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RESUMO

Nas ultimas décadas as Industrias de Alimentos e Farmacéutica,
tém demonstrado grande interesse na aplicagdo potencial de lipases de
diferentes fontes como as de origem animal, as lipases de plantas e
especialmente as lipases microbianas por sua capacidade de produgdo e
especificidade.

Deste modo, este trabalho teve como objetivo caracterizar
bioquimicamente uma lipase fungica de uma linhagem de Rhizopus ainda ndo
relatada na literatura.

A lipase de Rhizopus sp. linhagem n° 14, isolado no laboratorio
de Bioquimica de Alimentos do Departamento de Ciéncias de Alimentos
(FEA/UNICAMP), foi produzida em meio semi-solido constituido de farelo de
trigo e agua na proporg¢do 60 / 40 (p/v). Esta linhagem foi escolhida por ter
sido a que melhor produziu a enzima neste meio de fermentagfo.

O extrato enzimatico bruto ou lipase bruta foi extraido do meio
ap6s 120 horas de incubagéo a 30°C, por precipitagdo em sulfato de amonio.

A atividade lipolitica foi testada contra os substratos gordura de
cdco, dleo de oliva, 6leo de mamona, gordura do leite de cabra e o substrato
sintético p-nitrofenil-laurato.

A enzima mostrou maior atividade para hidrolisar gordura de
coco, frente aos outros substratos.

O extrato enzimatico bruto foi parcialmente purificado em coluna

de DEAE-Sephadex A-50, sendo obtidas duas fragdes, as quais foram
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submetidas a testes bioquimicos para a caracterizagdo de suas propriedades
em substrato sintético p-nitrofenil-laurato.

As fragOes apresentaram um perfil de atividade em temperatura
na faixa de 40 a 55°C e temperatura de estabilidade na faixa de 24 a 40°C, e,
pH o6timo de 6,0 a 6,5 ¢ mostraram-se estaveis na faixa de pH de 5,6 a 7.5,

semelhante a enzima bruta.
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subprodutos indesejaveis como acidos graxos poliinsaturados polimerizados, e
cetonas e hidrocarbonetos produzidos.

Uma das saidas viaveis para a industria é a utilizagdo de enzimas
hidroliticas, principalmente as de origem microbiana, porque podem ser
facilmente produzidas em relagdo as de vegetais e animais, com utilizagdo de
substrato de baixo custo e necessitam curto tempo para produgo.

As lipases compreendem um grupo de enzimas classificadas como
hidrolases (E.C. 3.1.1.3), e também sdo conhecidas como Acilglicerol,
Acilhidrolases ou Glicerol Ester Hidrolase. Sua fungdo bioldgica ¢ a hidrolise
de ésteres de acido graxo e glicerol resultando na formagdo de diglicerideos,
monoglicerideos e acidos graxos. Estas enzimas atuam de modo reversivel,
catalisando também a esterificagdo de acidos graxos e glicerol produzindo
diversos glicerideos. Este tipo de reagdo ocorre na interface O6leo/agua,
caracteristica esta peculiar as lipases que sdo soliveis em 4gua e atuam em
substratos ndo soluveis em dagua, sendo necessaria entretanto a interagédo
lipase-lipideo de modo que resulte na emulsificagdo entre o substrato lipidico e
a agua na qual a lipase esta dissolvida. A hidrdlise ocorrera devido a uma
orienta¢do ideal da enzima onde a parte hidrofilica se dirige para fora (4gua) e
parte hidrofobica para o interior (6leo).

Esta capacidade difere a lipase da agdo de esterase que atuam
preferencialmente em substratos sohiveis. (MACRAE & HAMMED, 1985).

Uma das principais formas de utilizagdo das lipases é a hidrolise
de dleos vegetais, conforme sua especificidade, podendo clivar as posigdes 1,2
ou 2,3 do triacilglicerol ou ainda pelo tamanho da cadeia dos acidos graxos.

Para aplicagdo industrial, um nimero expressivo de lipases ja vem
sendo utilizadas como por exemplo na Industria de Laticinios onde acidos

graxos de cadeia curta sdo hidrolisados para desenvolver um tipo de “flavor”



em alguns queijos ou leites modificados, podendo ainda ser utilizada para
mudar as propriedades fisicas de oleos naturais para atender os propositos da
industria de alimentos na conversdo destes 6leos em margarinas, ou dar origem
a produtos especiais com baixo valor calérico produzidos a partir de acidos
graxos de cadeia média ou pequena.

O conhecimento do potencial hidrolitico destas lipases podera
fazer com que se utilize 6leos mais baratos para conseguir analogos de
caracteristicas sensoriais e funcionais semelhantes.

Este estudo teve como objetivo caracterizar bioquimicamente uma
lipase de fungo Rhizopus sp. ainda ndo relatada na literatura, visando conhecer
quais as melhores condigdes para a atividade desta enzima tornando-a vidvel

para aplicagdo industrial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

NAGAOKA et alii 1969, estudaram a produgdo de lipases por
linhagem isolada de Mucor sp . O microrganismo foi cultivado em meio liquido
composto por 4% de amido soluvel, 3% de farelo de soja, 0,1%(NH,),SO; e
0,2% de K,HPO,4 pH 6.5. A produgdo de lipase mostrou ser afetada pela fonte
de nitrogénio do meio sendo a combinagdo de (NH,4),SO, e farelo de soja a
mais adequada. A enzima apresentou pH 6timo de 8.0 em éleo de oliva como

substrato a 37°C.

Em 1970 realizando estudos sobre lipases fingicas, IWAI et alii
verificaram os efeitos das formas idnicas de ferro sobre a lipase de Aspergillus
niger Esta lipase foi obtida através de um processo denominado Processo
Koji. Neste processo ¢ obtido de um extrato aquoso a partir do farelo de trigo,
e posteriormente a enzima ¢é purificada e cristalizada. Os autores observaram
que ocorria uma diminui¢do da atividade da lipase quando se dialisava contra
agua destilada durante o processo de purificagdo. Ao investigar este fendmeno
foram encontradas pequenas quantidades de ions ferroso e férrico na agua de
didlise que exerciam uma forte inibigdo na atividade da lipase. Testes
realizados com adigdo de ions ferro durante a reagdo ndo demonstraram
imbigdo, entretanto, quando estes foram adicionados antes de comecar a
reagdo observou-se um grande efeito inibitério. Os autores constataram que na
presenga de 4cidos graxos os ions ferro ndo inibem a atividade de lipase que
tiverem sua concentragdo aumentada durante a hidrolise. Também observaram
dois tipos de inativagdo: reversivel, quando o contato da lipase com pequenas
quantidades de ferro, por um curto periodo de tempo, e, irreversivel quando o

contato com grandes quantidades de ions ferro por longos periodos de tempo.



Verificaram também que a inibigdo da reagdo de esterificagdo requereu mais
ions ferro do que para a reagdo de hidrolise.

TSUJISAKA et alii 1972, realizaram estudos comparativos com
algumas lipases fiingicas de Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geotrichum
candidum e Penicillium cyclopium. Aspergillus niger produziu lipase
especialmente em meio solido constituido de farelo de trigo e CaCOs;,
enquanto que os outros produziram grande quantidade de lipase em meio
liquido. A principal caracteristica deste meio foi a alta concentragdo de
nitrogénio e certa quantidade de fonte de carbono. Para Penicillium cyclopium,
o meio mais adequado era constituido de farelo de arroz e agua de maceragio
de milho. De acordo com os Autores, todas as lipases produzidas podem ser
definidas como Glicerol Ester Hidrolases ( E.C. 3.1.1.3 ), devido a sua agdo
catalitica.

A presenga de ions calcio ativou todas as enzimas enquanto que
todas foram inativadas por ions férrico e ferroso. Sobre a ativagdo da lipase de
Aspergillus niger, verificou-se que esta caracteristica ndo ocorreu no inicio da
reagdo enzimatica sobre 6leo oliva, porém apds o acumulo de determinada
quantidade de 4cido oléico, a ativagdo foi induzida e a reagio acelerada. Este
fendmeno foi observado somente no caso de hidrélise de triacilglicerol
composto de 4cido graxo de cadeia longa. Portanto, a ativagdo parece
depender do estado de emulsificagdo da mistura de reagdo pela formagdo de
sais de calcio com acidos graxos livres. A agdo das lipaseé foi verificada pela
produgdo da mono, di e triglicerideos. Das lipases estudadas, as de Rhizopus
delemar e Aspergillus niger demonstraram melhor especificidade para varios
acidos graxos e grande atividade de sintese em relagdo as outras duas.

Uma lipase de Aspergillus flavus que hidrolisa 6leo de cbco, foi

isolada e purificada por HOOVER et alii 1973, por precipitagdo com sulfato



de amonio e cromatografia em DEAE-Celulose e Sephadex G-200 a enzima foi
purificada 109 vezes. Foi encontrado um pH de 6,2 como pH o6timo de
atividade. Os 4cidos graxos dos triacilgliceréis de cadeia curta foram mais
rapidamente hidrolisados, enquanto que a hidrolise de triestearina ndo foi
detectada sob as condigdes do ensaio. Utilizou-se cromatografia de camada
delgada para analisar os produtos da hidrolise de oleo de coco e foram
encontrados os seguintes acidos graxos: oléico, palmitico, laurico, caprilico,
caproico € caprico.

BENZONANA 1974, descreveu algumas propriedades de uma
lipase extracelular de Rhizopus arrhizus. A lipase quando purificada em coluna
de AMBERLITE IRC 50 foi separada em dois picos chamados lipase I e II. A
adi¢do de 2mM de diisopropilfosfofluoridrato (DFP) para o meio de incubagio
contendo lipase, interrompeu a formagdo de lipase II. O autor concluiu desta
forma que a lipase II é o resultado da degradagéo proteolitica da lipase I e ndo
excretada pelo fungo como lipase II. Os pesos moleculares das duas enzimas
sdo dados como 40000 e 30000 para as lipases I e II, respectivamente.
Titulagdes de agiicares neutros sobre fragdes eluidas da coluna, mostram que a
lipase I € rica em carboidratos, sendo que a lipase II ndo apresenta esta
caracteristica. A lipase mostrou uma especificidade posicional sobre
triglicerideos de cadeia longa similar a lipase pancreatica, rompendo as
ligagdes éster nas posigdes 1,3.

Trés tipos de lipases de Rhizopus delemar foram purificadas e
suas propriedades estudadas por IWAI & TSUJISAKA em 1974 que
objetivaram seus estudos em verificar as diferentes condigdes de atividade
destas lipases produzidas por um mesmo microrganismo. As lipases foram
separadas e purificadas em coluna e classificadas em (A, B e C ) e

caracterizadas quanto ao pH o6timo de atividade, pH de estabilidade,



temperatura de atividade e de estabilidade. Foi observado como melhor pH de
atividade 5,6 para as trés lipases, sendo a lipase A estavel na faixa de 30a
8,0, enquanto que as lipases B e C foram mais estaveis em torno de pHs 4,0 a
7,0. As temperaturas 6timas de atividade foram 30°C para lipase A e 35°C
para as lipases B e C e estas, por sua vez, foram estaveis a temperaturas
abaixo de 45°C; enquanto que a lipase A permaneceu estavel até 60°C. Todas
as lipases apresentaram atividade catalitica similar, e a atividade lipolitica foi
determinada em um sistema de reagdo constituido de dleo de oliva e
submetidos a incubag¢do a 30°C por 60 minutos. Os Autores concluiram que a
lipase A diferiu das outras duas na sua estrutura protéica.

