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Diversas pesquisas estudaram a tecnologia de modificacdo dos 0leos e gorduras e a obtencao de
concentrados de acidos graxos poli-insaturados que beneficiam a salude humana. As lipases sdo
enzimas que catalisam a hidrolise parcial ou total destes triacilglicerdis (TAGs) produzindo acidos
graxos livres (AGLs), diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG) e glicerol. Neste trabalho,
enzimas comerciais imobilizadas foram utilizadas para a hidrolise do 6leo de girassol. As lipases
foram caracterizadas quanto a sua espeficidade em relacdo a diferentes p-nitrofenil ésteres. As
condicOes da hidrolise enzimética do 6leo de girassol foram: proporcdo molar de agua:oleo (6:1);
carga da lipase de 1% (p/p) em relacdo ao 6leo; temperatura de 50°C e agitacdo de 150 rpm.
Monitorou-se a hidrdlise durante 4,5 horas através da retirada de aliquotas de 1% do volume
reacional. Os acidos graxos livres foram quantificados em titulador automatico com NaOH 0,05 N.
Os melhores resultados do rendimento da hidrélise foram obtidos com a enzima imobilizada
comercial de Thermomyces lanuginosus e nas misturas enzimaticas em que essa enzima estava
presente.

1. INTRODUCAO

Os acidos graxos poli-insaturados (AGPls) sdo essenciais, pois ndo podem ser sintetizados pelo
organismo humano devendo ser fornecidos através da dieta (Feltes et al., 2013). A hidrdlise
enzimatica de dleos vegetais pode fornecer um concentrado de AGPIs. A hidrélise completa dos
triglicerideos ira produzir dcidos graxos e glicerol. Estes acidos graxos encontram vdrias aplicagdes,
tais como fabricacdo de sabdes, agentes tensoativos e detergentes, e na industria alimentar. Como
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os 6leos sdo substratos muito heterogéneos, a alta especificidade e seletividade das lipases que
serdo utilizadas na reacdo de hidrdlise vai resultar em produtos de melhor qualidade (Gutiérrez-
Ayesta et al., 2007).

As lipases sdo enzimas hidroliticas, que em ambientes aquo-restritos sdo capazes de catalisar
diversas reacGes como esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo (Sharma et al., 2001).
Para decidir sua aplicacao final, primeiramente é necessario conhecer a especificidade das lipases.
As lipases microbianas podem ser classificadas em trés grupos: especifica em relacdo a posicao 1,3
do 4cido graxo no triglicerideo, ndo-especifica ou especifica em relacdo ao tamanho da cadeia do
acido graxo. As lipases acido graxo especificas sdo aquelas que catalisam a hidrdlise de tipos
especificos de grupos acilas nas moléculas de TAG.

As lipases de Thermomyces lanuginosus (TLL), Rhizomucor miehei (RML) tém sido amplamente
pesquisadas em biocatdlise e elas sdo atualmente comercializadas na sua forma soluvel e
imobilizada em suportes hidrofilicos. Recentemente, o uso destas duas lipases foi revisto para as
suas principais caracteristicas e aplicagGes e, ao mesmo tempo, reconhecidas como lipases 1,3-
especificas (Fernandez-Lafuente, 2010; Rodrigues e Fernandez-Lafuente, 2010). J& a lipase
Novozym-435, uma das mais utilizadas industrialmente, é uma lipase B de Candida antarctica
(CALB) imobilizada em resina acrilica macroporosa. Ela é conhecida por ser uma lipase ndo
especifica em relacdo a posicdo do acido graxo (Poojari et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a especificidade de enzimas comerciais imobilizadas e o efeito
das suas combinacdes na obtencdo de concentrados de acidos graxos poli-insaturados por hidrélise
enzimatica do dleo de girassol.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Enzimas Comerciais

As enzimas imobilizadas comerciais de Thermomyces lanuginosus (TL), de Candida antarctica (435)
e de Rhizomucor miehei (RML) foram gentilmente cedidas pela empresa Novozymes.

2.2. Hidrélise Enzimatica do Oleo de Girassol

A hidrélise enzimdtica do dleo de girassol foi realizada com as enzimas 435, TL e RM
separadamente e com as diferentes misturas (m/m): TL+435 (50:50), RM+435 (50:50), TL+RM
(50:50) e 435+RM+TL (35:35:35). A reacdo ocorreu em frascos do tipo Erlenmeyer, sem a adicdo de
qualquer emulsificante, contendo apenas 100 g de 6leo e 12,4 g de H,0 cada, formando uma razao
molar de 1:6. A quantidade de enzima utilizada foi de 1% em relagdo ao peso do dleo de girassol. A
reacdo ocorreu em triplicata, contra um branco com agua. Os frascos Erlenmeyer foram incubados
com uma agitacdo de 150 rpm e temperatura de 50°C. Amostras de 1 mL foram coletadas em
tempos pré-definidos e a reacdo foi interrompida com a adicdo de 1 mL do reagente de parada
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(Agua: Acetona: Etanol, 1:1:1), sendo, posteriormente, adicionado 28 mL de agua destilada para
equilibrar o volume e entdo as amostras foram analisadas quanto a hidrélise no titulador
automatico. Na metodologia de hidrélise utilizada, observou-se a formacdo de acidos graxos livres
através de titulagcdo com NaOH 0,05 N.

