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RESUMO

Setecentas linhagens de leveduras foram isoladas de amostras de
solo, frutas, 4gua, residuos industriais e testadas quanto a capacidade de
hidrolisar glicerideos através da produgdo de lipase extracelular.

Destas linhagens, cinco foram pré selecionadas como produtoras de
lipase. Foi encontrada uma linhagem identificada como Geotrichum sp
que apresentou alta produgdo de lipase em meio de cultivo composto por
1.5 % de farinha de soja desengordurada, 1% de farinha de trigo, 3% de
extrato de levedura, 0.2 % NH,NO;, quando incubada a 30 °C por 48
horas com agitagdo de 100 rpm.

A lipase de Geotrichum sp hidrolisa preferencialmente ésteres de
acidos graxos de cadeia longa insaturada e nio tem afinidade pelo
substrato p-nitrofenil laurato.

A lipase de Geotrichum sp foi purificada 16.5 vezes através de
fracionamento com sulfato de aménio e Cromatografia em coluna de
DEAE-Sephadex A-50. A enzima purificada foi caracterizada
bioquimicamente verificando-se que possui duas subunidades de peso
molecular estimado em 52000 e 57000, através de eletroforese vertical
em gel SDS- poliacrilamida.

A lipase de Geotrichum sp apresentou atividade 6tima na faixa de
pH 5 a 8 a 45°C. A atividade enzimética foi acrescida em 45% na
presenga de 1 mM MgSO, no sistema de reagdo A enzima nio sofreu

acdo inibitdria na presenga de p-cloromercuribenzoato quando pura.
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A esterificagdo enzimatica de 4cido graxo e glicerol pela lipase de
Geotrichum sp foi examinada e verificou-se que a enzima catalisou a
reagdo de esterificagdo de 4cido oleico em glicerol, com incorporagio de

63% do 4cido oleico apos 2 horas de reagdo a 40°C,
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SUMMARY

The screening of lipase producing yeasts was performed including
700 strains of microorganisms which were isolated from samples of soil,
fruits, and industrial residues.

It was found that five strains produced high activity of extracellular
lipase and one of them produced exceptionally higher lipase activity. This
strain was identified as Geotrichum sp.

The lipase from Geotrichum sp was produced by liquid
fermentation in medium containing 1.5 % deffated soybean flour, 1%
wheat flour, 3% yeast extract, 0.2 % NH;NOs, at 30°C for 2 days.

The lipase from Geotrichum sp hydrolysed preferentialy esters of
fatty acids with high insaturated chain and it did not hydrolysed the
sinthetic substrate p-nitrophenil laurate.

The lipase was purified by fractionation with ammonium sulfate
and DEAE- Sephadex A-50 column cromatography.The purified lipase
was characterized and was found that optimum pH and temperature were
between 5 - 8, and 45°C, respectively.

The enzyme activity increased by the presence of MgSO,; 0.1mM
and was not inhibited in the presence of enzyme 1nhibitors.

Enzymatic esterification using glicerol and fatty acid by lipase from
Geotrichum sp was also examined. It was found that reaction system
esterified 63% triglyceride after 2 hours of reaction time at 40 °C.

The enzyme was shown to be constituted by two subunits. The
molecular weight of the subunits was estimate to be 52000 - 57000

daltons by SDS-poliacrylamide gel.
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1. INTRODUCAO

Lipases ( E.C3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas que
ocorrem nos reinos animal e vegetal. A sua fungdo bioldgica é catalisar a
hidrolise  de triaci_lglicer()is para produzir 4cidos graxos livres,
diacilglicerois, monoacilgliceréis e glicerol. Essa reagfo é reversivel e
portanto essas enzimas catalisam a formagdo de acilgliceréis a partir de
glicerol e acidos graxos.

As lipases sdo hoje objeto de intenso estudo, principalmente pela
possibilidade de serem produzidas em larga escala pelo crescimento de
microrganismos em fermentadores e assim, serem utilizadas pela indiistria.

O potencial de uso industrial das lipases em detergentes,
biotransformagdes e reacdes de inter - e transesterificagdo tem despertado
interesse por essas enzimas. Lipases com especificidade comprovada tém
especial importancia nas reagdes de transfon*nag:éb e interesterificagdo, uma
vez que os produtos formados ndo poderiam ser obtidos por processos
quimicos convencionais.

Na mdustria alimenticia as lipases tém papel no desenvolvimento de
sabores e odores especificos e caracteristicos de alguns alimentos.

Do ponto de vista bioquimico, o mais importante aspecto das
enzimas lipoliticas é o seu caracter tnico nas reagdes que catalisam,
atuando em substratos insoluveis em agua, ocorrendo na interface Gleo/
agua.

O presente trabalho visou o isolamento e selegdo de microrganismo
produtor de lipase € o estudo de caracteristicas bioquimicas da enzima
produzida.

O microrganismo selecionado como melhor produtor de lipase foi

utilizado para produgio de enzima. A preparagdo bruta de lipase



extracelular de Geotrichum sp foi submetida a purificagdo e
posteriormente caracterizada quanto as suas propriedades bioquimicas.
Foram estudadas também as condi¢des para reagdo de esterificagdo de

glicerol e acidos graxos pela enzima produzida.



2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

CUTCHINS et alii, em 1952 (13), estudaram a influéncia da
composi¢do do meio de cultivo na produgdo de lipase pela levedura
Mycotorula lipolytica, verificando que a presenga de 0.05% de glucose
aumentou a produgdo de lipase. Contudo, na presenga de oleo de oliva e
glucose como fonte de energia, ndo houve produgéo de atividade lipolitica.

SIERRA em 1957, (68 ) desenvolveu um método para detecgdo de
atividade lipolitica microbiana. A producdo de lipase foi detectada pela
adi¢do de Tweens ao meio nutriente. Foram utilizados 3 tipos de Tweens
na concentragdo de 1% que diferem entre si no &cido graxo
correspondente, sendo utilizado Tween 40 ( éster de acido palmitico),
Tween 60 ( éster de acido estedrico) e Tween 80 ( éster de acido oleico). O
meio basal foi preparado com peptona 1%, NaCl 0.5% e CaCl,.H,0
0.01%, colocado em placas de Petri e o mi-crorganismo foi inoculado.
Neste método se o microrganismo apresentasse atividade lipolitica um halo
opaco seria facilmente detectado ao redor das colénias. O método descrito
apresentou a vantagem de permitir 6timo contato entre as células em
crescimento € o substrato lipidico, sendo permitido estudos de
especificidade da lipase e visualizagdo direta dos resultados,

JENSEN et alii, em 1960 (28) estudaram as caracteristicas e o
modo de agdo de lipases do leite ¢ compararam com a lipase pancreatica.
Utilizando leite pasteurizado, leite homogeneizado e leite cri misturados
em igual propor¢do incubaram por periodos de até 2 horas a 37 °C. Os
resultados indicaram que lipases de leite sdo especificas para a posigdo
primania dos glicerideos da gordura do leite. A presenga de 82.3% de 2-
monoglicerideos detectados no sistema de reagdo claramente indicam o tipo

de especificidade das lipases presentes no leite de vaca.



Em 1961, ALFORD & PIERCE, (1) compararam as atividades
lipoliticas de lipases microbianas de Pseudomonas fragi, Staphylococcus
aureus, Geotrichum candidum, Candida lipolytica, Penicillium roqueforti
e Penicillium sp , utilizando emulsdes de 6leo de milho, 6leo de cOco, e
toucinho como substrato, em sistemas reacionais com temperatura abaixo
de 0°C. A taxa de lipolise em substratos congelados foi diretamente
relacionada ao grau de insaturagdo dos mesmos. Foi observado que dleo
de cbco foi o mais rapidamente atacado dentre os trés substratos para
todas as lipases com exce¢do da lipase de Geotrichum candidum = A
lipase produzida por este microrganismo foi a mais ativa em 6leo de
milho, e este efeito foi ainda mais evidente a temperaturas mais baixas,
mostrando a preferéncia evidente desta lipase por acidos graxos
insaturados, sendo que o 4cido oleico e linoleico compdem cerca de 99%
dos ésteres de acidos graxos hidrolisados por esta lipase. Os autores
encontraram diferengas basicas entre as lipéses microbianas de diferentes
origens, sendo estas enzimas ativas a baixas temperaturas, e que o tipo de
acido graxo bem como a posi¢do no triglicerideo determina a atividade da
lipase microbiana .

Em 1964, ALFORD & PIERCE ( 2 ) estudaram a atividade de
lipase microbiana em gorduras naturais e triglicerideos sintéticos. Neste
estudo foram isolados 82 microrganismos, dos quais apenas 13
produziram lipase com atividade significante, sendo selecionadas
linhagens de Pseudomonas fragi, Staphylococcus aureus e Geotrichum
candidum dentre outras. A lipase de Pseudomonas fragi apresentou
atividade lipolitica similar ‘a lipase pancreatica, atacando as posi¢des
primarias do triglicerideo. Esta lipase, assim como a pancreatica, ataca
mono e diglicerideo em taxas muito mais baixas do que quando atuam em

triglicerideos. A lipase produzida por S. aureus pode atacar tanto a



posi¢do 2 como a 1 do triglicerideo. Estes resultados foram obtidos
utilizando triglicerideos sintéticos. Com relagdo a lipase de G. candidum
ficou evidenciada a preferéncia para acido graxo insaturado, 4cido oleico,
independente de sua posigdo no triglicerideo.Os demais mICrorganismos
selecionados demonstraram o perfil de atividade similar as lipases de P.
JragieS. aureus.

JENSEN et alii, em 1965, (29) estudaram a especificidade de
lipase produzida por Geotrichum candidum para o éacido cis-
octadecendico, constatando que esta enzima ndo hidrolisa o isdmero trans
do acido oleico. Esta especificidade unica apresentada pela lipase indicou,
segundo os autores, que a enzima pode ter um sitio ativo relativamente
largo ligando o carbono da carbonila e a dupla ligagdo , e que o
comprimento dos tltimos nove carbonos na cadeia de C18 parece ser
importante porque ésteres de C16:1 sdo hidrolisados a taxa muito
inferiores que os oleatos. .

OTA et alii, em 1968, ( 53) comegaram a estudar a indugio de
lipase de Candida paralipolytica por lipideos e substancias derivadas.
Adicionaram varios acidos graxos ao meio de cultivo e verificaram que os
acidos graxos insaturados, especialmente o acido ricinoleico, foram os
mais efetivos na indugdo de lipase. Verificaram ainda que alguns acidos
graxos como 4acido estearico e linoleico foram responsaveis pela
aceleragdo do crescimento celular. Dentre as outras substincias que nio
eram acidos graxos, Tween 20 e Span 20 foram os melhores indutores.

No mesmo ano, OTA et alii (54 ) verificaram o efeito de lipideos no
meio de cultura na produgdo de lipase por Candida cylindracea.
Verificaram que a levedura em estudo produzia pouca atividade de lipase
em meio sem lipideo ,ou ainda, pela adi¢do de somente um tipo de lipideo.

Dentre viarios esterdis testados como possiveis indutores o colesterol, na



concentragdo de 0.1%, mostrou ser o mais efetivo na indugdo de produgio
de lipase. Foram adicionados ainda ésteres de acidos graxos junto ao
colesterol , encontrando com a tripalmitina a melhor produgdo de lipase
pelalevedura C. cylindracea. Ao compararem os resultados obtidos com a
levedura C. paralipolytica no trabalho anterior encontraram as seguinte
diferengas:

1) Quanto ao requerimento de gordura ou esterdides no meio de
cultura: Enquanto a levedura C. cylindracea requer além de um esterdide
um tipo de gordura, a C. paralipolytica necessita de um tipo de gordura
ou um tipo de esterol.

2) Candida cylindracea nio produz lipase na presenca de
desoxicolato de s6dio. N3o hé necessidade de que o indutor possua uma
ligagdo éster.

O mecanismo pelo qual ocorre a indugdo de produgio de enzima lipase
ainda n3o foi elucidado. .

MARKS et alii, em 1968 (41) estudando a especificidade de um
sistema de lipases de Geotrichum candidum verificaram que apesar de ja
relatado na literatura que este microrganismo produz lipase extracelular e
preferencialmente hidrolisa acido cis-octadecenoico, proveniente de uma
variedade de gorduras naturais e sintéticas, a aplicagdo desta lipase para a
determinagio da estrutura de triglicerideo ndo é recomendada pela falta de
informagdo sobre as propriedades e especificidade da enzima. Foram
utilizados neste estudo quatro trighcerideos possiveis de oleato e
palmitato, variando-se o pH de incubagdo do sistema enzimatico. No
sistema de reagdo empregou-s¢ goma arabica 1% como agente
emulsificante, sendo confirmada a hidrélise preferencial de acido oleico
independente da posi¢do no triglicerideo. O pH 6timo de atividade foi

verificado ser de 8.1 a 8.5 e ndo o pH usado em estudos prévios ( pH



6.7), sendo que nas condigbes empregadas a extensdo da digestdo foi
quase dobrada pelo aumento do pH de 6.7 para 8.5. Os autores relatam
que a especificidade da lipase de G. candidum sugere um interessante
exemplo de geometria do sitio ativo.

NAGAOKA et alii, em 1969 (46), estudaram produgido de lipases
por linhagem isolada de Mucor sp. O microrganismo foi cultivado em
meio liquido composto por 4% de amido soltivel, 3% de farelo de soja,
0.1% (NH4),S04 € 0.2% de K,HPO,, pH 6.5. A produgdo de lipase
mostrou ser afetada pela fonte de nitrogénio do meio sendo a combinagio
de (NH4):80; € farelo de soja a mais adequada. A enzima apresentou pH
6timo de 8.0 em dleo de oliva como substrato a 37°C.

LU & LISKA, em 1969 (38), purificaram e estudaram a lipase de
Pseudomonas fragi quanto as suas caracteristicas. Foi observado que a
aeragdo do meio de cultura causou perda da atividade enzimatica. A maior
quantidade de atividade enzimatica foi precipitada com 60% de saturagdo
com sulfato de aménio. O fracionamento foi realizado com acetona a 4°C
¢ a enzima foi altamente purificada por cromatografia em coluna de
DEAE-celulose. A lipase de P. fragi demonstrou ser estavel na forma
precipitada por sulfato de aménio mas esta estabilidade diminuiu com a
purificagdo Esta observagdo exclui a possibilidade de que enzimas
proteoliticas presentes no extrato bruto causassem a instabilidade da lipase
de P. fragi, sendo possivel que algumas substancias presentes na lipase
ndo purificada exercessem efeito protetor na estrutura da enzima.

TSUJISAKA et alii, em 1972 (76 ) compararam as propriedades
das lipases fingicas de Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geotrichum
candidum e Penicillium cyclopium. Com relagdo ao meio de cultura para
produgdo de lipase foi verificado que 4. niger produzia lipase em meio

semi-solido composto de farelo de trigo e CaCOs;. Os outros 3 fungos



produziram grande quantidade de lipase durante o crescimento em meio
liquido. Este meio tinha como caracteristica alta concentragdo de
nitrogénio e certa quantidade de fonte de carbono. Para P. cyclopium o
meio de cultura mais adequado continha farelo de arroz e agua de
maceragdo de rnilhq Segundo os autores todas as lipases produzidas
podem ser classificadas na categoria de glicerol éster hidrolase E.C.
3.1.1.3 por sua agdo catalitica. A ag¢do de sintese das lipases sobre acidos
graxos e glicerol foi verificada produzindo monoglicerideos, diglicerideos
e triglicerideos. As lipases de A. niger e R. delemar demonstraram ter
larga especificidade para varios acidos graxos e grande atividade de
sintese, em relagdo as duas outras lipases. A lipase de P. cyclopium é a
que apresentou a menor taxa de esterificagdo. Todas as lipases foram
ativadas pelo ion Ca ** . Das observagoes feitas sobre a ativagdo da lipase
de A. niger foi verificado que esta caracteristica ndo ocorre no inicio da
reagdo enzimatica sobre o 6leo de oliva, porém somente apds o écﬁmulo
de certa quantidade de acido oleico € que a ativagdo é induzida e a reagdo
¢ acelerada.O fendmeno da ativagdo foi verificado ocorrer somente no
caso de hdrdlise de triglicerideos compostos de 4cidos graxos de cadeia
longa. Portanto, a ativagdo parece depender do aumento do estado de
emulsificagdo da mistura de reagdo pela formagio de sais de calcio com
acidos graxos livres. As lipases dos quatro microrganismos foram inibidas
pelo ion Fe ™ ou Fe .

Em 1973, TSUJISAKA et alii (77) purificaram a lipase de
Geotrichum candidum ( Link) e estudaram algumas de suas propriedades.
A purificagdo foi realizada por fracionamento com sulfato de aménio
seguida de fracionamento em coluna de DEAE-Sephadex, gel filtragdo por
Sephadex G-100 e G-200. A composi¢do quimica da lipase cristalizada

indicou a presenga de 7.5% de manose como componente principal dentre



os agucares. Foi detectado também a presen¢a de lipideo, nio sendo
esclarecido se a fragdo lipidica é necessaria para a atividade enzimatica ou
ndo. A constante de sedimentagdo da enzima foi estimada em 4.0, o ponto
isoelétrico em pH 4.33 e o peso molecular entre 53000 ¢ 55000 A
enzima foi mais ativa em valores de pH entre 5.6 e 7.0 ¢ foi estavel na
faixa de 4.6 a 9.8 durante incubagio por 24 horas a 30 °C. A temperatura
otima foi estimada ser 40 °C, e a estabilidade abaixo de 55 °C a pH 5.6
por 15 minutos.

YAMAGUCHI et alii, em 1973 (83), isolaram mais de 750
microrganismos e identificaram como Chromobacterium viscosum o
methor produtor de lipase. Essa bactéria produz lipase quando cultivada
aerobicamente, a 26 °C por 3 dias em meio composto de : amido soliivel
2%, farinha de soja 2%, 6leo de oliva 1% e sais inorgénicos. A lipase de
Chromobacterium viscosum tem pH otimo de atividade de 7.0 e
temperatura otima de 65°C. A enzima retém 80% de atividade quando
aquecida por 10 minutos a 70°C. A atividade lipolitica foi estimulada por
fons  Ca®", Mg®, Mn*" e inibida por Cu®* , Hg’* e Sn** . A enzima se
mostrou capaz de hidrolisar uma grande variedade de 6leos e gorduras
naturais como 6leo de peixe, manteiga, 6leo de oliva, soja, amendoim e
algodio.

IWAI et alii, em 1973 (24), estudaram a produgéo de lipase por
Geotrichum  candidum Link, que em trabalhos anteriores havia
demonstrado produzir lipase em meio de cultivo sem adicdo de lipideo.
Contudo, estudaram o requerimento de lipideo para produgdo de lipase
pelo microrganismo. Verificou-se que embora o microrganismo crescesse
bem em meio composto de “corn steep liquor * 3%, peptona 5%, glucose
1%, a presenga de farelo de arroz era essencial para a produgéo de lipase.

Verificaram posteriormente que a porgéo lipidica do farelo de arroz era a



responsavel pela indugdo da produgéo de lipase, podendo ser substituida
por 6leo de oliva sem prejuizo dos resultados. Adicionaram entio a0 meio
de cultivo éleo de oliva nas concentragdes de 1 e 0.5%, 4cido oleico 1%,
acido linoleico 1%, acido caprilico 1%, 6leo de algoddo 1%, o6leo de arroz
1%, 6leo de camélia 1% e 6leo de ricino 1%. Os resultados mostraram que
o acido oleico foi o mais efetivo na indugdo de lipase.O requerimento de
Oleo para produgdo de lipase foi verificado tanto em meio de cultura
sélido como em meio liquido.

JENSEN (30) apresentou em 1974 no Simpésio sobre lipases
microbianas, em New Orleans, uma revisio das caracteristicas da lipase
de Geotrichum candidum. Foi relatado que Geotrichum candidum secreta
lipase extracelular que hidrolisa acidos graxos que contenham ligagdes cis
9 e cis, cis 9,12 - 18:2, de origem natural ou sintética. A lipase de G.
candidum ¢ o Unico exemplo conhecido com especificidade definida por
algum 4cido graxo. Essa enzima, que tem sido utilizada na determinagio
da estrutura de glicerideos em conjunto com a subsequente analise
estereoespecifica, separa triglicerideos enantidmeros. A lipase foi
purificada e provavelmente, segundo os autores é uma histidina -serina
proteina. A analise de amino- 4cidos revelou que esta enzima nio possui
cisteina € metionina, e portanto ndo possui pontes S-S. A enzima
apresentou atividade 6tima na faixa de pH 5.6 - 7.0.