IWALI et alii em 1975, purificaram e caracterizaram duas lipases

obtidas em meio semi-solido, utilizando Penicillium cyclopium, comparando
suas propriedades. As analises foram realizadas por sistemas de reagdo iguais
entretanto usando ou n3o agitag¢do.
As lipases foram purificadas com sulfato de aménio a 70% de saturagdo, € o
precipitado foi dissolvido em 4gua deionizada, da solugdo resultante foi
retirado o sal em coluna de Sephadex G-25, e posteriormente concentrada em
dialise contra polietileno glicol.

O pH de estabilidade foi determinado utilizando tampdo
Mcllavain pH 3,0-8,0 e 1ml da solugdo de enzima contendo 30U/ml. A lipase
A foi estavel entre 6,5 2 9,0 e a lipase B em pH um pouco mais acido em torno
de 4,0-6,5. A estabilidade térmica para ambas as lipases foi a 35°C por 15min.
A atividade sob diferentes condigdes com agitagdo e sem agitagdo, ndo
mostrou diferengas para a lipase A. Entretanto, a lipase B foi mais ativa
quando submetida a agitagao.

O pH otimo de atividade foi determinado pelos dois métodos,

usando a agitagdo de 500 oscilagdes/min por 60min a 30°C e diferentes pHs.



As lipases deram pHs 6timos de 7,0 e 6,0 para A ¢ B respectivamente. Pelo
método sem uso da agitagdo (stand method), por 60min a 30°C os resultados
foram: pH 8,0 para lipase A ¢ 5,5 para lipase B.

Também foram testadas quanto a especificidade sobre varios
6leos vegetais, ¢ ndo houve diferenca significativa para ambas as lipases.

Os autores concluiram que as diferengas nos pHs de estabilidade e
otimo destas lipases sdo pertinentes ao tipo ¢ forma da proteina que as
compodem.

OKUMURA et alii 1976, estudaram as especificidades
posicionais de quatro espécies de lipases microbianas: Aspergillus niger,
Rhizopus delemar, Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium. Pela agdo
destas enzimas sobre o substrato trioleina foi concluido que lipases de 4. niger
e R. delemar ndo hidrolisam a ligagdo éster na posigdo 2 do triacilglicerol.
Quando dioleina foi utilizada como substrato, estas duas lipases hidrolisaram
1,3-dioleina de G. candidum em preferéncia a 1,2 (2,3) dioleina. As lipases
P.cyclopium hidrolisaram todas as ligagdes ésteres independentemente de sua
posi¢do no triacilglicerol.

TSUJISAKA et alii 1977, estudaram a reagdo inversa catalisada
pelas lipases. A reagdo de esterificagdo foi estudada utilizando-se quatro
lipases microbianas obtidas de Aspergillus niger NRRL-337, Rhizopus
delemar ATCC-34612, Geotrichum candidum ATCC-34614 e Penicillium
cyclopium ATCC 34613. Estas enzimas foram purificadas até a
homogeneidade e estudadas quanto as suas propriedades. O sistema de reagdo
para a sintese de glicerideos foi constituido de 4 ml de glicerol, 1 ml de agua,
0.1 ml de enzima e 0,1 ml de 4cido oléico. As quantidades de ghicerideos

sintetizadas pelas lipases de G. candidum e P. cyclopium foram inferiores em



cerca 10% em relagdo as quantidades sintetizadas pelas lipases de 4. niger e
R. delemar (60%).

AKTAR et alii 1980, puderam observar a influéncia de diferentes
triacilglicerdis na indugdo da lipase de Mucor hiemalis onde o meio de
crescimento do fungo continha peptona, minerais, glicose, dleo de oliva,
gordura de coco e o6leo de mostarda como fonte de carbono. Entre os
triacilglicerdis testados, o componente do 6leo de oliva foi o melhor indutor de
lipase. Também foi observado que o melhor PH para atividade da lipase foi em
torno 7,0, ¢ que a mesma que foi induzida pelo 6leo de oliva ndo apresentou
atividade sobre o mesmo triglicerideo, e este ndo a inibiu. A maior atividade da
lipase foi encontrada sobre oleo de coco e sua especificidade ndo foi
correlacionada quando este dleo foi emulsificado.

OKUMURA et alii 1981, estudaram a agdo reversa da lipase na
hidrolise de triglicerideos. Foram utilizadas as lipases purificadas de
Aspergillus niger NRRL-337, Penicillium cyclopium ATCC-34613, Rhizopus
delemar ATCC34612, Geotrichum candidum ATCC- 34614. A lipase de R.
delemar demonstrou agdo mais forte de esterificagdo durante a hidrolise e no
entanto a lipase ndo hidrolisa ligagdo éster na posi¢do 2 do triglicerideo.
Segundo os autores esta ¢ a causa pela qual o grau de hidrélise desta lipase é o
menor dentre as quatro lipases. A lipase de A. niger, embora também nio
hidrolise a ligagdo éster na posi¢do 2 do triglicerideo, a hidrélise gradualmente
se processa acima de 70%. Isto se deve provavelmente porque a lipase de 4.
niger ndo ¢ tdo ativa na reagdo de esterificagdo. A lipase de G. candidum
hidrolisa ligagdes éster em todas as posi¢des do glicerol. Esta lipase
apresentou a mais fraca agdo de esterificagdo durante a hidrolise da trioleina
dentre as quatro lipases estudadas. Este dado pode explicar o porque da lipase

de G. candidum hidrolisar trioleina acima de 90% mais que as lipases



estudadas. A lipase de P.cyclopium. tem ag¢do de esterificacdo e hidrolise
semelhante a de R. delemar.

TANAKA et alii em 1981, utilizaram lipase de Rhizopus delemar
para descrever a reagdo de interesterificagdo enzimatica de 6leo de oliva em
meio n-Hexano. A enzima foi dissolvida em glicerol e foram testadas varias
substincias para agir como dispersores, porque a solugdo de lipase em n-
Hexano ndo estava dispersa mas presente na forma de gotas . O grau de
dispersdo da lipase em n-Hexano parece afetar a taxa de interesterificagdo da
enzima . Dentre os dipersores estudados a areia celite e carbonato de calcio
mostraram-se mais eficientes.

TAHOUN et alii em 1982(a), estudaram a influéncia do meio de
cultivo com diferentes fontes de carbono na indugio de lipase por Geotrichum
candidum. O microorganismo foi incubado a 30°C em meio de cultivo liquido
composto de tripcase e minerais como base e contendo como fontes
alternativas de carbono, glicose, oleo de oliva, acido oléico ou Tween 80. A
produ¢do maxima de atividade lipolitica se deu quando o pH inicial do meio de
cultivo foi de 5.5. Verificou-se que G. candidum produz significante
quantidade de lipase extracelular na presenga de glicose. A atividade de lipase,
porém, € maior quando 6leo de oliva ¢ adicionado ao meio de cultivo. Tween
80 e 4cido oléico inibiram fortemente a produgdo de lipase extracelular,
havendo no entanto aumento na atividade lipolitica da lipase micelial de G.
candidum.

Utilizando lipases de Candida rugosa, Aspergilllus niger e
Rhizopus arrhizus, LINFIELD et alii em 1984, estudaram a cinética de
hidrolise em banha, oleo de cdco e dleo de oliva e a esterificagdo do acido
oléico em glicerol. A melhor hidrélise ocorreu em 6leo de oliva, e os resultados

de hidrolise com Aspergillus niger foram semelhantes aos obtidos com
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Candida rugosa. Ambas as lipases ndo apresentaram especificidade e foram
capazes de hidrolisar todos os substratos em 72 horas. A temperatura de
hidrélise em oleo de coco e oliva foram de 23°C e 27°C, e em banha foi de
43°C. A termoestabilidade da lipase de Aspergillus niger foi observada com
sua inativagdo a 52°C. A lipase de Rhizopus arrhizus foi especifica e
hidrolisou triacilglicerdis mais lentamente que as duas lipases supracitadas. Os
resultados de esterificagio foram os mesmos para Candida rugosa e
Aspergillus niger. Utilizando cromatografia em camada delgada para analisar
os produtos da hidrolise apés 6 semanas apresentou o seguinte resultado:
monoglicerideos 1,4%, diglicerideos 19,8%, triglicerideos 43,6% e acidos
graxos 35,3%.

POSORSKE em 1984, relatou as aplicagdes da lipase na
industria de 6leos e gorduras tendo verificado que as enzimas em geral tém
vantagens no processo industrial, como por exemplo a especificidade que
permite o controle dos produtos produzidos ¢ também a possibilidade de
controlar a sintese de produtos secundarios nio desejados, condigdes brandas
de reagdo e redugdo do desperdicio. A modificagdo enzimatica de lipideos tem
sido usada na industria na area de desenvolvimento de sabor e aroma em
queijos, assim como lipolisados de gordura de leite para adicionar em
alimentos processados. Estudos recentes tém demonstrado que as lipases
possuem grande potencial de aplicagdo na industria. Uma grande area de
atuagdo das lipases € na sintese de ésteres. Apesar da reagdo de esterificacdo
poder ser realizada quimicamente, a reagdo enzimatica tem muitas vantagens,
podendo ser realizada a baixas temperaturas. A lipase de Rhizopus arrhizus foi
usada para esterificar acidos graxos de cadeia longa e conseguiu-se 80% de
esterificagdo em meio ndo aquoso. Outra 4rea de aplicagio ¢ a

interesterificagdo onde o objetivo é a troca de um acido graxo da molécula do
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triglicerideo por outro acido graxo presente no meio de reagdo. Como
exemplo, a reagdo de interesterificagdo de trioleina com acido palmitico.

A lipase usada foi de Candida cylindracea e Mucor miehei. O
sucesso dos trabalhos mostra um grande caminho a ser mvestigado.

Os componentes do “flavor” encontrados no queijo tipo
Camembert sdo as metilcetonas, acidos graxos, alcoois, ésteres derivados de
lipides, aminoacidos formados a partir da atividade enzimatica do fungo
Penicillium camemberti. Em 1985 OKUMURA E KINSELLA, estudaram a
formagdo de metilcetonas por Penicillium camemberti, sendo estas os
principais componentes encontrados em maior quantidade no queijo e
responsaveis pelo sabor, e entre elas estdo 2-pentanona, 2-heptanona, 2-
nonanona e 2-undecanona os homélogos presentes em maior quantidade.

Ao adicionar a lipase em um sistema de reagdo composto de leite
homogeneizado diluido com tampdo fosfato a pH 6,8 e micélio de Penicillium
camemberti, os autores observaram que a produgdo de carbonila foi
significativamente maior e isto pode ter refletido em uma maior concentragio
de acido graxo.