2.3. Avaliagao da Especificidade da Lipase com Diferentes Substratos

Avaliacdo das especificidades das lipases comerciais foi realizada através da hidrdlise de p-nitrofenil
ésteres com cadeias de tamanho curto (acetato, C2; butirato, C4), médio (octanoato, C8; laurato,
C12) e longo (palmitato, 16). Todos os substratos e o padrao de p-nitrofenol utilizados para este
teste foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). Os diferentes substratos foram
solubilizados em alcool isopropilico e/ou DMSO e depois homogeneizados em tampao fosfato 50
mM pH 7,0, de forma que a concentragdo dos substratos foi de 560 uM. A reacao foi acompanhada
pela liberacdo de p-nitrofenol no meio reacional, o qual foi detectado por leitura
espectrofotométrica a 410 nm (Stoytcheva et al., 2012). Em um Becker, uma massa definida de
enzima imobilizada foi adicionada a 20 mL do substrato em temperatura ambiente. Durante 10 min
a reacao foi monitorada com relagcdao a concentracao de p-nitrofenol em espectrofotometro a 410
nm. Todas as analises foram feitas em triplicata. A atividade enzimatica foi calculada de acordo com
a Equacdo 1 e graficamente expressa em percentual relativo a atividade mais alta de cada enzima
para cada substrato.

A = [(AAbs/At) . f. Vr]/Ma (1)
Onde:

A - atividade da enzima (U/g), onde uma unidade (U) de atividade enzimatica hidrolitica é definida
como a quantidade de enzima que libera 1 pumol de p-nitrofenol por minuto nas condi¢des do
ensaio;

AADbs - variacdo de absorbancia no intervalo de tempo (At, em minutos) transcorrido durante a fase
de aumento linear da absorbancia;

At - o tempo decorrido de analise, em minutos;
Vr - volume reacional total (L);
Ma — Massa da amostra (g);

f - fator de conversdo dos valores de absorvancia para a concentracdo de p-nitrofenol (109,3
pmol/L).
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3. RESULTADOS

As especificidades das enzimas testadas neste trabalho foram avaliadas e os resultados obtidos sdo
apresentados na Figura 1. Em relacdo a especificidade da enzima de Candida antarctica (435),
pode-se perceber que esta enzima é mais especifica para ésteres de cadeias carboxilica curtas (C2 e
C4), apresentando atividade percentual menor que 40% para cadeias média e longa. As enzimas de
Thermomyces lanuginosus (TL) e de Rhizomucor miehei (RM) apresentaram alta especificidade para
hidrélise de p-nitrofenil ésteres de cadeias carboxilica com 8 atomos de carbono, contudo,
apresentaram perfil de especificidade diferente para os outros ésteres testados.
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Figura 1. Compara¢do da especificidade de lipases imobilizadas frente a diferentes p-nitrofenil ésteres com
cadeia carboxilica de 2, 4, 8, 12 e 16 carbonos.

O dleo de girassol foi escolhido para a hidrdlise enzimatica por conter cerca de 60% de acido
linoleico, considerado essencial ao organismo humano. A hidrélise deste déleo com lipases
imobilizadas foi inicialmente testada com apenas um tipo de lipase (Figura 2). Maior concentracao
de acidos graxos livre (944 mM) foi observada para TL apds 3,5 horas de reacao, sendo a hidrédlise
observada desde a primeira meia hora de reacdo. Para as lipases 435 e RM, a hidrdlise foi bem
menor, s6 sendo possivel de ser observada a partir de 3,5 horas de reacdo. Desta forma, avaliou-se
o desempenho dessas enzimas quando aplicadas de forma simultdnea no sistema reacional. Os
melhores resultados foram obtidos com a combinacdo de enzimas TL + 435, na mesma propor¢ao
de peso, formando 1% de peso em relacdo ao 6leo de girassol (100 g). Ja a combinacado de enzimas
RM+435 foi a que promoveu menor hidrélise, sendo a concentra¢ao de acido graxos livre menor
até que os valores obtidos para o uso das enzimas da forma individualizada. Em todas as
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combinacdes de enzimas utilizadas na hidrdlise (TL+435; RM+435; TL+RM; 435+RMH+TL), ndo foi
percebido grande incremento no resultado final se comparado a hidrdlise na qual apenas a lipase
TL foi utilizada como biocatalisador (Figura 2). Resultados da literatura mostram que combinagdes
de enzimas com especificidade diferentes podem melhorar a acdo da lipase nos diferentes acidos
graxos presentes em 6leo vegetais (Rodrigues e Ayub, 2011).
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Figura 2. Concentracdo de acido graxos livres obtidos durante a hidrélise de 6leo de girassol pelas lipases
imobilizadas 435, TL e RM e pelas misturas TL+435, RM+435, TL+RM e 435+RM+TL.

4. CONCLUSOES

Esperava-se que as combinacdes de enzimas com especificidade diferentes poderiam melhorar a
acdo da lipase, porém os melhores rendimentos foram obtidos nas hidrdlises em que a enzima TL
estava presente em combinagdes enzimaticas ou sozinha. A mistura enzimatica composta pelas
enzimas 435 + RM, utilizada apresentou rendimento cerca de 40 vezes menor que enzima TL e
cerca de 12 vezes menor que enzima RM atuando sozinha na hidrdlise, concluindo que nao houve
sinergismo das enzimas na hidrélise do 6leo de girassol.
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