.2.1.4.1.

Para este estudo a constante de MICHALLIS-MENTEN (Km)
e =a velocidade maxima ( max.) Foram determinadas segundo ©

siastema grafico de LINEAWER 2 HURK {126} .

3 2 7. Hidrglise de alicerideos pela lipase de Trichpderma sp

Para o estudo de hidrdlise de glicerideos pela lipase
de Irichoderms 5. © sistems de reacho foi prepavado c¢om 1 g do
substrato monoleina comercial, 1,20(1,3y~dicleina - comercial,

monolaursto ou oleo de oliva purificado, 4 ml de tamp3o acetato
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pH 5,6 ©,05M, 1 ml de solugdo de enzima purificada contendo
5¢ unidades de atividadesml. A mistura foi incubada a 49°L por
virios ”;erimdnﬁ de tempo  com agitacﬁé constante de 130
ostilacBes por minuto. 6 reagSo foi paralisada pela adi¢Bo de
20 mi da soluclo de acetona: etanol (1:1). 0Os dcidos graxos
tiberados foram titulados cantra K0OH @,94N wutilizando-se
fenclftaleina como indicador. 0 calculo da ¥ de hidrdlise tomou
por base o numero de saponificagio dos glicerideos utilizados
coma substrato, come indicativo da concentragio de dcidos
graxps totais presente nas amostras, de avordo com o metodo
descrito por KOSUGT & SUZUKI (111). A porcentagem de hidrdlise
foi calculads considerando-se @ acidez titulada das amostras
(AT} na mistura de reagio e o valor do numero de saponificagldo
(US3 do gliceridec usado, dada pela equacdo:
AT
%y hidralige = 109 . ——-
Vs

Foram tambem utilizades 1(3)-monoleina, 1,2(1,3)-dioieina e
triagleina PUTGS NOS sistemas de reacio. 05 produtos de
hidrdlise foram visualizados através de cromatografia em camada

delgads dg acordo com O metodo descrito em 3.2.1.8.

3.2.8. Qgtagminagiﬁ do ndmere de saponificacgio

D numero de saponificagio foi determinado
saponificando-se 1 g do glicerideo misturando-se 4 m] de tamp3o
sceptato pH 5.6 9,05 M com 25 ml de KOH alcodlico 5,4% em banho
de dqua fervente por i hara. 0 teste em branco foi feito sem 3

adiclo do glicerideo. 0 extesso de dlcali feoi titulado contra
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HC1 4N utilizando-se fenplftaleina como. indicador. O calculo do
nuimero de saponificacio € feito descontando-se o volume sasto
de HE1 ié‘ para titulag3o da amostra do vﬁzume gastb'de HCI AN
para titulaglo do branco, multiplicando-se esta diferenga de
valums pela'equivaiente grama do dcido utilizado e pmla sua

nprmalidade.

3.2.9. DeterminagBo de carboidratos tptais presgntes na lipase
e

0 contelddo de agucares botals presentes na lipase

gurificada foi determinado pelo metnda fennl-dcido sulfdrico,

de acordo com Dubois b _alia €337,

9 p 19, Estudo da hidrdlise  de 4len  de oliva ppr . sisiems  dg

Para o estudo da hidrolise de dlen de oliva foram
teatados varios sistemas de reacdo utilizando-se lipases
microbianas comercialis para hidrdlise de olgoc de oliva em

acridos graxons € glicerol.

3 2. 410, 1. DeterminacBo da atividade das lipases comergials

= atividade enczimdtica das lipases micyvohianas

Tt

comerciais de Penicillium  sp., Bhizopus niveus, Landigna ruansa

foi determinada de acordo cowm O ftem 3.2.1.4.%.
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3.2.19.2. Influéncia da concentraclo das lipases em sistemas
individuais na hidrdlise de dlec de oliva

qh influéncia da concentragio dés enzimas.lipaae 6 de
Penicilliom sp, lipase N de R, niveus, lipase Can de £, rusosa
¢ lipase Ben de (eotrichum gandidum foi testada ustilizando-se
como  substrato oles de oliva extra virgem. As gnzimas foram
utilizadas nas seguintes concentracles: Lipase G 2.4, 4.8,
7.48; 9.,6@; 12,¢ unidadess/mg; lipase N 2,18; 4,36; 6,354, B.72;
12,98 unidades/myg; lipase Can 1.8; 8,22; 1¢,88; 12,33;
14,39 unidades/mg; lirpase Geo 1,94; 2,358; 3,87; 3.14;
4,45 unidades/mg. 0 siskema de reac3o foi composte de 1 g de
Gles de oliva, 4 m1 de tamp3p acetatp e 19 pérolas de vidro com
T mm de difmetro, sendo incubado a8 49°0  por 29 horas.,  com
agitaclo de 139 oscilag8es por minuto. A reagdo foi paralisada
nela adig%o de 2@ ml de solucdo acetona:etanonl (1:1 vivi e os
écidns graxos liberados foram titulados contra solucdo de
hidrasxide de potdssio @,1N sendo os resultados expressos  em
porcentagem de hidrolise considerando-se o namero de

saponificac3c do dleo de nliva.

7 2.18.3. Hidrdlise de dlen de oliva por sistema de lipases
combinadas

Para o estude da infludncia da combinac8o de enzimas
no grau de hidrdlise do dleo de oliva foram utilizados sistemas
de reacio compostons com 1 g de dles de oliva, 4 ml de tampdo
acetate pH 9.6 ©,95M, 10 pérolas de vidro e lipases combinadas

da seguinte forma (Can + M), {(Can + Beo) e (Lan + G). A enzima
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de Candida rugosa foi usada na concentracdo de 1@,28 unidades,
lipase .de B. pniveus na concentrag3o de 5,16 unidades , lipase
de Egn;Qif}igm sp 19 unidades. Os sisteméa Fforam intubadas a
48°C com agitacso de 130 oscilsebes por minuto. UOs enszios
foram realizadas com 1, 2, 3, 4 e 12 thoras de incubag¢3o. A&

resciao  foi paralisadas pela adic3o de 29 ml1 de solugio de

acetona:etanol t1:43. Os acidos graxos liberados foram
titulados " rontra solucio de " KOH 2,1 utilizando-se
Pengl ttaleina come indicador. Ns resultados foram expressos

como descrito no ftem 3.2.9.2. Foi utilizado como comparagdo em
relacio ao grau de hidrdlise um sistema de reaclo com apenas
lipase de Candida rugosa num  total de 14,28 unidades, 3
porcentages de hidrdlise foi calculada de acordo com o iten

3.2 1ia.82.

_3.2:1@A4, infludncia da concentrucio de tampfo na porcentapen
de hidrdlise de dles de oliva por um sistema combinado de
lipases

0 estudo da infludncia da concentragio de dgua no
sistema representado pela adicdo do tampiEo acetato na
porcentasem de hidrolise de dleo de oliva foi realizado com
sistema de reagdo pesando-se 1 § de oleo de oliva em frascos
Erienmeyer de 12% ml e contendo auantidades variaveis de tampio
acetato pH 5.6 H,85M de @, &1, 2, 3, 4, 3, & e 7 ml, aos quais
foram acvrescentados t mil da soluclo de enzimas combinadas como:
{(Can + Geo)  nas guantidades de S+ 10 ng poyr ml

respertivamente; (Can + NY nas quantidades de 5 + 1@ mg por ml
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respectivamente e {(Can + ) nas quantidades de S + 18 mg par ml
respectivamente sendo acrescentadas perdlas de vidro de 3 mm de
didmetro em nimero de 18. Os sistemas foram incubados a 22°C0
ror 16 horas, vom agitagdo de 132 oscilaglBes por minuto., &
reagio foi paralisada pela adicio de 20 m! de acetona:etano!l
{1:.15. ls Acidos grawos liberados foram titulados contra
solugio de KOH 8,4N utilizando-se fenolftaleina como indicador.
A porcentagem de hidrdlise foi calculada como descritp no item

3.BE.19.8.

3.2.40.5 Hidrdlise de dleo de oliva por sistema de lipases
combinadas com teor de tamplo veduzido no sistema de reaglo

Para wverifirar s influéncia da conceniracBo redurida
de tamp8o no sistema de reagao foram testadéa as combinagdes
das lipases seguintes, nas concentracBes descritas: Can + Geo
(2,3 mg + 2 mg)/ml, Can + N (2.3 mg + 4 ma)/ml; fan + § (2,5 mg
+ 8,45 mar/ml. Foi uatilizada também a lipase Can isoladamente
na concentracdo de @.5 mg/ml. O sistema foi composto de 1 g de
Sien de opliva, 2 m)l de tawp3o acetato pH 5,4 @,Q5N¥ perolas de
vidro 2 & ml da solucdn de enzima nas proporedes descritas
acima. Os frascos foram incubados a varios intervalos de tempo,
a3 49°C em  bhanho termostatizado com agilaglo de 139 oscilagfes
por minubto. & reaclo foi paralisada pela adigSc de 20 ml! de
atetonz:etanol (1i:1}). Ds acidos graxos liberados foram
titulados contra spluglo de KOH @,1N utilizando~se
fenolftaleina como indicador. & porcentagem de hidrdlise foi

calculada come descrito no item 3.2.19.2.
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3.2.1¢. 6. Influéncia da concentracdo do substrato  na
porcentagem de hidrdlise de dleo de aliva por lipase de Landida
rygosa

Para o estudo da ;nFIuéncia da concentracle do
substrato dleo de oliva na porcentagem de hidrdlise por lipase
de Candida rugoss foi preparado sistema de reacio composto de
dlec de oliva em guantidades varidveis de 1, &, 3 e 4 g,
pesados em frascos Erlenmeyer de 185 ml, aos auais  foram
adicionados 4 ml de tamp3o acebato pH 5.6 $,05M e 1 ml da
solunip de enzima na concentraglo de 28 unidades de atividade e
1¢ pérolas de vidré com 3 mm de didmetro ew cada. Os frascos
foram incubados a  42°0 em banhp de @dgua termostatizado g
agitac¥o de 138 oscilacBes por minuto. & reacdc foi paralisada
pela adiclo de 20 ml de sonlugdo de =acetona.etanol (1:1) 2 os
deidos graxos liberados foram titulados contra solugl3o de KOH
g,iN utilizando-s® fenalftaleina como indicador. A porcentagem

de hidrdlise foi calcvulada como descrito no item 3.2.10.2.

3.2.10. 7. Estudo da wvariacio da concentracdo das lipases
gtilizadas no sistema de lipases combinadas £ sua influéncia na
porcentagem de hidrdilise de édleo de oliva

Para verificar a influéncia da variagio da
concentrzcio das  lipases utilixadas no sistema de  lipases
combinadas na porcentagem de hidrdlise de dleo de oliva foram
preparados sistemas @&, B e © de reaglo com as_ lipases

comhinadas: #A) Candida ruudgsa £ Rhizoeus niveus f(Can + N2,
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sendu  a concentracdo de Can fixa em 20 unidades ¢ a de N
varidvel de 4,34; 6,54; 8,72; 19.9¢; 13,8, 15,24 unidades. Para
¢ sistema B formado pelas lipases de Candida rugosa e
Panicillium sg  (Dan + 03, as concentragdes das enzimas
utilizadas foram concentracdo fixa de P@ unidades para Can e
concentracdo da lipase 0§ wvarisvel de 1,4&4; 3,9; 4.8, &6.2;
8.3 unidades. No sistema C de lipases combinadass de Candida
rusesa € Qegtrichum cgendidum {(Can + Geo?, as concentracdes
utiltiazadas foram: 28 unidades fiwas pava fan € as concentragdes
variaveis para lipase ©Oeo, na faixa de 3,87, 5,14, 6,45, 7,74,
2,8 unidades. 0s sistemas de veaclo foram compostos de 1 g de
dleo de oliva, 4 ml de tampdo acetato pH 5,6 #,85M 2 { ml de
cada um dos sistemas de lipases combinadas. (s ¥rascos foram
incuﬁadaa a 40°C com agitac3o de 139 oscilagfes por minuto por
tempo wvariavel de 4, B e 24 horas. A reacdo foi paralisada pela
adicio de 29 ml de soluclo de acetona:et#nal (1:1) e 0% acidos
araxps liberados Toram titulados contra soluclo de HOH &, 1N
utilizando-se fenolftaleina como indicador. A porcentagem de

hidrolise foi calculada como descrito no 1tem 3.2.190.2.

