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RESUMO

Quinhentas e cinquenta linhagens de microrgamsmos foram isolados do
solo, frutas, residuos industriais e testados quanto 4 capactdade de hidrolisar
glicerideos em meio alcalino.

Cinco linhagens de bactérias foram selecionadas como produtoras de
lipase alcalina. Entre elas, uma linhagem identificada como Alcaligenes sp.,
apresentou alta produgio de lipase alcalina em meio de cultivo composto por: 2%
de farinha de soja torrada, 1% farinha de trigo, 0,5% de K;HPO,, 1% de agua de
maceragio de mitho (com steep liguor) e 0,2% de Na,CO;.

A enzima lipolitica de Alcaligenes sp. hidrolisou as ligagdes éster de
trighcerideos insoliveis em agua, podendo assim, ser classificada como hpase
(Glicerol Ester Hidrolase E.C.3.1.1.3).

Estudou-se a produgic da lipase extracelular pela lhmbagem
selecionada, a caracterizagiio da enzima no estado bruto ¢ a purificagio através de
fracionamento com sulfato de aménio e cromatografia em coluna DEAE- Sephadex
A-50. Na purificagdo das proteinas, foram detectadas 2 fragdes com atividade de
lipase, sendo denominadas de fragbes I e I As fragbes foram coletadas e
concentradas em membrana de ultrafiltracio. A fragio | apresentou atividade otima
em pH 8 a 40°C. A fragdio I apresentou atividade 6tima em pH 9 a 45°C.

A presenca de MgSOy ¢ CaCl, provocaram um aumento da atividade
enzimatica das duas fragdes, por outro lado, ZnSO, e FeSO; mibiram
moderadamente a atividade enzimatica de ambas fragdes.

Os reagentes cisteina ¢ B-mercaptoetanol intbiram significativamente a
atividade enzimatica das fragdes 1 ¢ 1L

A esterificagdo de acido graxo e glicerol pela lipase bruta de dlcaligenes sp.
foi examinada e verificou-se que a enzima esterificou apenas 34% apds 48 horas de

incubacdo.
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A hpase bruta de Alcaligenes sp. mostrou-se¢ estavel na presenga de

detergentes ¢ protease a pH 9.



SUMMARY

The screening of alkaline lipase of producing microorganisms was performed
using 550 strains of microorganisms wich were isolated from samples of soil, fruits
and mdustrial residues.

It was found that five strains of bacteria produced high activity of
extracellular hipase and one of them produced exceptionally high alkaline lipase
activity. This strain was identified as Alcaligenes sp. The medium for lipase
production was composed of 2% roasted soybean meal, 1% wheat meal, 0,5%
K HPOy, 1% of com steep liquor and 0,2% Nap;CO;. Maximuwm enzyme activity
with olive oil as substrate was observed at pH 9,0 at 45°C. The enzyme extract was
purified by fractionation with ammontum sulfate and DEAE Sephadex A-30 column
chromatography. In the elution between 0,1M and 0,3M of NaCl, two active
fractions were separately, collected, concentrated by ultrafiltration on membrane
and characterized.

It was observed that optimum pH activity for the fraction { was 8,0 at 40°C
with olive oil as substrate. The optimum pH activity for the fraction Il was 9,0 at
45°C with olive oil as substrate. The effects of various metal tons and other
reagentes at the final concentration of 1 mM on the lipase activity were studied.
The fractions | and II were inhibited by ZnSO, and FeS8O,, on other hand Ca(l; and
MgS0, increased the activity. Both fractions were mhibited by B- mercaptoethanol
and cysteme,

The enzimatic esterification using oleic acid and glycerol by hpase from
Alcaligenes sp was examined. It was found that the reaction system esterified only
34% after 48 hours of reaction time,

The lipase from Alcaligenes sp was estable on detergents and protease

systems.
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-INTRODUCAQO

Lipases {Ghcerol ester hidrolases E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas de larga ocorréncia em planfas, animais e microrganismos. Sua fungdo
biclogica ¢ catalisar a hidrohise de dleos ¢ gorduras, fornecendo acidos graxos
livres, dighcerideos, monoglicerideos e glicerol. Esta reacfic é reversivel pois
lipases também catalisam a formagdo de glicerideos a partir de dcidos graxos e
glicerol na inferface oleo- agua.

As lipases tém sido estudadas por muitos anos e podem ser produzidas em
grande escala industriais através de fermentadores por varios microrganismos.
Atualmente ha um crescente interesse no desenvolvimento de novas aplicagSes para
estas enzimas em produtos e processos, particularmente em industrias de laticinios,
hidrolise de éleos e gorduras e detergentes. Lipases podem hidrolisar hipidios e
produzir sabor rangoso em leite, produtos ldcteos e outros alimentos contendo
gordura. Por outro lado, sio essenciais para ¢ desenvolvimento de “flavors” e
aromas caracteristicos em muitos alimentos,

De acordo com a especificidade da hipase, esta pode ser utilizada na
nteresterificagdo de oleos e gorduras, alterando a composigio ¢ as caracteristicas
do produto formado.

O presente trabatho wvisou o isolamento, seleglio, classificagdo do
microrganismo produtor de lipase alcalina e o estudo das caracteristicas bioguimicas
da lipase produzida bem como as possiveis aplicagbes industriais da lipase na drea
de dlens e gorduras e em sistemas detergentes. O microrganismo selecionado como
melhor produtor de lipase foi utilizado para a produgfio da enzima. A preparagdo
bruta da lipase extracelular de 4lcaligenes sp. ol submetida a punficagfio, sendo a

enzima purificada caracterizada quanto as suas propriedades bioguimicas.



2-REVISAQO BIBLIOGRAFICA

CUTCHINS er alii, em 1952 (8), estudando as condiges de cultivo que
influenciam a produgdo de lipases bacterianas, selecionaram 3 linhagens
microbianas pertencentes aos géneros: Alcaligenes viscosus, Pseudomonas
fluorences e Pseudmonas aeroginosa linhagera ISC2F4, de acordo com a sua
habilidade em hidrolisar oleos ¢ gorduras naturais. Os substratos utilizados como
fonte de carbono no meio de cultivo foram: oleo de algodéo, oleo de oliva, dleo de
amendoim, dleo de soja e gordura de cdco. Os autores verificaram que, a adigéio de
vitaminas no meio de cultivo contendo sulfato de amdnio ¢ 6leo de oliva, resultaram
em um aumento da produgdo de lipase e massa celular pelos microrganismos
estudados. Fonte de nitrogénio de origem orginica como peptona e extrato de malte,
tiveram um efeito ativador na produgdo de lipase. Glicina fo1 a fonte de nitrogénio
mais efetiva na produgdo de lipase para A. viscosus ¢ P. aeroginosa lmhagem
ISC2F4 enquanto acido L- aspartico foit a melhor fonte de nitrogénio para
Pseudomonas fluorences. Glicose ou acidos graxos utilizados no meio de cultivo
nao foram efetivos para a producdo de lipase para todas as linhagens.

NASHIF & NELSON, em 1953 (45), realizaram estudos relativos aos fatores
fisicos e nutricionais que afetam a produgdo da lipase de Psendomonas fragi. Os
autores verificaram que a maxima produgdo da lipase extracelular de P. fragi
acorreu apds 72 horas de incubagfio & temperatura de 15°C. Pouca ou nenhuma
atividade foi produzida a 30°C. No entanto, em periodos de incubagio maiores que
72 horas a baixas temperaturas, houve um aumento consideravel na produgdo de
lipase. O pH otimo verificado para a produgéo de lipase de P. fragi esteve na faixa
de 6,5 a 7,5. Em relagfio aos fatores nutricionais do meio de cultivo, os autores
observaram que quando glicose ou lactato foram utilizados como fonte de carbono
¢ sulfsto de aménio como Unica fonte de nitrogénio, houve um aumento da

producio de lipase. Porém, em meio de cultivo contendo glicose ou citrato como



fonte de carbono, suplementados com L - leucina ou uma associagdo de L- leucina,
DL~ isoleucina ¢ DL~ valina, induziram ao aumento da producdo de lipase. A
adigio de pequenas quantidade de tricaprilina, 4cido caprilico ou 4cido caprico
causaram um aumento pronunciado na produgdo de hipase.

HARPER & LONG, em 1956 (18), analisaram a influéncia de acidos graxos
¢ aminodcidos livres em queljo provolone comercial, ¢ verificaram que o tipo de
4cido graxo dependia do tipo da lipase utilizada na sua produc@o. A intensidade
do sabor desejavel estava relacionada com a concentragdo de acido butinico
produzido e 4cido glutAmico liberado, indicando que na composigdo do sabor deve-
se considerar os produtos de degradagdo tanto da gordura, como da proteina
simultaneamente.

ALFORD & ELLIOTT, em 1960 (1), realizaram estudos com o objetivo de
detectar os cfeitos e as condigdes nutricionais, pH, aeragdo ¢ temperatura que
afetam a produgdo e atividade lipolitica por Pseudomonas fluorences, quando
gordura foi utilizada como substrato. Foi encontrado que 1% de peptona no meio de
cultivo e um pH no valor de 7, aumentaram a produgdo de lipase. O pH 6timo para
a produgdo da enzima 7, embora também tenha sido detectada em pH ao redor de
6. A temperatura de 20°C, a liberagio da enzima foi facilmente observada apos 2
ou 3 dias de incubagdo. A temperatura 6tima para a produgdo lipolitica foi de 40°C,

ALFORD & PIERCE, em 1963 (2, analisaram as condigdes de cultivo ¢
producdo de lipase por Pseudomonas fragi. O crescimento e produgao de lipase por
P. fragi foi determinado em 41 meios de cultivo de diferentes composigdes. Os
autores verificaram um bom crescimento celular, mas pouca ou nenhuma atividade
lipolitica em meio de cultivo contendo sulfato de amdnio e glicose como fonte de
nitrogénio e carbono respectivamente. A adigdo de arginina, lisina , dcido aspartico
e 4cido glutAmico produziram lipase em proporgdo similar quando comparada com
meio de cultivo contendo peptona. A auséneia de glicose no meio de cultivo nao

afetou o crescimento do microrganismo, porém, nenhuma atividade de lipase fot



detectada. A esterilizagic do meio de culivo contendo aminoacidos, tampéo
fosfato ou a adigdo de vitaminas ndo afetou o crescimento do microrganismo,
porém, nenhuma atividade lipolitica for detectada.

IWAI et alii, em 1964 (23), estudaram o efeifo de ion calcio na atividade da
lipase de Aspergillus niger no substrato 6leo de oliva. Os autores verificaram que a
ativagdo da enzima ndo ocorria no inicio da hidrolise, sendo necessario o acimulo
de certa quantidade de acido oléico no curso da reagdio hidrolitica. Em
contrapartida, quando se utilizou triglicerideos constituidos de acidos graxos de
cadeia curta, o ion calcio teve um efeito inibidor da a¢do enzimatica.

MENCHER er alii, em 1967 (39), purificaram e caraterizaram a lipase de
Pseudomonas fragi NRRL B-25. A lipase foi purificada 735 vezes com uma
recuperacio final de aproximadamente 20%. O pH étimo para a enzima purificada
ntilizando-se tributirina como substrato foi de 8,6 a 25°C. A enzima estudada, for
termolabil, pois a sua exposi¢do a temperatura de 45°C por 10 minutos, causou
completa inativagio da lipase. A lipase de P. fragi NRRL B 25, apresentou-se
estavel em pH na faixade 6,6 a 7.8.

LAWRENCE, em 1967 (32), reportou as classes das enzimas lipoliticas ¢
alpuns dos fatores que influenciam a produgioc e importdncia das lipases e
classificagiio de lipases € esterases, relatando que o termo lipases se refere is
enzimas que hidrolisam somente as ligagdes ésteres, solaveis em sistema aquoso, €
que a separagio entre lipase ¢ esterase nfio esté ainda definida. Lipase foi definida
de acordo com a Unifio Internacional de Bioguimica, como glicerol éster hidrolase (
E.C.3.1.1.3 ) em 1961. O autor relata que alguns microbiologistas acreditam que
as lipases somente hidrolisam ésteres emulsificados de glicerol, enquanto as
esterases hidrolisam substratos soléivels em sistemas aquosos. Foi enfatizado que
apesar da forma na qual pode ser feita, a classificagdo entre esterases ¢ lipases,
nenhuma tmica propriedade permite a distingdo geral entre esterases ¢ lipases

microbianas, A defini¢do mais satisfatoria encontrada até o presente, parece ser que



lipases atacam triglicerideos insoliiveis simplesmente porque eles s8o os substratos
naturais mais comuns, atacados por lipases microbianas.

O1 et alii, em 1967 (50), realizaram a purificacdo da lipase de Penicillium
crustosum. Neste estudo os autores verificaram a presenca de 3 tipos de lipase {
I~1IT ) no fracionamento por cromatografia em coluna de DEAE- celulose. As
lipases 1 e IT foram purificadas e obtidas na sua forma cristalizada e analisadas
quanto as suas caracteristicas bioquimicas. Foi venficado que a lipase 1 apresentou
peso molecular de 29.000, pH de estabilidade na faixa de 6 a 9 ¢ uma
termoestabilidade até 45°C, sendo completamente inativada acima de 80°C por 15
minutos, O substrato mais rapidamente hidrohsado foi o dleo de oliva. Por outro
lado, a lipase II, apresentou peso molecular de 32.000, pH de estabilidade na faixa
situada entre 7 ¢ 9 e termoestabilidade até 45°C, semelhante dquela encontrada para
a lipase 1. O substrato mais facilmente hidrolisado pela lipase II foi tributirina. As
lipases 1 e Il de Penicillium crustosum foram inibidas por ions Cu”" no entanto, foi
observado aumento da atividade lipolitica em 6leo de oliva, na presenca de fons
metalicos bivalentes como Ca™ e Mn"™_ no sistema de reagéo.

KHAN et alii, em 1967 (25),estudando a produgdo ¢ propriedades de uma
lipase produzida por Achromobacter lipolyticum, verificaram que a quantidade
méxima de lipase produzida extracelularmente ocoria quando © MICrorganismo era
incubado a 21°C por 36 horas em meio casitone em pH 7.0. A adigio de 1% de
dleo de oliva, dleo de milho ou gordura de leite e agitagdo branda triplicou a
produgdo de lipase. A enzima produzida possuia pH 6timo de 7 ¢ temperatura ¢tima
de 37°C e alta resisténcia térmica, pois o aquecimento a 71°C por 180 minutos
destruia atividade em somente 47%. A atividade enzimética foi estimmlada por
varios sais, obtendo-se com MgCl, o maior efeito. A gordura de leite foi hidrolisada
mais rapidamente que os 6leos de milho e oliva. A atividade lipolitica foi medida
utilizando-se varios tampdes a pH 7. Na presenga de tampdo fosfato de potassio,

observou-se maior atividade lipolitica. A lipase de Achromobacter apresentou taxas



de reacdo para oleilglicerideos mais altas que para butilglicerideos, revelando que a
enzima € possivelmente mais ativa para glicerideos que contenham acidos graxos
nsaturados de cadeia longa.

SAGERS & STEWART, em 1968 (61), relataram estudos referentes a
lipases ¢ esterases produzidas por microrganismos pertencentes ao género
Staphylococcus. Para realizar este estudo, os autores selecionaram 731 linhagens
isoladas de secregdies hospitalares e testadas quanto 4 sua capacidade hidrolitica
frente aos substratos tripalmiting, trioleina e tributirina. As linhagens foram
inoculadas em meto de cultura contendo 1% de substratos emulsificados em 2% de
agar nutriente e incubadas a 37°C por 48 horas. A atividade lipolitica das linhagens
foi detectada pela formagio de zonas claras ao redor das coldnias em meio
tributirina/agar e pela adigfio de solugdo saturada de sulfato de cobre em trioleina e
tripalmitina/agar com o objetivo de detectar a liberago de acidos graxos pela
formagdo de um precipitado de sais de cobre. Os microrganismos também foram
testados quanto & produgiio de o ¢ B hemolisina, coagulase ¢ - lactamase. Os
autores verificaram neste estudo, que 85% das linhagens de Staphylococcus,
hidrolisaram tripalmitina, com uma correlagdo entre hidrolise de substratos e
produgdo de coagulase em linhagens apigmentadas. A lipase de uma linhagem,
identificada como Staphylococcus aureus foi estudada. O complexo enzimatico
extraido da célula dessa linhagem, hidrolisou todos os ésteres sohiveis em agua e
ésteres de glicerol de cadeia curta em solug3o aquosa. Os ésteres compostos por
acidos graxos de cadeia média e longa, tricaproina, tricaprilina e trioleina, foram
hidrolisados somente apos serem emulsificados. Em relagdo a especificidade de
substrato, no entanto , dois componentes estiveram presentes: um componente com
acdio de esterase e outro com ago lipolitica.

LU & LiSKA, em 1969 (37), estudaram as propriedades da hipase de
Pseudomonas fragi purificada. Foi utilizado dleo de cbco como substrato, ¢ o pH

4timo encontrado foi na faixa entre 7,5 ¢ 8,9. A taxa de reagfio foi mator na faixa



de temperatura entre 17 ¢ 54°C. A lipase de P. fragi foi termoresistente, perdendo
apenas 27,1% de atividade apds 1 hora de fratamento a 62°C. A inativacfio foi
completa a 66°C apos 1 hora de tratamento ou a 71°C por 10 minutos. A lipase foi
fortemente mibida na presenca de ions Fe*2 ¢ Fe*3 e brandamente mibida por fons
Co*? e Cu*2 Zn*2 ndo ocorrendo inibigdo na presenca de Cat2 ou NaF, A atividade
lipolitica da enzima estudada foi inthida por paracloromercuriobenzoato, mas os
efeitos de N -etilmaleimida e iodoacetato foram moderados. A enzima hidrolizou
dcidos graxos naturais, triglicerideos sintéticos ¢ ésteres. A lipase apresentou
especificidade pelos seguintes substratos: trilaurina, tricapnling, tricaproina e
triestearina.

SOMKUTH er 4lii, em 1969 (65), estudaram algumas caracteristicas da
lipase produzida por Mucor pulsillus e compararam as propriedades desta enzima
com a enzima produzida por outras lipases fimgicas. A enzima foi produzida em
suspensdo de farelo de trigo a 2% e mmcubagdo por 5 dias a 35°C sendo observado
que além da atividade de hidrolisar monoglicerideos, esta lipase apresenta
atividade de esterase sobre ésteres metilicos de acidos graxos. A atividade de
esterase foi dependente do comprimento da cadeia do acido graxo ¢ a agdo foi
maior contra metildodecanoato. Segundo os autores, o pH Stumo de atividade para a
Sleo de oliva ¢ metildodecanoato esta entre 5 ¢ 5.5, o que ¢é sumlar aos valores
reportados para as hipases fiingicas. Agentes quelantes como EDTA e imbidores
enzimaticos como cisteina, 2-mercaptoetanol, paracloromercuribenzoato ndo
exerceram efeito na acdo de hdrolise, bem como na acfio esterificacdo. Estes
resultados indicam que a lipase ndo é uma metaloenzima e ndo requer grupos SH
livres ou pontes dissulfeto (S - S ) intactas para a atividade.

TROLLER & BOZEMAN, em 1970 (72), isolaram e caracterizaram
microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus coagulase negativa
isolados da epiderme humana e analisados quanto a sua capacidade de produzir

lipase. A atividade lipolifica das hinhagens foi detectada no meio de cultura durante



a fase estacionaria. A maxima atividade lipolitica foi obtida quando o pH do meio
de cultura fo1 ajustado para 7,5 antes da inoculagdo. Apods a inoculagdo a cultura foi
mcubada a 37°C por 40 horas, A lipase foi purificada através de cromatografia em
coluna de DEAE- Sephadex G- 100 e caracterizada. A enzima purificada
apresentou pH otimo de 7,5 ¢ temperatura otima de aproximadamente 32°C. A
lipase na forma bruta e purificada mostrou-se especifica para substratos com
cadera carbdnica variando de C4 a Cyo, embora trioleina pura também tenha sido
hidrolisada. Nenhuma atividade hipolitica foi encontrada guando se utilizou ésteres
metilicos de acido butirico, octandico ¢ miristico. Estudos referentes a estabilidade
da enzima bruta e purificada, revelaram uma taxa de 100% de mativagéo quando as
enzimas foram aquecidas a temperatura de 70°C em pH 8 por 4 minutos em
tributirina. A atividade da lipase purificada na presenga de ions metalicos foi
determinada. Foi vertficado neste experumento que, em concentragles menores de
Ca™, (1 x 10° M) e tributirina como substrato, houve um ligeiro aumento da
atividade lipolitica. Por outro lado, a hidrolise de trioleina foi dependente da
presenca de fons Ca~ no sistema de reagdo. A méaxima atividade lipolitica em
trioleina foi obtida, quando a concentragdo de fons Ca™ foi de 7,5 x 10° M. A
adicdo de NaCl no sistema de reagfo produziu um acentuado declinio na atrvidade
lipolitica na |Thidrélise de t(ributirina. Inibidores enzimaticos comio
paracloromercuniobenzoato (PCMB) ndo tiveram efeito mibidor da atividade
lipolitica da enzima isolada de Sthaphylococcus.

EITENMILLER er alii, em 1970 (11), estudaram as condigdes de cultivo,
producdo e propriedades da lipase de Penicillium roquefort. A lmhagem de P.
roquefort teve produgdo maxima de lipase, quando inoculada em meio de cultivo
contendo 0.5 de casitone ¢ 1% de meio proflo em pH de 5,5 a 27°C. A adigdo de
gordura, oleo de mitho ou oleo de oliva inibiram a produgdo de hipase. A lipase
parcialmente purificada de P. roguefort apresentou um pH Stimo de 8 e temperatura

otima de 37°C. Maxima atividade lipolitica ocorreu quando se utilizou gordura



emulsificada como substrato. Os ions de célcio e magnésio aumentaram a atividade
enzimatica. Sais de sodio e potassio ndo afetaram a atividade lipolitica, no entanto,
sais de zinco e mercurio, tiveram um efefto indbidor da atividade lipolitica de P
rogueforf. A lipase apresentou-se termolabil, sendo completamente inativada
quando aquecida por 10 minutos a 50°C. Os substratos hidrolisados pela lipase
foram em ordem decrescente: tributirina, tricaprilina ¢ trioleina.

FINKELSTEIN et alif, em 1970 (13), caracterizaram ¢ purificaram
parcialmente a lipase extracelular de Pseudomonas aeroginosa, isolada do meio de
cultivo. A lipase apresentou pH otimo de 8,9 ¢ temperatura étima de 40°C.
Triglicerideos, mono e diglicerideos emulsificados foram os substratos hidrolisados
pela enzima. A lipase foi inibida por protamina, taurocolato de sédio, heparina,
substéncias imbidoras de grupos sulfidrilicos. A enzima foi purtficada 35 vezes por
cromatografia em coluna de DEAE Sephadex G- 200. A eletroforese da lipase
purificada de Pseudomonas aeroginosa, revelou a presenga de 2 fragdes proteicas,
nas quais somente uma apresentou atividade lipolitica. A lipase purtficada foi capaz
de hidrolisar rapidamente fragdes lipoproteicas do soro humano.

TSUJNSAKA et alii, em 1972 (73), realizaram um estudo comparativo de
algumas propriedades de lipases fimgicas. Aspergillus niger, Rhizopus delemar,
Geotrichum  candidum e Penicillium cyclopium, foram selecionados como
produtores de lipase. 4. niger produziu lipase especialmente em meio solido,
enquanto os outros 3 fungos produziram grande quantidade de lipase em meto
liguido. Todas as enzimas foram ativadas na presenga de ions de calcio e
severamente inativadas na presenca de fons férricos e ferrosos. Com relagdo a
capacidade de sintese de glicerideos, as lipases de Rhizopus delemar e A. niger
apresentaram larga especificidade para varios acidos graxos, enquanto a hipase de
G. candidum e P. cyclopium foram mais restritas.

