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RESUMO

Seissentas e oitenta ¢ nove linhagens de fungos foram isoladas de
amostras de diversas regides do Brasil, e testadas quanto 4 capacidade de
hidrolisarem glicerideos, através da agdo de lipase extracelular,

Destas linhagens quatro foram pré-selecionadas como produtoras de
lipase. Foram encontradas duas linhagens identificadas como Aspergillus sp que
apresentaram alta produgéo de lipase em meio de cultivo composto de farelo de
trigo e agua.

A lipase de Aspergillus sp linhagem n° 1099, hidrolisa
preferencialmente gordura de leite de cabra e ndo apresenta afinidade pelo
substrato sintético p-nitrofenii-laurato.

A lipase de Aspergillus sp linhagem n° 1068 hidrolisa
preferencialmete gordura de coco, tem pequena atividade contra 6leo de oliva e
apresenta afinidade pelo substrato p-nitrofenil-laurato. Devido a sua maior
atividade lipolitica, esta enzima foi selecionada dentre as duas para o estudo de
purificagio enzimatica.

Esta lipase foi parcialmente purificada através de fracionamento com
sulfato de amodnio ¢ coluna de DEAE-Celulose obtendo-se duas fragdes. As
fragdes obtidas apresentaram o Mmesmo perfil bioquimico quanto ao pH ¢ a
temperatura otima de agdo enzimatica.

A Reagio de esterificagdo entre acido oleico e glicerol pela lipase de
Aspergillus sp n°1068 fot examinada e verificou-se que a enzima esterifica o

4eido oleico e glicerol, produzindo mono, di ¢ triglicerideos.
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SUMMARY

The screening of lipase producing filamentous fungi was performed
including 689 strains of microorganisms which were isolated from samples of the
several regions in Brazil.

It was found that four strains produced hight activity of extracellular
lipase. Two of them produced higher activity of lipase. These strains were
identified as Aspergillus sp.

The lipase from Aspergillus sp was produced by solid state
fermentation in medium containing wheat bran and water,

The lipase from Aspergillus sp strains n°1099 hydrolysed
preferentialy she-goat milk fat and did not hydrolysed the sinthetic substrate p-
nitrophenii-laurate.

The lipase from Aspergillus sp strains 0°1068 hydrolysed
 preferentialy coconut oil and olive oil and hydrolysed the sinthetic substrate p-
nitrophenil-laurate This enzyme showed the highest lipolytic activity. For this
reason it was selected to be purified on column chromatography.

This lipase was partly purified by fracionation with ammonium
sulfate and DEAE-cellulose column. Two fractions were obtained in the end of
the purification process. Both showed the same biochemical profile regarding pH
and temperature of activity.

Enzymatic esterification using glicerol and oleic acid by lipase from
Aspergillus sp strains n°1068 was also examined. It was found that the enzyme
esterified the oleic acid and glicerol and that it produces monoglycerides,

diglicerydes and triglicerydes.
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1. INTRODUCAO

O interesse pelas enzimas tem aumentado com o desenvolvimento
dos processos biotecnologicos. Aquelas de origem microbiana vém suplantando
em alguns casos as de origem vegetal ou animal. Isto se deve ao fato de que elas
apresentam a grande vantagem de exigirem curto tempo de produgio, podendo
ser produzidas em qualquer época do ano, utilizando, geralmente, substratos de
baixo custo, além de demanda de espago relativamente pequeno para 0 processo
fermentativo.

Lipases ( E.C 3.1.1.3 ) sdo um grupo de enzimas que podem
catalisar a hidrdlise de glicerideos, produzindo 4cidos graxos livres,
diacilglicerois, monoacilglicerdis e glicerol; e em condigdes onde o nivel de 4gua
é restrito, realizam a reagdo inversa, produzindo glicerideos a partir de glicerol e
acidos graxos.

Durante as duas ultimas décadas, as pesquisas sobre lipase fungica
avangaram bastante. Um grande niunero de espécies de fungos foram descobertos
como eficientes produtores de lipases e estudados exaustivamente sob o ponto de
vista industrial ¢ académico.

Na induostria alimenticia, as lipases fungicas, realizarn importante
papel na producdo de “flavors” em varios tipos de queijos maturados sob
condigdes controladas.

O presente trabalho teve come objetivo, o isolamento e selegdo de
fangos produtores de lipase, a producdo e o estudo das caracteristicas

‘bioquimicas da enzima.



Foram selecionadas duas linhagens produtoras de lipase,
identificadas como Aspergillus sp. O meio semi-sélido apresentou-se como mais
favoravel para producdo da enzima,

A linhagem n°1068 de Aspergillus sp, pelas caracteristicas
apresentadas durante o estudo , fot escolhida para producdo de lipase, a qual fol

caracterizada quanto as suas propriedades bioquimicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

SHIPE, em 1951 (54), verificou a especificidade relativa da agdo de
lipases produzidas por Penicillium roqueforti ¢ Aspergillus niger. Estas lipases
foram estudadas por terem demonstrado marcada diferenga na sua especificidade
de acdo. As enzimas foram produzidas em meio de cultura sem oleo ou gordura
para nilo induzir a produgfio de lipases com especificidade pré determinada.Para
produgdo de lipase de Penicillium roqueforti foi utlizado o meio composto de
peptona, extrato de camne e glucose (pH 7 ,0) .As lipases estudadas apresentaram
diferenca sensivel na taxa de hidrélise dos substratos tributirina, tricaprilina e
trioleina. A lipase de Aspergillus niger hidrolisou mais eficientemente em ordem
decrescente tricaprilina, trioleina e tributirina. A lipase de Penicillium roqueforti
hidrolisou mais eficientemente em ordem decrescente tributirina, tricaprilina e
trioleina. O pH 6timo da lipase de Penicillium roqueforti foi de 5,0 e o pH Stimo
da lipase de Aspergillus niger foi de 5,5 e a temperatura 6tima de 30 a 35°C para
lipase de Penicillium roqueforti , & entre 35 a 40°C para a lipase de dspergillus
niger, sendo que a adigdo de cloreto de calcio acelerou a agdo de ambas lipases.

MORRIS & JEZESKI, em 1953 (36), estudaram algumas
caracteristicas do sistema de lipases de Penicillium roqueforti, pois a hidrolise da
gordura do queijo por este microrganismo produz o aroma e sabor tipico do "Blue
Cheese” apos maturagio. Os autores utilizaram preparages do micélio de
Penicillium e do filtrado do meio de cultura, atuando sobre gordura de leite e
tributirina A temperatura 6tima quando usaram o micélio € o filtrado do meio de
cultura sobre tributirina e gordura de manteiga foi entre 30 ¢ 32°C . Os valores de
pH 6timos, foram os seguintes: filtrado do meio de cultura pH 7,0 ¢ 7,8 sobre

tributirina e 6,5 a 6.8 sobre gordura de manteiga, prepara¢ao micelial , pH 6,0 a



6,7 sobre tributirina e 7,0 a 7,2 sobre gordura de manteiga. As enzimas presentes
nestas duas preparagBes mostraram muito maior especificidade relativa para
triglicerideos do que para etil ésteres. Havia uma taxa de hidrélise maior do
sistema agindo sobre tributirina do que outro substrato utilizado. O sistema de
lipase apresenton um ter¢o de atividade em gordura de manteiga quando
comparado com tributirina. Diferengas nas caracteristicas das duas prepara¢les
enzimaticas constituem confirmacdo adicional que poderia haver mais de uma
lipase produzida por este fungo. Dentre os substratos estudados a taxa de
hidrélise foi maior quando se utilizou tributirina, 0 que sugere que este sistema de
lipases tem especificidade para ésteres contendo acidos graxos de 4 a § atomos
de carbono.

HARPER & GOULD, em 1954 (13), estudaram e compararam as
caracteristicas de varios sistemas de prepara¢Bes enzimaticas com relagiio a
atividade a varias temperaturas, pH e concentragdes de substratos, e avaharam
qual desses poderiam ser utilizadas na manufatura de quetjos italicos, pelo fato de
contribuirem para o desenvolvimento de sabor e aroma em certos queijos como
provolone e romano.Enzimas provenientes de bezerro, cabrito e cordeiro foram
utilizadas para estudo, que atuaram em gordura de leite fresco. Todas as
preparagdes enzimaticas foram conduzidas a pH 5,3, permanecendo por 5 horas
em incubagdo. a temperatura otima de atividade lipolitica foi entre 29 ¢ 35°C para
as preparagGes. Os resultados de pH e concentragdo de substrato, revelaram que
cada uma das preparagdes contiham um sisterma de lipase multipla. As lipases de
bezerro apresentaram pH 6timo de 5,3, 6,1, e 7.5, as lipases de cabrito entre 5 ¢
6; e a preparagdo de cordeiro exibiu duas lipases com pH 6timo de 5,9 ¢ 6,6.

HARPER & LONG, em 1956 (15) , analisaram a influéncia de
acidos praxos ¢ aminoacidos livies no sabor de queijo provolone comercial,

verificaram que o tipo de 4cido graxo produzido dependia do tipo de lipase



utilizada na sua produgfo. A intensidade do sabor desejavel estd correlacionada
com a concentragiio de scido butirico produzide ¢ 4cido glutimico, mdicando que
na composicio do sabor deve-se considerar os produtos de degradagao, tanto de
gordura como de proteina simultineamente. Foi observada a existéneia de uma
correlagio entre a concentragdo de 4cido butirico livre, 4cido glutimico livie e a
infensidade de sabor, sende que a proporgio de 1:2 de 4cido butirico para acido
glutdmico é ideal para obtengdo do sabor desejavel neste tipo de quetjo.

JENSEN e alii, em 1960 (24), estudaram a especificidade da lipase
presente no leite. Para a analise de especificidade foi necessario detectar o
contetdo de 1- monoglicerideo e 2- monoglicerideo da gordura de lerte lipolizado
por um periodo curto ( 2 horas) antes que ocorresse isomerizagdo. Os resultados
obtidos indicam que a lipase presente no leite de vaca apresenta especificidade
para hidrolise da ligagio éster do carbono primério, assmm como a lipase
pancreatica.

ALFORD & PIERCE, em 1961 (2), mediram a atividade lipolitica
de linhagens como Pseudomonas fragi, Staphylococcus aureus, (reatrichum
candidum, Candida lipolytica, FPenicillium roqueforii e Penicillium sp em
emulsdes de oleo de cdco, dleo de mitho e toucinho. As lipases destes
mrcrorganismos mostraram ter considerével atividade a temperaturas abaixo de 0
°(. A taxa de lipolise em substratos congelados foi diretamente relacionada com
o nivel de insaturagiio dos mesmos. Os autores observaram que o 6leo de cdeo foi
o mais rapidamente atacado dentre os tr@s substratos para todas as lipases, com
excegdo da lipase de Geotrichum candidum que foi consideravelmente mais
especifica para acido oleico e 4cido linoleico. Os autores encontraram diferengas
basicas entre as lipases microbianas de diferentes origens, e que o tipo de dcido
graxo bem como a sua posi¢do no triglicerideo, determina a atividade da hpase

microbiana. Em comun estas enzimas foram ativas em temperataras baixas.



FUKUMOTO er alii, em 1963 (11), selecionaram uma linhagem de
Aspergillus niger que produziu grande quantidade de lipase quando cresceu em
meio de farelo de trigo (Processo Koji). O meio de reagfio para atividade de
lipase continha duas gramas do substrato Oleo de oliva, 5 mL de tampio acetato
pH 5.6 0,1 M, 0,1 mL de cloreto de calcio | M e 1 mL da solugdo da enzima. A
enzima foi purificada com sulfato de aménio e acetona, seguido por tratamento
acido, precipitagdo por acrinol e cromatografia de troca iénica, obtendo a forma
cristalina da enzima. A atividade lipolitica ndo diminuiu mediante exaustiva
didlise em agua, sugerindo a auséncia de um cofator no dialisado. A enzima
hidrolisou quase que completamente o 6leo de oliva, possuindo otimo de pH ¢
termnperatura em 5,6 ¢ 25°C respectivamente.A enzima apresentou estabilidade na
faixa de pH entre 2.2 ¢ 6,8 e ndo resistiu 3 temperatura acima de 50°C por 15
minutos.

ALFORD et alii, em 1964 (3), analisaram a caracteristica de
especificidade de diferentes lipases microbianas em gorduras naturais e
triglicerideos  sintéticos. Foi observada a habilidade das lipases de
Staphylococcus aureus e Aspergillus flavus de hidrolisarem a posigdo 2 do
triglicerideo na mesma taxa que na posi¢do 1, sugerindo um ataque ndo especifico
na ligagdio éster. A lipase de Pseudomonas fragi, assim como a lipase pancredtica
atacam mono ¢ diglicerideos em taxas muito mais baixas que quando atuam sobre
triglicerideos. A lipase produzida por Geotrichum candidum apresenta um alto
prau de especificidade para dcido graxo insaturado, independentemente da sua
posi¢do no triglicerideo.

LAWRENCE, em 1967 (30), descreveu as classes de enzimas
lipoliticas relatando que o termo lipase comumente utilizado por microbiologistas
ndo ¢ muito diferente do termo esterase, que significa enzimas que hidrolisam

somente ligagdo éster, ¢ a linha diviséria entre lipases ¢ esterases ndo € bem



definida. Lipase foi definida de acordo com a Unio Internacional de Bioquimica
como o glicerol éster hidrolase ( E. C‘. 3.1. 1.3 ) em 1961, O autor relata que
alguns microbiologistas consideram que as lipases microbianas podem hidrolisar
ésteres de glicerol emulsificados, enquanto que esterases hidrolisam substratos
perfeitamente soltiveis. Foi enfatizado que apesar da forma na qual pode ser feita
a classificacio das esterases e lipases, nenhuma propriedade (nica permite a
distingio pgeral entre esterases e lipases microbianas. A definicdo mais
satisfatoria, mas puramente arbitraria parece ser a que lipases atacam
triglicerideos insohiveis simplesmente porque sdo os substratos mais comuns.Os
autores afirmaram que esta definigio devera ser certamente alterada quando os
substratos fisioldgicos destas enzimas forem determinados.

LAWRENCE et aolii, em 1967 (31), descreveram os métodos
utilizados para estimar a atividade de lipase ¢ os fatores que afetam a velocidade
de hidrélise. A atividade hidrolitica da lipase depende da estrutura do 4cido graxo
e do dlcool no substrato. A difereng:a na extensio da hidrolise de varios
triglicerideos sintéticos e naturais pode ser atribuida somente a sua constituigio
de 4cido graxos. A especificidade das lipases de alguns microrganismos parece
estar relacionada a posigdo do acido graxo no triglicerideo ¢ em outros €asos, a0
proprio dcido graxo e seu grau de insaturag3o.

Nos estudos de producgio de lipase por Mucor pusillus, realizados
por SOMKUTTI & BABEL, em 1968 (55), 2 linhagens foram examinadas por
sua capacidade de sintetizar lipase em um meio complexo usado na produgdo de
protease de coagulo de leite. A atividade lipolitica de ambas linhagens, alcangoun
o maximo apés 6 dias de incubagdo em condigdes de fermentagdo submersa a
35°C. A lipase hidrolisou gordura de manteiga e oleos vegetais tdo bem quanto os
triglicerideos sintéticos selecionados. Cerca de 50% de atividade lipolitica fo1

destruida apos 45 minutos a 58°C.



SOMKUTI & BABEL, em 1969 (56), estudaram algumas
propriedades da lipase produzida por Mucor pusillus e compararam com as de
outras lipases fingicas. A atividade maxima da lipase foi observada na faixa de
pH 5,0 a 5,5 a 50° C, quando trioctaneina e 6leo de oliva foram usados como
substratos. A enzima mostrou atividade de esterase porque hidrolisou todos metil-
ésteres testados. Para a atividade de esterase, a enzima deve hidrolisar dcidos
graxos de no minimo 6 carbonos. Tanto a lipase, como a esterase ndo foram
afetadas por grupos tiis, agentes quelantes e compostos redutores. A enzima
permaneceu estavel durante 30 dias a -10°C.