3.2.18.8. Influéncia da wvariagB3o da proporci3o das lipases
dentro do sistema .combinado de enzimas e sua influfncis na
porcentagem de hidrdlise de dleo de oliva

Os sistemas de livases combinadas {(Can + G} e {Can +
M), Foram preparados variando a concentraglo de¢ cada  uma,
alterando~se a proporg3o entrvre elas dentro do sistema. 0

sistema (Lan + 61 foi preparado com 2% seguintes proporgdes de



143

unidade de atividade por ml das enzimas componentes: (20:8),
£18:2); (3146:4);, (146, (12:83; (1@:48); (8:12); (46:414);
{4:146); (8.2€). 0 sistema {(Can + N} foi preparado nas seguintes
proporgies de unidades de atividade por mi das enzimas
componentes: (20:0); (18:3); (46:4); (14:4);, (12:8); (1&é.19),
(8:123; (&:14); (4:16); (9:20). 0O sistema de reagio foi
preparado em frasco Erlenmeyer de 123 m! composto de 1 g de
glen de oliva, 4 ml de tampBo acetato pH 5,46 @,05M, (0 pérolas
de wvidro de 3 mm de didmetro e 1 m) da solugdn de lipases
combinadas descritas acima. 0% frascos foram incubados a 4@=C
em banho de dgua termostatizado, com agitac3o de 130 oscilagles
sor  minuto por periodos de incubaglo de 2, 4, 4, 28 horas. A

reagic foi paralisada pels adic¢do de 28 ml de sclugBo de

aceténa:atanni (1:4) e ns  #cigos graxes liberados  foram
titulados contra solug3o de KOH 2,1N utiltizando~se
fenolftalefina como indicador. A porcentagem de hidrolise  foi

calculada como descrito no item 3.2.18. 2.

3.8.14. Estudo da  producio de wmonoglicerideo atvraves da

esterifiracio de dAcido araxe e agliceyol por lipase migrabiang

comercial

0 estudo da prudg;ﬁc de monogliceriden por reac3n de
geskerificacio enzimdtica foi realizado utilizando-se dcido
cleico p.a. 99X, glicerol w.a. e enzimd comevrcial microbiana,
Foram testadas as condigdes para obtengio do gliceridec 1(3)~

monnleina.



3.2.11.1. Selecio da enzima para reacl3o de esterificacio
Para selecinnar a melhor lipasse comercial para reagip
de esterificacdo foram testadas as lipases de (andida rugosa,

Penicillium 3sp e de Rhizopus niveus. O sistema de rezcio para

gsterificacdo  fol preparado pesando-se 75 g de dcido oleico,
356 g de glicerol em beguer de 429 ml, Para cada recipiente foi
adicionado 3588 mg de cada uma das enzimas descritas acima, &
migtura foi submetida a zoitacBo de 488 rpm com homogeneizador
de heélice, com incubaclo em banho de dgua termostatizade =
4@= Durante a reszdo foram retiradas aliguotas de 2 ml  da
mistura de reagdon. as gquails Fforam acrescentados 22 ml  de
sulugdo de stancl:acetona (1:1) e o acido oleivo nao utilizado
fgi titulado contra solucdo de KOH &, 1N utilizando-se
fenolftaleina como indicador. A porcentagem de esterificacio
foi calculads em relaclo ao teor de arcido oleico presente no
tempo  zero de reaclo 8 © teor de acido oleiceo remanescente apds

o btempo de reacio.

3.2 .41 2. Influéncia da proporgae molar entre  acido oleico e
alicernl no grau de gsterificacio enzimidtbtica

Para o estudo da influBncia da concentragdo molar de
acido oleico e glicernl?fnhre o grau de esterificagdo foram
pesados em frascos Erlenmeder de 1285 ml guantidades de acido
nlgico e glicerol de forma a fornecer concentrac3o molar de
1.4, 1:2, 1:3 para glicerel ¢ acido gleico respectivaments. Aos
frascos foram acrescentados 20 mg de lipase comercial de

Penicillium sp, sends incubsados a 4990 em banho de  dgus



termostatizado com agitac3o constante de 130 oscilacfBes por
minuta. Os frascos foram retirados em tempos de incubaglo de 4,
14, 18, 24 e 48 horas. Foram acrescentados 22 m! de solucSo de
acgtona etanol (1:4) e o dcido oleico remanescente fpi titulado
contra salﬁcﬁa de KOH 9,iIN, utilizando-se fenolftaleina comp
indicador. Os resultados foram expressoes como porcentagem de
gsterificagio. Aliguotaw do sistems de reaglo acima descrito,
com  proporeio molar entre glicerol e Acido oleice de 11 Foram
analisadas através de cromatografia liquida de alta eficiféncia
(CLAE)Y gquante a composicBo dos produtos de esterificacio.
Aliquotas de E@;g! dos sistemas de proporg3o molar 1:1, 1.2,

1:3 foram aplicadas em cromatografia em camada delgada (TLCY .

3‘2.11,3. Infludncia da concentracio de scido oleico em relacio
a2 concgntracio de glicersl sobre o grau de esterificacio
gnzimatica

Em frascos Erlsnmeyer de 123 mi foram pesados
glicerol e dcidao oleico de forma a fornecer a3s  seguintes
concentracies molares, entre glicerol e scido graxo: 3,94:8,12;
3.80.0,256;, 3,47:8,5- 3,97:1,¢ e P2,03.2.2. Avs frascos foi

adicionado 29 mg de lipase de Penicililium sp, sendo locubados a

420  com apitagdc de 1308 oscilacles por minuto, por periodos
varidweils dg 14, 24, 48 ¢ 64 horas. A& reaclo foi paralisada
pela adigdo de 22 aml de acetona:etanpl (1:1)Y e o curso da
reacdn de esterificagdoc foi seguido pela titulometria com
solucio de KOH 9,IN, cromategrafia em camads delgada (TLECY e a

il

composicin dos glirerideos foi analisada eor cromatografia
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Tigquida de alta eficiénecia (CLAF), de zcordo com o métodn

descrito em 3.2.1.7.

3.2.41.4. InfluBncia da concentragBe wvarisdvel de dcido oleico
om relacio & concentracdo fixa de giicgra! no  grau  de
esterificacio enzimdtica

80 estuds do influéncia da concentracio variavel de
dcido oleico em relagB8o & concentragfo fixa de glicerol foi
realizado variando-se a concentraglio do 3scido oleico &m 9,06,
@,12:. @.P&; ©.50; 41.8; 1.29; 1.5, 2.2 maoles. A concentragio de
alicernl em todos 0% sistemas de reatho foi1 3.8 maoles. O
sistema de reacln com as concentragfes de dcido oleico ®
glicernl foram preparados em frascos Erlenmeder de 123 ml,
tendﬁ . sidoe acrescentado 2¢ mg de lipase comercial de
Penirillium sp, e incubados a 4820 paor tempe variavel de 24, 49
e &4 hovras. A reacio foi paralisada pela adi¢glo de 20 ml de
solucBo de etanol . acetona (1:1) A porcentagem de esterificaclo
Poi  calculada através da titulacio do doido oleico remanescente
no sistema de reagio, com hidrowxido de potassio @,1N
ytilizando-se fenolftaleina gomo indicador. (s produtos da
reagio de esterificacio gnzimatica foram analisados por
cromatagratia l1iguida de alta eficidncia (CLAE) e EXPressns en

porcentagemn de glicerideos formados.
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4~ RESULTADOS E DISCUSSAD

4.4, Isplamento e Selesfo de Microrsanismos

4.14.1. Selegdo preliminay de micvorganismos  produtores de

lipase

Apos o0 isplamento de 1PBY linhagens de microrgunismos
foram gselecionados preliminarmente 8 fungos gug apresentaram
alta atividade de lipase com relacdo ao teste descrito no item
a.2.1.3.

A Tabela 1 indica a atlividade de lipase das linhagens
selecionadas com relagdo aos substratos dleo de oliva,
monoleina comercial & penitrofenillaurato.

8 modo de  2¢30 das enzimas lipolibticas sobre dleos e
gnrduras estd ilustradn nas Figuras 1 e 2.

& agig de lipases pode se dar através da clivagem das

livagties é¢steres de gslicerideos liberando acidos graxos,
monoglicerideos ou diglicerideos, ou ainda atraves das
interesterificagio de fleos ) gorduras produzindo
monoglicerideos e digliverideos desejades ou altevando =

composigan de acidos graxns de Alens g gorduras.
0 direcionamente nos meios rveacionais € possivel
devidop ne diferentes gpepeciticidudes spresent atas pelas

lipases.
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Tabela 1 - Belegdo de microrganismos produtores de lipase.

. o — o T . o ot T K o Ty e T o . A TN T AN Wb o Vlk b vk ik ke i sk o i . by e e WA A TR AT TR AR VR AR AT AR b e ki —

Substrata
M aleo de Monoleina p~nitrofenillaurato
da Oliva Comercial }&moles p-nitrafencl/
Linhagem 4 moles dcido moles acido
Bleico/min/ml Oleicofmin/ml min/mi
129 4,73 4,78 283,3
155 3,44 5,31 246
211 7.34 3,68 249
245 4,81 3,31 240
o49 7,448 4,49 224
A4HD 4,84 4,13 249
G569 4,40 3,39 246, 6
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FIGURA 1 - Representacio Esquemdtica da Ay dn de

Liponiiticas.
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FIGURA 2 - Sequeéncia de Reagdes das Lipases na Hidrdlise de dlgos

g Dorduras.

A) = Lipase com especificidade posicional

B> ~ Lipase sem especificidade posicional

E glicerol, B Acido graxo; == isomerizacdo espontines,
—= hidrolisade: --~ n#o hidrolisado

[] produto acumulado na mistura de reacio



4.4.2. Selecgdy do micvorganismng

A linhagem de N Bi7 fol selecionada como a melhor
produtora de lipase, dentre O linkagens preliminarmente
sgplecionades, por apreseniasr maior atividude de lipase na
presenga dos substratos monoleina ¢ p-nitrofenillaurato.

Para a triagem dns micyrorganisnos utilizou-se
fermentacio cemi-sdlida de acorde com o método descrito no item
3.8.1.3.; 5eguidn_éa-separac§a dos extratos brutos enximaiicos.
Estes exktratos foram analisados quanto 3 astividade lipolitica
atraves da titulagho dos scidos aruxos libegrados nas reagdes de
widrdlise dos substratos dieo de oliva ¢ monoleina comercial,
oy atraves dz medide de absorbancia do p-nitrofencl liberado
guando utilizado p-nitrofenillaurato como substrato.

