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Introducéo

Lipases sao enzimas pertencentes a familia das hidrolases (glicerol éster hidrolases
E. C. 3.1.1.3) que tem como funcédo biolégica primordial catalisar a hidrélise de 6leos e
gorduras liberando &cidos graxos, diacilgliceréis, monoacilgliceréis e glicerol (JAEGER,
1998). As lipases possuem inimeras aplicacdes: podem ser utilizadas na modificacdo de
Oleos e gorduras, na formulacéo de detergentes, na indistria farmacéutica, na fabricacéo de
alimentos, na producéo de biodiesel, nos curtumes, no tratamento de efluentes, dentre
outras aplicacbes (CASTRO, et al., 2004; SHARMA, CHISTI e BANERJEE, 2001). No
entanto, as enzimas devem apresentar caracteristicas cinéticas adequadas ao processo
industrial no qual serd aplicada. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
estudar as caracteristicas fisico-quimicas de lipase de Aspergillus niger quanto a
termoestabilidade, estabilidade ao pH, estabilidade a estocagem e especificidade ao
substrato.

Material e Métodos

A producdo de lipase de A. niger foi realizada em fermentacdo semi-sélida em
colunas aeradas, incubadas a 32°C por 48 horas. Apds a extracdo enzimatica, foi realizada
a concentragao por precipitacdo com sulfato de aménio a 90%. Para a avaliacdo do efeito da
termoestabilidade, a enzima foi incubada a 30°C, 40°C, 50°C e 60°C. Em intervalos de 2h,
4h, 6h, 24h e 30h, aliquotas foram retiradas e a atividade residual foi mensurada conforme a
metodologia descrita por Pereira et al. (2001). Para a avaliagdo do efeito do pH, o extrato foi
diluido em 1:2 com diferentes tampdes: citrato de sédio a pH 3,0; 4,0 e 5,0 e tampé&o fosfato
de sédio a pH 6,0; 7,0 e 8,0 e posteriormente, incubado a 20°C. Em intervalos de 2, 4, 6, 24
e 30 horas, a atividade foi mensurada. Para avaliar a estabilidade a estocagem, o extrato
enzimatico foi mantido em geladeira a 5°C e em freezer a -18°C, por 150 dias. Aliquotas
foram retiradas em intervalos de 3, 6, 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias, e analises de atividade
residual da lipase foram realizadas. Foram obtidos no comércio local trés Oleos com
caracteristicas distintas, a saber: 6leo de oliva extra-virgem Borges®, 6leo de girassol Liza®
e 0leo de coco extra-virgem Copra®. Os 6leos foram caracterizados quanto a composicao
em acidos graxos por cromatografia gasosa (HARTMAN e LAGO 1973) e posteriormente foi
realizado o teste de especificidade com o extrato enzimatico liofilizado. O intuito de
concentrar a enzima por liofilizagcdo foi aumentar a sua atividade e poder elucidar a
eficiéncia da hidrélise enzimatica frente aos 6leos de diferentes caracteristicas.



Resultados e Discussao

A termoestabilidade ¢ uma das caracteristicas requeridas para as enzimas com
aplicacdo industrial, visto que muitos processos utilizam faixas extremas de temperatura
(JAEGER e REETZ, 1998). Os resultados obtidos da termoestabilidade de A. niger podem
ser observados na Figura 1.
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Figura 1. Termoestabilidade da lipase de A. niger.

A lipase de A. niger apresentou perfis semelhantes nas temperaturas de 30, 40 e
50°C, embora na maior temperatura tenha ocorrido uma perda de atividade mais
pronunciada nas primeiras 4 horas de incubacdo. A atividade residual ap6s 30 h de
incubacdo nas referidas temperaturas foi de cerca de 40%. Na temperatura de 60°C a
enzima perdeu 97% de sua atividade, portanto, verificou-se que temperaturas acima de
50°C causam uma inativacao mais rapida da lipase. Dantas e Aquino (2010) relataram que a
lipase bruta de A. niger obtida por FES obteve a maior atividade em temperatura de 30°C
ap6és 60 minutos de reacdo de hidrolise. Ulker e Karaoglu (2012) estudaram a
termoestabilidade de lipase purificada de Mucor hiemalis f. Corticola em temperaturas de 30
a 80°C e observaram que a enzima reteve 50% de atividade a 50°C por até 90 minutos de
incubacéao.