EITENMILLER et alli, em 1970 (9), estudaram os fafores que
afetam a produgiio, purificagio e atividade de lipase de Penicillium roqueforti. A
linhagem de Penicillium roqueforti produziu méxima quantidade de lipase

quando cresceu em meio contendo 0,5% casitone, 1% caldo proflo pH 5,5 a

27°C. Estes resultados indicaram que a lipase de Penicillium roqueforti requeren
uma fonte orginica complexa de nitrogénio para méxima producdo de lipase. A
adicdo de 6leo de manteiga, 6lec de mitho e dleo de oliva ao meio de crescimento
inibiu a produgdo da lipase. Para caracterizagio da lhipase uma preparagdo
parcialmente purificada foi obtida por filtragdo com Celite, seguindo de
precipitaciio com sulfato de am6nio. Uma fragfo de lipase foi obtida com a maior
atividade especifica entre 30 a 50% de saturagdo com sulfato de aménio. A
fragdo lipolitica parcialmente purificada de Penicillium roqueforti tem um pH ¢
temperatura 6tima de 8,0 e 37°C respectivamente. A maior atividade lipolitica
ocorreu ¢com 5% de emulsdo de manteiga, cloridrato de manganés e cloridrato de
magnésio. A enzima se mostrou termolabil, sendo completamente inativada
quando tratada a 50°C por 10 minutos . A lipase de Penicillium rogueforti
hidrolisou tributirina, tricaprilina, tricaprina, tripropionina e trioleina em ordem

decrescente.



IWAI et alli, em 1970 (23), em seus estudos sobre lipases fungicas,
verificaram os efeitos das formas i6nicas do ferro, sobre a lipase de Aspergillus
niger. A lipase purificada e cristalizada, foi obtida de extrato aquoso obtido a
partir de farelo de trigo (Processo Koji). No decorrer da purificagdo, os autores
perceberam que frequentemente ocorria uma diminuigdo na atividade da lipase
durante a extragdo da enzima e didlise contra dgua destilada. A causa desta
inativagdio foi investigada e foi encontrado que o fenémeno se baseava na forte
inibicdo da atividade da lipase por pequenas quantidades de fons ferroso e férrico
na agua de didlise. A adigdo de ions do ferro durante a reagdo, ndo causou
inibigio, enquanto a adigdo destes na mesma concentragdo antes de comegar a
reacdo, mostrou um forte efeito imibitorio. Estes resultados sugerem que a
inibigdo da lipase por fons do ferro é evitada pela presenga de dcidos graxos, que
teriam sua concentracio aumentada conforme a reagdo de hidrolise proseguisse.
Os autores concluiram também que ha dois tipos de inativagio: reversivel e
irreversivel. O primeiro tipo de inativagdo seria pelo contato da lipase com
pequenas quantidades de ferro, por curto periodo de tempo e o segundo tipo € o
contato da lipase com grandes quantidades de ions ferro por longo periodo de
tempo. Uma maior quantidade de ferro foi requerida para a inibigdo da
esterificacio enzimatica do que para para agdo hidrolitica.

TSUJISAKA et alii, em 1972 (61), fizeram um ¢studo comparativo
de algumas propriedades de lipases fimgicas. Aspergillus niger, Rhizopus
delemar, Geotrichum candidum ¢ Penicillium cyclopium foram selecionados
como produtores de lipase. Aspergillus niger produziu lipase especialmente em
meio solido, composto de farelo de trigo ¢ CaCO;, enquanto os outros 3 fungos
produziram grande quantidade de lipase em meio liquido. Este meio tinha como
caracteristica alta concentragdo de nitrogénio e certa quantidade de fonte de

carbono. Para Penicillium cyclopium , o meio de cultura mais adequado continha



farelo de arroz ¢ agua de maceragdo de mitho. Segundo os autores todas as
lipases produzidas podem ser classificadas na categoria de glicerol éster hidrolase
E.C. 3.1.1.3 por sua agfio catalitica. Todas as enzimas foram ativadas na presenca
de ions calcio e severamente inativadas por ions ferrosos e férricos . Das
observagdes feitas sobre a ativagdo da lipase de Aspergillus niger, foi venficado
que esta caracteristica nfio ocorre no inicio da reagdo enzimética sobre o dleo de
oliva, porém apés o acumulo de certa quantidade de 4cido oleico, a ativagdo é
induzida e a reagdio é acelerada. O fenémeno da ativagdo foi verificado ocorrer
somente no caso de hidrolise de triglicerideo compostos de acidos graxos de
cadeia longa. Portanto a ativagio parece depender do estado de emulsificagao da
mistura de reagdo pela formagdo de sais de cdlcio com dcidos graxos livres. A
acdo de sintese pelas lipases na reagio de acidos graxos ¢ glicerol, foi verificada
produzindo mono, di e triglicerideos. As lipases de Rhizopus delemar ¢
Aspergillus niger demonstraram ter larga especificidade para varios 4cidos
graxos e grande atividade de sintese em relago as outras duas lipases.

HOOVER et dlii, em 1973 {18} , isolaram uma lipase de Aspergillus
flavus que hidrolisou 6leo de cbco. A enzima foi purificada 109 vezes por
precipitagdo com sulfato de aménio e cromatografia utilizando DEAE-Celulose ¢
Sephadex G-200. O pH 6timo para a atividade da enzima, foi de 6,2. Os acidos
graxos dos triglicerideos de cadeia curta foram mais rapidamente hidrolisados,
enquanto hidrolise de triestearina ndo foi detectada sob as condigdes do ensaio.
Os produtos da hidrolise enzimdtica em Sleo de cbeo, foram analisados por
cromatografia de camada delgada ¢ gasosa ¢ estavam presentes os seguintes
acidos graxos: oleico, palmitico, miristico, laurico, caprilico, caproico e céprico.

NAGAOKA & YAMADA, em 1973 (38), purificaram lipases de
Mucor lipolyticus Aac-0102 ¢ estudaram algumas propriedades da enzima

purificada. A fragio ( F-3 ) com atividade hidrolitica em oleo de oliva foi
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separada em 2 fragBes F-3A e F-3B por cromatografia em coluna de CM-
Sephadex C-50. O pH 6timo para ludréhise do dleo de oliva para F-3A fo1 9.0
enquanto para F-3B foi 8,0. O ponto 1soelétrico for determinado por eletroforese
¢ para F-3A foi em pH 9.0 ¢ para F-3B fo1 em 10,2, F-3A apresentou fraca
atividade frente a substratos como tricaproina, ftributinna e tripropionina,
enquanto F-3B mostrou atividade alta para tnibutirina e tricaproina.

IWAIL & TSUHISAKA, em 1974 (21), estudaram a purtficag8o ¢ as
propriedades de 3 tipos de lipases de Rhizopus delemar. Os estudos foram
conduzidos no sentido de verificar se estas bpases produzidas por um
microrganismo, eram diferentes entre si. As 3 lipases ( A, B ¢ C ) foram

separadas e purificadas em coluna. O pH timo para os 3 tipos de lipase foi 5,6.

Foi observado que a temperatura Otima para lipase A foi 30°C ¢ para as lipases B
e C a temperatura foi 35°C. A lipase A ¢ estavel em torno de pH 3,0 a 8,0
engquanto as lipases B e C foram estavers em torno de pH 4,0 a 7,0. As lipases B
e € purificadas, foram estaveis abaxo de 45°C, enquanto que a lipase A foi
estavel até 60°C. Foi concluido pelos antores que a lipase A € diferente de Be C
na sua estrutura proteica.

Algumas propriedades da lipase extracelular de Rhizopus arrhizus
foram descritas por BENZONANA, em 1974 (5). A enzima quando purificada
em coluna de AMBERLITE IRC 50 foi separada em dois picos ( ipase I e Il ). A
adigio de 2mM de di-isopropilfluorfosfato (DFP) para o meio de incubagiio
contendo lipase, interrompe a formag8o de lipase 1L O avtor concluiu desta forma
que a lipase 11 é o resultado da degradagfio proteolitica da lipase 1 e ndo
excretada pelo fungo como a lipase Il Os pesos moleculares das duas enzimas
sdo dados como 40000 ¢ 30000 para as lipases [ ¢ Il respectivamente. TitulagGes
de agticares neutros sobre fragdes eluidas da coluna, mostram que a hipase { € rica

em carbohidratos, sendo que a lipase If nfio os apresenta. A lipase de Rhizopus
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arrhizus mostron a mesma especificidade posicional sobre trighcerideos de
cadeia longa como a lipase pancredtica, rompendo a ligagdo éster das posigdes 1
e 3.

ISHIHARA et alii, em 1975 (18) punficaram e estudaram algumas
propriedades de Mucor javanicus. A enzima purificada atacon ndo somente
ligagOes éster do acido graxo nas posigdes 1 e 3 do triglicerideo, mas também
apresentou atividade de fosfolipase Al, pois hidrolisou ligagGes €ster na posigio
1 da fosfatidilcolina. Ambas lipases produziram 4cido oleico e 1,2(2,3} dioleoil
glicerol como maior produto ¢ 2- monooleil glicerol como produto menor. A
lipase de Mucor sp tem especificidade posicional em relagdo as posiges le 3 do
triglicerideoO pH Otimo para atividade lipolitica frente ao ftriglicerideo foi
aproximadamente 7,5 e de 8,5 para fosfatidilcolina. A lipase fo1 estavel na faixa
de pH 4,5 a 8,0 4 temperatura de 6°C por 24 horas. A temperatura 6tima de aglo

da lipase foi de 37°C, sendo rapidamente perdida a temperatura de 40°C .
OKUMURA et alii, em 1976 (45), isolaram lipases de Aspergillus
niger, Rhizopus delemar, Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium
Westing e demonstraram que as propriedades fisico-quimicas e especificidade
quanto ao substrato destas lipases eram distintas umas das outras. Para o estudo
de especificidade posicional dos 4 tipos de lipase, usaram trioleina, dioleina e
manteiga de cacau como substratos. Os produtos de hidrélise foram extraidos
com éter etilico e separados por cromatografia em camada delgada, e a analise da
composi¢cdo de dcidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa. Pela
acdio destas enzimas sobre o substrato trioleina, foi concluido que lipases de
Aspergillus niger e Rhizopus delemar ndo hidrolisam a ligagfio éster na posigdo 2
do glicerideo. Quando dioleina foi utilizada como substrato, estas duas

hidrolisaram 1,3 dioleina em preferéncia a 1,2 (2,3) dioleina. As hipases de
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Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium hidrolisaram todas as ligagdes
éster do trighcerideo, independente da sua posigdo no trighcerideo.

TSUJISAKA et alii, em 1977 (62), determunaram as melhores
condigbes para sintese de glicerideos por 4 lipases microbianas . Foram
examinadas as misturas de reacdes que consistiam de 4 mL de ghicerol, 1 mi de
agua, 0,1 mL de solugdo de enzima e 0,1 g de acido oleico. Nas primeiras horas
de reagdo, 1-(3) monoleina e 1,3-dioleina foram detectadas como produtos de
sintese pela agdo das lipases de Aspergillus niger e Rhizopus delemar,
entretanto, apos longo periodo de reagdo, (1,2),(2,3) dioleina ¢ trioleina foram
detectadas. Em contraste, 1 (2) e 2 monoleina, 1,2(2,3) e 1,3 dioleina e trioleina
foram detectados como produtos de sintese pela agdo das lipases de Geotrichum
candidum ¢ Penicillium cyclopium . |

PAL ef alii, em 1978 (48), descreveram as condigfes otimas de
cultura ¢ a influéngcia de diferentes fontes de carbono, nitrogénio, microclementos
¢ vitaminas na produgio de lipase em cuituras submersas de Aspergillus niger.
For encontrado que a temperatura otima foi de 35°C e o pH otimo para
fermentagdo foi 7,0 num periodo de incubagdo de 96 horas. Dos agucares
testados, sacarose foi considerada a methor fonte de carbono para produgdo de
lipase por esta linhagem, na concentragido de 1%. Sulfato de magnésio e sulfato
ferroso na concentragdo de 0,04% e 0,1% respectivamente, representaram um
papel importante na produgio da lipase. Gordura de manteiga e 6leo de oliva
quando acrescentados ao meio de fermentagZo methoraram o crescimento celular
¢ a producdo da enzima.

A Influéncia de diferentes triglicerideos sobre a indugdo da lipase
de Mucor hiemalis foi estudada por AKHTAR ef alii, em 1980 (1). Os fungos
cresceram em meio contendo peptona, minerais, glicose, oleo de oliva, gordura

de ¢beo e Oleo de mostarda como fonte de carbono. Dos trighcerideos testados, o
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do éleo de oliva foi o melhor indutor de lipase . O pH otimo de atividade fot 7,0
Os resultados mostraram que a lipase induzida pelo triglicerideo do 6leo de oliva
ndo foi ativa para o mesmo triglicerideo, nem fof a lipase inibida por ele. A lipase
produzida foi mais ativa sobre o trigliceridec de dleo de cdco ¢ sua especificidade
ndo foi devido a melhor emulsifica¢do deste oleo.

CHANDER et alli, em 1980 (6), estudaram os fatores que afetam a
produgdo de lipase de Aspergillus wentii. O fungo foi cultivado por diferentes
periodos de incubagdo (1 a 6 dias) e temperaturas ( 22, 30 e 37°C ). A produgdo
maxima de lipase foi obtida quando o fungo cresceu a 30°C em 3 dias, em pH 6,0
quando utilizado 2,0% de peptona e 0,5% de glucose como fonte de carboidrato.

A sintese de lipase por Aspergillus wentii, foi estimulada ao nivel de
46% e 64% com citrato de calcio e sédio. Triglicerideos sintéticos como
tributirina, tricaproina, tricaprilina, tripropionina reduziram a produgdo de hipase
em 24, 37. 42 e 32% respectivamente; enquantc manteiga ¢ Oleo de oliva
causaram inibi¢do da atividade de lipase em 53 e 63 % respectivamente.

OKUMURA ¢t alii, em 1980 (46), purificaram ¢ estudaram as
propriedades da lipase de Penicillium cyclopium M1 e observaram que este
microrganismo prodez 2 tipos de enzimas lipoliticas. Uma das enzimas pareceu
ser mais especifica para glicerideos parciais do que para triglicerideos.
Monoglicerideos contendo A4cidos graxos de cadeia média, especialmente
monocaprilina, monocaprina, monolaurina e monoleina foram hidrolisados mais
rapidamente do que triglicerideos de mesma cadeia. A enzima foi reconhecida
como uma hidrolase parcial devido a especificidade ao substrato. Quando esta
enzima foi usada em conjunto com outra lipase atuando sobre trighcerideo, o
nivel de hidrélise do triglicerideo tornou-se extremamente alto.

OKUMURA er alii, em 1981 (47), estudaram o efeito da agéo

reversa na hidrolise de triglicerideos. Foram utilizadas lipases purificadas de
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Aspergillus niger NRLL, Rhizopus delemar ATCC, Geotrichum Candidum
ATCC e Penicillium cycloptum ATCC. Os resultados indicaram que a lipase de
Rhizopus delemar apresentou forte agfio de esterificagfio durante a hidrélise, ¢
nio hidrolisou a ligagdo éster na posi¢io 2 do triglicerideo. Os autores
consideram, que esta caracteristica pode ser responsavel, pela lipase de Rhizopus
delemar apresentar o menor grau de hidrélise dentre as quatro lipases estudadas.
Embora a lipase de Aspergillus niger também ndo hidrolise a ligagdo éster na
posigiio 2 do triglicerideo, a hidrélise procedeu gradualmente acima de 70%. Isto
se deve porque a lipase de Aspergillus niger ndo é tdo ativa na reagdo de
esterificagdo. A lipase de Geotrichum Candidum, hidrolisou ligages éster em
todas as posigdes do triglicerideo, e apresentou a mais fraca agfo de estenficagéo
durante a_hidrélise de triolefna entre as quatro lipases. Estes dados explicam a
causa de Geotrichum candidum hidrolisar trioleina acima de 90% mais
rapidamente do que as quatro lipases estudadas. A lipase de Penicillium
cyclopium tambem hidrolisou todas as ligagdes éster do glicerideo, assim como a
lipase de Geotrichum candidum. Contudo, o nivel de hidrolise foi bem menor que
o de Geotrichum candidum. Foi explicado pelos autores que Penicillium
cyclopium também apresenta agdo de esterificag@io durante a hidrélise de trioleina

Lipase produzida por Aspergillus niger foi testada quanto a
capacidade de sintetizar ésteres de diversos alcoois ¢ 4cidos carboxilicos por
OKUMURA et alii, em 1984 (44). A mistura de reagdo foi composta de 1,3
4cido tridecanedidico, 1,3 propanodiol ¢ lipase. Foi verificado que apo6s 24 horas
de reagfio, quase todo o 4cido livre tinha desaparecido. A enzima esterifica
apenas alcools primarios .