OKUMURA et alii, em 1976 (50), 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 A. niger e R. delemar nio hidrolisam a ligagdo éster na posigdo 2 do
triglicerideo. Quando dioleina foi utilizada como substrato, estas duas

lipases hidrolisam 1,3-dioleina em preferéncia a 1,2 (2,3) dioleina. As
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lipases de G. candidum e P. cyclopium hidrolisam todas as ligagdes éster
do triglicerideo independentemente de sua posigo no triglicerideo.
TSUJISAKA et alii, em 1977 (78), estudaram a rea§ﬁo Inversa
catalisada pelas lipases a reagdo de esterificagio, utilizando 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
homogeneidade e estudadas quanto as suas propriedades. O sistema de
reagao para a sintese de glicerideos foi constituido de 4 ml de glicerol, 1
ml de dgua, 0.1 ml de solugdo de enzima e 0.1 g de 4cido oleico. As
quantidades de glicerideos sintetizadas pelas lipases de G. candidum e P.
cyclopium foram muito inferiores (10%) que as quantidades sintetizadas
pelas lipases de A. niger e R. delemar (60%). Para testar o efeito de varias
espécies de compostos, como emulsificantes, tampoes e proteinas, estes
foram adicionados ao sistema de reagdo na presenga de lipases de G.
candidum e P. cyclopium. Quando foram adicionados caseina, albumina e
tampao de pH 6.5 a sintese de glicerideos aumentou, porém os
emulsificantes ndo apresentaram efeito. A concentragdo de glicerol na
mistura glicerol/4cido graxo interferiu no grau de sintese de glicerideos.
Quando esta concentragdo era cerca de 80% as lipases foram mais ativas.
Com relagdo as especificidades posicionais na reagdo de sintese de
glicerideos foram detectados como produtos de reagdo os seguintes
triglicerideos: 1(3) monoleina e 1,3 dioleina para as enzimas de A. niger e
R. delemar nos estégigﬁ iniciais da reagfo, quando foi utilizado acido
oleico como substrato. Apés um longo periodo de reagdo pequena
quantidade de 1,2 (2,3) dioleina e trioleina foram detectados. Por outro

lado, 1(2) e 2-monoleina, 1,2(2,3) e 1,3-dioleina e trioleina foram
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detectados como produtos de sintese da reagdo das lipases de G.
candidum e P . cyclopium.

WATANABE et alii, em 1977 (82), isolaram e identificaram
microrganismos produtores de lipase alcalina microbiana. Verificaram as
condi¢des para cultivo dos microrganismos visando a produgdo da enzima
e estudaram algumas propriedades da enzima bruta. Duas linhagens
isoladas foram identificadas como Pseudomonas nitroreducens e
Pseudomonas fragi. As condigdes étimas para cultivo dos MICTorganismos
foram pH inicial de 8.2-8.7 para P. nitroreducens e 6.6-7.0 para P. fragi,
temperatura entre 23-26.5°C e agitagdo de 300 rpm. A enzima produzida
foi precipitada em pH 4.0. As caracteristicas bioquimicas foram
determinadas no extrato bruto enzimatico. O pH 6timo para ambas lipases
foi encontrado ser 9.5, embora a lipase de P. nitroreducens tenha
demonstrado alta atividade mesmo a pH 10. As enzimas foram estaveis
entre pH 5 e 11. A temperatura 6tima para a lipase de P. fragi foide 75 a
80°C. Surfactantes i6nicos inibiram as enzimas fortemente. A linhagem de
P. fragi produziu lipase extracelular e lipase ligada a célula, porém a taxa
de produgéo de lipase extracelular para lipase ligada a célula foi diferente
de acordo com as condigdes de cultivo. A linhagem de P. nitroreducens
apresentou alta produtividade de lipase alcalina.

PAL et alii, em 1978 (55), estudaram a influéncia das condi¢des
nutricionais e de cultivo na produgo de lipase de Aspergillus niger em
cultura submersa. A temperatura Otima de fermentagdo foi 35 °C com
maior produgdo de lipase a pH 7.0 num periodo de incubagdo de 96
horas. Dentre as fontes de carbono testadas para a produgdo da enzima, a
sacarose induziu crescimento aprecidvel e alta taxa de formacdo de
enzima, sendo que a concentragdo 6tima foi de 1%. Quando foi utilizado

nitrato de aménio como fonte de nitrogénio na concentragao de 0.1%, este
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produziu o melhor crescimento e produgdo de lipase. Os sais MgSO, e
FeSO, desempenharam importante papel na produgdo de lipase, sendo a
concentragdo Otima de 0.1% para FeSO, e 0.04% para MgSO,. A adigdo
de lipideos ao meio de fermentagdo aumentou a produgdo de lipase.
Gordura de manteiga e ¢leo de oliva causaram o melhor crescimento
celular e melhor produgio de enzima sendo a concentragdo 6tima de Sleo
de oliva de 1%.

Foi verificada a influéncia de diferentes tipos de triglicerideos na
| indugdo de lipase produzida por Mucor hiemalis por AKTHAR et alii, em
1980 ('5) . Os triglicerideos estudados continham principalmente acido
oleico, 4cido erticico ou 4cidos graxos saturados de 8 a 16 4tomos de
carbono. A linhagem de Mucor hiemalis estudada produziu lipase
extracelular e lipase micelial sendo que ambas apresentaram pH 6timo de
7.0. Com a adigdo de 6leo de oliva ao meio fermentativo, a produgio de
ambas as lipases foi aumentada. Dentre os triglicerideos estudados o 6leo
de oliva foi o mais efetivo na indugdo da formagio da enzima. A lipase
produzida foi mais efetiva contra 6leo de c¢6co do que o6leo de oliva ou
oleo de mostarda. Verificou-se que a lipase produzida por Mucor hiemalis
¢ induzida .

OKUMURA et alii, em 1981 ( 51) estudaram o efeito da acdo
reversa da lipase na hidrdlise de triglicerideos. Foram utilizadas as lipases
purificadas de Aspergillus niger NRRL-337, Penicillium cyclopium
ATCC-34613, Rhizopus delemar ATCC-34612, Geotrichum candidum
ATCC-34614. A lipase de R delemar demostrou a¢do mais forte de
esterificagdo durante a hidrélise e no entanto a lipase ndo hidrolisa ligagdo
ester na posigao 2 do triglicerideo. Segundo os autores esta é 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
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posigdo 2 do triglicerideo a hidrélise gradualmente se processa acima de
70%. Isto se deve provavelmente porque a lipase de 4. niger ndo é tio
ativa na reagio de esterificagdo. A lipase de G. candidum hidrolisa
ligagdes éster em todas as posi¢des do glicerideo. Esta lipase apresentou a
mais fraca agfo de esterificagdo durante a hidrélise da trioleina dentre as
quatro lipases estudadas. Este dado pode explicar o porque da lipase de G.
candidum hidrolisar trioleina acima de 90 % mais rapidamente dentre as
quatro lipases. A lipase de P. cyclopium tem agdo de esterificagdo na
hidrélise, similar a de R. delemar

TANAKA et alii, em 1981 (75), utilizaram lipase de Rhizopus
delemar para descrever a reacdo de interesterificagdo enzimatica de éleo
de oliva em meio de n-hexano. A enzima foj dissolvida em glicerol e
foram testadas varias substancias para agir como dispersores, porque a
solugdo de lipase em n-hexano nio estava dispersa mas presente na forma
de gotas. O grau de dispersio da lipase em n-hexano parece afetar a taxa
de nteresterificagdo da enzima. Dentre os dispersores estudados a areia,
celite e carbonato de calcio mostraram-se mais eficientes.

LAVAYRE & BARATTI, em 1982 (34), imobilizaram e
descreveram as propriedades das lipases pancredtica de porco e lipase de
Candida cylindracea. O suporte utilizado para imobilizagdo foi vidro
poroso “spherosil” derivatizado pela introdugio de grupos iodopropila. A
natureza da interagdo lipase-suporte confirmou-se ser hidrofébica. As
atividades das lipases imobilizadas comparadas as enzimas soluveis foram
dependentes do substrato. A taxa de hidrélise do substrato sintético PNPL
( para nitrofenil laurato) foi aumentada em 23 vezes quando utilizou-se
lipase purificada imobilizada. A mudanga conformacional que aumenta a
atividade de lipase pode ser resultado da interagdo da enzima com o

suporte hidrofébico, simulando o que ocorre na interface 6leo-agua.
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Quando o substrato tributirina foi utilizado baixa atividade hidrolitica foi
observada. Segundo os autores, como o substrato forma gotas a baixa
atividade poderia ser resultado da resisténcia estérica a penetragdo do
substrato na matriz porosa.

TAHOUN et alii, em 1982 (73), estudaram a influéncia do meio
de cultivo com difefentes fontes de carbonos na indugdo de lipase por
Geotrichum candidum . O microrganismo foi incubado a 30 °C em meio
de cultivo liquido composto de tripticase e minerais como base e contendo
como fontes alternativas de carbonos glucose, oleo de oliva, acido oleico
ou Tween 80. A produgio méaxima 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
glucose. A atividade de lipase, porém, é maior quando 6leo de oliva ¢é
adicionado ao meio de cultivo. Tween 80 e acido oleico inibiram
fortemente a produgio de lipase extracelular, havendo no entanto aumento
na atividade lipolitica da lipase micelial de G. candidum.

MACRAE , em 1983 (39 ), relatou  a obtengio de glicerideos por
via enzimatiea considerando a especificidade da lipase utilizada. Se lipase
nao especifica ¢ usada para catalisar a interesterificagdo de uma mistura
de triglicerideos o produto obtido sera triglicerideos similares aos obtidos
Ccaso a reagdo fosse realizada quimicamente. Porém se for empregada
lipase 1,3 especifica, a migragdo acila sera confinada as posigdes 1,3 do
triglicerideo. A interesterificagdo catalisada por lipase 1,3 especifica do
triglicerideo  1,3- palmitoil-2-monoleina (POP), que ¢é a fragdo
preponderante do 6leo de dendé com 4cido estearico, leva 4 obtengdo de
1,3-palmitoil-3,1-estearil-2-monoleina (POS) e 1,3-diestearil-2-monoleina
(SOS), que sdo os dois componentes principais da manteiga de cacau. O

autor relata que tem sido possivel produzir, através da interesterificagio



enzimatica, analogo da manteiga de cacau com matéria prima de baixo
custo.

JENSEN, em 1983 (31), reviu varios métodos para detecgio e
determinagdo de lipases de varias fontes. Para detec¢do de atividade
lipolitica usou diferentes substratos, dentre eles trioleilglicerol,
tributirilglicerol, Tweens, etc. As condigdes do teste foram : faixa de pH
entre 7.0 ¢ 9.0, com temperatura ao redor de 30 - 45°C, e emulsdes do
substrato preparadas com varios emulsificantes. A determinagio da
atividade lipolitica foi investigada usando varios métodos a) titulometria ;
b) conversio para sais de Cu*™ e colorimetria, ¢) inclusdo de croméforo na
cadeia acil, do glicerol ou substituto, seguido de espectrofotometria ou
fluorimetria, d) uso e medida de acidos graxos radioativos, e)
cromatografia gas-liquido, f) métodos imunolégicos. A decisio sobre qual
método adotar depende , segundo o autor, do objetivo que se almeja e da
fonte da enzima. Para a maioria, a titulagdo direta geralmente ¢ suficiente.
A escolha também vai depender do numero de amostras a serem
analisadas.

JENSEN et alii, em 1983 (32), estudaram o tipo de especificidade
de lipases, seu controle e sua determinag@o. A especificidade da lipase,
segundo os autores, é controlada pelas propriedades moleculares da
enzima, pela estrutura do substrato e por fatores que afetam a ligagdo entre
a enzima e substrato. Os tipos de especificidade conhecidas e esperadas
sao : I Substrato: a) diferentes modos de lipélise dos glicerideos pela
mesma enzima e, b) por diferentes enzimas da mesma fonte.; II Posicional:

a) ésteres primarios, b) ésteres secunddrios, ¢) todos os tipos de ésteres

tipo hidrélise randémica.; III Estereoespecificidade : hidrolise rapida de

ésteres primarios sn comparados a outros.; IV_Combinacdes dos Varios

tipos.
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POSORSKE, em 1984 ( 61), 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 e também 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 indistria. Uma grande area de
atuacdo das lipases é na sintese de ésteres. Apesar da reagio de
esterificagdo poder ser realizada quimicamente, a reagdo enzimatica tem
muitas vantagens, como poder ser realizada a baixas temperaturas, e o tipo
de especificidade da enzima. A lipase de Rhizopus arrhizus foi usada para
esterificar 4cidos graxos de cadeia longa e consegue-se 80% de
esterificagdo em meio ndo aquoso. Outra area de aplicagdo ¢é a
Interesterificagdo onde o objetivo € a troca de um écido graxo da molécula
do triglicerideo por outro 4cido graxo presente no meio de reagdo. Como
exemplo, a reagdo de interesterificacdo de trioleina com écido palmitico.
A lipase usada foi de Candida cylindracea e Mucor miehei. O sucesso
dos trabalhos mostra um grande caminho a ser mnvestigado.

LINFIELD et alii, em 1984 (35) estudaram a cinética da hidrélise
enzimatica de 6leo de oliva, éleo de coco e banha por lipase de Candida
rugosa.Esta lipase foi selecionada por nio apresentar especificidade e
portanto, poder realizar a hidrélise completa de varios substratos. Os
experimentos foram realizados a pH 5.4, onde a enzima apresentou maior
atividade. O 6leo de oliva foi o melhor substrato para enzima de C.

rugosa, sendo utilizadas as temperaturas de 40 °C para banha e 6leo de
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oliva e 26 °C para éleo de coco. As diferengas nas taxas de hidrélise
podem ser relacionadas as diferengas de estrutura quimica dos éleos. O
Oleo de oliva tem alto grau de insaturagdo (85% de 4cido oleico), a banha
tem moderado grau de insaturagio e o 6leo de c6co tem baixo.

LINFIELD et alii, em 1985 (36), seguindo o estudo iniciado em
1984 com interagdo lipideo-lipase, desenvolveram um método simples
para medir atividade lipolitica. A emulsificagdo do sistema de reagdo foi
realizada com agitagfo ultrassénica sem a utilizagdo de emulsificantes. Os
autores relataram que para os dados de hidrélise enzimatica serem
reproduziveis é necessaria boa emulsificagdo inicial, pois apds iniciada a
hidrolise, os diglicerideos e monoglicerideos formados agem como
emulsificantes internos do sistema.Basearam-se no fato de que com boa
emulsificagdo inicial, a area de contato substrato-superficie ¢ bem maior
sendo assim a obteng¢do dos dados mais precisa.

GOMI et alii, em 1986 (19 ), isolaram trés tipos de ativadores de
lipase (a, B, y) do meio de cultura de crescimento de Saccharomycopsis
lipolytica por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os autores
descrevem a metodologia de 1solamento, estrutura e caracteristicas dos
ativadores. A linhagem de Saccharomycopsis lipolytica foi inicialmente
caracterizada como Candida paralipolytica ( 1963). O ativador B foi o
mais efetivo na ativagdo da lipase. O ativador B foi identificado como uma
mistura de 4cido 3,5 - diidroxi- 7- tetradecendico. Verificaram que o grupo

carboxil nos compostos mostraram-se essenciais para a attvagdo da lipase.

FUGII et alii, em 1986 (17) estudaram o efeito da lipase de
Candida rugosa na remogio de oleo de oliva impregnado em tecido de
algoddo, visando a aplica¢do de lipases em detergentes para lavanderia.

Resultados mostraram que a medida que a concentragdo de lipase
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aumentou, na presenga de tensoativos, a remog¢édo do 6leo foi melhor. Os
agentes tenso ativos mais adequados foram os nio 16nicos, quando a
atividade da lipase ¢ menos afetada. A temperatura 6tima de lavagem foi
de 37 °C que € a temperatura 6tima desta enzima.Os dados mostram que a
utilizagdo de lipase de C. rugosa na lavagem a 37°C aumenta em 20% 2
remogdo de 6leo da fibra de algodio.

KWON & RHEE em 1986 (33) descreveram um método
simplificado para determinagdo de 4cidos graxos livres, medindo a
atividade de lipases. Este método consiste em : paralisagéo da reagdo pela
adi¢do de isoctano e HCI1 6 N | a camada contendo acidos graxos livres e
o solvente é transferida para um tubo de ensaio com 1 ml do reagente
acetato cuprico-piridina, a mistura é homogeneizada por 90 segundos e
mede-se a absorbancia da fase organica a 715 nm. Segundo os autores
este método ¢ melhor que da emulsio de 0leo/agua, sendo mais simples e
rapido.

MUDERWA et alii, em 1986 (44),  purificaram a lipase de
Rhodotorula  pilimanae Hedrick e Burke ¢ descreveram suas
propriedades. Esta linhagem secretou duas enzimas lipoliticas
extracelulares com pH 6timo de 4.0 e 7.0, denominadas lipase I ¢ lipase II.
Possuem peso molecular de 176800 e 21400 as lipases I e II
respectivamente. A temperatura 6tima esteve entre 45 a 50 °C para ambas
as lipases. EDTA nio afetou a atividade enzimatica indicando que as duas
lipases ndo dependem de cofator metalico no sitio catalitico. Foram
realizados estudos de especificidade pela hidrélise de dleo de colza, por 8
horas de reagdo .Os produtos obtidos foram 1,2-diglicerideos e 4cidos
graxos livres.Estes resultados indicam que estas lipases foram especificas

para a posi¢do 1 do triglicerideo.
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NAIR & BONE , em 1987 (47), estudaram a produgdo de lipase de
Aspergillus foetidus em meio liquido e com a utilizagdo do microrganismo
imobilizado em polimeros naturais como alginato de sodio e agar. Nos
ensaios em meio fermentativo liquido, éleo de oliva e sacarose nas
concentragdes de 2% e 0.5% respectivamente aumentaram a produgdo de
lipase. O pH inicial do meio é de 4.5 caindo para 2.5 com a produgio de
lipase pelo microrganismo; foi obtida produgdo maxima de enzima com
agitagdo a 500 rpm. A imobilizagdo ndo obteve éxito pois houve
desintegragdo do alginato e do agar sendo observado baixo nivel de lipase
produzida. Os autores levantaram a hipétese do microrganismo ter
consumido estes polissacarideos como fonte de nutricdo para seu
crescimento.

SOHN et alii, em 1987 (69), estudaram o mecanismo de
desativagdo da lipase de Candida rugosa. Interagdes hidrofobicas
induzidas por isoctano influenciaram a fase inicial de desativagio, e
aumentaram a conversdo para a fase de transigdo. A desativagio térmica
da lipase segue uma cinética de segunda ordem & baixa temperatura e
aparece uma fase de transigdo a alta temperatura (55 °C). Isoctano
mostrou ser um reagente que rearranja a estrutura hidrofobica da lipase. A
enzima pré tratada com isooctano a 5 °C, mostrou na desativagdo térmica
uma cinética bifasica. Isso sugere que o isoctano mudou as interagdes
hidrofébicas da enzima antes da desativagdo térmica. Apos o tratamento
da enzima com uréia, a estrutura da mesma parece ser mais sensivel a
desnaturagdo na fase inicial. Os autores verificaram também que a
interagdo entre cargas elétricas foi muito importante para manter a

estrutura durante a desativagdo, especialmente Aanions.
BAILLARGEON & SONNET em 1988 (6) modificaram a lipase

de Candida rugosa através de ligagdo covalente com polietilenoglicol.
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Compararam as propriedades da enzima modificada com a original,
verificando que a lipase modificada ¢ 10 vezes mais estavel que a lipase
original em 4gua, mas menos estavel em benzeno. A lipase modificada
teve sua seletividade afetada, favorecendo a reagdo de sintese com o acido
estearico em detrimento do 4cido oleico.

Foi utilizado um sistema combinado de lipases para hidrélise do
6leo de soja por PARK et alii, em 1988 (56). A hidrélise de 6leo de soja
por diferentes lipases foi comparada e verificou-se que lipase de Rhizopus
delemar (D), lipase de Rhizopus niveus (N) e lipase de Penicillium sp
(G) hidrolisaram 6leo de soja nas porcentagens 44, 42 e 7.2 %,
respectivamente, apds 10 horas de reagdo, o que representou hidrélise
incompleta. Os resultados obtidos quando foi utilizado um sistema de
enzimas combinadas ( G + N ) e lipases (G + D) foram bem diferentes:
0 grau de hidrolise do 6leo de soja estendeu-se para 95-98% apos 10
horas de reagio.