TSUJISAKA et alii, em 1973 (74), relataram estudos referentes a indugfio da

formacfio de lipase de Geotrichum candidum Link. Esta linhagem foi selecionada



como produtora de lipase cuja principal caracteristica observada foi, a formacgdo de
lipase somente na presenca de trighicerideos e acidos graxos no meio de cultivo.
Dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a presenga de dleos no meio de
cultura, nfo afetou somente o crescimento do microrgamsmo, mas também a
producdoe da lipase de G. candidum. Substratos com dleo de oliva na concentacgdo
de 3% produziram nma atividade maxima de 7,64 U/mL em 6 horas de incubagdo a
30°C. Os 4cidos graxos de cadeia longa como acido oléico, linoléico ou Span 80
{(sorbitol monoestearato), na concentragio de 1%, também tiveram um efeito
indutor para a produgdo de lipase de G. candidum Link. No entanto, os acidos
graxos de cadeia curta, como acido butirico, ndo foram efetivos na formagdo da
lipase pelo microrganismo.

- No mesmo ano, TSUJISAKA et alii (75), purificaram a lipase de
Geotrichum candidum (Link) ¢ estudaram algumas de suas propriedades. A
composigdo quimica da hipase cristalizada mdicou a presenca de 7,5% de manose
como componente principal entre os agucares presentes que foram xilose, arabinose
e galactose. Foi detectada também a presenga de lipidio formado de varios tipos de
acidos graxos ndo sendo esclarecido se a fragfo lipidica € necessana para a
atividade enzimdtica cu ndo. A enzima foi mais ativa em valores de pH entre 5,6 ¢
7 ¢ foi estavel na faixa de 4.6 a 5.8 durante incubagdo por 24 horas a 30°C. A

temperatura Otima foi estimada ser 40°C ¢ a enzima foi estdvel a temperatura

abaixo de 55°C a pH 5,6 por 15 minutos.

YAMAGUCHI et aliiem 1973 (79), isolaram uma linhagem de bactéria
pertencente ao género Chromobacterium viscosum utiizando emulsdo de gordura
de boi como substrato no meio de cultura. A lipase obtida demonstrou pH 6timo de
atividade entre 7 e 8 que é o mesmo valor para a lipase pancreatica, sendo ainda
bastante ativa a pH acido. A temperatura dtima para a atividade lipolitica foi 65°C
quando determinada a atividade em pH 7, porém a enzima demonsirou ser ativa

apds exposi¢do a varias temperaturas, perdendo cerca de 97% de atividade quando
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aquecida por 10 minutos a 100°C. A enzima demonstrou ser estavel a uma faixa de
pH de 3 a 9 ap0Os 24 horas de incubagiio a 37°C. Com relagdo ao tipo de substrato
hidrolisado, a lipase de Chromobacterium foi capaz de hidrolisar varios Oleos ¢
gorduras, demonstrando porém ser mais ativa em gordura vegetal que animal. A
atividade enzimatica foi estimulada por ions de Ca*2 e Mg*? ¢ imbida por ions de
Cut?e Sn+2

SUGIURA et alii ,ecm 1974 (68), continuando o estudo anterior, estudaram e
verificaram as caracteristicas da lipase purificada de Chromobacterium viscosum.
A enzima foi purificada em resina de troca i6nica DEAE- Shephadex G-100 ¢
DEAE Sephadex G -50. A lipase apresentou peso molecular de 27.000 e ponto
isoelétrico de 6,9. O pH ¢ a temperatura 6tima encontrados para a hidrolise em 6leo
de oliva foram de 6.5 ¢ 70°C respectivamente, ¢ uma termoestabilidade ao redor de
40°C. A enzima mostron-se completamente inativa a 60°C por 20 minutos. A lipase
purificada de Chromobacterium viscosum foi fortemente inibida por ions n
Cu™, Fe'™, no entanto, metais pesados como Hg'™", Ag’, Pb™" nfio inativaram a
enzima. Sais de bile ndo afetaram a atividade enzimatica

SEITZ em 1974 (62), descreven as diversas aplicagbes industriais para
lipases microbianas entre elas, a aplicagdo de lipases em processamento de
alimentos, principalmente em laticinios na produgdo de “ flavors”™ em queljos.
Microrganismos com atividade lipolitica presentes em leite ndo pasteurizado
(Pseudomonas fragi, P. fluorences e Achromobacter lipolyticus) sdo essenciais na
produgdo de “flavors” em queijos devido a produgdo de acidos graxos. Lipases
microbianas podem também ser utilizadas em cosméticos atuando na remogdo de
lipidios na epiderme. O autor cita a utilizagfio de lipase microbiana (Candida
cvlindracea ) em compostos detergentes desenta em patente alemd (Henkel and
Cie. GmbH.). As lipases de Candida cylindracea, Candida lipolytica e

Pseudomonas stutzeri sdo preferidas para a utilizagdo em detergentes em relacdo as
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lipases de origem animal e vegetal devido a facil incorporagio em sistemas
detergentes.

JONSSON & SNYGG, em 1974 (24), estudaram as condigbes de cultivo de
quatro linhagens microbianas. A atividade lipolitica presente no lHquido
sobrenadante das culturas de Saccharomyccopsis  lipolytica, Micrococcus
caseoiyticus, Bacilllus licheniformes e Staphylococcus sp, foram estudadas. Agar
nutriente com ou sem Sleo de oliva emulsificados foram utilizados como substrato,
na detecgdo da atividade lipolitica. O pH ¢ temperatura 6tima de atividade para as
quatro linhagens foram determinados. A atividade lipolitica atingiu um valor
maximo apos 2 a 6 dias de incubagio. Observou-se que, a subsequente diminuigéo
da atividade lipolitica de Micrococcus caseolyticus fol associada com uma alta
atividade proteolitica. A atividade lipolitica diminuiu na presenga de Oleo de oliva
no meio de cultivo. O pH e temperatura ¢timos para a produgdo de lipase por M.
caseolyticus foram de 9,5 e 40°C respectivamente. A lipase de B. licheniformes
produziu maxima atividade lipolitica a 45°C em pH 8,5 As lipases de
Stapylococcus e S. lipolitica produziram méxima atividade lipolitica as
temperaturas de 35°C e 30°C ¢ pH 85 e G5 respectivamente. Os autores
verificaram que 6leo de oliva no meio de cultivo, apresentou um efeito inibidor na
atividade lipolitica de todas as linhagens testadas.

OKUMURA ef alii, em 1976 (52), estudando a especificidade de quatro
diferentes lipase microbianas, verificaram que as lipases de Aspergillus niger e
Rhizopus delemar hidrolisaram trioleina e produziram 1,2 (2,3) dioletna e 2-
monoleina. Por outro lado, as lipase de Geotrichum candidum Link e Penicillium
cyclopium, atacaram a cadeia de acidos graxos independente da posigdo. A lipase
de Geotrichum candidum liberou acido palmitico e acido oléico em preferéncia ao
acido estearico da gordura de coco.

TORNQVIST & BELFRAGE, em 1976 (71), estudaram algumas

propriedades de uma monoacilglicerol hidrolase isolada de tecido adiposo de ratos.
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A enzima foi purificada 2.500 vezes. A condigio primordial para este estudo,
segundo os autores, foi a solubilizagio da enzima, presumivelmente formando um
complexo detergente pela sonicacio com uma solugdio alcodlica de poliestireno,
composto ndo iénico. A purificagdo foi realizada em coluna de troca idnica e
cromatografia em gel, seguida de focalizagdio isoelétrica na presenca de detergente.
A eletroforese em SDS-PAGE indicou um grau de pureza de 85%, e peso
molecular aparente de 32.900. A enzima purificada apresentou um pl de 7.2 e pH
otimo de 8. A estabihdade da enzima foi altamente dependente da presenga de
pequenas quantidades de detergentes e grupos SH- livres. A enzima apresentou
uma alta atividade hidrolitica em monoacilglicerol, contudo, uma pequena atividade
lipolitica foi observada sobre os substratos p-nitrofenilacetato 1(3) ¢ 2
monoleilglicerol. No entanto, nessas mesmas condigdes, a enzima ndo catalizou a
hidrolise de trioleilglicerol emulsificado, dioleilglicerol ou colesterol oleato
emulsificado. Esses resultados segundo os autores, torna possivel a hipétese da
referida enzima ser uma monoacilglicerol hidrolase especifica.

SUGIURA et alii, em 1977 (69), purificaram ¢ estudaram as propriedades da
triacilglicerol lipase de Pseudomonas fluorences. A lipase de Pseudomonas
fluorences foi purificada em cromatografia de coluna em DEAE-Sephadex G- 75 e
DEAE celulose. O peso molecular da enzima purificada foi de 32.000. O pH 6timo
para a hidrolise em oleo de gergelim foi de 7. A enzima foi estavel em temperaturas
acima de 40°C em pH 7,0 por 30 minutos ¢ reteve mais de 80% de atividade em pH
situado na faixa de 5,0- 11 a 37°C por 60 minutos. A lipase foi parcialmente mibida
por FeCl; e N- Bromosuccinamida. Em relagdo & especificidade de  substrato, a
lipase de Pseudomonas fluorences mostrou-se ativa em triglicerideos sintéticos,
constitridos de um tnico tipo de 4cido graxo de cadeia variando de Cyp a Cis, como

tripalmitoilglicerol e tricaproilglicerol em pH 7 a 55°C.
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WATANABE et alii, em 1977 (78), isolaram e identificaram lipase alcalina
microbiana, estudaram as condigdes para o cultivo dos microrganismos visando a
producdo da enzima e algumas propriedades da enzima bruta. Duas linhagens
isoladas foram identificadas como Pseudomonas nitroreducens e Pseudomonas
fragi. As condigBes dtimas de cultura dos microrganismos foram pH inicial de 8,2 a
8,7 para Pseudomonas nitroreducens ¢ 6,6 a 7 para Pseudomonas fragi, a
temperatura entre 23 a 26,5°C e agitagdo de 300 rpm. A enzima produzida foi
precipitada a pH 4,0 com HCl. As caracteristicas bioquimicas foram determinadas
no extrato bruto enzimatico. O pH otimo para ambas lipases fol de 9,5, embora a
lipase de Pseudomonas nitroreducens tenha demonstrado ser ainda ativa em pH 10.
As enzimas foram estiveis entre pH 5 e 11. A temperatura dtima para a lipase de
Pseudomonas fragi foi de 80°C. Surfactantes idnicos imbiram as enzimas
fortemente. A linhagem de Pseudomonas fragi produziu lipase extracelular e lipase
ligada a célula, porém a taxa de produgio de lipase extracelular para a hipase ligada
a célula foi diferente de acordo com as condigdes de cultivo.

PAL et alii, em 1978 (57), descreveram as condigdes Otimas de cultura e a
influéneia de diferentes fontes de carbono, nitrogénio, microelementos ¢ vitaminas
na produgdo de lipase em culturas submersas de Aspergillus niger. Fol encontrado
que a temperatura otima foi de 35°C e o pH &timo para fementagdo fot de 7 num
periodo de 96 horas. Dos agucares testados, sacarose na concentragdo de 1% foi
considerada a methor fonte de carbono para a produgiio da lipase. Quando foi
utilizado nitrato de amonio como fonte de nitrogénio na concentragdo de 0,1%, este
produzin o methor crescimento e produgio da lipase. Os sais MgS50, e FeSO,
desempenharam importante papel na produgfo da lipase. Gordura de manteiga ¢
oleo de oliva na concentagdo de 1% causaram o melhor crescimento celular e
producfio da enzima.

CHANDER er alii, em 1979 (5), punificaram a enzima produzida por

Streptococcus faecalis ¢ estudando suas  propriedades. A enzima purificada
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apresentou ponto isoelétrico de 3,6 ¢ peso molecular de 20.900 daltons. A lipase de
Streptococceus faecalis apresentou termoestabilidade até 40°C por 10 minutos e foi
completamente mativa a 90°C sendo o pH de estabihdade encontrado na faixa de 6
a & Neste estudo os autores verificaram que a adigdo de 0,2% de sais de bile no
sistema de reacfo estimulou a atividade da lipase. O subsirato que apresentou maior
porcentagem de hidrolise foi tributirina, quando comparada a hidrolise de
tricapriling, tricaproina e trioleina. A lipase purificada hidrolisou eficientemente os
oleos de cbeo e oliva.

OISAKA et alii, em 1980 (51), 1solaram e purificaram uma lipase liproteica
(LPL), relatando a atividade lipolitica de uma linhagem fimgica identificada como
Rhizopus japonicus KY 521. As duas enzimas foram isoladas em 2 picos de
atividade por filtragio em gel em resina de DEAE- Sephadex G- 100. O pico 1,
apresentou atividade de LPL ¢ nfo atividade de lipase . As duas enzimas tiveram
attvidades cataliticas semelhantes. Ambas enzimas hidrolisaram tricaprilina em
maior proporgdo que os outros substratos testados. O pH otimo de atividade foi
8.3 e o pH de estabilidade esteve na faixa de 5~7 a 50°C. A atividade de LPL foi
fortemente inibida por NaCl e protamina, enquanto a atividade de lipase ndo fot
afetada por esses reagentes.

OKUMURA et alii, em 1981 (53) estudaram o efeito da agio reversa da
lipase na hidrolise de triglicerideos. Foram utilizadas as lipases purificadas de
Aspergillus niger NRLL - 337, Penicillium cyclopium ATCC - 34613, Rhizopus
delemar ATCC - 34612, Geotrichum candidum ATCC - 34614. A lipase de R
delemar demonstron acdio mais forte de esterificagdo durante o transcorrer da
hidrdlise e no entanto a lipase ndo hidrolisa ligagles é&ster na posigdo 2 do
triglicerideo. Segundo os autores esta é a causa pela qual o grau de hudrélise desta
lipase é a menor dentre as quatro lipases. A lipase de 4. niger embora também ndo
hidrolise a ligagdo éster na posigio 2 do triglicerideo, ocasiona a hidrélise

gradualmente acima de 70%. A lipase de Geotrichum candidum drolisa ligagGes
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éster em todas as posigBes do triglicerideo. Esta lipase apresentou a mais fraca agio
de esterificagio durante a hidrélise de trioleina dentre as quatro lipases estudadas.
A lipase de P. cyclopium tem agdio de esterificagio durante hidrélise, similar 3 de
R. delemar.

KOKUSHO et alii, em 1982 (29), isolaram e identificaram microrganismos
produtores de lipase alcalina. As linhagens isoladas foram selecionadas baseadas no
pH otimo para a atividade na regido alcalina, sendo que a atividade da lipase foi
estimulada por sais biliares e grande quantidade de monoglicerideos se acumulava
durante a hidrélise de gordura. Os autores consideram que pelas caracteristicas
apresentadas, estes microrganismos pertencem ao género Alcaligenes.

KIMURA ef alii, em 1982 (28), estudaram os efeitos de fons Ca ™, sais de
bile ¢ colipase ( um cofator proteico) na lipase pancreatica humana, a qual foi
purificada do suco duodenal. Foi encontrado que goma arabica 10%, utilizada como
estabilizante da emulsfo, continha uma alta concentragdo de célcio, entre 14 ¢ 20
mM. O dleo de oliva foi estabilizado com gelatina para diminuir o contefido de calcio
do sistema de reagio. Os fons de Ca™ ativaram a lipase pancredtica na presenga de
sais de bile e colipase. Foi verificado um aumento da V. na presenca de calcio e
uma diminuigdo do K, para o substrato na presenga de sais biliares e colipase. Alta
concentragdo de sais bihares inibiu a atividade na presenga de colipase.Os autores
concluiram que a atividade da lipase pancredtica ¢ regulada por 3 fatores: Ca™, sais
de bile ¢ colipase, os quais podem aumentar a eficiéncia da atividade enzimatica.

TYSKI ef alfi, em 1983 (76), purificaram ¢ estudaram as caracteristicas da
lipase 1solada de uma linhagem de bactéria pertencente ao género Staphylococcus a
qual fot fracionada com sulfato de amonio e cromatografia por interacio hidrofébica,
segwida de filtragio em gel DEAE- Sephadex CL 4B. Neste experimento foi
encontrado que a lipase de Staphylococcus apresentava 2 cadeias proteicas: uma
cadeia pesada de aproximadamente 300 KDA e uma cadeia leve de 45 KDA. A

anglise de aminodcidos mdicou que a lipase contém 17 aminoéacidos com prevaléncia
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de aminoacidos hidrofobicos. Aminoacidos contendo enxofre ndo foram encontrados
na molécula enzimatica. A lipase estudada mostrou ser estivel na faixa de pH 5 e 9
¢ exibiu maxima atividade a pH 8§ e termoestabilidade a 50°C por 30 minutos, sendo
completamente inativada a 65°C. A temperatura otima de atividade lipolitica foi de
55°Cem pH 8.

FOX & STEPANIAK, em 1983 (14), isolaram de leite refrigerado uma lipase
produzida por uma linhagem de bactéria pertencente ao género Pseudomonas. A
enzima foi purificada em DEAE Sephadex G-50 e filtragdo em gel de Sepharose
6LB. Nesse experimento, os autores obtiveram 3 lipases, as quais foram separadas
por filtragfio em gel, sendo que a principal lipase, representando aproximadamente
71% da atividade total, foi caracterizada. A enzima purificada apresentou atividade
maxima em tributirina em pH 8 a 35°C; com K, de 3,65 mM ¢ foi inibida por
concentragSes de substrato superiores a 17mM. A lipase foi estdvel em pH na faixa
de 60 a 80°C, sendo estabilizada significantemente por fons célcio.

MACRAE em 1983 (38), relatou a obtengdo de misturas de glicerideos,
mmpossiveis de serem obtidos por interesterificagdo quimica, através do uso de
lipases considerando-se a sua especificidade. Se a lipase ndo especifica é usada
para catalisar a interesterificagio de uma mistura de triglicerideos, os triglicerideos
obtidos sdo similares aqueles obtidos pela interesterificagdo quimica. Porém se for
utilizado lipase 1,3 especifica, a migragfio acila sera confinada as posicdes 1 e 3 .
Misturas de triglicerideos e dcidos graxos livres serdo trocados pelos grupos acila
do triglicerideos produzindo novos triglicerideos enriguecidos com o 4cido graxo
acrescentado. A habihidade para produzir novas misturas de triglicerideo usando
hipases especificas ¢ de interesse da indéstria de oleo e gorduras, porgue alguns
compostos assim produzidos tém propriedades adequadas a um determinado fim. A
interesterificacio catalisada por lipases 1,3 especifica do triglicerideo 1.3
dipalmitoil -2 - monoleina (POP) que ¢ a fragdo preponderante do éleo de palma

com #cido estedrico, leva a obtengdo de 1(3) palmitoil ~ 3 (1) estearil - 2 -
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monoleina (POS) e 1,3 diestearil - 2- monoleina (SOS), que sio os dois
componentes principais da manteiga de cacau. O autor relata que é possive! utilizar
a reagdo de interesterificagdo para produzir um andlogo da manteiga de cacau a
partir de matéria prima de baixo custo.

LINFIELD et alii, em 1984 (34), estudaram a hidrélise de dlec de cboo por
lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger ¢ Rhizopus arrizus e a esterificacio
de acido oleico com glicerol e outros 4lcoois na presenga da lipase de Candida
rugosa € Aspergillus niger. A banha e o 6leo de c6co foram lpolisados 3 mesma
taxa, enquanto que para o 6leo de oliva a taxa foi maior. Com relagdo ao efeito dos
ions na atividade enzimatica, os autores verificaram que ion sédio nfio apresentou
efeito, porém o fon célcio mostrou ser inibidor. A lipélise com a lipase de
Aspergillus niger foi similar a de Candida rugosa. Estas ndo sdo especificas, isto é
atacam as posigdes 1 ¢ 2 do trigheerideo. A lipase de C. rugosa é sensivel ao calor
e a inativagdo da enzima ocorreu a 52°C. Ambas lipases foram capazes de
hidrolisar os trés substratos completamente em 72 horas.

KIM et alii, em 1984 (27), estudaram os efeitos de solventes orgénicos na
ldrolise de triglicerideos pela enzima de C. rugosa, com o objetivo de selecionar
¢ methor solvente em relagdo aos pardmetros de estabilidade e atividade catalitica
da lipase estudada. Os solventes utilizados nesse estudo foram os hidrocarbonetos:
n-hexano, n- heptano, n- octano, iso- octano e ciclohexano e éteres com dietiléter,
diisopropil éter e di- n- butil- éter. Os substratos trioleina e tributirina altamente
purificados foram utilizados. Os resultados obtidos nesse experimento demostraram
uma atividade remanescente de 90 a 95% quando n- octano e éteres estiveram
presentes no sistema de reagdio a 35°C por 2 horas de incubagio, mantendo-se
constante apos esse periodo.

POSORSKE em 1984 (59}, descreveu os beneficios industriais da aplicagfio
de lipases para a induistria de 6leos e gorduras, descrevendo que ha trés vantagens

oferecidas pelas enzimas em relagdio aos processos quimnicos tradicionais utilizados:
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especificidade, condigcdes brandas e menor disperdicio. As aplicagdes das lipases
sao descritas como produgdo de lipolizados de gordura de leite para adicionar em
fast foods™. Novas aplicagdes de lipases com potencial industrial sfo hidrolise de
6leos e gorduras para produgdo de 4cidos graxos, sintese de lipidios pela reagdo de
esterificacdo e a produgdo de lipidios estruturados ¢ novos lipidios pela reacdo de
interesterificagio. Como nenhuma destas aplicagbes ¢ ainda comercial, cada
possibilidade ¢ foco de intensa investigagio.

LINFIELD ef alii, em 1985 (35), desenvolveram um método simples para
medir a atividade lipolitica. A emulsificacio do sistema de reacfio foi realizada com
agitacdo ultra-sonica sem a utihizagdo de emulsificantes. Os autores relataram que
para os dados de hidrolise enzimatica serem reprodutiveis € necessaria uma boa
emulsificacdc micial, pois apds iniciada a hidrolise,os diglicerideos ¢
monoghcerideos formados agem como emulsificantes do sistema. Os autores
basearam-se no fato de que com uma boa emulsificacdo inicial, a area de contato
substrato - superficie ¢ bem maior.

HOFELMAN ef alii, em 1985 (19) isolaram, purificaram ¢ caracterizaram
isoenzimas de uma lipase comercial obtida de Aspergillus niger. As enzimas foram
isoladas utilizando cromatografia em coluna com diferentes tipos de resina, tendo
sido encontrado duas lipases de diferentes atividades denominadas I e 11. A lipase |
apresentou peso molecular de 31.000 ¢ lipase I 19.000. O conteido de
carboidratos nas lpases purificadas 1 ¢ II foram estimadas em 6 ¢ 9%
respectivamente. As enzimas ndo demonstraram diferenca na atividade contra
triglicerideos com &cidos graxos de cadela C; ¢ Cis. A lipase [ predominante
catalisou a hidrélise de ésteres de acidos graxos de cadeia curta. As lipases [ e 1]
demonstraram wn maximo de atividade entre pH 5 ¢ 6 ¢ mantiveram a atividade a
pH 7 ¢ 8. Com relagio 3 temperatura, ambas lipases foram estaveis abaixo de 40°C.
Suas atividades foram parcialmente perdidas (40%) ap6s 10 minutos de incubagéo a

60°C e totalmente destruidas a 80°C. A lipase 1I foi mais sensivel aos fons Hg™ ¢
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Ag” que a lipase 1. O maior efeito inibidor para a lipase I foi observado com Ag” e
lodoacetamida.

MUDERHWA et alii, em 1985 (40), purificaram a lipase extracelular de
Candida deformans CBS 2071. Esta enzima foi escolhida por ser altamente
especifica para as posigdes 1 e 3 do triglicerideo ¢ assim poderia ser aplicada para
hidrolisar 6leo de palma eliminando dcido palmitico que estd na posi¢lo extrema do
triglicerideo. A lipase purificada teve seu peso molecular estimado em 207.000,
temperatura 6tima de 40 a 50°C ¢ pH otimo de 7. Os fons bivalentes Ca™, Mg™ e
Co™ aumentaram a atividade da enzima, enquanto Cu™", Zn"" ¢ Fe™" inibiram-na
fortemente. A inibigdo da enzima na presenga de EDTA indicou que a enzima ¢
dependente de um cofator no seu sitio ativo. Os reagentes ligadores de grupos
tidlicos tais como iodoacetamida, paracloromercuribenzoato (PCMB) mibiram a
enzima , indicando a presenga do grupo -SH no sitio ativo da enzima.