Em 1986, TAHOUN et alii estudaram a especificidade e a
sintese de glicerideos pela lipase de Rhizopus delemar,cultivado em meio
liquido. A enzima intracelular foi isolada e purificada, e, a atividade medida
por titulagdo dos acidos graxos liberados da emulsdo de éleo de oliva e uma
unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera
lumol de 4acido graxo por minuto nas condigdes do ensaio. O ensaio de sintese
de glicerideos foi realizado em uma mistura constituido de: 4,0ml de glicerol,
1,0ml de tampéo Mcllavain 0,3M a pH 6,1, e sob agitagdo de 300 oscilagdes a
30°C por 16 horas. Na purificagdo foram obtidas enzimas A,B,C designadas

assim, conforme a sequéncia em que foram eluidas e a sequéncia da atividade

12



especifica determinada sendo 720, 480 e 320 U/mg de proteina
respectivamente para A, B e C lipases.

A eficiéncia das vérias lipases para catalisar a sintese de
glicerideos a partir de diferentes acidos graxos foi estudada para definir que
acido graxo seria melhor substrato para cada lipase em determinadas
condigdes. A lipase “C” foi mais efetiva na sintese de glicerideos, comparada
as outras duas. Todas as lipases catalisaram preferencialmente a sintese de
glicerideos a partir de acidos graxos de cadeia curta. A especificidade
posicional indicou a incapacidade das enzimas para sintese de 1,2(2,3)-dioleina
e trioleina no estagio inicial(8 horas), por outro lado apés algum periodo, 1,3-
dioleina foi o principal produto observado na placa de cromatografia.

Entretanto 1,2(2,3)-dioleina foi detectada apos 16 horas em menor
concentragao que 1,3-dioleina, indicando que 1,2(2,3)-dioleina foi formada
pela isomerizagdo espontanea de 1,3-dioleina. Estes dados sustentam a idéia de
incapacidade da lipase intracelular para reagir na posigdo 2 do glicerol, assim
como no caso da lipase extracelular de Rhizopus delemar.

Em 1986, SUZUKI et alii estudaram uma lipase de Rhizopus
Japonicus, com respeito a sensibilidade desta a metais. A lipase foi purificada
por cromatografia sobre hidroxiapatita, octyl-Sepharose e Sephacryl S-200. Foi
encontrado um peso molecular em torno de 30000 por SDS-PAGE ¢ uma
atividade especifica de 68,900 U/mg proteina. A enzima catalisou a hidrolise
de tricaprina e tricaprilina mais rapidamente do que outros triglicerideos. Foi
encontrado um pH 6timo ao redor de 5.0 e foi possivel observar que a adigdo
de albumina na mistura aumentava enormemente a atividade numa faixa de pH
que variou entre 3,0 e 8,0. Os autores também observaram que a composi¢io
de 4cidos graxos liberados a partir do oleo de linhaga foi semelhante aqueles

liberados pela lipase pancreatica.
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A adigdo de sais biliares (colato e desoxicolato de sodio), tanto
como ions metalicos ndo afetaram a atividade da enzima.

TAHOUN et alii em 1987, isolaram uma lipase intracelular de
Aspergillus niger. A enzima foi purificada por cromatografia de filtragdo em
gel sobre coluna de Sephadex- G 150. A atividade lipolitica sobre
triglicerideos ( C10, C18 ) foi determinada em pH 6.0 a 30°C por 30 minutos.
Dos resultados obtidos na hidrélise de triglicerideos de gordura de leite, mono
e diglicerideos tiveram porcetagens de 9,5% e 13,8% respectivamente apos 15
minutos; enquanto a maxima produgdo de acidos graxos livres foi detectada
apos 30 minutos . Quantidades iguais de 1,2 (2,3) diglicerideos foram quatro
vezes maior que 1,3 diglicerideos. A razio para a produgdo de 1,3
diglicerideos apés 5 minutos, pode ser explicada segundo os autores pela
isomerizagdo espontanea de 1,2(2,3) para 1,3 diglicerideos. Neste trabalho os
autores concluiram que o micélio de A. niger contém uma lipase intracelular de
especificidade similar & enzima extracelular de alguns fungos. A enzima
produziu quantidade de glicerideos apos curto intervalo de tempo de hidrélise e
maxima quantidade de acidos graxos livres apos longo intervalo de tempo, 30
minutos.

NAKASHIMA et alii 1988, estudaram as condi¢des de cultivo
para a produgdo de lipase intracelular de Rhizopus chinensis em suspensdo de
celulas e células imobilizadas em particulas cubicas de espuma de poliuretano
(Biomass Support Particles, BSP ). A lipase de Rhizopus chinensis é especifica
para a posigdo 1,3 do triacilglicerol e o microrganismo foi cultivado em meio
liquido como suspensdo de células e como células imobilizadas em espuma de
poliuretano. As células livres e imobilizadas foram secas em acetona e
utilizadas para interesterificagdo da mistura de oleo de oliva e metilestearato

dissolvido em hexano. A reagdo de hidrolise foi feita num sistema contendo
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oleo de oliva. A presenga de glicose em grande concentragdo no meio de
cultura reduziu a produgdo de lipase. Os compostos relacionados aos
substratos foram utilizados como indutores no meio de cultura, dentre estes
Oleo de oliva e acido oleico aumentaram grandemente a produgdo de lipase. As
c€lulas imobilizadas em BSP foram firmemente ligadas a matriz da membrana .
A atividade de interesterificagdo da célula imobilizada foi aumentada de 4 a7
vezes em relagdo as células livres, no entanto a hidrolise realizada no
intracelular no foi tdo intensa nas células imobilizadas.

PARK, PASTORE e ALMEIDA 1988, reportaram a hidrolise
de o6leo de soja, 6leo de mitho e 6leo de oliva por diferentes tipos de lipases,
isoladamente e através de um sistema de lipases combinadas. Os resultados
demonstraram que as lipases de Rhizopus delemar(D), Penicillium sp(G),
Rhizopus niveus(N) hidrolisou 44, 42 e7,2%, respectivamente. Porém um
sistema de lipases combinadas G+N e G+D hidrolisaram 6leo em até 98%
apos 10 horas de reagio.

A lipase de Rhizopus microporus foi produzida e imobilizada por
adsor¢do em DEAE-celulose e suas caracteristicas estudadas por
DAVRANOV et alii 1988. A lipase foi imobilizada em coluna de DEAE-
Celulose a temperatura de 18°C sendo verificado que o tempo de contato entre
a lipase e o adsorvente foi um fator importante para o sucesso da adsorg¢do. A
lipase fortemente ligada foi cataliticamente ativa e podia decompor tributirina e
oleo de algoddo. O pH 6timo da enzima imobiizada e da enzima nativa foi o
mesmo, entretanto a enzima imobilizada tinha menor atividade que a enzima
nativa, cerca de 40% da sua atividade. A faixa de temperatura 6tima para a
enzima imobilizada foi 45-87°C, porém a enzima nativa foi inativada nesta
faixa de temperatura. Os autores consideraram que a imobilizagdo levou a

estabilizagdo da enzima.
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LANGRAND et alii 1990, investigaram a influéncia do tamanho
da cadeia de alcoois e acidos ¢ da origem dos mesmos na sintese de ésteres,
utilizando prepragdes comerciais de lipases de Mucor miehei, Aspergillus sp.,
Candida rugosa e Rhizopus arrhizus.

Foram testados os acidos acético, butirico, propidnico, valérico,
caproico, e, os alcoois metanol, etanol, butanol, isopentanol, hexanol,
citronelol e geraniol. As modificagdes produzidas na sintese de éster variaram
conforme as preparagdes de lipase e com a natureza dos acidos e o alcool. A
lipase de Aspergillus sp. foi altamente seletiva para acidos e alcoois de cadeia
curta. A lipase de Candida rugosa foi mais seletiva tanto para os acidos
butirico e propidnico quanto para o butanol, hexanol e pentanol. As lipases de
Mucor miehei ¢ Rhizopus arrhizus foram mais seletivas para acidos de cadeia
longa e ndo foram grandemente influenciadas quanto a natureza do alcool.

Os Autores concluiram que estas reagdes quando catalisadas por
enzimas, sio adequadas para sintese de ésteres, entretanto cada sintese tem sua
especificidade adequada a cada tipo de lipase e condi¢gdes experimentais.

ESPINOSA et alii 1990, realizaram experimentos sobre algumas
condigdes nutricionais do meio de cultivo para produzir alto rendimento de
lipase por Rhizopus delemar. Usando dextrina como fonte de carbono ao nivel
de 1%, extrato de levedura como melhor fonte de nitrogénio ¢ uma fonte
lipidica ndo maior que 2%, Tween 80 na faixa de 0,02 - 2,0%. Comparando
diferentes fontes de carbono, os autores observaram que a dextrina produziu
1,6 vezes maior rendimento que a glicose.

Também utilizaram diferentes 6leos como fonte de carbono e,
encontraram que o 6leo de girassol forma maior quantidade de enzima. Tween

80 pareceu ter duplo efeito, um como indutor devido a sua natureza quimica
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semelhante a alguns substratos da enzima €, outro como surfactante. Sua
presenca estimulou a liberagdo da enzima aumentando a atividade lipolitica.

Concluiram com isto que a fonte de carbono e nitrogénio exercem
importante efeito sobre a produgdo da enzima produzida por Rhizopus
delemar.

PETROVIC et alii 1990, testaram o efeito da adi¢do de varios
tipos de fonte de carbono no meio de crescimento na produgdo de lipase
extracelular de Penicillium roqueforti S-86. A maior quantidade de enzima foi
secretada no sexto dia de incubagdo a 27°C. A maior atividade foj obtida no
meio com glicose e com frutose. Na presengca de gordura de manteiga os
valores de atividade foram cem vezes menores do que com glicose, e ndo foi
detectada nenhuma atividade quando 6leo de oliva foi usado como fonte de
carbono. A temperatura 6tima de atividade foi de 30°C e pH 6timo 8,0. Os sais
de potassio e sodio indicaram efeitos positivos na concentragdo de 1 mmol/l.
~ Dos cations bivalentes testados ocorreu ativagdo com ions Mn™" na
concentragdo de 10 mmol/l e Ca™ 1 mmol/l, porém Mg™* diminuiu a atividade
enzimatica. O efeito mais negativo sobre a atividade foi encontrado na
presenga de sais de Fe™

Em 1990 foi obtida uma grande produgdo de monoacilglicerol
através da hidrélise enzimatica de banha de boi, em trabalho realizado, por
McNEILL et alii . Foram testadas as lipases comerciais de Rhizopus
Japonicus, Mucor miehei SP-398, Chromobacterium viscosum, Pseudomonas
fluorescescens e Candida cylindracea. A relagdo entre produgdo de
monoacilglicerol e temperatura demonstrou que temperaturas superiores a
45°C aproximadamente 30% de monoacilglicerol foi obtido. A temperatura de
46°C ou mais baixa cerca de 70% de monoacilglicerol foi produzido. Apés 3

horas a 46°C ou em temperatura mais baixa a mistura de reacdo tornou-se
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solida e a agitagdo ficou impossivel. A composi¢do da mistura de glicerideos a
42 °C durante a hidrélise da banha demonstrou que inicialmente havia um
decréscimo linear na concentragio do triacilglicerol € um aumento linear na
concentragdo de 1,3-diglicerideo, 1,2-diglicerideo e monoglicerideo. Apds 2 a
3 horas a concentragdo de 1,3 e 1,2-diglicerideo comegou a diminuir, enquanto
que a concentra¢do de monoglicerideo foi de 71,3%. Quando o teor de agua do
sistema de reagdo foi acima de 8,5% a produg¢do de monoglicerideo foi
reduzida. De todas as enzimas testadas, a maior concentragio de
monoglicerideo foi obtida com a lipase de Chromobacterium viscosum e
Pseudomonas fluorescecens. A lipase de Mucor michei foi parcialmente
efetiva, enquanto Candida cylindracea foi inativa.