NISHIO et alii , em 1988 (48), estudaram a sintese de ésteres
catalisada por lipase de Pseudomonas fragi. Verificaram que esta enzima
catalisa a esterificagio de glicerol com &cidos graxos de cadeias
carbonicas lineares. No entanto, nio esterifica glicerol com 4cidos graxos
de cadeia carbénica ramificada, como por exemplo acido isovalérico. Ao
realizarem experimentos com alcodis, como geraniol, benzil alcool e
ciclohexanol, de cadeias carbonicas nio lineares, verificaram que a enzima
catalisava a reagfio de esterificagdo tanto com alcodis lineares como com
alcodis de cadeia ramificada. Isto mostra que a enzima € substrato-
especifica por acidos graxos de cadeias carbdnicas lineares. A enzima
mostrou ser ainda, especifica para as posigdes 1,3 na sintese de

glicerideos.
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MALISZEWSKA & WIEEZOREK, em 1988 (40 ), isolaram 160
linhagens de microrganismos produtores de lipase extracelular. Grande
interesse surgiu pelas linhagens de Streptomyces Sp que possuiam alta
atividade lipolitica. O meio utilizado no isolamento foj Tributirina Agar. A
atividade lipolitica foi também confirmada usando 6leo de oliva como
substrato. A maior produgio de lipase foi encontrada em Streptomyces sp,
Bacillus sp e Pseudomonas fluorescens. O crescimento da linhagem de
Streptomyces sp foi inibido por ¢leo de soja , podendo ser explicado pela
especificidade da enzima pela presenga de inibidores ou ainda pela
presenga de agentes germicidas no o6leo. A producdo enzimatica foi
fortemente afetada pela idade da cultura,

ANTONIAN em 1988 ( 3) realizou uma revisio sobre métodos
recentes de purificagdo e determinagio da estrutura de lipases de varias
fontes. Foi verificado, durante estudos de determinagdo da estrutura
primaria de lipases, que a séquéncia GLY-X-SER-X-GLY ¢ uma regiao
significativa e existente em todas as lipase. Suspeita-se que o residuo de
serina seja essencial na ligagdo com os substratos hipidicos.

JACOBSEN et alii, em 1989 (26), produziram e caracterizaram
multiplas formas de lipases por Geotrichum candidum. A produgio
maxima de lipase extracelular foi encontrada com 27 horas de incubagio.
Foi encontrado um alto grau de heterogeneidade das lipases de G.
candidum por imunoeletroforese, o que indica multiplas formas de
enzimas.

A presenga de dois tipos de lipase na lipase comercial de Candida
rugosa foi relatada por VEERARAGAVAN & GIBBS em 1989 (79). As
lipases tém atividades especificas de 145 e 378 umol/min/mg de proteina.
Possuem peso molecular de aproximadamente 58000 cada uma. Os pontos

isoelétrico s3o 5.6 € 5.8 respectivamente.
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BAILLARGEON et alii, em 1989 (7), estudaram 3 linhagens de
Geotrichum candidum ( ATCC 34614, NRRL Y 552 ¢ NRRL Y 553)
para produgdo de lipase. Foram examinadas variaveis como composi¢do
do meio de cultura, pH, temperatura de incubagdo, velocidade de agita¢do
¢ tempo de incubagio. Para as 3 linhagens estudadas, a produgio de lipase
parece ser estimuladé pela presenga de 6leo ou glicerol. A maior atividade
lipolitica foi obtida a 30 °C, com 24 horas de incubagfo a 300 rpm de
agitagdo e pH neutro. A lipase de G. candidum NRRL Y-553 mostrou
preferéncia por hidrolisar ésteres de acido oleico, enquanto as lipases de
ATCC 34614 e NRRL Y-552 discriminaram acido oleico e palmitico.

JACOBSEN et alii, em 1989 (25), estudaram a produgdo de lipase
extracelular e intracelular de Georrichum candidum durante o crescimento
do microrganismo. G. candidum produziu lipase extracelular em meio de
cultivo basal contendo peptona. Com a adigdo de 6leo de oliva ou Tween
80 ao meio de cultivo basal, a produgao de lipase extracelular aumentoy
significantemente. Foi observado que durante a fase inicial de crescimento
do microrganismo no meio de cultivo com 6leo de oliva, a produgio de
lipase intracelular foi maior que a extracelular, e uma interrup¢do na
secregdo de lipase extracelular foi encontrada. Contudo, a produgio total
de lipase intracelular durante o crescimento do microrganismo em meio
basal com Tween 80 ou 6leo de oliva, foi menor que a produgdo de lipase
extracelular. Ensaios de imunodifusio mostraram que a lipase intracelular
¢ imunologicamente idéntica a lipase extracelular purificada.

SUGIHARA et alii, em 1990 (71), realizaram a analise do genoma
do microrganismo Geotrichum candidum com uma lipase clonada cDNA
a fim de provar a existéncia de 2 genes nos cromossomos do fungo que
fossem homélogos ao cDNA. Cada gene seria responsavel pela formagio

de um tipo de lipase. Como esperado, conseguiram identificar dois genes
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homélogos e isolaram e purificaram duas lipases (I e II) por cromatografia
de interagdo hidrofébica. A lipase I ¢ a forma predominante, com mais de
80 % da atividade lipolitica total. As lipases I e II, apesar de terem a
mesma composi¢do aminoacidica, possuem a sequéncia terminal
diferente, evidenciando que realmente sdo duas enzimas codificadas e
produzidas separadamente e nio um produto de digestdo proteolitica de
uma s6 enzima.A lipase I tem 64 kDa , pl 4.3 e lipase II 66 kDa ¢ pl 4.3.
As duas lipases possuem essencialmente a mesma atividade especifica,
especificidade de substrato, pH estabilidade e temperatura 6tima, diferindo
somente no pH 4timo e estabilidade térmica.

NZUMI et alii, em 1990 (22) isolaram uma linhagem de
Pseudomonas sp KWI-56 que produz lipase extracelular termoestavel.
Purificaram e caracterizaram a lipase obtida, a fim de investigar a
viabilidade de seu uso industrial. A lipase de Pseudomonas sp KWI-56,
tem termoestabilidade extrema, sendo sua temperatura 6tima de atividade
60°C e estavel a 60°C por 24 horas e 76% de sua atividade foi conservada
apos 3 horas a 70°C. Segundo os autores, sob o ponto de vista da
termoestabilidade e grau de hidrélise, a lipase de Pseudomonas sp KWI-
56 ¢ muito adequada para uso na industria, pelas suas caracteristicas
bioquimicas.

JACOBSEN et alii, em 1990 (27 ), identificaram que as lipases de
Geotrichum candidum possuem especificidade diferentes por acidos
graxos, dependendo das condi¢des de crescimento. A linhagem de G.
candidum estudada mostrou secretar multiplas formas de lipase quando
cultivada em meio sintético com 6leo de oliva como fonte de carbono. As
enzimas obtidas mostraram ser dependentes de Ca** e Na' para a
hidrélise méaxima do éleo de oliva. A hidrolise do 6leo de oliva foi

reduzida em 38% sem a adigdo de Ca®* e Na* no meio de reagdo. Uma
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tendéncia similar foi observada com a adigdo de glicerol tributirato. O
meio reacional parece influenciar na especificidade da enzima, isso pode
ser explicado pelo actimulo de 4cidos graxos livres apos algum tempo de
hidrélise na interface enzima-substrato, impedindo a hidrélise. O papel do
Ca*" sera formar compostos insoliveis com o 4cido oleico, prevenindo a
inibigdo da hidrélise. Glicerol tributirato e outros triglicerideos saturados
podem agir como inibidores competitivos da enzima.

PETROVIC et alii, em 1990 (59), testaram o efeito da adicdo de
varios tipos de fonte de carbono ao meio de cultivo na produgéo de lipase
por Penicillium roqueforti S-86. A maior quantidade e atividade da
enzima foi obtida apds 6 dias de incubagdo a 27 °C, no meio com glucose
e frutose. Na adigdo de gordura de manteiga a atividade foi cem vezes
menor do que com glucose. Quando o 6leo de oliva foi usado como fonte
de carbono, nio foi detectada nenhuma atividade lipolitica. A temperatura
dtima de atividade fo1 30°C e pH 6timo 8.0. Os sais de potassio e sodio
acresceram a atividade enziméatica na concentragdo de até 1 mmol/l. Os
cations bivalentes que ativaram a enzima foram os ions Mn™ e Ca™, e
Fe™ inibiu severamente a enzima.

ESPINOSA et alii, em 1990 (16 ) estudaram a produgio de lipase
por Rhizopus delemar CDBB H-313 e verificaram os efeitos de diferentes
carboidratos como fonte de carbono, tendo sido encontrado que na
presenga de dextrina a produgio de lipase foi 1,6 vezes maior que com
glucose. Diferentes 6leos foram usados como tnica fonte de carbono e
verificou-se que os 6leos sio importantes tanto para a produgdo de lipase
como para o crescimento do fungo, sendo o girassol o mais efetivo na
produgdo de lipase. A adigio de Tween 80 teve um duplo efeito, podendo
agir como indutor e agente tenso ativo estimulando a liberagdo da enzima,

aumentando a atividade lipolitica em cerca de 2 vezes.
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BAILLARGEON em 1990 (8)  purificou e descreveu a
especificidade de lipases de Geotrichum candidum a partir de um
preparado bruto comercial de enzima. Foram isoladas duas enzimas
denominadas lipase A e B. A lipase A continha 11,4% de carboidrato, esta
lipase mostrou ser estavel com 99% de atividade residual apés incubagio
a 30°C por 24 horas. A composi¢do de aminoacidos das lipases A e B é
similar.

BAILLARGEON & Mc CARTHY (9) em 1991, em continuagio
do estudo de 1990, verificaram que a lipase produzida por G. candidum é
uma mistura complexa de proteinas que variam em peso molecular, pl e
especificidade. A lipase de G. candidum NRRL Y-553 consiste de 5
espécies glicosiladas com massa molecular que variam de 64 kDa a 57
kDa. A diferenciagio na glicosilagdo produz heterogenicidade entre as
espécies. As lipases isoladas sio similares em pl e peso molecular a lipase
de G.candidum ATCC 34614 e a lipase GC-20 comercial AMANO.
Contudo, a especificidade das linhagens é varidvel sendo que ATCC
34614 tem baixa afinidade por 4cidos graxos 18:1 e 4cidos graxos 16:0,
enquanto G.candidum Y-553 produz lipases mais especificas por 18:1. As
lipases de G. candidum NRRL Y-553 podem ser uteis na reestruturagio
de 4cidos graxos insaturados dos triglicerideos em larga escala na forma
bruta sem purificago, segundo os autores.

MUNOZ et alii, em 1991 (45), procuraram fungos que produzissem
alta quantidade de lipase em meio solido, baixa concentragio de proteases
© gerassem aroma em produtos de leite. O meio de cultivo foi composto de
farelo de trigo (20 g) umidificado com 20 ml de solugdo composta por
KH,PO,, K,HPO, e MgS0O,7.H,0O. Os fungos selecionados foram:
Penicillium candidum, Mucor miehei e Penicillium camenbertii. O

melhor produtor de lipase apresentou baixos niveis de producdo de
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protease, sugerindo que a atividade proteolitica afeta a estabilidade da
enzima lipolitica.

A lipase de Candida rugosa foi imobilizada em DEAE-Sephadex
A-50 para realizar hidrélise continua de 0leo de oliva usando solvente
isoctano e solugdo aquosa de tampdo, em 1991, por YANG & RHEE
(84). Neste tipo dé reagdo continua (sistema difasico) a meia vida
operacional da lipase foi estendida e a concentragdo do substrato foi
aumentada, sendo observados os valores de 220 horas, com 20 % de 6leo
de oliva como substrato. Nesta concentragdo de substrato o grau de
conversio for de cerca de 90% e a concentragdo de glicerol 6% indicando
que os triglicerideos foram quase totalmente hidrolisados. A adi¢do de
glicerol a solugdo tampdo estendeu a meia vida operacional da enzima
imobilizada de 220 horas para 450 horas sem inibi¢do da enzima, agindo
como estabilizador efetivo contra desnaturagdo térmica e contra
desnaturagio pelo solvente.

PHILIPS & PRETORIUS, em 199] (60),  purificaram e
caracterizaram a lipase extracelular de Galactomyces geotrichum, um
fungo teleomorfo do Geotrichum candidum e compararam as
caracteristicas das duas enzimas. O fungo Galactomyces geotrichum
secretou o maximo de lipase quando cresceu em meio preparado com 6leo
de oliva num tempo de incubagio de 24 a 36 horas. A lipase foi purificada
e foi determinada sua estrutura aminoacidica que se mostrou diferente da
lipase de Geotrichum candidum. A lipase de G. geotrichum tem atividade
Otima a pH 7.75 a 30°C. A enzima perdeu toda atividade apos tratamento
a 56°C por 35 minutos. A enzima possui especificidade para 4cidos graxos
insaturados como a lipase de G. candidum. Segundo os autores, a

elucidagdo mais completa da lipase e sua caracterizagéo bioquimica
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talvez possam dar uma idéia da evolugdo entre as duas espécies de
MICrorganismos.

SIDEBOTTOM et alii, em 1991 (67), purificaram e examinaram a
especificidade por substrato de quatro lipases de duas linhagens de
Geotrichum candidym, ATCC 3614 ¢ CMICC 335426. Denominaram
lipase I e II ( ATCC 34614) e lipase A e B ( CMICC 335426). As enzimas
sdo monomeéricas e tém massas moleculares e pl similares. Lipase I e II
tém massa molecular de 50.1 kDa e 555 kDa e pl 461 e 4.47
respectivamente. Lipases A e B s3o muito parecidas as lipase I e II com
53.7 kDa e 48.9 kDa, pl 4.71 e 4.50 respectivamente. A lipase B de
CMICC 335426 mostrou especificidade remarcada por substratos
insaturados com dupla ligagdo na posigdo 9, sendo essa especificidade nio
observada em nenhuma das outras enzimas. Devido a essa nio usual
especificidade, a lipase B pode ser de grande interesse na industria.

SUGIHARA et alii, em 1991 (72 ), identificaram quatro formas (
L IL 10, 1IV) da lipase de Geotrichum candidum isolada no préprio
laboratério. A quarta fragio da lipase de G. candidum jamais havia sido
isolada antes, e mostrou preferéncia por hidrolisar ésteres na segunda
posigdo do glicerol, caracteristica nio constatada em nenhum estudo
posterior. Os estudos de especificidade realizados, mostraram que a lipase
IV hidrolisa a posigdo 2 do triglicerideo duas vezes mais rapido que as
posigdes 1 e 3.

BAILLARGEON et alli, em 1992 (10), estudaram a lipase de
Geotrichum candidum NRRL Y-553, especifica para 4cidos graxos cis 9
insaturados, a fim de produzir através de hidrolise, acidos graxos, mono e
diglicerideos de interesse industrial. Os resultados mostraram que esta
lipase pode ser empregada na produgdo de &cido oleico proveniente de

sebo ou misturas de 4cidos graxos cis 9 insaturados de ¢6leo de soja. Na
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hidrélise de sebo, com 36.2% de conversdo, os acidos graxos produzidos
foram 86.4% de insaturados : com 61.2% de conversdo o produto
apresentou 71.4% de insaturados.

SHIMADA et alii, em 1992 ( 66) tentaram elucidar o mecanismo
pelo qual os triglicerideos e acidos graxos induzem a produgdo de lipase
por Geotrichum candidum. A linhagem foi cultivada a 27 °C em meio
contendo “corn steep liquor”, 6leo de soja, trioleina, ésteres metilicos de

acidos graxos de cadeia longa ( oleico, linoleico, palmitico, miristico,

laurico e céprico) e 4cidos graxos de cadeia longa. Verificou-se que -

triglicerideos saturados de cadeia longa n4o induzem a producio de lipase
por G. candidum. O trabalho descreve como os 4cidos graxos de cadeia
longa e seus ésteres induzem a produgdo de lipase por G. candidum e
como os genes que codificam a produgdo de lipase I e I s3o transcritos na
presenca de acido oleico. Os resultados mostram que as lipases I e II sdo
induzidas por acidos graxos de cadeia longa e seus genes sdo expressos
quando o indutor esta presente no meio de cultivo.

CHEN et alii, em 1992 (12), estudaram uma nova linhagem de
levedura produtora de lipase. Descreveram sua identificagdo morfoldgica e
as condigbes Otimas de fermentagdo para produgdo de lipase. Foram
isolados 245 microrganismos destes 25 foram selecionados como
produtores de lipase sendo o melhor produtor a linhagem identificada
como Trichosporon fermentans WU-C12.. Foi relatado que embora o
género Endomyces e Geotrichum se pare¢am morfologicamente e
fisiologicamente ao género 7 richosporon, a linhagem WU-C12 pertence
ao género Trichosporom porque ndo forma hifas aéreas nas placas de
agar. O melhor meio de cultivo para a produgéo de lipase foi composto de
“com steep liquor “ 8%, 6leo de oliva 3%, peptona 5%, (NH,),SO, 0.1%,
K,HPO,0.1%., MgS0O,4.7H,0 0.1%, pH 5.5, com 4 dias de fermentagio .
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TAIPA et alii, em 1992 (74), fizeram uma revisdo sobre técnicas
usadas na separagdo e purificagdo de lipases microbianas, de plantas e de
mamiferos. Dentre as lipases microbianas, foram descritas as lipases
bacterianas ( Chromobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus) as
lipases fiingicas ( Aspergillus, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizopus,
Thermomyces). No grupo das lipases de mamiferos foram revisadas as
lipases pancredtica ( porcina e humana), gastrica ( humana e de coelhos),
lingual ( ratos), lipases de tecidos de figado, tecido adiposo, lipase de
lisossomos e do leite. As novas técnicas citadas de purificagdo aplicadas
as lipases sd3o : extragdo liquido-liquido; sistemas aquosos bifasicos;
processos com membranas e imunopurificagio. Os autores concluem que
0s métodos convencionas de purificagdo de lipases sdo muito demorados e
compostos por muitas fases. Sugerem que fazendo utilizagdo desses
metodos recentes os trabalhos se tornariam mais rapidos.

HOU & JOHNSTON (20), em 1992, selecionaram dentre 1229
culturas, 168 bactérias, 119 leveduras, 22 actinomycetos e 6 fungos como
produtores de lipase extracelular. A selegdo foi realizada em placa de agar
contendo, além do meio de cultura especifico para cada género, o corante
Rhodamina B e 6leo que acusam a presenga de lipase através de um halo
colorido. Estas linhagens pré selecionadas foram agrupadas em 3
categorias de acordo com a atividade lipolitica desenvolvida : bom,
moderado, fraco. Os bons produtores tém potencial para serem usados na
industria. Quanto a especificidade posicional,de acidos graxos e quiral,
$d0 necessarios mais estudos.

VONDERWULBECKE et alii, em 1992 (81), selecionaram seis
lipases por diferentes métodos a fim de determinarem o melhor método de
detecgdo de atividade lipolitica, e assim definirem o que sdo as lipases no

seu modo de agdo. Algumas lipases provaram ser muito mais ativas em
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alguns substratos artificiais em concentragdes onde ndo eram identificada
atividade em outros substratos. Enzimas que normalmente hidrolisam
trioleina,  sempre  hidrolisam p-nitrofenilpalmitato (pNPP),p-
nitrofenilbutirato (pNPB), e com uma exce¢do hidrolisam também
dilauril-rac-glicero-3-glutérico (DGGR) e s,0,0,- tributiril-1-tioglicerina
(TBTG). Por outro .lado, a hidrélise em pNPP e pNPB nio significa
necessariamente hidrolise de trioleina . O grupo sugere que as lipases
devem ser classificadas como ester-hidrolases com a capacidade de
formar ésteres, e em algumas condigdes, de reagir sem a presenga da
interface 6leo-dgua, e que aceitem grupos NH, ou SH ao invés de OH. A
classificagdo EC para o grupo € util e importante, quando se trata de
estudos fisioldgicos ou enzimologicos. No entanto, quando se trata de
hidrolise de substratos diferentes, a classificagdo se torna limitada,

GELUK et ali, em 1992 (18), imobilizaram lipase bruta e
purificada de Candida rugosa em celulose microcristalina. O valor
maximo de absorgdo da enzima 0.2 mg/cm® foi alcangado em pH préximo
ao ponto isoelétrico, 4.2. E um valor baixo talvez em fun¢do da superficie
heterogénea ou da superestimagdo da drea superficial. Como 2a lipase
mostrou ser uma proteina hidrofobica, foram conseguidas melhores
interagdes com suportes mais hidrofobicos que a celulose. A atividade ( U
ml ') da lipase bruta adsorvida é similar a preparagdo da lipase pura
adsorvida.