FUNI et alii, em 1986 (16), relataram o efeito da lipase de Candida rugosa
na remogio de dleo de oliva impregnado em tecido de algodéio, visando a aplicagdo
de lipases em detergentes para lavanderia. Foi verificado que a remogo do 6leo
aumentou gquando a concentragio de lipase aumentoy, na presenga de tensoativos.
A temperatura mais adequada da dgua de lavagem foi de 37°C que € a temperatura
tima da lipase. Com relagdo ao tipo de agente tensoativo, a lipase foi mais efetiva
em tensoativos ndo ionicos que em 10nicos.

NISHIO et alii, em 1987 (46), estudaram a especificidade de substrato ¢ 0
modo de agio da lipase de Pseudomonas fragi 22.39B. Foram testados varios
ésteres de dcidos graxos na presenga e na auséncia de ions de cdlcio. A lipase
hidrolison nfic somente triglicerideos mas também ésteres sintéticos como
metiloleato ¢ Tween. A adi¢Sio de calcio para a mistura de reagdo promoveu a
hidrolise destes substratos. O efeito do tamanho da cadeia do acido graxo na
hidrolise de triglicerideos saturados foi estudado, sendo obtido que os triglicerideos

de cadeia curta foram hidrolisados mais rapidamente, cerca de 3.2 mais
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rapidamente que trioleina na presenca de fons calcio. A adigdo de ions calcio para
a mistura de reagfio ndo afetou a taxa de hidrélise para triglicendeos compostos de
4cidos graxos de cadeia média ou curta como C,, Cs, Cio, Cy2, mas afetou a taxa
de hidrélise para triglicerideos de cadeia longa Ci4, Cis. A andlise dos produfos de
hidrdlise de triolefna por cromatografia em camada delgada (CCD) indicaram que a
lipase de Pseudomonas fragi tem especificidade para as posigbes 1,3 do
trighicerideo.

No mesmo ano, NISHIO er alii (47), purificaram a lipase produzida por
Pseudomonas fragi 22.39B e estudaram algumas propriedades da enzima.A enzima
purificada apresentou peso molecular de 33.000, ponto iscelétrico de 6,9. A enzima
foi mais ativa a pH 9,0 ¢ estavel numa faixa de pH de 6,52 10,52 30°Ce de80a
10,5 a 50°C apos 24 horas de mcubagdo, sendo portanto estdvel em solugdo
alcalina. A lipase de Pseudomonas fragi mostrou-se estdvel & temperatura abaixo
de 50°C a pH 9 por 24 horas tendo étima termoestabilidade até 51°C.

NAIR & BONE, em 1987 (43), estudaram as condi¢cbes Gtimas para a
producdo de lipase de Aspergillus foétidus em meio liquido. Vertficaram que o Sleo
de oliva na concentragio de 2% e sacarose a 0,5% no meio de cultura aumentou a
producdo de lipase. A aeragdio do meio de cultivo foi também um fator importante
para a produgdo de lipase, sendo encontrada uma produgdo maxima da enzima com
agitagdo de 500 rpm.

YAMAMOTO ef alii, em 1988 (81), isolaram uma linhagem de bacténa
pertencente ao género Pseudomonas ¢ estudaram as condigdes de cultivo para a
produgio de lipase. Neste estudo, utilizando varios oleos e gordura animal e vegetal
como fontes de carbono, verificaram o aumento da produgdo de lipase, quando se
utilizou oleo de oliva como tnica fonte de carbono. A lipase obtida foi fracionada
com sulfato de amémio e purificada. A enzima purificada apresenton pH e
temperatura para a hidrélise de 6leo de oliva de 7 e 60°C, sendo estavel até 37°C

em pH 7 e também estavel na faixa de pH 9 a 10 a temperatura de 4°C por 22
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horas. A atividade enzimdtica aumentou na presenca de sais de bile ¢ surfactantes
anidnicos. O substrato mais facilmente hidrolisado pela enzima foi o Oleo de
mamona.

PAPON & TALON, em 1988 (56), estudaram as condigdes de cultivo ¢
produgio de lipase por 3 linhagens de bactérias pertencentes ao género
Lactobacillus ( Lactobacillus curvatus 4 8 R126, Lactobacillus carnis LV 3l e
Lactobacillus sake C3RV2F1) e Brochotrix thermosphacta ATCC 11509. A
atividade lipolitica das linhagens de Lactobacillus e B. thermosphacta foram
ligadas & célula, ndo sendo encontrada nenhuma atividade lipolitica significante no
liquido extracelular. A temperatura Otima de crescimento € produgdo de lipase
foram respectivamente 24°C para B. thermosphacta e 30°C para as 3 linhagens de
I actobacillus. Para todas as linhagens, o pH inicial de 7 ¢ baixa concentragdo de
glicose ( 0,5 a 1,0 g/L ) no meio de cultura, foram os fatores que estimularam a
produgdo da lipase. Quando tributirina foi adicionada no meio de cultivo, na
concentragio de 0,1%, foi observado um efeito inibidor da produgio de lipase por
B. thermosphacta com uma diminui¢do de 46% de atividade. Para as linhagens de
Lactobacillus, houve uma queda de 19 a 40% da produgdo de lipase na presenga
de tributirina na concentragdio de 1%. A adigdo de 4cido butirico na concentragdo
de 0,1% e condiges anaerdbias de cultivo, imibiram a produgfo de lipase , no
entanto, estes fatores nio afetaram a producdo da enzima por B. thermosphacta e
Lactobacilius.

PAPON & TALON, em 1989 (57), isolaram e caracterizaram lipases de
bactérias pertencentes ao género Brochotrix thermosphacta ¢ Lactobacillus
curvatus ~ presentes em leite. Estes microrganismos produziram  lipases
intracelularmente. O pH 6timo de atividade das 2 enzimas apresentou-se na faixa de
6.5 a 37°C. Ambas lipases apresentaram estabilidade térmica na faixa de 4 a 30°C .
A lipase de Lactobacillus curvatus fot estavel a pH na faixa de 4 a 11, enquanto

que a lipase de B. thermosphacta foi inativada a valores de pH inferiores a 5 ¢ em
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pH maior que 9. Dos véarios substratos testados como inbutiring, fricaproina,
tripalmitina e trioleina, a maxima atividade encontrada foi em tributirina ¢ a
hidrolise de outros triglicerideos diminuiu na proporgdo em que ocorria 0 aumento
de carbono na cadeia do acido graxo.

PARK & PASTORE, em 1989 (58), descreveram estudos de estertficagio de
acido graxo e glicerol por lipases microbianas. A esterificagdo de acido oléico com
glhicerol foi estudada utilizando lipases produzidas por Penicillium roquefort,
Rhizopus delemar e Rhizopus niveus. Qbservou-se esterificagac maxima quando a
mistura de reagiio continha 0.9 g de acido oléico, 8 g de glicerol e 0,4 mL de agua
contendo a lipase com mistura incubada a 40°C. A lhipase de P. roquefort
esterificava em menor tempo, comparativamente formando monoglicerideos, 1,2
(2.,3) dighcerideos, 1,3- diglicerideo e ndo formava trighcerideo. As lipases de R.
delemar ¢ R. niveus, demostraram forma similar de esterificagfo, formando todos
os ghicerideos, inclusive triglicerideos, que a lipase de P. roguefort.

ESPINOSA et alii, em 1990 (12), estudaram alguns efeitos nutricionais no
meio de cultura que afetam a produgiio de lipase por Rhizopus delemar. Os autores
encontraram que a enzima produzida por R. delemar podia ser utilizada como
agente flavorizante na produgdo de produtos de laticimios modificados. Foi
verificado que dextrina foi a melhor fonte de carbono, quando utilizada na
propor¢do de 1% e extrato de levedura foi a melhor fonte de nitrogénio. Quando
2% de dleo de oliva foi adicionado no meio de cultivo, um aumento de 84,5% na
atividade lipolitica foi observado. A presenca de Tween 80, no meio de cultura,
estimulou a liberagic da enzima e o aumento da atividade hpolifica.

HZUMI et alii, em 1990 (21), purificaram ¢ caracterizaram a lipase
termoestdvel de uma nova linhagem do género Pseudomonas, a qual for identificada
como Pseudomonas sp KWI-56. A enzima foi purificada 13,9 vezes por
precipitagdo em acetona 60% (v/v) e filtragdo em gel com coluna TSK gel G 3000

SW, obtendo no final 2,9% de recuperagfio. A lipase purificada apresentou uma
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tmica banda na eletroforese em gel SDS-PAGE e um peso molecular de 33.000. O
pH otimo de atividade da enzima purificada foi na faixa de 5 a 7 e o pH de
estabilidade na faixa de 4 a 10 a 30°C. A enzima estudada, mostrou ser
termoestdvel, perdendo apenas 4% de atividade guando incubada a 60°C por 24
horas, retendo ainda 76% de atividade lipolitica quando mcubados a 70°C por 3
horas. A atividade lipolitica da enzima foi fortemente inibida na presenca de ions
Cu*?, Hg*?, Sn*2e Zn*?, sendo que o fon Ca*? ndo afetou sigmficantivamente a
atividade enzimatica. Surfactantes aniénicos como SDS (sé6dio launii sulfato) e LBS
{sodio lauril benzesulfonato) inibiram fortemente a enzima. Por outro lado, a lipase
de Pseudomonas sp KWI-56, foi estdvel na presencga de solventes orginicos como:
acetona, metanol, e etanol no sistema de reagdo. Em relacio a especificidade de
substrato, foi encontrado que ésteres de acidos graxos de cadeta média Cyp e Cyy,
foram os substratos preferencialmente hidrolisados pela enzima purificada.
Tricaprilina, trimistirina e os oleos de soja,oliva e coco foram os substratos mats
eficientemente hidrolisados pela enzima.

BAILLARGEON & MAC CARTHY, em 1991 (3), estudaram as
caracteristicas bioquimicas da hipase de Geofrichum candidum NRRL -Y 553.0s
autores verificaram que a lipase produzida por . candidum ¢ composta por uma
mistora complexa de proteinas de peso molecular |, pl e especificidade variados. A
hipase de (. candidum NRRL-Y553 consiste de 5 espécies gheosiladas com peso
molecular variando de 57 Kda a 64 Kda. As lipases de Geotrichum candidum sdo
similares em pl e peso molecular em relagiio as lipase de Geotrichum candidum
ATCC 34614 e lipase Geotrichum candidum {GC20) comercial . No entanto, a
especificidade das lipases € varidavel, sendo que a lipase de Georrichum candidum
ATCC 34614 tem pouca afinidade a acidos graxos 18: 1 e dcidos graxos 16:1,
enquanto a lipase de G. candidum Y- 553 produz lipase mais especifica para 18 : 1,
As lipases de (. candidum NRRL -Y-553 podem ser fteis na restruturacdo de

acidos graxos insaturados dos tniglicerideos em larga escala na forma bruta.
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SUGIHARA et alii, em 1991 (67), purificaram a lipase produzida por
Bacillus sp e estudaram as caracteristicas bioguimicas da enzima. A enzima foi
purificada em DEAE Sephadex A-50, Toypearl HW 55 F ¢ Butyl Toyopearl 650 M.
Foi encontrado que a lipase de Bacillus sp é uma proteina monomérica de peso
molecular. de 22.000 e pl de 5,1. O pH otimo encontrado para a enzima purificada
foi na faixa de 5,5 a 7,2 a 30 °C e a temperatura otima encontrada foi de 60°C,
quando o 6leo de oliva foi utilizado como substrato. Em relagdo a especificidade de
substrato, a enzima demonstron uma grande preferéncia para as ligagbes 1 ¢ 3 do
trighicerideo. Neste estudo, os autores verificaram que a adigiio de solventes
orgnicos como acetona no sistema de reagdo numa concentragio de 0 2 60% ( v/
v ) aumentou a atividade lipolitica, enquanto gque n- hexano, teve um efeito intbidor
na rea¢io enzimatica.

SUGIHARA et alii, em 1991 (66), estudaram as caracterisficas bioquimicas
de 4 lipases isoladas de Geotrichum candidum. Na purificagdo realizada em
DEAE- Sephadex A-50 e filtragdo em gel G- 100. , os autores encontraram 4 picos
de atividade. Em eletroforese em SDS- PAGE, as lipases [ e IV apresentaram uma
unica banda com peso molecular de 66.000 ¢ 58.000 respectivamente. Foi
encontrado que a lipase I foi responsavel por 84% da atividade total ¢ a hipase 1V
respondeu por 1,4% da atividade total. Em relagdo a especificidade de substrato , a
taxa lipolitica foi maior para a lipase I em tricaprilina ¢ trioleina. Por outro lado, a
lipase IV apresentou baixa atividade em tricaprilina e maior atividade em metil -
oleato. Ambas enzimas hidrolisaram todos os ésteres metilicos, exceto mefil-oleato.
Verificou-se neste experimento que, quando trioleina foi utilizada como substrato
para a lipase I, a quantidade de 1,2 (2,3) dioleina formada foi de 18% ,sendo 2,2
mator que 1,3 dioleina. A lipase IV reagiu de diferente modo, produzindo 1.3 ¢ 1,2
(2,3) dioleina num total de 19% .

Uma nova enzima que hidrolisa mono e diacilglicerol produzida por

Penicillium camembertii foi isolada ¢ estudada quanto as suas caracteristicas
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bioquinucas por YAMAGUCHI & MASE, em 1991 (80). A lipase extracelular de
Penicitlium camembertii fo1 separada em 2 formas (A ¢ B) ¢ seu peso molecular
foi de 37.000 e 39.000 respectivamente. A composigio aminoacidica e a seqiiéncia
terminal foram semelhantes. A lipase B, a mator fragdo encontrada, for purificada
aproximadamente 210 vezes com uma recuperagdo de 2,6%. Foi verificado que a
lipase B foi especifica aos substratos monc e diacilgilicerol ¢ hidrolisou mais
eficientemente monoacilglicerois de cadeia longa. Triglicerideos foram
completamente mertes como substrato para estas enzimas. Os autores observaram
gue no curso da hidrolise, a lipase B clivou preferencialmente a posigio a do
monoacilglicerol. Os jons Fe™ e Hg ¥ inibiram significativamente a lipase de
Fenicillium camembert U- 150.

SHAW et alif, em 1991 (63), realizaram estudos com a lipase imobilizada de
Pseudomonas sp. A lipase mmobilizada em celite, for utilizada para catalisar a
alcodlise de triglicerideos compostos de acidos graxos de cadeia longa na presenga
de etanol e isopropanol na produgio dos respectivos ésteres a baixa temperatura de
reacdo. Observou-se que o grau de alcéolise quando tripalmitina em isopropanol, fot
utilizada como substrato, foi maior que na presenga de etanol, enquanto que a
reagdo oposta foi observada para o substrato trioleina. A conversio final do
tnglicerideo obtida da isopropandlise foir mator que a obtida na etandlise. A lipase
imobilizada em celite pareceu ser mais estavel em condigdes de mistura quando o
solvente da reacfo foi o isopropanol, se comparadas a etandlise.

RAPP & BACKHAUS, em 1992 (60), isolaram um total de 700 linhagens
compreendidas entre fungos filamentosos, levedura e bactérias de colegdo de
cultura com o objetivo de selecionar microrganismos potencialmente produtores de
lipase e portanto, capazes de hidrolisar trioleina durante o crescimento em meio de
cultura contendo Tween 80. No meio de cultura utilizado para a deteccfo de
atividade lipolitica foram adicionados Tween 80 e trioleina concentragdes de 0,25%

(p/v) e 0,75% (p/v) e a seguir emulsificados. Os microrganismos que apresentaram
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zonas claras ao redor da coldnia, foram selecionados e cultivados por fermentagdo
submersa em 20 mi de meio basal composto por: 0,5 g/L de MgSO.7H,0, 1g/L de
KH,PQ,, 3g/1. de NaNQs, 1g/L de extrato de levedura, 30g/L de peptona ¢ 1% de
glicose como fonte de carbono e incubados em shaker com agitagdo de 120 rpm a
27° C por 72 horas. Uma amostra de 10 mL da cultura foi inoculada em 250 mL do
meio basal contendo 1% de 6leo de oliva como fonte de carbono e cultivados a
30°C nas mesmas condicdes descritas acima. Dos microrganismos testados, 34
linhagens de fungos filamentosos foram selecionadas ¢ cuitivadas em meio basal
contendo 1% de dleo de oliva. O methor produtor de lipase encontrado foi o fungo
pertencente ao género Rhizopus sp, sendo que a melbor atividade lipolitca
encontrada foi de Rhizopus circinas, com 44U/mL apés 72 horas de mcubagfo,
seguido por R. microsporus com aproximadamente 39 U/mbL. Um total de 15
bactérias ¢ 21 leveduras nas quais foi detectada atividade lipolitica em meio
trioleina/ Tween 80 dgar , foram selecionadas e inoculadas em meio basal contendo
1% de oleo de oliva e incubadas em agitador a 120 rpm. A maior atividade
lipolitica (10 U/mL) foi da levedura pertencente ac género Rhodotorula rubra
DSM 70825 apds 72 horas de incubagdo. A bactéria que produziu lipase com maior
atividade (16 U/mL) foi Pseudomonas cepacia, apés 96 horas de incubagio.

CHEN et alii, em 1992 (6), isolaram microrganismos produtores de lipase, de
solo de varios locais, utilizando no meio de cultura, 6leo de oliva como tnica fonte
de carbono. Destes microrganismos, uma levedura pertencente a classe dos
deuteromicetos foi o melhor produtor de lipase extracelular, a linhagem WUC -12
foi identificada como Trichosporon fermentans, de acordo com as suas
propriedades taxondmicas ¢ morfologicas. Em relagdo as condigdes de cultivo,
verificou-se¢ que quando o microrganismo foi cultivado a 30°C por 4 dias em meio
contendo 8% agua de maceragio de milho e 3 % de oleo de oliva (v/v jcomo fonte
de carbono, 7 fermentans WUC-12 produziu 126 U/mL de lipase extracelular.

Embora a produgdo de lipase tenha aumentado para 400 U/mL pela adigdo de 2 %
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de glicose no meio contendo "corn steep liquor” ( 4gua de maceragdo de mitho }, a
linhagem de T fermentans WV C 12 produziu 34 U/mL de lipase em meio
contendo 2% de glicose no lugar de 3% ( v/v ) éleo de oliva. Por outro lado, 7.
fermentans WU C 12 cresceun e produziu lipase no meio contendo n- parafina como
fonte de carbono.

SHIMADA er alii, em 1992 (64), estudaram a produgdo da lipase de
Geotrichum candidum em meio de cultivo contendo "com steep liquor " (4gua de
maceragdo de milho) 5% e NHsNO; 0,5% como fonte de carbono e nitrogénio
respectivamente, Varios dcidos graxos, triglicerideos de cadeia saturada e
insaturada e seus ésteres metilicos foram adicionados ao meio de cultivo e
incubados por 50 horas. Verificou-se que a produgdo de lipase foi induzida por ¢leo
de oliva, dleo de soja, oleo de oliva, trioleina, ésteres metilicos de dcidos graxos de
cadeia longa tais como: Acido oléico, linoléico, palmitico, miristico, laurico ¢
caprico. No entanto, os autores verificaram que os friglicerideos compostos por
acidos graxos de cadeia longa e saturada no meio de cultivo e seus ésteres ndo
induziram a producdo da hpase.

Foi verificado diferentes graus de hidrolise pela lipase de Brochotrix
thermosphacta, nos estudos realizados por TALON ef alii, em 1992 (70), em
diferentes substratos emulsificados com goma ardbica 10% (v /v). Ao sistema de
reacdo foi adicionada a lipase de Brochotrix thermosphacta e incubado por 24
horas & baixa temperatura. Os acidos graxos livres liberados foram analisados por
cromatografia gasosa. Os resultados encontrados pelos autores foram, que os 2
substratos com alto teor de acidos graxos insaturados como gordura de porco e dleo
de linha¢a foram mais rapidamente hidrolisados que gordura bovina e de carneiro.
A lipase de B. thermospacta liberou preferencialmente acido hinoléico de dleo de
linhaga e 4cido oléico de gordura de porco ¢ de carneiro. Durante a lipolise das
gorduras de origem animal, os autores observaram a liberagio de 4cido palmitico

em maior quantidade .
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KHEIROLOMOON et alii, em 1992 (26), estudaram uma lipase lipoproteica
presente na membrana celular da bactéria pertencente ao género Pseudomonas sp.
A hpase de Pseudomonas sp fo1 purificada ¢ seu peso molecular foi de 134.000. A
especificidade da enzima foi verificada em varios ésteres de 4cidos graxos de
diferentes comprimentos de cadeia e grau de insaturagio. A preferéncia posicional
da lipase lipoproteica foi extensamente estudada usando como substrato os
triglicerideos Trioleina (O0Q0), 1,3 diestearoil - 2- oleoilglicerol (SOS) ¢ 1,2
dipalmitoil-3- oleoilglicerol (PPO). A lipase de Pseudomonas sp, apresentou
preferéncia especifica para clivagem das posigdes 1,3 do triglicerideo, enquanto a
sua attvidade em relagdo 4 posigo 2 foi de 1/3 da atividade presente nas posigdes 1
e 3. A especificidade a 4acidos graxos pela lipase foi estudada através da
determinagdo da atividade em relago a 4 diferentes composigOes de 4cidos graxos
na posicdo 1 ou 3 dos triglicerideos: 1- palmitoil-2-oleoil- 3-estearoilglicerol (POS)
e 1,2 dimestearoil- 3-oleoil-rac-glicerol (MMO). Uma completa hiudrolise for
observada em relagdio ao 4cido palmitico e estedrico, no entanto, um total de 63%
de hidrolise fo1 observado em acido miristico ¢ oléico. Estes resuitados podem
indicar uma inibigdo competitiva de acidos graxos de cadeia média e insaturados.

DUPUIS et glii, em 1993 (10), estudaram a atividade da lipase de uma

bactéria lactica pertencente ao género Propionibacterium freudenreichii shsp.
freudenreichii, utilizada frequentemente em industrias de laticinios , na maturagdo
de queijos tipo Suigo. Os autores detectaram atividade de lipase e esterase de 8
linhagens de bactérias lacticas do género Propionibacterium. A atividade lipolitica
foi detectada intracelularmente ¢ no lquido sobrenadante da cultura. O maior
valor de atividade foi expresso a 45°C em pH 6.8. A atividade de esterase também
foi detectada no meio de cultura. O substrato especifico a melhor aglo fot
dependente de cada esterase, embora ndo houvesse atividade significante em

substratos com cadeias maiores que Cy.
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MUKESH er alii, em 1993 (41), realizaram estudos envolvendo a
transesterificacdo de 6leo de mamona catalisada por lipase, utilizando n- butanol
no sistema de reagdo obtendo como produtos mono ¢ diglicerideos ¢ butil- ésteres.
Foi verificado nesse experimento, que n- butanol teve efeito imbidor na reagio e
que a quantidade de solvente no sistema de reagdo influenciou a taxa da reagéio e
distribuigdo dos produtos, porém com o aumento da concentragdo da enzima for
detectado um aumento da taxa de reacdo ¢ a alteragfio na distribui¢do dos produtos.

MUSTRANTA ef alii, em 1993 (42), realizaram estudos com lipases de
microrganismos pertencentes ao género Candida cylindracea, Aspergillus niger ¢
Pseudomonas fluorences. As lipases referidas foram imobilizadas por adsorsdo em
resina de troca ibnica e terra diatomacea, usando tampdo ou hexano como meio de
reacdo. As preparagOes enzimaticas foram testadas na transesterificagdo de trioleina
com acido laurico frente a diferentes alcoois. A lipase imobilizada de Candida
cvlindracea foi mais ativa, quando hexano foi utilizado como meio de reagdo e a
resina de troca i0nica foi methor suporte que terra diatomacea. A soluglc de
hexano mostrou ser o melhor meio para a lipase de Aspergilllus’riger, o que
também foi verificado para a lipase de P. fluorences.