LINFIELD et alii, em 1984 (33), estudaram a cinética da hidrolise
em banha, 6leo de cdeo e oleo de oliva, utilizando as lipases de Candida rugosa,

Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, como também a esterifica¢do do acido
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oleico com glicerol. O dleo de oliva foi o substrato que apresentou melhor
hidrolise. Os resultados da hidrolise com Aspergillus niger foram similares
aqueles de Candida rugosa. Ambas lipases ndo sdo especificas e hidrolisam a
posi¢do 1 e 2 do triglicerideo e sfo capazes de hidrolisar todos os trés substratos
em 72 horas. A temperatura de hidrélise em 6leo de cdco e oliva foram de 23 e
27°C, e em banha foi de 43°C. A lipase de Aspergillus niger foi completamente
sensivel ao calor, sendo inativada a 52°C. A lipase de Rhizopus arrhizus ¢
especifica e hidrolisou triglicerideos mais vagarosamente do que as duas lipases
citadas. Os resultados de esterificagio do glicerol com acido oleico foram os
mesmos para lipase de Candida rugosa e Aspergillus niger. A analise através da
cromatografia em camada delgada apos 6 semanas, apresentou 1,4% de
monoglicerideos, 19,8% de diglicerideos, 43,6% de triglicerideos e 35,3% de
acidos graxos.

POSORSKE, em 1984 (52), relatou as aplicagles da lipase na
indistria de 6leos e gorduras, tendo verificado que as enzimas em geral tem
vantagem no processo industrial, como por exemplo a especificidade, que permite
o controle dos produtos a serem obtidos ¢ também de controlar a sintese de
produtos secundarios ndo desejados, condigdes brandas de reagdo e redugdo do
desperdicio. A modificagdo enzimatica de lipideos tem sido usado na indstria, na
4rea de desenvolvimento de sabor ¢ aroma em gueijos, assim como lipolisados de
gordura de leite para adicionar em alimentos processados. Uma grande area de
atuagdo das lipases é na sintese de ésteres. Apesar da reagio de esterificagio
poder ser realizada quimicamente, a reagdo enzimitica tem muitas vantagens,
como por exemplo, de ser realizada a baixas temperaturas, ¢ o tipo de
especificidade da enzima. A lipase de Rhizopus arrhizus foi usada para esterificar
dcidos graxos de cadeia longa e conseguiu-se 80% de esterificagdo em meio néo

aquoso. Outra drea de aplicagdo é a interesterificagdo, onde o objetivo € a troca
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de uma 4cido graxo da molécula do triglicerideo por outro dcido graxo presente
no meio da reagdo. Como exemplo, a reaglio de interesterificacdo de trioleina
com #cido palmitico. A lipase usada foi de Candida cylindracea e Mucor miehei.
Os sucessos dos trabalhos indicam, segundo os autores, um grande caminho a ser
investigado

HOFELMANN er alli, em 1985 (16) isolaram, purtficaram e
caracterizaram uma lipase de Aspergillus niger, utilizando uma técnica comercial
para medida de atividade lipolitica. Para determinar a atividade de lipase, foi
usado tributirina como substrato. A solugdo de enzima bruta, foi purificada por
cromatografia de troca idnica em coluna DEAE-trisacrit M. Foram obtidas duas
fracdes F1 e F2 com diferentes pesos moleculares que foram recromatografadas
por filtragio em gel com resina Sephadex G 50. Em seguida para retirada de
impurezas, as fragdes foram novamente separadas sobre phenilsepharose CL-4B.
Apés estes procedimentos eles obtiveram as lipases I e II , com pontos
isoelétricos de 4,0 ¢ 3,5. As lipases apresentaram pesos moleculares de 31000 ¢
19000 daltons respectivamente. O conteudo de carboidratos foram estimados em
6% e 9%. A lipase I apresentou alta taxa de hidrolise sobre ésteres C6-C12,
enquanto a lipase II hidrolisou predominante ésteres de dcidos graxos de cadeia
curta. As lipases I e II mostraram atividade méaxima entre pH 5 e 6 ¢ perderam
sua atividade em pH 7-8. Tanto a lipase [, como a lipase II, foram estéveis a
temperatura abaixo de 40°C, mas perderam 40 % de sua atividade apés 10
minutos de incubacdo a 60°C e nfo resistiram a temperatura de 80°C.

OKUMURA & KINSELLA, em 1985 (43), estudaram a formagdo
‘de metilcetonas por Penicillium camemberti em sistemas modelo. Os
componentes do flavor no queijo tipo camemberti sdo metilcetonas, acidos
pgraxos, alcoois, ésteres derivados dos lipideos, aminodcidos, produtos formados

via atividade enzimatica do fungo Penicillium camemberti. As metilcetonas so
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08 componentes em maior proporgdo responsaveis pelo sabor do queyo. Dentre
estas, 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona, 2-undecanona sdo homdélogos em
mator propor¢do. Os autores verificaram que ao se adicionar lipase em um
sistema de reagdo composto de leite homogeneizado diluido com tampdo fosfato
pH 6.8 ¢ micélio de Penicillium camemberti, a produgdo de carbonila foi
significativamente maior ¢ isto pode ter refletido em uma maior concentragio de
acido graxo.

Uma nova lipase de Aspergillus oryzae fo1 descoberta em 1986, por
ARBIGE et alii, (4) pela sua capacidade em produzir aroma tipico de queijo tipo
cheddar, quando incubado em gordura de leite por 15 dias a 4°C. Preparagles
enzimaticas parcialmente purificadas desta linhagem, foram caracterizadas ¢
contém tanto proteases como lipases, sendo que esta ultima fragdo demonstrou
uma maior contribuigfio para o desenvolvimento de aroma. Como a maturagio
deste quetjo para desenvolver as caracteristicas de aroma, sabor ¢ corpo
desejados levam de trés a nove meses, tem havido grande interesse em processos
que visem a aceleracdo da maturagio, o que possibilifaria grande economia &
industria queijeira. Segundo os autores, os acidos graxos liberados pela lipase de
Aspergillus oryzae sdo quase idénticos aos acidos graxos liberados durante a
maturagdo natural do queijo tipo cheddar. Esta lipase quando usada em conjunto
com protease fungica, pode produzir aroma e sabor de queijo cheddar de alta
qualidade.

NAIR & BONE, em 1987 (40), estudaram a produgfo de lipase de
Aspergillus foetidus em fermentadores ¢ investigaram as condigfes otimas de
cultura em meio liquido e a utilizagdo do microganismo imobilizado em polimeros
naturais como élginato de sodio e agar. O meio de crescimento para produgdo
maxima de lipase por Aspergillus foetidus apresentou 2,0% de oleo de oliva ¢

0,5% de sacarose. Na auséncia de oleo de oliva no meio fermentativo, foi
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observada baixa atividade da enzima. O pH inicial do meio é de 4,5 caindo para
2,5 com a produgdo de lipase pelo microrganismo. Foi obtida produgdo maxima
da enzima com agitacio de 500 rpm.

A imobilizagdo em alginato de sddio e dgar néo foi possivel. Houve
desintegrago do algimato e 4gar, sendo observado baixo nivel de hpase
produzida, Os autores levantaram a hipdtese do microrganismo ter consumido
estes polissacarideos como fonte de nutrigdo para seu crescimento.

TAHOUN er alii, em 1987 (59), isolaram uma lipase intracelular de
Aspergillus niger. A enzima foi purificada através de filtragio em gel sobre
coluna de Sephadex. A atividade lipolitica sobre triglicerideos ( C10-C18) foi
determinada em pH 6,5 a 30°C por trinta minutos. Dos resultados obtidos da
hidrélise de triglicerideos de gordura de leite, os mono e diglicerideos tiveram
porcentagens de 9,5% e 13,8% respectivamente ap6s 15 minutos de reagdo,
enquanto a maxima produgfo de 4cidos graxos livres foi detectada apds 30
minutos. Quantidades iguais de 1,2 (2,3) e 1,3 diglicerideos foram produzidos de
triglicerideos de 6leo de oliva apds 5 minutos, entretanto ap6s 30 minutos a
quantidade de 1,2 (2,3) diglicerideos foi quatro vezes maior que 1.3
diglicerideos. A razio para a produgdio de 1,3 diglicerideos apds 5 minutos , pode
ser explicada segundo os autores pela isomerizagfo esponténea de 1,2 (2,3) para
1,3 diglicerideos. Deste trabalho, os autores concluiram que o micélio de
Aspergillus niger contém uma lipase intracelular de especificidade sumilar a
enzima extracelular de alguns fungos. A enzima produziu maxima quantidade de
glicerideos apés curto intervalo de tempo de hidrélise e méxima quantidade de
acidos graxos livres apds longo intervalo de tempo, 30 minutos.

ISOBE er alli, em 1987 (19), descreveram a purificacdo,
cristalizacdo e caracterizagdo de uma lipase de Penicillium cyclopium MI. Esta

lipase foi denominada lipase III e foi efetivamente separada das lipases I e 1I ja
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descritas por OKUMURA et alli, 1979. Sua separagdio das demais, foi realizada
em cromatografia em coluna de DEAE- Sepharose. A lipase foi purificada 1380
vezes. Dos triglicerideos testados , trioleina, tricaprilina e tricaprina foram
efetivamente  hidrolisados pela lipase III; os ftriglicerideos trimistirina,
tripalmitina, trilaurina, tricaproina ¢ tributirina foram hidrolisados pela lipase 11l,
mas sua taxa foi bem menor quando comparada com trioleina. A enzima mostrou
maxima atividade em pH 6,0 e temperatura otima a 40°C. A lipase apresentou
estabilidade em pH na faixa de 4,5-6,0 apos incubagdo a 37°C por 30 minutos. A
lipase III apresentou peso molecular de 110.000, provavelmente corresponde a
duas subunidades de mesmo peso molecular,estimados por eletroforese em gel
SDS. A enzima também hidrolisou rapidamente o substrato sintético p- mitrofenil-
laurato (PNPL).

| KORITALA, em 1988 (28), estudou a esterificagdo de dcidos graxos
por Aspergillus flavus Em estudos anteriores fo1 observado que a lipase deste
microrganismo hidrolisou 6leo de soja produzindo 4cidos graxos livres em 3 dias
de fermentagdo.As fragbes de 4cidos graxos livres continham comparativamentte
menos 4cido linoleico ¢ quantidades maiores de 4cido oleico no substrato. Os
autores concluiram que a lipase de Aspergilius flavus, metaboliza
preferencialmente acido linoleico. Esta habilidade pode ter potencial aphicagdo
industrial.

SUGIHARA ef alii, em 1988 (57) purificaram ¢ caracterizaram
lipase de Aspergillus niger. A lipase passou por cinco etapas de purificacdo:
cromatografia hidrofobica, utilizando Butil Toyopearl 650 M, Sephadex G-75,
DEAE Sepharose CL-6B ¢ por tltimo, coluna de Hidroxilapatita. A analise por
eletroforese da lipase purificada, mostrou uma dnica banda. O peso molecular da
enzima foi estimado em 35000 em SDS PAGE e coluna cromatografica Sephadex

G-100. O conteido de carbohidratos foi de 7,0% e a enzima exerceu maxima
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atividade em pH 4.5 2 5,5 na temperatura de 25° C, sendo estavel na faixa de pH
entre 3,0 a 10,5 na temperatura de 30°C por 24 horas. A temperatura Gtima em
pH 5.0 foi 30°C, sendo estavel a 65°C por 30 minutos. A atividade foi fortemente
inibida por ions de zinco e ferro. A enzima hidrolisou eficientemente fricaprilina.

YAMAMOTO et afii, 1988 (63), em seus estudos sobre lipase
alcaling, obtiveram uma lipase de Pseudomonas sp que efetivamente hidrolisou
dleo de mamona. A lipase desta linhagem fot purificada por fracionamento com
sulfato de aménio, cromatografia DEAE-Celulose e DEAE-Toyorpearl 650 M. O
peso molecular da enzima foi estimado em 30000 por eletroforese. O pH Gtimo ¢
temperatura Otima da enzima para hidrolise em dleo de oliva fo1 7,0 e 60°C
respectivamente. A enzima foi estavel acima de 35°C em pH 7,0 por 30 minutos
¢ estavel em pH 9-10 a 4°C por 22 horas. A atividade foi inibida por Fe'" ¢ Hg"™,
e observou-se aumento da atividade quando no meio de reaclio estava presente
surfactantes nio 16nicos e sais biliares.

STAJER & MALESZEWSKA, em 1989 (58), otimizaram um meio
para produgiio de lipase extracelular de Penicillium citrinum contendo 5%
peptona como fonte de nitrogénio ¢ 2% de amido como fonte de carbono. A
temperatura de 22°C e pH 7,2 foi o mais efetivo para produtividade da enzima.

LANGRAND et alii em 1990 (29), mvestigaram detathadamente a
influéneia do comprimento da cadeia de 4cidos e dlcoois € da natureza dos
mesmos na sintese de ésteres utilizando preparagfes comerciais de lipase de
Mucor michei, Aspergillus, Candida rugosa, e Rhizopus arrhizus. Os seguintes
scidos e alcoois foram testados: acético, butirico, propidnico, valérico, caprdico €
metanol, etanol, butanol, isopentanol, hexanol, citronelol e geraniol. As mudangas
produzidas na sintese de éster variaram marcadamente com as preparagdes de
lipase & com as naturezas de acidos e moléculas de lcool. Lipases de Aspergiflus

foram altamente seletivas para acidos e alcoois de cadeia curta. Candida rugosa
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foi mais seletiva tanto para acidos propidnico e butinico quanto para butanol,
hexanol e pentanol. As lipases de Mucor miehei ¢ Rhizopus arrhizus foram mais
seletivas para acidos de cadeia longa ¢ ndo foi grandemente influenciada quanto a
natureza do alcool. Foi concluido pelos autores que, reagdes enzimaticas
catalisadas por lipases sdo bastante adequadas para sintese de ésteres, entretanto
cada sintese term uma caracteristica especifica e preparagdes de lipases adequadas
e condicdes experimentais podem ser otimizadas para methor produgdo.

OKEKE & OKOLO, em 1990 (42), estudaram as condigdes
necessarias para produgdo 6tima de lipases por Acremonium stricfum. Xilose foi
a mais efetiva fonte de carbono para a indugdo da atividade lipolitica deste
microrganismo. A temperatura Stima de crescimento foi de 30°C. O mais alto
nivel de crescimento e produgdo de lipase foi obtido em meio de soja na
concentragdo de 3,5%. A incorporagio de 1% ( v/v) de tween 80 no meio de
cultura aumentou a produgdo de lipase, enquanto a presenga de acidos graxos
livies como, palmitico, oleico, linoleico ou acido estedrico reduziu tanto ©
crescimento de fungos como a produgdo de lipase. A enzima estudada por estes
autores mostrou ampla especificidade para substratos solaveis como para
lipideos naturais insoliveis.

Alguns efeitos nutricionais no meio de cultura afetam a produgdo de
lipase de Rhizopus delemar como mostrado por ESPINOSA et alii, em 1990
(10). Eles encontraram que a enzima produzida por Rhizopus delemar pode ser
usada como agente flavorizante na produgdo de produtos de laticinios
modificados. Dextrina foi a methor fonte de carbono quando usada ao nivel de
1.0% e extrato de levedura foi a methor fonte de nitrogénio na produgdo de lipase
. Quando 2,0% de 6leo de oliva foi usado, um aumento de 84,51% na atividade

lipolitica foi observado. Tween 80 exerceu um forte efeito, Este pode agir como
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um surfactante ¢ também como ndutor; sua presenga estimula a hiberagdo da
enzima e aumenta a atividade lipolitica.