RAPP & BACKHAUS, (62) em 1992, no Instituto GBF, na
Alemanha, com o objetivo de aumentar o nimero de microrganismos
produtores de lipase, selecionaram varias linhagens de fungos, leveduras e
bactérias dentre 700 linhagens da cole¢do do instituto. Fungos e bactérias
foram incubados em 20 ml de meio de cultivo contendo : 0.5 g

MgSO,.7H,0; 1 g de KH,PO,; 1 g NaNO;s, 3 g extrato de levedura; 30 g
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de peptona com 1% de glucose por litro de meio. Os microrganismos
foram incubados em agitador a 120 rpm, 27°C, por 72 horas. Um in6culo
de 10 ml deste meio foi inoculado em 250 m] de meio contendo 1 % de
0leo de oliva e incubado a 30 °C nas mesmas condi¢des.Foi testada a
capacidade dessas l_inhagens de hidrolisar trioleina em Tween 80 agar.
Aqueles microrganismos que apresentaram durante o crescimento um halo
na placa grande e claro de hidrélise , foram selecionados. Dentre os 34
fungos selecionados o género melhor produtor de lipase foi Rhizopus,
sendo a melhor atividade encontrada na linhagem R. circinans com 44
U/ml apds 96 horas de crescimento seguido do R. microsporus com 21
U/ml. Foram selecionadas ainda 15 leveduras e 21 bactérias. Dentre as
leveduras a melhor foi Rhodotorula rubra DSM 70825 com 7 U/ml de
atividade ap6s 168 horas de crescimento. A melhor bactéria foj
Pseudomonas cepacia com 16 U/ml de atividade ap6s 96 horas de cultivo.

AKOH et alii, em 1992 (4), estudaram a pfodugﬁo de
monoglicerideos usando lipase G de Penicillium sp e lipase GC de
Geotrichum candidum em hexano. A enzima G esterifica satisfatoriamente
em glicerol com acido oleico ou acido eicosapentaendico em hexano. A
esterificagdo a 40°C por 24 horas resultou em 86.3% e 64.3% mol de
incorporagdo de 18:1n-9 e 20:5 n-3, respectivamente. A lipase GC nio foi
ativa na esterificagdo nessas condi¢des experimentais. Lipase G foi capaz
de incorporar 98.5% mol e 98.1% de 18:1 n-9 em glicerol em 24 horas ou
menos a 25°C e 37°C. Foi demonstrado que a lipase G € capaz de
esterificar glicerol com 4cido graxo de cadeia longa para produzir
monoglicerideos de 4cido oleico enriquecido e EPA enriquecido.

PENICK & KNEZ em 1992 (58) estudaram a sintese de éster de
gordura por lipase imobilizada 1,3 especifica de Mucor miehei O

composto 1,2 isopropilideno glicerol produzido pela condensagio de
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glicerol com acetona foi esterificado com acido oleico na presenga de
lipase de Mucor miehei a fim de se obter 1,2 isopropilideno-3-oleil
glicerol. Os efeitos dos par@metros como temperatura e pressdo e de
diferentes relagdes enzima/substrato foram investigados. A maior
conversdo de 4cido oleico ( 80% ) foi obtida a 55 °C e 0.057 bar,
enquanto a melhor relagdo de lipase / substrato foi de 0.096 g de lipase
por grama de mistura de reagdo. Isto pode ser explicado pelo fato de mais
agua necessitar ser removida do sistema 2 baixa pressdo, deslocando o
equilibrio da reagdo no sentido da formagdo de éster. Foram determinadas
as propriedades termodinimicas da reagdo a 55 °C e 0.057 bar. A energia
de ativagdo foi de 20.82 kJ/mol; a entropia de ativagdo de 0.26 kJ/mol e
Energia Livre de ativagio de 103.32 kJ/mol.

OHRNER et alii, em 1992 (49), desenvolveram um método simples
e poderoso para deslocar o equilibrio na reagio de transesterificagio
catalisada pela lipase imobilizada de Candida antartica. O método
consiste na aplicagdo de pressio reduzida a mistura reacional. Isto é
realizado através da presenga de um doador de grupos acil, nio volatil,
que tenha um grupo que possa ser evaporado, como por exemplo o etil
octanoato. Portanto, o ponto de ebuligdo do dlcool usado como solvente
da reagdo deve ser maior do que o ponto de ebuligdo do doador de grupo
acil. Nos experimentos observou-se que etil octanoato como doador de
grupo acil foi mais eficiente que ésteres de alcoois secundarios formados
durante a reagdo. Neste caso a acilagdo da lipase livre foi feita quase
exclusivamente pelo etil octanoato, o que favoreceu a especificidade e
cinética da reagéo.

MONTERO et alii, em 1993 (42), estudaram a imobilizagdo de
lipase de Candida rugosa em suporte de polipropileno. A enzima foj

rapidamente adsorvida no suporte, pois mais de 60% da atividade solavel
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foi diminuida apés 1 hora de incubagio a temperatura ambiente. A
atividade da enzima imobilizada caiy drasticamente com a perda de agua
do sistema. O pré-tratamento do suporte com solventes organicos (
glutaraldeido) aumentou a atividade da enzima imobilizada. Para a
imobilizagdo da enzima, as melhores condigbes sdo obtidas pela
propor¢do enzima/ suporte de 5 para 15 U/mg de suporte em pH 6.5, com
forga ibnica de 0.2M. A lipase imobilizada pode ser reutilizada apés 5
horas de reagdo de hidrélise lavando-se o sistema com isoctano,

RIAUBLANC et alii, em 1993 (63), isolaram uma nova linhagem
de Candida parapsilosis produtora de lipase. A enzima produzida
apresenta peso molecular de 120000 Daltons e atividade 6tima a 45°C e
pH 6.5. Esta lipase mostrou grande afinidade por 4cidos graxos de cadeia
longa e particularmente por acidos graxos polinsaturados. Esta
propriedade pode ser usada na produgdo de ésteres de acidos graxos
polialcoois usados como emulsificantes na industria de alimentos.

EL-SHARKAWY et alli, em 1993 (15), estudaram hidrélise de
gordura por lipase de Saccharomyces cerevisiae (UI-SACCH) e
Schizosaccharomyces octosporus (NRRLY-854) e definiram a
especificidade das enzimas. Os resultados experimentais mostram que S.
cerevisige cataliza a clivagem de acido palmitico de POP, PPO, OPO,
OOP e SSP. Com base nisso, afirmou-se que a lipase de S. cerevisiae nao
¢ posicionalmente especifica mas, acido palmitico especifica. S.
octosporus cataliza a hidrolise de acido estearico de SSO, 00S, SSS e
SSP, mas ndo de OSO. Isso mostra que a lipase de S. ostosporus é
especifica para posigdes 1,3 e acido estearico especifica.

PASTORE & PARK, em 1993 ( 57 ), estudaram o efeito da
propor¢do molar entre glicerol e 4cido oleico no grau de esterificagio

enzimatica para produgdo de monoleina, utilizando-se lipase de
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Penicillium sp. Verificaram que a maior porcentagem de esterificagio foi
encontrada quando a concentragio de glicerol foi 63.3 vezes maior que a
concentragdo de 4cido oleico no sistema.

SONNET et aliiem 1993 (70), selecionaram reagbes de
esterificagdo para comparar tres lipases diferentes de G. candidum,
porque eram esperadas especificidades diferentes das reagdes de hidrolise.
As lipases comparadas eram todas de G. candidum sendo duas
comerciais: Amano GC-4 e uma oferecida por Biocatalysts Ltd. (BL) e
uma produzida por Sonnet et alii denominada NRRL Y-552. Foi
comparada a afinidade por &cido oleico e palmitico, na reagio de
esterificagdo pelas lipases GC-4, BL e Y-553. Esse par de acidos graxos
foi selecionado, porque a maiora das enzimas de G. candidum
apresentam boa atividade de esterificagdo com esses substratos. Os
resultados mostram que como esperado a reagdo de esterificagdo com os
acidos linoleico e linolénico ocorreu como com 4acido oleico, sendo CG-4
a menos ativa.

MOZAFFAR et alii, em 1994 (43), estudaram a atividade da lipase
extracelular do fungo Pythium witimum em fung¢do das propriedades da
emulsio do substrato, tipo e concentragdo dos surfactantes utilizados na
preparagdo das emulsdes. A maior area de superficie do gloébulo da
emulsdo é fun¢do da concentragdo do surfactante e da estabilidade da
emulsdo. Os autores verificaram que a emulséo se apresentou mais estavel
na seguinte ordem dos surfactantes : acido taurocolico > Triton X 100 > 3-
[3- ( cholamidopropil) dimetilaménio ]- 1 - propanosulfato ( CHAPS). A
atividade da lipase de Pythium ultimum se mostrou dependente tanto do
tipo como da concentragdo do surfactante. Os autores relataram que a
atividade da lipase na emulsio preparada com 1 mM de 4cido taurocélico

fol a mesma que com a emulsio preparada com 8 mM de CHAPS, o que



segundo os autores, sugere que os dois surfactantes podem estimular a
atividade da lipase por mecanismos diferentes. Os autores sugerem ainda
que a influéncia do surfactante esta relacionada mais & interagio da
enzima com a interface Oleo-agua do que na manutengdo de uma emulsio
estavel.

VIRTO et alﬁ (80), em 1994, imobilizaram a lipase de Candida
rugosa para hidrolisar gorduras animais. A imobilizagdo foi realizada pela
adsor¢do da enzima em suporte comercial de polipropileno de tamanho
entre 200 - 400 um. O periodo de contato que permitiu maior grau de
hidrélise foi de 90 minutos. As condigdes Otimas de hidrolise foram
obtidas com 0.10 kg de enzima por kilograma de gordura, 40°C por 24
horas. A enzima imobilizada pode ser reutilizada repetindo graus de 90%
de hidrélise. Os autores testaram quatro substratos: gordura de came de
boi, gordura de porco cozida e nio cozida e 6leo de oliva para serem
hidrolisados pela enzima imobilizada. Destes substratos, excluindo o éleo
de oliva que foi considerado substrato padrdo, o maior grau de hidrolise
fo1 obtido em gordura de porco cozido (95%) e o menor em gordura de
camne de boi (65%). Foi verificado que o suporte pode ser facilmente
recuperado e reutilizado por 5 vezes.

HUANG & AKOH (21), em 1994, estudaram a habilidade das
lipases imobilizadas IM 60 de Afucor miehei e SP 435 de Candida
antartica de modificar a composi¢do em acidos graxos de alguns 6leos
vegetais pela incorporagdo de n-3 4cidos graxos polinsaturados. A reagio
de transesterificagdo foi realizada em solvente orgénico na presenga de
acidos graxos livres e etil ésteres de acido eicosapentaendico ( EPA) e de
acido docosapentaenoico ( DHA) como doadores de grupos acil. Os
autores observaram que com EPA como doador acil, IM 60 obteve maior

incorporagio que SP 435.Contudo, quando etil ésteres de EPA e DHA
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foram utilizados como acil doadores, SP 435 obteve maior grau de
incorporagdo de EPA e DHA do que IM 60. Os autores observaram ainda
que quando havia no meio de reagdo acido graxo livre ¢ IM 60, com a
adigdo de 5 ul de 4gua, a incorporagdo de EPA ao 6leo de soja aumentou
em 4.9%. Quando etil éster de EPA foj utilizado como doador acil, 2 ul de
agua aumentaram alincorporag:ﬁo de EPA em 3.9%. Ao testarem a adi¢do
de 4gua no meio de reagdo com a enzima SP 435 observaram que a adigio

de até 2 ul de agua aumentava a incorporagdo de EPA, mas ao

aumentarem a quantidade de agua, a incorporagdo declinava. Os autores -

concluem que a atividade catalitica da enzima SP 435 depende de um
controle rigoroso da quantidade de agua no sistema de reagdo, para
modificagdo de 6leos. De modo geral, a enzima IM 60 apresentou

dados mais consistentes nas reagdes de incorporagio de acidos graxos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais :

3.1.1. Reagentes e Materiais Especificos

- Reagentes quimicos : acidos, bases, sais minerais, solventes,
(Merck, Carlo Erba, Riedel ou equivalente)

- Reagentes especificos : soro albumina, bisacrilamida, acrilamida,

corantes : azul bromofenol, comassie blue, fenolftaleina, goma arabica,
( Reagen e Merck).

- Acidos Graxos : acido laurico, acido butirico, 4cido oleico, 4cido
estearico, acido palmitico,acido linoleico, Triton X 100 ( 1soctil fenil
polioxietileno). ( Riedel ¢ Sigma ).

- Glicerideos : 1(3) - monoleina, 1,2 (1,3) - dioleina, trioleina,
tributirina, tricaprilina, tricaproina ( SIGMA), 6leo de oliva extra virgem,
marca comercial.

- Meios de Cultura: agar, peptona, extrato de levedura, ( DIFCO),
comn steep liquor (4gua de maceragdo de milho)

-Carboidratos : glicose, sacarose, rafinose, galactose, lactose,
frutose, ( Merck).

- Enzimas : Lipase de Candida rugosa obtida de Meito Sangyo
Company; Lipase de Geotrichum candidum obtida no Laboratério de
Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos;
Lipase
XX - Enzenco obtida por EDC - Enzyme; Lipases Lipomod AC, RD, PC,
obtida por Biocatalysts Ltd.

- Resina : DEAE - Sephadex -A- 50, ( trocador Ani6nico) Sigma.

- Placas de vidro para cromatografia em camada delgada (TLC) 20
x 20 cm, silica gel G-60, (Merck).
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- Padrdes de Proteina: Dalton Mark 7 L para gel SDS , SIGMA.

Contendo 7 proteinas :

3.1.2.

1.Albumina Bovina......................coooi PM 66000 daltons
2. Albuminade Ovo....................ooii PM 45000 daltons
3.Gliceraldeido 3-P-deidrogenase....................... PM 36000 daltons
4 Anidrase Carbonica Bovina...................... PM 29000 daltons
5.Tripsinogénio de Pancreas Bovino.................. PM 24000 daltons
6.Inibidor de Tripsina de soja............................. PM 20000 daltons
7.alfa Lactoalbumina leite bovino................... PM 14200 daltons
Equipamentos

-Agitador rotatorio New Brunswick Scientific

- Estufas bacterioldgicas, Fanem

- Espectrofotémetro Coleman, 295-E

- Espectrofotémetro Beckman DU - 70

- Banhos de 4dgua de temperatura controlada, Fanem
- Potenciémetro Digimed TE-902.

- Centrifuga refrigerada Beckman, mod J-21.

- Coletor de fragdes Buchler, mod. Fractometter Alpha 200
- Balanga Analitica Mettler, mod. H-10

- Camara refrigeradora, Gilson

- Homogenizador vertical, em hélice Tecnal.

- Fonte PS 500 XT, Tecnal
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3.2 Métodos

3.2.1. Isolamento de Microrganismos

Foram isoladas linhagens de leveduras de amostras de solo de
diversas regides, agua, frutas, residuos industriais etc.. As amostras foram
colhidas em sacos plasticos, com espatulas e pipetas esterilizadas, diluidas
em 10 ml de dgua estéril e inoculadas em tubos de ensaio contendo 6 ml
de meio Yeast Malt (YM) liquido composto de : 5 g de peptona, 5 g de
glucose, 2.5 g de extrato de levedura em 250 ml de agua destilada e
incubados a 30 °C até crescimento. Uma algada foi entio diluida em 10 m]
de 4gua estéril e inoculada em placas de Petri com meio YM agar
composto de : 5 g de peptona, 5 g de égar, 5 g de glucose, 2.5 g de extrato
de levedura em 250 ml de agua destilada. Apds inoculadas as placas foram
incubadas a temperatura de 30°C até crescimento satisfatério das colonias,
As linhagens isoladas foram mantidas em tubos de ensaio com meio Y.M.
¢ acondicionadas a temperaturas na faixa de 5 a 10 °C .

3.2.2. Estudo do meio de cultivo para isolamento e selecio de
linhagens produtoras de lipase.

Dentre os diversos meios de cultivo Jé testados para o isolamento e
selegdo de linhagens produtoras de lipase foram selecionados dois meios
visando adequagdo da metodologia ao trabalho proposto. Para este estudo
foi utilizada uma linhagem de Candida rugosa NRRL 1446
comprovadamente produtora de lipase e cujas caracteristicas estio
descritas em vasta literatura.

3.2.2.1. Meio de Cultivo 1.

O meio de cultivo 1 foi composto de : 0.2 % de uréia, 2 % de
glicose, 0.6 % de fosfato acido de potassio, 0.1 % de extrato de levedura,
1.0 % de
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Oleo de oliva, pH 6.0. Em frascos Erlenmeryer de 50 ml contendo 15 ml
de meio de cultivo, foram inoculadas as linhagens isoladas. Os frascos
foram incubados a 30°C, com agitagdo de 100 I.p.m., por 48 horas.

Apbs o desenvolvimento da cultura, os meios foram centrifugados a

10000 rp.m., 10°C, por 15 minutos. No sobrenadante foj medida a
atividade lipolitica.

3.2.2.2. Meio de Cultivo 2

O meio de cultivo 2 foi composto de : 1.5 % de farinha de soja
desengordurada, 1 % de farinha de trigo, 3 % de extrato de levedura, 0.2
% de nitrato de aménio, pH 5.0. Em frascos Erlenmeyer de 50 ml
contendo 15 ml de meio de cultivo foram inoculadas as linhagens
isoladas. Os frascos foram incubados a 30°C, com agitagio de 100 r.p.m.,
por 48 hs.

Ap6s o desenvolvimento da cultura, os meios foram centrifugados a
10000 r.p.m., 10°C, por 15 minutos. No sobrenadante foj medida a
atividade lipolitica.

3.2.3. Estudo do sistema de reacao apropriado para a detecgdo de
atividade lipolitica de leveduras,

Como sdo inimeros os meios reacionais para detecgdo de atividade
lipolitica de enzimas microbianas foram testados alguns sistemas de
reagdo visando a adequagdo da metodologia ao trabalho ora proposto.
Para este estudo foi utilizada uma linhagem Candida rugosa NRRL 1446
comprovadamente produtora de lipase.

3.2.3.1. Determinacio de atividade lipolitica utilizando-se como
emulsificante alcool polivinilico.

Em Erlenmeyers de 125 ml foram adicionados 2 ml de Tampio
Fosfato 0.1 M pH 7.0 ¢ 5 ml de emulsdo composta de 6leo de oliva e
alcool polivinilico 2 % na propor¢do 1:4 vol/vol. A este sistema foj
acrescentado 1 ml do sobrenadante do meio de cultura previamente
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centrifugado, sendo incubado em banho maria termostatizado a 37°C, por
30 minutos, com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.

Apos a incubagdo a reagdo foi paralisada pela adigio de 15 ml de
solugdo Acetona:Etanol 1:1 vol/vol e os acidos graxos liberados foram
titulados contra solugdo de NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como
indicador.

3.2.3.2. Determinacio de atividade lipolitica sem utilizacdo de
emulsificante.

Em Erlenmeyers de 125 ml foram adicionados 4 ml de Tampio
Fosfato 0.1 M pH 7.0, 1 g de 6leo de oliva, 5 pérolas de vidro e 1 m] de
sobrenadante do meio de cultura previamente centrifugado, sendo
incubado a 37°C por 30 minutos em banho maria termostatizado, com
agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.

Apos a incubagdo a reagio foi paralisada pela adigdo de 15 ml de
solugdo Acetona: Etanol 1:1 vol/vol e os acidos graxos liberados foram
titulados contra solugio de NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como
indicador.

3.2.3.3. Determinacio de atividade lipolitica utilizando-se
Desoxicolato de Sédio como emulsificante.

Em Erlenmeyers de 125 ml foram adicionados 2 ml de Tampio
Fosfato 0.1 M, pH 7.0, 1 ml de solugdo de CaClp, 0.1 g de desoxicolato

de sédio, 0.5 g de dleo de oliva e 1 ml de sobrenadante do meio de cultura
previamente centrifugado, sendo incubado em banho maria termostatizado
a 37°C por 30 minutos, com agitagdo de130 oscilagdes por minuto.

Apds a incubagdo a reagio foi paralisada pela adi¢do de 15 ml de
solugdo Acetona:Etanol 1:1 vol/vol e os 4cidos graxos liberados foram
titulados contra solugio de NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como
indicador.
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3.2.3.4. Determinac¢io de atividade lipolitica utilizando-se Goma
Arabica.

Em Erlenmeyers de 125 ml foram adicionados 2 ml de Tampio
Fosfato 0.1 M, pH 7.0 ¢ 5 ml de emulsdo preparada com 75% de goma
arabica 7% e 25% de 6leo de oliva vol/vol. A este sistema foi
acrescentado 1 ml de sobrenadante do meio de cultura previamente
centrifugado, sendo incubado em banho maria termostatizado a 37 °C por
30 minutos, com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.