RBiversns pesquisndores LBm eatudado enzimas
tipaliticas  dque atuam sobre monoglicerideos, (42, 17} de
tecidpos znimais, £ had escasstd estudo sopbre Tipases de origewm
microbiana que hidrolisam preferencialmente monuvglicerideos

{1753

4.2, YdentificacHo da Linhagem Produtors de Lipase

& linhagem de N® 817 anelhor produtora de lipase foi

identificada COWO BP., de acarde  com as
caracteristicas microscdpicas descritas por RIJAI (198).
As .caractevisticas sicroscdpicas estdo ilustradas na

Figura 3, que mostra a sletromicrografia do sicrovganismo.
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FIGURA 3 - Eletromicrografia de Trichoderma sp.
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As coldnias da linhagem de N® 817 aspresentaram rapido
crescimento em meio PDA (Potato Dextrose fAgar) gquandg incubadas
a 36°C, e pigmentaclo verde. Como pode ser verificado na Figura
1 o micdlio ¢ composts de hifas himlinas, sepbtadas e muito
ramificadas.

s conididforos slo altanente ramificados, sendo que
a6 ramos principais sroduzem numsvosos ramos laterais menores.
Todos os ramos emergem em largo 3nsulo 2m relacdo ae tronco Qa
sustentacdo do ramo.

Oz phialideos sfo em forsma ovdide, mais aatreitaé na
base, aumentando em didmetvo no meio e diminuindo abruptamente
de diimelro no dpice.

Diversos microrganismos produtores de lipase, poOr

exemplo Puseudomonas fragi (4, 8§, 131, 132y, he Ceus
AT EUE {4y, Cegotrichun candidum (84, 438, 243, 74y,
Acrhomobacter lipolabicum (91), Penicilliym rogusfarti (3, 33},
Iar sis  groaphii - (B4@),  Hucor pusilius - (2260, 222y,

Pseudamanas lipolutica (1097, Hrevibacterium linens (2277,

Rhizopus arrhizus (1&), Rhizoeus gelemsr (71, Mucor
lipolubicus (4583, Penicillium giclgeium (78, 174), Hucor
iﬁgﬁﬂiﬁﬂ&.”(é&}, Hucopr wmighei (133, niger (244,
spe, 473, 73), HMucgr hiemalis ¢2), Rhigopus microsporum (2642,
Candida deformans (15G4), ; pilimanae {153},
Aspergillius grazae (73, Saccharomucopsis lipolutica (43},
Aspergilius ?neggéuﬁ {161y,  EBhizopus oligosporus (1423,

€235y, Yhersomycgs lanuainosuys (8373,
Penicillium gitrinum (231), Candida rusosa (76, 146, 178, 147,
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25%, B39, tém sido descritos na literatura, no entanto nio tem
sidn descrito até o momento, lipasse produzida por microrganismo

do genevro Irichoderma.

4.3, Prpducho de Lipase pela Linhugem de Trichoderma sp.

Foram wutilizados dols processos fermentativos gpara
producio de enzima de acorde com o meétodo descrito no  ilewm
3.2.3. |

Foi pbtidges maipr produgio de enzima Dbruta ns
fermentacio semi-sdlida, pordm a2 maior atividade da enzima foi
pbtida na fermentacgdo liauida. sendo que & mesma compesiglo do
meio Ffol utilizada por OKUMURA gt alii (173} e TSULISAKA Bt
alii (243) para produclo de lipases de Penicillium ciclopium e

Deptrichum candidum vespectivamente. Pal. & KUNDEE {188

relataram a2 dmportincia da fonte riga de nitrogénio orginico na

produclo de lipases de Aspergilluys niger em cullura submersa.
EINTHMILLER g nii $35) estudands Fatores aque afetam a
produclio de lipase de Pegnicillium rogueforti testou os meios de

cgitura romerciais Proplo, Bucto~-Cusitone, solugio Lzapeck-
ﬁéar* i} fungn ndo produzix  lipase no meio Crzapeck, levando 2
concliusio  gue MNaNO, que € a inica fonte de nitrogénio no meio
Czapeck, & ums fontw muito pobre para crescimento e produgio da

enzima.
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0 estudo de rvelagBo entre tempo de Ffermentaglo,
produs 3o de lipase pela linbagem de JIrichodevywa sg  foi
realizado de acovdo com as condigDes descritas nco item 3.2.4,

As Figuras 4 e 5 ilustram s relaglo entre tempo de
fermentacdco, altevagdo do pH do wmeio de cultura & produgdo de

lipase a 3I0¥C, de Tric

sp linhagem N° Bi7 e Gegirichum
candidum respectivamente.

Comp demonstra a Figura 4, na fermentac®o realizada a

producdn de lipase de Irichoderma sp. abingin. a. atividade
Ml mE de 2,4 unidudess/ml apps 7P horas de fermentacin

apraoximadamente, utilizando-se monoleina como substrato.

A at ividade lippliitica cantra o substrato
pavanitrofenilaurato (PNPL) atingiu o mdximo de 551 unidades/ml
apts 946 horas de fermentacio,

Com relacSo ap substrato dleo de oliva estes foi
gscassamente transformado pela lipase de Jrichoderma sp messd
apos 149 horas de incubagin, ocorrendo um  incremento nBo
significativeo de atividade entre 149 e 140 horas de incubagBo.

Eata caracteristica de hidrolisar muito spouco o
substrateo trioleina (dleos de olivar e hidrolisar rapidamente
monoacilelicernl de 12 =a 18 atomos de carbono contrasta com a
lipase de Geotrichuym gcandidum que foi utilicada no mesmo tipo
de ensaio para comparagdo. |

& lipase de §. candidum atingiu s atividade mdxima de
%,% unidades/mi contra dleo de oliva apéis 72 haras de
.¥armanta¢§a aprovimadanente. Lom relugio a0 substrate monaleina

& 3tividade_mégima de 2,3 unidades/ml  foi  atingida apds 24
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FIGURA 3 - Estudo da Relagio entre Tempo de Fermentayin e
Producio de Lipase pelis  linhagem de fepotrichum
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horas de fermentagBo, sendo vérca de 50¥ da atividade contra o
substrate dleo de oliva. 0 substrato paranitrofenilaurato nﬁg
foi hidrolisado pela lipase de [, candidum mesmo apds 148 horas
de incubaglo.

DKUMURA, IWAI & TBUJISAKA, em 1988 (173 empréganﬁa
meioc de cultura composto de Farelo de arroz 4% & égua de
wateratiEe de mitho {(Lorn Steep tLiquor) 3% pH 4.8 produzivam
lipase de FPenicilliam ciclopium M, aue apresentou
caracteristica sgmelhante & lipase de JTrichoderma sp ctom
retacBo &4 produclo de enzimx lipoliticas com atividade contra
monoleina e atividade incipiente contra triglicerideos. Os
autores caracterizaram esla enzima como parcizxl  glicerideo~
hidrolase.

BERGLUND £ 2lii, 1989 {i7}, consegliram dessociar
viriog tipos de lipases (acil-hidrolases: monoacil-hidrolases,
giacil-hidrolases, triacil-hidrolases) de um complexo vrico ewm
lipidens contendo lipase do tipo hormbnio—sensivel de tecido
adiposn de galinha. Ests disspciagBo  foi realizada através de

tratamento da enzima com Triton X-108.

4.4, Produglo e Purificacio de Lipase

& produgSn e purificacio de lipase ¥fpi realizads de
srordy com o metado descrilo no iiem 3.2.5.
0 fluxggrama de purificacio da lirase de Irichoderma

s5p esis descrito na Figura &.
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FIGURA & - Fluxograma de ProducSo e Purificavic de lLipase

Irichoderma sp.

Fermentagdo em Ffrascos a 30°C com sgitacio de 159 rpwm

-
Centrifugacio (11.608 x g, 10 minutos a 18903

.. 4
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f lipase de Irichoderma sp N®° B17 pode ser obtida
atravds da filtragdo da massa celular. A enzima & obtida de
forma extracelular.

Heste .trabaiha foi estudada a purificagdo desta
gnczima extracelular.

No fracionamento da preparstan bruta de lipase e
roluna de DEAE~-Celulose equilibrada com tamp3o acetato pH 5,6
@,05M, a enzima adsorvida na resins  foi eluida com tampio
acetato ©,85M pH 3,6 contendo €,@3M de NaCl. A lipase nido foi
sdsorvida ew coluns de CM-Celulose. As Figuras 7 & 8 ilusiram
respectivamente o fracicnamento da lipase ewm coluna de DEAE-
relulose e CM-celulose. A purificaclo estd sumarizada na Tabela
2. & enzima Foi purificada 16,2 vezes apds fracionamento com
sulfats de amdnio seguido de cromatografia em coluna DERE-
celulase @ CM-celulose. A lipase purificada apresentou 1443

unidades de atividade/ms de proteins.

4.5, Caracterizacdo da Lipasg

As caracteristicas bipauimicas da lipase de
Ivichoderma sp N® 817 foram determinadas como descrito no item

3.2.6. .

#. 5. 4. Efpito do pH na

0 efeite do eH na atividade enzimitica foi

determinasdo de acordo com o método descritio no item 3.2.6.1. A
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ABSORBANCIA A 280 am

FIGURA 7 - Cromatografia de Lipase em Coluna de DEsE-celulose.
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ABSQRBANC%A A 280 am

FIGURA B ~ Cromatugrafia de Lipase em Coluna de CM-celulose.
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Figura 9 mostra gue tanto a lipase purificada de Irichoderma sp
H®  B17 guanteo a brula, apresentou maior stividade em tampdo
acegtato pH 5.4

i lipase produzida pels linhagem de Irichoderma s
apresentou  atividade dtima em pH  ligeiramente dcido, da mesma
forma que as lipases A, B e £ produzidss por Bhizopus delemar
conforme relatado por IWAIL 8 TSUJISAKA sm 1974 (71). A lipase
de Penicillium ciclopium My descrita por OKUMURA ef alii, 1983
{175 denominada parcial glicerideo-hidrolase apresentou pH
dtimo de 6,8 em tamplo fosfato.

A5 enzimas estudadas por AKHTAR (27 de Mucor hiemalis
g povy SOMKUTI et alii (282} de Mugor pusillus spreseantaram pH
at imo de 7,9 g 3,2 a 5.5, respecltivamente. As lipases

gproduzidas por  linhagens de descritas gpor

VADEHRA (P48 aprusentaram pH Stimo de 8.3,
& Tabela 3 ilustra o pH Stimo de atividade de lipases

microbianas .

4] astudo da infiludncia do pH na estabilidade
genzimitica foi realizado de acordo com o item 3.2.6.2.
As Figuras 18 & ¢ B ilustram o efeito do pH na

potubilidade da enzima. As lipases Oe Irichoderms sp purificada

¢ bruta apresentaram-sg wais estdveis na Taixka de pH de 3,6 5

7,8; sendo inativada a pH inferiores a 5,8, apds 24 koras de
incubagdo a 30°C. Em comparaglo as lipases produzidas gpor

Bhizpous delemar estudadas por IHAI g TSUBIIEAKA (743
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FIGURA ¢ - Efeito do pH . na Atividade de Lipase Bruta

Purificadsa.
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Tabela 3 ~ Ligases microbianas

134

Enzisa Fante pH dtiss 42 Temperatura dtima Referincia
Atividade de Atividade "L
Ligase Bucgr mivhel 8,53 §5 $93
Lipase & Penicillium gyrlopius Mestving 7.8 K n} 7%
Lipase § Penicillive gyslopium Westring 5,4 4% ré
Lipase Mucor Jjavanicus 7.5 ;.74 o
Lipase Staphulococcs gurpus 8.3 4% 2a7
Lirase Gegtvichum candidum 8.9 i 4 138
Lipase & Bhizesus delsagy .4 39 71
Lipase B ‘Bhizopus delesar 3,4 49 7!
{ipase § Rhizopus delemar 3.4 3 71
Lipase Fucor higmlis 7.8 25 4
.o bipase ... Penicillium.guclopiym %, . 6,8 48 175
Lipase fchrosobacter lipglsticum 7.4 K 4 9
Lipase Landida gdeforsans 7.8 % ~ 08 154
Lipase Rhodotorgla pilimanag I 4,8 45 - 08 155
Lipaze Rhodotorula pilimange I 7.8 4% - 58 {55
Liﬁase fuperaillus oruzae 7,8 A5 i

e

e



FIGURA 12A - Efeito do pH na Estabilidade de Lipase Bruba.
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FIGURA 108 ~ Efeito do pH na Estabilidade de Lipase Purificada.
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apresentaram pH de estabilidade de 3,9 a 8,8 para lipase 4, 4,0
a 7,0 para lipase B e £, apds 15 horas de incubagdo a 30=C,

& lipase produzida por Penigillium cuclopium M.,
descrita por OKUMURA gt alii (173} apresentou pH de
estabilidade de 4,0 a 4,9, apds 14 hovas de incubucdo a 27°C.