GARCIA et alii, em 1991 (12), caracterizaram parcialimente uma
lipase de Aspergillus niger ¢ estudaram 2 influéneia que o pH exerce ne meio de
reacdo sobre a especificidade da enzima. A lipase de Aspergillus niger foi
empregada para hidrolisar manteiga emulsificada. As analises realizadas em
HPLC, mostraram que os produtos da reagdo foram 4cidos graxos de cadeia curta
{ acido butirico ), os quais foram preferencialmente hidrolisados a pH 5,0. No
entanto & relatado que a taxa de hidrélise para a maioria dos acidos graxos € na
faixa de pH entre 6,0 e 7,0. Foi verificado portanto, a possibilidade de utilizagio
da seletividade da acfio lipdlitica em manteiga, visando a produgéo de acidos
graxos de cadeia curta, que estdo associados com o desenvolvimento de flavor
caracteristico em queijo. A temperatura étima para a atuagdo da lipase fol de
35°C, De todos os fons testados, Ba'  promoveu a maior taxa de reagdo
enzimatica. Os resultados indicaram que Fe'' aumentou a taxa de hidrélise no
mesmo grau gue Ca— e Mg™

RIVERA-MUNOZ ef alii, em 1991 {53), estudaram ¢ crescimento
de varios fungos em meio solido que produzissem alta atividade lipolitica, baixo
mivel de protease e produzisse aroma de produtos de leite. O meio sélido foi
composto de farelo de trigo umidificado com solugfio de KH,POs Ko HPO,,
MgS0,. 7H,0 e solugdo de tragos de elementos descrita por Celerm & Fergus {
1971 ). Penicillium candidum, Mucor michei e Penicillium coamemberti
produziram as melhores atividades lipoliticas e baixa atividade de proteases,
sugerindo que a atividade proteolitica afeta a estabilidade da enzima lipolitica.

TOROSSIAN & BELL, em 1991 (60), purificaram e caracterizaram
wma lipase dcido resistente de Aspergillus niger, utilizando precipitagdo com

alcool, tratamento acido, exclusdo por tamanho e cromatografia de froca nica e
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eletroforese em gel poliacrilamida seguido por eletrocluigiio. A atividade da
enzima junto a trioleina foi examinada usando um substrato emulsificado. Os
seguintes produtos de hidrolise foram obtidos: acido oleico, 1,2~ dicleina ¢ 1{2)
monoleina. A lipase de Aspergillus niger segondo os autores ¢ conhecida ser
especifica, que hidrolisa as ligagBes éster dos trighicerideos nas posigdes 1 ¢ 3. A
sequéncia N- terminal e andlises de aminoacidos foram realizadas. Os
aminodcidos encontrados em maior quantidade foram glicing, écido glutamico,
glutamina, 4cido aspartico, asparagina ¢ serina. O pH 6timo de atividade foi na
farxade4,4e 5,5

PASTORE & PARK, em 1993 (49) estudaram o efeito da
proporgio molar entre glicerol e acido oleico no grau de esterificagdo enzimatica
para a producfio de monolefna, utilizando-se lipase de Penicillium sp. A maior
percentagem de esterificagiio para produgfo de monoleina utilizando-se lipase de
Penicillium sp fol encontrada quando a concentragdo de glicerol foi 63,3 vezes
maior que a concentragdo de acido oleico presente no sistema de reaglo.

OHNISHI er alii, em 1994 (41), estudaram a produgfio, isolamento e
purificagdo da lipase de Aspergillus oryzae. A linhagem de Aspergillus oryzue
produziu grande quantidade de lipase em meio liquido (GYP), composto de:
2.0% de glucose, 1,0% de extrato de levedura e 2,0% de polipeptona, O pH
inicial aceitdvel para produgdio de lipase e crescimento celular foi 5,0-6,0. A
temperatura 6tima para o crescimento de Aspergillus oryzae fo1 reportada entre
32-36°C mas a temperatura 6tima para produgdo de lipase foi de 24°C. O fungo
crescen em cultura solida, mas produziu pouca quantidade de lipase. Os autores
concluiram que isto pode ser o resultado da digestdo da lipase pela grande
quantidade de protease também produzida. A atividade de lipase foi medida pela
titulagdo de 4cidos graxos. Foi verificado a existéncia de pelo menos dois tipos de

lipases, as quais diferem em especificidade quanto ao substrato; uma delas exibe
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alta especificidade contra oleo de oliva ¢ a outra contra o substrato
dimercaptobutirato.

POKORNY ef alii, em 1994 (51), estudaram os efeitos dos fafores
nutricionais sobre a biossintese da lipase de Aspergilius niger Fot observado que
amido, quando usado em pequenas guantidades 0,1% no meio fermentativo,
estimulou a biossintese da lipase; a presenca de NH4NO; quando usado como
fonte de nitrogénio junto com KH,PO4 0,1% como fonte de fosfato igualmente
aumentou a atvidade lipolitica. A presenga de fons de ferro no meio de produgio
diminuiu a quantidade de lipase e prolongou o tempo de fermentagdo ; enquanto a
adicio de fons de magnésio methorou 2 produgio de lipase.O melhor pH inicial
obtido para a produgdo de lipase foi 5,0. A adicio de oleo de oliva ao meio
aumentou significativamente a produgdo de lipase. Os autores concluiram que as
condicdes Otimas para a biossintese de lipase, diferem de acordo com as varias

linhagens de Aspergillus niger.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material :
3.1.1. Reagentes e Materiais Especificos

Reagentes quimices: acidos, bases, sais mineras, solventes

(MERCK, CARLO ERBA, RIEDEL ou equivalente}

Reagentes especificos: soro albumina (BIOBRAS) p-nitrofenil-

laurato (PNPL), p-nitrofenol (SIGMA, MERCK).

Corantes: Lactofenol e Cotton Blue

Acidos Graxos: acido laurico, acido butirico, acido oléico, acido

estearico, acido palmitico, acido caprilico ( RIEDEL e SIGMA).

(utres reagentes: Triton X100 ( Isoctilfenilpolietilenc), gheerma

(REAGEN)

Glicerideos: 1(3) - monoleina, 1,2 (1.3) - dioleina, tr.iolema,
tributirina, tricaprilina, trilaurina, tripalmitina, triestearina (SIGMA), gordura de
¢deo ( BRASIL ), gordura de leite de cabra, Oleo de pliva comercial e monoleina
comercial (CERALIT).

Meios de Cultura: Potato dextrose agar (PDA), agar, peptona,
extrato de levedura (DIFCO).

26



Resina: DEAE -celulose (trocador anidnico dietilaminoetil celulose)
(SIGMA).

Placas de vidro para cromatografia em camada delgada (TLC) 20 x
20, silica Gel G-60 (MERCK).
Coluna para Cromatografia liquida de alta eficiéncia: coluna uBond

Pack C18 125 A 10 mm (39 x 300mm).

3.1.2. Equipamentos

- Agitador de tubos, mod. AT 56 - PHOENIX

- Estufas bacteriolégicas, FANEN

- Espectrofotdmetro BECKMAN DU-70

- Banthos de agua de temperatura controlada, FANEN

- Potenciémetro DEGIMED TE - 902

- Centrifuga refrigerada BECKMAN. mod. J2-21

- Coletor de fragGes BUCHLER, mod. Fractomette Alpha 200

- Balanga analitica METTLER, mod. H-10

- Camara chiméatica, mod. 346 FANEN

- Banho termostatico do respirbmetro diferencial GILSON

- Homogeneizador virtual em hélice TECNAL

~ Cromatdgrafo WATERS 600-E Power Line com detetor WATERS
484 de indice de refra¢do e integrador ao processador Data Mdédulo
WATERS, mod. 746.



3.2 Métodos

3.2.1. Isolamento de Microrganismos

Foram isoladas linhagens de fungos de amostras de solo de diversas
regides brasileiras, agua, residuos industriais, alimentos deteriorados, etc. As
amostras foram colhidas em sacos plasticos com espatulas e pipetas esterilizadas.

Cerca de 1g de amostra foi colocado em tubos de ensaio com SmL
de 4gua estéril e homogeneizados.

O sobrenadante foi inoculado em placa de Petri, contendo o meio
agar batata dextrosado (PDA) por esgotamento. As placas foram incubadas a
30°C até crescimento das col@nias por um periodo de 48h a 96h,

Apods este tempo as coldnias de fungos foram repicadas em tubos
inclinados contendo o mesmo meio. Os tubos foram incubados a 30°C até

crescimento satisfatorio das coldmas.

3.2.2. Seleciio de fungos produtores de lipase

3.2.2.1. Fermentacio semi-sélida

Em frascos Erlenmeyer de 500mL, foram adicionados 20g do meio
de cultura composto de farelo de trigo e 4gua na proporgdo 1:1 (p/p). Os frascos
foram previamente esterilizados & 121°C, a pressdo latm, por 15 minutos.

Nestes frascos foram inoculados 0s microrganismos a serem testados
quanto a produgio de lipase e incubados por 72 horas a 30°C. Apds esse tempo 0
meio foi homogeneizado com 100mL de 3gua destilada, e deixado em repouso

por 1 hora. A filtragio foi feita em papel Whatman n°l, e o extrato foi

28



denominado extrato enzimdtico bruto, sendo determinada a sua atividade

hipolitica.
3.2.3. Determinacio da atividade lipolitica
3.2.3.1. Determinacio da atividade Enzimatica com substrato dleo de oliva

A atividade da lipase foi determinada incubando-se uma mistura de
reagio composta de 4mL de tampdo acetato pH 5.6 0,05M, lg de dleo de oliva
extra virgem e 1mL de extrato enzimatico bruto a 40°C por 60 minutos em banho
maria termostatizado com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.

Apos o tempo de reagfio foi adicionado 15mL de acetona-¢tanol 1:1
(v/v) para paralisar a reagdo. Os dcidos graxos liberados foram titulados contra
solugdo KOH 0,05N, utilizando-se fenolftaleina como indicador. Uma unidade de
atividade & definida como a quantidade da enzima que libera 1 pmol de acido

graxo por minuto de reagdo, nas condigbes acima.

O caleulo da atividade enzimatica foi ferto utilizando-5¢ uma curva

padrdo de 4cido oleico x mL de KOH 0,05N.

3.2.3.2. Determinacio da atividade enzimatica com substrato gordura de
chco

A atividade da lipase foi determinada incubando-se uma mistura de
reacdo composta de 4mL de tampdo acetato pH 5,6 0,05M, g de gordura de
cdeo, e 1mL de extrato bruto enzimatico.

A mistura foi incubada a 40°C, por 60 minutos em banho maria

termostatizado com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto.

25



Apoés o tempo de reagdo, foi adicionado 15mi. de solugdo acetona-
etanol 1:1 (v/v) para paralisar a reagdo. Os acidos graxos hberados foram
titulados contra solugdo KOH 0,05N, utilizando-se fenoiftaleina como indicador.

Uma umdade de atividade € definida como a quantidade de enzima
que libera 1 pumol de 4cido graxo por minuto de reagfio nas condigdes acima.

O calculo da atividade enzimatica foi feito utilizando-se uma curva

padrio de dcido laurico x mL. de KOH 0,05N.

3.2.3.3. Determinaciio da atividade enzimaitica com substrate gordura de

leite de cabra

A atividade da lipase foi determinada incubando-se uma mistura de
" reagiio composta de 4mL de tampdo acetato pH 5,6 0,05M, ImL de extrato bruto
enzimitico ¢ 1g de gordura de leite de cabra, obtida por centrifugagdio do leite de

cabra a 7000 rpm por 10 minutos.

A mistura foi incubada a 40°C, por 60 minutos em banho maria
termostatizado com agitagio de 130 oscilagbes por minuto. A reagdo foi
paralisada, adicionando 15ml acetona-etanol 1:1 (v/v). Os dcidos graxos
liberados foram titulados contra solugdo KOH 0,05N, utilizando-se fenolftaleina
como indicador.

Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima
que libera 1 umol de 4cido graxo por minuto de reagdo nas condigSes acima.

O calculo da atividade enzimdtica foi feito utihizando-se uma curva

padrio de acido caprilico x mL de KOH 0,05N.
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3.2.3.4. Determinaciio da atividade enzimatica com substrato p-nitrofenil-

laurato (PNPL).

A atividade de lipase sobre o substrato sintético p-nitrofenilaurato
foi determinada misturando-se 0,95ml do substrato que foi preparado
dissolvendo-se 161mg de p- nitrofenil-laurato (PNPL) em 190mL de tampdo
acetato de concentragdo 0,05M, pH 5,6, contendo 2,1% de Triton X-100 pré-
incubado a 37° C, com 0,05mL da solugfo enzimatica.

A mistura foi incubada a 37 °C por 15 minutos, sendo a reagdo
paralisada pela adigio de 2mL de acetona, A cor amarela produzida pela
liberagdo do p-nitrofenol é quantificada pela medida de absorbancia da mistura de
reacio a 410 nm. Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a
quantidade de enzima que libera p-nitrofenol expresso em pmol de p-nitrofenol
por minuto, por mL de enzima. O calculo da atividade enzimatica foi feito
utilizando-se uma curva padrio de concentragdo de p-nitrofenol em pmoles x

absorbincia a 410 nm,

3.2.4. Producio de lipase pela linhagem de Aspergillus sp

Para o estudo da producgfio de lipase pelas linhagens de Aspergillus
sp selecionadas de acordo com o item 3.2.2 , foi utilizado a fermentagio semi-

solida e liquuda.

3.2.4.1. Producdo de lipase por fermentaciio semi-sélida pela linhagem de
Aspergillus sp

O meio de cultura foi composto de farelo de trigo ¢ 4gua na
proporgdo 1:1 {p/p). Os frascos Erlenmeyer de S500mL contendo 20g de meio de
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cultura previamente esterilizados, foram inoculados com 1 ml de supensdo
homogénea de esporos, preparada com agua destilada estéril ¢ com esporos de
cultura de 96 horas do microrganismo em meio inclinado de agar batata
dextrosado (PDA). Os frascos foram incubados a 30°C por 72 horas.

Apo6s a incubagio foram adicionados 100mL de dgua destilada em
cada frasco. Os meios de cultura foram homogeneizados com bastio de vidro, €
ap6s permanecer em extragdo por 1 hora com agitagdo ocasional, foram filtrados
em papel Whatman n° 1 e coletados num tnico recipiente.

Ao filtrado foi acrescentado sulfato de amdnio na concentragio de
80% com agitacdo lenta. A mistura foi deixada a 4°C por uma noite.O precipitado
foi centrifugado a 7.000 rpm por 15 minutos e dialisado contra agua destilada em
membrana de acetato por 48 horas a 4°C. Posteriormente foi liofilizado e
triturado em almofariz 4 granulagdo mais fina possivel ¢ conservado em freezer a

-20°C. Esta preparagdo foi designada lipase bruta.

3.2.4.2. Producio de lipase de Aspergillus sp por fermentagio liquida

O meio de cultura foi composto de farelo de arroz 5,0% e 3,0% de
4gua de maceragdo de milho { corn steep liquor) ao qual foi acrescentado 0,2%
de (NH4),HPO,, pH 6,0. Os frascos Erlenmeyer de 250 mL com 40 mL de meio
foram esterilizados e inoculados com 1mL de solugio homogénea de esporos
preparada com 4gua destilada estéril e com esporos obtidos de cultura de 96
horas do microrganismo em meio inclinado de dgar batata dextrosado (PDA) ¢

incubados a 30°C com agitagdo de 150 rpm por 96 horas.
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3.2.5. Estudo dos parimetros para a produciio de lipase por fermentacgio

semi-sOlida
3.2.5.1. Estudo da composicio do meio semi-sélido
Com o objetivo de implementar a produgdo da enzima por

fermentagdio semi-sélida, foram testados os seguintes meios:

1~ Presenca de cloreto de calcio. Em frasco Erlenmeyer de 500 ml.,

foram adicionados 20g do meio de cultura, composto de farelo de trigo e agua, na
proporgdo de 1:1 (p/p) adicionados de 1 ml de cloreto de calcio 1,0%. Os
frascos foram previamente esterilizados a 121°C pressdio de 1 atm, por 15 min,
Nestes frascos foram inoculados as linhagens selecionadas e incubadas por 72
horas a 30°C. Apds este tempo, o meio foi homogeneizado com 100 mL de dgua
destilada, e deixado em repouso por uma hora. A filtragdo fot feita em papel
Whatman n° 1, obtendo-se o extrato enzimatico bruto, ¢ sua atividade lipolitica
foi determinada como no item 3.2.3.1.