IAGI et alii 1990, utilizando lipases de diferentes
microrganismos, investigaram uma troca do grupo acila de fosfolipides. Sendo
estes emulsificantes naturais com aplicagdes na Industria de Alimentos,
Cosméticos, Farmacéutica e outras. Suas propriedades dependem da
composi¢do em 4cidos graxos e componente polar. A conversdo enzimatica ¢é
vantajosa com respeito a estereoquimica e espectficidade posicional e as
condigdes do meio de reagio.

As lipases utilizadas foram de Rhizopus delemar, Mucor
Javanicus, Candida cylindracea e Rhizopus sp. A lipase de Rhizopus delemar
catalisou a troca acila na reagdo entre varios fosfolipides a acidos graxos.
Quando incubada com 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) ¢
acido oléico com Rhizopus delemar o rendimento de diacilfosfatidil colina(PC)
foi de 25% e a composigdo acido graxo da PC convertida foi um conteudo de
acido oléico de 25% e um conteudo de acido palmitico de 75%. Esta reagido
demonstrou especificidade na posicdo um do glicerol. As trés lipases

industriais de Rhizopus sp., Mucor javanicus ¢ Candida cylindracea tiveram
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atividade na mudanga do grupo acila da fosfatidilcolina, entre estas a de
Rhizopus sp. foi a que teve melhor resultado.

Entretanto os autores sugeriram maiores investigagGes para
elucidar melhor os mecanismos destas enzimas.

RIVERA-MUNHOZ et alii 1991, estudaram o crescimento de
varios fungos em meio solido, que produzissem alta atividade de lipase, pouca
protease e fossem capazes de produzir aroma em produtos de laticineos.

O meio solido foi composto de farelo de trigo, KH,PO,, K;HPO,
e MgSO,.7H,0 e solugdes “tragos™ de elementos descrito por (CELERIM e
FERGUS, 1971). Os fungos Penicillium camemberti, Mucor michei e
Penicillium candidum produziram as melhores atividades lipoliticas e pouca
atividade de protease, demonstrando que a atividade proteolitica perturba a
estabilidade da lipase.

YAMAGUCHI & MASE em 1991, purificaram e caracterizaram
uma mono e diacilglicerol lipase isolada do fungo Penicillium camemberti. A
enzima foi separada em duas forma ativas A e B, com pesos moleculares de
37000 e 39000 respectivamente, e composi¢do aminoacidica e sequéncia N-
terminal idénticas. A enzima B, principal componente, foi especifica para
monoacilglicerol de cadeia longa , ¢ os triacilglicerdis mostraram-se inertes
como substratos para a enzima. Esta enzima atacou a posigdo o melhor do que
B no monoacilglicerol, mas ndo mostrou estereoespecificidade sobre mono e
diacilglicerol.

Tanto Fe’* quanto Hg?* inibiram fortemente a atividade da enzima
B, ndo sendo afetada significativamente pela adi¢do de outros ions metalicos
como K, Na, Ba®*, Ca®*, Cu*, Ni**, Mn**, Mg** e Zn®*, e também outros

compostos como EDTA, p-cloromerciriobenzoato, N-etilmalemida,
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iodoacético e phenilmetilsulfonilfluoreto.Os autores encontraram também que
outras lipases fiingicas foram inativadas por ions metalicos.

TAIPA et alii 1992, descreveram como sendo de grande
importancia as condigdes de produgdo de lipases microbianas, tendo o meio
ambiente, temperatura de cultivo, pH, composi¢do de nitrogénio, fonte de
carbono, fonte de lipides, concentragio de sais inorganicos e presenga de
oxigénio. Os Autores concluiram que a produgdo de lipase € estimulada por
lipides como por exemplo a manteiga, o 6leo de oliva e acidos graxos.

CHEN et alii 1992, realizaram a imobilizagdo das lipases de
Candida cilindrdcea e Rhizopus arrhizus, utilizando um pré-polimero que se
polimeriza com foto sensibilizador. A enzima imobilizada foi usada para
hidrolisar gordura de leite para liberar acidos graxos de cadeia curta. A
hidrolise ocorreu a 37°C por 15 horas.

A liberagdo de acidos graxos de cadeia curta foi
significativamente maior com a enzima imobilizada quando comparada a
enzima livre. Foi observado também que a lipase de C.cilindrdcea obteve
maior rendimento que a lipase de R.arrhizus.dando uma porcentagem molar
aumentada de 5,9 vezes e 4,5 vezes repectivamente.

HAAS et alii 1992, purificaram e caracterizaram uma lipase
extracelular de Rhizopus delemar. A enzima purificada tinha um mondmero de
peso molecular de 30000 e aproximadamente um monossacarideo por
molécula, a sequéncia de 28 residuos N-terminal € um ponto isoelétrico 8,6. O
pH de atividade da enzima pura ocorreu entre 8,0 e 8,5, ¢ a enzima demonstrou
80% de atividade maxima entre 7,3 € 9,1, e com relagdo a termoestabilidade o

maximo de atividade ocorreu a 30°C, tendo 80% de atividade entre 25 e 38°C.

Acima de 45°C a atividade foi préxima de zero. A enzima foi instavel acima de
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30°C, e aproximadamente 50% da atividade permaneceu durante 15min. a
42°C. A inativagdo foi completa a 50°C por Smin.

Os Autores observaram que cations bivalentes melhoraram a
atividade da enzima , entre eles o calcio, bario e magnésio. A lipase ndo foi
inativada por agentes redutores como fluoreto de sodio e
fenilmetilsulfonilfluoreto, sendo inativada por acido p-cloromercuriobenzéico
irreversivelmente.

MOJOVIC et alii 1993, fazendo uso de uma lipase de Rhizopus
delemar, realizaram experimentos usando interesterificagdo de triacilgliceréis
do ¢6leo de dendé com acido estedrico em n-hexano. Sob condigdes 6timas a
troca do grupamento acila ocorreu principalmente entre o grupo palmitoil para
o meio de fragdo do oleo de dendé e o grupo estearoil para a mistura de
reagdo, dando um produto do qual a composi¢do da acila na gordura foi
semelhante aquela da manteiga de cacau.

Os autores observaram tanbém que a adi¢do de lecitina de soja
aumentava a conversdo do substrato, e isto foi atribuido a formagao do sistema
micelar reverso ao redor da celite imobilizada e a enzima hidratada. As micelas
reversas protegem a enzima para o solvente ndo polar e aumentam a
solubilidade e difusdo do substrato ¢ do produto. Os Autores concluiram
também que o sistema celite-imobilizado pode ser utilizado para a modificagio
de 6leos e gorduras, especialmente na indiistria de alimentos,

LI et alii 1994, utilizaram lipase de Mucor miehei (IM-60) em um
sistema com solvente organico, para sintetizar monoglicerideo a partir do 1,2-
isopropilideno glicerol e acido graxo polinsaturado n-3.0 sistema de reagdo
teve a transesterificagdo catalisada pela lipase e foi obtido um rendimento de

83% de monoglicerideos. Estes continham 76,2% de n-3 (eicosapentanoico)

21



43,3% e (docosahexandico) 32,7%. Os solventes que apresentaram os

melhores resultados foram isoctano e hexano.

KOHNO et alii 1994, realizaram estudos sobre as caracteristicas
de dois tipos de lipase de Rhizopus niveus. A lipase de Rhizopus niveus tem
especificidade pela posigio 1.3 do glicerol e ¢ usada na produgdo de
substitutos da manteiga de cacau. Foram encontradas duas lipases( lipase I e
lipase II. A lipase I com duas cadeias polipeptidicas , sendo uma pequena com
molécula de agucar denominada de cadeia A e uma longo peptideo de peso
molecular de 34000 chamamdo cadeia B. A lipase II tem um peso molecular de

30000, consistindo em uma tinica cadeia polipeptidica.

Os Autores sugeriram que a lipase 1 demonstrou ser convertida em
lipase II pela proteolise limitada por uma protease especifica em pequena
quantidade a qual esta no sobrenadante do meio de cultivo. Esta sugestdo foi
baseada na formagdo dos pepetideos que tinham a sequéncia N-terminal e C-
terminal dos aminoacidos como a lipase II, bem como o peso molecular
observado.

WATANABE et alii 1995, mostraram uma eficiéncia de
imobilizagdo de 85% para lipases de Rhizopus niveus e Rhizopus sp. A enzima
for imobilizada utilizando-se polietileno em po. O material foi pré-lavado com
etanol e dissolvido em tampio fosfato de sodio pH 7.0. A enzima imobilizada
foi adicionada a oleo de Perilla para hidrélise com objetivo de produzir acido
a-linolénico, pertencente a familia dos n-3. O produto final da hidrélise foi
determinado por HPLC sendo préviamente extraido com éter de petroleo.Os
autores concluiram que esta forma de imobilizagdo produz uma efetiva
hidrélise de 6leo de Perilla.

22



XIA et alii 1996, estudaram a atividade e a estabilidade da lipase
alcalina de Penicillium cyclopium variedade album (PG-37), em solugdes
surfactantes e solugdes detergentes. Os Autores constataram que a atividade da
lipase pode ser inibida quando se forma um complexo entre a superficie da
lipase e a parte hidrofébica do surfactante, sendo que o efeito inibidor foi
dependente da concentragdo do surfactante.

Os Autores concluiram que a atividade da lipase pode ser
melhorada pelo uso de detergentes sintéticos e que ions célcio em solugdes de

sais neutros como NaCl e Na,SO, estimulam a atividade da lipase.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL
3.1.1 Reagentes e Materiais Especificos

Reagentes quimicos: 4cidos, bases, sais minerais, solventes, (MERCK,
CARLO ERBA, RIEDEL ou equivalente).

Reagentes especificos: p-Nitrofenol (MERCK), p-Nitrofenil-Laurato
(SIGMA), Albumina de soro bovina (BIOBRAS).

Acidos graxos: acido laurico, acido caprilico, acido oléico (RIEDEL e
SIGMA).

Glicerideos:1(3)- monoleina, 1.2(1.3) dioleina, trioleina, triacetina
(SIGMA), gordurade  c6co (BRASIL), gordura de leite de cabra, oleo de

oliva comercial.

Outros Reagentes: Triton X 100 (Isoctilfenilpolietileno), glicerina
(REAGEN), phenilmethysulfonil fluoreto (SIGMA).

Meio de cultura: PDA (Potato Dextrose Agar).

Meio de fermentacdo semi-sélido: farelo de trigo comercial ¢ agua

destilada.
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Resina: DEAE-SEPHADEX A-50 (Diethylaminoethyl Sephadex,
Trocador Anidnico) (SIGMA).

Placas de vidro 24x24 cm, Silica Gel G-60 (MERCK).

3.1.2. EQUIPAMENTOS.

-Estufas de cultura, mod. 002 CB, FANEN.

-Estufas bacteriologicas, FANEN.

-Autoclave vertical, PHOENIX.

-Banho termostatico, GILSON.

- Banhos térmicos de temperatura controlada, FANEN.

-Potenciometro , DIGIMED TE-902.