Apos a incubagdo a reagdo foi paralisada pela adi¢io de 15 ml de
solugdo Acetona:Etanol 1:1 vol/vol e os acidos graxos liberados foram
titulados contra solugdo de NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como
indicador.

Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade
de enzima que libera 1 umol de 4cido graxo por minuto, nas condi¢des
descritas.

O célculo da atividade das enzimas foi feito utilizando-se uma curva
padrao de 4cido oleico.

Para determinagio da curva padréo de acidos graxos livres utilizoy-
S€ amostras contendo concentragdes de 0.1 a 1.4 g de acido oleico, 5ml de
Tampéo Fosfato 0.1 M pH 7.0, as quais foram colocadas em frascos de
250 ml, com pérolas de vidro, para melhor homogeneizagio, e foram
incubados a 30°C em banho maria termostatizado com agitagio constante
por 10 minutos. A mistura foi dissolvida com 15 ml de solugdo de
Acetona:Etanol 1:1 vol/vol e titulada contra solugdo de NaOH 0.05 N
usando-se fenolftaleina como indicador.

3.2.4. Sele¢do de linhagens produtoras de lipase

As linhagens de n® 212, 334, 559, 566 e 588 pré-selecionadas
foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 15 ml de meio
de cultivo composto de : 1.5% de farinha de soja desengordurada, 1% de
farinha de trigo, 0.3% de extrato de levedura, 0.2% de nitrato de aménio,
PH 5.0. Os frascos foram incubados a 30 °C com agitagdo de 100 rpm por
24,48 e 72 horas.

Ap6s o desenvolvimento da cultura, os meios foram centrifugados a
10000 rpm a temperatura de 10 °C, por 15 minutos. No sobrenadante foi
medida a atividade lipolitica como descrito no item 3.2.8.
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3.2.5 Caracterizacio morfo-fisiolégica e bioquimica da linhagem n¢
212, e conservacio da cultura.

O microrganismo em estudo foi identificado como Geotrichum sp.
de acordo com as caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas por Bamett et
alli (11), Itsuka & Koto (23), Onions et alii (52).

Para a manutengdo da cultura, a linhagem foi cultivada em meio
Yeast Malt (YM). Apos incubagdo por 48 horas a 30 °C, adicionou-se
vaselina liquida estéril aos tubos de cultivo. A cultura foi conservada a
5°C.

3.2.6. Estudo de Parimetros para a Produgio de Lipase pela

linhagem n® 212, selecionada como melhor produtora.

3.2.6.1. Sele¢do do melhor meio de cultivo para producio de lipase
por Geotrichum sp.

3.2.6.1.1. Meio de Cultivo A

Frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 15 ml de meio de cultura
composto de : 0.45 % de uréia; 0.30 % de MgSO4 7THO; 0.30 %
KoHPO4 3H70; 0.15 % 4cido citrico, 1.5 % de 6leo de oliva
emulsificado com goma arabica 7%, foram inoculados com a linhagem
n*212. Os frascos foram incubados a 30 °C, com agitagio de 100 rpm,
por 24, 48, 72 e 120 horas.

Ap0s o desenvolvimento da cultura os meios foram centrifugados a

10000 rpm, a temperatura de 10°C, por 15 min. A atividade lipolitica no
sobrenadante foi determinada como descrito no item 3.2.8.

3.2.6.1.2. Meio de Cultivo B

Frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 15 m] de meio de cultura
composto de : 5% peptona; 2% odleo de oliva; 0.1% (NH4)2S0g4; 0.1%
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KoHPO4 € 0.1% de MgSO47H,0 foram inoculados com a linhagem n?

212.

Os frascos foram incubados a 30 °C, com agitagdo de 100 Ipm por
24, 48, 72 e 120 horas, Apés o desenvolvimento da cultura, os meios
foram centrifugados a 10000 Tpm, a temperatura de 10 °C por 15 min. A
atividade lipolitica no sobrenadante foj determinada como descrito no item
3.2.8.

3.2.6.1.3. Meio de Cultivo C

Foi denominado meio C o meio de cultivo composto de 1.5 % de
farinha de soja desengordurada, 1% de farinha de trigo, 3% de extrato de
levedura, 0.2% de nitrato de amonio, pH 5.0, descrito no item 3222,
Foram preparados 15 ml do meio C em frascos Erlenmeyer de 50 ml e
inoculados com a linhagem n° 212. Os frascos foram incubados a 30 °C,
com agitagao de 100 rpm por 24, 48, 72 €120 hs. Apés o desenvolvimento
da cultura, os meios foram centrifugados a 10000 rpm, a temperatura de
10 °C por 15 min. A atividade lipolitica no sobrenadante foi determinada
como descrito no item 3.2.8.

3.2.6.1.4. Meio D ( F ermentac¢ao sélida)

Em frascos Erlenmeyer de 500 ml foram adicionados 20 g do meio
de cultura composto de farelo de trigo ¢ HyO na propor¢do 1:1 em

massa.Os frascos foram esterilizados a 121 °C 1 atm de pressdo por 15
min.

Os frascos foram inoculados com a linhagem n%212 e incubados a
30 °C por 24, 48, 72120 hs para o desenvolvimento da cultura.

Ap0s o desenvolvimento o meio foi triturado com 100 ml de HyO

destilada. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente por 1 hora, a
mistura foi filtrada e o extrato foi denominado extrato enzimatico bruto
com o qual determinou-se a atividade lipolitica de acordo com as
condigdes descritas no item 3.2.8.
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3.2.6.2. Estudo do efeito da incorporagio de fontes de carbono ao
meio de cultivo na produgio de lipase por Geotrichum sp.

Para este experimento foi utilizado um meio de cultivo composto de
5% “comn steep liquor” e 0.5% de NHyNO; com ou sem a adigdo de 1%
dos compostos testados como fonte de carbono: acido laurico, acido
palmitico, acido oleico, 6leo de girassol, 6leo de coco, oleo de mamona,
glicerol, 6leo oliva.

Frascos Erlenmeyer de 50 ml , contendo 15 ml de meio de cultivo,
foram inoculados com a linhagem n® 212. Os frascos foram incubados a
30°C, com agitagio de 100 rpm, por 48 horas.

Ap6s o desenvolvimento da cultura, os meios foram centrifugados a
10000 rpm, a temperatura de 10 °C, por 15 minutos. A atividade lipolitica
no sobrenadante foi determinada como descrito no item 3.2.8.

3.2.6.3. Efeito da Temperatura de Fermentacio na Produgio de
Lipase por Geotrichum sp

Frascos Erlenmeyer de 50 m] contendo 15 ml de meio de cultivo
composto de 1.5 % de farinha de soja desengordurada, 1% farinha de
trigo, 0.2% de NH4NO; e 3% de extrato de levedura , foram inoculados
com 0.5 ml de suspensdo de inéculo da linhagem n® 212. Os frascos
foram incubados a temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C, com
agitagdo de 100 rpm por 48 horas.

Apos o tempo de fermentagdo, os meios foram centrifugados a
10000 rpm, a temperatura de 10 °C , por 15 minutos. A atividade lipolitica
no sobrenadante foi determinada como descrito no item 3.2.8.

3.2.6.4. Efeito do tempo de fermentacio na produgio de lipase por
Geotrichum sp.

Frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 15 ml de meio de cultivo
composto de 1.5 % de farinha de soja desengordurada, 1% farinha de
trigo, 0.2% de NH,;NO; e 3% de extrato de levedura, foram inoculados
com 0.5 ml de suspensdo de indculo da linhagem n® 212. Os frascos foram
incubados a 30 °C em agitador a 100 rpm e retirados a cada 24 horas.
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A atividade de lipase foi determinada no sobrenadante apos
centrifugagdo do meio de cultura a 10000 Tpm, por 15 minutos a 10 °C,
como descrito no item 3.2.8.

3.2.7. Producio de enzima bruta

Frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 15 ml de meio de cultura
composto de 1.5 % de farinha de soja desengordurada, 1% de farelo de
trigo, 0.2% de NHuNO; e 3% de extrato de levedura, previamente
esterilizados  por 15 min a 121°C com 1 atm de pressdo , foram
inoculados com 0.5 ml suspensdo do inéculo da linhagem n°212.

Os frascos foram incubados por 48 horas em shaker a temperatura
de 30°C, com agitagdo de 200 pm.

Apds o tempo de fermentagdo os meios foram centrifugados a 4000
Ipm por 25 minutos e o precipitado foi descartado.No sobrenadante foi
determinada a atividade enzimética.

A concentragdo de proteina do sobrenadante do caldo de cultivo foi
determinada de acordo com LOWRY (37) utilizando-se albumina de soro
bovino como proteina padrio.

3.2.8. Determinacio da Atividade enzimatica de Lipase

A atividade enzimética foi determinada em frascos Erlenmeyer de
125 ml tomando-se 5 ml de emulsio preparada com 75% de goma arabica
a 7% e 25% de ¢leo de oliva extra virgem. Adicionou-se 2 ml de Tampio
Fosfato 0.1 M pH 7.0 : 1 ml de solugdo enzimatica foi acrescentado e os
frascos foram incubados a 37°C por 30 minutos em banho termostatizado
com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.

A reagdo foi paralisada por adigdo de 15 ml de Acetona:Etanol na
proporgdo de 1:1 e os 4cidos graxos liberados foram titulados contra
solug¢do de NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1 pmol de 4cido graxo por minuto nas condi¢des do
teste.
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3.2.9. Fracionamento com sulfato de amonio

Para 800 ml de extrato aquoso enzimatico obtido de acordo com o
item 3.2.7 foi adicionado sulfato de aménio em quantidade suficiente para
fornecer 80% de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente com agitagdo
branda e a mistura permaneceu por 24 horas a 5°C, para precipitagdo da
enzima.

A mistura foi centrifigada a 4000 rpm por 20 minutos com
refrigeragdo. O precipitado foi dialisado contra agua deionizada por 24
horas a 5°C para retirada do sal e apos dialisado contra Tampio Fosfato
0.05 M pH 7.0 por 24 horas a 5°C.

Apoés a didlise foi determinada a atividade enzimatica. A fragdo
proteica obtida foi congelada a -18°C e em seguida liofilizada. O material
liofilizado foi triturado em almofariz, pulverizado e denominado
preparagdo semi purificada.

3.2.10. Caracterizacio Bioquimica da lipase bruta ( semi purificada)

3.2.10.1 Efeito do pH

Em geral as enzimas sdo ativas em uma faixa limitada de pH,
definindo-se um pH 6timo de atividade. O pH pode também interferir com
a estabilidade da enzima estabelecendo condigdes para utilizagio destas
em processos industriais.

Visando conhecer tdo importantes pardmetros foram determinados o
pH 6timo e o pH de estabilidade da lipase bruta.

3.2.10.1.1 Determinagio do pH étimo

Foram preparadas solugdes Tamp&o nos seguintes valores : Tampdo
Acetato 0.1 M pH 3.7, 4.0, 4.5,5.0 € 5.6. Tampdo Fosfato 0.1 M pH 6.0,
6.6, 7.4 ¢ 8.0. Tampio Borato 0.1 MPpH8.0,86¢8.38.

Em Erlenmeyers de 125 ml foram preparados sistemas de reagdo
compostos de 5 ml de emulsdo de goma arabica 7% e 6leo de oliva na
propor¢do de 75%:25% respectivamente, 2 ml de cada solugdo tampdo
descrito acima e 1 ml da solugdo enzimatica contendo 2.5 unidades de
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atividade total ( pumoles 4cido graxo/min ). A mistura foi incubada a 37°C
por 30 minutos em banho termostatizado com 130 oscilagbes por minuto.
A reagdo foi paralisada pela adi¢do de 15 ml de solugdo Acetona : Etanol
(1:1) e os 4cidos graxos liberados foram titulados contra solugdo de
NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como indicador.

3.2.10.1.2 Determi‘nacﬁo do pH de Estabilidade

A enzima foi misturada com 2 ml de cada solugdo Tampio
preparadas nos seguintes valores de pH Tampéo Acetato 0.1 M pH 3.7,
4.0,4.5,5.0 e 5.6. Tampso Fosfato 0.1 M pPH 6.0, 6.6, 7.4 e 8.0. Tampao
Borato 0.1 M pH 8.0, 8.6 ¢ 8.8 por 24 horas a temperatura ambiente
(25°C). Apds o tratamento 1 ml da solugdo enzimatica contendo 2.5
unidades de atividade total ( moles 4cido graxo/min ) foi acrescentado a
frascos Erlenmeyers de 125 ml contendo 5 ml de emulsdo goma arabica
7% / dleo de oliva na propor¢do de 75%:25% respectivamente e
determinada a atividade enzimatica remanescente de acordo com o item
3.2.8.

3.2.10.2 Efeito da Temperatura

3.2.10.2.1 Determinacio da temperatura 6tima

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi determinado de
acordo com o item 3.2.8. utilizando-se as temperaturas de incubagdo de
25°C, 30°C, 37°C, 40°C, 45°C, 50°C e 60°C .

3.2.10.2.2 Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

A solugdo de enzima bruta com 2.5 unidades de atividade total (
pmoles acido graxo/min ) foi tratada a temperaturas de 25°C, 30°C, 35°C,
40°C, 45°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C e banho maria em ebuli¢do por uma
hora. Apés o tratamento térmico a atividade enzimatica remanescente foi
determinada de acordo com o item 3.2.8.
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3.2.11 Hidroélise de éleo de oliva por lipase bruta de Geotrichum sp..

O acompanhamento da reagdo de hidrolise de 6leo de oliva extra
virgem foi realizado incubando-se a 37°C o sistema de reagdo composto
de 5 ml de emulsdo goma arébica 7% e Gleo de oliva na proporgio de
75%: 25% respectivamente, 2 ml de solugdo Tampdo 0.1M pH 7.0 e 1
ml de enzima bruta com 10 unidades de atividade total ( umoles 4cido
graxo/min ) por tempo de reagdo variavel de: 6 minutos, 9 min., 15 min.,
30 min,, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas, 48 horas e 72
horas.

A reagdo foi paralisada pela adigdo de 15 ml de solugdo
Acetona/Etanol (1:1) os acidos graxos liberados foram titulados contra
solugdo de NaOH 0.05 N , sendo calculada a porcentagem de hidrolise
considerando-se o n® de saponificagio.

% Hidrolise = ml NaOH 0.05 N/ n° de saponificagdo x 100

Foram retiradas amostras dos sistemas e reagao para analise através
de cromatografia em Camada Delgada.

3.2.12. Hidroélise de varios substratos por lipase bruta de Geotrichum
sp..

Em frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 2 ml de Tampio
Fosfato 0.1 M pH 7.0 e 5 ml de emulsio preparada com 75% de goma
ardbica 7% e 25 % dos substratos : 6leo de girassol, oleo de arroz, 6leo de
milho, dleo de soja e gordura de porco, foram adicionados 1ml de enzima
bruta contendo 5 unidades de atividade total ( umoles 4cido graxo/min ).
Os frascos foram incubados a 37°C em banho termostatizado com
agita¢do de 130 oscilagdes por minuto, por 1,2,6,12, e 24 horas de reagdo.

A reagdo foi paralisada por adi¢do de 15 ml de Acetona:Etanol na
propor¢do de 1:1 e os 4cidos graxos liberados foram titulados contra
solugdo de NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como indicador.

Foram coletadas amostras do sistema de reagao para analise através
cromatografia em Camada Delgada.

50



3.2.13. Determinagiio do niimero de Saponificacio

A 5 ml de emulsdo de goma ardbica 7% e 6leo de oliva (75%/25%)
foram acrescentados 2 ml de solugdo tampdo 0.05N pH 7.0e 25 ml de
solugdo 5.6 % de KOH alcoolica.

A mistura de reagdo foi aquecida a temperatura de ebuli¢do por 40
minutos e apos este periodo a solugdo de KOH remanescente foi titulada
contra solugdo de HC1 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como indicador.

3.2.14. Cromatografia em Camada Delgada (T L C ) dos produtos de
hidrélise de éleo de oliva e outros substratos por acao de lipase de
Geotrichum sp..

A cromatografia em Camada Delgada foi realizada preparando-se
placas de Silica gel com 45 g de Silica gel G-60 e 90 ml de solugdo de
acido bérico 0.3 M . A mistura foi aplicada em placas de vidro 20 X 20
cm com 2 mm de espessura, com aplicador Desaga. O sistema de
solventes utilizado para a cromatografia foi éter de petroleo: éter etilico :
acido férmico na propor¢io  210:90:0.4 (v/v) respectivamente, a
temperatura de 25°C. O tempo de desenvolvimento da cromatografia foi
de aproximadamente 35 minutos. Foram utilizados como padrées trioleina,
1,2 (1,3) - dioleina, 1 (3)- monoleina na concentragdo de 1% em solugéo
Acetona:Etanol 1:1. A

A revelagdo do cromatograma foi feita incubando-se a placa de
cromatografia em camara de i6do sublimado, a 110°C por 45 minutos. (4)

3.2.15. Influéncia de sais minerais na atividade da enzima bruta.

A influéncia de sais minerais na atividade enzimatica sobre )
substrato 6leo de oliva emulsificado com goma arabica 7%, foi verificada
dentro da faixa de concentragio de sais minerais onde nio houvesse
interferéncia com o método de determinagdo de atividade.Utilizou-se o
sistema de reagdo descrito em 3.2.8, com enzima bruta contendo 10
unidades de atividade total ( pmoles acido graxo/min ), acrescido de 1 ml
das seguintes solugdes, perfazendo uma concentragao final das mesmas na
mistura de reagdo de ImM : NapSOy, MgSO4, MnSOy4, CaCly, AgNO3,

51



CuSOy4, KCI, LiSOy4, CoCly, FeSO4 e ZnSO4.As misturas de reagio

foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. A reagido foi paralisada pela
adigdo de 15 ml de solugdo 1:1 de Acetona:Etanol, os 4cidos graxos
liberados foram titulados contra NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina
como 1ndicador.

3.2.16. Influéncia de inibidores da lipase bruta de Geotrichum sp..

A influéncia de inibidores foi verificada semelhantemente 3
influéneia de sais minerais na atividade enzimatica. O sistema de reagao
foi constituido como descrito em 3.2 8. acrescido de 1 m! de solugdo de
um dos seguintes compostos foi acrescentado ao sistema de reagao : p-
cloromercuribenzoato, cisteina, iodoacetamida, bissulfito de sédio e
mercaptoetanol na concentragdo necesséria para perfazer 1 e 5 mM em
relagdo ao volume total da mistura de reacao e 1 ml de solugdo enzimatica
bruta contendo 10 unidades de atividade total ( umoles acido graxo/min ).
As misturas de reag4o foram incubadas a 37°C por 30 minutos,

A reagdo foi paralisada pela adigdo de 15 ml de solugdo de
Acetona: Etanol na propor¢do 1:1 e os 4cidos graxos liberados foram
titulados contra NaOH 0.05N com fenolftaleina como indicador.

3.2.17. Estudo da especificidade da enzima bruta de Geotrichum sp..

Em Erlenmeyers de 50 ml foram adicionados 0.1 ml de solugdo de
goma arabica 7%, 1 ml de Tampao Fosfato 0.1 M pH 7.0, 1ml de solugdo
enzimatica bruta contendo 5 unidades de atividade e 10 mg de um dos
seguintes substratos: Monoleina, Dioleina e Trioleina ( SIGMA) . Os
frascos foram incubados em banho maria termostatizado a 37°C por 2
horas, com agitagio de 130 oscilagdes por minuto. Ap6s a incubagdo a
reagdo foi paralisada pela adi¢do de 5Sml de solugdo de Acetona: Etanol 1 :
1 e os 4cidos graxos liberados titulados contra solugdo de NaOH 0.05 N
utilizando-se fenolftaleina como indicador.
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3.2.18 Purificacio da lipase de Geotrichum sp.

3.2.18.1 Fracionamento com Sulfato de Aménio

O fracionamento da lipase com sulfato de aménio foi realizado
como descrito no item 3.2.9.