CHEN et afii, em 1994 (7), purificaram e estudaram as caracteristicas da
lipase extracelular de 7richosporun fermentans WUC-12. A lipase de 7
fermentans foi purificada por precipitagio em sulfato de ambnio e sucessivas
cromatografias em coluna Butyl Toyperail 650M, Toypearil HW 55 F e L
Sepharose. Nesta purificagdo foram encontradas 2 tipos de lipase (I e I ). O peso
molecular da lipase I foi de 55 kDa em eletroforese SDS -PAGE ¢ 160 KDA em
filtragdo em gel, enquanto que a lipase 11 foi de 55 KDA em SDS - PAGE e 64
KDA em filtracAo em gel. Para a hidrélise de dleo de oliva, a temperatura ¢ o pH
Gtimo para as 2 lipases foram de 3.5 e 35°C respectivamente. As hpases
apresentaram estabilidade apés incubagao a 30°C por 24 horas em pH na faixa de 4

a § A termoestabilidade da lipase I por 30 minutos em pH 5.5 foi acima de 40°C,
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enquanto que a lipase 1l nas mesmas condigbes desceritas, foi ao redor de 50°C.
Ambas lipases foram capazes de hidrolisar as posigbes 1,2 e 3 da trioleina. Estes
resultados indicam que as lipases I e Il nfio sdo especificas quanto a posicdo no
trighcerideo.

OHNISHI ef alii, em 1994 (49), estudaram a produgdo de lipase de
Aspergillus oryzae. Nos estudos relativos a produgdo da lipase por Aspergillus
oryzae, os autores verificaram um aumento da produgdo da enzima (0,48 U/mL) em
meio GYP composto por: 2% de glicose, 1% de extrato de levedura e 2% de
peptona, em relagdo ao meio solide (0,05 U/mL ). As condigdes de cultivo, como
pH, composi¢do o melo e temperatura, foram estudadas. Foi encontrado que a 28°C
¢ adigio de 3% de 6leo de soja no melo GYP modificado, a produgdo de lipase
aumentou para 0,78 U/mL. Em estudos realizados em fermentador, 30 U/mL da
atividade lipolitica foi obtida apos 72 horas de incubac¢do a 28°C mas condigbes
apropriadas. A produgdo de lipase foi grandemente influenciada pela temperatura,
sendo a temperatura 6tima para a produgdio de lipase 24°C.

HOU em 1994 (20), selecionou 1229 microrganismos entre bactérias , fungos
e leveduras, quanto a produgdo de atividade lipolitica. Os microrganismos foram
isolados em meio de cultura em placa contendo rodamina B, como indicador de
atividade lipolitica. Dos microrganismos testados, 25% apresentaram atividade
lipolitica. As linhagens que apresentavam zonas claras ao redor da colbnia foram
selecionadas e classificadas de acordo com a faixa depHe a termoestabilidade das
atividades lipoliticas encontradas. As lipases microbianas estudadas neste
experimento, foram divididas em trés grupos: a) lipases ativas a pH acido, na faixa
de 5.5 a 7 produzidas por 36 bactérias e 23 leveduras e 4 actinomicetos; b) lipases
ativas em pH maiores ou igual 4 7,5 foram produzidas por 17 linhagens de bactéria,
4 linhagens de levedura, 2 linhagens de actinomicetos ¢ uma linhagem fingica; ¢)
lipases ativas tanto em pH 5,5 quanto em pH 7,5 foram produzidas por 112

linhagens bacterianas, 90 linhagens de leveduras, 15 linhagens de actinomicetos e 3
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linhagens fangicas. Quando o isolamento de micforganismas foi realizado 4 60°C,
em pH 9, foram selecionadas e identificadas 50 linhagens bacterianas ¢ 26 linhagens
de leveduras que produziram lipases alcalinas e termoestaveis.

NAKA & NAKAMURA, em 1994 (44), reportaram os estudos referentes aos
efeitos de colipase, um cofator proteico da lipase pancreatica, sais de bile, Na' e
Ca™ na atividade da enzima. Os efeitos de sais de bile na atividade da lipase
pancreatica foram verificados frente aos substratos trioletna e tributirina. Embora a
atividade da lipase pancredtica em tributirina temha sido imbida por
glicodesoxicolato de sédio (GDC-Na), taurocolato de sodio (TDC-Na) e glicolato
de sodio (GC-Na), foi observada uma acentuada ativagdo por todos estes
compostos, quando triolefna foi utilizada como substrato. Os efeitos da colipase ¢
do taurocolato de sodio na atividade da lipase pancreatica foram tambem
investigados, tanto na presenca como na auséncia dos sais NaCl e CaCly. Os
autores verificaram que na auséncia de NaCl ¢ CaCl; a atividade da lipase
pancreatica foi inibida por 4 mM de taurodesoxicolato de sodio em tributinina,
tendo porém a sua atividade restituida com a adigdo de colipase no meio de reagdo.
Por outro lado, a lipase foi fortemente ativada por 4 mM de taurodesoxicolato no
substrato trioleina, ndo ocorrendo a ativagdo adicional por colipase. A lipase
pancreatica foi ativada por colipase na presenca de taurodesoxicolato de sodio,
somente quando o substrato foi tributirma.

BHUSHAN & HOODAL, em 1994 (4), isolaram e caracterizaram a lipase
produzida por uma levedura alcalofilica identificada como Candida BG - 55. A

lipase apresentou temperatura e pH otimo de 40°C e 8,5 respectivamente,

apresentando estabilidade térmica quando incubada a 45°C por 4 horas. A atividade
da lipase foi fortemente ativada na presenga de ions Ni " e Ca’™ na concentragio
de 10 mM, por outro lado, os jons Fe™ e F&™ na concentragdo de 10 mM inibiram

significativamente a atividade lipolitica da enzima,
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FU et afii, em 1995 (15), realizaram estudos referentes a hidrdlise de oleos e
gorduras pela lipase de Aspergilllus sp. A enzima hidrolisou os substratos: dleo de
oliva, dleo de soja, 6leo de palma, gordura de coco, toucinho, sendo encontrado
porém, maior porcentagem de hidrélise para os oleos de soja e oliva. A temperatura
¢ pH 6timo para a atividade lipolitica foi de 37°C ¢ 6,5 a 7 respectivamente. A
lipase foi ativada por ions Ca'™, mas inativada por solventes organicos como
isopropanol e propanona.

LIN et afii, em 1995 (33), estudaram os efeitos de Triton X 100 (isoectil fenil
polioxietiteno) na produgdo de lipase alcalina por Pseudomonas pseudoalcaligenes
F-111. A linhagem de Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111, foi isolada do solo,
utilizando placas de dgar contendo rodamina B ¢ NayCOs. Para a produgdo de
lipase foi utilizado meio de cultura composto por: 0,5 % de extrato de levedura, 0,5
% de peptona, 0,2% de K HPO,, 0,05% de MgSO,. TH,O e 1% de Na,COs. Os
autores verificaram que a adigdo de 0,2% de dleo de oliva, 1 % de farinha de soja,
0,2% de Triton X- 100 e fon sodio, foram essenciais para a produgio da enzima,
sendo que a adigio de Triton X- 100 aumentou a atividade lipolitica em 50 vezes.

PABAI et alii, em 1995 (53), isolaram e caracterizaram a lipase parcialmente
purificada de Pseudomonas fragi CRDA 323. A linhagem de Pseudomonas fragi
CRDA 323, foi isolada utilizando placas de dgar contendo rodamina B como
indicador de atividade lipolitica. Para a produgdio da lipase foi utilizada a
fermentacio em meio liquido. A lipase foi precipitada pela acidificaglo do
sobrenadante da cultura a pH 4 com HCl e parcialmente purificada com sulfato de
aménio. A maior atividade lipolitica (42 %), foi obtida na fragdo IV, precipitada
com 20 a 40 % de saturacdio, obtendo uma purificagio de 19 vezes. A fragdo IV
que apresentou pH 6timo de 8,5, foi utilizada para a interesterificagdo de gordura
de manteiga em sistema de microemulsdo contendo Span 60 (sorbitol
monoestearato) e Tween 80 (polioxietileno sorbitan monoestearato) na propor¢ao

de 48 : 52 (v/v). Os autores verificaram que a interesterificagdo da gordura de
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manteiga resultou na diminuigio de acidos graxos de cadeia longa e saturada (Co,
Cu e Cis), a0 mesmo tempo foi verificado um aumento de C18 : 0 ¢ Cl8:1na

posigo sn-2 do triglicerideo selecionado.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1. Material:

3.1.1. Reagentes e Materiais Especificos:

Reagentes quimicos: 4cidos, bases, sais minerais, solventes orginicos,

Triton X-100 (MERCK, RIEDEL, ECIBRA ou equivalente).

Reagentes especificos: soroalbumina, Indicadores: a=ul de timol,
fenoltaleina, Victoria blue, Sudan IV, goma arabica, alcool polivinilico (PVA),
(REAGEN, MERCK, ECIBRA), desoxicolato de sodio, polifosfato tetrasddico

(STPP), detergente de marca comercial

Acidos graxos: acido laurico, acide butirico, acido oléico, acido palmifico,

acido estedrico (RIEDEL e SIGMA)

Glicerideos: 1 (3)- monoleina, 1,2 (1,3) dioleina, trioleina, tributirina,

tricaprilina, tripalmitina (SIGMA), dleo de oliva exira virgem marca comercial.

Meios de cultura: agar, peptona, exirato de levedura (DIFCQO), caldo
nutriente ¢ agar nutriente (MERCK), com steep liquor (agua de maceragio de

mitho) comercial.
Meios de cultura especificos: para identificacdo de bacténas (DIFCO)

Carboidratos: glicose, sacarose, lactose, maltose, frutose, arabmose,

sorbitol, manitol, xylose (MERCK).
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Enzimas : Lipase de Alcaligenes sp, obtida no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos, Lipase comercial, Protease

{Texchem)
Resina: DEAE- Sephadex - A-50, (trocador Anidnico) Sigma.

Placas de vidro para cromatografia em camada delgada (CCD) 20x 20cm,
silica gel G- 60 art. 1.07731, MERCK.
Aplicador Desaga para preparo de placas para cromatografia em camada

delgada.

Padrdes de Proteina: Para eletroforese em gel SDS, Pharmacia.

Contendo as proteinas:

1. Albumina de soro bovino PM 67.000 daltons
2. Albumina de ovo PM 43.000 daltons
3. Quimotripsina PM 25.000 daltons

4. Ribonuclease A PM 13.700 daltons
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3.1.2. Equipamentos

Estufas Bacteriologicas, Fanem

Espectrofotdmetro Coleman, 295 E

Espectrofotdmetro Beckman DU-70

Banhos de 4gua de temperatura controlada, Fanem

Potencidmetro 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

Sistema de ultrafiltragdo em membrana mod. TCF2A (Amicon Co)
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3.2 METODOS

3.2.1. Isolamento de microrganismos

Foram isoladas linhagens de bactérias provenientes de amostras de
solo, Agua, verduras e frutas de diversas regides do Brasil. As amostras foram
colhidas e acondicionadas em sacos plasticos, com espatulas e pipetas estéreis.

Para o cultivo dos microrganismos, as amostras foram diluidas em
10mL de agua destilada estéril, homogeneizadas ¢ deixadas em repouso por 30
minutos aproximadamente.

O liquido sobrenadante, foi inoculado em placas de Petri contendo
meio de cultara esterilizado, composto de: 2% de oleo de oliva, 0,1% de sulfato de
magnésio, 0,2% de uréia, 0,5% de sulfato de aménio, 0,05% de extrato de levedura,
0.1% de cloreto de sodio, 1,5% de agar. O pH foi ajustado a 8,5-9 com 0,5% de
carbonato de sodio. No meio fol acrescentado o indicador "Victoria blue"na
concentragdo de 0,0005%. As placas foram incubadas a temperatura de 37°C até o
crescimento satisfatorio das colonias. As coldnias que produziram halo azul,
indicando mudanca de pH ao redor da col6nia foram selecionadas .

Os microrganismos positivos, foram transferidos para tubos de ensaio
contendo o mesmo meio inclinado e incubados a mesma temperatura de

crescimento, estocados a 5°C e testados quanto a presenga de atividade hipolitica.
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3.2.2 Pré selecio de microrganismos

3.2.2.1 Preparo da suspensio bacteriana para a fermentagio

A suspensdo bacteriana foi preparada, incubando-se as linhagens
selecionadas por 72 horas a 37°C, em tubos inclinados contendo meio de cultura
preparados conforme item 3.2.1. Apos a incubagio, foram adicionados aos tubos de
cultura 10 mL de dgua destilada esterilizada e a superficie do meio de cultura foi

raspada com auxilio de alga de niquel- cromo esténl.

3.2.2.2 Fermentacio Liquida

Para a producio de lipase alcalina, as linhagens isoladas foram
cultivadas em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo meio de cultura composto de
1% de 4gua de maceragdo de mitho, 0,5% de fosfato bibasico de potassio, 2% de
farinha de soja torrada e 0,2% de carbonato de sédio, pH 9. Os frascos foram
inoculados com 0,5 mL de suspensio bacteriana preparada de acordo com o item
3.2.2.1 e incubados a 30°C com agitacdo de 200 rpm por 72 horas.

Apos a incubagdio, o conteudo dos frascos foi centrifugado por 15
minutos a 10000 tpm a temperatura de 16°C. A atividade lipolitica foi determinada

no sobrenadante.
3.2.3 Selecdo de linhagens produtoras de lipase
As linhagens de n° 127, 198, 212, 441 ¢ 511 pre- selecionadas, foram

inoculadas em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo meio de cultivo composto de

. 2% de farinha de soja torrada, 1% de farinha de trigo, 0,5% de K,HPO,, 1% de
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agua de maceracdo de milho, o pH fol ajustado para 9 com 0,2% de Na,CO;.0s

frascos foram incubados a 30°C com agitagio de 100 rpm por 24, 48 e 72 horas.
Apods o desenvolvimento das culturas, os meios foram centrifugados a

10.000 rpm a temperatura de 10°C, por 15 mmutos. No sobrenadante foi

determinada a atividade lipolitica, como descrito no item 3.2.8.

3.2.4 Caracterizacio morfo-fisiolégica e bioquimica de Alcaligenes sp. -

finhagem n°212 e conservacio da cultura.

O microrganismo selecionado no estudo como methor produtor de
lipase alcalina foi classificado no género Alcaligenes sp. de acordo com as
caracteristicas bioquimicas e morfologicas descritas no “Bergeys Manual of
Determinative Bacteriology” vol 1 (30) e denominado Alcaligenes sp- limhagem
n°212.

Para a manutengio da cultura, a linhagem foi cultivada em meio Agar
Nutriente por 48 horas. Apés a incubagdo foi adicionado 8 mL de vaselina liquida

estéril e a cultura foi conservada a temperatura de 10°C.
3.2.5 Estudo do sistema de reaciio para a determinaciio da atividade lipolitica

Para o estudo do melhor sistema de reagdo para a determmagfo da
atividade lipolitica da linhagem selecionada foram testados varios sistemas de
reagdo, visando uma adequacdo da metodologia para a realizagfio do presente

trabatho.
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3.2.5.1 Determinaciio da atividade lipolitica utilizando Goma Aribica

Em Erlenmeyer de 125 mL foram misturados 4 mL de tampao Tris-HCI
pH 9 0.2M, 1 mL de solugdo de CaCl, 110 mM e 5 mL da emulsiio composta de 75
ml, de goma arabica 7% e 25 mL de dleo de oliva e 1 mL de solugdo enzimatica.
Esse sistema foi incubado a 40°C em banho- maria termostatizado por 15 minutos.
A reaglo foi paralisada pela adigdo de 15 mL de solucdo de acetona-etanol (1:1
v/iv). Os 4cidos graxos livres liberados foram titulados contra solugdio de NaOH

0,05 M, atilizando azul de timol como indicador.

3.2.5.2 Determinacio da atividade lipolitica utilizando Desoxicolato de Sédio

Em Erlenmeyer de 125 mL foram misturados 5 ml da emulsio
composta de: 0,25 g de desoxicolato de sodio, 40 mL de tampao Tris-HC1 pH 9,0 a
0,2M, 10 mL de solugdo de CaCl, ¢ 10 g de 6leo de oliva, devidamente
homogeneizados. A esse sistema de reagio foi adicionado 1 mL de solugio
enzimatica. O sistema de rea¢fo foi incubado a 40°C em banho- maria
termostatizado com agitagdo de 300 rpm por 15 minutos. A reagiio foi paralisada
pela adigdo de 15 mL de solugdo de acetona-etanol (1:1 v/v). Os acidos graxos
livies foram titulados contra solugdo de NaOH 0,05M, utilizando azul de timol

como mdicador.

3.2.5.3 Determinaciio da atividade lipolitica sem Emulsificante

Em Erlenmeyer de 125 mL foram acondicionados 1 g de éleo de oliva,
4 mL de tampéo Tris- HCI pH 9,0 0,2 M, 1ml. de solugfio de CaCl, 110 mM e 1 mlL

de soluglo enzimatica. A reagio fol incubada a 40°C por 15 minutos em banho-
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maria termostatizado. A reagdo foi paralisada pela adigdo de 15 mL de solugdo de
acetona - etanol (1:1 v/v). Os acidos graxos livres liberados foram titulados contra

solugdo de NaOH 0,05M aquoso, utilizando-se azul de timol como indicador.

3.2.5.4 Determinaciio da atividade lipolitica utilizando-se Alcool Polivinilico

como emudsificante

Em Erlenmeyer de 125 mL foram misturados 4 ml. de Tampéo Tris-
HCT pH 9 na concentragdo de 02M, 1 mL de CaCl, 110 mM e 5 mL da emulsio
composta de : 75 mlL de dlcool polivinilico 2% e 25 mL de éleo de oliva. Ao
sistema de reagdo foi adicionado 1 ml de solugdo enzimdtica sendo a mistura
incubada em banho -maria termostatizado por 15 minutos a 130 oscilagbes por
minuto. Apds a incubagfo, a reac¢do foi paralisada pela adigéio de solugfio de 15 mL
de acetona - etanol (1:1 v/v) e os 4cidos graxos livres foram titulados contra solugio
de NaOH 0,05 M aquoso, utilizando -se azul de timol como indicador .

Uma unidade de lipase foi definida como a quantidade de enzima capaz
de Iiberar 1 pmol de acido graxo por minuto nas condigdes descritas acima,

O célculo de atividade enzimatica foi feito utilizando-se uma curva

padrdo de acido oleico x mL de NaQH 0,05M aquoso.

3.2.6  Estudo de parimetros para a produciio de lipase alcalina da linhagem

n°212, selecionada como melhor predutora

3.2.6.1 Seleciio do melhor meio de cultive para a producio da lipase

A linhagem de bactéria selecionada foi testada nos seguintes meios de

cultura;
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3.2.6.1.1 Meio de culturan® 1:

O meio de cuitura 1 foi composto de 2% de amido de trigo, 2% de
farinha de soja, 0,5% fosfato de sodio 0,5% de uréia, 0,5%. 0,5% sulfato de
magnésio heptahidratado. O pH foi ajustado para 9 com 0,2%carbonato de sédio.

3.2.6.1.2 Meio de culturan®?2 :

O meio de cultura 2 foi composto de 2% de farinha de soja, 1% de
agua de maceracgdio de milho, 1% de farinha de trigo, 0,5% de fosfato bibdsico de

potéssio, sendo o pH ajustado para 9 com 0,2% de carbonato de sédio.

3.2.6.1.3  Meio de cultura n°3:

O meio de cultura 3 foi composto de 1% de 4gua de maceraciio de
milho, 1% de amido de trigo, 0,5% de fosfasto bibasico de potassio e o pH foi

ajustado para 9 com 0,2% de carbonato de sodio,

32.6.1.4 Meio de cultura n®4

O meic de cultura 4 foi composto de 2% de dleo de oliva, 2% de agua
de maceragio de milho, 0,5% de fosfato bibasico de potdssio, 0,1% de sulfato de
aménio, 0,1% de sulfato de magnésio heptahidratado. O pH foi ajustado para 9 com

{0,2%de carbonato de sodio.
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3.2.6.1.5 Meio de cultura n°s:

O meio de cultura § foi composto de 1% de dgua de maceracdo de
mitho,1% de farinha de trigo, 0,5% de fosfate bibasico de potassio,l,.5% de
peptona,1% de dleo de oliva. O pH foi ajustado para 9 com 0,2% de carbonato de

stdio.

32616 Meio de cultura n°6:

O me1o de cultura 6 fo1 composto de 1% de dgua de maceragdo de
mitho, 1% de farinha de trigo, 0,5% de fosfato bibasico de potdssio e 2% de farinha
de soja torrada. O pH foi ajustado para 9 com 0,2% de carbonato de sédio.

Em frascos Erlenmeyers de 50 ml., foram adicionados 20 ml. dos
meios de cultura acima descritos e esterilizados. Os meios foram moculados com as
iinhagens selecionadas e incubados por 72 horas em banho termostatizado com
agitacdo de 200 rpm a 30°C. Apés esse periodo centrifugou-se o contetido dos

frascos e a atividade lipolitica foi determinada no sobrenadante.

3.2.6.2 Estudo da relacio entre temperatura, tempe de incubacio e

produciio da lipase

Fm frascos Erlenmever de 50 mL foram adicionados 20 ml de meio
de culivo composto de: 1% de dgua de maceragio de mulhe, 0,5% de fosfato
bibasico de potassio, 2% de farinha de soja torrada, 1% de farinha de trigo, o pH foi
ajustado para 9 com 0,2% de carbonato de sodio. Os frascos foram esterilizados por
15 minutos a 121°C. Apos a esterilizagio, os frascos foram moculados com 0,5 ml

de suspensdo bacteriana preparada de acordo com o item 3.2.2.1 ¢ incubados nas
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temperaturas de 25°C, 30°C, 33°C, 40°C ¢ 45°C em banho termostatizado com
agitagfo de 200 rpm.. Em intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas as amostras foram
centritugadas a 10.000 rpm por 15 minutos, sendo a atividade lipolitica determinada

1o liquido sobrenadante de acordo com o item 3.2.8.

3.2.6.3 Estudo do efeito de dcidos graxos ma producgio de lipase da

linhagem de Alcaligenes sp.

Em frascos Erlenmevers de 50 ml foram adicionados 20 mL do meio
de cultura n°6 composto de: 1% de farinha de trigo, 2% de farinha de soja torrada,
1% de agua de maceraco de milho, 0,5% de fosfato bibdsico de potassio, o pH foi
ajustado para 9 com 0,2% de carbonato de sodio. Para cada 20 ml de meio de
cultura foram adicionados 1% dos seguintes acidos graxo: palmitico, laurico, oléico
¢ estearico.Os frascos foram esterilizados por 15 munutos a 121°C. Apéds a
esterifizacdo os meios foram inoculados com as linhagens selecionadas e
acondicionadas em banho termostatizado com agitagfo constante de 200 rpm a
30°C por 72 horas.

Apds esse pertodo, centrifugou-se os meios de cultura por 15 minutos a

10.000 rpm . A atividade enzimatica foi determinada no sobrenadante.

3.2.6.4 Estudos da da fonte de carbono na produacio da lipage
3.2.6.4.1  Triglicerideos

Para este estudo foi utilizado meio de cultura composto de: 4% de
peptona, 0,2% de KoHPO4, 0,05% de extrato de levedura, 0,1% de Na(l, 0,02% de
MgSQ4 e 2% das seguintes fontes de carbono: dleo de soja, dleo de oliva, dleo de
arroz, Oleo de milho, dleo de mamona. dleo de girassol, oleo de algodio, gordura de

porco, gordura de coco, acido oléico, acido palmitico, acido laurico e um controle,
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no qual foi suprimida a fonte de carbono. O pH do meio fol ajustado para 9 com
0,2 % de Na»CO3. Em frascos Erlenmeyer de 50 mlL, foram acondicionados 20 mL
do meio de cultura e 2% do volume final dos éleos e gorduras citados acima. Os
frascos foram esteritizados por 15 minutos a 121°C. Apés a esterilizaglio, os metos
foram inoculados com 0,5 mL de suspensio bacteriana preprada de acordo com o
item 3.2.2.1 e incubados em banho termostatizado a 30°C com agitagdo constante
de 200 rpm. Em intervalos de 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas, as amostras foram

centrifugadas, e a atividade lipolitica foi determunada no liquido sobrenadante.