ISHIHAHRA gt alii (6&) wverificaram que a lipase
produzida por Mugor jasvanicus awpresentou pH de estabilidade 4,53
a B,® apds tratamento por 24 horas a &°C.

A lipase de Mucor mishei estudada por MOSKOWITZ et
alii {153 mostrou-se estdvel na faixa de pH entre 4.2 e 2.8 @

instsvel a pH abaixo de 4.8 apds 4 horas de incubagio &

tempavratura ambiusnte,

0 efeito da temperatura na atividade de lipase foi
determinado de acordo com o método descrito no item 3.2.6.3. A
Figura 11 mostra gque & lipase de Jrichodeyma sp N®  Bi7
surificada apresenta atividade drima entre 4@ e A45°C. Este
resultadn indica que a snzima apresenta atividade atima na
mesma faiwa de temperatlura de lipases fungicas descritas por
MOSKOWITZ gt alii (4533, OKUMURA gt alii (1735}

A lipase bruta de Irichoderma &g apresentou

temperatura otima na faixa de 33 a 33°C. A presents de
impurezas nestba graparagiao bruta pode exsroer algum tipo de
proteciBo contra a perds de atividade pelo aaguecimento do

siatena de reaclio.
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FIGURA tif ~ Efgitu da Temperatura na Atividade de Lipase HBrutas e

Purificads.
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& Tahela 3 mostra & temperatura dtima de atividade de
lipases microbisnas de diferentes origens descriias na

Titeratura.

0 estudo referente auv efeito da temperatura na
gotabilidade da lipase foi realizudo de scordo com as condigles
dgscritas ng ftem 3.B.6.4. A Figura i2 ilustra os resultados. A
incubag3o da lipase purificada e Ba lipase bruta de Jrichoderma
gp N° 817 nas temperaturas de 23, 3¢, 3%, 37, 49, 45, D€, 55,
&0 & &5°C durwnte 1 hora na asus@ncim de subsirato resullaranm en
inativacio significativa de 36% para 3 enzima hruta e 28X para
enzima purificada & temperatura de 45°C.

Dentre as lipases Ffungicas descritas por TBQJISRKR et
alii {242 =as lipases produzidas por Asperaglllus niger,
Bhi el (8, Geot ric id e Penicilli
gaglgﬁigm_-apreseﬁtaram-tarmaestahiiié&de a 586, &%, 43, 0@ e
49°C respect ivamente guando tratadas pov 1% minutos em pH 5.6,

EINTENMILLER et aliji (35) determinaram a estabilidade
termica da lipase de Penicillium rosueforii em solugio aguosa
em pH 4,35. A enzima perdeu cerca de &5 de sua atividade em 49
ﬁinutas s 40°C. A enzima foi completawenie inativada a 5De°C
dentro de 18 wminutos. No entanto, esta lipase parsgg ser
estivel & baiwas temperaturas podendo sev mantida a "L gem

perda de atividade por longos periodas.
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FIGURA 18 -~ Estabilidade Térmica da Lipase Bruta ¢ Purificada.
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TSUJIISAKA ef alii (243} estudaram 3 termoestabiltidade
du lipuse produzida por Geolyichum candidum Link verificando
yue a enzima foi estivel a temperaturas abaixg de 853°C.

2] lipase bacteriana praduzida epov  Achrom e

1ipal i entudads por KHAN et alii {91} mpustrou sav

altamente termorresistente pois somente A7% de sua atividade
fui perdida sob  asquecimento a 71°C por 180 minutos, a e2nzima

foi completamente inativada gquando aquecida a 9ol por 49

minubtos.
LU & LIZKA {434) observaram aue o lipase de
Pseudomognas Fragi apresenta rarmorvesistancia pois pervde apenas

27,1% de atividsde apods aguecimentio a AP pov 1 hora, sendo
porém vompletamente inativada auando submetida a 68°C por 1

hora ou a 71°C por 19 minutas,

4.5.5. Efeito de sais  minevais e nutros compuskns na atividade

enzimziica

0 efeito de sais minerais e oulros cowpostios na
atividade de lipase foi testado de acordo oom as condigBes
descritas no iten 3.2.6.0. utilizandu-se o snubstvrato
paranitvofenilaurato para verificar a interferéncia de sails
mineraia & outrps compostos na atividude ensimatica.

Verificou-se que InS0, e AgNO, na concentracBo de imM
em relacio ao wvolume final de mistura de reagio, n¥o afetaram
significativamente a utividade de lipase da linkagem de
Trichoderma 3B N f17. A atividade de lipznse foi forlemente

inibida na pressenga de MySO., MnS0., FeBl, na concentracho de
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1 mN de sal em relacdo ao volume final da reagio. 0s sais KC1,
CaCle @ NiS0O. inibirum moderadamente a atividade de lipase de
Trichoderma up. A Tabela 4 apresenta os resultados.

Em contvrapariides, TSUJISAKA et wlii (242) relataranm

que a4 lipases fingicas de Aspergillug nigey, Bhigopus gdelemay,

Geolrichum candidum e Penicillium ruclopinm foram ativadus por
fon cdleio. Foi wverificade que a lipase de Aspegaillus niger
quando na presenga de Calle foi ativada pelo fon calcio na
mistura de veacso. & ativagdo, entretanto, nao foi ohservada no
comern da reagBo enzimdiics ingdicando  ser NECESSATIO ACcumuliar
uma certa quantidade de dcido oleico para indugiv a ativagBo.
cete efeilo foi comprovado suando  fol adicionado ion calcio
apis  ter acumuladeo doido oleico no curso da hidrdlise de oleo
de olivas pela enzima. A reucio foi raupidumente acelerada. 0
autor considera gue o efeito da adig3o de cidlcin parecs ser
devido ap sumento do zstadoe de emulsificuagfo da mistura pela
formacdo de sais de vdlocio com os acidos gramos livres.

& lipsse de Trichoderma sp  linhagenm Ne 847 fod

fortements  inibida na presenca dos tong Fet++. Este vesultado
esta de scordo com ns  dados relstados  pov TSUJIISAKA et zlii
(242) que verificaram gue o efeito inibitdrio do fon Fe++ foi o
muis severo para as 4 lipases fungicas estudadas.

HAGADKA & YAMADA (139) verificaram que a lipawe de

Mucor lipoluticus Azc-91i02 que foi spparndu em duns fracles Faa

# Faom bofreram inibiglo de atividade de forma similar pelos

ions de metal pesado como Agd @ Hg+d,



Tabiela 4 — Efeito de saiyg minerais na atividade de lipase sohre o

substrato p-nitrofenillaurato

A A e v v ek e i, ok ARk ek e Ak M LS VBN AR A A HA RA WA MR ek A AN WL RS T TN A e ey Tl ey ok e e M. . s e e o e e by ol o WA ikl A o et SR S AL N B

Composto % de atividade relativa
concentragdo Atividade sobre p-nitrofenillaurato

1 mM 19 mM

ZnS0. 96,8 33.3

Mghla 71,4 57.2

MnBO. 71,4 57.2

KC1 84,0 86,0

Cally 85,7 57,1

FeS0. a1.@ b

NiS0. BgS.7 28,7

ih PR B Srn A o i k. em b b b W AR M e AR S s hpmt . rma e ey . i Sl rhrsk ok A AL AN AT TPRF ey e e b ey Ny o b i Lmar e ek duk e AL N b Y Sl L TR LA AL A sy i tms
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KHAN 2t allii 191} observaram queg 4 2 lipase de

Arhromobharter lippluticum Tol estimuliadae pela presenca de Mo+t
Ma+, K+, Ca++, gendo o Mull, de maior poder de alivaglSo dentre
05 sails testades-e Cally o de menor poder de ativaglo.

OKUMURA et alii (175) verificaram que a lipase 11 de
Penicillium cuclopium My ndo teve sua stividude afelada por
ions Ca++ quando agia sobre monvacilglicersl, dsteres mebtilicos
de ucidos graxos, etcoc.

Q1 efeito de oulros compostos sobre a  atividade
anzimdtica da lipase de Irichodeyrma =@p linhagem N* 817 {foi
determinado de acordo com ftem 3.2.46.5. A Tabela 3 ilustra os
resultados. Verificou-se que o zsgente tensvativo Triton X-108
na concentragio de 1@mM em relavdo ao volume final da mistura
de reacdo, n3o inibe 3  atividude de lipuse de Irichoderma sp
linhagem N° B17. £m contrapariida o sal biliar desoxicolato de
sddin, dcido linoleicn, 4dcido ldurico, dcido oleico e &cido
butirico na concentragBo de 18mM em relagio ao voluwe final do
sistema de reag3o, inibem severamenite a atividade enzimidbica.

YAMABUCHI et alii (257) estudando ss proprigdades da

lipase de Chrompbacteriugm visuosum wverificaram a8y ela

ectimuladas por slta concentracBo de sal biliar, caracteristica
similar a lipase pancredtica. A inibig3c da lipdlise por dcidos
araxos pode ser devido a seu acdmulo ns  interfuce enlre o
substrato e a enzima hidrossoldvel impedindo a hidrdlise (74}
dsnim =z sdiclSo de fons Duat+ pode evitar a inibicBo da hidrdlise

Formando solugdes insoldveis com o dcido grawxo livre.



147

Tabela J — Efeito de alguns compustos na atividade de 1lipase

sobre 0 substrato p~nilvrofenillaurato.

U RS TET TR S At TR TS B Bk JAM Al G e el e i A A TS S e e k. e VU e TR M L VR Al AR Sl febd SV el ek ey oy e Sy i S AP Abrm b i THi . . R e A . W T b e

Reugente Concentrugio ¥ Atividade
(i) Relativa
Triton X-100 : 19 190
Desoxicolato de sddio 12 42,85 -
Acido oleico 1@ 14,2
dcido linoleico 12 28,46

Seido laurico 1% BB, &
Acido n-bulirico 19 14,p2

I . e . . i P Ry Ly T e S VR A SHE WM Pk Ak S bl M il ik, s sl bk el s, rek, iy ke s ey e . e T AE Sy R A S o T et ek et e Rl et el sk ey . et VA FaFY
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4.3 46, Efeito de inibidores na abtividads ensimiatica

2 efgito de inibidores na wslividade de lipase de
Trichaoderma gp N®= 847, foi tesiado de acordoe com o métondo
dgscrito  no item 3.2.4. 4., utilizando-zse o substyrato
paranitrofenilauralo purs se verificar a interferéencia dos
reagentes na determinac3o da abkividade enzimdbica. & Tabela &
ilustira as resultados. Verifitou-se que os reageniss p-
clovromercuribenzoats, iodoacetamida e bissultfito de sddio na
concentracSo de imM  em relatio a0 volume final da mistura de
reasBa,  inibiram  moderadamente a atividade lipolitica.
Mercaptoetunnl na concentragiic de imM nlo ewerceu efeito sobre
a atividade encimatica. Cisteina na concentraclo de 1oM en
relacio ap volume final da mistura de reache inibiu severamenie
a atividade esnzimdtica, indicvando gue a lipase de Irichpderma
sp requer ponte disulfeto (5-8) intacta para atividade.