2- Presenca de minerais. Em frascos Erlenmeyer de 500 ml, foram

adicionados 20 g do meio de cultura, composto de farelo de trigo umidificado
com 20 mL de solugdo contendo em gramas/L: KH,PO, (13,4), K,HPO, (16,8),
MgS04.7H0 (0,5) e 1 mL de solugdio contendo, em gramas/L: glucose (10,0),
KNO; (2,0), K;HPO4 (1,0), MgSO,..7H,O (0,5), biotina (0,000005), tiamina
{0,0001) e 1 mL de solucdc de micro elementos contendo em mg/L:
ZnS04.7H20 (439,8), FeNO,.9H20 (723,5) e MnSO4.4H,0 (203},

Os frascos foram previamente esterilizados a 121°C ,pressdo de 1
atm, por 15 min, Nestes frascos foram inoculadas as linhagens selecionadas e

incubadas por 72 horas a 30°C. Apds este tempo, o meio foi Homogeneizado
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com 100 mL de dgua destilada, e deixado em repouso por uma hora. A filtragdo
foi feita em papel Whatman n° 1, obtendo-se o extrato enzimatico bruto, ¢ sua

atividade lipolitica foi determinada como no item 3 231

3.1.5.2. Efeito da propor¢io entre agua e farelo de trigo no meio de

crescimento na produ¢ao da enzima por fermentacio semi-solida

Foram utilizados para produgdo de lipase de Aspergillus sp, frascos
Erlenmeyer de 500mL contendo 20g de meio semi-solido, composto de farelo de
trigo € agua destilada nas proporgdes de 10 a 70% {p/p), Os frascos foram
esterilizados por 15 minutos a 121°C e | atm de pressio e inoculados com 1mb

de supensdo de esporos. Os frascos foram incubados a 30°C.

Apos 72 horas de crescimento, foi realizada a extragdo da enzima,
adicionando-se a0 meio 100mlL de agua destilada. O meio foi homogeneizado €
os frascos foram deixados em repouso por urma hora para a extragio da enzima.
Este macerado foi filtrado em papel de filtro Whatman n°1 e no filtrado foi

medida a atividade enzimatica como descrito no item 3.2.3.1.
3.2.5.3. Estudo do efeito do tempo de Incubacio na produgio de lipase.

Frascos Erlenmeyer de $00mL contendo 20g do meio de cultura descrito
no item 3.2.2.1., foram inoculados ¢ incubados com as linhagens selecionadas a
30°C por um periodo de no maximo 144 horas. A cada 24 horas foi retirado um
frasco para a obtengdo do extrato enzimatico bruto. A atividade lipolitica foi
determinada como no item 32.3.1 e também foi realizada a medida de pH

durante o tempo de incubagdo.
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3.2.5.4. Estudo do efeito da temperatura de Incubago do meio semi-solido

na produgcio de lipase

Frascos Erlenmeyer de 500mL contendo 20g do meio descrito 1o
item 3.2.2.1,, foram inoculados e incubados por 72 horas mnas seguintes
temperaturas: 25°C, 30°C, 35°C, 40°C e 45°C. Apods esse tempo obteve-se ©
extrato enzimatico bruto descrito no item 3.2.2.1 € a atividade enzimatica foi

determinada como no ftem 3.2.3.1.

3.2.6. Caracterizacao bioguimica da lipase bruta, produzida pela linhagem

de Aspergillus sp.
3.2.6.1. Efeito do pH'na atividade enzimatica

Foram preparadas as seguintes solugdes tampdo: tampdo acetato
0,IMpH3,6, 40,45,50¢e 5,6. Tampao fosfato 0,1M pH 6,0, 6,5,70,75¢e
8,0. Tampdo tris-HC1 0,1M pH 8,0, 85 ¢ 9,0.

Em Erlenmeyers de 125 mi, foram preparados sistemas de reacdo
compostos de 1 g de 6leo de olivaou 1 g de gordura de leite de cabra, 4 mL de
cada solugdo tampdo descrita acima e 1 mL de solugdo enzimatica . A mistura fol

incubada a 40“(3 por 60 minutos com agitagdo de 130 rpm.

Apds este periodo, a reagdo foi paralizada com 15 mL de acetona-
etanol 1:1 (v/v) e os dcido graxos tiberados foram titulados contra KOH 0,03N,

atilizando-se fenolftaleina como indicador.
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3.2.6.2. Efeito do pH na estabilidade da enzima

Dois mL da solu¢do enzimatica foram misturados com dois ml de

cada solugo tampao descrita no ftem anterior.

O sistema de reagdo foi deixado por 24 horas a temperatura de

25°C. Apos esse tempo 1mL da mistura foi retirado € determinada sua atividade

lipolitica residual como no item 32313233

3.2.6.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima

O efeito da temperatura na atividade enzimdtica fol determinado de

acordo com o item 3231e 3233, utilizando-se as temp

30°C, 37 °C, 40°C, 45°C, 50°C e 60°C.

eraturas de 25°C,

3.2.6.4. Efeito da temperatura na estabilidade da enzima

Para o estudo do efeito da temperatura na estabilidade da enzima,

extrato bruto enziméatico foi incubado durante 1 hora nas seguintes
0°C, 45°C, 50°C, 60°C ¢ 70°C. Apods esse
¢ determinou-se a atividade

ImL de
temperaturas: 25°C, 30°C, 35°C, 4

periodo tomou-se 1ml, da enzima assim tratada

lipotitica residual, como no item 32313233

3.2.7. Hidrolise de glicerideos pela lipase bruta de Aspergillus sp

O acompanhamento da reagdo de hidrolise dos substratos oleo de

oliva, gordura de coco ¢ monoleina comercial, foi realizado incubando-se a 40°C

o sistema de reagdo composto de 1 grama dos substratos descritos acima, 4mL de
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tampdo acetato 0,05N pH 5,6, e 1mL de solugio de enzima bruta por tempo de
reagdo varidvel de: 2 horas, 24 horas, 48 horas, 77 horas, 96 horas ¢ 120 horas.

A reagiio foi paralisada pela adigdo de 15 ml. de acetona-etanol
(1:1), os acidos graxos liberados foram titulados contra solugdo de KOH 0,05N.
Para o calculo da porcentagem de hidrélise, considerou-se 0 ntmero de

saponificacao resultante nos substratos.

o, Hidrolise= mL KOH 0,05N/ N°de saponificagdo x 100

Foram refiradas amostras dos sistemas de reagdo para analise atraves

de cromatografia em camada delgada,

3.2.8. Cromatografia em camada delgada (TLC) dos produtos de hidrolise
por agiio de lipase de Aspergillus sp

A Cromatografia em Camada Delgada foi realizada, misturando-se
45g de silica gel G-60 ( Merk ) com 90mL de solugio de acido borico 0,3M. A
mistura foi aplicada em placas de vidro 20 x 20cm de dimensdo, com 2min de
gspessura, com aplicador Desaga ¢ colocadas em estufa a 100°C por 40 minutos
para ativagio. O sistema de solventes utilizado para a cromatografia foi éter de
petroleo, éter otilico, e acido formico na proporgao 210:90:0.4 (v/v)
respectivamente.

O tempo de desenvolvimento do  cromatograma fot de
aproximadamente 35 minutos. Foram utilizados como padrdes trioleina, (1,3) -
dioleina , 1 -monoleina na concentragio de 1% em solucdo acetonaetanol 1:1

(viv).A revelagao do cromatograma foi feita através da colocagdo da placa de
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cromatografia em camara de iddo sublimado, aquecendo-se 2 110°C por 45

mnutos.

3.2.9. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos produtos de

hidrélise dos glicerideos pela lipase

Os acidos graxos € 08 glicerideos presenics nas amostras de oleo
vegetal hidrolisados foram analisados através de cromatografia liquida de alta
oficiéneia. Utilizou-se coluna de fase reserva ODS-RP-C18 de diametro intermno
de 4,6mm, DP5um, 25cm de comprimento, & temperatura de 30°C, com fase
mével acetona; acetonitrila 1:1 (v/v) com taxa de fluxo de lmbl/minuto. Os
glicerideos 1.monoleina, (1,3} dioleina, trioleina ¢ acido oleico foram
identificados por comparagao do tempo de tetengfo com 08 padrdes 1~
monoleina, (1,33-dioleina, irioleina e acido oleico. As porcentagens relativas dos
glicerideos, foram obtidas pelo método de integragdo de areas gtilizando-se ©

integrador € processador automatico Data Modulo WATERS.
3.2.10. Identificagio das linhagens produtoras de lipase

Os microrganismos produtores de lipase foram identificados atraves
das caracteristicas taxonOmicas, de acordo com RAPER & FENNELL(1965}
citado em DOMSCH,GAMS & ANDERSON (7)

3.2.11. Estudo da especificidade da enzima bruta

A enzima bruta foi analisada quanto a especificidade pelo substrato,

através da analise dos produtos de hidrolise utilizando-se monoleina, ¢ trioleina
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como substrato. O meio de reagio foi composto de Iml do extrato bruto, 2mL
de tampdo acetato 0 05MpH356e 0,5 gramas dos substrados citados acima

A mistura foi incubada a 40°C, por 3 horas em banho termostatizado
com agitagdo de 130 oscilagdes por minuto. A reagdo foi paralisada, adicionando
15 ml de solugdio de acetona-etanol 1:1 (v/v). Os acidos graxos foram titulados
contra solugio KOH 0,05N, utilizando-se fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade € definida como a quantidade de enzima

que libera 1 pmol de Acido graxo por minuto de reagdo nas condigbes acima.

3.2.12. Determinacde de carboidratos totais presentes na lipase

O contetido de aglcares totais presentes na lipase purificada fou

determinado pelo método fenol-acido sulfiirico de acordo com DUBBOIS et alli

(8).

3.2.13. Determinaciio do mimero de saponificacio

Para a determinagdo do niimero de saponificagdio, foram misturados
em baldes de 250mL, 1g de gordura de cboo, pordura de leite de cabra e dleo de
oliva alternadaments, 15mL de KOH alcodhico iN e 4mL de tampdo acetato pH
5,6 0,05M.

A mistura da reagao foi aquecida & temperatura de ebuli¢do por 40
minutos e apos este periodo a solugio de KOH remanescente foi titulada contra
soluggo de HCI 1N, utilizando-se fenolfialeina como indicador. Foi preparado um
branco para cada mistura, ¢ qu | ndo contivha a gordura, O namero de

saponificagdo € dado como:
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3.2.14. Estudo da composicio de meio para fermentaciio liquida

Cerca de 9 tipos de meios de cultura foram testados com 0 objetivo
de verificar a melhor composigdo para a produgdo de lipase por fermentagdo
lquida. Os seguintes meios foram testados:

1- Meio de cultura contendo NH4NOs; 0,1%, KHPOq4 0,2%,
MgS04.7H,0 0,04%, FeSO,..7H,0 0,1%, sacarose 1%, e 6leo de oliva 1%.

2. meio de cultura contendo “soybean meal” 2%, peptona 1%,
amido solivel 1%, K;HPOq 0,2%, MgS04.7THO 0,1%, CaCOs 0,5%.

3. meio de cultura contendo KH,PO4 0,6%, K,HPQ;, 0,2%, peptona
1%, KC1 0,1%, MgSO, H,O 0,5%, Tween 80 1% e glicose 1%

4. meio de cultura contendo KH;PO4 0,6%, KoHPO4 0,2%, NaNQ;
1%, KC1 0,1%, MgSO4.H:0 0,5%, monoleina 1% e sacarose 2%.

5. meio de cultura contendo KH;PO; 0,6%, K,HPO4 0,2%, uréa 1%,
KC10,1%, MgSO4.H:0 0,5%, Tween 80 1% ¢ xilose 1%.

6- meio de cultura contendo farelo de trigo 2%, “soybean
meal”0,5%,0,3CaCOs 0,3%.

7. meio de cultura contendo farelo de arroz 5%, agua de masceragao
de milho 3% e (NHg)2ZHPO4 0,2%.

8. meio de cultura contendo oleo de soja 2%, extrato de malte 0,5%,
NaNO; 0,3%, KoHPO4 0,1%, KC1 0,05%, MgSQO,. 7H,0 0,05% e FeSO4.12H0
0,001%.

9- meio de cultura contendo 2% de sleo de mamona, 4% de
polipeptona, 0,1% de KH,PO4, 0,1% NaCl, 0,02% de MgSQ, 7THO ¢ 0,05% de

extrato de levedura,
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O meio de cultura selecionado foi composto de: 2% de oleo de
mamona, 4% de polipeptona, 0,1% de KHaPOq, 0,1% NaCl, 0,02% de MgSO4
TH,O e 0,05% de extrato de levedura, pH 7.0.

Frascos Erlenmeyer de 250mL, com 20mL do meio selecionado ,
esterilizado, foram inoculados com uma algada das culturas das linhagens em
estudo e incubados por 72 horas. Apos esse tempo, O meio de cultura foi
centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C. No sobrenadante livre de células

foi medida a atividade enzimatica como descrito no dem 32323233

3.2.14.1. Efeito da presenca de éleos e gorduras como indutores de produgiio

de lipase por fermentagiio liquida

Com o objetivo de implementar a produgdo de lipase através da
fermentagio liguida, foram testados diferentes tipos de 6leos como: oleo de
mamona, gordura de cbco € dleo de oliva, que sdo citados na liferatura como
indutores para a produgdo de lipase. Foi preparado um meio controle, sem
indutor.

Os meios de cultura foram compostos de: 2% de diferentes
sleos,como  descrito acima, 4% de polipeptona, 0,1% de NaCl, 0,02% de
Mg80,.7H,0 ¢ 0,05% de extrato de levedura, sendo esterilizados a 121°C por 15
minutos a 1atm de pressao € inoculado com uma algada de cultura de 96 horas de
crescimento do microrganismo em PDA.

Os meios assim preparados foram incubados a 30°C por 0 h, 24 h,
48h,72h,96he 120D Apds esse tempo, 0 meio de cultura foi centrifugado a
10000 rpm por 15 minutos a 4°C. No sobrenadante livre de células foi medida a

atividade enzimatica como descrito no item 3232e3233
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3.7.15. Purificacdio da lipase de Aspergillus sp linhagem n° 1068

A lipase bruta produzida através de fermentagio semi-solida pela
linhagem n° 1068, fot purificada utilizando-se fracionamento com sulfato de

ambnio e cromatografia em coluna de DEAE celulose.
3.2.15.1. Fracionamento com sulfato de amonio

Para a purificagio da enzima, o extrato bruto aquoso obtido no
Processo fermentativo, foi saturado com sulfato de amdnio até 80%.A mistura foi
deixada em repouso por uma noite a 4°C, sendo depois centrifugada a 7000 rpm
por 15 minutos, reservando-se o precipitado. O precipitado obtido foi dialisado

contra agua destilada em membrana de acetato por 48 horas a 4°C.

3.2.15.2. Cromatografia em coluna de DEAE - Celulose

Foram utilizados 20g de DEAE-Celulose, tratada primeiramente com
500mL de NaOH 1N e 500 mL de HC1 1N, sendo que entre as etapas a resina foi
1avada com agua destilada para remocio dos reagentes. Finalmente a resina foi
tratada com solugdo tampao fosfato de potassio 0,0IM pH 8,0 para sua
estabilizagdo. A resina foi entfio acondicionada em coluna de vidro de 2,5¢cm de
didmetro e 36,5 cm de comprimento. |

Apos a aplicagdo da solugio enzimatica na coluna, contendo 25620
umidades de atividade, esta foi eluida através da adigdo de solugio de NaCl em

gradiente crescente de concentragiio desde 0,1a0,8M consecutivamente.

42



O curso da eluigio de proteinas da coluna, foi seguido pela medida
da absorbancia em espectrofotometro a 280nm. Foi medida atividade de lipase
nos substratos gordura de c0co € p-nitrofenil-laurato (PNPL) como descritos nos
itens 3.2.3.2. e 3.2.3.4. As fragbes que apresentaram atividade de lipase foram
reunidas e dialisadas confra tampio fosfato de potassio 0,01M pH 8,0, em

mentbrana de acetato de celulose por 24 horas.

3.2.16. Dosagem de proteina pelo método de LOWRY.

Para a determinagdo da concentragio de proteina nas diferentes
fases de purificagio foi utilizado o método de LOWRY(34) utilizando-se

albumina de soro bovine como padso.

3.2.17. Caracterizaco Bioguimica da lipase parcialmente purificada

linhagem n” 1068 utilizando substrato PNPL

3.2.17.1. Efeito do pH na atividade da enzima

O estudo do efeito do pH na atividade da enzima purificada, fo1
cealizado em sistema de 1eagac constituido de 0,95mL do substrato ¢ 0,1 mL da
enzima deixando-se reagir por 30 minutos. A reagio foi paralisada pela adigdo de
2 ml. de acetona.

Preparo do substrato! dissolven-se 161mg de (PNPL) em 190ml. de
tampdo acetato pH 5.6 contendo 2,1% de Triton X-100 pré-incubado a 37 °C.

Os diversos tampdes foram utilizados de acordo com a sua

capacidade tamponante, sendo pH 3,6 a 5,6 tampdo acetato, pH 6,0 a 6,5 tampdo
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citrato e pH 7,2 a 8,0 tampao tris-HCL Todos os sistemas tampdes foram usados
na concentracdo de 0,1IM.