3.2.6.4.2 Carboidratoes

Em frascos Erlenmeyer de 30 ml. foram adicionados 20 ml. de meio
de cultura composto por: 4% de peptona, 0,1% de KoHPO4, 0,05% de extrato de
levedura, 0,02% de MgSQ4, 0,1% de NaCl ¢ 2% dos seguintes carboidratos:
glicose, sacarose, frutose, lactose e amido. Os frascos foram esterilizados por 15
minutos a 121°C. Apés a esterilizagdo, o pH do meio foi ajustado para 9
adicionado-se 0,01% de Na,CO; e inoculados com 0,5 ml de suspensdo bactenana
preparada de acordo com o item 3.2.2.1 e incubados em banho termostatizado a 30°
C a 200 rpm. Em intervalos de 24, 48, 72, 9, ¢ 124 horas, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm a 10°C por 15 mmutos. A atividade enzimatica foi

determinada no liquido sobrenadante de acordo com o item 3.2.8.

3.2.6.5 Estude da da fonte de nitrogénio na producie de lipase pela

linhagem de Alcaligenes sp.

Em frascos Erlenmeyer de 50 mbL foram acondicionados 20 mL de
meio de cultura composto por: 0,1% de KoHPO4, 0,1% NaCl, 0,02% de Mg504 ¢

2% de sacarose & 4% dos seguintes compostos: extrato de levedura, cloreto de
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amonio, uréta, sulfato de amdnio, nitrato de potassio, nitrato de sodio, peptona. Os
frascos foram esterilizados por 15 minutos a 121°C e inoculados com 0,5 mL de
suspensdo bacteriana ¢ em seguida incubados em banho termostatizado a 30°C com
agitagdo de 200 rpm. Em intervalos de 24, 48, 72, 96, 20 horas as amostras foram
centrifugadas a 10.600 rpm a 10°C por 15 minutos. A atividade enmzimatica foi

determinada no liquido sobrenadante.

3.2.7 Producio da Lipase Alcalina Bruta

Para a produgfio de lipase alcalina a linhagem n° 212 selecionada, foi
cultivada em frascos Erlenmeyers de 50 mL, contendo 20 mL de meio de cultura
preparado conforme o item 3.2.6.1.6. Os frascos foram estenlizados e inoculados
com 0,5 ml. de suspensio bacteriana preparadas de acordo com o item 3.2.2.1 ¢
incubados por 72 horas a 30°C com agitagdo de 200 rpm. Apods a incubacgdo, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm a 10°C por 10 minutos, o precipitado foi
descartado, sendo a atividade lipolitica determinada no liqudo sobrenadante de

acordo com o item 3.2 8.
3.2.8 Determinacio da atividade Lipolitica

Em Erlenmeyer de 125 mL foram misturados 4 ml. de tampido Tris -
HC10,2M pH9, I mL de CaCly 110 mM e 5 mlL da emulsio composta de: 75 mL
de alcool polivinitico (PVA) 2% ¢ 25 mL de oleo de oliva (v/v). Ao sistema de
reacdo fo1 adicionado | mL de solugdo enzimdtica, sendo a mistura incubada em
banho- maria termostatizado por 15 minutos a 130 oscilagdes por minuto.

Apos a incubagio, a reagdo foi paralisada pela adiglio de 15 mlb de
solugdo de acetona etanol (1:1 v/v) e os acidos graxos liberados foram titulados

contra solugdo de NaOH 0,05M aquoso, utihzando-se azul de timol como indicador.
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Uma widade de lipase foi definida como a quantidade de enzima capaz
de liberar 1umol de dcido graxo por minuto nas condigdes descntas acima.
O caleulo da atividade enzimatica foi feito utilizando-se uma curva

padrio de acido oléico x mL de NaOH 0,05M aquoso.

3.2.9 Fracionamento com Sulfato de Amonio

Para um litro de extrato enzimatico aquoso obtido de acordo com o
item 3.2.7, foi adicionado sulfato de amoénio em quantidade suficiente para fornecer
80% de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente com agitagfo branda e a mistura
permaneceu por 24 horas a 4°C, para a total precipitagio proteica.

A mistura proteica foi centrifugada a 7.000 rpm por 20 minutos a 10°C
¢ dialisada contra agua destilada por 24 horas a 4°C para a liberagdo do sal ¢ em
seguida dialisada contra tampdo Tris-HCI 0,05M pH 9 por 24 horas a 4°C. Apos a
didlise foi determinada a atividade enzimatica. A mistura obtida fot congelada e
liofilizada. O material liofilizado foi triturado em almofariz, pulverizado e
denominado preparagiio enzimdtica bruta. A concentracdo de proteinas totais
presentes no extrato enzimatico bruto foi determinada de acordo com o método de

LOWRY (36).
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3.2.10 Caracterizacio Bioguimica da Lipase Bruta

A lipase alcalina obtida de acordo com o item 3.2.9. foi utihizada para o
estudo das caracteristicas bioquimicas tais como: pH 6timo, pH de estabilidade,

temperatura otima, temperatura de estabilidade, especificidade de substrato,

3.2.10.1  Efeito do pH na atividade enzimatica da lipase

Diversos tampdes foram utilizados de acordo com a sua capacidade a
tamponante, nos seguintes valores: tampdo acetato 0,2M pH 3,0 a 5,6, tampdo
fosfato 0,2M pH 6,0 a 7,5, tampdo Tris-HC] 0,2M pH 8 a 9 ¢ tampdo Glicina -
NaOH 0,2M pH 9,5 a 10.

Em Erlenmeyer de 125 ml. foram preparados sistemas de reago compostos
de 5 mL de emulsdo de alcool polivinilico 2% e 6leo de oliva na proporgio de
75%:25% respectivamente, 2 mL de cada tampdo descrito acima, 1 mL de CaCl;
110 mM e 1 mL de solugdio enzimatica bruta contendo 10 mg/ml. As misturas de
reacdo foram incubadas a 40°C por 15 minutos com agitagdo de 130 oscilagBes por
minuto. Apds a mcubagio a determinagiio da atividade prosseguiu conforme

descrito no item 3.2 8.

3.2,10.2 Efeito do pH na estabilidade da lipase

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade da lipase obtida foram
tomados 2 mL de solugio enzimatica bruta contendo 10 mg/ml aos quais foram
misturados 2 mL de tampdo nos diferentes valores de pH, permanecendo por 24

horas & temperatura de 25°C.
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Foram utilizados os seguintes sistemas tampdes: tampdo acetato de
sodio pH de 3.6 a 5,6, tampdo fosfato de sédio pH de 6,0 a 7.5, tampdo Tris HC]
pH 8 a 9, tampdo Glicina NaOH pH de 9,5 a 10. Apés a incubagdio, retirou-se
aliquota de 1 mL e verificou-se a atividade lipolitica remanescente segundo o item

328

3.2.10.3  Efeito da temperatura na atividade enzimatica da lipase de

Alcaligenes sp.

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi determinado de
acordo com o item 3.2.8 utilizando as temperaturas de incubagio de 25°C, 35°C, 37

°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C ¢ 70°C,

3.2.10.4  Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

A solugdo de enzima na concentra¢io de 10 mg/ml foi tratada a
temperaturas de 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C e 70°C por uma
hora. Apds o tratamento térmico a atividade enzimdtica remanescente foi

determinada de acordo com o item 3.2.8.

3.2.10.5  Estudo do tempo de reagiio e porcentagem de hidrdlise de oleo de

oliva pela lipase

Para o estudo da relagfio entre o tempo de reagdo e a porcentagem de
hidrolise, foram tomados 1 mL de solugdo das enzima contendo 10 mg/ml e
adicionado ao sisterna de reagdo composto de 5 mL de emulsdo, 4 mL de tampdo

Tris- HCl pH 9 0,2M e Iml de solucdo de CaCl, 110 mM.
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A mustura for meubada a 40°C em banho termostatizado com agitacio
de 130 oscilagbes/minuto nos seguintes intervalos de tempo: tempo zero, 15
minutos, 2, 4, 24, 48, 72 e 96 horas.

A reagdo foi paralisada pela adi¢do de 15 ml de solugéo de acetona/
etanol (1:1 v/v} os 4cidos graxos liberados foram titulados contra solugdo de NaOH
0,05M, sendo calculada a porcentagem, de hidrélise considerando-se o n® de

saponificagdo.

% de Hidrdlise = ml. de NaOH 0,05M / n® de saponificagiio x 100

Foram retiradas amostras dos sistemas de reagio para analise através de

cromatografia em camada delgada (CCD).

3.2.10.6. Estudo do tempo de reaciio e porcentagem de hidrélise pela lipase

alcalina de Alcaligenes sp. em diferentes substratos

Para o estudo do tempo de reagdo ¢ porcentagem de hidrdlise foram
utilizados os seguintes substratos: dleo de oliva, gordura de lette de cabra, oleo de
mamona, gordura de porco.

Os sistemas de reagdo foram compostos de 25 ml. dos substratos
citados acima e adicionados a 75 mL de alcool polivinilico a 2% e homogeneizados
por 3 nunntos a 1000 rpm.

Em Erlenmeyer de 125 ml foram misturados 5 mb da emuisdo
preparada conforme descrito acima, 4 mL de tampéo Tris-HC1 0,2M pH 9, 1 mL de
CaCl, 110 mM e ImL de preparagdo enzimatica. A mistura foi incubada a 40°C em
banho termostatizado nos seguintes intervalos de tempo: tempo zero, 15 mmutos, 1,
4,24 48, 72 ¢ 96 horas. Nestes intervalos de tempo as reagOes foram paralisadas

pela adicdo de 15 mL de solugdo de acetona -etanol (1:1 v/v) Os acidos graxos



liberados foram titulados contra solu¢do de NaOH 0,05 M aquosa, utilizando-se

azul de timol como mdicador.

3.2.10.6.1  Determinacio do miimero de saponificagio

A5 mL de emulsdo de alcool polivinilico 2% e 6leo de oliva (75% :
25%) foram acrescentados 4 mL de tampdo Trs- HCl 0,2M pH 9 e 25 mL de
solugiio de KOH 5,6% alcodlica.

A mistura de reagdo foi aquecida a ebuligio por 40 minutos e apés esse
periodo a solugdo de KOH remanescente foi titulada contra solucdo de HC1 0,05M

utilizando-se fenolftaleina como indicador.

3.2.10.6.2 Cromatografia em camada delgada dos produtos da hidrélise

enzimatica,

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 borico 0,3
M. A mistura foi aplicada em placas de vidro 20x 20 com aplicador Desaga. O
sistema de solventes (fase mével) utilizado para a cromatografia foi composta por;
éter de petréleo, éter etilico ¢ dcido formico na proporgio 210: 90 : 0.4 (v/v)
respectivamente, a temperatura de 25°C. O tempo de desenvolvimento da
cromatografia foi de aproximadamente 35 minutos a 25°C. Foram utilizados como
padrBes trioleina, dioleina 1,2 (2,3), monoleina 1 (3) ¢ 4cido oléico na concentragio
de 1% em solugdio de acetona: etanol 1: 1 (v/v).

A revelagdo do cromatograma foi feita incubando-se a placa de

cromatografia em cémara de Iodo sublimado, a 110 °C por 1 hora



3.2.10.7  Estudo do efeito de detergentes na atividade enzimatica

Para o estudo do efeito de solugdes detergentes na atividade da lipase
da linhagem de Alcaligenes sp foram utilizadas as seguintes solugdes: Triton X- 100
a 1%, Sodio Duodecil Sulfato (SDS) 1%, Polifosfato Tetrasédico (STPP) nas
concentragles de: 0,1%, 0,5%, 1,0%.

Em Erlenmeyers de 125 mL foram adicionadas a mistura de reagdo
preparada de acordo com o item 3.2.8, 1 mL das solugBes detergentes para cada
sistema de reagfo ¢ ImL de solugdio enzimatica bruta. O sistema de reagdo foi
incubado a 37°C em banho termostatizado com agitaglo de 130 oscilagbes por
minuto, nos seguintes intervalos de tempo: tempo zero, 15 minutos, 1, 6 ¢ 24 horas
de reacdo. A atividade remanescente da enzima foi determinada de acordo com o

item 3.2.8.

3.2.10.7.1 Estudo do efeito de detergentes na atividade enzimatica da

lipase de Alcaligenes sp e lipase comercial

Para o estudo do efeito de detergentes na afividade enzimitica da
lipase de Alcaligenes sp e lipase comercial, foram misturados em tubos de ensaio,
50 mg de detergente e 100 mg das respectivas enzimas em 10 mL de agua destilada.
(s tubos permaneceram a temperatura ambiente (25°C) tendo sido tirada 1 aliquota
de | mL para medida de atividade remanescente nos seguintes intervalos de tempo:

tempo zero, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 120 horas ¢ 148 horas de incubagéo.
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3.2.10.7.2  FEstudo do efeito de protease na acio enzimitica da lipase de

Alcaligenes sp ¢ lipase comercial

Em tubos de ensaio foram misturados 125 mg de protease bacteriana
em 5 mL de 4gua destilada, a esta solugdo foi adicionado 10 mg /mL das enzimas.
Os tubos foram incubados a temperatura de 25°C, nos seguintes intervalos de
tempo: tempo zero, 24, 48 ¢ 72 horas. Foi retirada uma aliquota de 1 mL ¢ a

atividade remanescente for determinada de acordo com o item 3.2.8

3.2.10.7.3 Efeito da temperatura na atividade da lipase comercial e lipase de

Alcaligenes sp.

A atividade enziméatica das lipase de Alcaligenes sp e hpase comercial fo
vertficada em diferentes temperaturas de acordo com o item 3.2.8, utilizando-se as

seguintes temperaturas de incubacdo: 12°C, 20°C, 35°C, 40°C 45° ¢ 50°C e 55°C.

3.2.10.7.4 KEfeito do pH na atividade da lipase de Alcaligenes sp ¢ Lipase

comercial

Para o estudo do efeito do pH na attvidade enzimatica for utilizado o
sistema de reagdo descrito no item 3.2.10.1 A atividade lipolitica foi determinada de

acordo com o item 3.2.8.
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3.2.10.7.5 Estudo da acido hidrolitica das lipases de Alcaligenes sp e Lipase

comercial em tecido de algodiio impregnado com éleo de oliva.

Para o estudo da agéo hidrolitica das lipases de Alcaligenes sp e lipase
comercial foram preparados 4 sistemas de reagdo: sistema 1 contendo: 0,5% de
detergente comercial ¢ 20 mL de 4gua destilada; sistema 2 contendo: 0,5% de
detergente comercial, 0,2g de lipase 212 (Alcaligenes sp) e 20 mL de agua
destilada; sistema 3 contendo 0,5% de detergente comercial, 0,2 g de lipase
comercial e 20 mL de dgua destilada, sistema 4 composto por 20 mL de agua
destilada. Nestes sistemas de reagdo foram colocados uma tira de tecido de algoddo
{de cor branca) de dimensdo 3cm x 3em impregnado com 2 mL de 6leo de otiva. Os
sistemas foram deixados em repouso por um perfodo de aproximadamente 4 horas,
Apos esse intervalo, os tecidos foram retirados ¢ secados a temperatura ambiente.
Depois de secos, os fecidos foram impregnados com o corante Sudan IV, reagente
lipossolavel de coloracdo marron, que adguire coloracio vermelha intensa em
presenca de hpidios. Os tecidos foram analisados quanto a intensidade de coloragiio
desenvolvida apés o tratamento do tecido com os diferentes sistemas de reagdio. A
coloragdo vermelha intensa no tecido indicou a presenga de lipidios ndo removidos
pelo sistema de reagfio e a coloragdo marron foi indicativa da remogiio de lipidios

pelos componentes do sistema de reagio.

3.2.10.8 Efeito de sais minerais na atividade enzimatica

O efeito de sais minerais e a atividade da lipase sobre o substrato éleo
de oliva, foi verificado dentro da faixa de concentraciio de minerais onde nio havia
interferéncia do método na determinagdo da atividade enzimatica. Para este estudo,
0 sistema de reagdo foi constituido de 4 mL. de tampdo Tris-HCI pH 9, 1mL de
CaCl, 110 mM, 5 mL de emulsdo composta por 25 mL de 6leo de oliva: 75 ml de



alcool polivinitico 2%, 1 ml de solugdo enzimatica contendo 10 mg/mL e | mL de
solugdo dos seguintes compostos: ZnSO4, MgSO,, AgNO;, FeSQ,4, KC1, MaSO,,
Na,S0,, Ca(l,, nas concentragdes necessarias para 1 mM e 10 mM em relagdo ao
volume final do sistema de reagdo. A atividade enzimatica foi determinada de

acordo com o tem 3.2.8.
3.2.10.8.1 Estudo do efeito de CaCl; e MgSOy na atividade enzimitica

Para este estudo, foram utilizados 4 sistemas de reacfio constituidos de
4 mi de tampdo Tris - HC1 0,2 M pH 9, 5 mL de emuls8o composta por 75 ml de
alcool polivinilico 2% e 25 ml de oleo de oliva, | ml de solugdo enzimatica
contendo 10 mg/ml., ao sistema foi adicionado 1 mL de CaCl, 110 mM em relagdo
ao volume final do sistema de reag@o. No sistema 2 fo1 adicionado 1 mL de MgSO,
na concentracdo de 10 mM em relacdo ao volume final do sistema de reagdo. No
sistema 3 foi adicionado 1 mL de solugdo dos sais minerais MgSOy e Ca(l, nas
concentragdes necessarias para 10 mM em relagdo ao volume final do sistema de
reagdo. No sistema 4 nfo foi adicionado sais minerais, funcionando como sistema
controle. Os frascos Erlenmeyer contendo os sistemas de reacdo foram incubados
em banho termostatizado a 40°C com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto ¢ a
intervalos de 15 minutos, 2, 4, 24, 48, 72 e 96 horas, as amostras foram retiradas ¢ a

atividade enzimatica foi determinada de acordo com o item 3.2 8.

3.2.10.9  Efeito de inibidores na atividade enzimatica de Alcaligenes sp.

O sistema de reagdo foi preparado de acordo com o item 3.2.8, sendo
adicionado ao sistema 1 mL das seguimtes solugdes: p- cloromercuribenzoato,

cisteina, iodoacetamida, bissulfito de sodio e B-mercaptoetanol na concentragido
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necessaria para perfazer 1 mM em relagfio ao volume final da mistura de reagdo. A

atividadé residual foi determinada de acordo com o item 3.2 .8,

3.2.10.10 Estudo da acéio hidrolitica da lipase alcalina quanto ao tipo de

dcido graxo no triglicerideo

Em Erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 2 ml. de tampdo Tris-
HCI02M pH 9, 0,5 mL de CaCl, 110 mM, 0,5 mlL de solugdo enzimdtica contendo
Smg/ml e 0,5 g de um dos seguintes substratos: tricaprilina, tributirina, trioleina,
triestearina e tripalmitina (SIGMA). Os frascos foram incubados em banho
termostatizado a 37°C por 72 horas, com agitagdo de 130 osctlages por minuto.
Apos a incubagdo a reacgfio foi paralisada pela adigio de 15 ml de solugdo de
acetona/etanol (1: 1v/v) e os acidos graxos liberados foram titulados contra solugéo

de NaOH 0,05M utilizando-se azul de timol como mdicador.

3.2.11 Estudo da aciio de esterificaciio da lipase de dlcaligenes sp.

Em bequer de 250 mL contendo 80g de glicerol ¢ 10g de acido oleico,
foram acrescentados 100 mg de enzima bruta. O frasco fou incubado a 40°C em
banho termostatizado com agitacdo de 500 rpm nos seguintes intervalos de tempo:
tempo zero, 1, 2, 4, 24, 48, e¢ 72 horas de reagdo. A cada intervalo de tempo, |
aliquota foi retirada e a reagdo paralisada pela adigdo de 15 mbL de solugdo de
acetona/etanol na proporgdo de (1:1v/v) e o 4cido oléico remanescente foi titulado
contra solugdc de KOH 0,05M, utilizando fenolfialeina como indicador. A
porcentagem de esterificacdo foi calculada em relagdo ao teor de acido oléico
presente no tempo zero de reacgdio e o teor de acido oléico remanescente apds o

tempo de reacdo.
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3.2.12 Purificagiio da lipase de Alcaligenes sp.

3,2.12.1 Fracionamento com Sulfato de Aménio

O fracionamento com sulfato de aménio foi realizado de acordo com o

item 3.2.9.

3.2.12.2  Cromatografia de Troca I6nica em coluna de DEAE- Sephadex A-
50

Cerca de 15 g de DEAE- Sephadex foi tratada com 500 mi. de HC1 0,5 M e
lavada com HpQ destilada para a remocgdo do HCL Em seguida, a resina foi tratada
com 300mL de NaOH 0,5 M, lavada com HyO até completa remog¢fio do NaOH, ¢
finalmente equilibrada com tampdo Tris- HCI 0,001M pH 8, 2,5 g de enzima bruta
preparada de acordo com o item.3.2.9 foi diluida em 16 mL de H,0 destilada e em
seguida centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos. O volume de 15 ml foi aplicado
em coluna de DEAE - Sephadex G- 50 (2,5 ¢m x 40 cm),previamente equilibrada
com tampdo Tris-HC1 0,001M pH 8. A enzima foi eluida da coluna pela aplicagio
de 300mL de tampé&o Tris-HCI 0,001 M contendo concentra¢des de Na(l variando
de 0,1 a 0,5M consecutivamente. Fra¢Ses de 10 ml foram coletadas a cada 30
minutos utilizando-se coletor de fragdes Buchler mod. Alpha 200. O carso de eluigfio
das amostras foi acompanhado pela medida de absorbincia a 280 nm em
espectrofotdmetro Beckman DU-70. A atividade das fragdes foi determinada de
acordo com o item 3.2.8. As fracdes de namero 85 a 100 contendo atividade
lipolitica foram reunidas num total de 150 mL e denominada fragfio 1, seguindo o
curso de eluigdo de proteinas um outro grupo de frages de n°s 182 a 198 contendo
atividade lipolitica foram reunidas em um total de 160 mL e denominada fracdo II.

Estas fracfes foram dializadas contra HyO destilada por 24 horas a 10°C e em
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seguida dializadas contra solugdo de tampio Trs- HCI  0,00IM pH 8 ¢
posteriormente foram concentradas utilizando-se ultrafiltracio em membrana de
porosidade de 10 kDalton. A atividade lipolitica foi determinada de acordo com o
item 3.2.8.

3.2.13 Caracterizacio bioquimica da lipase purificada de Alcaligenes sp.

3.2.13.1 Efeito do pH

3.2.13.1.1 Determinacio do pH 6timo de atividade

Em Erlenmeyer de 125 ml foram preparados sistema de reagio
compostos de 5 mL de emulsio de alcool polivinilico 2% e dleo de oliva na
proporgio de 75%:25% respectivamente, 4 mL de cada solugdo tampdo preparada
de acordo conforme descrito no item 3.2.10.1, 1 ml. de CaCl; 110 mM ¢ 1 ml de
solucdio enzimatica (fragfo I contendo 1,25 unidades/ml. e fragdo II contendo 1,9

unidades/mL). A atividade enzimatica foi determinada de acordo com o item 3.2 8.

3.2.13.1.2 Determinacio do pH de estabilidade

Daois ml de solugdo enzimatica (fragao I contendo 1,25 umdades/mL e
fracdo I contendo 1,9 unidades/ml.) foram misturados com 2 ml. de cada solucdo
tampédo descrita no item 3.2.10.1 por 24 horas a4 temperatura de 25°C. Apds o
tratamento, 1 mi. da solu¢do enzimatica foi acrescentada nos frascos ¢ a attvidade

remanescente foi verificada de acordo com o ttem 3.2.8
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3.2.13.2 Efeito da Temperatura

3.2.13.2.1 Determinaciio da temperatura 6tima de atividade enzimatica

A atividade enzimatica da lipase purificada, foi testada em diferentes

temperaturas de acordo com o item 3.2.8, utilizando-se as segiuntes teraperaturas de

mcubagdo: 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C e 65°C,

3.2.13.2.2 Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

Dois ml. da solucfio enzimatica ( fragdo I contendo 1,25 umdades /mL
¢ fracdo II contendo 1,9 unidades/mL. ) foram tratados a temperaturas de 25°C, 30°
C, 35°C, 40°C,45° C, 50°C, 60°C, 70°C por uma hora. Apos o tratamento térmico a

atividade enzimatica remanescente foi determinada de acordo com o tem 3.2.8.