A lipase de Hucor pusiilus L2231} apresentbou
resultados opostos, ppis z atividade enzimalica no fol afetada
nem por agentes redutores {cisteina, Z-mercaptoetanol) nem por
agentes gquelantes.

A lipase produzida por Candids deformang (154) Joi
inibida pelos rvldusicos reagentes ligadores de grupos tiol come
p-cloromercuribenzoato (PCMBY p iodoascelamida, indicandn sue o

eitio ativo desta lipase deve cunter grupog 8H.
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Tabela & ~ Efeito de inibidores de enzimas na atividade de lipase

sobre o substrato p-nilrofenillaurato.

“#“ﬂ-”wﬂ»"“w—nﬂ—u“———“mwﬂwx—.—iﬂ&umnm—-—h—imw_ﬂ-—-q—‘—‘—‘-w”—-nmwwmw‘—mmmw-—uumu—m#“mm““m

Reagente Concentraclo % atividade
{mM) Relativa
p-clovomarcuyibenzoato 1 B3,7
Cisteina B | 14,3
Todoacetamida 1 85,7
Biseulfito de sddip { 71,6

Mercastoetanol i 169,98

Mm“wwmmww—ﬂ”w—H““w—#—*n-—-—-ﬂhlﬁlﬂ-ﬂllwnwW-Mmw—&ﬂﬂtﬂmﬂhun-»wl-v—v-n-\-uvwﬂ—-—hmw\-‘w—-““mwnﬂ-mmww—ﬁwﬂ



4.3.7. Efeito da concentyagdy  do  sububra n abividads

8 #feito da cantentragio  dos substratos 1(3)-
mancleina, 1,2¢(1,3)-dioleina e paranitrofenilaurato na
atividade de lipase de JTrichoderma sp N 817 foi delerminado de
acoardo com  as rondivdes descritas ng item 3.2.46.7. Os
resultados  estho ilustrados respeciivamenie nas Figuras 13, 14
g 19, nos grdficos de MICHAELIS-MENTEM ¢ LINEAWER & BURK. A
constunte de MICHBELIS-MENTEN (km) e a velocidade mdxima (Vmax}
foram determinadas de acordo com o sistema grdfico de LINEAWER
& BURK (124} obtendp-se 06 valnras-de km 2,78 mmoles e Umax.
3,85}Lmaleﬁ de paranitrofencl/minute/mg de proteina para o
guhatrato paranitrofenilaurato.

Os wvalores de km 9,183 mmoles e Vmax. @,42 fiwmoles de
dcide uleico/minutosmg de proteina foram encontrados para \o
substrato 1{3)-monoleina £ os valores de km 2,280 muoles & VUmaw.
.G,?i }Lmules dcido aleicos/minuto/mg de probeina para o substrato
{.8¢4, 3 ~dinleina,

VALUGHAN tooalii {2583 potudando a at ividude
Tipolitica em tecido adippso de rato relatou a presenga de uma
lipase com sito grau de especificidade para monogliceridens nSo
sendo regulada pelo sistema hormonal,

KHOD & STEINBERG  (94) relalaram @ presengs de
atividade de digliceriden e monoglicerideo lipase na fraglo de
tipase do tecido adiposo de_gaiinhax

| TORNQUIST &  BELFRAGE  (238)  ao  purificar

monoatiliglticerol lipase de lecido adiposo de ralo constatarum
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FIGURA 13 ~ Efeitn da Concentragido do Substrato 1(3I}-Monoleina ns

Atividade de Lipune.
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FIGURA 14 ~ Efeito da Concentragdo da Substrate 1,8(1,3)-Dicleina

na dtividade de Lipuse.
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FIGURA 18 - Efweito da Concentragdo do Substvato Paranitrofenil-

laurulo na Btividade de Lipase.
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gy asba engsima hidrolisava 2-monoleil glicern] 3 mesma baxas
qug 1(3)~monpleilglicerot, nao fendo at ividade contra
dioleilulicerol.

BERGLUND ef aiii (17 relalaram a pressnga de
moangalicerides lipase em  tecide adipuoso de galinha gue guandeo
purificuda apresentou asbtividade sobre o subsiralo monolegina 3.9
vezes superior 2m relagdoc a dioleina.

0% resultados oblidos indicum gue a lipase de
Trichoderma wp M= 817 apresenta maior sfinidade para o
substrato 1{F-monoleina do que 1,8(1,3)~dicleina. Com rvelagdo
5 trioleina ps dados previeos encontrados quundo da selegdsn do
microvrganismae J4 indicavam a muibto baixa afinidade da lipase

por gale subosivato.

4. 5%.8. Hidrodlise de qliceradens pela lipase de Trichoderma sp
A hidrdlise de glicerideos pels lipase de Irichoderma

BE . foi reaslizadas de acorde com o wmélodo descrito no  item
3.P.7. As porcentasgens de hidrdlise est30 apresentadas nas
Tabelas 7 e B.

A& pneima hidrolisou 27.6% de 1{(3)-monuleina apde 29
hovas de incubagido, gnquantoe hidrolisou apenas 3,45% de
trioleina (princimal triglicerideo presente no dleo de oliva)
apds 2@ horas de incubagio. O glicerideo wmonolaurato  foi
hidrolicado a taxas menor comparativamente 3 1{3)-monoleina.

A lipase de Irichoderms sp linhagem N® 817 hidrolisou

aproxnimadamente 1.3 vezes mais 1{(3)-monoleina do que 1,2(1,3)-

dinleina & cerca de 10 veres mais du aue Lrioleina.



155

Tabela 7 ~ Porcentagem de hidrdlise de glicerideos pela lipasze de

ITrichoderma sp.

AR LML ALY oA AL MY AL B AL AR LS AL B A P S AN WA AR U ATA VR UV AR AL L VS RS LS AL A RS S AL L U L RN AT A LR A S AR ALY ALRS ABE AR T WES WA R YD N A R P S B e e

Tempn de incubagio {Horas)

Substratos i o o 2 e . o e
s 4 & 28

Teioleina b A 1.5 2,8 3,45

${3y~Monaleina 13,5 14,5 19,4 27,4

1{3¥-Monplaurato 5.3 5,7 18,1 _ 8,9

e e W e S AR M A NS T AR TV VIR MRE T S e T S st v dr Mk, Ak AR AL AL SN AR VR HIT LR VL AL A AR U TS AT VR T A AR X VR e e ey wh e ey e ke il A AL Wb A R T R TR SR
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Tabela 8 -~ Hidrdolise de gliceridens pela lipase de Trichodsrma

(1
""""""""""""" Temea de incubacio (horas)
Bubstrato =00 e e
X 2 -1 28
1{(3} Monoleina _ 13,4 21,4 38,4
1.8(1,3)-Dioleina 5,28 8.3 i8.3

Trioleina 1,5 2.0 3,45

A AN M dd e e el W et OV SR Thh e WY WY W ST AN ANE AP ML LS. BN ekt bk bl i ek e skl oy el L T T U A A A AR M ik Wil by ke e T T TR AR A T R VTR AR RN AR MRS M AL ML HAR
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A Figura 144, demonstra a povcentagem de hidrdlise

dos substratos ((3¥-monoleina; 1(3)-monoluuraioe dlen de aliva
pela lipase de Irichoderma sg.

A Figura 6B, mostra 8 cromatogrufia em camada
delgada (TLL) da agdo hidrolitica da lipase de Irichoderms sp
sobre o substratos puros 1{(2}-munoleinas 2 tricleina.

Nin se observa nos cromatogramas concentracidoc de
dcido oleico liberado pela fracas hidrolise de trioleinu.

A Figura 17, mostva a cromatografia em vamada delgada
{TLCY dos produtos de hidrdlise da monoleinz comercial pela

lipase de Trichoderma sp apds @, 2, 4 e & horas de veagdo.

Pode-se verificur a diminuigio grudual de muncaliceriden tum o
passar do tempo de reacdo engquanbto que Tspobts” corregypondentes
4 ifricleinm permunecem inallerados com o passar do lempo  de
reacan .

a Figura 18, mosilra a3 cromatografia em camadas delguda
(TLECY  dos produtos de hidrdlise dos glicerideos trioleina,
1,8¢1, 3 -dicleins e 1(3)-monoleina comercial apds 2@ horas de

reacdo com lipase de Trichoderma sp.

IWAT =2t alii  (70) compavaram as propriedudes de duus
lipases de Penigcilium gdclgpium Westring, wverificando gue a
lipaae. B apresentou  maior atividade contra ester de aCidD
gleicro enguanto que a lipase A apresentou baixae atividade
cuntra este subslrato.

OKUMURA, IWaTl & TSUJISAKA (L73) purificaram lipase dg

Penicillium cxclopium M. encontrando 2 fraghes principais. A

FracZe 11 apresentou alta atividade contra o éster mebtillaurate
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FIGURA 1468 — Porcentagem de Hidrolise dos  Substratos 1£33~
Monoleinz, L¢3)-Monolaurate e dlen de DOlive pela
tipase de Irichodermas 5p.
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FIGURA 14B - Hidrdlise de Monuleina e Trioleina pela Lipase de

Trichoderma sp.
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FIGURA 17 - Hidrdlise de Monoleina Comercial por Lipase de

Trichoderma sp.
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FIGURA 18 - Atuac3o da Lipase de Trichoderma sp. nos Substratos

Trioleina, Dioleina e Monoleina apos 2@ horas de

Reacdo.

Atusgio da lipese produzida ulaunh:p-ni B17 nos -:b-m-
trioleina , dicleina , eina , apos 20 hra de resgaso .

= = . S
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2 baiwa atividade contra dleoc de oliva. Esta frac3o n3o
hidrolisou mais do que 28X de trioleins spesar da  orande
quantidade de enzima utilizada. A lipase de Trichoderma sp

tinhagem N 817 assemelha-se a lipase destrita, pois assim como

2la, naa  kKidrolisa somente mononaciliglicernd mas Eambem
diaciiglicerol ¢ esteres de scido graxo. Ng entanto, difere
desta com retagio a hidrdlise do substrato

paranitrofenilauralo. & lipause de Irichoderms s apresenia alto
grau de hidrdlise deste substrabo enquanto que a de Penicillium
cqciopium FragBo II nilo hidrolisa paranitrofenilaurato. Qs
antores designaram esta lipase como parcial glicerideon

hidrolase.

4.5.%9. Determinacio de carboidralps {otais presenfies na lipuss

purificads

3 teor de carboidralos Ltolais presente na lipase de

Trichuderma sp linhagem N 817 {foi determinado pelo método
fenunl-dcido sulfdrico (33, sendo encontrade o rcontetdo de

7.79% de curboidratos totalis.

TSUJISAKA et w=lii (243) estimavam o© conteudo de
carboidratos da lipase purificada de [Geobtrichum candidum,
gncontrando o valor de 7,58 de carboidratos como manose,
parecendo %ger este o principal componente dentre o0s agucares
deteclados.

ISHIHARA el alii {1464) sncoantraram o teor de 2,46% de

carbnidrato na lipase purificada de Mycor Javanicus.
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0 conteddo de carboidratos das lipases purificadas I

e Il de Azpgraillus niger foi sstimado por HOFELMANN et alii
{38) ser 6 g N respectivamente, verificando-se alto reor de

manonse te ambas as lipases.

4.6. Estudg da hidrélise de dlen de aolivs por sistems de

0 estudo da hidrolise de dlen de oliva por sistiema de
lipases microbianas combinadas {foi realicade de acordoa com o

método desrritoc em 3.2.10.