-Espectrofotometro, BECKMAN DU-70.

-Coletor de fragdes mod. Fractomette™ Alpha 200, BUCHLER.

-Centrifuga refrigerada mod. J2-21, BECKMAN.

-Agitador de tubos mod. AT-56, PHOENIX.
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-Balanga semi-analitica OHAUS® Precision plus, TECNAL .

-Balanga analitica mod. H-10, METTLER.
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3.2. METODOS.

3.2.1. PRODUCAOQ DA ENZIMA.

3.2.1.1. Preparo do Inéculo.

Para produgdo da enzima foi utilizada cultura de Rhizopus sp
(linhagem pré-selecionada no Laboratério de Bioquimica de Alimentos),
cultivada em meio de PDA. Foi preparada uma suspensdo de esporos,
adicionando-se 10 ml de agua destilada estéril em cada tubo contendo a
cultura selecionada, a superficie do tubo foi raspada com al¢a de niquel -
cromo para retirada dos esporos. Esta suspensdo foi colocada em Erlenmeyer

do qual foi retirado 1 ml e inoculado em cada Erlenmeyer de 500ml.

3.2.1.2. Fermentac¢io Semi-sélida.

Foi preparado meio de fermentagdo semi-sélida constituido de
farelo de trigo e agua na propor¢io de 60 e 40 (p/v) e colocados em

Erlenmeyer de 500ml. Este meio foi esterilizado em autoclave por 15 min. A
120°C. O meio foi adicionado de 1 ml do inéculo descrito no item acima e

incubados a 30°C por 120 horas em estufa termostatizada para a produgdo das
enzima.

3.2.1.3. Extracdo da Enzima.

Apos o periodo de incubagio os frascos Erlenmeyer foram

retirados da estufa, adicionados 100 ml de agua destilada, e em seguida,
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deixados em repouso por cerca de 30 min. Depois desse tempo o meio foi
homogeneizado com bastdo de vidro e o conteudo foi filtrado em 13 de vidro

para obtengdo do extrato aquoso contendo a enzima bruta.

3.2.2. FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO.

Ao extrato aquoso obtido foi adicionado sulfato de aménio até
70% de saturagdo. Esta adi¢do foi realizada em banho de gelo para
manutengdo da atividade da enzima. A mistura permaneceu sob refrigeragio
por 24 horas. Apos este periodo a mistura foi centrifugada a 7000 rpm / 4°C
por 15 min. O precipitado contendo a enzima bruta foi dialisado contra agua
detonizada em membrana de acetato de celulose a temperatura de 10°C por 48

horas. Posteriormente a enzima bruta foi liofilizada e mantida em freezer.
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3.2.3. Determinagio da Atividade Lipolitica da Enzima Bruta.

3.2.3.1. Determinagio da Atividade Enzimatica nos Substratos Oleo de

Oliva, Gordura de Cdco, Gordura do Leite de Cabra e Oleo de Mamona.

A atividade de hidrolise foi determinada em um sistema de reagdo
composto de 1 grama dos diferentes substratos, 4 ml de tampdo fosfato de
sodio pH 6.0 na concentragdo 0.05M, 1 ml do extrato bruto enzimatico na
concentragdo de 10mg/ml e 10 pérolas de vidro de 0,3mm de didmetro cada
mantidos em Erlenmeyer. A mistura foi incubada em banho termostatizado a
40°C por 60 min. com 130 oscilagdes por min . A reagdo foi paralisada pela
adi¢do de 15 ml de Etanol/Acetona (1:1, v/v) e a atividade foi medida por
titulagdo dos acidos graxos livres com uma solugdo de KOH 0,05N e indicador
fenolftaleina. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1umol de acido graxo por minuto nas condi¢des do ensaio.

O célculo da atividade enzimatica nos substratos 6leo de oliva e
0leo de mamona foi realizado utilizando-se uma curva padrio de acido oléico x
ml de KOH 0,05N. O mesmo calculo foi realizado para os substratos gordura
de coco e gordura do leite de cabra, sendo utilizada uma curva padrio de acido

laurico e outra de acido caprilico para os respectivos substratos.

3.2.3.2. Determinagiio da Atividade Enzimaitica em Substrato p-Nitrofenil-
Laurato (PNPL).
3.2.3.2.1. Preparacio do Substrato PNPL.

O substrato foi preparado dissolvendo-se 161 mg de p-nitrofenil-

laurato em 190 ml de tampdo acetato pH 5,6 na concentragio de 0,05 M
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comtendo 2,1% de Triton X-100 para o volume de tampdo. A mistura foi

homogeneizada a 70°C até a total solubilidade do PNPL.

3.2.3.2.2. Preparo do Sistema de Reacdo com Substrato PNPL.

O sistema de reagdo foi realizado com 0,95 ml da mistura
mencionada no item anterior, e pré-incubados a 37°C por 5 min, apos este
periodo foi adicionado 50ul da enzima na concentragdo de 2mg/ml e o sistema
permaneceu sob a temperatura de 37°C por 15 min. Apos este tempo a reagao
foi paralisada pela adigdo de 2 ml de acetona. O branco foi adicionado da
enzima sémente apos a paralizagdo da reagio.

A cor amarela produzida pela liberagdo do p-nitrofenol foi
quantificada pela medida da absorbancia da mistura de rea¢do a 410 nm.

Uma unidade de atividade da lipase foi definida como a
quantidade de enzima que libera p-nitrofenol expresso em umol de
paranitrofenol por minuto, por ml de enzima. O calculo da atividade enzimatica
foi realizado utilizando-se uma curva padrio de p-nitrofenol umoles x

absorbancia a 410 nm.

3.2.3.3. Determinac¢io do Namero de Saponificacio.

Para a determinagcdo do numero de saponificacio de cada
substrato, foram misturados em baldes de fundo chato de 250ml, 1 grama de
gordura de c6co, gordura do leite de cabra e de 6leo de oliva alternadamente,
25ml de KOH alcodlico IN e 4ml de tampdo acetato pH 5,6 na concentragio
de 0,05M.

A mistura da reagéo foi aquecida a temperatura de ebuligdo por 40

minutos € apds este periodo a solugdo de KOH remanescente foi titulada
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contra uma solugdo de HCI 1N, utilizando-se fenolftaleina como indicador. Foi
preparado um branco para cada mistura, isento de substrato. O numero de
saponificagdo (Ns) ¢ dado como: a quantidade de alcali necessario para
saponificar uma quantidade de amostra conhecida, o valor é expresso como
numero de miligramas de KOH requerido para saponificar um grama de
amostra.

Ns = (B-A) x N. HCI x 56,1 / P

B = ml de HCI usados na titulagdo do branco

A =ml de HCI usados na titulagdo da amostra

N HCI = normalidade do HCI

P = peso da amostra em gramas

3.2.4. Caracterizagio Bioquimica da Lipase Bruta ne Substrato
Oleo de Oliva.

3.2.4.1. Efeito do pH na atividade da enzima.

O efeito do pH na atividade enzimatica foi realizado utilizando-se
um sistema de reagdo composto de 1 grama de oleo de oliva, 4ml dos
diferentes tampdes na concentragdo de 0,IM e, 1ml do extrato bruto
enzimatico na concentragdo de 10mg/ml, 10 pérolas de vidro de 0,3mm de
didmetro colocados em frascos Erlenmeyer.

Foram preparadas as seguintes solu¢des tampdo: Tampdo acetato
pH 3.6,4.0, 4.5, 5.0 e 5.6. Tampao fosfato pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 e 8.0, tampdo
tris-HC1 pH 8.0, 8.5 ¢ 9.0.

A mustura foi incubada em banho termostatizado a 40C por 60

min. Com 130 oscilagdes por min. A reagio foi paralisada pela adi¢do de 15ml
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de etanol/acetona (1:1, v/v ), e a atividade foi medida por titulagdo dos acidos
graxos livres com uma solugdo de KOH na concentragdo de 0,05N e indicador

fenolftaleina. A atividade foi medida conforme descrito no item 3.2.3.1

3.2.4.2. Efeito do pH na estabilidade da enzima.,

O efeito do pH na estabilidade da enzima foi realizado tratando-se
uma solugdo de lipase na concentragdo de 10mg/ml com 2ml dos diferentes
tampdes na concentragdo de 0,1M.

Foram utilizadas as seguintes solug¢des tampdo: Tampdo acetato
pH 3,6- 4,0- 4,5- 5.,0- 5.6. Tampio fosfato pH 6,0- 6,5- 7.0- 7,5- 8,0. Tampao
Tris-HCI pH 8,0- 8,5- 9.0. A mistura foi deixada por 24 horas a temperatura de
25°C. Apo6s este periodo, foi retirado 1ml da mistura e colocado em um
sistema de reagdo composto 1 grama de dleo de oliva, 4ml de agua destilada,
10 pérolas de vidro com 0,3 ml de didmetro.

O sistema de reagdo foi incubado por 60 min. a 40°C em banho
termostatizado com 130 oscilagdes por minuto. A reagdo foi paralisada pela
adi¢do de 15ml de etanol/acetona (1:1; v/v ). A atividade foi medida coforme o
item 3.2.3.1.

3.2.4.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima.
O efeito da temperatura na atividade da enzima foi realizado
utilizando-se um sistema de reag¢do constituido de 4ml de tampao fosfato pH

6,0 na concentragio de 0,05M, 1 grama de oleo de oliva, Iml do extrato

enzimatico bruto na concentragdo 10mg/ml, 10 pérolas de vidro com 0,3mm de
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didmetro. A mistura foi incubada nas temperaturas de 25°C, 25°C, 30°C,
35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C e 70°C por 60 minutos em banho
termostatizado, e a reagdo foi paralisada pela adigao de 15ml de etanol/acetona

(1:1, v/v). A atividade foi medida de acorde com oitem 3.2.3.1.

3.2.4.4. Efeito da temperatura na estabilidade da enzima.

O efeito da temperatura na estabilidade da enzima foi realizado
utilizando-se 2ml de uma solugdo de enzima na concentra¢do 10mg/ml diluida
em tampdo fosfato de sodio pH 6,0 a 0,05M, colocada em tubos de ensaio e
pré-incubada nas temperaturas de 25°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C,
55°C, 60°C e 70°C por 60 minutos. ApoOs este periodo foi retirado 1ml da
solugdo enzimatica e adicionada a frascos Erlenmeyer contendo um sistema de
reagao composto de 4ml tampao fosfato, 1 grama de 6leo de oliva, 10 pérolas
de vidro com 0,3mm de diametro e incubados a 40°C em banho termostatizado
por 60 minutos. A reagéo foi paralisada pela adigdo de 15ml de Etanol/Acetona

( 1:1, v/v). A atividade foi medida de acordo com o item 3.2.3.1.

3.2.4.5. Efeito da Interferéncia de fons na Atividade da Enzima.

Foram preparados sistemas de reagdo constituidos de 4ml de
tampao fostato de sodio pH 6,0 na concentragdo de 0,05 M., 1 grama de oleo
de oliva, 10 mg do extrato enzimatico bruto e 10 pérolas de vidro 0,3mm de
didmetro e foram adicionados de ImM e 10mM de CaCl, e MgSO,, colocados
em frascos Erlenmeyer de 125 ml. A mistura de reagdo foi incubada a 40°C por
60 minutos. Apos este periodo, areagdo foi paralisada pela adi¢do de 15ml
etanol / acetona na concentragdo 1/1 (V/v).