3.2.18.2 Cromatografia de Troca Ionica da lipase em coluna de
DEAE-Sephadex A-50

Dois gramas de enzima bruta liofilizada contendo 1000 unidades de
atividade total ( pmoles acido graxo/min ) obtida segundo o item 3.2.9
foram dissolvidas em 40 ml de agua e centrifugados a 10000 rpm por 5
minutos. O precipitado foi desprezado e do sobrenadante foram tomados
37.5 ml e aplicados em cromatografia de troca idnica utilizando-se coluna
de vidro contendo a resina de DEAE-Sephadex A-50 (2.6 x 53 cm)
equilibrada com tampio acetato 0.05 M pH 5.0. As fragdes proteicas
foram eluidas da coluna pela aplicagdo de 500 ml de tampao acetato 0.05
M pH 5.0 contendo concentragdes de 0.1, 0.2,0.3,04, 06 ¢ 0.8 M de
NaCl consecutivamente. Fragdes de 10 ml foram coletadas a cada 30
minutos utilizando-se coletor de fragdes Buchler mod. alpha 200. O curso
da eluicdo das proteinas da coluna foi acompanhado pela medida de
absorbancia a 280 nm em espectrofotbmetro Beckman DU-70. A
atividade das fragdes foi determinada de acordo com o item 3.2.8.

As fragdes de niimero 115 a 137 contendo atividade de lipase foram
reunidas num total de 200 ml. Essa solugdo enzimatica foi dialisada contra
agua destilada por 24 horas a 5 °C e posteriormente concentrada com
polietilenoglicol por 48 horas. Foi determinada a atividade como no item
328
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3.2.19. Caracterizacio bioquimica da lipase purificada de Geotrichum
sp..

3.2.19.1 Efeito do pH
3.2.19.1.1 Determinacio do pH 6timo de atividade

Foram preparadas solugdes tampio nas seguintes concentragdes :
Tampéo Acetato 0.1 M pH 3.5,4.0,45,50e55. Tampdo Fosfato 0.1
M pH 6.0, 6.5, 7.0,7.5.e 8.0. Tamp&o Borato 0.1 M pH 8.0, 85 ¢ 9.0.
Tampéo Tris-HCI 0.1M pH 9.0, 9.5 ¢ 10.

Em Erlenmeyers de 125 ml foram preparados sistemas de reagao
compostos de 5 ml de emulsio de goma arabica 7% e 6leo de oliva na
propor¢do de 75%:25% respectivamente, 2 ml de cada solugdo tampio
descrito acima e 1 ml de solug¢do enzimatica contendo 164 ug proteina/ml
(187 unidades de atividade especifica /ml). A mistura foi incubada a
37°C por 30 minutos em banho termostatizado com 130 oscilagdes por
minuto. A reagdo foi paralisada pela adigdo de 15 ml de solugdo Acetona
- Etanol (1:1) e os 4cidos graxos liberados foram titulados contra solugdo
de NaOH 0.05 N utilizando-se fenolftaleina como indicador. .

3.2.19.1.2 Determinagio do pH de Estabilidade

Dois ml da solugdo enzimatica contendo 164 ug proteina/ml (187
unidades de atividade especifica/ ml ) foram misturados com 2 ml de cada
solugdo tampdo descrita no item anterior por 24 horas a temperatura
ambiente (25°C). Apés o tratamento 1 ml da solugdo enzimatica foi
acrescentado a frascos Erlenmeyers de 125 ml contendo 5 ml de emulsio
goma arabica 7% e o6leo de oliva na propor¢do de 75%:25%
respectivamente e determinada a atividade enzimatica remanescente de
acordo com o item 3.2.8.



3.2.19.2 Efeito da Temperatura

3.2.19.2.1 Determinacio da temperatura 6tima de atividade

A atividade enzimatica da lipase purificada, em diferentes
temperaturas, foi testada como descrito no item 3.2.8. utilizando-se as
temperaturas de incubagdo de 25°C, 30°C, 37°C, 40°C, 45°C, 50°C e 60
)

C.

3.2.19.2.2 Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

Dois ml da solugdo enzimética contendo 164 ug de proteina/ ml
(187 unidades de atividade especifica / ml) foram tratadas a temperaturas
de 25°C, 30°C, 40°C, 50°C, 70°C, 90°C e banho maria em ebuli¢do por
uma hora. Apos o tratamento térmico a atividade enzimatica remanescente
foi determinada de acordo com o item 3.2 8§

3.2.20. Influéncia de sais minerais na atividade da enzima purificada
de Geotrichum sp..

A influéncia de sais minerais na atividade enzimatica sobre o
substrato 6leo de oliva emulsificado com goma arabica, foi verificada
dentro da faixa de concentragdo de sais minerais onde nio houvesse
interferéncia com o método de determinagdo de atividade.Utilizou-se o
sistema de reacdo descrito em 3.2.8, com enzima a purificada na
concentragdo de 164 ug de proteina /ml (187 unidades de atividade
especifica / ml), acrescido de 1 ml das seguintes solugdes, perfazendo uma
concentragdo final das mesmas na mistura de reagdo de 1ImM : NapSOy,

MgSO4, MnSOy4, CaCly, AgNO3, CuSOy, KCl, LiSOy, CoClp, FeSO4 €
ZnSO4. As misturas de reagdo foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. A

reacdo foi paralisada pela adigio de 15 ml de solugdo 1:1 de
Acetona:Etanol, os 4cidos graxos liberados foram titulados contra NaOH
0.05 N utilizando-se fenolftaleina como indicador.
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3.2.21. Influéncia de inibidores da lipase purificada de Geotrichum
sp..

A mfluéncia de inibidores foi verificada semelhantemente 3
influéncia de sais minerais na atividade enzimatica. O sistema de reagdo
foi constituido como descrito em 3.2.8. acrescido de 1 ml de solugio de
um dos seguintes compostos : p- cloromercuribenzoato, cisteina,
iodoacetamida, bissulfito de sodio e mercaptoetanol na concentragio
necessaria para perfazer 1 ¢ 5 mM em relagdo ao volume total da mistura
de reagdo e 1 ml de solugdo enzimatica purificada na concentragio de 164
ug de proteina /ml (187 unidades de atividade especifica / ml). As misturas
de reagdo foram incubadas a 37°C por 30 minutos.

A reagdo foi paralisada pela adi¢do de 15 ml] de solugdo de
Acetona: Etanol na propor¢do 1:1 e os acidos graxos liberados foram
titulados contra NaOH 0.05N com fenolftaleina como indicador.

3.2.22. Hidrélise do éleo de oliva por acao da lipase purificada de
Geotrichum sp..

O acompanhamento da rea¢do de hidrolise de oleo de oliva extra
virgem foi realizado incubando-se a 37°C o sistema de reagdo composto
de 5 ml de emulsdo goma arabica 7% e dleo de oliva na proporgdo de
75%: 25% respectivamente, 2 ml de solugdo Tampio fosfato 0.1M pH
7.0 e 1 ml de enzima purificada na concentra¢do de 164 ug de proteina /
ml (187 unidades de atividade especifica / ml) por tempo de reagio
variavel de: 6 minutos, 9 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas,
4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas.

A reagdo foi paralisada pela adigdio de 15 ml de solugdo
Acetona/Etanol (1:1) os acidos graxos liberados foram titulados contra
solugdo de NaOH 0.05 N | sendo calculada a porcentagem de hidrélise.

3.2.23. Determina¢io do teor de agiicares totais na lipase de
Geotrichum sp.

O conteudo de agucares totais presentes na lipase de Geotrichum sp
foi determinado pelo método fenol-acido sulfurico, de acordo com Dubois
etalii (14).
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3.2.24. Estudo da reacao de Esterifica¢do por lipase de Geotrichum
sp..

3.2.24.1 Efeito da propor¢ao molar entre acido oleico e glicerol no
grau de esterificacio enzimatica

Em bequer de 250 ml contendo quantidades de acido oleico e
glicerol de forma a fornecer uma proporg@o molar de 30, 40 e 60 entre
glicerol e 4cido oleico, foram acrescentados 100 mg de enzima bruta
perfazendo um total de 50 unidades de atividade, para 126 g de substrato.
O frasco foi incubado a 40°C em banho termostatizado e homogenizado
com agitagdo de 500 rpm por 0, 15, 30, 60, 90 e 180 minutos de reagao.

A reagio foi paralisada pela adi¢do de 15 ml de Acetona:Etanol na
proporgdo de 1:1 e o 4cido oleico remanescente foj titulado contra solugéo
de NaOH 0.05 N, usando-se fenolftaleina como indicador.

A porcentagem de esterificagdo foi calculada em relagdo ao teor de
acido oleico presente no tempo zero de reagdo e o teor de 4cido oleico
remanescente apos o tempo de reagio.

3.2.24.2. Efeito da temperatura no grau de esterificaciio enzimatica.

Em bequer de 250 ml contendo 10 g de acido oleico e 116 g de
glicerol, de forma a fornecer uma relagdo molar de 60 entre glicerol e
acido oleico, foram acrescentados 100 mg de enzima bruta perfazendo
um total de 50 unidades de atividade, para aproximadamente 126 g de
sustrato. Os frascos foram incubados a 25°C, 30°C, 40°C e 50°C em banho
termostatizado com agitagio de 500 pmpor 0, 1/4,1/2, 1,2, 4, 8, 24 ¢ 48
horas de reagio.

A reagéo foi paralisada pela adigdo de 15 ml de Acetona:Etanol na
proporgdo de 1:1 e o 4cido oleico remanescente foj titulado contra solugdo
de NaOH 0.05 N, usando-se fenolftaleina como indicador.

A porcentagem de esterifica¢do foi calculada em relagdo ao teor de
acido oleico presente no tempo zero de reagdo e o teor de 4cido oleico
remanescente apos tempo de reagio.



3.2.24.3. Efeito da concentracio de lipase no grau de esterificacio
enzimatica

Em bequer de 250 ml contendo 10 g de acido oleico e 116 g de
glicerol de forma a fomecer uma relagdo molar de 60 entre glicerol e 4cido
oleico, foi acrescentada lipase bruta nas concentragdes de : 20, 50, 100,
200 e 300 mg, 10, 25, 50, 100 e 150 unidades de atividade
respectivamente, para aproximadamente 126 g de substrato. O bequer foi
incubado a 40 °C em banho termostatizado ¢ homogenizado com
homogenizador de hélice por 0, 1/4, 1/2, 1, 2, 4, e 6 horas de reagdo. A
reagdo foi paralisada pela adicdo de 15 ml de Acetona : Etanol na
propor¢do de 1:1 e o 4cido oleico remanescente foi titulado contra
solugdo de NaOH 0.05 N usando-se fenolftaleina como indicador, A
porcentagem de esterificagdo foi calculada em relagdo ao teor de acido
oleico presente no tempo zero de reagdo e o teor de 4cido oleico
Temanescente apos o tempo de reacéo.

3.2.25. Determinacio do peso Molecular por Eletroforese Vertical em
gel SDS - Poliacrilamida

A anilise eletroforética da enzima lipolitica de Geotrichum sp. foi
realizada de acordo com Shapiro,1967 com eventuais modificagdes para
determinago do peso molecular da enzima.

3.2.25.1. Tratamento das amostras proteicas

Um volume de soluggo de lipase de Geotrichum sp contendo 164
ug proteina/ ml de proteina foi misturada em partes iguais com solugdo
tampao para tratamento da amostra contendo : 2.5 ml de tampdo Tris pH
6.8, 4.0 ml de solugdo 10% de SDS, 2.0 ml de glicerol, 1 ml de 2-
mercaptoetanol e 1.0 ml de 4gua. A mistura foj aquecida em banho maria a
ebuligdo por 3 minutos.



3.2.25.2. Preparo da placa para eletroforese vertical

As placas para eletroforese foram montadas utilizando-se um
espagador de 1,5 mm de espessura e vedadas com solugdo de agarose 2 %
para evitar vazamento do gel. ‘

Preparo do gel de separacio

Em Erlenmeyer de 125 ml foram misturadas vagarosamente 20 ml
de solugdo acrilamida-bisacrilamida composta por 29.2 g de acrilamida e
0.8 g de bisacrilamida em 100 ml de agua destilada, 15 ml de tamp@o Tris
pH 8.8, 24,1 ml de 4gua destilada , 0.4 ml de solugdo 10% SDS.A seguir
adicionou-se 300 pl de solugdo de persulfato de aménio 10 % e 20 ul de
TEMED ( tetra metil etileno diamino) .Misturou-se cuidadosamente,
evitando a formagdo de bolhas. A solugdo foi despejada entre as placas
previamente preparadas até atingir cerca de 2.0 c¢m abaixo do topo
superior. A seguir a superficie da solugdo foi coberta cuidadosamente com
agua destilada. A placa ficou em repouso por 30 minutos, até a completa
polimerizagdo do gel ( a interface liquida toma-se visivel). Apoés a
polimerizagdo, a 4gua destilada foi removida com papel absorvente.

Preparo do gel superior

Em frasco de 50 ml foram misturadas cuidadosamente 2.66 ml de
solugdo acrilamida-bisacrilamida composta por 29.2 g de acrilamida e 0.8
g de bisacrilamida em 100 ml de agua destilada , 5.0 ml de tamp3do Tris
pH 6.8, 12.2. ml de 4gua destilada, 0.2 ml de solugdo SDS 10 % A
seguir foram adicionados 100 uL de solugdo de persulfato de aménio 10%,
10 ul de TEMED e misturados cuidadosamente, evitando a formagdo de
bolhas. A placa foi completada com gel do topo e o pente foi inserido
evitando-se a formagdo de bolhas. A placa ficou em repouso
aproximadamente 30 minutos, até a completa polimerizagio do gel. O
pente e o separador inferior foram removidos cuidadosamente para ndo
destruir os orificios superiores ¢ a base do gel. Posteriormente os orificios
foram preenchidos com tamp@o de reservatorio Tris-Glicina.

3.2.25.3. Corrida da Amostra
As amostras preparadas foram colocadas em cada orificio do gel

superior da placa em quantidades de 15 ul, com o auxilio de uma
microseringa de 50 ul. A cuba para eletroforese vertical contendo a placa



foi conectada a Fonte PS 500 XT . A corrida eletroforética foi realizada
com a corrente de 70 V. O tempo de corrida foi aproximadamente de 4
horas.

3.2.25.4. Revelagdo do gel

O gel foi cuidadosamente removido das placas e colocado em
solugdo corante composta por 12.5 ml de solugdo 1% de Comassie Blue
R-250, 50 ml de metanol, 10 ml de acido acético e 100 ml de agua. por
aproximadamente 8 horas, agitando-se esporadicamente. Apods esse tempo
o gel foi transferido para solugdo descorante I composta por 50 ml de
metanol, 10 ml de acido acético e 100 ml de agua por 1 hora e depois
para a solugdo descorante II composta por 5 ml de metanol, 7 ml de 4cido
acético e 100 ml de 4gua até o descoramento total do gel. A placa foi
fixada em papel celofane.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de microrganismos

Foram isoladas aproximadamente 700 linhagens de levedura, e
testadas quanto a capacidade de hidrolisar 6leo de oliva, através da
produgdo de lipase extracelular.Das 700 linhagens estudadas foram pré
selecionadas as de namero 334, 559, 588, 566 ¢ 212.

Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade
de enzima que libera 1 pmol de 4cido graxo por minuto de reagdo nas
condigdes descritas. '

O modo de ag¢do das enzimas lipoliticas sobre 6leos e gorduras esta
ilustrado nas figuras 1 e 2 .

A agdo das lipases pode ocorrer através da clivagem das ligag¢des
ésteres dos glicerideos liberando acidos graxos, glicerol, monoglicerideos,
diglicerideos ou ainda através da esterificagio e interesterifica¢do de leos
e gorduras, produzindo os glicerideos desejados.

4.2 Estudo do meio de cultura para isolamento e seleciio de linhagens
produtoras de lipase.

A linhagem de Candida rugosa NRLL 1446 foi utilizada como
microrganismo padréo para produgio de lipase sendo testada nos meios de
cultivo descritos nos itens 3.2.2.1 ¢ 3.2.2.2.

A tabela 01 mostra a atividade lipolitica obtida de acordo com os
tempos de incubagdo de 24, 48 e 72 horas. A determinagdo de atividade
fo1 realizada de acordo com o item 3.2.8.

Foi verificado que o meio de cultivo 2 mostrou-se mais adequado
para a selegéo de microrganismos produtores de lipase. O meio de cultivo
2 apresenta maior concentragdo de nitrogénio orgnico que o meio 1 e ndo
apresenta oleo ou gordura em sua composigio.

Nair & Bone (47) estudaram as condigdes 6timas para produgdo de
lipase por Aspergillus foetidus em meio liquido verificando que a
presenga de 6leo de oliva na concentragdo de 2 % e sacarose 0.5 % no
meio de cultura elevou a produgéo de lipase.

A influéncia da composi¢do do meio na produgdo de lipase foi
estudada também por Cutchins et alii (13), relatando que a presenga de
0.05 % de glucose aumentou a producdo de lipase pela levedura
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FIGURA 1 - Representagio do modo de ac¢iio de Enzimas Lipoliticas
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FIGURA 2 - Sequéncia das Reagdes de Hidrolise de Oleos e Gorduras
por acio de lipases
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TABELA 1 - Selecdo do meio de cultivo para produgio de lipase,

usando linhagem de Candida rugosa NRRL1446

Meio de Cultivo Tempo de Fermentacio Atividade
(horas) (umoles Acido graxo/min/ml)
Meio 1
24 0
0.2% uréia
2.0% glucose 48 1.68
0.6% KH,PO,
0.2% K,HPO, 72 1.05
0.1% extrato de
levedura
1.0% 6leo de oliva
Meio 2
24 1.68
1.5% farinha de soja
1.0% farinha de trigo 48 3.39
3.0% extrato de
levedura 72 0.63
0.3% NH;NO;
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Mycotorula lipolytica porém, na presenga de o6leo de oliva e glicose ndo
houve produggo de atividade lipolitica.

4.3 Estudo do sistema de reacdo apropriado para detec¢io de
atividade lipolitica de leveduras.

Considerando-se que as lipases sdo enzimas e portanto soluveis em
agua e que agem sobre substratos ndo solitveis tais como 6leos e gorduras,
a interagdo enzima-substrato deve ocorrer na interface 6leo-agua. Sendo
assim, o estado de emulsificagdo do substrato é determinante na medida
de atividade lipolitica. Para preparar emulsdes estaveis, o substrato deve
ser liquido e deve-se adicionar emulsificantes, estabilizantes ou ambos.

Dentre os métodos empregados para a determinagdo da atividade
lipolitica foi verificado que, utilizando-se lipase produzida pela linhagem
padrdo de Candida rugosa NRLL 1446, o emprego de goma arabica como
agente estabilizante da emulsdo de 6leo de oliva, dispensando o uso de
emulsificante, (31), mostrou-se o mais adequado para medida da atividade
lipolitica.

A tabela 02 traz os resultados obtidos neste experimento. E também
conhecido que os emulsificantes n3o i6nicos podem aumentar
drasticamente as taxas de lipélise catalisadas por enzima. Por outro lado,
Linfield et alii (35) estudando as interagdes lipideo-lipase de Candida
rugosa, verificou que a presenga de 0.01 % de surfactante ndo iGnico
causou forte inibigdo da ag¢do enzimatica com o tempo de reagdo de 8
horas.

Linfield et alii (36), estudando a interagdo lipideo-lipase,
desenvolveram um método simplificado para medir atividade lipolitica. Os
autores concluem o estudo observando que para se obter dados confiaveis
nas medidas, € necessaria boa emulsificagdo inicial, pois apés iniciada a
hidrélise, os diglicerideos e monoglicerideos formados agem como
emulsificantes internos do sistema.

4.4 Sele¢io da linhagem melhor produtora de lipase.

A linhagem ntimero 212 foi selecionada como a melhor produtora
de lipase, dentre 05 linhagens preliminarmente selecionadas, apresentando
inclusive, atividade superior & padrio Candida rugosa NRRL 1446.

As linhagens pré selecionadas ntimero 212, 566, 334, 559 ¢ 588
estdo relacionadas na figura 03, na qual se mostra o resultado do estudo
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TABELA 2 - Selecao do método de determinagio de atividade lipolitica,
usando linhagem de Candida rugosa NRRL 1446

Meétodo

Substrato

Atividade
(nmoles dcido graxo/ min /ml)

Meétodo 3.2.3.1.

Meétodo 3.2.3.2.

Meétodo 3.2.3.3.

Meétodo 3.2.3 4.

Tampao fosfato 0.1N pH 7.0
Emulséo ¢/ alcool polivinilico
e 6leo de oliva

Tampao fosfato 0.1 NpH 7.0
e 6leo de oliva

Tampao fosfato 0.1 NpH 7.0
Emulsio ¢/ desoxicolato de
sodio e oleo de oliva

Tampao fosfato 0.1 NpH 7.0

Emulsdo ¢/ goma arabica
e 6leo de oliva

34

4.8
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comparativo da atividade de lipase em tempos de fermentagdo de 24, 48 e
72 horas no meio de cultivo 2 descrito no item 3.2.2.2, a temperatura de
30°C.