3.2.17.2. Efeito do pH na estabilidade da enzima

Para o estude do efeito do pH na estabilidade enzimatica foram
tomados 0,1mL de solugdo enzimatica aos quais foi adicionado 0,2mL de solugdo
tamplo nos diferentes valores de pH, como descrito no item anterior, na
concentragdo 0,1M permanecendo por 74 horas 4 temperatura de 30°C, Apds este
periodo fol acrescentado ao sistema 0.65ml do substrato PNPL como preparado
o item 3.2.3.4. e determinada atividade remanescente como descrito no mesmo

item.
3.2.17.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima

Para a verificagio da temperatura na a‘tividadé enzimatica, o sistema
de reacdio foi constituido de 0,95mk do substrato PNPL como preparado no item
3234 e 0,1lmL da enzima. A mistura foi incubada por 30 minutos a diferentes
valores de temperatura (25 a 60 °C). Apbs a incubagdio, fol determinada a

atividade de lipase como descrito no item 3234
3.2.17.4, Efeito da temperatura ua estabilidade da enzima

Para o estudo do efeito da temperatura na estabilidade da enzima,
amostras de 0,1mL de solugdo enzimatica foram mistarados em tubos de ensaio
tampados e pré-incubados em diferentes temperaturas entre 25 a 60°C durante 1
hora. Apés este tempo, a atividade lipolitica remanescente fo1 determinada como

descrito no item 3.2.34.




3.2.17.5. Influéncia da concentracio de substrato na atividade da enzima

A influéncia da concentragdo do substrato na atividade de lipase, fo1
verificada com substrato p-nitrefenil~lamato( PNPL). O sistema de 1eagdo fot
constitaido por 0,95 mL de substrato de concentragio variave! entre 0,05 mM a
10 mM, dissolvido em tampao acetato pH 5,6 0,05M ¢ 0,1 mL da solugdo de
enzima purificada contendo 7,8 ¢ 9,86 Unidades de atividade .

As misturas de reagfo foram incubadas a 37°C por 30 minutos ¢ a
atividade enzimatica foi determinada de acordo com o item 3.2.3.4. Para este
estudo a constante de Michaellis-Menten (Km ) e a velocidade maxima ( Vmax)

foram determinadas segundo 0 sistema grafico de LINEAWER & BURK (32).

3.2.18. Estude da aclo de esterificacio pela lipase bruta de Aspergillus sp

Para o estudo de esterificagio usou-se um sistema de esterificagao
composto de ghicerol ¢ 4cido oleico na proporgdo 40:1 (p/p) e 150mg de enzima
bruta. A enzima foi adicionada ac sistema apos a homogeneizagdo prévia do
scido oleico e glicerol. O sistema foi incubado em banho maria a 40°C por 144
horas com agitagdo de 300 rpm.Foram retiradas aliquotas de 2ml nos seguintes
tempos de reagdo: Oh 2h 24h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h. Destas
aliquotas, 1mL foi dissolvido em 5SmL de acetona-etancl 1:1 (v/v) e 08 glicerideos
formados foram extraidos com ster etilico.BEm seguida foram aplicados em

cromatografia liquida de alta eficiéncia como descrito em 329,
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Isolamento e selegdo de microrganismos
4.1.1 Seleciio preliminar de microrganismos produtores de lipase

Foram isoladas 689 linhagens de fungos das diversas regides do
Brasil, e testadas quanto a capacidade de hidrolisar oleo de oliva, gordura de
cbco e gordura de leite de cabra, através da produgdo de lipase extracelular. Das
689 linhagens estudadas foram pré selecionadas as de nimero 1068, 1541, 905 ¢
1099, por apresentarem alta atividade de lipase determinada de acordo com ©
descrito em 3.2.2.

A tabela 1, indica a atividade dos extratos brutos enzimaticos das
linhagens selecionadas com relagdo aos substratos 6leo de oliva, gordura de

cbeo, e gordura de leite de cabra

TABELA 1: Selecio preliminar de microrganismos para producao de lipase

. SUBSTRATOS
N° da linhagem Oleo do oliva Gordura de cdco Gordura de leite de cabra
umoles oleico/min/ml umoles pmoles de acido
aurico/min/ml. caprilico/min/mb
505 0.007 0.010 2110
1068 - 0.140 6.320 0.236
1099 0.016 0.230 2.200
1541 0.129 6.150 0.150
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Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quatidade de
lipase que libera 1 umol de 4cido graxo por munuto de reagdo mas condigdes
descritas.

A acdo de lipase pode se dar através da clivagem das ligaghes
ésteres dos glicerideos liberando écidos graxos, glicerol, monoglicerideos,
diglicerideos ou ainda através da esterificagdo ¢ interesterificagio de oleos e

gorduras, produzindo glicerideos desejados.
4.1.2. Seleciio dos microrganismos melhores produtores de lipase

As linhagens de numeros 1068 ¢ 1099 foram selecionadas como as
melhores produtoras de lipase, dentre as quatro linhagens preliminammente
selecionadas. A linhagem de n° 1068 apresentou maior atividade de lipase na
presenga dos substratos dleo de oliva e gordura de cdco , enquanto a linhagem de
n° 1099 apresentou methor atividade no substrato gordura de leite de cabra. E
conhecido da literatura que as lipases tém diferentes especificidades frente ao
substrato, de acordo com sua origem. Assim lipases de Mucor sp € Geotrichum
sp atuam preferencialmente em triglicerideos contendo principalmente acido
oleico (dleo de oliva)entretanto as lipases de Penicillium sp apresentam melhor
atividade quando no meio de reagdo esta presente monobutirina, metil butirato ¢
Sleo de oliva.

As lipases de Aspergillus sp possuem ampla especificidade quanto
ao substrato segundo relatos citados por:

SHIPE (54), encontrou que diferentes proporgdes de acido butinco e
4cido caprilico foram liberados de misturas com concentragdes equimolares de

tributirina e tricaprilina por lipases de Aspergillus niger e Penicillium roqueforti.
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FUKUMOTO et alii {11) purificaram ¢ cristalizaram uma lipase
secretada por Aspergillus niger que hidrolisou quase que completamente
triglicerideos do dleo de oliva.

HOOVER et alli (17) estudaram as propriedades de uma lipase de
Aspergillus flavus que hidrolisou gordura de cbeo.

GARCIA et alli (12) empregaram uma lipase de Aspergillus niger
para hidrolisar substrato de manteiga emulsificado. A lipase liberou acidos graxos
de cadeia curta, acido butirico ¢ 4cidos graxos de cadeia média.

SUGIHARA et alli, (57) estudando a caracierizagio de lipases de
Aspergillus niger, testou a atividade das lipases junto a diferentes trighicerideos ¢
observou que esta hidrolisava mais facilmente substratos com 4, 8, 10 ¢ 18
atomos de carbono.

As linhagens que foram selecionadas para os estudos, atuaram em
substratos diferentes quanto ao n° de atomos de carbono. A lipase da linhagem n’
1068 atua melhor sobre substratos contendo 18 e 12 carbonos como o oleo de
oliva e gordura de cdco, lipase da linhagem n° 1099 parece agir melhor sobre
substratos contendo 8 atomos de carbono, como oS acidos graxos presentes na

gordura de leite de cabra.

4.2 Identificacie das linhagens produtoras de lipase.

As linhagens de ninero 1068 ¢ 1099 melhores produtoras de lipase,
foram identificadas como Aspergillus sp de acordo com as caracteristicas
taxondmicas descritas por RAPER & FENNELL. As caracteristicas
microscopicas estdo ilustradas nas fipuras 1A e 1B que mostram 2as

fotomicrografias dos microrganismos, com aumento de 400 vezes.
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Figura 1A - Fotomicrografia da linhagem n° 1068 de Aspergillus sp
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Figura 1B - Fotomicrografia da linhagem n° 1099 de Aspergillus sp
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As coldnias das linhagens de n° 1068 ¢ n° 1099 apresentaram
crescimento moderado em meio PDA (Potato~ Dextrose -Agar) quando incubadas
a 30°C, pigmentagdo preta para a linhagem de n° 1068 ¢ pigmenta¢do verde para
a linhagem de n° 1099.

Como pode ser verificado nas figuras 1A e 1B, o conidioforo €
composto de estipe, vesicula ligeiramente esférica {linhagem n° 1068) ndo
totalmente coberto de fidlides. Pode também ser observada a produgdo de
conidios eretos em cadeias, caracteristicas morfologicas tipicas de fungos do

género Aspergillus.

4.3. Produgcio de lipase pelas linhagens de Aspergillus sp

Foram utilizados dois processos fermentativos para produgdo de
enzima de acordo com o método descrito no ftem 3.2.4. Destes fol escolhido o
processo por fermentagao semi-solida por apresentar maior atividade lipolitica do

que a fermentacao liquida. Os resuttados estao dispostos na tabela LA

TABELA 1A: Selegio do meio de cultivo para produgdo de lipase por

- Aspergillus sp
Linhagem n’ 1068 Linhagemn’ 1099
“ipos de meios  Oleo de oliva Gordura Gordura Oleo de oliva
leite de cabra leite de cabra
anoles ac.oleico/min/mi.  wmoles 1. caprilivoinsiniml. wnoles ac. caprifico/min/mi. umales a¢. vleica mininl,
Meio semi- solido 0,140 0,230 2,200 0,016

Meio liquido 0,008 0,000 0,193 0,000
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TSUTISAKA et alli, (61) estudaram algumas propriedades de lipases
fangicas ¢ observaram que Aspergillus niger produziu lipase especialmente em
meio solido composto de farelo de trigo ¢ CaCOs

FUKUMOTO et alli, (11) selecionaram uma linhagem de
Aspergillus niger que produziu grande quantidade de lipase, quando o fungo
cresceu em farelo de trigo (ProcessKoji).

RIVERA-MUNOZ et alli, (53) na produgdo de lipases microbianas
e geragdo de “flavor”, utiiizoli;se de fermentagdo semi-solida incubando fungos
filamenfosos como Penicillium camemberti, Penicillium candidum e Mucor
miehei em farelo de trigo e solugdo de minerais obtendo alta atividade lipolitica.

OHNISHI e alli, (41) estudaram a produgdo de lipase de
Aspergillus oryzae em cultura semi-solida, e observaram que o fungo cresceu em
meio semi-solido, mas produziu pouca quantidade de lipase. Os autores
conclufram que isto pode ser o resultado da digestdo da lipase pela grande

quantidade de protease também produzida.

4.3.1.Efeito da proporcao entre farelo de trigo ¢ dgua na produgio da

enzima por fermentagio semi-solida.

O ensaio foi realizado conforme descrito no item 3.2.5.2. As figuras
2A ¢ 2B mostram as atividades relativas medidas apds 72 horas de incubagdo. A
maior atividade de lipase encontrada foi quando a relagdo agua : farelo de trigo
foi entre 50:50 a 60:40, referente a linhagem de namero 1068 e entre 30:70 a
50-50 referente a linhagem de nimero 1099,
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Figura 2A- Efeito da propor¢io entre agua e farelo de trigo no meio de
crescimento na produg¢io da enzima de Aspergillus sp- linhagem n° 1068 por

fermentacio semi-sélida.
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Figura 2B- Efeito da proporg¢io entre agua e farelo de trigo no meio de
crescimento na produ¢io da enzima de Aspergillus sp- linhagem n° 1099 por

fermentacio semi-sélida.
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4.3.2.Estudo do efeito do tempo de incubacfio para produciio de lipase.

As figuras 3A ¢ 3B mostram as atividades lipoliticas relativas
medidas ap6s incubagio 4 temperatura de 30°C, segundo item 3.2.5.3.

A maior atividade de lipase fol encontrada apoés 120 horas de
incubagio do melo para a lipase de Aspergillus sp linhagem n° 1068 e 72horas de
incubagéio para a lipase de Aspergillus sp linhagem n® 1099

Pode-se observar através do estudo comparativo das lipases de n’
1068 e n° 1099 que ha uma variagdo significativa entre o tempo de incubagido
destas 2 linhagens para produgdo de lipase. A linhagem n° 1099 produz lipase em
menos tempo que a linhagem de o 1068.

CHANDER et alli, (6) estudaram 08 fatores que afetam a produgdo
de lipase de Aspergillus wentii, e observaram que 2 produgdo maxima de lipase
foi obtida quando o fungo cresceu 3 30°C por 72 horas em meio lquido,
composto por: 2% de peptona, 0,5% extrato de fevedura, 0,5% de cloreto de

sodio, e 1% de dextrose.
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Figura 3A- Efeito do tempo de incubagio na produgio de lipase de
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4.3.3. Estudo do efeifo da temperatura de incubacfio na produgido de lipase.

A maxima produgdo de enzima, foi obtida a temperatura de 35°C e
30°C apds 72 horas de incubagfio para as lipases de Aspergillus sp linhagem n°
1068 e n° 1099 respectivamente, €M meio composto de farelo de trigo e agua na
proporgdo de 1:1. Os resultados estdo dispostos nas figuras 4A ¢ 4B.

PAL et alli (48) estudaram 2 produgdo de lipase por Aspergillus
niger em cultura submersa, € conclufram que as condigdes ideais para a produgdo
de lipase, foram obtidas com 96 horas de incubaciio a 35°C.

OHNISHI et alli (41) estudaram a produgio de lipase por
Aspergillus oryzae € concluiram que a temperatura de incubagdo para a produgao

de lipase foi de 24°C.
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4.4 Carcterizagio bioguimica das lipases brutas, produzidas pelas linhagens

nimeros 1068 e 1099 de Aspergillus sp.

As lipases brutas produzidas de acordo com o item 32.4 1 foram
utilizadas para o estudo de caracterizagiio da lipase. As lipascs brutas de
Aspergillus sp linhagem 1° 1068 foi caracterizada utilizando-se dleo de oliva
como substrato ¢ a lipase de Aspergillus sp linhagem a° 1099 foi caracterizada

utitizando-se gordura de leite de cabra como substrato.

4.4.1, Efeito do pH na atividade das enzimas

O efeito do pH na atividade enzimatica foi determinado como
descrito no iten 3.2.6.1. O pH otimo para a lipase de Aspergillus sp n° 1068 foi
5 6 enqanto gque paa @ lipase de Aspergillus sp n° 1099 foi 6,0. Os resultados
estiio dispostos nas figuras SAesSB.

SHIPE (54) estudou 2 especificidade celativa de lipases produzidas
por Penicillium rogueforii € Aspergillus niger € verificon que o pH 6timo das
envimas foi 5,055 respectivamente.

FUKUMOTO er alli (11), em seus estudos sobre lipase, verificaram
que a lipase de Aspegillus niger possuia pH 6timo de atividade em 5.6, utilizando
sleo de oliva como substrato.

A lipase produzida por Aspergillus flavus , apresentou pH atimo de

atividade em 6,2 , conforme relatado por HOOVER ef alii (17) em 1973.
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HOFELMANN erf alii (16) utilizando tributirina como substrato,
verificou que as lpases produzidas por Aspergillus niger possufam atividade
méaxima em pH entre 5 a 6.

| GARCIA et alii (12) estudaram lipase de Aspergillus niger que
hidrotisou substrato de manteiga. As andlises em HPLC, mostraram que acidos
graxos de cadeia curta foram preferencialmente hidrolisados a pH 5,0

TOROSSIAN & BELL (59) caracterizaram uma lipase acido
resistente de Aspergillus niger € encontraram pH 6timo de atividade na faixa de
44a35,3.

As lipases das linhagens de Aspergiilus sp, apresentaram pH Stimo

dentro da faixa 4cida de pH, como as lipases relatadas na literatura do género

Aspergillus.
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4.4.2. Efeito do pH na estabilidade da enzimas

O estudo do efeito do pH na estabilidade das enzimas foi realizado
como descrito no item 3.2.6.2.

As figuras 6A e 6B mostram o efeito do pH na estabilidade das
enzimas. As lipases de Aspergillus sp linhagem n° 1068 apresentou-se mais
estavel na faixa de pH 4.8 a 6,8, sendo inativada a pH inferiores a 4,5 ou
superiores a 7,0, enquanto que a linhagem de n® 1099 apresentou-se mais estavel
na faixa de 4,0 a 6,2, sendo mativada a pH inferiores a 3,6 ou superiores 6,5 apos
24 horas de incubacéo a temperatura ambiente.