4.4.1. Efeito da concentracip dasg lipases e sistemas
individuais na hidrdlise de dleo de nliva

G efpito da concentragdo das lipases comerciais
Lipase 6 (Penicillium sp), Lipase M (Rhizopus niveus) e Lipase
Lan {(Geoptrichum candidum?y., foi delerminudo de acordo com o
método descrito no item 3.2.190.8).

Oz resultades estlo descritos na  Tabels 92, a partir
daé valores obtidos foram estimados os ndmeros de unidades das
diversas lipases mais sdequados para utilizas3o nos sistemas de
reagas para hidrdlise de dleo de aliva. Para Yipase N {(Bhigopus
niveusy 4,34 unidades, lipuse Beo {(Oeotrichum candidum? 35,16

unidades, lipase Can (Candida rugosa) 8,22 3 1€,.28 unidades,
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Tabelia 9 ~ Efeito da concentragio de lipases em sistemnas

individuais na hidrdlise de dleo de oliva.

R S A T TR W WML Ak e ey T A R W i e S A MR ke ot A s S i e v T A A e e R S bk . s st PRI S Al el ek LYY AVLE AR (L b g AR RS LR ik i o e AP e et e | ot

Concentracio

Tipo de Lipase Unidades/mg de enzima % Hidrdlise
Rhigopus niveus g.1i8 13,8
4,34 24,5
4,54 28,9
g,72 22,4
19,28 20,1
Beotrichum candidum i1.94 14,9
2,38 19.@
3,87 27,4
3,18 33,9
b, 45 CH
Candida rugosa 1.8 5.9
a,22 8o, 4
19,28 B4,0
12,33 81.3

AR s il e T T ST T A0 UL WA S e e T W M AR A e e e TP S A M TR e e A AR AT Bl bk e s S T ARl Sl S bl e v W i o P S



165

4 & 2. Hidrdlise de dleo de oliva por sisbemas de lipases

mb inad:

A hidrdlise de oOleo de oliva extravirgem comercial
por um sistema de lipases combinadas fol realizado de acordo
com o item 3.2.19.3.

fle resultados ilustrados na Tabela 19 demonstram sue
apds B horas de reacgdp a 40°C o sistema combinado Can + G
apresentou porcentagem de hidrdlise 42,8% enguanto que 0O
cistema com 8 lipase Oan (individual} apreseniou a pnrcentageﬁ
de hidrolise de 36,3%, sendo partaﬁtu quasg & wvezss maior a
psorcentagem de hidrdlise com enzima individuznl. A Figura 19
apresenta a porcentagem de hidrdlise do odlgo de oliva em
relagfo ao tempo de incubacio, dos sistemas Can (Can + NI, {(Can
+ Bea), (Can + 2.

£ conhaecido que ha & tipos de processss  pava 2
producdo de dcidos graxos, © prcceﬁsé fisico-quinico @ O
processo eneimatico. O prdcessa industrial uvtilizado atualmenie
& o processs fTisico-quimico que envolve a utilicac3oc de pressio
de 709 psi e temperatura de 2500 pu mais altz por um periodo
de 2 horas eara abter grau de hidrdlise na faira de 746 a FBX
(i?ﬁia = écidng_graxnﬁ resutiuntes necessitum ser redestilados
para remover sub-produtos # compostos colaridos, portanto os
incanvenientes deste processo eslip relucicnados ao consumo de
gnergia e a.prcdugﬁn de reacBes colaterais como a polimevizacdo
de 4eidos graxos insstuvades e & produclc de cetonas =®

'hidrutarbanetés,
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Tabela 19 - Porcentagem de hidrdlise de dleo de oliva por Histema

de Lipuses Combinadas |

e A 1 i vk VAR Al O e . Al Rl . T iy e A SR AR S S A T o o i AL Pl 4 i Y eyl Mt Tk e S S e e T At S g L T e e UL i S e L ey s s e e

Tipo Tempo {Horas?

G e e e e e i T ST S A T e e T e e e
Lipase i e 3 & 12
Can 33,3 34,5 8.5 &8 .8 83,7
an + N 35,3 47 38 33,3 77.@ 29,2
fan + Gen 29,0 35,09 41.8 87,8 77 .6

era e e e A i o et M o S i i Y TR T i i A i T T VR P v Tk ek S e e e ke S e e e S i Tl kMl AL B R S L L ST A P e i S e
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FIGURA 19 - Porcentagem de Hidrdlise de dieo de (0liva por Sigtema
de Lipases Combinadus em Reluscion an Tempo de

Incubacio.
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Assim, o prucesso de hidrdlise enzimadtica pode ser
UMB alternativa com muitaé vantagens Ccome pory  exemplo  a
aconoMia de energia e minimizac3o da degradac3c térmica  dos
dridos graxos produzidos. Para que O Processo enzimidtico possa
ser otimizado ¢ necessirio se conhecer as propriedades Fisico-
quimicas da enzima ulilizada g o lipoc de gspecificidaude quanto

aa substrato. & descrito na literaturs que lipase pancreatica &

lipase de Asperaillus niger, Rhizopus delemar e Bhizopus
arrhizus (174) exibem especificidade pelas posigdes 1,3 no
triglicerides. Taies lipases ni%oc podem promover hidrdlise

completa do trigliceridec.

Por outro lado as 1ipases de ganﬁigg rUgSosH .,
Penicillium gyclopium e Geotrichum gandidum s¥0 uapazes de
hidrolisar as tr8s posigbes dos trigliceridens produzindo

deidos araxos e glicereol. & lipase de Penicillium roqueforti

foi descrita como tendo preferéncia para bidrolisar a posicdo 1
do trigliceriden, mas os estudus n8o foram conclusives (ALFORD
& PIERCE, 3.

PARK, PASTORE & ALMEIDA {1B3) descreveram 2 hidrdlise

de dlen de soja vomercial por um wictema combinado de lipases

de Penicillium gp (B} e lipases de Rhizopus npiveus (N} e
Rhizopus delemay (D) de ral forma & ter sistemas (G + N)Y N e (O

4+ By, misturando lipuses com gsperificiduade posicipnal  com
lipases sem especificidade produzindg 98X de hidrdlise apos 19

horas de reacSo enzimatica.
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4. 4.3, Efeilo da quantidade de  tamp3g na porcentagem de

hidrolise de dleo de nliva por um

0 efeito da quantidade de tamplo na porcentagen de

hidrolise de dlea de oliva por um sistems combinaudo de lipases
foi determinado de acordo com © item 3.2.19.4., a Tabela 11
demonstra os resultados. Pode aér verificado que na faixa de 2
a 4 ml de tampEo acetato pH 5,46 9,95 adicionados no sistema de
reacio  sio obtidas as melhores porcentagens de hidrolise para
pg  trés sistemas (Can +  Geol, {Egn + N}y & {(Can + 5}, acima gu
abaixo destas gquantidades ka diminuiclo da porcentagem de

hidralise.

4 4 4. Hidralise de oleo de oliva por um .  sistems de lipases

combinadas com gquantidade de tamepdo veduzida no.  sistema de

reassiy

A hidvdlise de dlep de oliva por sistema de lipuses
combinadas com guantidade de tamp3o acetato pH 3.4 0,90M no
limite minime no sistema de reacdo foi realizado de acordo com
o item 3.2.10.3.

s, sisiemas combinados (Dan *+ N) e (Can + B) apds 24
haras de incubacio apresentaram $6,3 e ¥7.8% respectivamente de
Lidrolise do dlge de oliva, consistindo nos melhores sistemas

dentre gs rastados. A Tabegla 12 demonstra o3 reauit;daa

obtidos,
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Tabela 11 - Efeikto Jda guantidade de tampis na porcentagem de
hidrdlise de Sleg de pliva por um sistema combinado

de lipases.

e s o v o o i, v e e e ke I T T . vk A A AR e VT ey ik e b A Y TR T Ak A A SRR T T i o i Wl LU U L T T T Sl RS S R AL A L s e e =

Quant idade gm ml % de Hidralige
“de TampHo Apela—  —mem s o e o
be B,803M pH 0,46 Can + Geo Can + N Can + G

adicionady

.....-...-....._gmmw—-—_--»..wm,—..-wuw—-_--wmummummw—-muumnwmunumﬁ_umu“mun—m«-mmmmm-’ummw

e 77,8 73,3 S8,5
t 80,0 89,3 78,7
2 83,0 83,3 79,7
3 82,9 89,8 80,5
8 83,3 80,5 8¢,
5 74,0 71,0 79,5
3 74,3 64,2 79,5

A o o o i et AT Yo e . ks (AR S .k AR U e b ok A VTR S ik B A g Pl i e e e i i Ak 18 e o o et i A Sotps o ke el ik b SRS S T A SRR U i
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Tabela 12 - Hidrdlise de dlen de oliva por sistema de lipases

combinadus com teor de Lamplo reduzido no sistema de

reacio.

Tipo. Tempo de Incubac3o (Hur;;) T B
de % de Hidrdolise

Engima ~ ~  m—meommeooeo s P o s 2 e v S i

1/2 P/ 4 i8 24 &8

Can 31.5 72.3 75,0 B85, 6 B, 2 8%.1
Can + Geo i9.7 a4, 2 78,5 Pe, 8 94,0 21.3
Can + N 24,14 &7, 72,9 95,4 24,5 Sk, 4
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4.46.5, Efeito da conventragdo do substrato na porcentagem de

hidrélise de oleo de pliva por lipass

0 estudo do efeito da concentracBo de  usubstrako na
porcentugem de hidrdlise de oleo de oliva por lipase de Candida
rugosa  foi realizado  de aéordo ,com o metodo descrito no {tem
3.2.18.46.

A Tabelas 13 descreve 0s dados de porcentagem de
hidrdlise do dleo de oliva em relagdo a concentragio de dleo de
oliva presente no sistems de reaclo, us guantidades de 1 2 2 g
de dleo de onliva demonstraram ser as  mais  adequadas para

phtenpio de mator povogntagem de hidradlise,

4.4 &, Estudo da variagano da._..concentravio das lipases

utilizsadas np sistema de lipases combinadas e sua influfnciz na

porcentagen de hidrdlise do dleo de oliva

0 estudp da wvariaclo du conceniranido daz  lipasgs
ytilizadas no sistema de lipases combinadas foi vealizado des
acordo cow o meéltodo descrito em 3.2.19.7.

s Tabelas 14, 18 e 16 iiustvam os vesultados obtidos
nom ne  sisiemas {(Can + ™Y, (Lan + G} g {Lan + BGeo)
regspectivamente. Verifica~se gue aumentando-se a concentracio
de N, 8 ou fGisp nos sistemas &, B, L respectivamentes, permanece
praticamente inalteradas a porcentagem de hidrdlise, sendo fiwxa

a roncentracdo du sneima Can no sistema.
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Tabels 13 ~ Efeito da conventragdo do substrato na porcentagem de

hidrolise de dlero de oliva por lipase de Candida

rysosa.
Quant idade de Tempo de incubacio (Horasd
Gdleo de Oliva {% de Hidrdlise}

(G0 e e e e i S i i i o

1 3 3 7 ol

i 37 .4 54,8 &8, 8 77.9 22,4

2 47, 3 79,2 80,0 8%,3 1.0

3 36,4 &é, 4 7h,8 121 S 86,7

e e o ey s i Ak i i e il by ey Wokh b A bl sk ke ik, i A ol M e skl WAL e AL Mg Mol A i b bk Wy i Ak M ey Ao ek oy s i, sk, ek e e by e o byl bk sl oy b . o by e e e o b
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Tabela 14 ~ Estudo da wvariagao da concentragdo das lipases
utilizudas no sistems de lipasses combinadss e  sua

influgncia na porcentagem de hidrdlise do oSleo des

aliva.