4.5 Caracterizacdo morfo-fisiolégica e bioquimica da linhagem
produtora de lipase.

A linhagem selecionada como melhor produtora de lipase foi
identificada como pertencente ao género Geotrichum sp, pelas
caracteristicas apresentadas de crescimento, e pelos resultados de testes
bioquimicos realizados e descritos .

1. Divisdo Celular

1.1. Reprodugio Vegetativa:

As células apresentam-se na forma de cilindros, curtos e longos, e
dividem-se por fissdo.
1.2. Caracteristicas das células vegetativas

1.2 a) Crescimento em meio liquido e s6lido:

As células vegetativas apresentaram-se cilindricas longas e curtas.

Meio liquido: Ocorreu a formagio de pelicula.

Meio sélido: Coldnias brancas cremosas, filamentosas, espalhadas
sem profundidade com borda irregular. Sem odor ou brilho.

Apresentou bom crescimento quando o meio apresentava em sua
composi¢do extrato de malte e extrato de levedura.

1.2 b) Formagao de Pseudomicélio e Micélio verdadeiro:

A colonia mostrou formagdo de micélios verdadeiros ap6s 48 horas

de crescimento a 30°C com formagéo de artrosporos. As coldnias jovens
apresentam micélios na forma de filamentos longos que se quebram em
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artrosporos assim que a coldnia envelhece. Os artrosporos s3o cilindricos
com extremidades arredondadas.

As figuras 4A e 4B apresentam as caracteristicas morfolégicas da
colonia da linhagem n® 212 , bem como a formagdo do micélio e
artrosporos.

2. Caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas da Linhagem n° 212

A tabela 3 indica as caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas da
linhagem n® 212 dando sequéncia aos testes realizados para identificacdo
do género da linhagem n®212.

4.6 Estudo dos parimetros para producao de enzima pela linhagem
212, selecionada como melhor produtora de lipase.

4.6.1 Selecdo do melhor meio de Cultivo para Produgio de lipase por
Geotrichum sp.

Os resultados obtidos na sele¢do do melhor meio de cultivo para
produgdo de lipase por Geotrichum sp estao dispostos na figura 05. O
meio de cultivo onde se obteve maior produgdo de lipase pela linhagem de
Geotrichum sp foi o meio C composto por 1.5% de farinha de soja
desengordurada, 1% de farinha de trigo, 3% de extrato de levedura e 0.2%
de NH4N03

Observa-se que os meios A e B continham Oleo de oliva em sua
composi¢do, como principal fonte de carbonos. O meio C ndo continha
0leo em sua composi¢do, sendo a fonte de carbono a farinha de trigo. Os

trés meios, A, B e C possuiam rica fonte de nitrogénio organico e
Inorgéanico em sua Composi¢ao.

O meio D utilizado para a produgao de lipase ( fermentago solida)
mostrou-se pouco eficiente para a linhagem de Geotrichum sp.

Nagaoka et alii (46) relataram a produgdo de lipases utilizando
linhagem isolada de Mucor sp. O microrganismo foi cultivado em meio
liquido constituido de 4 % de amido soluvel, 3 % de farelo de soja, 0.1 %
de (NH4),SO4 € 0.2 % de K,HPOy, pH final 6.5. A produgéo de lipase foi
extremamente afetada pela fonte de nitrogénio do meio sendo que a
combinagdo de (NH,),SO; e farelo de soja pareceu ser a mais adequada.

Tsujisaka et alii (76) compararam as propriedades de lipases
fingicas produzidas por  Aspergillus  niger, Rhizopus  delemar,
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FIGURA 4A - Linhagem n° 212 - Geotrichum sp.




FIGURA 4B - Fotomicrografia com aumento de 400 x em microscopio
optico da linhagem n® 212 - Geotrichum sp.




TABELA 3 - Caracteristicas Fisiolégicas e Bioquimicas

da linhagem n? 212

Caracteristicas Fisiolégicas e Bioquimicas

1. Assimilagdo de Nitrato -
2.Teste de Diazonium Blue B -
3. Formagdo de Pelicula b
4. Urease -

Fermentagiao de Carboidratos

1.D-glucose &
2.D-galactose -
3.Maltose -
4.Lactose -

S. Rafinose -
6.Sacarose -

Assimila¢iao de Carboidratos
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Atividade, (u moles de a.g./min/ml)

FIGURA 5 - Sele¢iio do melhor meio de cultivo para producio
de lipase por Geotrichum sp
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Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium. Com relagdo ao meio de
cultura para produgdo de lipase, foi verificado que Aspergillus niger
produzia lipase em meio semi s6lido composto de farelo de trigo e CaCOs
. Os outros 3 fungos produziram grande quantidade de lipase durante o
crescimento em meio liquido com alta concentragdo de nitrogénio e certa
quantidade de fonte de carbono.

A influéncia das condigdes nutricionais e de cultivo na produgdo de
lipase por Aspergillus niger em cultura submersa foram estudadas por Pal
et alii (55), que relataram a importincia da fonte rica em nitrogénio
organico na produgdo de lipase. Cutchins et alii (13) estudaram a
influéncia da composi¢do do meio de cultivo na produgdo de lipase pela
levedura Mycotorula lipolytica. Verificaram que a presenga de 0.05 % de
glucose aumentou a produgéo de lipase e que na presenga de 6leo de oliva
e glucose ndo houve produgio de lipase.

4.6.2. Estudo do efeito da adigiio de fontes de carbono ao meio de
cultivo na produgio de lipase por Geotrichum Sp.

A produg@o de lipase pela linhagem de Geotrichum sp foi testada
em meio liquido composto de 5 % de “comn steep liquor”( agua de
maceragdo de milho) e 0.5 % de NH;NOj; adicionando-se diferentes fontes
de carbono. A figura 06 traz os resultados obtidos.

A produgdo de lipase por Geotrichum sp foi fortemente induzida
quando acido linoleico e 6leo de girassol foram adicionados ao meio de
cultivo na concentragdo de 1 %. Ligeira indugdo ocorreu quando foram
adicionados &cido oleico, éleo de cdco e dleo de mamona, na mesma
concentragdo de 1 %.

Shimada et alii (66) estudaram a indugio de lipase de Geotrichum
candidum por adigdo de acidos de cadeia carbdnica longa, na
concentragdo de 1 % ao meio de cultivo. Verificou-se que o 4cido oleico é
o maior indutor de lipase, seguido pelo metil palmitato. O meio utilizado
neste estudo foi constituido de 5 % de “corn steep liquor” e 0.5 % de
NH4NO; com ou sem adi¢do de compostos indutores de lipase. Este meio
apresenta alta concentragéo de nitrogénio sendo relativamente pobre na
fonte de carbono.

Iwai et alii (24) estudaram a produgéo de lipase por Geotrichum
candidum Link, que em referéncias anteriores, havia mostrado produzir
lipase em meio de cultivo sem adigéo de lipideo. Embora o microrganismo
crescesse bem em meio composto de “corn steep liquor” 3%, peptona 5%,
glucose 1 %, a presenga de farelo de arroz era essencial para a produgio
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Atividade, ( u moles a.g./min/ml)

FIGURA 6 - Estudo do efeito da incorporacio de fontes de
carbono ao meio de cultivo na producio de lipase de

Geotrichum sp
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de lipase. Verificou-se que a porgao lipidica do farelo de arroz é que era
responsavel pela indugdo da produgdo de lipase. Ao adicionarem varios
oleos ao meio de cultivo, verificaram que o 4cido oleico no meio de
cultivo na concentragdo de 1 % foi o mais efetivo na indugdo, tanto em
meio liquido como sélido.

A influéncia de diferentes tipos de glicerideos na indugdo de lipase
em Mucor hiemalis foi também estudada por Aktar et alii (5). A produgdo
de lipase foi aumentada com a adigio de 6leo de oliva ao meio
fermentativo

Tahoun et alii (73) estudaram também a influéncia do meio de
cultivo com diferentes fontes de carbonos na indugdo de lipase por G.
candidum. O microrganismo foi incubado a temperatura de 30 °C em
meio de cultivo composto por tripticase e minerais, adicionando como
fontes alternativas de carbonos glucose, oleo de oliva, 4cido oleico ou
Tween 80. A atividade de lipase extracelular produzida é maior na
presenga de o6leo de oliva, seguido pela presenca de glucose. Acido oleico
¢ Tween 80 inibiram fortemente a produgdo de lipase extracelular
aumentando a produg@o de lipase micelial pelo microrganismo.

Ota et alii (53) estudaram a indugdo da produgdo de lipase de
Candida paralipolytica por lipideos e substincias derivadas. Varios
acidos graxos foram adicionados ao meio de cultivo e verificou-se que
acidos graxos , insaturados, especialmente o ricinoleico, foram os mais
efetivos na produgio de lipase. Em trabalho subsequente (54) os mesmos
autores verificaram que a levedura Candida cylindracea produzia pouca
atividade lipolitica em meio de cultivo sem a presenga de lipideo ou ainda,
pela adigdo de somente um tipo de lipideo.

Este experimento foi importante para esclarecer a influéncia de
oleos e acidos graxos na produgéo de lipase extracelular por Geotrichum
sp. A produgdo de lipase pela linhagem de Geotrichum sp foi fortemente
induzida na presenga de 4cido linoleico bem como de 6leo de girassol,
resultados estes mais expressivos do que os obtidos com 6leo de oliva e
acido oleico.

4.6.3 Efeito da Temperatura e Tempo de fermentacdo na producio de
lipase por Geotrichum sp.

A maxima produgdo de lipase por Geotrichum sp foi obtida a
temperatura de 30 °C apés 48 horas de fermentagdo em meio de cultivo
composto por 1.5 % de farinha de soja desengordurada, 1 % de farinha de
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Figura 7A - Efeito da temperatura de fermentagio na
produgio de lipase por Geotrichum sp
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FIGURA 7B - Efeito do tempo de fermentagio na producio de
lipase por Geotrichum sp .
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trigo, 3 % de extrato de levedura, 0.2 % de nitrato de amoénio, pH 5.0. Os
resultados estdo dispostos nas figuras 7A e 7B.

Pal et alii (55) estudaram a produgdo de lipase por Aspergillus
niger concluindo que as condigdes ideais para produgdo de lipase foram
obtidas com 96 horas de fermentagdo em cultura submersa a 35 ° .

Baillargeon et alii (7) estudaram 3 linhagens de Geotrichum
candidum (ATCC 39614, NRRL Y552 e NRRL Y 553) para produgio de
lipase. A produgdo maxima de lipase pelas 3 linhagens foi obtida por
fermentagdo liquida em meio contendo 6leo ou glicerol, a 30 °C, 300 pm,
PH neutro por 24 horas.

4.7 Produgio de lipase pela linhagem de Geotrichum sp.

Foram obtidas aproximadamente 6 unidades de atividade por ml de
centrifugado do meio de cultura na fermentagido da linhagem de
Geotrichum sp em o meio de cultura composto por 1.5% de farinha de
soja desengordurada, 1% de farinha de trigo, 3% de extrato de levedura,
0.2% de nitrato de aménio, incubado a 30°C por 48 horas .

4.8 Purificacio da lipase

A purificagdo da lipase foi realizada de acordo com o método
descrito no item 3.2.18.

O fluxograma de purificagio da lipase de Geotrichum sp esta
descrito na figura 8.

A lipase de Geotrichum sp foi obtida por fermentagdo posterior
centrifugagdo do meio de cultura e fracionamento com sulfato de
amoénio.No fracionamento da preparagdo bruta de lipase em coluna
DEAE- Sephadex A-50 equilibrada com tampao acetato 0.05 M pH 5.0, a
enzima adsorvida na resina foi eluida com tampao acetato 0.05 M pH 5.0,
contendo 0.2 M de NaCl. A figura 9 ilustra o fracionamento da lipase. A
purificagdo estd sumarizada na tabela 04. A enzima foi purificada 6 vezes
apos fracionamento com sulfato de aménio. Apés a cromatografia em
coluna de DEAE- Sephadex A50, a lipase foi purificada 16.5 vezes. Na
figura 09 pode-se observar que na concentragdo de 0.2 M de NaCl foram
eluidas as fragdes com atividade lipolitica; ndo foram obtidas outras
fragdes dentro do gradiente de NaCl utilizado, que apresentassem
atividade lipolitica.

79



FIGURA 8 - Fluxograma de producio e purificacio de lipase
de Geotrichum sp.
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FIGURA 9 - Cromatografia de Troca Ionica de lipase de
Geotrichum sp em Coluna DEAE-Sephadex A-50
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Tsujisaka et alii (77) purificaram a lipase de Geotrichum candidum
com sulfato de aménio, fracionamento em coluna de DEAE-Sephadex e
permeagdo em gel com Sephadex G-100 e G-200. Foi encontrada uma sé
fragdo proteica com atividade lipolitica com peso molecular entre 53000 e
55000 Daltons.

Jacobsen et alii (26), purificaram a lipase de Geotrichum candidum
por cromatografia em coluna de Sephadex G-100, onde foram encontrados
dois picos diferentes, com atividade lipolitica. Os autores encontraram um
alto grau de heterogeneidade entre as lipases, demonstrado por
imunoeletroforese, o que indica multiplas formas de enzimas produzidas.

4.9 Caracterizacio da lipase bruta e purificada

As caracteristicas bioquimicas da lipase de Geotrichum sp foram
determinadas como descrito nos itens 3.2.10 € 3.2.19.

4.9.1.Efeito do pH na atividade enzimatica.

O efeito do pH na atividade da enzima bruta foi determinado de
acordo com o método descrito no item 3.2.10.1.1 e o efeito do pH na
atividade da enzima purificada foi realizado de acordo com o método
descrito em 3.2.19.1.1. _

A figura 10 mostra que o pH de maxima atividade para enzima
bruta estd na faixa entre 5 e 7 e que para a enzima purificada o pH 6timo
de atividade esta entre 7 e 8, obtidos com tampao Fosfato e Borato 0.1 M.

A lipase produzida por Geotrichum candidum apresentou pH 6timo
entre 8.1 e 8.5 conforme o relato de Marks et alii (41) em 1968.

Tsujisaka et alii (78) estudando as propriedades da lipase de
Geotrichum candidum verificaram que a enzima foi mais ativa em valores
de pH entre 5.6 ¢ 7.0.

Baillargeon et alii (7) estudaram 3 linhagens diferentes de
Geotrichum candidum para produgdo de lipase e estudo das
caracteristicas destas enzimas. A maior atividade lipolitica se deu para as
3 lipases , a pH neutro, segundo os autores.

Philips e Pretorius (60) estudando a produgdo de lipase por
Galactomyces geotrichum, um fungo semelhante ao Geotrichum
candidum, verificaram que a lipase produzida por este fungo possuia
atividade maxima com pH a 7.75.
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FIGURA 10 - Efeito do pH na atividade de lipase bruta e
purificada de Geotrichum sp
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TABELA 5 -

Caracteristicas bioquimicas de lipases microbianas

Enzima Fonte pH Temperatura Referéncia
otimo 0tima °C

Lipase G.candidum 7 30 74
Lipase G.candidum 8.1-85 30 41
Lipase G.candidum 56-7.0 40 77
Lipase G.candidum 56-7.0 40 26
Lipase Moucor sp. 8.0 37 46
Lipase P. nitroreducens 9.5 -- 82
Lipase P. fragi 9.5 75 - 80 82
Lipase C. rugosa 54 40 35
Lipase Rhodotorula pilimae | 4.0 45 - 50 44
Lipase R. pilimae ]I 7.0 45 - 50 44
Lipase  Galactomyces geotrichum 775 30 60
Lipase C. parapsilosis 6.5 45 63
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A lipase de Geotrichum sp apresenta atividade maxima em pH
dentro da faixa das enzimas relatadas de Geotrichum candidum.A tabela
05 ilustra o pH 6timo para a atividade de diferentes lipases microbianas.

4.9.2 O efeito do pH na estabilidade da enzima.

O estudo da influéncia do pH na estabilidade enzimatica foi
realizado de acordo com os itens 3.2.10.1.2 ¢ 3.2.19.1.2.

A figura 11 ilustra o efeito do pH na estabilidade da enzima. As
lipases de Geotrichum sp purificada e bruta apresentaram-se mais estéveis
na faixa de pH entre 5.0 e 8.0 para a enzima bruta e entre 7.0 e 9.0 para a
pura, sendo inativada a pH inferiores a 4.5 ou superiores a 8.2 apos 24
horas de incubagdo a temperatura ambiente.

Tsujisaka et alii (77) analisaram as propriedades da lipase
purificada de Geotrichum candidum verificando que a enzima foi estavel
na faixa de pH de 4.6 a 9.8 apos tratamento por 24 horas a 30 °C.

Houve pequena variagdo na estabilidade em diferentes valores de
pH para a lipase pura e bruta de Geotrichum Sp, que apresentou-se
semelhante a lipase de Geotrichum candidum relatada na literatura por
Tsujisaka et alii (77). '

4.9.3. Efeito da temperatura na atividade enzimatica.

O efeito da temperatura na atividade de lipase foi determinado de
acordo com os métodos descritos nos itens 3.2.10.2.1 e 3.2.192.1. A
figura 12 mostra que a lipase de Geotrichum sp purificada e bruta
apresenta atividade 6tima a temperatura de 45 °C.

A literatura reporta, para diferentes formas moleculares de lipase de
Geotrichum candidum que a temperatura 6tima esta entre 30 e 40 °C
como verifica-se em Jensen et alii (30); Baillargeon et alii (7) ; Marks et
alii (41) e Tsujisaka (77).

Riaublanc et alii (63) descreveram que a temperatura 6tima da
lipase de Candida parapsilosis se situa na faixa entre 40-50 °C.
Muderwa et alii (44) verificaram que a temperatura de maxima atividade
da lipase produzida por Rhodotorula pilimae se encontra na faixa entre
45-50 °C.
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4.9.4 Estabilidade térmica da enzima.

O estudo referente ao efeito da temperatura na estabilidade da
lipase foi realizado de acordo com as condi¢des descritas nos itens
3.2.10.2.2 €3.2.19.2.2. A figura 13 ilustra os resultados obtidos. A lipase
purificada e bruta de Geotrichum sp foi tratada nas temperaturas de 25,
30, 40, 50, 70, 90 ¢ 100 °C durante uma hora na auséncia de substrato e
verificou-se que a lipase bruta de Geotrichum sp reteve 40 % de atividade
quando tratada a temperatura de 50 °C, e 95% de atividade quando tratada
a 50°C, purificada. A fragdo purificada da lipase de Geotrichum Sp
apresentou maior termoestabilidade que a bruta.

Dentre as lipases fungicas descritas por Tsujisaka et alii (76) as
lipases produzidas por Aspergillus niger, Rhizopus delemar , Geotrichum
candidum e Penicillium cyclopium apresentaram termoestabilidade a 50,
65, 45, 50 e 40 °C respectivamente quando tratadas por 15 minutos em pH
5.6.

Yamaguchi et alii (83) estudaram a lipase de Chromobacterium
viscosum e verificaram que a enzima retém 80 % de atividade quando
tratada por 10 minutos a 70 °C.

Ballargeon  (8) estudou a lipase purificada de Geotrichum
candidum e verificou que a lipase se mostrou estavel com 99 % de
atividade residual apos incubagio a 30 °C por 24 horas.

4.9.5 Efeito de sais minerais na atividade enzimatica.

O efeito de sais minerais na atividade da enzima de Geotrichum sp
purificada e bruta foi testado de acordo com as condigdes descritas nos
itens 3.2.15 e 3.2.21.

Verificou-se que MgSO, na concentragio 1 mM em relagdo ao
volume final da mistura de reagdo, ativou a enzima bruta em 46 % e em
45% a enzima pura. A enzima bruta de Geotrichum sp foi fortemente
inibida na presenga de AgNO; e CaCl, na mesma concentragao. A enzima
purificada sofreu inibigdo moderada na presenga de CuSO, e na presenga
de CaCl, e AgNO; ndo foi afetada significativamente. A tabela 6
apresenta os resultados.

Em contrapartida, Tsujisaka et alii (76) relataram que as lipases
fungicas de Aspergillus niger | Rhizopus delemar . Geotrichum
candidum e Penicillium cyclopium foram ativadas pelo ion calcio. Foi
observado que a ativagdo n3o ocorre no inicio da reagdo enzimatica,
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TABELA 6 - Efeito de sais minerais na atividade de lipase purificada e
bruta de Geotrichum sp.