FUKUMOTO et alii (11) analisaram as propriedades da lipase
cristalizada de Aspergillus niger apresentando estabilidade na faixa de pH 2,2 a

6.8, ap6s tratamento por 24 horas a 30°C.
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4.4.3. Efeito da temperatura na atividade das enzimas

O estudo do efeito da temperatura na atividade das enzimas, foi

realizado conforme descrito no item 3 263,

As figuras 7A e 7B apresentam 08 resultados obtidos. As
temperaturas Otimas das lipases de Aspergillus sp foram 40°C e 50°C para a5
linhagens de nimero 1 068 e 1099 respectivamente.

SHIPE, (54) determinou a temperatura Otima das lipases de
Penicillium roqueforti € Aspergillus niger € encontrou ser de 30 a 35°C para
lipase de Penicillium roqueforti e 35 a 40°C para a lipase de Aspergillus niger.

A lipase de Aspergillus niger estudada por FUKUMOTO ef alii (11}
apresentou temperatura stima de 25°C a pH 5.,6.

SUGIHARA et alli (57), purificaram ¢ caracterizaram lipase de
Aspergillus niger. A temperatura otima foi de 30°C em pH 5.0,

GARCIA et alii (12), descreveram que a temperatura otima para a
atnagdo da lipase de Aspergillus niger foi de 35°C

A lipase de Aspergillus sp linhagem n° 1099 apresentou temperatura
ftima um pouco acima das relatadas por SHIPE (54), FUKUMOTO (11)
SUGIHARA (57) & GARCIA et alii(12). ‘
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4.4.4. Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas

O estudo do efeito da temperatura na estabilidade das enzimas foi
realizado conforme descrito no item 37.6.4. A lipase de Aspergillus sp de n°
1068, como demostra a figura 8A e 8B, apresentou pouca estabilidade térmica,
enquanto que a lipase de Aspergillus sp de n° 1099, reteve 60% de atividade
quando tratada a temperatura de 50°C por 1 hora.

A lipase de Aspergillus niger descrita por FUKUMOTO et alii (11)
ndo resistiu ao tratamento de 50°C por 15 minutos.

HOFELMANN et dalii, (16) caracterizaram lipase de Aspergillus
niger ¢ encontraram duas lipases apds O processo de purificagdo. Tanto a lipase i,
como a lipase I, foram estaveis 2 temperatura abaixo de 40°C, mas perderam
40% de sua atividade apos 10 minutos de incubagdo a 60°C ¢ ndo resistiram a
temperatura de 80°C.

A lipase de Aspergillus niger estudada por LINFIELD ef alif (33)
foi completamente sensivel ao calor, sendo inativada a 52°C

A lipase da linhagem de Aspergillus sp o° 1099 apresentou maior

estabilidade térmica que a lipase da linhagem de Aspergillus sp n° 1068,
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4.5. Estudo de composicio de meio para fermuntagio Hyulda

A figura 9 mostra 08 resultados do estudo de composigio de meio
para fermentagio liquida, Dentre os meios citados no frem 3.2.14, as melhores
composigdes foram as de nimero 3, 5, 8 ¢ 9, sendo que a de nimero 9 que
continha 2% de Oleo de mamona, 4% de Peptona, 0,1% de KHLPO, 0,1% de
NaCl, 0,02% de MpSO04.THO e 0,05% de extrato de levedura pH 7,0 foi a
methor composigdo enire as estudadag para a produgdo de lipase da linhagem n”
1068.

Ohserva-se na composigdo deste meio a presenca de dleo de
mamona como principal fonte de carbono € peptona como fonte de nitrogénio
orgamco. A combinagio destes dois componentes nas concentraghes utilizadas,
mostraram ser eficientes na produgao de lipase por fermentacao liquida para a
linhagem n°1068.

YAMAMOTO et alli (63) estudaram algumas propricdades da
lipase de Pseudomonas sp. A bactéria produziu lipase em meio composto por 2%
de &leo de mamona, 4% de poelipeptona, 0,1% de KH,PO4, 0,02% MgSQO, 7H, O,
0,05% de extrato de levedura e 0,1% de NaClL

EITENMILLER e alii (9) estudaram 08 futores que afetam 2
produgo de lipase de Penicillium roqueforti. A lipase de Penicillium roguefortl,
produzic maxima quantidade de lipase, quando o fungo cresceu em 0.5%
casitone, 1% caldo proflo.Os resultados indicaram, que a lipase de Penicillium
roqueforti Tequeren uma fonte organica complexa de pitrogénio parn MAXINA

produgio de lipase.
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TSUJISAKA et alii (61) compararam as propriedades de hpases
fimpicas produzidas por Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Geolrichum
candidum e Penicillium cyclopium. Enquanto Aspergillus niger produziu lipase
em meio semi-solido, os outros 3 fungos produziram grande quantidade de lipase
em meio semi-liquido. Este meio tinha como caracteristica alta concentragio de
nitrogénio ¢ certa quantidade de fonte de carbono.

As condigBes otimas de cultura e a infuéneia de fatores nutricionais
em culturas submersas de Aspergillus niger, foram descritas por PAL ef alli, (48)
que relataram a importancia da fonte rica em nitrogénio orgnico na produglo de
lipase.

STAJER & MALESZEWSKA (58) otimizaram um meio para a
produgio de lipase extracelular de Penicillium citrinum contendo 5% peptona
como fonte de nitrogénio e 2% de amido como fonte de carbono.

OKEKE & OKOLO (42) estudaram as condigles necessdnas para
produgdo de lipases, por Acremonium strictum. Xilose foi a mais efetiva fonte de
carbono para a atividade lipolitica deste microrganismo.

ESPINOSA et alii (10) estudaram alguns efeitos nutricionais no
meio de cultura que afetam a produgdo de lipase de Rhizopus delemar. Dextrma
foi a melhor fonte de carbono, quando usada ao nivel de 1% e extrato de levedura
foi a methor fonte de nitrogénio na produgéo de lipase.

OHNISHI et alii (41) estudaram a produgdo, isolamento e
purificagiio da lipase de Aspergillus oryzae ¢ concluiram que a lipase deste
microrganismo, produziu grande guantidade de lipase em meio liquido composto
de: 2% glucose, 1% extrato de levedura ¢ 2% de polipeptona.

As composi¢des de meio estudadas para a produgéo de lipase por
fermentagdo Hquida , se mostraram pouco eficientes para a linhagem de

Aspergillus sp, inhagem n° 1099,

6%



100

60 |

40 |

% de Atividade Relativa

20 |

meio 3 meio 5 meio 8 meio 9
meio de cultura

Figura 9. Composicdo de meios para fermenta¢io liquida da linhagem n°

1068

4.5.1.Efeito da presenga de éleos e gorduras como indutores de producio de

lipase por fermentacio liquida

A presenga de 6leos e gorduras como indutores na produgao de
lipase, foram testados em meio liquido composto de: 4% de polipeptona, 0,1% de
KH,PO,, 0,02% MgS0, 7H,0, 0,05% de extrato de levedura e 0,1% de NaCl e
alguns 6leos como oliva, mamona e gordura de cdco na concentragdo de 2%. As
figuras 10A e 10B trazem os resultados obtidos.

O melhor indutor foi gordura de coco para a lipase de Aspergillus sp

n°1068 e dleo de mamona para a linhagem de n° 1099
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PAL et alii (48) descreveram as condigdes otimas de cultura, € a
influéneia de fatores nutricionais na producao de lipase em culturas submersas de
Aspergillus niger. Os autores conclufram que gordura de manteiga e 6leo de oliva
quando acrescentados ao meio de fermentagdo, methorou o crescimento celular €
a produgdo da enzima.

A influéncia de diferentes triglicerideos sobre a inducdo da lipase de
Mucor hiemalis fol também estudada por AKHTAR er alii (1). Os fungos
cresceram em meto contendo peptona, minerais, glucose, oleo de oliva, gordura
de cBco e dleo de mostarda como fonte de carbono. Dos triglicerideos testados, 0
sleo de oliva foi o melhor indutor de lipase.

NAIR & BONE, (40) estudaram a produgdo de lipase de Aspergillus
foetidus em fermentadores ¢ investigaram as condigdes otimas de cultura em
meio liquido. O meio de crescimento para produgdo maxima de lipase por
Aspergillus foetidus apresentou 294 de oOleo de oliva e 0,5% de sacarose.
Observaram tambeém que na quséneia de oleo de oliva no meio fermentativo,
muito baixa atividade enzimatica foi observada.

YAMAMOTO et alii, (63) estudaram as propriedades da lipase de
Pseudomonas sp na hidrélise do oleo de mamona. Tanto o 6leo de oliva quanto 0
de mamona estavam presentes no meio de cultivo, porém o dleo de oliva fo1 o

mais efetivo para a produgdo de lipase.

A importancia deste experimento esta em mostrar os efeitos de Oleos e
gorduras sobre a indugdo na produgdo de lipase em meio liquido. Gordura de
chco parece induzir intensamente a produgdo de lipase de Aspergillus sp n® 1068

no meio liquido estudado ¢ Sleo de mamona em menor graw, a lipase de

Aspergillus sp n® 1099.
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4.6. Producio e purificaciio parcial da lipase de Aspergillus sp linhagem n’°

1068

4.6.1. Producdo de lipase

A produgdio de lipase foi realizada utilizando-se fermentagdo semi
sélida como descrito no item 3.2.4. Apés a obtengdo da lipase bruta, a atividade

enzimatica foi determinada como no item 3.2.3 4., obtendo-se 6377 unidades de

atividade.

4.6.2. Purificacio da lipase
A purificagio da hpase £ realizada de acordo com o método

descrito no item 3.2.15.

O fluxograma de purificagdo da lipase esta descrito na figura 11
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FERMENTACAO EM MEIO SEML-SOLIDO
. 2
EXTRACAO DA LIPASE EM MEIO AQUOSO
1
OBTENCAQ DO FILTRADO
\
FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO
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CENTRIFUGACAO
4
OBTENCAO DO PRECIPITADO
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v
LIPASE PARCIALMENTE PURIFICADA

Figura 11-Fluxograma de produgiio ¢ purificacio parcial de lipase de

Aspergillus sp
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No fracionamento da preparagdo bruta de lipase em coluna DEAE-
Celulose equilibrada com tampéo fosfato de potassio 0,01M, pH 80, a enzima
adsorvida na resina foi cluida em duas frages com tampdo fosfato de potassio
0,01M, pH 8.0 contendo 0,4M de NaCl e 0,5M de Na(l respectivamente. A
figura 12 ilustra 0 fracionamento da lipase ¢ mostra duas fragoes (1 e 1l ) com
atividade lipolitica em 0,4M e 0,5M de NaCl. A punficagdo esta sumarizada na
tabela 2. A enzima foi purificada 1,5 vezes apos fracionamento com sulfato de
aménio. Apos a cromatografia em coluna de DEAE - Celulose, a lipase foi
purificada 2,8 para a Flel8 vezesparak 1L

| FUKUMOTO et alii, (11) purificaram ¢© cristalizaram uma lipase
secretada por Aspergillus niger produzida por fermentagao semi-solida em farelo
de trigo e CaCO3.0 extrato bruto fot precipitado com sulfato de amonio e
reprecipitado com acetona, seguido de tratamento scido ¢ precipitagdo por
acrinol. Por ultimo, 0 extrato foi aplicado em cromatografia de troca idnica
obtendo-se a lipasé pura e cristalina. Os autores vertficaram na eletroforese uma
fnica banda de proteina.

HOOVER et alii, (17) purificaram a lipase de Aspergillus flavus por
precipitagio com sulfato de amonio € cromatografia, utilizando DEAE- celulose €
Sephadex G-200. Trés fragdes ativas foram obtidas da primeira separagdo,
reunidas e dialisadas, € pot fim, aplicadas em Sephadex G-200. A lipase de
Aspergillus flavus, Do final do processo de purificagdo apresentou 8.4 unidades
de atividade total e fot puriﬁcada 109 vezes.

HOFELMANN et alii, (16) purificaram uma lipase de Aspergillus
niger. A solugdo de enzima bruta, foi purificada por cromatografia de troca 1onica
em coluna de DEAE trisacril M. Foram obtidas duas fracdes FI ¢ FII com

diferentes pesos moleculares, que foram recromatografadas por filtracdio em gel,
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com resina Sephadex G50 e cromatografia hidrofobica phenilsepharose CL-4B.
Ap6s procedimentos de purificagdo duas lipases foram obtidas, com pontos

isoelétricos de 4 e 3,5 respectivamente.
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0 . L i L | L L . L | L L . . | L L . L I s . A . 0
0 100 200 300 400 500

numero de fragdo
Figura 12- Cromatografia de lipase de Aspergillus sp em coluna de DEAE-

Celulose
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4.7. Caracterizacio da lipase parcialmente purificada.

As caracteristicas bioquimicas da lipase produzida pela linhagem n°
1068 de Aspergillus sp foram determinadas como descrito 1o item 3.2.17.

utilizando-se o substrato sintético p-nitrofenil-laurato(PNPL).

4.7.1 Efeito do pH na atividade da enzima

O efeito do pH na atividade enzimatica foi determinado de acordo
com o método descrito no ftem 3.2, 17.1.

A figura 13 mostra que as fracdes puras L e 1l de Aspergillus sp o°
1068 apresentaram Otima atividade em pH 5,6 em tampdo acetato 0,05M.

A lipase purificada de Penicillium cyclopium estudada por ISOBE et
alii, (19) fo caracterizada utilizando PNPL no meio de reagdo para medida de
atividade enzimatica. Os autores conclufram que a enzima mostrou maxima
atividade em pH 6,0 em tampao fosfato de potassio.

As enzimas de Aspergillus niger estudadas por SHIPE (54),
FUKUMOTO et alii (11), HOFELMANN et alii (16), TOROSSIAN & BELL
(60), SUGIHARA ¢! alii (57), apresentaram pH stimo de atividade em 3,5 ,5,6 5-
6, 4.4-5,5 € 4,5-5.5, respectivamente. A lipase produzida por Aspergillus flavus,
descrita por HOOVER é&f alii (17) apresentou pH otimo de atividade em 6.2.
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Figura 13-Efeito do pH na atividade da lipase parcialmente purificada de

Aspergillus sp-linhagem n° 1068
4.7.2. Efeito do pH na estabilidade da enzima

O estudo da influéncia do pH na estabilidade enzimatica foi

realizado de acordo com o item 3.2.17.2.
A figura 14 ilustra o efeito do pH na estabilidade da enzima. As

fragdes I e II, apresentaram-se mais estaveis na faixa de pH entre 5 a 7, sendo
inativada a pH inferiores a 5 apos 24 horas de incubagdo a P,

Lipases produzidas por Aspergillus niger, estudadas por
FUKUMOTO et alii (11) apresentaram pH de estabilidade na faixa de22a68
apos tratamento por 24 horas a 30°C.

A lipase de Penicillium cyclopium, caracterizada por ISOBE et alii
(19) apresentaram estabilidade em pH na faixa de 4,5 a 6,0 apos incubagdo a
37°C por 30 minutos.

IWAI & TSUJISAKA (21) estudaram a purificagdo e as

propriedades de 3 tipos de lipases de Rhizopus delemar. A lipase A ¢ estavel em

78



torno de pH 3,0 a 8,0 enquanto lipases B e C foram estaveis em torno de pH 4 a

L
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Figura 14- Efeito do pH na estabilidade da lipase parcialmente purificada

de Aspergillus sp- linhagem n°1068

4.7.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima.

O efeito da temperatura na atividade da lipase foi determinado de
acordo com o método descrito no item 3.2.17.3. A figura 15 mostra que a lipase
de Aspergillus sp n° 1068 pacialmente purificada apresentou temperatura otima a
37°C.

ISOBE et alii (19) caracterizaram a lipase de Penicillium cyclopium

em substrato sintético PNPL e encontraram que a lipase apresentou temperatura

6tima a 40°C .
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Figura 15- Efeito da temperatura na atividade da lipase parcialmente

purificada de Aspergillus sp- linhagem n°1068

4.7.4. Estabilidade térmica da enzima

O estudo referente ao efeito da temperatura na estabilidade da lipase
foi realizado de acordo com as condigdes descritas no item 3.2.17.4. A figura 16
ilustra os resultados obtidos. Quando a lipase purificada de Aspergillus sp foi
tratada nas temperaturas de 25°C, 30°C, 37°C, 40°C, 50°C e 60°C, verificou-se
que a fragdes parcialmente puras retiveram mais de 80% de atividade quando
tratadas a 50°C por 1 hora.