A atividade foi medida conforme o descrito no item 3.2.3.1.
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3.2.5. Purificacdo da enzima.

Foram dissolvidos 3,5g de enzima bruta liofilizada em 45 ml de
tampao fosfato pH6.0 na concentragdo de 0,05M, com atividade hidrolitica de
lipase sobre os substratos 6leo de oliva e p- nitrofenil-laurato. Esta solugdo foi
filtrada em Celite previamente tratada com HCIl para retirada de esporos
remanescentes e lavada com agua destilada até pH 5,5. O filtrado foi

purificado utilizando-se cromatografia em coluna com DEAE-SEPHADEX A-
50.

3.2.5.1. Cromatografia em coluna de DEAE-SEPHADEX A-50.

A solugdo de enzima preparada como anteriormente descrito, foi
purificado através de cromatografia de troca iénica em coluna de DEAE-
SEPHADEX A-50.

A resina foi previamente tratada com solugdo de NaOH 1N e HCI
IN, sendo que em cada etapa a resina foi lavada com agua destilada para
remogdo dos reagentes ¢ no final acondicionada com solugdo tampdo fosfato
de sodio 0,01M pH6.0 até sua estabilizagdo. A resina foi entdo colocada em
coluna de vidro de 2,5cm x53cm. A solugdo de enzima foi aplicada no topo da
coluna com um volume total 58ml. As proteinas presentes foram eluidas pela
adig¢do de um gradiente de NaCl continuo nas concentragdes de 0,1 a 0,7 M.

As fragdes eluidas e coletadas em coletor automatico BUCHLER
Fractomette™ Alpha 200 e monitoradas por espectrofotometria a 280nm (UV)
foram submetidas a determinagdo de atividade conforme o descrito nos
itens3.2.3.1e¢3.2.3.2.
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As fragdes coletadas foram concentradas em membrana de 10 000

Daltons sob refrigeracio.

3.2.5.2. Dosagem de proteina pelo método de Lowry.

Para determinar a concentragio de proteina nas solugdes
enzimaticas bruta e parcialmente purificada foi utilizado o método de Lowry et

alii (1951), tendo como padrio Albumina de Soro Bovino.

3.2.6. Caracterizacio Bioquimica da lipase bruta e parcialmente

purificada em substrato sintético p-nitrofenil-laurato (PNPL).
3.2.6.1. Efeito do pH na atividade da enzima.

Foram preparados tampées de acordo com o descrito no item
3.24.1, e a atividade foi medida seguindo 0 mesmo descrito no item 3232.

Foram submetidas a este teste de atividade as fragdes I e Il e a enzima bruta.

3.2.6.2. Efeito do pH na estabilidade da enzima.

Para este estudo foram tomados 1,0 ml das fragcoes I ¢ II e da
enzima bruta aos quais foram adicionados 2,0 ml dos diferentes tampdes

preparados conforme o item 3.2.4.1.
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Permaneceram por 24 horas a temperatura de 25°C, em seguida

foram submetidas ao teste de atividade e mensuradas conforme o descrito no
item 3.2.3.2.

3.2.6.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima.

Para verificar o efeito da temperatura na atividade enzimatica das
Fragdes I e II e lipase bruta, foram utilizadas as temperaturas de 25°C, 25°C,
30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C e 70°C, e a atividade foi medida

de acordo com o item 3.2.3.2.

3.2.6.4. Efeito da temperatura na estabilidade da enzima.

O efeito da temperatura na estabilidade da enzima foi verificado
colocando o sistema de reagdo descrito em 3.2.3.5. adiconados da enzima
foram tampados e incubados as diferentes temperaturas descritas em 3.2.4.3,
por um periodo de 60 minutos. Apos este tempo atividade lipolitica foi

determinada como o descrito no item 3.2.3.2.

3.2.6.5. Efeito da concentracao de substrato sintético PNPL na

atividade enzimatica.

Para verificar a interferéncia das diferentes concentragdes de
substrato na atividade enzimatica, foram preparadas concentragdes de PNPL
de 0,05, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 10 mM dissolvidos em tampdo acetato pH5.6
0,05M. Em cada tubo contendo 0,95ml do substrato das diferentes
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concentragoes foram colocados 100ul das fragdes I e II e o sistema seguiu
conforme o descrito no item3.2.3 4.

Para este estudo a Constante de Michaellis-Menten (Km) e a
velocidade maxima (Vmax) foram determinadas segundo o sistema grafico de
LINEWEAVER & BURK em 1934.

3.2.7. Determinacio da porcentagem de hidrélise utlizando-se os

substratos 6leo de oliva e gordura de c6co em relacdo ao tempo de reacio.

Para verificar o potencial de hidrélise da lipase de Rhizopus sp.na
modifica¢do de dleos e gorduras foram estudados sistemas de reacdo contendo
0s substratos dleo de oliva e gordura de c6co. Os substratos na quantidade de
1g foram misturados a 4ml de tampdo fosfato pH6,na concentragdo de 0,05M.
A enzima bruta foi adicionada na concentragdo de 10 mg/ml e a mistura foi
incubada a 40°C por periodos variaveis de zero hora, 24, 48, 96, 120, 168,
192, 216, 240 horas e as amostras foram coletadas nos intervalos de tempo.
Adicionou-se ao sistema de reagdo apos estes periodos 15ml etanol/acetona
I:1 (v/v), e os &acidos graxos liberados foram titulados contra KOH 0,05N e
utilizando-se como indicador fenolftaleina.

A porcentagem de hidrélise foi calculada tendo como base a
concentragdo de acidos graxos livres e o numero de saponificagdo da cada

substrato, como descrito no item 3.2.3 3.
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3.2.8. Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos Produtos de
Hidroélise da Lipase Bruta e Parcialmente Purificada (Fragio [ e F racio

II), de Rhizopus sp.

A Cromatografia em Camada Delgada foi realizada preparando-se
uma mistura de 45 gramas de Silica Gel G-60 com 90 ml de acido bérico
0,3M. A mistura foi aplicada em placas de vidro 20x20cm de dimensdo, com
2mm de espessura, com aplicador DESAGA* e colocada para ativagdo em
estufa a 100°C por 40 minutos.

Foi utilizado um sistema solvente constituido de éter etilico, éter
de petroleo e acido formico 210:90:0,4 (v/v), respectivamente.

O cromatograma desenvolveu-se em aproximadamente 40 minutos
a temperatura de 25°C.A revelagdo foi feita através da exposi¢do da placa em
camara de iodo sublimado a qual foi incubada a temperatura de 110°C por 60
minutos.

Foram utilizados como padrdes trioleina, 1,3-dioleina, 1-
monoleina ( SIGMA ) na concentragdo de 1% em solugdo etanol/acetona 1:1
(V/v).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Produgio da lipase em meio semi-sélido

Para a produgdo de lipase pela linhagem de Rhizopus sp., foi
utilizado o processo de fermentagdo semi-solida, utilizando-se como meio de
cultivo um subproduto da industria de panificagdo (farelo de trigo) e agua,
sendo este um processo de baixo custo para produgdo de enzima fungica, e de
grande rendimento sendo obtido 1 grama de extrato enzimatico bruto para cada
72 gramas de farelo nas condigdes descritas nos itens 3.2.1.1 ¢ 3.2.12. O
extrato bruto foi facilmente obtido pela maceragdo do meio de fermentagdo
com agua deionizada e filtragdo simples. Ao volume aquoso obtido foi
adicionado de sulfato de amonio a 70% de saturagdo, para precipitagdo das
proteinas presentes.

FUKUMOTO et alii (1963), selecionaram uma linhagem de
Aspergillus niger que produziu 21 gramas de enzima bruta para cada 53
gramas de farelo de trigo em um periodo de incubagdo de 72 horas a 30°C.
Estes autores utilizaram CaCO; no meio de fermentagio.

Um outro meio foi testado por ESPINOSA et alii (1990),
melhorando os efeitos nutricionais pela adigdo de 1% de dextrina como fonte
de carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio para produgdo de
lipase de Rhizopus delemar com uma produgdo de 16,5 gramas de extrato

enzimatico bruto por ml de meio, em um periodo de 96 horas a 29°C.
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4.1.1 Purificacido da enzima em coluna de DEAE-Sephadex

A purificagdo da enzima foi realizada de acordo com o item
3.25.1.

O fluxograma da produgdo e purificagdo da lipase esta descrito na
figura 1.

A lipase de Rhizopus sp foi obtida por fermentagdo semi-solida,
fracionada com sulfato de aménio e posterior centrifugag¢do. A purificagdo por
cromatografia em DEAE Sephadex A-50 esta sumarizada na figura 2.

A enzima foi purificada 2,06 vezes apds fracionamento com
sulfato de aménio. Na cromatografia em Coluna de DEAE Sephadex A-50
foram encontradas duas fragdes com atividade lipolitica denominadas fragdo I
e fragdo II pelo gradiente de NaCl em que foram eluidas.

A fragdo I foi eluida com 0,2 M e a fragdo II com 0,3 M de NaCl.
Sendo a fragdo I purificada 5,14 vezes, enquanto que a fragdo II foi purificada
1.9 vezes. A atividade especifica (unidades/ mg proteina), foram 257 e 95
unidades para fragdo I e II respectivamente.

IWAL et alii (1974), purificaram trés tipos de lipase de Rhizopus
delemar e observaram suas caracteristicas quanto ao pH e temperatura. As
lipases A e C tratadas com sulfato de aménio e filtradas em celite
posteriormente aplicadas em coluna de SEPHADEX G-25 eluidas com
gradiente linear de NaCl. O mesmo tratamento foi realizado com a lipase B,
exceto a coluna que nesta usou-se SEPHADEX G-200. Foram obtidas 2333,
4000 e 11666 unidades de atividade especifica para as lipases A, B e C
respectivamente, com uma porcentagem de recuperagdo para a lipase A de 2%,
lipase B 4,3% e a lipase C 12%.

HOOVER et alii 1973, purificaram a lipase de Aspergillus Sflavus

por precipitagdo com sulfato de aménio e cromatografia, utilizando DEAE-
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Celulose ¢ Sephadex G-200.A enzima foi purificada 109 vezes e teve 17,5

unidades de atividade especifica.
ISHIHARA et alii 1975, purificaram a lipase de Mucor javanicus,

utilizando uma coluna de Sephadex G-200 e outra G-75. A enzima foi

recuperada em 2,4% e teve uma atividade especifica de 1322 unidades.
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FERMENTACAO EM MEIO SEMI-SOLIDO
3
EXTRAGCAO DA LIPASE EM MEIO AQUOSO
g
OBTENGAO DO FILTRADO
g
FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO
g
CENTRIFUGACAO
3
OBTENGAO DO PRECIPITADO

3

DIALISE CONTRA AGUA DESTILADA
8

PREPARAGCAO ENZIMATICA BRUTA
4

FRACIONAMENTO EM COLUNA DE DEAE-SEPHADEX A-50

3

LIPASE PARCIALMENTE PURIFICADA
3

CONCENTRAGCAO DAS FRACOES

Figura 1 - Fluxograma da producdo e purificagio parcial da lipase de
Rhizopus sp.
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Figura 2 - Cromatografia da lipase de Rhizopus sp em coluna DEAE-
Sephadex A-50.
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Tabela 1- Purificacdo parcial da lipase de Rhizopus sp. linhagem 14.