Sal % Atividade Relativa

(1 mM) Enzima Bruta Enzima Pura
NaSO, 121 120
MgSO, 146 145
MnSO, 105 128
CaCl, 62 117
AgNO; 49 106
CuSO4 76- 75
KCl 127 106
LiSO, 124 106
CoCl, 115 95
FeSO, 96 104

ZnS0Oy 120 128




porém, somente apds o acimulo de cido oleico. Portanto, a ativagdo
parece depender do aumento do estado de emulsificagdo do sistema de
reagdo. As lipases foram inibidas pela presenga de ions Fe™ ou Fe ™

Yamaguchi et alii (83) estudando a lipase de Chromobacterium
viscosum verificaram que esta foi estimulada na presenga de ions Ca'",
Ag™e Sn™.

Jacobsen et alii (27) tentaram explicar o mecanismo de ativagdo da
lipase de Geotrichum candidum_pelos ions Ca*™* . Segundo os autores, o
meio reacional pareceu influenciar na especificidade da enzima, € isso
pode ser explicado pelo acimulo de 4cidos graxos livres apos algum
tempo de hidrélise na interface enzima-substrato, impedindo o
prosseguimento da hidrélise. O papel do Ca ™ seria formar compostos
mnsoluveis com o acido oleico evitando a inibi¢do do hidrolise.

Petrovic et alii (59) relataram que a lipase de Penicillium roqueforti
&-86 foi ativada na presenga de sais de sodio e potassio na concentragao
de 1ImM e pelos cations Mn™ e Ca ™ sendo severamente inibida na
presenga de Fe "

4.9.6 Efeito de inibidores na atividade enzimatica.

O efeito de inibidores na atividade de lipase bruta e purificada de
Geotrichum sp foi testado de acordo com o método descrito nos itens
3.2.16. e 3.2.22. Os testes foram realizados de modo a conseguir-se uma
concentragdo final de inibidor no meio de reagio de 1 mM e 5 mM. A
tabela 07 ilustra os resultados.

Verificou-se que a enzima purificada nao sofreu a agéo inibitéria de
nenhum agente, nem na concentra¢io de 1 mM nem na concentragao de 5
mM.

A enzima bruta teve sua atividade inibida em 29% pelo reagente
p-cloro-mercuribenzoato na concentragio de 5 mM. Todoacetamida na
concentragdo de 1 mM e 5 mM nido exerceu efeito sobre a atividade
enzimatica. Mercaptoetanol na concentragdo de 5 mM inibiu em 20 % a
atividade enzimatica.

A lipase de Geotrichum sp ndo parece ser fortemente dependente
das ligagdes S-S para exercer sua atividade catalitica, principalmente
quando pura, sendo porém consideravelmente inibida por p-
cloromercuribenzoato, quando bruta, um inibidor classico de grupos tiol.

Jensen (30) em sua revisdo sobre lipases obtidas por Geotrichum
candidum , comenta que a proteina em questdo é uma histidina-serina e
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que a analise dos aminodcidos revelou que a enzima nio possui cisteina e
metionina.

4.9.7 Hidrélise de glicerideos pela lipase de Geotrichum sp.

A hidrélise ‘de glicerideos pela lipase de Geotrichum sp foi
estudada em diferentes etapas.

4.9.7.1 Hidrélise de éleo de oliva pela lipase bruta e purificada de
Geotrichum sp

A hidrolise de oleo de oliva pela lipase bruta e purificada de
Geotrichum sp foi realizada de acordo com o método descrito nos itens
3.2.11.¢3.2.22.

O efeito do tempo de reagdo na porcentagem de hidrélise do Sleo
de oliva foi acompanhado incubando-se o sistema de reagdo por periodos
de tempo variaveis como 3, 6, 9, 15 e 30 minutos, 1,24, 6, 8, 24, 48 ¢ 72
horas. '

A figura 14A demonstra que apés 6 horas de reagao a porcentagem
de hidrélise pela lipase bruta é de 83%. 85% apos 24 horas e que apos 48
€ 72 horas a porcentagem de hidrélise permaneceu em 90 %. A figura
14B ilustra a Cromatografia em Camada Delgada dos produtos de
hidrélise do ¢6leo de oliva por agdo da lipase bruta de Geotrichum sp.
Como pode ser verificado ja nos estagios iniciais de hidrélise ocorre a
formagdo de monoglicerideos. A enzima produz também em estigios
iniciais 2 tipos de diglicerideos (1,2) dioleina e (2,3) dioleina. A produgio
de acido oleico ¢ progressivamente aumentada até o tempo de 6 horas de
reacao.

A figura 15 ilustra a Cromatografia em Camada Delgada dos
produtos da hidrélise do 6leo de oliva por agdo da lipase purificada de
Geotrichum sp, indicando que nos estagios iniciais de hidrolise ha
presenga dos 2 tipos de diglicerideos (1,2) dioleina e (2,3) dioleina.
Monoleina e acido oleico vdo aumentando sua concentragao apos 4 horas
de reagio.

Baillargeon ¢ Mc Carthy (9) estudaram varias linhagens de
Geotrichum  candidum para produ¢do de lipase. Dentre outras
observagdes, relatam que as lipases isoladas sdo similares, contudo, a
especificidade de agdo € variavel com o tipo de linhagem e que as lipases
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TABELA 7 - Efeito de inibidores de enzimas na atividade de lipase
bruta e purificada de Geotrichum sp.

Reagente Atividade Relativa ( %)
1 mM 5 mM
...Enz. Pura Enz.Bruta Enz Pura  Eng Bruta
Mercaptoetanol 100 88 100 80
Cisteina 100 88 100 84
Bissulfito de Sodio 100 100 100 84
p-cloromercuribenzoato 100 91 100 71

lodoacetamida 100 100 100 100




Porcentagem de Hidrélise, %

FIGURA 14A - Efeito do tempo de reacio na porcentagem de
hidrélise de é6leo de oliva por agdo da lipase bruta de Geotrichum sp.
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FIGURA 14B - Cromatografia em Camada Delgada dos Produtos de
Hidrélise de Oleo de Oliva por Acdo da Lipase Bruta de Geotrichum
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FIGURA 15 - Cromatografia em Camada Delgada dos produtos de
Hidrolise de Oleo de Oliva por Acdo da Lipase Pura de Geotrichum sp.
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produzidas podem ser muito uteis na reestruturagdo de acidos graxos
insaturados dos triglicerideos, na forma bruta, sem purificagéo.

4.9.7.2 Hidrélise de varios substratos por lipase bruta de Geotrichum
sp.

A hidrélise dos dleos de oliva, girassol, soja, milho e banha de
porco por agdo da lipase bruta de Geotrichum sp foi realizada de acordo
com o descrito no item 3.2.12.

A figura 16A ilustra as porcentagens de hidrolise obtidas sobre os
diversos substratos por agdo da lipase bruta de Geotrichum sp . Como
pode ser verificado, a maior porcentagem obtida de hidrélise foi sobre o
oleo de girassol, com 35 % de hidrolise em 12 horas de reagio, seguido
pelo 6leo de milho com 26 % em 6 horas aproximadamente. Vale ainda
destacar que a hidrolise da banha de porco foi discreta, atingindo 16 %
apos 24 horas de reagio.

Todos os substratos testados possuem em sua composi¢o os acidos
graxos oleico e linoleico, com atengdo para os 6leos de girassol e milho
que possuem alta concentragdo de acido linoleico e para a gordura de
porco que, ao contrario, possui baixa concentragdo desses 4cidos graxos
insaturados, caracterizando-se como uma gordura saturada.

As figuras 16B e 16C ilustram a Cromatografia em Camada
Delgada dos produtos de hidrélise dos varios substratos testados por acao
da lipase bruta de Geotrichum sp onde pode-se observar que houve
intensa hidrélise dos dleos de girassol e milho, com produgdo de mono e
diglicerideos e acidos graxos livres.

Alford e Pierce (1) compararam as atividades lipoliticas de lipases
microbianas de Pseudomonas fragi, Staphylococcus aureus, Geotrichum
candidum, Candida lipolytica, Penicillum roqueforti e Penicillum sp, a
baixa temperatura usando como substrato emulsées de 6leo de milho, éleo
de cdco e toucinho. A taxa de lipdlise dos substratos foi diretamente
relacionada ao grau de insaturagio dos mesmos. Foi observado que o 6leo
de coco foi o mais rapidamente atacado dentre os 3 substratos para todas
as lipases, exceto a de Geotrichum candidum, A lipase produzida por
este microrganismo foi a mais ativa em éleo de milho, e este efeito foi
mais evidente a baixas temperaturas, mostrando a evidente preferéncia
desta lipase por 4cidos graxos insaturados, sendo que o 4cido oleico e
linoleico compdem cerca de 99 % dos ésteres de &cidos graxos
hidrolisados por esta lipase.
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FIGURA 16 A - Porcentagem de hidrélise de varios substratos por ac¢io
da lipase bruta de Geotrichum sp
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FIGURA 16B - Cromatografia em Camada Delgada dos Produtos de
Hidrdélise de Varios Substratos por acio da lipase bruta de Geotrichum

sp.

o Iriglioerfoeos cor Liassm o8 Guoiricras

1- Trioleina 5- Oh de reagdo - Oleo de Oliva

2- 1,3 (2,3) Dioleina 6- Ap6s 12h de reagdo - Oleo de Oliva

3- Monoleina 7- Oh de reagdo - Gordura de Porco

4- Acido Oleico 8- Apés 12h de reagio - Gordura de Porco

9- Oh de reagdo - Oleo de Soja
10- Apos 12h de reag@o - Oleo de Soja



FIGURA 16C - Cromatografia em Camada Delgada dos Produtos de
Hidrélise de Varios Substratos por acdo da lipase bruta de Geotrichum

sp.

1- Trioleina 5- Oh de reagéo - Oleo de Oliva

2-1,3 (2,3) Dioleina 6- Ap6s 12h de reagio - Oleo de Oliva

3- Monoleina 7- Oh de reagdo - Oleo de Girassol

4- Acido Oleico 8- Ap6s 12h de reagéo - Oleo de Girassol

9- Oh de reagao - Oleo de Milho
10- Ap6s 12h de reagdo - Oleo de Milho



FIGURA 17 - Cromatografia em Camada Delgada dos Produtos de
Hidrdlise por agiio da Lipase Bruta de Geotrichum sp.

1- Trioleina 5- Monoleina
2- 1,3 (2,3) Dioleina 6- 1,3 (2,3) Dioleina
3- Monoleina 7- Trioleina

4- Acido Oleico



Linfield et alii (35) estudaram a cinética da hidrélise enzimatica de
6leo de oliva, 6leo de coco e banha por lipase de Candida rugosa. Esta
lipase foi selecionada Por ndo apresentar especificidade e portanto,
realizar a hidrolise completa de varios substratos. O oleo de oliva foi o
melhor substrato para a lipase provavelmente devido a presenga de 4cidos
graxos insaturados.

El-Sharkawy et alij (15) estudaram o modo de acdo hidrolitica das
lipases de Saccharomyces  cerevisiae ur - SACCH) e
Schizosaccharomyces octosporus  (NRRL 4-854). Os resultados
experimentais mostraram que a lipase do primeiro cliva acido palmitico
nas seguintes posi¢des de triglicerideo : POP, OPO, OOP e SSP. Com
base nisso, afirmou-se que esta lipase ndo ¢ posicionalmente especifica
mas, acido palmitico especifica. J4 a lipase do segundo catalisa a hidrolise
de acido estearico nas posi¢des: SSO, SSS e SSP, ndo hidrolisando 0SO0.
Isso mostra que esta lipase é 13 especifica, além de Acido estedrico
especifica.

4.9.7.3 Estudo da especificidade posicional da lipase bruta de
Geotrichum sp.

O estudo da especificidade posicional da lipase de Geotrichum sp
foi realizado através da hidrélise de padrées de trioleina, dioleina e
monoleina, de acordo com o descrito no item 3.2.17.

A figura 17 mostra a Cromatografia em Camada Delgada dos
produtos obtidos pela agdo da lipase bruta de Geotrichum sp onde pode-
se observar que a lipase hidrolisa preferencialmente trioleina e dioleina.

Alford e Pierce (2) estudaram a atividade de lipase microbiana em
gorduras naturais e triglicerideos sintéticos. Os resultados conclufram que
a lipase de Geotrichum candidum tem preferéncia por 4cidos graxos
insaturados independente de sua posi¢do no triglicerideo.

Okumura et alii (50) determinaram as especificidades posicionais de
quatro espécies de lipases microbianas: Aspergillus niger, Rhizopus
delemar, Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium. Da agdo destas
enzimas sobre o substrato trioleina foi concluido que as lipases de
Aspergillus niger e Rhizopus delemar ndo hidrolisam a ligagdo éster na
posigdo 2 do triglicerideo. Quando o substrato utilizado foj dioleina, estas
duas lipases hidrolisaram 1 3 dioleina em preferéncia 2 1,2 (2,3) dioleina.
As lipases de Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium hidrolisam
todas as ligagdes éster do triglicerideo independentemente da posigdo.
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Sugihara et alli (72) identificaram 4 formas (I, II, III, IV) da lipase
de Geotrichum candidum isolada no proprio laboratério. A quarta fragéo
da lipase de Geotrichum candidum jamais havia sido isolada antes, e
mostrou preferéncia por hidrolisar ésteres na segunda posigdo do glicerol,
caracteristica ndo constatada em nenhum estudo posterior. Os estudos de
especificidade realizados mostraram que a lipase IV hidrolisa a posi¢éo 2
do triglicerideo duas vezes mais rapido que as demais posigdes.

4.9.8 Determinacio de carboidratos totais presentes na lipase de
Geotrichum sp.

O teor de carboidratos totais presentes na lipase de Geotrichum sp
foi determinado pelo método fenol-acido sulfurico (14), sendo encontrado
o contetudo de 4.6 % de carboidratos totais.

Tsujisaka et alii (77) estimaram o conteudo de carboidratos da
lipase purificada de Geotrichum candidum , encontrando o valor de 7.5 %
de carboidratos como manose, parecendo ser este o principal componente
dentre os agtcares detectados.

Baillargeon (8) isolou 2 lipases (A e B) de Geotrichum candidum e
~ verificou que a lipase A continha 11.4 % de carboidratos totais e que as
duas lipases possuem composi¢do aminoacidica similar.

4.10 Estudo da reacio de esterificaciio pela lipase de Geotrichum sp.

O estudo da produgdo de ésteres através da esterificagdo de acido
graxo e glicerol foi realizado utilizando-se lipase de Geotrichum sp de
acordo com o item 3.2.24.

O efeito da proporg¢ao molar entre acido oleico e glicerol no grau de
esterificagdo enzimatica foi estudado de acordo com o item descrito em
3.2.24.1. A figura 18 demonstra as porcentagens de esterificagdo obtidas
nos experimentos.

A relagdo molar entre glicerol e acido oleico que apresentou maior
porcentagem de esterificagdo foi de 60 vezes mais glicerol que acido
oleico, com 63 % de esterificagdo apds 15 minutos de reagdo a 40 °C.
Convém ressaltar que as relagdes molares de 30 e 40 entre glicerol e 4cido
oleico mantiveram a porcentagem de esterificagdo constante apos 2 horas
de reagdo.
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O efeito da temperatura no grau de esterificagdo enzimatica foi
estudado como descrito no item 3.2.24 2.

A figura 19 ilustra os resultados obtidos. Estes indicam que a 40 °C
o grau de esterificagdo ¢ méximo e chega a 55 % , e que a 50 °C a reagdo
de esterificagdo se estabiliza em 50%.

O efeito da concentragdo da enzima no grau de esterificagio
enzimatica foi realizado como descrito no item 3.2.24.3.

A figura 20 ilustra os resultados obtidos. O grau de esterificagdo é
crescente com o aumento da concentragdo enziméatica até 200 mg. No
entanto, a diferenga na porcentagem de esterificagdo entre as
concentragdes de 100 mg e 200 mg de enzima é muito pequena. A fim de
se obter a formagao de ésteres mais rapidamente, as concentragdes de 100
a 200 mg de enzimas sdo melhores.

Okumura et alii (50) estudaram o efeito da agado reversa da lipase
na hidrolise de triglicerideos. Dentre outras lipases, a de Geotrichum
candidum que hidrolisa ligages ester em todas as posi¢des do glicerideo,
possui a pior performance na reagdo de esterificagao dentre as lipases de
Aspergillus niger, Penicillium cyclopium e Rhizopus delemar.

Akoh et alii (4) estudaram a produgdo de monoglicerideos usando
lipase G de Penicillium sp e lipase GC de Geotrichum candidum em
hexano. A esterificagdo a 40 °C por 24 horas resultou 86.3 % e 64.3 %
mol d€ incorporagdo de 18:1 n-9 e 20:5 n-3, respectivamente. A lipase GC
nao fol ativa na esterificagdo nessas condigdes experimentais. Lipase G foi
capaz de incorporar 98.5 % mol e 98.1 % de 18: 1 n-9 em glicerol em 24
horas ou menos 4 25 °C e 37° C. Os autores demonstraram que a lipase G
¢ capaz de esterificar glicerol com acido graxo de cadeia longa para
produzir monoglicerideos de 4cido oleico enriquecido e EPA.

Pastore e Park (57) estudaram o efeito da propor¢dao molar entre
glicerol e acido oleico no grau de esterificagdo enzimética para produgao
de monoleina, utilizando-se lipase de Penicillium sp .Verificaram que a
maior porcentagem de esterificagdo foi encontrada quando a concentragio
de glicerol foi de 63.3 vezes maior que a concentracao de acido oleico no
sistema.

4.11 Determina¢ao do peso Molecular por Eletroforese Vertical em
Gel SDS - poliacrilamida da Lipase de Geotrichum sp.

A eletroforese vertical em gel SDS da lipase de Geotrichum sp foi
realizada de acordo com o item 3.2.25. A figura 21 mostra os resultados
obtidos.
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FIGURA 21 - Eletroforese vertical em gel SDS - Poliacrilamida

1- Padrao de Proteinas 2- Lipase de Geotrichum sp.

a- Albumina Bovina - 66000 daltons h- 52000- 57000 daltons
b- Albumina de Ovo - 45000 daltons

c- Gliceraldeido 3-P-deidrogenase - 36000 daltons

d- Anidrase Carbonica Bovina - 29000 daltons

e- Tripsinogénio de Pancreas Bovino - 24000 daltons

f- Inibidor de Tripsina de soja - 20000 daltons

g- Alfa Lactoalbumina de Leite Bovino - 14200 daltons



A eletroforese em gel SDS demonstrou que a lipase de Geotrichum

sp apresenta duas subunidades, com peso molecular de 52000 e 57000
daltons.
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5. CONCLUSOES

1. Das 700 linhagens isoladas e testadas a linhagem que apresentou maior
atividade lipolitica foi identificada como Geotrichum sp.

2. Geotrichum sp produz lipase extracelular que hidrolisa ligagdo éster de
triglicerideos, diglicerideos preferencialmente, liberando 4cidos graxos e
glicerol.

3. A produgdo maxima de enzima com 6 unidades de atividade por ml de
centrifugado de meio de cultura foi obtida em meio de cultivo liquido
composto por 1.0% de farinha de trigo, 1.5% de farinha de soja
desengordurada, 0.2% de nitrato de amonio e 3% de extrato de levedura,
apds 48 horas de fermentagio a 30 °C.

4. A enzima apresenta atividade 6tima na faixa de pPH entre 5.0 € 8.0, ¢ ¢
estavel na faixa entre 5.0 ¢ 9.0 . A temperatura 6tima de atividade ¢ de
45°C e apds incubagio a 50 °C por 1 hora retém 95% de sua atividade.

5. A lipase de Geotrichum sp foi fortemente inibida por AgNO; e CaCl,
na concentragdo de ImM no meio de reagdo. A enzima tem sua atividade
acrescida em 45% na presenga de MgSO, no meio de reacao.

6. Verificou-se que a lipase de Geotrichum sp € menos afetada por
inibidores enzimaticos na forma pura do que na forma bruta. A enzima
nao parece ser dependente das ligagdes S-S para exercer sua atividade
catalitica.

7. A eletroforese vertical em gel SDS- Poliacrilamida da lipase de
Geotrichum sp mostrou que a fragdo purificada da enzima apresenta duas
subunidades.

8. O peso molecular de cada subunidade da lipase purificada de
Geotrichum sp foi estimado em 52000 e 57000 daltons.

9. A enzima de Geotrichum sp atua preferencialmente em acidos graxos
de cadeia longa e insaturados.

10. Na reagdo de esterificagdo pela lipase Geotrichum sp | verificou-se
que as condigdes 6timas da reagdo sio Relagdo molar de 60 entre
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glicerol e 4cido oleico; a temperatura ideal esta entre 40 e 50 °C. A
enzima esterifica 63 % de acido oleico em glicerol em 30 minutos.
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