Sistewa & 7 Horas de Imcubaclo
Can + N % de Hidrolise

CUITAEU@ET e e i o o 0
Can + N 4 8 &4

26 + 4,36 75,9 B&, G ¥i.8

70 + 5,54 72,9 54,7 28,4

Z0 + B,72 71,0 84,5 29,6

28 + 19,99 78,3 84,4 #4.3

2¢ + 13.¢ 72,3 83,4 22,9

2e + 13,24 741.8 83,4 78,8

i vy by o —n . b iy folh AR Ul Wkt WA, R VR B RER TR M R e . e e ki el whh ek el ek okl el A AL AR AR ALY AL AR AL HAR b bl L S A AL UL AR IR B S ki U AL B YA SRR R AR S b
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Tabela 15 - Estudoa da wvariagio da concentraclio das lipases
ytilizgadss no sistema de lipases combinadas e sun

infludncia na porcentagenm de hidrdlise do dleoc de

oliva.

Sistema B 7 Horas de Incubacds

fan + 0 % de Hidrdlise

{unidadesy = ~-memeeemeeoe o 2
4 8 24

e + 1,4 89,4 g7.0 F,6

26 + 3,0 8e,3 84,3 9.2

2¢ + 4.,¢ 8.8 85,9 ?1.9

28 + &,2 91,5 B%?,3 9L,7

20 + 8,3 82,7 88,2 =

Can 20 unidades 76,9 g2,3 ge.2

I ——————" SR SRR LS RE LA LA L s 8 B R LR LBl it
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Tabela 46 - Estudo da wvariag3o da concentracBo das lipases

utilizudas no sistems de lipuses combinadas e Ssus
infludncia na porcentagem de hidrdlise do dleo de

oliva.

v ot A e P ek S U S i i i S R Y A AR A i o At . T W ke A0 A VI e e e e e e, i S R _bu“—ﬁvﬂﬂ“-wm“ﬂ“w#“ﬂumnm-—%

Sistema C
Can + Deo
Cunidades)

e ey e Al TR AP T e AMAR TR A1 e i A Lkt HYR Vi T ek ekl WAL AT TR Ty sk skl AR B TR Tk i Ml AME L Ll Sl S b A e S e

4 B 24
20 + 3,87 71,8 83,4 98, 4
20 + 5,14 72,5 84,4 9@, 9
20 + 4,45 70,0 | 84,4 99,2
20 + 7,74 73,5 84,0 91,8
20 + 9,90 69,8 85,9 99,9

e . o - i v e AL ol A A T AL AR S T i A TR T ke AL B U R ke M 4T L e s S . o it Al PR P i ol AT T i LA WP RTER e ik M AV A b
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4,67 Efeito  da wariacde da proporeio das lipases dentra do

sistemy syn influfnria na porcentagen de

hidrolise dp dleg de oliva

Para o estudo da variaclo da proporcio das lipases
dentro do sistema combinado de enzima e sua  influéncia na
sorcenfugem de hidrdlise do dlens de oliva foram utilizados os
sistemas (Can + §6) e (Can + N} como descrito no ftem 3.2.41@.8.

0 dadn. demonsivado na Yabela 17 indica aque o

wigtemy farmadae pelas lipases Lan de Landids rugosas na

concentragac de 18 unidades de atividade 2 pela lipase 0 de
Penjcillium sp na concentragide de 2 unidades de abtividade
apresentou  maior porcenlagem de hidrdlise de dleo de oliva,
obtendo-se 93,%% apds 28 horas de incubacdo, demonstrando um
aumenton significativo da  porcentagem de hidrolise em relagio a
porceétagew de hidralise obitide com a enzima LCan (Landida
rugnsal) utilizada em sislema individual.

0 =sistema formado por lipase de Landida rugosa (Canid

e lipase de Shizopus niveus (M) apresentou B88,3% de hidrdlise
aptds 28 horas de rea¢lo na§ cuncentragies de 18 unidades de Can
@ P unidades de N, o que representa pouUCca  variacio ns
porventagem de hidrdlise em relavic & utilizacdo de apenas

liraese dg Candida rugnosas na concentruclo de P8¢ un:idades no

sistema de reacdo, onde 3 porcentagem de hidrdlise apds 20
horas ot werificudas ser #33,5%. A& Tabelas 18 ilustra os

resultados.
fn Figuras 290 e 21 ilustram o perfil de hidrdlise de

dlee de oliva por sistema combinade de lipases (Can + )
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Tabela 17 ~ Efeitog da variac3o da proporgd3o das lipases dentro do
sistema combinado de enzimas £ sua  influéncia na

porcentagem de hidroliss do dlec de oliva

Sistema Horas de Incubag3o
fan + 6 (unidades? % de Hidrdlise
P . e 20

29:.¢ 53,4 A8, % F&,0 8392, 4
18:2 33.3 70,9 BG,2 23,9
164 L2,8 47, 04 78,6 | #i.9
14:46 a32.9 &b, 4 7H,6 99,8
iz.8 51,2 5.3 74,4 21,3
i@ 10 44, & A48, 4 74,6 - B9.9
g.12 34,9 4.4 £4.9 g5, @
4:14 22,7 44,8 47 .2 81,7
4:14 | £3,3 38,1 56,0 5.7

G.20 3,8 11,8 13,6 18,35

e A e . i . St A0 TR T e ik i R A S PP T o T ke Ak TV T el ek S MUY A TR T TR e e T et bl AR W o T VA TR TR e i Tk el A S A L s il S S e
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Tabela 18 ~ Efeito da variagio dJda proporgdo das lipases dentro do
sistema combinado de enzimas €@ 2 Ssua influBncia na

parcentagem de hidrdlise do dleo de oliva

vt et it Smtn Pt e e e el ok AR Ve PR AR S T o e Ak AR AP S P T Tk ek A R4 R T S S S L A AN S M S A I SR I S ok g el e, T e e e Sl s s T e = e

Sistema Horas de Incubagio
fan + N {unidades) ¥ de Hidrdlise
P i P 20
200 50.6 47,5 73,8 87,5
i8:2 45,6 54,3 73.8 ag.3
16:4 44.8 61,9 4%.8 ga,1
14:48 44.8 34,8 Ab, 4 : 87 .4
{28 41.3 31,9 b4, 4 87.8
19:10 34,8 49,9 $£3,8 83,3
8:12 28,1 49, 6 . 59,6 79,80
6:14 34,3 47 .8 837,93 BL.9
.16 34,2 38,9 4%.9 72,9

‘m—ﬂmwwwbﬂrm“ﬂ-——K-\-‘mn——nhﬂMt»w—u———-\-nu-ﬂx—:—r“m—-u—d—ﬂ#mmw—bvﬁl”m“—;——n-ﬂmm"—ﬁaMmmm—ﬁ“wwm
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FIGURA 2@ ~ Cromatpgratia Liquida de Alta Eficidncia (LDLAES dos
Produlos de Hidrdlise do dleo de Oliva por Sistema de

Lipase Combinada Can.y + G, apdes P horvas de Reaclo.

e 5 B2% - deldo sluitn

A.683- dloislng

12.067~ trigliceridens

%175 ~ monpising

S 958- triglicerides

15.492 - trigliswrideo

5288

TEMPO EM MINUTOS
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FIGURA 21 ~ Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia  (CLAE) dos

Produtos de Hidrdlise do olep de Oliva por Sistema de

Lipase Combinada Can,e + Gu, apds 28 horas de Reaclo.

e RLT5 acide sisiee

4 842~ dialelng

Qnﬂ»

TEMPO EM MINUTOS
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utilizande cromatogra¥fia liquida de alta eficiéneis com 2 ¢ 29
horas de veagdo respectivamente. Pode-se visualizar a hidréiiée
quase que total do dlec de osliva com o desaparecimento dos
gliceridens apds 20 horas de reagSo. As Figurus P2 e 23
demonstram o perfil dos produtos ds hidrdlise de dlen de oliva
BFOr sisbtema de lipase combinsda (Lan + N} abtidos por
cromatograftia liquida de alta eficiéncia (CLAEY, rom 2 2 20
horas de reaglo respeciivasmentie,

MONEIL & YAMANE, em 1991 (148, estudando a obtencip
de muonoglicerideocs atraveés da glicerdlise de dleos ¢ gorduras g
gtilizande o principip de sistema de lipases combinadas por
PARK gt alii (183) testou o sistema combinado de lipaue G e
lipase SP-398 aue ¢ espetifica para a posicas 1.3 do
triglicerides. @& obtencdo de monoglicerides foi mais alta
éuanda an enzimas Fforam usadas em combinacio do gque guando foi
utilizado SP-398 sozinha, estes dados podem ser explicados pela
furie preferéncia ewibida pela lipase § por wmonogliceridens #
digliceridess como substrato. Portanto, guando este tipe de
lipuse ¢ misturada 4% enzimas gue rapidamenie hidrolisam

trigliceriden nestes substratos, mais eficiente serd o sistema.



163

FIGURA 22 ~ Cromatografia Liguida de Albta Eficiéncia (CLAEY dos
Produtons de Hidrolise do éleo de Dliva por Sistema de

Lirase Combinada [an,e + N, apds 2 horas de Resglo.
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FIGURA 23 - Cromatografia Liguida de Alta €ficiéncia  (CLAEY dos

Produtos de Hidrdlise do flep de Oliva por Sistems de

Lipase Combinada Can,. + Ny, apds 2@ horas de Reagdo.
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4.7, Estudn  da Producdn de Mpnoglicerideo Atravéds da Reag¢ao de

Esterificacsn de  dcidop Braxp o Slicernl pny Lipase de

Penicillium sg

8 estudo da produclio de monogliceridec atvavés da
agsterificagdo de dcido graxa e glicerol foi realizado
utilizando~se lipuse de Pepnicillium sp {(lipase ) de acordo com
o método descrito no item 3.2 1t

B lipase de Peniciltlium sp fol selecionads purs este
estuds por apresentar maior porcentagem de esterificacdo ewm
todos o6 tempos de reaglio lestados. A Tubela 19 demonstra os

roestiltados obtidos.

4 7 1 Efeitp da proporgho molur entre dcido gleice e glicerol

no _grau de esterificacd3o enzimdtica

0 estude do efeito da proporgdc molar eotre deido
oleice e gliceral no grau de esterificagBo enzimdtica ol
realizado de scordo com o método descrito no item 3.2.11.2. A
Figura 24 demonstya os resultados obtidos. A Figura 25 A, B e C
ilusira o6 resultudos demenstrando os produlos de gsterificagdo
enzimdtica em cromatografia de camada delgada de glicerol e
dcido olegico nas proporedes 1:1, 1:2 e &;S respettivanente.

& proporgio molar eatre glicerol e dcido oleico gue
apreseniou  maior povrcentugem de esterificacio foi 1 M de acido

nleive para ¢ M de gligcerol. A composicio dos glicerideons

formados durante a  reugho de esterificucio estioc demonstrados
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Tabela 19 ~ Selegdo de lipase comercial pava esterificagac  de

acido graxe 8 gliceroi

i e P v o e k. ki it VU B N ey e il Sl e RS Y S N P il i i AR RPN TR oy Al Ml ik kb RS A TR i o ol M LA T TR B T e e e i e R S L S S T P T S e s i e

Fonte Tempon de incubacho (Horasd
de (% Esterificacio}
LARan@ e e e e e e e o e T
4 i4 i8 24 44
Candida rudgosa 3,89 14,4 1%, 3 21,9 £y.7
Penicillium s &, 7 20,1 29,4 33,2 39,5

Rhizopus niveus &, b4 ig,? 1.8 25,9 e7.3
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FIGHRA 24 - Efeito da Prosorgipn entre Glicerol e dcido Oleico no

Grau de Esierificacio Enzimaticas.
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FIGURA 2S5A- Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos Produtos_de

Ecterificacio de Acido Oleico e Glicerol na Proporcao

1:1, por Lipase de Penicillium sp.