Etapa Vol. Unidades  Atividade Proteina Atividade Purificagio ~ Recuperacio
(ml) (umoles p- total (mg/ml) especifica (%) (%)
nitrofenol/ (Unidades) (Unidade/mg
min/ml) proteina)
Sobrenadante
do meio de 5170 1157 5981690 23,13 50 1 100
cultura
Fracionamento
com sulfato de 48 2825 135600 27,42 103 2,06 2,26
amonio
Cromatografia

em coluna de
DEAE- 50 41,13 2056,5 0,16 257 5,14 0,034
Sephadex A-50
Fracao I
Cromatografia
em coluna de
DEAE- 50 53,13 2656,5 0,56 95 1,9 0,044
Sephadex A-50
Fracio II
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4.2 Determinacio da atividade lipolitica em éleo de oliva, gordura

de coco, gordura de leite de cabra.

A Figura 3 demonstra claramente uma maior a atividade da lipase
sobre o substrato gordura de cco, comparado ao 6leo de oliva e gordura de
leite de cabra. A atividade relativa indicou um percentual em torno de 95% de
hidrolise para gordura de coco em 1 hora de reagio.

O sistema de hidrdlise e a quantificagio do percentual foi
determinado de acordo com os itens 3.2.3.1. E descrito na literatura que
lipases de diferentes origens podem hidrolisar substratos de diferentes numero
de carbono e grau de saturagdo dos respectivos acidos graxos, o que esclarece
a estereoespecificidade das lipases.

HOOVER et alii (1973), isolaram uma linhagem de Aspergillus
flavus que hidrolisou os triglicerideos contendo acidos graxos de cadeia curta
do que os triglicerideos compostos por acidos graxos de cadeia longa. Estes
autores observaram que o Km para trilaurina (C: 12) e trimiristina foram
9,09x10 1,42x107 M, respectivamente.

AKHTAR et alii (1980), estudaram uma lipase produzida por
Mucor hiemalis e observaram que a produgdo de lipase foi aumentada quando
o meio foi adicionado de oleo de oliva. A lipase produzida foi mais efetiva
contra 6leo de c6co do que contra 6leo de mostarda ou 6leo de oliva. O fato do

substrato estar ou ndo emulsificado, ndo interferiu na especificidade.
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Figura 3 - Acao hidrolitica da lipase de Rhizopus sp sobre diferentes

substratos

4.3 Caracterizagdo bioquimica da lipase bruta em substrato éleo de

oliva.

4.3.1 Efeito do pH na atividade da enzima.

O efeito do pH na atividade da enzima foi estudado de acordo
com o item 3.2.4.1 e demonstrado na Figura 4 que a enzima teve melhor
atividade em pH na faixa de 6,0-6,5 em tampao fosfato de sodio a 0,05M.

ISHIHARA et alii (1975), encontraram pH 7,5 como sendo o

melhor para a atividade da lipase de Mucor javanicus.
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IWAI & TSUJISAKA (1974), ao estudarem as propriedades de
trés lipases de Rhizopus delemar e encontraram como pHs 6timos de atividade

5,6 para a lipase A 5,5 para as lipases B ¢ C.

AKTHAR (1980), encontrou o pH 7,0 como sendo o 6timo de

atividade para lipase de Mucor hiemalis.
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Figura 4 - Efeito do pH na atividade da lipase de Rhizopus sp em

substrato o6leo de oliva.

4.3.2 Efeito do pH na estabilidade da enzima.

O efeito do pH na estabilidade da enzima foi estudado conforme
descrito em 3.2.4.2, e foi encontrado a faixa de pH entre 6,0-7,0 a lipase foi

mais estavel, mantendo 95% de atividade. Este resultado pode ser facilmente

verificado na Figura 5.
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IWAI & TSUJISAKA (1974), purificaram e caracterizaram trés
lipases de Rhizopus delemar. Foi verificado que a lipase A foi mais estavel em
pH entre 3,0-8,0 enquanto que as lipases B e C foram estaveis em torno de 4,0
a70.

SUGIHARA et alii (1988), purificaram e caracterizaram a lipase
de Aspergillus niger e encontraram o pH de estabilidade na faixa de 3,0a10,5
a 30°C.

ISHIHARA et alii (1975), verificaram que a lipase de Mucor
Javanicus permaneceu estavel na faixa de pH entre 4,5 a 8,0, entretanto
mostrou-se instdvel a pH abaixo de 4,0 apos 4 horas de mcubagdo a
temperatura ambiente.

Comparando os resultados obtidos com a lipase de Rhizopus sp,

observamos que a faixa de pH de estabilidade ¢ muito estreita, frente as lipases

Jja relatadas.
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Figura 5 - Efeito do pH na estabilidade da lipase de Rhizopus sp. em

substrato 6leo de oliva.

4.3.3- Efeito da temperatura na atividade da enzima
O efeito da temperatura na atividade da enzima foi realizado de
acordo com item 3.2.4.3. Pode ser observado na Figura 6, que a melhor
atividade ocorreu aos 40°C ¢ a 55°C tendo uma rapida diminuigdo aos 70°C.
Apoés incubagdo a 55°C, ocorreu uma rapida diminuigdo da atividade
enzimatica.
SUGIHARA et alii (1988), relataram a temperatura Otima de

atividade 30°C para a lipase de Aspergillus niger.
Ao estudar dois tipos de lipase de Rhizopus niveus KOHNO et

alii (1994), encontraram temperatura 6tima de atividade para lipase I de 35°C
e para lipase II 40°C, sendo que a lipase apresentou de 80% a 100% de
atividade entre 28°C e 38°C enquanto que a lipase II apresentou esta atividade

entre 23°C - 43°C.
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HAAS et ali1 (1992), encontraram uma atividade de 80% entre
25°C e 38°C para a lipase de Rhizopus delemar , ocorrendo o maximo de
atividade aos 30°C. Nio houve atividade em temperaturas acima de 45°C nos

dois primeiros minutos de incubagéo.
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Figura 6 - Efeito da temperatura na atividade da lipase de Rhizopus sp.

em substrato 6leo de oliva.

4.3.4 Efeito da temperatura na estabilidade da enzima.

A estabilidade térmica da enzima foi estudada de acordo com o
mencionado em 3.2.4.4 , sendo possivel visualizar que a temperatura de
estabilidade foi na faixa de 25°C a 40°C onde a enzima manteve 100% e 90%
de atividade respectivamente apds o tratamento térmico. A Figura 7 demonstra

os dados obtidos.
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HAAS et alii (1992), realizaram estudos com uma lipase
extracelular de Rhizopus delemar e constataram instabilidade da enzima
acima de 30°C, e que aproximadamente 50% de atividade foi perdida durante
aquecimento por 15 min. a 42°C. Acima de 50°C a enzima fo1 completamente

inativada.

As lipases de Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geotrichum
candidum e Penicillium cyclopium apresentaram estabilidade térmica a 50°C,
65°C, 45-50°C e 40°C respectivamente por 15min, em pH 5,6 em estudos
realizados por TSUJISAKA et alii (1972).

IWAI et alii (1975), encontraram como sendo 30°C a
termoestabilidade de duas enzimas de Penicillium cyclopium a pH 6,0 por 15

minutos.
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Figura 7 - Efeito da temperatura na estabilidade da lipase de Rhizopus sp.

em substrato 6leo de oliva.
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4.3.5 Estudo da interferéncia de ions na atividade da enzima.

Este estudo foi realizado conforme o descrito no item 3.2.4 5. Os
resultados podem ser observados na Figura 8, onde se constata claramente que
o ion Ca++ melhora significativamente a atividade da enzima na concentragdo
de 10mM.

Ao purificar e caracterizar uma mono e diacilglicerol lipase de
Penicillium camembertii, YAMAGUSHI & MASE (1991), testaram os efeitos
de diferentes compostos na atividade lipolitica e observaram que a atividade
enzimatica foi fortemente inibida em 87% e 92% pelos respectivos ions Fe+++
e Hg++.

Outros ions foram testados como K+, Na+, Bat+, Cat++, Cu+t+,
Ni++, Mn++, Mg++ e Zn++ nio afetaram significativamente a enzima.

HAAS et alii (1992), constataram que fons divalentes como
calcio, bario e magnésio melhoram a atividade na concentragdo de 10mM, ¢ a
ativagdo méxima foi dada pelo calcio a 10mM. E também observaram que a
lipase ndo foi inativada por agentes redutores como fluoreto de sddio ou
fenilmetilsulfonilfluoreto, entretanto foi inativada irreversivelmente por acido
p-cloromercuriobenzoico.

SUZUKI et alii (1986), usaram lipase de Rhizopus japonicus
NR-400 e observaram que a atividade nio foi afetada pela adi¢do de ImM de

ions metalicos ou sais biliares.
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Figura 8.-.Efeito da interferéncia de ions calcio e magnésio na atividade

da lipase de Rhizopus sp. sobre 6leo de oliva.

4.4 Caracterizacdo bioquimica da lipase bruta e parcialmente

purificada utilizando-se como substrato PNPL.
4.4.1 Efeito do pH na atividade da enzima

As fragOes obtidas na cromatografia em coluna de DEAE-
Sephadex A-50, bem como a lipase bruta foram analisadas quanto ao efeito
do pH 6timo na atividade utilizando-se substrato sintético PNPL, e foi
determinado como descrito no item 3.2.6.1. Os resultados obtidos podem ser
vistos na Figura 9, confirmamdo que a lipase bruta e a fragdo II tiveram
melhor percentual de atividade em pH proximo de 6,5, enquanto que a fragdo

I teve seu pH otimo proximo de 7,5. Portanto os perfis de atividade sdo

semelhantes entre as Fragdes I e II.
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ISOBE et alii (1988), caracterizaram uma lipase de Penicillium
cyclopium em PNPL e concluiram que a atividade maxima da enzima foi em

tampao fosfato de potassio pH 6,0.

As lipases de Aspergillus niger foram caracterizadas por
FUKUMOTO et alii (1963) e por SUGIHARA et alii (1988), ambos os autores
observaram pH o6timo de 5,6 e pH na faixa de 4,5-5,5 respectivamente.

HOOVER et alii (1973, descreveu como pH 6timo de atividade
6,2 para lipase de Aspergillus flavus .
KIM & CHUNG 1989, estudando hidrolise de 6leo de dendé por

lipase de Rhizopus arrhizus encontrou um pH 7,0 como o maximo de

atividade em diferentes tampdes com pHs de 3,0-9,0 a 30°C.
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Figura 9 - Efeito do pH na atividade da lipase bruta e parcialmente

purificada de Rhizopus sp.
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4.4.2 Efeito do pH na estabilidade da enzima

Este estudo foi realizado de acordo com descrito no item 3262,
¢ seus resultados podem ser visualizados na Figura 10. A enzima bruta foi
mais estavel na faixa 4,6 - 7,5, enquanto que a Fragdo I apresentou
estabilidade a pH 3,6 - 5,6 e a Fragdo II foi mais estavel a pH6,0-75.

FUKUMOTO et alii (1963), estudaram lipases de Aspergillus
niger e obtiveram pHs de estabilidade ao redor de 2,2-6,8 por 24 horas a
30°C.