3.2.13.3 Efeito de sais minerais na atividade da lipase purificada

O efeito de sais minerais na atividade enzimatica sobre o substrato
dleo de ohva emulsificado com alcool polivinilico, foi vertficado dentro da faixa de
concentracdo de sais minerais onde ndo houvesse interferéncia com o método de
determinacdo de atividade. Utilizou-se o sistema de reacdo conforme descrito no
item 3.2.8 acrescido de 1 ml das segmintes solugdes perfazendo na concentragéo
final da mistura 10 mM ¢ 1 mM: MgSO,, MnSOy4, AgNO3, KCI, FeSQ04,
Na504,CaClz ¢ 7nSQO,. As misturas foram incubadas a 40°C por 30 minutos. A
reagdo foi paralisada pela adicdo de 15 ml. de solugdo de acetona/ etanol 1:1 (v/v),
os acidos graxos livres liberados foram titulados contra solugdo de NaOH 0,05M

utilizando azul de timol como indicador.
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3.2.13.4 Efeito de inibidores na atividade da lipase purificada de
Alcaligenes sp.

O sistema de reacdo foi constituido como descrito no item 3.2.8.,
acrescido de 1 mL das seguintes solugBes: paracloromercuriobenzoato, cisteina,
jodoacetamida, bissulfito de s6dio e f-mercaptoetanol na cdncentragﬁo necessaria
para perfazer 1 mM em relagdo ao volume final total da mistura de reacdo ¢ 1 mlL
de solugdo enzimdtica purificada (fragdo contendo 1,25 unidades/mi e fragfo IT 1,9
unidades/ml). As misturas foram incubadas a 40°C por 30 minutos em banho
termostatizado com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.

A reagdo foi paralisada pela adigdo de 15 mL de solugdo de acetona:
etanol (1:1 v/v) e os 4cidos graxos liberados foram titulados contra solucdo de

NaOH 0.05M utilizando-se azul de timol como mdicador.
3.2.13.5 Hidrolise de élec de oliva por acdie da lipase purificada

Para o estudo da hidrolise de oleo de oliva por agdo da lipase
purificada, foi adicionado 1 mL de solugdo enzimatica purificada ao sistema de
reacdo composto de 5 ml de emulsdo de alcool polivintlico ¢ ¢leo de oliva na
proporgiio de 75%: 25% respectivamente, 4 mL de tampdo Tris - HC10.2M pH 9 ¢
I mL de solugdo de CaCl; 110 mM.

A mistura foi incubada a 40°C em banho termostatizado com agitagéo
de 130 oscilagdes por minuto, nos seguintes intervalos de tempo: tempo zero, 15
minutos, 2, 6, 24, 48, 72 ¢ 96 horas. Apos cada periodo, as amostras foram retiradas

e a atividade enzimatica determinada de acordo com © item 3.2.8.
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3.2.13.6 Determinacio do teor de actcares totais da lipase purificada

O conteado de aglicares totais presente na lipase purificada de

Alcaligenes sp. foi determinado pelo método de DUBOIS ef alii (9).

3.2.13.7 Determinacio do Peso Molecular das fragbes I e I1 da lipase

purificada por eletroforese em gel SI)S- PAGE

O peso molecular aparente das fragdes I e II da lipase purificada de
Alcaligenes sp foi verificado utilizando eletroforese em gel de SDS PAGE de
acordo com o método de LAEMMLI (31) e coloragfo em prata de acordo com o

método de OAKLEY e alii (48).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Seleciio Preliminar de Microrganismos

Apés o isolamento de aproximadamente 550 linhagens de microrganismos de
amostras de solo, residuos industriais e frutas, foram selecionadas 5 linhagens de
bactérias, as quais apresentaram alta atividade hipolitica com relagdo ao teste
descrito o item. 3.2.1. A tabela 1 indica as atividades lipoliticas das hinhagens pre

selecionadas. As linhagens pré selecionadas produziram lipase extracelularmente.

Tabela 1. Atividade lipolitica alcalina dos microrganismos selecionados.

n° linhagem Atividade (u moles/ min/mi.}
198 5,77
212 9,21
242 6,24
414 4,12
511 8,5

4.1.2 Seleciio do microrganismo melhor produtor de lipase alcaling

A linhagem de n°212 foi selecionada como a methor produtora de lipase
alcalina, dentre 5 linhagens preliminarmente selecionadas, por apresentar mator
atividade de lipase na presenga do substrato trioleina.

Para a selegiio dos microrganismos, utilizou-se fermentagao liguida de acordo
com o método descrito no item 3.2.2.2, seguido de separagdo dos extratos brutos

enzimaticos. Os extratos brutos extraidos foram analisados quanto a atividade

63



lipolitica através de titulagdo dos acidos graxos liberados nas reagSes de hidrolise

do substrato oleo de ohva.

4.2 Estudo do sistema de reaciio para a determinacfio da atividade lipolitica
Dentre os métodos testados para a determinagdio da atividade lipolitica, fol

verificado que o emprego de alcool polivinilico como emulsificante, mostrou ser o

mais adequado para a medida de atividade lipolitica para a lipase da hnhagem de

n°212, Alcaligenes sp. A tabela 2 fraz os resultados obtidos neste experimento.

Tabela 2. Atividade lipolitica nos diferentes sistemas de reacbes.

Método Substrate Attvidade {umoles acido
graxo/min/ml.)
31251 Tampio Tris - HC1 02 M pH 7,0

9 Emulsiio com goma ardbica
e Gleo de oliva

3252 Tampao Tris-HC1 0,2 M pH 9 2,0

Emulsio com desoxicolato de
sodio e Sleo de oliva

1253 Tampio Tris- HCl 0,2M pH 5.4

9 e dleo de oliva

3254 Tampio Tris- HCl 0.2M pH g5

0 e emulsio com dlcool

polivinilico

LINFIELD et alii (35), estudando a interaglo lipidic - lipolise,
desenvolveram um método simplificado para medir a atividade lipolitica. Os autores
concliem o experimento, observando que para se obter dados confidveis na medida

da de atividade ¢ necessario uma emulsificagdo prévia.



4.3 Identificacfio da linhagem produtora de lipase alcalina

A tinhagem de n°212 melhor produtora de lipase alcalina, foi identificada
como Alcaligenes sp., de acordo com as caracteristicas morfofisiologicas ¢
bioquimicas descritas no “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”vol 1
(30).

A figura 1 mostra a fotografia do microrganisme.

A tabela 3 mostra as caracteristicas morfologicas ¢ bioquimicas da linhagem

selecionada.
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Linhagem LB -212

Figura 1. Fotografia do microrganismo produtor de lipase alcalina.

66



Tabela 3. Caracteristicas morfologicas e bioquimicas da linhagem

Alcaligenes sp.

Caracteristicas morfoldgicas

de

forma bastonete
gram -
formacic de esporo _
motilidade +
Caracteristicas Bioguimicas
Anaerdbio/ Aerdbio Acrébio
Temperatura de crescimento 10 a 40°C
pH para crascimento 6- 10
Catalase +
Gelatinase .
VPV _
Indol _
Ouidase +
Redugio de nitrato a nitrio B
Maf’l 0,124%
{rease N
Fenulalanina -
Citrato +
OF inerte
Litrus milk nio peptonizado
T8I agar .
Arginina _
Fermentacio de aghcares, produgio de dcido/gas
sacarcse, lactose, arabinose, maltose, manitol, negativo

sorbitol, fritose, xylose, ghcose
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4.4 Estudos dos pardmetros para a produciio da enzima pela linhagem 212,

selecionada comeo melhor produtora de lipase alcalina
4.4.1 Selegio do meio de cultive para a producfio da lipase por Alcaligenes sp.

Os resultados do melhor meio de cultivo para a produgdo de lipase por
Alcaligenes sp. estdo dispostos na figura 2. O meio de cultivo onde se obteve maior
produgdo de lipase foi 0 meio 6 composto de: 2% de farinha de soja torrada, 1% de

farinha de trigo, 1% de dgua de maceragdo de milho e 0,5% de KoHPO,.

100 Py

et ]
= gio 1
o melo 2

I Mt
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Figara 2. Efeito da melhor composicio do meio de cultive para a producio da lipase

aleatina.

Observa-se que os meios 2 e 3 continham farinha de trigo como tmica fonte
de carbono. Os meios 4 ¢ 5 continham dleo de oliva como fonte de carbono, tendo

uma fonte inorganica como fonte de nitrogénio. O meio de cultura 5 continha em
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sua composicio 1% de farinha de tigo ¢ dleo de oliva como fonte de carbono e
peptona como fonte de nifrogénio.

ESPINOSA et alii (12), estudaram alguns efeitos nutricionais que afetam a
produciio de lipase por Rhizopus delemar CDBB H-313. Foi verificado que dextrina
fo1 a melhor fonte de carbono, quando utilizada na concentracdio de 1% e extrato de
levedura foi a melhor fonte de nitrogénmio. Quando 2% de dleo de oliva foi
adicionado ao meio de cultivo, um aumento de 84% na atividade hipolitica foi
observado.

CHEN et afii (6), relataram as condigbes de cuitivo para a produgdo de lipase
por Trichoporun fermentans. Os autores verificaram uma produgdo de lipase
significativa, quando o microrganismo foi cultivado a 30°C em meio de cultivo
contendo 3% de dleo de oliva e 8% de agua de maceragdo de milho como fonte de
carbono € nitrogénio respectivamente.

ALFORD & ELLIOT (1), reportaram estudos referentes aos efeitos ¢ as
condigbes nutricionais que afetam a produgdo e a atividade lipolitica por
Pseudomonas fluorences. Quando gordura de manteiga ¢ peptona na concentragdo
de 1% foi utilizada como fonte de carbono e nitrogénio respectivamente bouve um

aumento da producio de lipase.

4.4.2 Estudo da relacio entre temperatura, tempo de incubacio e produciio da

lipase

Para o estudo da temperatura étima € o tempo de incubag8o para a produgiio
de lipase alcalina, foi utilizada a fermentagdo liquida, com o meio de cuitura n°6,
preparado de acordo com o item 3.2.6.1.6. A atividade lipolitica foi determinada no
sobrenadante nos intervalos de tempo de 24, 48, 72, 96, 120 horas nas temperaturas

de 25°C, 30°C, 35°C, 40°C. Foi verificado neste experimento que a produgdo
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méxima de lipase ocorreu & temperatura de 30°C em 72 horas de incubagfio. As

figuras 3 ¢ 4 ilustram os resultados obtidos.
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Figura 4. Efeito da temperatura na produgito da lipase alcalina,

NASHIF & NELSON (45), estudaram as condigbes de cultivo para a

produgio de lipase por Pseudomonas fragi. Os autores verificaram que a produgéo
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de lipase, ocorreu apos 72 horas de incubagdio a temperatura de 15°C, ndo sendo
detectada atividade hipolitica a 30C.

ALFORD & ELLIOT (1), estudaram as condi¢bes de cultivo e produgiio de
lipase por Pseudomonas fluorences. A maxima produgiio de lipase, ccorreu em
meio de cultive contendo 1% de peptona a temperatura de 40°C em pH 7 por 72
horas.

JONSSON & SNYGG (24), estudaram as condigbes de cultive de 4
linhagens microbianas. A atividade lipolitica presente no liquido sobrenadante das
culturas de Sacharemyccopsis lipolytica, Micrococcus caseolyticus, Bacillus
Jicheniformes ¢ Sthaphylococcus sp, foram determinadas. Os autores verificaram
que o pH e a temperatura 6tima para a produgdo de Micrococcus caseolyticus foram
de 9.5 e 45°C respectivamente. A lipase de Bacillus licheniformes produziu maxima
atividade a 45°C em pH 8.,5. As lipases de Sacharomyccopis lipolytica e
Sthaphylococcus sp produziram maxima atividade lipolitica a temperatura de 35°C

e 30°C e pH de 8,5 e 9,5 respectivamente.

4.4.3 Estudo do efeito de acidos graxos na producie da lipase alcalina

Para este estudo, foi utilizado o meio de cultura n°6, preparado de acordo
com o item 3.2.6.1.6, ao qual foi adicionado 1% do volume final dos seguintes
scidos graxos: palmitico, estedrico, laurico, e acido oléico. Qs frascos foram
inoculados e incubados em banho termostatizado com agitagdo rotatoria de 200 rpm
por 72 horas. Apds esse periodo, © contetudo dos frascos foram centrifugados ¢ a
atividade lipolitica determinada de acordo com o item 3.2.8. Verificou-se que os
acidos de cadeia longa ¢ média saturada como os #cidos palmitico, estearico e
laurico, inibiram a produgfo da lipase de Alcaligenes sp.

Um ligeire aumento da produgiio de lipase foi observado quando se utilizou

4cido oléico no meio de cultivo apds 48 horas de reagdo, no entanto, como pode ser
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observade, a diferenca de atividade entre o meio contendo dcido oléico e o meio

sem acidos graxos ¢ muito pequena. A figura 5 demonstra os resultados obtidos.
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Figura 5. Efeite de acidos grazos na produciio de lipase alcalina,

Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por SHIMADA ef alir (64),
no estudo realizado com Georrichum candidum, no qual verificaram o awmento da
producdo de lipase em presenga de acidos graxos de cadeia longa como 4cido
oléico e imbigdo da producdo na presenca de Acidos graxos de cadeia média ¢
saturada como o acido laurico.

TSUJSAKA et alii (74), relataram estudos referentes a indugio da formagio
de lipase de Geotrichum candidum Lank. Foi venificado que substratos como 6leo
de oliva na concentragio de 3% aumentaram a atividade hpolitica. Os acidos graxos
de cadeia longa, msaturada ¢ ésteres como os acidos lincléico, oléico ¢ Span 60
{(sorbitan monoestearato) na concentrago de 1% tiveram wn efeito mdutor para a

produgdo de lipase por Geotrichum candidum Link.
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4.4.4 Estudo da fonte de carbono na produciio de lipase alcalina
4.4.4.1 Triglicerideos

A producio de hipase pela linhagem de Alcaligenes sp. fol testada em meio
Hquido, composto de: 4% de peptona, 0,1% de K;HPO,4, 0,05% de extrato de
levedura, 0,1% de NaCl, 0,02% de Mg80,, 0.01% de Na,COs e 2% de diferentes
triglicerideos utilizados como principal fonte de carbono. A figura 6 ilustra os

resultados obtidos.
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Figura 6. Efeito da fonte de carbong na producio de lipase: trighicerideos.

A produgdo de lipase por Alcaligenes sp. foi fortemente induzida quando o
dleo de mamona foi utilizado no meio de cultivo. O dleo de oliva e gordura de porco
também induziram a producfo de lipase. Observou-se neste experimento, wum
aumente da producdio de lipase por Alcaligenes sp., quande se utilizou
iriglicerideos compostos em sya maioria por acidos graxos de cadeia longa com
uma tnica insaturagdo com o 4cido oléico presente em maior proporgdo no dleo de
oliva e o acido ricinoléico, presente no oOleo de mamona. Gordura de porco,

constituida em sua maior fraglo por acidos graxos de cadeia saturada também
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nfluenciou a produgiio de hpase. Os dleos de soja, milho, algoddo, arroz ¢ girassol
ricos em acidos nsaturados comoe os acidos lnoléico ¢ lmolémeo, foram pouco
efetivos na producdo de hipase por Alcaligenes sp,

Em contrapartida, YAMAMOTO er alii (81), reportaram as condigdes de
cultivo para a produgdo de lipase por Pseudomonas sp. Neste estudo, for utilizado
meio de cultivo composto por: 4% de peptona, 0,2% de K ;HPO,, 0,05% de extrato
de levedura, 0,1% de NaCl, 0,02% de MgSO,, sendo adicionado ao meio 2% de
diferentes Oleos e gorduras dentre eles, os 6leos de mamona e ohva. Verificou-se
neste estudo, um aumento da produgiio de lipase quando o oleo de oliva foi
utilizado como unica fonte de carbono, embora também houvesse um higeiro
aumento na produgdo de lipase, quando se utilizou o 6leo de mamona.

A producdo de Hipase por Penicillium roquefort (11), fot mibida na presenga
de gordura, 6leo de milho ou dleo de oliva no meio de cultivo,

A linhagem de Geotrichum candidum Link, estudada por TSUJIISAKA ef alii
(74), teve como caracteristica principal, a produgdo de lipase, somente na presenga
de triglicerideos e dcidos graxos no meio de cultivo. Dos resultados obtidos nesse
estudo, foi verificado que a presenga de dleo de oliva na concentrago de 3% teve

um efeito ativador na produgdo de lipase.

4.4.4.2 Carboidratos

Para este estudo, foi utilizado meio de cultivo composto de: 4% de peptona,
0,1% de KoHPO,, 0,05% de extrato de levedura, 0,02% de MgSQq, 0,1% de NaCl e
2% dos seguintes carboidratos: glicose, sacarose, frutose, lactose e amido.

A méaxima producdo de lipase por Alcaligenes sp., foi obtida, quando se
utilizou 2% de sacarose no meio de cultivo, como tUnica fonte de carbono em 48

horas de incubacfo, a temperatura de 30°C. A figura 7, ilustra os resultados obtidos.
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Figura 7. Efeito da fonte de carbone na produciie de lipase: carboidratos.

NAIR & BONE (43), reportaram as condiges de cultivo para a produgdo de
Aspergillus foetidus em meio liguido. Fot encontrado que o oleo de oliva na
concentracdo de 2% e sacarose 0,5% no meio de cultura, aumentaram a produgéo
de lipase.

OHNISHI ef alii (49), estudaram a produgiio de lipase por Aspergillus
oryzae. A produgdo de lipase foi anmentada quando utilizou-se meio de cultivo
composto por: 1% de extrato de levedura, 2% de peptona € 2% de ghcose como
fonte principal de carbono,

PAL e alii (55), relataram as condigbes otimas de cultivo ¢ miluéncia de
diferentes fontes de carbono, nitrogénio, microelementos e vitaminas na produgdo
de lipases em culturas submersas de Apergilius niger. Os autores verificaram que

sacarose na concentragfio de 1% foi a melhor fonte de carbono para a produgdo da

hipase.
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4.4.5 Estudo da da fonte de nitrogénio na produciio da lipase

A maxima producfio de lipase por Alcaligenes sp. foi obtida quando se
utilizou sulfato de amdnio como Gnica fonte de nitrogénio, em melo composto por:
2% de sacarose, 0.1% de KoHPQ,, 0,02% de MgS04, 0,1% de NaCl ¢ 0,01% de

Na,CO; em 48 horas de incubagfio a 30°C. A figura 8 mostra os resultados obtidos.
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Figura 8. Efeito da foute de nitrogénio na produgio da lipase de alealing.

NASHIF & NELSON (45), verificaram um aumento na produgdo de hpase
por Pseudomonas fragi, quando glicose ou lactato foram utilizados como fonie de
carbono e sulfato de amdnio como Gnica fonte de nifrogénio.

Por outro lado, ALFORD & PIERCE (2), verificaram um efeito mibidor na
produgio de lipase, quando se utilizou meio de cultivo contendo sulfato de ambnio e
gicose como fonte de nitrogénio ¢ carbono respectivamente.

CUTCHINS er alii (8), estudaram o efeito das condigdes de cultivo na
produciio de lipase por Alcaligenes viscosum, Pseudomonas fluorences e

Pseudomonas aeruginosa 1SC2F4. Nesse estudo, os autores verificaram que fontes
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de nitrogénio orgénico como peptona ¢ extrato de malte, tiveram um efeito ativador

na produgdo de lipase para todas as linhagens estudadas.
4.5 Caracterizaciio bioquimica da lipase bruta produzida por Alcaligenes sp.
4.5.1 Estudo do efeito do pH na atividade enzimitica da lipase

O efeito do pH na atividade enzimatica da lipase bruta de Alcaligenes sp. fol
determinada de acordo com o item 3.2.10.1. A figura 9 mostra que ¢ pH onde se¢

obteve a atividade méxima da lipase de Alcaligenes sp foi 9 com tampdo Tris- HCl

0,2M a temperatara de 40°C.
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Figura 9. Efeito do pH na atividade da lipase alcalina.

Esta caracteristica de atuar no pH alcalino abre possibilidade em potencial
para a aplicagdo desta enzima em sistemas detergentes. KOKUSHO et alii (29),
também isolaram e selecionaram linhagens bacterianas levando em conta o seu pH

Htimo na regido alcalina.
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As lipases de Pseudomonas fragi ¢ Pseudomonas nitroreducens, estudadas
por WATANABE e alii (78), apresentaram pH na faixa entre 9.5 ¢ 10.

A lipase de Candida BG-5, estudada por BHUSHAN & HOODAL (4)
apresentou pH dtimo de 8.5,

Por outro lado, a lipase de Chromobacterium isolada por YAMAGUCHI &
alii (79), demonstraram pH étimo de atividade na faixa entre 7 e 8, sendo ainda

bastante ativa no lado acido do pH.
4.5.2 Estude do efeito do pH na estabilidade da lipase

O estudo da influéncia do pH na estabilidade enzimatica foi realizado de
acordo com o item 3.2.10.2. A lipase de Alcaligenes sp. apresentou estabilidade na
faixa de 7.5 a 8,5 a 30°C em tampdo Tris- HCL 0.2M, perdendo 67,3% da
atividade quando tratada com tampdo Glicina- NaOH 0,2M pH 10, apds 24 horas de

incubacdo. A figura 10 mostra os resultados obtidos.
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Figura 10, Efeito do pH na estabilidade da lipase alealina.

Estes resultados divergem dos encontrados por WATANABE et alii (78) em

estudos realizados com as lipases alcalinas das linhagens de Psewdomonas
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nitroreducens e Pseudomonas fragi, que apresentaram uma estabilidade de pH na

faixa de 5 a 11, apos 24 horas de incubagiio a 5°C.

faecalis mostrou-se estavel na faixa de pH entre 6 ¢ 8.

CHANDER et alii (5), verificaram que a lipase produzida por Streptococcus

PAPON & TALON (57), verificaram que o pH de estabilidade para a lipase

de Lactobacillus curvatus, esteve na faixa de 4 a 11 ¢ a hpase de Brochotrix

thermosphacta apresentou pH de estabilidade nafaixade 5a 9.

4.5.3 Estudo do efeito da temperatara na atividade da lipase

O efeito da temperatura na atividade da lipase fol determinado de acordo

com o método descrito no item 3.2.10.3. A lipase produzida pela linhagem de

Alcaligenes sp., apresentou temperatura otima de 45°C em tampdo Tris- HCI 0,2M

pH 9 como demonstra a figura 11.
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Figura 11. Efeito da temperatura na atividade da lipase alealina.
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Estes resultados diferem dos encontrados pelas enzimas estudadas por
WATANABE et alii (78), a lipase de Pseudomonas nitroreducens, apresentou
temperatura 6tima de 50°C e de 75°C a 80°C para a lipase de Pseudomonas fragi.

DUPUIS et alii (10), estudando as propriedades de bactérias do  género
Propionibacterium, verificaram que a maxima atividade lipolitica foi expressa a
45°C em pH 6.8.

A temperatura étima de atividade encontrada para a lipase alcalofilica da

linhagem de Candida BG-50 (4) foi de 40°C.
4.5.4 Estudo do efeito da temperatura na estabilidade da lipase

O estudo referente ao efeito da temperatura na estabilidade da lipase de
Alcaligenes sp., foi tealizado de acordo com o as condigbes descritas no item

3.2.10.4. A figura 12 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 12, Efeito da temperafura na estabilidade da lipase alcalina.