FIGURA 25B- Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos Produtos de

Esterificacio de Acido DOleico e Glicerol na Proporg¢ao

2:1, por Lipase de Penicillium sp.




170

FIGURA 25C- Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos Produtos de

Esterificac3o de Acido Oleico e Glicerol na Proporcao

3:1, por Lipase de Penicillium sp.
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na Tabela 28. #pds 144 horas de incubaglco w30 farmados 19, 983%

de monoleina e 31,81% de diovleina.

4.7.2. Efeito da concentracdo de dcido oleico em relac3o 3
concentracio de aligernl sobre o gray de esterificacio
gngimdtica

3 estudo do efeito da concentragio de acido oleico em

relagio a concentragdo de glicerol sohre I grau de
pesterificacio pela lipmse de Penicillium sp foi realizado de

acordo com o item 3.2.11.3,

f Tabela 21 ilustra a porcentagem de esterificacio
atravds do tempo de reaglo. 0Os dados indicam gue quanto menor a
concentragio de deido oleico em relaglo a  concentracio de
glicerol maior serd o grau de esterificac3o. Este chega a 71,9%
com 64 horas de reacio gquando a proporgdoc & de 3,8:8,26 para
gfic&rnl @ acido oleico respectivamente, e ¢ prabticamsnte o
menmD para a propoveio 3,94:0.42 entve glicerol e dcido oleico
respectivamente. A Figura 246 i1lustra gs resuyltados obtidos.

HDentre =a formacic de glirerideos pela lipase de

Penivillium sp, a Figura 287 A, B, C, D e E indica a produgiao de
ﬁnnulaina em relacin as diversus variugBes na concentragio
molar de glicerol e dcido oleico.

Verifica-se que embora a porcentagem de esterificacio
seis semelhante entre as proporgbes 3,.8:90,246 ¢ 3,94: €,.12 de
glicernsl e acido oleicp pe gliceridens divergem na composiglo

percentual. 0 manongliceridec i-monoleina € obtide em maior



Tabela 28 - Comeposiglo

esterificacio

dos glicerideos formados

entre glicerol e &cid

lipase de Penicillium so.

192

na reagdo  de

o oleicp paor

Composigio do
gliceriden em
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kv

citdo graxs
1{3y-Monoleina
1,2(4,33-Diclieina

Triplteina

@ 14 64
7e,83 B7,93 39.74
***** 7,44 1B, 04
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FIGURA R4 - Efeita da Propoved3o entre Sliceroal e Acido 0Oleico

sohre o0 OBray de Esterificuc¥n Envimatica apds 64

horas de Reagidon.
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FIGURA a7a- Composicio Percentual daoas Glicerideos Formados por

Esterificagio Fneimatica, com Sistema de Reatzho

Composto de Blicersl:dcide Oleico na Proporg3o em

moles 3,.%4:9,12
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FIGURA 278~ Composiclp Percentual dos Blicerideos Formados paoar
Eaterificaclso Freimaticn, com Sigtema de Reaglo
Composta de Glicerol:dcido Qleica na Proporgic en

moles 3,880,826
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FIBURA 278~ CompasicSo Percentual dos SHlicerideos Formados por

% ESTERIFICACAD

Futerificagio Enzimatlicu, com Sictema
Composto de Blicerol:dcido Oleico na Pro

moles 3,472,346,
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FIGURA 270~ Composigic Percentual dos Glicerideos Foprmados poy

% ESTERIFICACAD

Eaterificacho Enzimatica, com Sistemus e Reagdpo

Composty de Blicerol:Acido QOleica na Propovedo em

moles 3,84:1,0.
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FIGURA B7E- Camposiclo Percentual dos Glicerideos Formadas por

X ESTERIFICACAD
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porcentagem chegando a 78,2% quando a proporc¢d3o em moles entre

glicerol e acido grawxo € 3,94:9,12.

4.7.3. Efeito da concentragido variivel de dcido oleico em

relagdo a4 concentracio fixa de glicerol no grau de

esterificag3o enzimidtica

0 estudo do efeito da concentragapo variavel de acido
oleico em relacg3o 3 concentragde fixka de glicerol foi realizado
de acordo com o método descrito no ilem 3.2.11.4. A Figura 28
ilustra os resultados obtidos.

Quando a concentragSo em moles de dcido oleico esta
na faixa de @,50 a2 1,0 moles em rela¢do a concentracio de 3,8
moles de glicérnl; o grau de esterificacio e praticamente
similar entre 39 e 43% de esterificacio.

A maior porcenltagem de esterificacio foi encontrada
~quando a concentrac3o molar de dcido oleico foi de 9,04 moles,
ou seja, a proporcac de glicerol no sistema & de 43,3 vezes a
concentrag3o de dacido oleico, nas condigdes wutilizadas para
este ensaio. A Tabeia 22 demonstra o grau de esterificac3o em
porcentagem através do tempo de reacdo de 24, 4¢ e &4 horas.

As lipases de animais, vegetais e microrganlismos
catalizam a hidrdlise parcial ou total de odleos e gorduras
fornecendo acidos graxos livres, gliceridenos e glicerol. E
também conhecido, porém, que a reagio € reversivel e as lipases
podem calalisar a formacdo de glicerideos a partir de glicerol
e dcidos graxkos livres em condigdes onde o teor de dgua @

reslrito (OKUMURA et alii (173).
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FIGURA 28 ~ Efeito da Variacas na Concentragla Molar de dcido
fleira no  Sistema de Reuwcho snbre 0o Braw de
Estevrificagdo Encimdtica por Lipase de Pepnicillium
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Tabela 22 - Efeito da concentragic variavel de dcido oleico em
relagBo A cencentyacBo fixa de 3,8 wmoles de glicerod
na esterificagio encimdtica (expresso em porcentagem

de esterificacio).

o i e e e ek e e ek o ek el el S VAR VLM AL VLS 4SS AR AR AP LB HNR AT S T G U e b by e i W el il JAA AL YRR gt A ikl ke e el i e e, e e i ke, i e, s A TR AL AR ks, .

Concentiraclo de Horas de Incubuaglo
fcido Miegico % de Hidrdlise
CRM MOTEE T e o e e e 8 7 2
=4 46 &4
g.,856 LD, 2 23,3 ?3.3
8,42 58,9 e, e 7a,2
3,24 &%.8 7a,.p 75,57
2,58 45,0 58,1 44,14
1,8 43,0 39,8 &8, 7
1,848 43,4 36,3 a1.3
1.3 246,83 37,2 H546, 4

Z,Q 14,4 2.2 48,9

o i Ak ik AP AR AP AT AAK PP TV S o e bk e ik ke WL e - AR bk el R AL RAD AR EE ER T T A Y e e s e et Tk e T Uy ey e e b ey hnl rd e il i N A e A A L Mk e
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LINFIELD et alii (127} tém estudado a esterificagio
enzimatica de acido graxno e glicerol wusando lipase de
Aspergillus niger ¢ Candida rugwsa, verificando que a reacio de
eateri?icatin gra muito lenta e apenus apéa‘é semanas de resgio
H30% dos grupoes hidroxilas foram esterificados.

A grande vantagem da esterificagdo enzimdtica € =
pussibilidade de dirigir a reacdo para formaclo dos glicerideos
desejadns {(monogliceriden, digliceridens e trigliceriden) sem
usar catalizadores gquimigos coamo ﬁaletué de acila, &

temperaturae elevadan
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0 microrganismo isolado g selecionads comd maior progutor

de lipase foi identificado como Jrichoderma sp.

& enzims lipolitica produzida poy Jrithoderma sp N= 817 &
uma lipase {gliceval-monoestey hkidrolase ELC. 3.1.1.23)
e hidrolisas ligag&o Sguter de monoglicerideons e

paranitvofenillaurato, liberando dcidos graxns.

& produsio miaxims  de enecima  exlvacelular de Irichodersa
sp foi obtida entre 72 e %4 horas de fermentaglo a3 3@°C
em meio de cultura constituide de farelo de arvoz 5% e 3%
de amgum de mucerucBo de milho {(corn steep liguor), €,2%

de {NH,1aHPO, ajustado para pH 4,86

A lipase extracelular purificada atraves de fracionamento
com sulfato de amdnio, cromatografia em colunas de DEARE~
celulose ¢ CM-ceplulose apresenta atividade dtima em
tumpio arcetato pH 5,86 & 40-45°C. 4 enzims apresentas malor
estabilidade mna faixa te pH 5.% a 7,0 em tampdo acetato g
fosfaty respectivamente. A enzima £ lermosensivel, o
aguecimenty da enzima purificada em tamplo acetato .80 M
pH 5,46 a 25, 3¢, 35, 37, 4@, 45, G@, 5D, 4@ e 435°C
durante 1 hora na aus@ncia do substrato resultou em 28,
35, 85 e 10690¥% de ipnativagio @ 45, 3Je, 5L g se~C

reaspectivamente.
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& atividade de lipase n3o ¢ afetada significativamente
por InSD. & AgNOs na  concentracio de t mH em relscdo ao
volume final da mistura de rea¢fo. & atividade enzimdtica
& fortemente inibida na presenca de Mg80., Mn80. ¢ FeBS0.
na concentrac8o de 1 mM de sal em relac3o ao volume final
da reaczo. De suis KC1, CaCly =2 NiS0, inibiram
moderadamente a atividade engimdtics na concentraglo de

i mM em relacio ao volume final da mistura de reacio.

A presenca das dcidos  graxos, dcido linoleico, &#cido
laurico, scido oleico g #cido butirico na cancentracio de
1@ mMd em relag3o azo volume final no sistema de reacdo

inibiu significativamente a atividade enzimatica.

& atividade de lipase foi guase totalmente inibida pelo
reagente cisteina na concentraciio de 4 mM em relagio ao
volume final da mistura de rea¢do parecendo indicar que a
lipase de Irichodermas sp requer ponle dissulfeto {(8-5}

intacta para abtividade.

Do valores de Km e Umax. da lipase Foram respectivanenie
$.18% mmoles e 8,42 ppmoles dcido oleico/minuto/mg  de
proteina para o subsirato 1¢3y-monoleina ¢ 0,25 mmoies e
&,71}Lmales icido oleicosminutasmg de proteina para o

subsirate 1,2(1,3)-dipleina. Para o substrato pavanitro-



i

.18,

Jit

2648

fenillauvato os valorss de Km e Umaw. foram respectiva-
mente: 8,78 mmnoles @ B,BS)gmaiea paraniivrofenoi/minuto/mg

proteina.

A lipsse de TIrichodevms sp hidrolisa cerca de 1,5 vezes
mais 1{3F)-monoleina do que 1.2(1,3)-dioleina 2 cerca de
18 vezes mais do aue trioleinu caracterizando wgio de
monoacrilgliceroal ligase, nas condigdes utilizadas no

ENSRLO.

& utilizaplo de lipusses microbiasnas combinwdas do  tipo

lipase de Dandida rugosa (Can) e lipase de Penicilliium sp

(3} nu concentragio de iB g 2 unidudes de atividade
vrespect ivamenbe elevou  a porcentagem deg hidridlise
enzimatica de glen de olive pars 95,9%% apos 29 horas de

Teas .

& produgio de monoaliceridens pOY esterificagio
enzimidtica ¢ afetada pela proporcidc molar entre o
glicersl e o dcido graxn do sistems de reaglo. A maior
purcentagem para produgcdo de monoleina utilizando-se
lipase de Penicillium 5p 8 sncontrada quando B
cancentraclio de glicerol € 66,3 wvezles a concentragdo de
atido oleicn no sistema da reugio, nas condigbes

utilizadas ng ensaio.
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