Dentre as lipases fingicas descritas por TSUJISAKA et alii, (61) as
lipases produzidas por Aspergillus niger e Rhizopus delemar, Geotrichum
candidum e Penicillium cyclopim, apresentaram termoestabilidade a 50, 65, 45-

50, e 40°C respectivamente, quando tratadas por 15 minutos em pH 5.6.
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As propriedades de 3 tipos de lipases de Rhizopus delemar foram
descritas por IWAI & TSUJISAKA (21). A lipase B e C purificada foram

estaveis abaixo de 45°C, enquanto que a lipase A foi estavel at€¢ 60°C
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Figura 16- Efeito da temperatura na estabilidade da lipase parcialmente

purificada de Aspergillus sp- linhagem n° 1068
4.7.5. Efeito da concentracio do substrato na atividade enzimatica

O efeito da concentragdo do substrato PNPL na atividade de lipase
de Aspergillus sp n° 1068 foi determinado de acordo com as condigdes descritas
no item 3.2.17.5. Os resultados estdo ilustrados respectivamente nas figuras 17A
e 17B. A constante de Michaelis-Mentem (Km) e a velocidade maxima (Vmax)
foram determinadas de acordo com o sistema grafico de LINEAWER & BURK
(32), obtendo-se os valores de Km 0,092 mmoles ¢ Vmax 56,98 umoles de

paranitrofenol/min/mg de proteina para o substrato paranitrofenil-laurato para
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fragio 1 e Km 0,16mmoles & Vmax 52,11 umoles de paranitrofenol/min/mg para
a fragfo IL.

HOOVER et alii, (17) no estudo das propriedades da lipase fiingica
que hidrolisou 6leo de cbeo, determinou Km em trilaurina ¢ tributirina

encontrando 9,09x10” ¢ 1,43x10” M respectivamente.

Vettymoles paranitrofenol fminmng proteina)
=
3]
th

L

-1 {umaies)

Figura 17A- Efeito da concenfracio do substrato p-nitrofenil-laurato na

atividade de lipase para F L
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Figura 17B- Efeito da concentraciio do substrato p-nitrofenil-laurato na

atividade de lipase para F 1L
4.7.6 Hidrolise de glicerideos peia lipase de Aspergillus sp

A hidrdlise de glicerideos pelas lipases de Aspergillus sp n° 1068 e
a® 1099 foi realizada de acordo com © método deserito no item 3.2.7, 328 ¢
329, A figura 18A mostra a acdo da lipase sobre os diferentes trglicerideos
testados. A enzima apresentou methor atividade em gordura de coco, dleo de

oliva e gordura de leite de cabra em ordem decrescente.
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Figura 18A Aciio da lipase de Aspergillus sp linhagem n°1068 sobre

triglicerideos
Por outro lado a lipase de Aspergillus sp n° 1099 apresentou

melhor atividade em gordura de leite de cabra,gordura de coco e oleo de oliva na

mesma ordem, como ilustra a figura 18B.
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Figura 18B- Acdio da lipase de Aspergillus sp linhagem n® 1099 sobre

triglicerideos

A atividade hidrolitica da lipase depende da estrutura do acido graxo
e do alcool no substrato. A diferenca na extensdo da hidrolise de varios
triglicerideos sintéticos e naturais pode ser atribuida somente a contribuigdo de
acidos graxos. A especificidade das lipases de alguns microrganismos parece
estar relacionada a posigdo do acido graxo no triglicerideo e em outros casos ao
proprio acido graxo e seu grau de insaturagéo.

A lipase de Aspergillus niger estudada por FUKUMOTO et alii (11)
hidrolisou completamente o dleo de oliva, este fato indicou que a enzima pode
atacar ndo somente a ligagdo do éster primario no triglicerideo, mas também a
posi¢do secundaria.

HOOVER et alii (17) isolaram uma linhagem de Aspergillus flavus

que hidrolisou 6leo de cdco, com a liberagdo de 4cidos graxos livres. Os acidos
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graxos de cadeia curta dos triglicerideos foram hidrolisados mais rapidamente
que os de cadeia longa.

A lipase produzida por Mucor hiemalis, foi estudada por AKHTAR
et alii (1). Os autores concluiram que a lipase foi mais ativa em triglicerideo de
6leo de coco.O o6leo emulsificado ndo interferiu na especificidade.

A lipase de Aspergillus niger caracterizada parcialmente por
GARCIA et alii, (12) hidolisou substrato de manteiga emulsionado. Os acidos
graxos de cadeia curta foram liberados como produto de hidrolise.

A figura 18C mostra a porcentagem de hidrolise dos substratos 6leo
de oliva, monoleina comercial e gordura de c6co, demonstrando que a lipase de
Aspergillus sp hidrolisou em ordem crescente, dleo de oliva, monoleina e

gordura de coco.
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Figura 18C- Efeito do tempo de reaciio na hidrélise enzimatica por lipase de

Aspergillus sp- linhagem n° 1068
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A lipase bruta de Aspergillus sp 1° 1068 hidrolisou em 40 h de
reacdo o trighicerideo de gordura de cOco. A maxima porcentagem de hidrolise
foi de 69%, em 120 h de reagdo. O grau de hidrolise da mesma lipase foi mator
em monoleina quando comparado ao substrato Sleo de oliva. Em 48 h de reagio,
a lipase hidrolisou 44% de monoleina e apenas 29% em oleo de oliva.

LINFIELD et alii (33) estudaram a cinética de hidrdlise em banha,
gordura de cdco e oOleo de oliva, utilizando as lipases de Candida rugosa,
Aspergillus niger € Rhizopus arhizus. As duas primeiras lipases foram capazes

de hidrolisar todos os trés substratos em 72 h.

A figura 18D ilustra a Cromatografia em Camada Delgada (TLC)
dos produtos da hidrélise de gordura de cbco por agdo da lipase bruta de
Aspergillus sp n° 1068, indicando que nos estagios inicials da hidrolise ha
formagiio de dois tipos de monoglicerideos diglicerideos. A produgfo de acido

oleico aumentou progressivamente ate 120 h de reagéo.
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Figura 18D- Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos produtos da

hidrélise de gordura de céco por agio da lipase bruta de Aspergillus sp n°
1068

TO - Trioleina

AO - Acido oleico

1,3- DO - (1,3) Dioleina
1- MO- (1)Monoleina
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A figura 18E ilustra 2 Cromatografia em Camada Delgada (TLC)
dos produtos da hidrélise de oleo de oliva pela lipase de Aspergillus sp n° 1068,
indicando a formagdo inicial de monoglicerideos ¢ dois tipos de diglicerideos. A

hidrolise apés 96 horas mostrou um aumento na concentragio final de 4cido

oleico.
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Figura 18E-Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos produtos da
hidrolise de 6leo de oliva pela lipase de Aspergillus sp n° 1068

TO - Trioleina

AO - Acido oleico

1,3- DO - (1,3) Dioleina
1-MO-(1)Monoleina



TAHOUN et alii, (59) estudaram uma lipase intracelular de
Aspergillus niger. Os autores observaram apos, 15 min de hidrolise de
trighicerideos de gordura de leite, 9,5% de monoglicerideos ¢ 13,8% de
diglicerideos como produtos finais. A produgdo maxima de scidos graxos livres
foi detectada apos 30 min de reagdo.

TOROSSIAN & BELL, (60) obtiveram como produtos da hidrolise
da lipase de Aspegillus niger, acido oleico, 1,2-dioleina, I-monoleina ¢ 2-
monoleina. A lipase de 4. niger segundo os autores é especifica e hidrolisa as
ligagOes ésteres dos triglicerideos nas posigdes 1 € 3.

ALFORD & PIERCE, (2) mediram a atividade lipolitica de hnhagem
como Pseudomonas fragi, Staphylococcus aureus, Geotrichum candidum,
Candida lipolytica, Penicillium roquerforti ¢ Penicillium sp, em emulsdes de
dleo de cdeo, oleo de mitho e toucinho. Os autores relataram que 0 dleo de cdeo,
foi o primeiro a ser hidrolisado dentre 03 trés substratos para todas as lipases e
encontraram  diferencas béasicas entre as lipases microbinas de diferentes
origens Estas enzimas foram ativas a baixas temperaturas, € sua atividade fot

determinada pelo tipo e posigdo do acido graxo no triglicerideo.

4.7.6.1 Estudo da especificidade da enzima bruta de Aspergillus sp linhagem
n® 1068

O estudo da especificidade da lipase de Aspergillus sp, linhagem n°
1068 foi realizado através de padrdes de trioleina e monoleina de acordo com o
descrito no item 3.2.11. A lipase mostrou ser mais ativa sobre monoleina do que

sobre trioleina. A figura 19 lustra os resultados obtidos.
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A lipase de Penicillium cyclopium MI, foi considerada por
OKUMURA et alii (46) uma hidrolase parcial glicerideo, baseada na
especificidade do substrato. A enzima foi mais especifica para glicerideos
parciais do que para triglicerideos. Monoglicerideos contendo acidos graxos de
cadeia média, especialmente monocaprilina, monocaprina, monolaurina, e

monoleina, foram mais rapidamente hidrolisados do que triglicerideos de mesma

cadeia.
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Figura 19- Acio da lipase de Aspergillus sp, linhagem n° 1068 sobre os

substratos trioleina e monoleina.
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4.8 Determinacio de carboidratos totais presentes na lipase de Aspergillus

sp linhagem n° 1068

O teor de carboidratos totais presentes na lipase parcialmente
purificada de Aspergillus sp n° 1068 foi determinado pelo método fenol-acido
sulfiirico (8) de acordo com o item 3.2.12. Os contetidos de carboidratos totais
encontrados foram 5% e 7.8% para a fragdo I e 1l respectivamente. As lipases
relatadas na literatura possuem carboidratos em sua composigdo, com contendo
variavel como indicam os seguintes relatos:

[ISHIHARA e alii (18) encontraram o teor de 2,6% de carboidratos
na lipase purificada de Mucor javanicus.

SUGIHARA e alii (57) encontraram o teor de 7,0% de carboidratos
na lipase purificada de Aspergillus niger.

HOFELMANN et alii, (16) obtiveram duas fragdes purificadas de
Aspergillus niger encontrando 6,0 € 9,0% respectivamente de carboidratos totais.

PASTORE & PARK (50), no estudo de produgdo e caracterizagdo
bioquimica de lipase microbiana enconfraram O conteddo de 7,75% de

carboidratos totais na lipase de Trichoderma sp
4.9 Estude da aciio de esterificagiio pela lipase de Aspergillus sp n° 1068

O estudo da producdo de ésteres através da esterificagdo de acido
oleico e glicerol foi realizado utilizando-se lipase de dspergillus sp n® 1068 de

acordo com o item 3.2.18
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A figura 20A mostra a composigdo percentual dos glicerideos
formados por esterificagdo enzimatica. Através da figura observa-se que 100% de

monoleina é formada ap6s 24 horas de reagdo e 83% de dioleina ¢ formada apos

48 horas de reagao.
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Figura 20A- Composicio percentual dos glicerideos formados por

esterificacio enzimatica

sistema de reacgiio composto de glicerol: acido oleico na proporcao 40:1(v/p)

A figura 20B mostra o cromatograma em Camada Delgada,
indicando curso da reagdo de esterificagdo enzimatica do acido oleico com
glicerol pela lipase de Aspergillus sp linhagem n° 1068. Através da figura pode-
se observar o consumo de acido graxo e consequentemente a formagdo de
monoleina, dioleina e uma pequena fragdo de trioleina ap6s 72 horas de reagdo.
Os resultados estdo de acordo com TSUJISAKA et alii, (62) que estudaram as
melhores condigdes para sintese de glicerideos por quatro tipos de lipases
microbianas obtidas de Aspergillus niger NRRL, Rhizopus delemar ATCC,
Geotrichum candidum ATCC e Penicillium cyclopium ATCC. Os autores

detectaram como produtos de reagdo 1( 3)monoleina e 1,3 dioleina para as
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enzimas de Aspergillus niger € Rhizopus delemar nos estagios iniciais da reago,
quando foi utilizado acido oleico como substrato. Apés longo periodo de

tempo,pequena quantidade de 1,2 { 2,3) dioleina e trioleina foram detectados.
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Figura 20B- Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos produtos de

esterificacao.

Sistema composto de glicerol:icido oléico na propor¢io 40:1 (v/p)
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OKUMURA et alii, (47) estudaram 0 efeito da agdo reversa na
hidrolise de triglicerideo. Foram utilizadas lipases purificadas de Aspergillus
niger, Rhizopus delemar, Geotrchum candidum e Penicillium cyclopium. Os
autores concluiram que embora lipase de Aspergillus niger nao hidrolisou a
ligagdo ester na posigdo 2 do triglicerideo, a hidrolise procedeu gradualmente
acima de 70%. Isto explicou o fato da lipase de Aspergillus niger ndo set tdo
ativa na reagdo de estenficacdo.

LINFIELD er alii, (33) estudaram a esterificagdo do acido oleico
com glicerol pelas lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger € Rhizopus
arvhizus. Os autores concluiram que C. rugosa € A niger apresentaram
resultados semethantes enfre si. A esterificagdo foi lenta € somente apds 6
semanas de reagdo 80% dos grupos hidroxilas foram esterificados. A analise em
cromatografia delgada apos este periodo de tempo mostrou 1,4% de

monoglicerideos, 19,8% de diglicerideos, 43,6% de trighicerideos ¢ 35,3% de
scidos graxos .
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5. CONCLUSOES

1- Das 689 linhagens isoladas ¢ testadas, as linhagens n® 1068 ¢ n® 1099 foram
selecionadas por apresentarem maior atividade de lipase e atividade lipolitica
diferenciada quanto ao substrato. Estas linhagens foram identificadas como

Aspergillus sp.

2- As lipases de Aspergillus sp n° 1068 ¢ n° 1099 produzem lipase extracelular e
hidrolisam preferencialmente ésteres de acidos graxos de cadeia média-longa

(C12- C18) e cadera curta (C8) respectivamente

3- A produgdo maxima de enzima foi obtida por fermentagdo semi- solida em
meio de cultivo composto de farelo de frigo ¢ agua na proporgdo de 1:1 (p/p). O
acréscimo de cloreto de calcio ao meio de cultivo ¢ solugdo de minerats 1ndo

aumentaram a produgdio de lipase.

4- A Yipase bruta de Aspergilius sp linhagen n® 1068, apresentou atividade otima
em pH 5,6 em oleo de oliva, sendo estavel na faixa de pH entre 5,0-7.0. A
temperatura otima foi de 40°C. A lipase de Aspergillus sp linhagem n°1068
apresentou baixa estabilidade térmica. A lipase bruta de Aspergillus sp limhagem
n°1099 apresentou atividade Otima em pH 6,0 em pordura de leite de cabra,
sendo estdvel na faixa de pH entre 4,0-6,2. A temperatura otima foi de 50°C.
Quanto 2 estabilidade, a lipase de Aspergillus sp linhagem n°1099 apreseniou-se

estavel em temperatura inferiores a 50°C por 1 hora.

5. A methor composigiio de meio para fermentagdo Hquida foi dada por 2% de
sleo de mamona, 4% de polipeptona, 0,1% de KH,PO,, 0,1% de NaCl, 0,02% de
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MgSO..THO e 0,05% de extrato de levedura para a linhagem n° 1068, Para
linhagem n® 1099 nenhuma composi¢do testada mostrou ser eficiente para

produgio de lipase por fermentagfio liquida.

6- Verificou-se que, gordura de cbco foi o melhor indutor para a produgdo de
lipase de Aspergillus sp linhagem n°1068 por fermentacfio lquida e Sleo de

mamona foi para a lipase de Aspergillus sp linhagem n°1099.

7- A lipase bruta de Aspergillus sp n°1068 foi purificada em DEAE-Celulose
obtendo-se duas fracSes com caracteristicas bioquimicas semelhantes. O pH ¢
temperatura 6tima foram 5,6 ¢ 37°C. Apresentaram estabilidade na faixa de pH
5,0.7.0 e foram estiveis a temperaturas inferiores a 50°C por 60 minutos em

substrato p- mitrofent}- laurato.
8- Os valores de Km ¢ Vmax encontrados em PNPL para fragdo | foram : 0,092

mmol e 56,98 umol de p-nitrofenol/min/mg de proteina e para a fragfo I1: 0,16

mmol € 52,11 umol de p-mitrofenol/min/mg de proteina.

9- A lipase de Aspergillus sp n°1068 esterifica o acido oleico, produzindo nas

primeiras horas de reagdo monoleina, dioleina e ao longo da reaglo tricleina,
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