IWAI et ali1 (1988), estudaram duas lipases de Penicillium
cyclopium e encontraram pHs de estabilidade para a lipase B 4,0-6.5 e para
lipase A entre 6,5-9,0, em um sistema de reaggo a 30°C por 17 horas.

IWAI & TSUJISAKA (1974), purificaram e estudaram as
caracteristicas de trés lipases de Rhizopus delemar a 30°C por 15 horas
mostrando que a lipase A foi mais estavel na faixa pH de 3,0-8,0 e as lipases B
e C foram mais estaveis a pH 4,0-7,0 observaram ainda que ndo houve

diferengas entre a estabilidade da lipase B crua e purificada.
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Figura 10 - Efeito do pH na estabilidade da lipase bruta e parcialmente

purificada de Rhizopus sp, em substrato PNPL

4.4.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima

A temperatura 6tima foi determinada conforme o descrito no item
3.2.6.3., sendo os resultados, como mostra a Figura 11, onde a enzima bruta
mostrou-se mais ativa a temperaturas de 40°C-50°C enquanto a fragdo I teve
um percentual de atividade muito melhor a 40°C e a fragdo II foi mais ativa a
38°C.

A lipase de Penicillium cyclopium mostrou-se mais ativa a
temperatura de 40°C, em substrato sintético PNPL no estudo de ISOBE et alii
1988.

A temperatura Otima para as lipases A, B e C de Rhizopus

delemar foi a 30°C para a lipase A e 35°C para as lipases B ¢ C, entretanto

56



para a lipase B bruta foi de 40°C em estudos realizados por IWAI &

TSUJISAKA 1974.
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Figura 11 - Efeito da temperatura na atividade da lipase bruta e

parcialmente purificada de Rhizopus sp em substrato PNPL.

ISHIHARA et alii 1975, encontraram que a lipase de Mucor
Javanicus teve atividade méaxima a 37°C e a atividade foi rapidamente perdida

acima de 40°C
4.4.4. Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

A termoestabilidade da lipase de Rhizopus sp foi determinada de
acordo com o sistema de reagdo descrito no item 3.2.6.4. A Figura 12
demonstra os resultados obtidos. Como pode ser verificado a enzima bruta foi
mais estavel na faixa 40 - 55°C mantendo um percentual de atividade relativa

superior aos 85%. As Fragdes I e II permaneceram estiveis na faixa de
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temperatura entre 20 - 40°C com percentual relativo de atividade em torno de
80 - 85%, para as duas Fragdes respectivamente.

IWAI & TSUJISAKA (1974), colocaram as solugdes de enzimas
a pH 5,6 por 15 min. em diferentes temperaturas e concluiram que as lipases B
e C foram estaveis abaixo de 45°C e que a lipase A foi estavel ao redor de

60°C em estudos realizados com a caracterizagdo das lipases de Rhizopus

delemar

HAAS et alii (1992), estudaram as propriedades de uma lipase
extracelular de Rhizopus delemar e observaram a termoestabilidade na qual a
enzima foi instavel acima de 30°C ¢ 50% de sua atividade foi perdida durante

15min. a 42°C e totalmente inativada acima de 50°C por Sminutos.
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Figura 12 - Efeito da temperatura na estabilidade da lipase bruta e

parcialmente purificada de Rhizopus sp,em substrato PNPL.
4.4.5 Efeito da concentraciio do substrato na atividade da enzima

Este estudo foi determinado de acordo com item 3.2.6.5 e seus
resultados podem ser vistos nas figuras 13 e 14.

A constante de Michaelis-Mentem (Km) e a velocidade
maxima(Vmax) foram determinadas com o sistema grafico de LINEWEAVER
& BURK (1934),onde foram obtidos os valores de Km de 5,5X107 e 7,6x107
mmoles de paranitrofenol/min/mg de proteina para o substrato paranitrofenil-
laurato para a Fragdo I e Fragdo II respectivamente. E os valores de Vmax
foram 1,99 e 1,19 umoles de paranitrofenol/min/mg de proteina utilizando-se o
substrato paranitrofenil-laurato para as Fragdes I e II respectivamente.

HOOVER et alii (1973), ao estudarem as propriedades da lipase
fungica que hidrolisou 6leo de coco, determinaram o Km para o substrato

trilaurina e tributirina encontrando 9,09X10* e 1,43X107 M respectivamente.
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Figura 13 - Efeito da concentraciio do substrato p-nitrofenil-laurato na

atividade da lipase parcialmente purificada (Fragde 1), de Rhizopus sp.
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Figura 14- Efeito da concentraciio do substrato p-pitrofenil-laurate na

atividade da lipase parcialmente purificada (Frago I1), de Rhizopus sp.

4.5, Determinacio da porcentagem de hidrélise em diferentes

substratos em relaciio ao tempo de reacao

A hidrolise de glicerideos pela lipase bruta de Rhizopus sp foi
cealizada de acordo com item 3.2.7 e a agfio hidrolitica pode ser vista nas
Figuras 15 e 16, onde o percentual de hidrolise foi significativamente maior
sobre gordura de cdco. O dleo de mamona, oleo de oliva e gordura do leite de
cabra, apresentaram valores decrescentes nesta ordem. Os percentuais
obtidos foram 45, 40, 35 e 25% respectivamente,

TAHOUN et alii (1987), em estudos de hidrolise sobre

triglicerideos sintéticos ¢ naturais com lipase intracelular de Aspergillus niger
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constataram a hidrolise preferencial sobre tripalmitoilglicerol (61%) e
trioleilglicerol (46%), semelhante a lipase extracelular de alguns fungos.

CHEN & YANG (1992), utihzaram lipases de Candida
cylindracea e Rhizopus arrhizus em um sistema de imobilizagio de enzimas e
foram efetivas para liberar 4cido graxo de cadeia curta da gordura do leite.

LINFIELD et alit (1984), estudaram a hidrélise de sebo, dleo de
¢Oco € oleo de oliva pela lipase de Candida rugosa e viram que a reago néio
foi afetada pela temperatura na faixa de 24°C-46°C; 6leo de oliva foi mais
rapidamente hidrolisado comparado sebo e dleo de coco.

BENZONANA (1974), ao estudar lipase extracelular de Rhizopus
arrhizus constatou sua semelhanca com a lipase pancreatica por ter alguma
espectficidade por acidos graxos de cadeia longa, mas ao contrario da lipase
pancredtica a de Rhizopus arrhizus atua sobre micelas de triacilglicerdis com
acidos graxos de cadeia curta ¢ ¢ imibida por sais biliares em altas
concentracdes.

JENSEN (1983-a), em estudos realizados sobre lipases, constatou
que trioleilglicerol ¢ um substrato ideal para lipases, e também que substratos
sohidos sdo mais lentamente hidrolisados, entretanto ressaltou a importincia
das condigbes de atividade como pH geralmente em tomo de 7,0-9,0 ¢
temperaturas na faixa de -20°C-60°C.

HOOVER et alu (1973), obtiveram hidrélise em gordura de cbco
com lipase de Aspergillus niger onde acidos graxos de cadeia curta foram

mats rapidamente hidrolisados quando comparados a triestearina.
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Figura 16- Efeito do tempo de reagdo na hidrélise dos substratos gordura

de coco e oleo de oliva pela acdo da lipase de Rhizopus sp.
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A Figura 17, mostra a Cromatografia em Camada Delgada (TLC),
os produtos da hidrdlise sobre o substrato 6leo de oliva, pela lipase bruta e
parcialmente purificada(Fragdol e Fragdo II), com a formagdo de mono e
diglicerideos. Pode-se observar que a forma de atuagdo das duas FragGes ¢
igual, pois sdo obtidos os mesmos produtos de hidrolise.

LINFIELD et alii (1984), estudaram a cinética de hidrdlise em
banha, gordura de cdco e 6leo de oliva utilizando lipases de Candida rugosa,
Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus. Sendo as duas primeiras capazes de
hidrolisar todos os trés substratos.

TOROSSIAN & BELL (1991), obtiveram como produtos de
hidrolise da lipase de Aspergillus niger, acido oleico, 1,2-dioleina, 1-
monoleina e 2-monoleina. A lipase de Aspergillus niger, segundo estes autores

¢ especifica e hidrolisa as ligagdes ésteres dos triglicerideos nas posicdes 1 e
3.
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FIGURA 17- Cromatografia em Camada Delgada dos produtos da
hidrolise no substrato oleo de oliva pela lipase de Rhizopus sp.

TO- Trioleina

AO- Acido oleico
1,3-DO- (1,3) Dioleina
1-MO- (1)-Monoleina
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A figura 18 ilustra os produtos da hidrélise na Cromatografia em
Camada Delgada da lipase bruta e parcialmente purificada(Fragdo I e Fragdo

IT), sobre o substrato gordura de céco.

ALFORD & PIERCE (1961), medindo a atividade da lipase de
algumas linhagens como, Pseudomonas Jragii, Staphilococcus aureus,
Geotrichum  candidum, Candida lipolytica,  Penicillium roqueforti e
Penicillium sp., em emulsdes de o6leo de cdco, d6leo de milho e toucinho
relataram que oleo de c6co foi o primeiro a ser hidrolisado dentre os trés
substratos testados para todas as lipases microbianas de diferentes origens. As
enzimas foram ativas a baixas temperaturas e sua atividade foi determinada
pelo tipo e posigdo do 4cido graxo no triacilglicerol.

TAHOUN et alii (1987), realizaram experimentos com uma lipase
intracelular de Aspergllus niger e observaram que apdés 15 minutos de
hidrolise, cerca de 9,5% de monoglicerideos ¢ 13,8% de diglicerideos foram
obtidos como produtos finais. Tendo uma produgdo maxima de acidos graxos

livres apos 30 minutos de reagdo.

66



FIGURA 18- Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos produtos da
hidrolise de gordura de coco pela lipase de Rhizopus sp.

TO- Trioleina

AO- Acido oleico
1,3-DO- (1,3) Dioleina
1-MO- (1)-Monoleina
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5. CONCLUSOES.

I-A enzima teve uma produtividade de 1 grama de extrato enzimatico bruto

para cada 72 gramas de farelo de trigo em meio semi-solido.

2- A lipase bruta de Rhizopus sp. apresentou condigdes otimas de atividade a
PH 6,0 - 6,5 e temperatura de 40°C. Demonstrou estabilidade a pH na faixa de

6,0 - 7,5 e as temperaturas na faixa de 40°C - 55°C, mostrando ser

termorresistente.

3- A lipase bruta hidrolisou melhor gordura de coco (45%), quando
comparado a dleo de oliva (38%), 6leo de mamona (35%) e gordura do leite de
cabra (30%).

4- A lipase bruta foi parcialmente purificada e suas Fragdes (I e II) tiveram
caracteristicas bioquimicas semelhantes quando analisadas com o substrato
sintético PNPL e na forma de hidrolise os substratos oleo de oliva e gordura de

c0co.

5- Nos estudos para melhorar a atividade da enzima constatou-se que ions
calcio melhoram significativamente a atividade quando comparado a ions

magnésio nas mesmas concentragdes.
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6- Os valores de Km foram 5,5 X 102 para Fragdo I e 7,6 X 107 para Fragdo
II.

7- A enzima teve sua atividade reduzida em 87% quando submetida a

tratamento em temperatura superior a 70°C durante 60 minutos.
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