A enzima mostrou-se estavel nas temperaturas, enfre 25°C e 35°C, retendo
30% da atividade lipolitica, quando incubada por 1 hora 2 45°C ¢ completamente
inativada a 70°C, sendo portanto, termolabil.
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A lipase de Pseudomonas fragi estudada por LU & LISKA (37), apresentou
termoresisténcia, pois perdeu apenas 27,1% de atividade apos aquecimento a 62°C

por 1 hora, sendo porém completamente inativada quando submetida a 66°C por 1

hora ou a 71°C por 10 minutos.
YAMAGUCHI et alii (79), verificaram que a lipase de Chromobacterium,
apresemton termoestabilidade até 60°C, no entanto a enzima perdeu 15,39, 93 ¢

97 % de atividade quando aquecida por 10 minutos a 70°C, 80°C, 90°C e 100°C

respectivamente.

4.5.5 Estudo do tempo de reacdo e porcentagem de hidrolise de oleo de oliva

pela lipase alcalina

O estudo do tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise de Sleo de oliva fot

acompanhado incubando-se o sistema de reagdo descrito no item 3.2.10.5, por

periodos de tempo de 15 minutos, 2, 4, 24, 48, 72 e 96 horas de reagdo. As figuras

13A e 13R demonstram os resultados obtidos.
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Figura 13A. Curva de hidrilise do éleo de oliva em funcio do tempo.
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Foi verificado que no periodo de 24 horas de reagdo a porcentagem de
hidrolise da lipase de Alcaligenes sp. foi de 53,3% e a 72 horas esta porcentagem
aumentou para 74,5% de hidrélise em pH 9. A figura 13B mostra a cromatografia
em camada delgada dos produtos de hidrélise em dleo de oliva pela hipase de
Alcaligenes sp.

Pode-se verificar pelo cromatograma que a lipase de Alcaligenes sp
hidrolison o substrato éleo de oliva e liberando (1) monoleina, (2,3} dioleina e acido
oleico, podendo ser classificada como lipase 1,3 especifica.

LINFIELD et alii (34), estudaram a hidrolise de banha, dleo de ¢Gco e Sleo
de oliva pelas lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger € Rhizopus arrizus. Os
autores verificaram que a taxa de hidrolise de odleo de oliva, foi supenor,
comparadas com a lipolise de banha e éleo de cGco. As lipases de Aspergitius niger
e de Candida rugosa, hidrolisou os substratos completamente em 72 horas de
reagdo. Ambas lipases nfo foram especificas, atacando as posigdes 1,2 do
triglicerideo.

SUGIHARA et alii (67), verificaram que a lipase de Bacillus sp, hidrohisou
preferencialmente as posiges 1,3 quando se ulizou oleo de oliva como substrato.

OKUMURA et alii (52), verificaram que as lipases de Aspergillus niger ¢
Rhizopus delemar hidrolisaram trioleina ¢ produziram 1,2 (1,3) dioleina ¢ 2
monoleina e acido graxo. As lipases de Geotrichum candidum e Penicillium

cyelopium atacaram as cadeias do triglicerideo ndependente de posigdo.
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Figura 13B. Cromatografia dos produtos de hidroélise em o6leo de oliva pela

lipase bruta de Alcaligenes sp.



4.5.6 Estudos do tempo de reagio e porcentagem de hidrélise de diferentes

substratos pela lipase alcalina

Para o estudo da relagdo entre tempo de reagdo e porcentagem de hidrolise
foram utilizados os substratos: oleo de oliva, gordura de leite de cabra, dleo de
mamona, gordura de porco. O efeito do tempo de reagdo na porcentagem de
hidrélise dos substratos citados acima foi acompanhado incubando-se os sistemas
de reagdo descritos no item 3.2.10.6, por periodos de 15 minutos, 1, 4, 24, 48,72 ¢

96 horas de reagdo. As figuras 14 A e 14 B ilustram os resultados obtidos.
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Figura 14A. Curva de hidrolise dos diferentes substratos em func¢io do tempo.

A figura 14A demonstra que em 24 horas a porcentagem de hidrolise de
gordura de porco ¢ de 67,6% e 652% para Oleo de mamona pela lipase de
Alcaligenes sp. Verificou-se que, apos 48 horas de reagdo, a porcentagem de
hidrélise em gordura de porco aumentou para 84,5% e a hidrolise de dleo de
mamona também aumentou para 81,5%. A porcentagem de hidrolise para gordura

de leite de cabra foi de 62% em 96 horas de reagdo. A figura 14B mostra a
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cromatografia dos produtos de hidrélise em diferentes substratos. Pode -se verificar
que a lipase de Alcaligenes sp, hidrolisou os substratos 6leo de oliva e gordura de
porco, liberando (1) monoleina, {2,3) dicleina e acido graxo. Para o substrato dleo
de mamona, a lipase clivou o triglicerideo liberando 2 tipos de monoleina (1) e (2),
(2,3) dioleina e dcido graxo.

TALON et afii (70), também verificaram diferentes graus de hidrélise pela
lipase de Bochotrix thermosphacta em diferentes substratos. A faxa de hidréhise
para os substratos 6leo de linhaga e gordura de porco, ricos em acidos graxos
insaturados foi superior em relagdo ao grau de hidrdlise obtido para gordura bovina
¢ de cametro.

A lipase de Pseudomonas sp. isclada por YAMAMOTO o1 dafii (81),
hidrolisou preferencialmente 6leo de mamona, em relagio aos diversos substratos
testados.

FU et alii {15 ), realizaram estudos referentes a hidrolise de varios substratos
pela lipase de Aspergillus sp. A lipase hidrolisou os substratos: 6leo de oliva, oleo
de soja, toicinho, Oleo de palma e gordura de cbco, apresentando porém malor
porcentagem de hidrolise para os substratos compostos em sua maioria por acidos

graxos insaturados como os 6leos de oliva ¢ soja.
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Figura 14B. Cromatografia dos produtos de hidrélise em diferentes substratos

pela lipase bruta de Alcaligenes sp.



4.5.7 Estudo do efeito de sais minerais na atividade enzimatica

O efeito de sats minerais na atividade de hipase foi verificada de acordo com
o método descrito no item 3.2.10.8, utilizando dleo de oliva como substrato.
Verificou-se que os sais FeSOy ¢ HgClh nas concentrages de 1 ¢ 10 mM em
relagdo ao volume final do sistema de reago, inibiram moderadamente a atividade
da lipase de Alcaligenes sp. Os sais AgNO; e Mn8Qy ndo tiveram nenhum efeito
sobre a atividade da lipase, no entanto, observou-se que a atividade de lipase fo
fortemente ativada na presenga de MgSO, e CaCl; nas concentragbes de 1 ¢ 10 mM
em relagdo ao volume final do sistema de reagdo. A tabela 4 apresenta os resultados

obtidos.

Tabela 4. Efeito de sais minerais na atividade da lipase bruta de Alcaligenes

5P
sais minerais % atividade relativa
1mM 10mM
KCl 75 70
ZnSQ, 78 65
AgNO; 100 100
FeSO, 88 85
HeCly 92,7 90
MnSO;, 100 100
MeSO; 132 145
Call; 128 136
Na:SO, 82 76
sem minerais 100 160

A lipase de Alcaligenes sp. foi significantemente ativada por ions Ca™ e

Mg'?. Estes resultados sio semelhantes aos dados obtidos por EITENMILLER e
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alii (11}, que verificaram o efeito ativador dos fons de Ca™ e Mg™ na lipase de
Penicillium roquefort.

KHAN ef alii (25), observaram que a lipase de Achromobacter lipolyticus,
01 estimulada fortemente pela presenca de Mg ™, Na*, K™ e Ca*, sendo o MgCl,
de maior poder de ativagiio dentre os sais testados e CaCl; de menor poder de

ativagdo.

4.5.8 Estude do tempo de reaciio ¢ porcentagem de hidrélise do dleo de oliva

na presenca de ions de Ca ™ e Mg"™

O efeito do tempo de reagio e porcentagem de hidrélise na presenca de fons
de Ca™ e Mg foi venificado de acordo com o método descrito no item 3.2.10.8.1
utitizando oleo de oliva como substrato. A figura 15 ilustra os resultados obtidos
Foi verificado que a hidrolise méaxima obtida foi 73,3% apos 48 horas quando se
utilizou somente CaCl, (110 mM) no sistema de reagfio. No sistema de reagéo
contendo apenas MgSO, (110 mM) foi obtido 43% de hidrolise ap6s 24 horas de
reaglio, mantendo-se estavel apds esse periodo. Em sistema de reaglo composto por
CaCly e MgSOy4 (110 mM) foi verificado que a 24 horas de reagio porcentagem de
hidrélise for de 44,2% e que apds 48 horas de reagfo a ludrolise atingiu um maximo
de 65%. Para o sistema de reacdio sem a presenca de fons, foi observada uma

hidrolise méaxima de 25,8% apos 72 horas de reagdo.
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Figura 15. Curva de hidrélise do 6leo de oliva na presenca de Ca™ e Mg™

Nesse experimento, pode-se observar que a lipase de Alcaligenes sp ¢
dependente de ions para a atividade enzimdtica, sendo obtida uma hidrolise maxima
acima de 70% quando somente o ion Ca™ esteve presente no sistema de reagdo.

Resultados semelhantes foram obtidos por TROLLER & BOZEMAN (72),
que verificaram ser a hidrolise de trioleina pela lipase de Staphylococcus,
dependente de fons Ca™.

KIMURA et alii (28), verificaram que fons Ca™" ativaram a lipase pancredtica
na presenca de sais biliares ¢ colipase.

TSUNISAKA er alit (73), rela‘tara;m.que as lipases fangicas de Aspergillus
niger, Rhizopus delemar, Geotrichum candidum e Penicillium ciclopium foram
ativadas por fons Ca™. Foi verificado que a lipase de Aspergillus niger quando na
presenca de CaCl, foi ativada pelo fon de Ca'™ na mistura de reagfo. A ativagiio,
entretanto, ndo foi observada no comego da reagfio, indicando ser necessario
acamular uma certa quantidade de 4cido oléico para mduzir a ativagdio. Este efeito

foi comprovado quando foi adicionado ion cdlcio apés ter acumulado acido oléico
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no curso da hidrolise de 6leo de oliva pela enzima, a reagdao foi rapidamente
acelerada. Os autores consideram que o efeito da adigio de céleio parece ser devido
ao aumento do estado de emulsificag8o da mistura pela formag@io de sais de célcio

com os acidos graxos hvres,
4.5.9 Efeito de inibidores na atividade da lipase

O efeito de inibidores na atividade de lipase de Alcaligenes sp., fot testado de
acordo com o método descrito no item 3.2.10.9, utilizando-se como substrato dleo
de oliva para verificar a interferéncia dos reagentes na determinagdo da atividade

enzimatica. A tabela 5 traz os resuliados obftidos.

Tabela 5. Efeito de inibidores de enzimas na atividade de lipase bruta de

Alcaligenes sp.
reagentes concentracio % atividade relativa
Iodoacetamida 1 mM 70
Cisteina I mm 69
p-cloromercuribenzoato 1 mM 70
- mercaptoetanol 1 mm 55
Rissutfito de sodio I mM 54
sem inibidores 0 e 160

Verificou-se que os reagentes P- mercaptoetanol e bissulfitc de sddio
inibiram  significativamente a atividade enzimatica, enquanto cisteina ¢
iodoacetamida reduziram a atividade enzimatica em cerca de 30%, indicando uma

dependéncia de ligagSes 5-S na atividade enzimatica de Alcaligenes sp.
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A hpase produzida por Candida deformans (40), toi mnibida por reagentes
kigadores de grupos tiol como paracloromercuribenzoato (PCMB) e 1odoacetanuda,

indicando que o sitio ativo ativo desta lipase pode conter grupos SH.

4.5.10 Estudo da acio hidrolitica da lipase alcalina quanto ao tipo de acido

graxo no trighicerideo

O estudo da agéo da lipase em relagfio aos substratos tricaprihna, tributirina,
tricleina, trilaurina ¢ tripalmitina foi testado de acordo com o método descrito no

item 3.2.10.10. A figura 16 demonstra os resultados obtidos.
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Figurs 16. Estudo da acfio hidrelitica da lipase alcalina em diferentes substratos.

A lipase de Alcaligenes sp. hidrolisou mais eficientemente os triglicerideos
compostos por 4cidos graxos de cadeia curta ¢ média como wibutirma (Cy),
tricaprilina (Cg) e trilanrina (Cy2), por outro lado, os substratos compostos por
acidos graxos de cadeia longa como trioleina, (Cis) e tripalmitina (Cq), foram
hidrolisados em menor taxa .

Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por OISAKA & TERADA
(51). que estudaram as caracteristicas de uma lipoproteina hpase (LPL) ¢ lipase

%1



isoladas de Rhizopus japonicus KY 521. Ambas enzimas hidrolisaram tricaprilina
em malor propor¢do que os outros substratos testados.

PAPON & TALON (57), estudaram a especificidade das hipases de bactérias
pertencentes ao género Brochotrix thermosphaatu e Lactobacillus  curvatus
isoladas de leite. Dentre os substratos testados tais como tfributirina, tripalmiting e
trioleina, a maxima atividade de hidrdlise encontrada fo1 em tributirina para as duas
linhagens em estudo, indicando uma alta especificidade para os trighicerideos
compostos por acidos graxos de cadeia curta,

HZUMI er alif (22), estudaram a especificidade frente a diversos substratos
pela lipase de Pseudomonas sp, sendo encontrado que tricapriling, tnmistining ¢ o8

oleos de soja, oliva e cdeo foram os substratos mais eficientemente hidrolisados

pela hipase.
4.5.11 Estudo da acfio de esterificacfio da lipase de Alcaligenes sp.
O estudo do tempo de reagio © porcentagem de esterificagio pela lipase de

Alcaligenes sp. foi verificado de acordo com o método descrito no item 3.2.11. A

figura 17 ilustra os resultados obtidos
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Figura 17. Esterificacfio de dcido oléice com glicerol pela lipase de alcalina.

Foi verificado neste experimento que a porcentagem de esterificacdo no
periodo de 1 a4 horas de reagdo foi de 17%, aumentando para 34 % apods 24 horas
de reagiio mantendo esta mesma taxa apos 48 horas de reagio. Pode-se observar por
esses resultados que a lipase de Alcaligenes sp nfio ¢ uma enzima com grande
capacidade de esterificagfio, nas condi¢Bes testadas. Sabe-se que a capacidade de
esterificagdo esta relacionada principalmente com ¢ meio reacional, concentragdo de
alcool e do acido graxo .

PARK & PASTORE (38), descreveram estudos de esterificagdo de acido
graxo ¢ glicerol por lipases microbianas. A esterificacdo de 4cido oléico com
glicerol foi estudada utilizando lipases de Penicillium roquefort, Rhizopus delemar
¢ Rhizopus piveus. Os autores relataram que a esterificagio maxima foi obtida
guando a mistura de reagdo continha 0,9 g de acido oléico, § g de glicerol ¢ 0,4 mbL

de 4gua na qual foi dissolvida a lipase e incubada a 40°C.
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4.5.12 Purificacio da lipase de Alcaligenes sp.

A purificagio da lipase foi realizada de acordo com o método descrito no
item 3.2.12.2.

O fluxograma da purificagdo da lipase de Alcaligenes sp. esta descrito na
figura 19,

A lipase de Alcaligenes sp. foi obtida por fermentagio em meio ligudo ¢
posterior centrifugagdo do meio de cultivo e fracionamento com sulfato de amdnio.
No fracionamento da preparagdo bruta de lipase em coluna DEAE- Sephadex A-50
equilibrada com Tampéo Tris- HCI pH 8,0 0,01M. Tendo sido obtida duas fragGes
nos gradientes de concentragdo de 0,IM ¢ 0,3M de NaCl. A figura 19 ilustra o
fracionamento da lipase. A purificagio estd sumarizada na tabela 6. A enzima foi
purificada 3 vezes ap6s fracionamento com sulfato de aménio. Na figura 18 pode-
se observar que na concentragdo de 0,1M de NaCl foram eluidas as fragGes com
atividade lipolitica, sendo reunidas ¢ concentradas ¢ denommacas de Fracdo I com
purificacdo de 5,06 vezes. Na concentragao de 0.3 M de NaCl foi obtido outro
conjunto de fraghes com atividade lipolitica, as quais foram reunidas ¢ concentradas
e denominadas de Fragdo 11, sendo purificada 14,7 vezes. A fraglo Il apresentou

maior atividade lipolitica especifica em relago a fragdo I
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Figura 18. Cromatograma da purificaciio em coluna de DEAE Sephadex A-56 da lipase de
Alcafigenes sp.

FOX & STEPANIAK (14), purificaram a lipase de Pseudomonas sp. A
enzima foi purificada em DEAE Sephadex G-50 e filtragdo em gel Sepharose 6B.

Na cromatografia foram obtidas 3 lipases, as quais foram separadas por
filiragdio em gel, sendo que a lipase principal, com 71% da atividade total, for
caracterizada,

OI et alii (50).realizaram a purificagdo da lipase de Penicillium crustosum.
Os autores verificaram a presenca de 3 tipos de lipase (I ~II) no fracionamento por
cromatografia em coluna de DEAE- celulose. As lipases I ¢ II foram purificadas e

obtidas na sua forma cristalizada e analisadas quanto as seas caracteristicas

bieguimicas.
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Figura 19. Fluxegrama de producio e purificacio da lipase de Alcaligenes sp.

Fermentacgio em frascos a 30°C com agitacio de 100 rpm.
\:
Centrifugacio { 50060 rpm x 25 min a 3°C)
¥
Sobrenadante
4
Fracionamentoe com Sulfate de Aménio { 80% saturacio )
N
Centrifugacio ( 5000 rpm x 20 min a 53°C))
¥
Precipitado

¥
Didlise ( contra dgua destilada a 5°C )

\:
Enzima bruta
{
Diglise { contra Tampdao Tris - HCI 0,05 M pH 9,0)
3
Fracionamento em coluna DEAE Sephadex A- 50
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Lipase purificada
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Tabela 6. Purificaciio da lipase de Alcaligenes sp.

Erapa de volume Unidades  Atividade Proteina Atividade Purificagio Recuperagio

procedimento (L} (umoles/miny total (mg/mL) especifica (%) (%)
W) (Ufmg
proteina)
Sobrenadante do
meto de cultura 880 7.8 6864 2.4 3.2 1 100
Fracionamento
¢com Sulfate de 15 54 4 §16 5,53 R 3.0 12
Ambmnio
Cromatografia -
DEAE Sephadex 40 4,7 21 0,295 16,2 5,06 3,06
Frag¢iio I
{Cromatografia em
DEAE Sephadex 45 6.6 264 (0,140 471 14,7 3,8

Fracio I
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4.5.13 Caracterizacio da lipase purificada de Alcaligenes sp

A caracterizagio bioquimica das fragdes lipoliticas purificadas de Alcaligenes

sp foram determinadas como descrito nos itens 3.2.13.123.2.13.7.
4.5.13.1 Efeito do pH na atividade enzimatica

O efeito do pH na atividade da enzima purificada foi determinade de acordo

com o método descrito no item 3.2.13.1.1.

A figura 20 mostra que o pH de méaxima atividade para as frag0es 1 e i fou

de 8 & 9 respectivamente, obtidos com tampao Tris - HCL 0,2M.,
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Figura 20. Efeito do pH na atividade das fra¢bes Tell

TYSKI ef alii (76), estudaram as caracteristicas da lipase purificada de
Staphylococcus sp. a lipase estudada, exibiu maxima atividade a pH 8, resultado

esse semelhante ao encontrado para a fragio I da lipase de Alcaligenes sp., a fragdo
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I, mostrou -se mais ativa em pH 9, semelhante aos dados obtidos por NISHIO e
alii (46), para a hpase punificada de Pseudomonas fragi 22.39 B.

A lipase punificada de Bacillus sp (67), apresentou pH étimo na faixa de 5,5 a
7.2 a 30°C, utihzando éleo de ohiva como substrato.

As fragtes I e 1l da lipase purificada de Trichosporon fermentans WUC - 12

(7), apresentaram pH otimo de 5,5 no substrato 6leo de oliva.

4.5,13.2 Efeito do pH na estabilidade enzimitica

O estudo da influéncia do pH na estabilidade enzimatica for reahizado de
acordo com o item 3.2.13.1.2.

A figura 21 ilustra o efeito do pH na estabilidade das fragdes [ e II. A fragfio
I foi mais estavel na faixa de pH entre 6 ¢ 7, sendo que a pH maiores que 8,0 a
fragiio enzimatica ainda retém 59% de atividade lipolitica quando mcubada por 24
horas. A fracdo II apresentou estabilidade frente ao pH situada na faixa entre 6 ¢ 7.5
{Tampiio fosfato 0,2M), retendo 66% de atividade quando incubada em pH &
(Tampdo Tris - HCl 0,2M) por 24 horas a temperatura ambiente, sendo pouco

estavel no lado alcalino do pH.
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Figura 21. Efeito do pH na estabilidade das fragdes L e 1L

As lipases purificadas 1 e [, de Trichosporun fermentans (7), apresentaram
estabilidade quando tratadas em pH na faixa de 4 a 8 a 30°C por 24 horas.

NISHIO er alif (46), estudaram as propriedades da lipase purificada de
Pseudomonas fragi 22.39B. A enzima foi estdvel na faixa de pH de 6,5 a 10,5 a
30°C e de 8,0 a 10,5 a 50°C apés 24 horas de incubagiio, sendo portanto, estavel no

jado alcalino do pH.
A lipase purificada de Pseudomonas sp KWI - 56 estudada por HZUMI ef

alii (22), apresentou pH de estabilidade na faixa de 4 a 10.
4.5,13.3 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

O estudo do efeito da temperatura na atividade enzimadtica foi reahzado de

acordo com o método descrito no item 3.2.13.2.1.

A figura 22 ilustra o efeito da temperatura na atividade enzimatica das
frages I e Il A temperatura Otima de hidrélise em Oleo de oliva para as fragdes 1 e

I foi de 40°C e 45°C respectivamente em tamp#o Tris- HC10,2M pH 9.

B



100

80 -|
g
: _
: 80 -
: _
;g 40 ‘/.,'/.:/"r ":\ f{ag‘:éo E
: gﬁ
a-‘" . \._\..\.\_.._\_...\.-.- a4
oy m;r e
0 N o T R N T TP N S S T U A S ST S |

20 25 30 35 40 45 50 55 60
temperatura {G)

Figura 22. Efeito da temperatura na atividade das fraces I e 11

FINKELSTEIN et alii (13), estudaram as propriedades bioquimicas da lipase
purificada de Psendomonas aeruginosa. A temperatura otima encontrada fo1 40°C.
A lipase parcialmente purificada de Penicillium roguefort (11), apresentou

temperatura étima de 37°C.
4.5.13.4 Efeito da temperatura na estabilidade enzimatica

O estudo do efeito da temperatura na estabilidade das fragdes enzimatica 1 ¢
I foi determinado de acordo com o método descrito no ftem 3.2.13.2.2.

A figura 23 demonstra que a estabilidade térmica da fragio [ esieve na faixa
de 25°C a 40°C, retendo 93% de atividade quandc mcubada por 45°C, no entanto,
quando a fragdo I fo1 incubada a 50°C perdeu 40 % de anvidade hipolitica. A fracfio

I foi estavel na faixa entre 25°C e 35°C, retendo 65% de atividade quando
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incubada a 45°C, porém, quando incubada a 50°C por 1 hora, a enzima perdeu 62%

da attvidade lipolitica.
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Figura 23. Efeito da temperatura na estabilidade das fracGes I ¢ I

Estes resultados diferem dos obtidos por Ol ef alii (50), na caracterizagfio das
tipases 1 e 11, de Penicillium crustosum. Foi vertficado que a lipase 1 apresentou
termoestabilidade até 45°C, sendo completamente inativada a temperaturas aciima
de 80°C por 15 minutos e a lipase 11 foi também estavel até 45°C.

A lipase purificada de Streptococcus  faecalis (5), apresenton
termoestabilidade até 40°C, quando aquecida por 10 minutos, sendo completamente
inativada a 90°C,

MENCHER & ALFORD (39), estudando as caracteristicas bioquimicas da
lipase purificada de Pseudomonas fragi NRRL B-25, verificaram que a enzima
tratada a 45°C por 10 minutos, foi completamente inativada.

A lipase de Pseudomonas flucrences estudada por SUGIURA ef alii (69),
apresentou estabilidade quando incubada a temperaturas acima de 40°C em pH 7

por 30 mmutos.
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4.5.13.5 Efeito de sais minerais na atividade das fracdes [ e I
O eferto de sais minerais na atividade das fragdes 1 e 11 da lipase purificada,

for vertficado de acordo com o método descrito no ttem 3.2.13.3. As tabelas 7TA e

78 ilustram os resultados obtidos.

Tabela 7 A. Efeito de sais minerais na atividade lipolitica da fracio 1.

sais minerais concentracio Y% atividade relativa
CaCl, I mM 176
MgS0, I mM 157
Na,SO; 1 mM 61.8
AgNO; i mM 78,9
KCi I mM 40,7
L1800, 1 mM 64,4
FeS0;, I mM 61,8
MnSQ, 1 mM 132
Sem minerais e 100
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Tabela 7B. Efeito de sais minerais na atividade lipolitica da fracéo IL

sais minerais concentracio % atividade relativa
CaCly I mM 163
MgSO,4 I mM 219
Na, SOy 1 mM 45
AgNO; 1 mM 97
Kl ImM 39,2
80, I mM 77,3
FeSOy I mM 88,0
MnSOy, I mM 106
Ser minerats e 100

Foi verificado que os sais de Mg™ e Ca’™ na concentragiio de 1 mM em
relagio ao volume final da reagdo tiveram um efeito ativador na atrvidade hipolitica
tanto da fracfo I quanto da fragdo I1 sendo esses resultados semethantes aos obtidos
pela lipase bruta de Alcaligenes sp. Os sais FeSO, e ZnS0; nubiram
moderadamente ambas as fragdes I e II, por outro lado, a atividade hpolitica foi
reduzida em mais da metade na presenga de KCL

As lipases purificadas I ¢ U de Penicillium crustosum, estudadas por Ol ef
alii (50), foram inibidas por ions Cu"™, no entanto, foi observado um aumento da
atividade lipolitica em éleo de oliva, na presenca de fons bimetalicos como Ca'' ¢
Ma ™, no sistema de reagio.

LU & LISKA (37), verificaram que a atividade da lipase punficada de
Pseudomonas fragi. foi fortemente inibida na presenca de fons Co, Zn’ e Cu'",

no entanto, a atividade lipolitica nfio foi afetada na presenca de C4™ ou NaF.
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4.5.13.6 Efeito de inibidores na atividade enzimatica das fracées I e IL
O estudo do efeito de imbidores na atividade hipolitica das fragdes 1 ¢ Il for
verificado de acordo com o método descrito no item 3.2, 13 4. As tabelas 8A ¢ 8B

ilustram os resultados obtidos.

Tabela 83A, Efeito de inibidores na atividade enzimatica da fraciio 1.

Inibidores concentracio % atividade relativa
paracloromercuribenzoato imM 60
cisteina 1 mm 74
lodoacetammda 1 mm 67
Bissulfito de sédio 1 mM 40
f-mercaptoetanol 1 mM 67
semmbidores 00000000000 emeeee 106

Tabela §B. Efeito de inibidores na atividade enzimatica da fracio 1L

Inibideres concentracio % atividade relativa
paracloromercuribenzoato imM 74
gisteina imM 56,5
Iodoacetamida imM 6572
Bissulfito de sodio ImM 52
B~ mercaptoetanol ImM 56,5
sem mibidores 0000 seee 1060
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Verificou-se neste experimento que as fragdes [ e I foram fortemente mibidas
pela presenca de bissulfito de sodio, cisteina, f-mercapoetanol na concentragdo de 1
mM em relagdo ao volume final do sistema de reagfio. Essses dados indicam que a
atividade lipolitica das fragdes purificadas I e II é dependente de grupos SH.

A lipase de Mucor pulsillus (65), apresentou resultados opostos, pois a
atividade enzimatica ndo foi afetada por agentes redutores (cistefna, -
mercaptoetanol) ou por agentes quelantes como EDTA.

Inibidores enzimaticos comeo paracloromercuribenzoato (PCMB) nfio tiveram
efeito inibidor na atividade lipolitica da enzima purificada de Staphylococcus sp,

segundo dados relatados por TROLLLER & BOZEMAN (72).

4.5.13.7 Hidrélise de 6leo de oliva por aclo lipolitica das fractes I e I

0 estudo da hidrélise de oleo de oliva pelas fragdes | ¢ II foi reahizado de
acordo com o métado descrito no item 3.2.13.5. Foi verificado neste estudo que a
maxima atividade de hidrélise em substrate 6leo de oliva pela fragdo I purificada
ocorreu em 48 horas de reagfio e a 72 horas para a fragdo U purificada. As figuras

24 e 25 ilustram os resultados obtidos.
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Figura 24. Cromatografia dos produtos de hidrélise de éleo de oliva pela
fracao I da lipase purificada de Alcaligenes sp.
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Figura 25. Cromatografia dos produtos de hidrolise de oleo de oliva pela

fracao Il da lipase purificada de Alcaligenes sp.
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A figura 24 mostra a cromatografia em camada delgada dos produtos de
hidrdlise em éleo de oliva pela fragdo I de Alcaligenes sp. Pode-se verificar que a
fragdo 1 hidrolisou o substrato éleo de oliva liberando (1) monolefna, 1,2 (2,3)
dioleina ¢ acido oléico. A figura 25 ilustra o cromatograma dos produtos de
hidrolise em oleo de oliva pela fracdo II de Alcaligenes sp. A hidrolise realizada
pela fragdio I foi semelhante a obtida pela fragdo 1, na qual se obteve a liberagao de
(1) monoleina, 1,2 (2,3) dioleina e 4cido oléico.

As lipases I ¢ I purificadas de Trichoporon fermentans (7), hidrolisaram
trioleina na posigbes 1,2 ¢ 3 do triglicerideo, indicando uma ndo especificidade
quanto a posicio de clivagem.

SUGIHARA e aliii (66), estudaram as caracteristicas das lipases purificadas
Le IV de Geotrichum candidum Foi verificado que quando trioleina foi utilizada
como substrato pela lipase I, a quantidade de 1,2 (2,3) dicleina formada foi de 18 %
sendo 2,2 vezes maior que 1,3 dioleina. A lipase IV teve um comportamento

diferente, produzindo 1,3 ¢ 1,2 (2,3) dioleina em 19% de hidrolise.

4.5.13.8 Determinaciio do teor de agiicares totais das fraches I e Il da lipase

purificada

O teor de carboidratos totais presentes nas fragdes I e 1l foi determinado pelo
método fenol- écido sulfiirico (9), sendo encontrado um teor de 8,5% para a fragio
If ¢ 10,9% para a fragfo II. Dados referentes a composigio ghicolipidica de lipases
sdo relatados pa hteratura ¢ indicam que manose ¢ o principal agtcar constituinte da
molécula enzimatica, como os relatos descritos por HOFELMANN e alii (19) que
estimaram os valores de 6 a 9% de manose nas fragdes I ¢ Il da lipase de

Aspergillus niger.
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TSUHSAKA et alii (75), estimaram o contetdo de carboidratos da lipase
purificada de Geotrichum candiduwm encontrando o valor de 7,5% de carboidratos,

sendo a manose o principal componente.

4.5.13.9 Determinacio do peso Molecular por Eletroforese Vertical em gel

SDS-PAGE. das fracbes I ¢ [l da lipase purificada de Adlcaligenes sp.

A eletroforese da lipase purnificada (fragbes I e ) de Alcaligenes sp for
realizada de acorde com o método de LAEMMLI (31) e coloragéo em prata pelo
método de QAKLEY e alii (48). Foi verificado neste experimento que fanto a
fragdo I e fragdo 11 da lipase purificada de Alcaligenes sp possuem 2 subunidades.
O peso molecular aparente estimado para as 2 subumdades da fraglo I ¢ de 10.700
¢ 8.500 daltons e para as 2 subunidades da fraciio II é de 11.200 ¢ 9.000 daltons

respectivamente. A figura 26 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 26. Eletroforese das fracdes I e II da lipase parcialmente purificada

de Alcaligenes sp em gel de SDS - PAGE.

Peso Molecular - daltons

1 e 6 Padroes de Proteinas
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25.000 Quimotripsina

13.700 Ribonuclease A
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5. APLICACOES

Nas dltimas décadas houve um grande desenvolvimento da bioguimica de
lipases microbianas aliada a extensas pesquisas quanto as propriedades, modo de
agio enzimatico ¢ caracteristicas do microrganismo produtor, visando a aplicagdo
industrial.

SEITZ (62), relata a utilizagdo comercial de hipases de origem microbiana
(Alcaligenes  viscolatis, Fsewdomonas  fragi, Pseudomonas  fluorences,
Achromobacter  lipolyticus, Propionobacterium, Penicillium  roqueforty em
indistrias ahimenticias, particularmente em laticinios, na maturagdo de queijos
sendo a sua acfio importante no desenvolvimento de “flavors”.

HARPER & LONG (18), analisaram a mmfluéncia de acidos graxos hvres em
queijo provolone comercial, ¢ verificaram que o tipo de acido graxo formado
dependia do fipo de lipase utilizada na sua produgfo, sende que a intensidade do
sabor desejavel esta relacionada com a concentracdo de acido butirico produzido ¢
acido ghutdmico hiberado.

A produgio de bebidas alcodhicas por processo fermentativo como “sake”
também envolve o uso de lipases, que promovem a formacdo do aroma e acelera a
fermentacdo pela remocio de hipidios. |

Na area farmacéutica, lipases podem ser utilizadas para promover a digestio
de 6leos e gorduras dos alimentos, atuando como enzimas digestivas e em “Kits”
ciagnosticos de trighcerideos sanguineos.

Produtos cosméficos contendo lipase em sua composicfio mostram a sua
eficacia na remogdo de lipidios da epiderme.

POSORSKE (59), descreveu os beneficios industriais da aplicacdo de lipases
para a industria de Oleos e gorduras, descrevendo as vantagens oferecidas pelas

enzimas em relagdo aos processos quimicos tradicionais que 830; 1) especificidade
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da enzima por posigdes nas cadeias do triglicerideo, podendo ser 1,3 especifica ¢
ndo especifica; 2) baixo custo e reduzido desperdicio.

Novas aphicacSes de lipases como hidrolise de oleos e gorduras para a
produgdo de acidos graxos especiais, sintese de lipidios pela reacdo de esterificacdo
e producio de lipidios estruturados ¢ novos lipidios pela reagfio de interesterificagio
840 assunfos para intensa investigagfo.

MACRAE (38), relatou a obtencdo de misturas de trighcerideos, que nfo
podem ser obtidas por interesterificagfio quimica, pelo uso de hipases, considerando
a sua especificidade. A inferesterificagio catalisada por lipase 1,3 especifica do
triglicerideo 1,3 dipalmitoil - 2 monoleina (POP) que ¢ a fragdo preponderante do
éleo de palma com acidoe estearico, leva a obtencdo de 1 (3) palmitoil - 3 (1) estearl
- 2 monoleina e 1,3 diestearoil {(SO8), que sdo os componentes principais da
manteiga de cacau .

Algumas lipases microbianas com alto gran de especificidade para as
posighes 1 e 3 do triglicerideo como as lipases de Alcaligenes sp, Mucor miehei
{Liposyme) e a lipase de dspergillus oryzae (Lipolase), podem ser utilizadas para
modificacdes especificas do trighcerideo ¢ em sistemas detergentes. Lipases ndo
especificas como das linhagens de Candida ¢ylindracea ¢ C. curvata, podem ser
utiizadas na clivagem total de triglicerideos liberando dcidos graxos e glicerol
atuando na interesterificacdo e sintese de ésteres (77).

SEITZ (62), relata a utibzagdo de lipases em sistemas de detergentes. Lipases
microbianas { Candida lipolytica, Candida cylindracea e Pseudomonas stutzeri ),
sio preferidas em relagdo as obtidas de plantas ou fonte animal, devido a sua mator
adequacdo para a imcorporagdo em sistemnas detergentes e estabilidade frente ao
surfactantes idnicos presente nas formulacdes de detergentes.

A lipase de dlcaligenes sp, apresentou ser mais ativa no lado alcalino do pH,
a atividade maxima de hidrélise obtida foi em pH 9 com tampiio Tris - HCl 0.2M.

Esta caracteristica nos estimulou a realizar alguns experimentos visando a aplicagio
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da lipase bruta em sistemas detergentes onde a faixa de pH esta situada entre neutro

e alcalino.

51 Estudo do efeito de compostos detergentes na atividade lipolitica de

Alcaligenes sp.

O estudo do efeito de detergentes na atividade de lipase de Alcaligenes sp foi

verificado de acordo com o item 3.2.10.7. A tabela 9 ilustra os resultados obtidos.

Tabela 9. [Efeito de compostes detergentes na atividade eazimitica de

Alcaligenes sp.

Compostos detergentes % atividade relativa
stepoi% 104
STPP 0,5% 100
STPP 1,0% 2

TRITON X -100 1% 100
SDE 0,25% 95
Sem detergente 100

Foi verificado neste experimento, que a lipase de dlcaligenes sp. mostrou- se
estavel quando incubada por periodo méximo de 24 horas na presenga de solugdes
detergentes como Polifosfate Tetrassédico (STPP) em concentragles na faixa de
0.1 a 1% , Triton X-~100 (isoectil fenil polioxietileno) a 1% e SDS (Sodio Duodecil
Sulfato) a 0,25%.

Por outro lado, as lipases alcalinas de Pseudomonas nitroreducens e
Pseudomonas fragi (78), foram severamente mibidas na presenga de surfactantes
ibnicos como SDS (s6dio duodecil sulfato) e LBS (sodio duocibenzeno sulfato) na

concentracio de 0,04 % em relagdo 2o volume final.
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Os surfactantes SDS (sédio duodecil saulfato) ¢ LBS (sédio
duodecilbenzosulfato) e Triton X~100, inibiram a lipase de Pseudomonas sp. KWI -
56 (22).

LIN et alii (33), estudaram os efeitos de Triton X-100 na produgdo de lipase
alcalina por Pseudomonas pseudoalcalgenes F - 111, Os autores verificaram que a
adigio de 0,2 % de Triton X- 100 no meio de cultura aumentou a atividade em cerca
de 50 vezes.

O objetivo desse experimento foi verificar a estabilidade da enzima frente a
solugdes detergentes, propriedade fundamental para a aplicagéo de enzimas em

sistemas detergentes domésticos ou industriais.

52 Comparacio do ecfeito de detergentes na atividade da lipase de

Alcaligenes sp (lipase 212) e lipase comercial
O estudo do efeito de detergentes na atividade lipolitica da lipase de

Alcaligenes sp e Lipolase foi verificado de acordo com o metodo descrito no item

3.2.10.7.1 A figura 27 ilustra os resultados obtidos,
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Figura 27. Efeito de detergentes na atividade enzimatica da lipase de Alcaligenes lipase

comercial,

A atividade da lipase de Alcaligenes sp. reteve mais de 50% de atividade
quando incubada em solugdo detergente por 48 horas, retendo ainda 40% de
atividade mesmo apds 148 horas de incubagdo. Por outro lado, a lipase comercial
reteve 82 % de atividade apos 148 horas de incubagfio, indicando uma estabilidade
da enzima frente a compostos detergentes. E importante lembrar que a enzima
comercial testada ja se encontra na forma final de comercializagdo, com a

mcorporagdo de camada protetora.

5.3 Comparacie do efeito de protease na afividade da lipase de Alcaligenes

sp. ¢ lipase comercial

O estudo do efeito de protease na atividade da lipase de Alcaligenes sp
foi verificado de acordo com o método descrito no item 3.2.17.7.2. A figura 28

ilustra os resultados obtidos.
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Figura 28. Efeito de protease na atividade enzimitica das lipases de Alcaligenes sp e lipase

cemercial,

Foi verificado que lipase de dlcaligenes sp reteve 85,5% de atividade relativa
apés 72 horas de incubagdo em solugio detergente contendo protease. A lipase
comercial, reteve 78% de atividade apos 72 horas de incubagéo.

O objetivo desse experimento foi, comparar a estabilidade das lipases de
Alcaligenes sp e lipase comercial frente a solugbes detergentes composta por
proteases. B conhecido da literatura a utilizacdio de proteases em wvanias aplicagdes
industriais, na drea de alimentos (manufatura de queijos ¢ modificagdo de proteina),
sendo também utilizadas em grande escala em detergentes de lavanderna, cuja
fungdo ¢ a remogdo de residuos protéicos em superficies. Lipases com potencial
aplicagio em formulagdes detergentes devem ser resistentes 4 agdo de proteases
colocadas no proprio sistema detergente. A profease empregada neste ensaio £ a
protease bacteriana utilizada nas formulagles.

SEITZ (62), cita a composigdo de detergentes para a remogdo de proteinas
descritas em patente alem3 (Henkel and Cie, GmbH). Esta formulacio era
composta por 0- 1,0% de protease (Novo Enzyme Corp.) ¢ 0,05%de lipase de
Candida cylindracea (Lipase My - Meito Sangyo Co.).
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5.4 Efeito da temperatura na atividade das lipases de Adlcaligenes sp e lipase

comercial

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi vernificado de acordo com

o método descrito no #em 3.2.10.7.3. A figura 29 ilustra os resultados obtidos.
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Figura 29. FEfeito da temaperatura na atividade da lipase de Alcaligenes sp e lipase

comercial.

A maxima atividade lipolitica obtida pelas lipases de Alcaligenes sp e lipase

comercial foi de 45°C em Tampao Tris - HCI1 0.2M pH 9.
5.5 Efeito do pH na atividade das lipases de Alcaligenes sp e lipase comercial

O efeito do pH na atividade das lipases de Alcaligenes sp ¢ hipase comercial,

foi verificado de acordo com o método descrito no item 3.2.10.7.4. A figura 30

thistra os resuttados obtidos.
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Figura 30. Efeito do pH na atividade das lipases de Alcaligenes sp ¢ lipase comercial.

A maxima atividade lipolitica obtida pela lipase de Alcaligenes sp for em
tampdo - Tris - HCl 0,2M pH 9. A lipase comercial apresentou wm maximo de
atividade em tampdo fosfato pH 7 na concentragfo de 0,2M.

Do ponto de vista industrial, pH ¢ temperatura sdo fatores importantes, que
determiinam se a utilizagdo da enzima para fins industriais ¢ valida ou ndo para um
determinado processo. A tabela 10 ilustra dados referentes a pH ¢ temperatura de

algumas lipases comerciais.
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Tabela 16. Caracteristicas das lipases microbianas comerciais .

Fabricante Nome comercial  Fonte microbiana pH otimo termperatura
Stima {°C )
Amano
Pharmaceutical.  Lipase - AP Aspergillus sp 6,5 37
Amano
Pharmaceutical  Lipase- MAP Mucor sp 7,0 37
Merto Sangyo Lipase- MY Candida cylindracea 6,5 40
Nagase Lipase sikin Rhizopus sp 7.0 40
Rohm and Haas  Lipase B Aspergillus niger 6,0 47.5
Toyo Jozo KK, Lipase toyo Chromobacterivm -~ o
VISCOSURE V.
paralipolyticum
Tanabe seyaku Lipase R. H Rhizopus delemar 5,6 45
{Jsaka satkin Lipase Rhizopus sp o -
saikin,Olipase
SEITZ {62}

Como pode ser verificado a grande maioria de lipases comercializadas na

atualidade sio lipases que atvam em pH neutro ou ligeiramente acido (pH 5 a

7).

5.6 Acho das lipases de Alcaligenes sp e lipase comercial na remogiio de dleo

de oliva em tecide de algoddo

O efeito das lipases de Alcaligenes sp e lipase comercial na remogdo de dleo

de oliva em tecido de algoddo foi verificado de acordo com o método descrito no

item 3.2.10.7.5. A figura 31 tlustra os resultados obtidos.
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Para quantificar a area de remogdo lipidica dos sistemas estudados, foi
utilizado o corante Sudan 1V,

Sudan IV é um corante lipofilico que em contato com Oleo apresenta uma
cotoragio vermelha intensa, ao contrério, na auséncia de substincias lipidicas,
apresenta coloragio marron, sendo assim, esta caracteristica for utihizada para
quantificar area de remogdo lipidica, indicativa da agio enzimatica sobre o oleo
incorporado no tecido de algodéo.

Podemos verificar que quando as lipases de Alcaligenes sp e Lipolase
comercial, foram incorporadas no sistema de detergente, na concentragio de 1%, a
quantidade de Gleo removido do tecido aumentou em relagfo ao sistema de reagdo
composto somente por detergente. Foi- verificado que o grau de remogdo de 6leo no
sistema céntende tipase de Alcaligenes sp, foi superior ao sistema contendo lipase
comercial na mesma concentragio, o que pode ser observado pela coloragio marron
escura apresentada pelo tecido. O objetivo desse experimentc foi vertficar a
habilidade hidrolitica da lipase de Alcaligenes sp, na remogdo de lipidios em
tecidos, visando uma possivel aplicagio através da mcorporagido em sistemas
detergentes de lavanderia.

FUJ et alii (16), realizaram estudos de remogdo de ¢leo de oliva em tecido
de algodiio pela lipase de Candida cylindracea. Segundo os autores, a concentragao

de enzima empregada ests relacionada ao grau de remogdo de dleo de ohva.
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Figura 31. Acdo das lipases de Alcaligenes sp e lipase comercial na remoc¢ao

de 6leo de oliva impregnado em tecido de algodao.
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6- CONCLUSOES

6.1 Das linhagens isoladas e testadas, a linhagem de n° 212 que apresentou maior

atividade lipolitica, foi identificada como Aicaligenes sp.

6.2 Alcaligenes sp. produz lipase extracelularmente e hidrolisa éster de trighcerideo

liberando acidos graxos e glicerol.

6.3 A produgio méaxima da enzima com 9 unidades de atividade por ml
centrifugado de meio de cultura, foi obtida em meio de cultivo composto por: 2 %
de farinha de soja torrada, 1% de farinha de trigo, 0,5 % de fosfate de potassio

bibasico, 1% de agua de maceragio de mitho, apés 72 horas de incubaglo 2 30° C.

6.4 A enzima apresentou atividade 6tima a 45°C em tampdo Tris- HCI 0,2M pH 9
e foi estavel na faixa de pH de 6,5 ¢ 8,5. A lipase reteve 90% de atividade quando

tratada a 40°C por | hora e a 50°C a enzima perdeu 40 % de atividade.

6.5 A atividade da lipase de Alcaligenes sp. foi inibida na presenga de KCl e
7080, na concentragdo de 1 mM no meio de reagdo. A enzima tem a sua atividade

acrescida em 32 % na presenca de MgS0; no sistema de reago.

6.6 Verificou-se que a lipase de Alcaligenes sp. ¢ afetada por imibidores
enzimaticos tanto na sua foram bruta quanto na foram purificada. As fragdes e Il
da lpase purificada foram fortemente mibidas por PR-mercaptoetanol e
paracloromercuribenzoato (PCMB), demostrando uma dependéncia das ligagdes S-

S na atividade catalitica da enzima.
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6.7 A eletroforese vertical em gel de SDS PAGE da lipase parcialmente purificada
de Alcaligenes sp., mostrou que tanto a fraglo I quanto a fragdo I da lipase
parcialmente purificada de Alcaligenes sp., apresentam 2 subunidades com peso
molecular estimado em 10.700 ¢ 8.500 daltons para a fragdo [ ¢ 11.200 e 9.000

daltons para a fragédo 1L

6.8 A lipase de Alcaligenes sp atua melhor em triglicerideos compostos por acidos
graxos de cadeia média e curta como tricaprilina, trilaurina ¢ tributirina que em
triglicerideos formados por 4cidos graxos de cadeia longa como trioleina e

tripalmitina.

6.9 A porcentagem de esterificacdio de acido oléico com glicerol pela lipase de

Alcaligenes sp. teve um maximo de 34 % em 48 horas de reagdo.
6.10 A lpase bruta de Alcaligenes sp. mostrou-se estavel na presenca de

compostos detergentes ibnicos ¢ ndo 10nicos e protease comumente empregados em

formulagdes para detergentes, podendo ter potencial aplicagio nesta drea.
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