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade da lipase ao pH estédo
apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Estabilidade da lipase de A. niger ao pH a 20°C

A lipase de A. niger manteve 62% da atividade inicial em 30 horas de incubag&do em
tampao citrato de sédio pH 5,0. P6de-se observar que os perfis foram bastante semelhantes
para todos os valores de pH testados, principalmente, a partir de 6 horas de incubacéo.
Contudo, em até 30 horas a enzima apresentou estabilidade um pouco maior em valores de



pH acido: pH 3,0 (59%); pH 4,0 (55%) e pH 5,0 (62%). Uma etapa importante para se avaliar
a capacidade da enzima manter sua atividade intacta ao longo do tempo, consiste na
estabilidade a estocagem. Este fator torna-se fundamental quando se deseja utilizar esta
enzima em escala industrial.

Os resultados encontrados para a estabilidade da atividade lipasica sob
armazenamento em geladeira (cerca de 5°C) durante 150 dias estdo apresentados na
Figura 3.
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Figura 3. Estabilidade da lipase de A. niger a estocagem em geladeira a 5°C

Pode-se observar que em até 15 dias de estocagem a 5°C, ndo houve grande perda
de atividade (24%), entretanto, com 30 dias a perda foi bem significativa (47%) e a partir de
60 dias, a atividade lipasica foi sendo reduzida drasticamente, com perda de 94% apos 150
dias de estocagem. Apesar destes resultados desanimadores para estabilidade da lipase
sob refrigeracéo, aqueles obtidos apds congelamento sdo muito bons. Apds 150 dias sob
temperatura de congelamento, a lipase reteve 100% de sua atividade inicial. Portanto, a
lipase de A. niger apresentou boa estabilidade a refrigeracdo por até 15 dias de estocagem
a 5°C e por até 150 dias sob -18°C. Dessa forma, a lipase obtida no presente trabalho,
devera ser mantida em congelador para fins de uso comercial e/ou bancada. Lazari (2010)
verificou perda total da atividade lipasica do extrato bruto de lipase de S. thermophilum,
apos 1 dia a -20°C, resultados contrarios aos obtidos no presente trabalho. Quando mantida
em geladeira a atividade também decaiu rapidamente, retendo 50% do valor inicial em 7
dias.

Segundo Castro et al. (2004) a especificidade das lipases é fator crucial na
determinacdo de suas aplicacdes industriais. Elas sdo divididas em trés grupos baseados
em sua especificidade: lipases ndo especificas, lipases 1,3 especificas e lipase acido graxo
especifica. Para a realizacdo dos testes de especificidade, os 6leos utilizados foram
previamente caracterizados quanto a composi¢cdo em acidos graxos por cromatografia
gasosa como pode ser observado na Figura 4.

O 6leo de coco apresentou predominancia dos acidos graxos de cadeia média e nos
Oleos de girassol e oliva, predominam acidos graxos de cadeia longa, sendo que estes dois
ultimos que apresentam altos teores de linoléico e oléico, respectivamente, sdo Uteis para
avaliar especificidade a estes acidos graxos.



c22:
C20:
C20:
cl18:
cls8:
cl18:
cl18:
cl18:

= OLEO DE COCO
B OLEO DE GIRASSOL
O OLEO DE OLIVA

OR NNWORD

Acidos Graxos

0
[y
o
=
-

o

b

3

| S—

—
ci6:1 L
cie:0 BE=E=
c14:0
Cc12:0

Ccs8:0

. T .
O 20 40 60 80
% de Acidos Graxos

Figura 4. Perfil em acidos graxos dos 6leos de coco, girassol e oliva

Uma enzima pode apresentar diferentes taxas de hidrélise sobre os triacilgliceréis,
principalmente quanto ao comprimento da cadeia e niumero de insaturacées (JENSEN et al.,
1983). No presente trabalho, foram obtidas as seguintes taxas de hidrélise: 6leo de coco
(40%), Oleo de girassol (26%) e 6leo de milho (20%), resultantes de quatro repeticées em
triplicata, nas condi¢des avaliadas.

Para o teste de especificidade, o extrato enzimatico foi liofilizado com o intuito de
aumentar a atividade da enzima e poder elucidar a eficiéncia da hidrélise enzimatica frente
aos Oleos de diferentes caracteristicas. Os resultados obtidos podem ser observados na
Figura 5.
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Figura 5. Avaliacdo da atividade hidrolitica de lipase de A. niger liofilizada sobre diferentes
Oleos. Os resultados séo médias de quatro repeticbes em triplicata.

O extrato enzimatico liofilizado catalisou a hidrélise de todos os substratos utilizados,
porém, a maior atividade lipasica (201 U/mL) e taxa de hidrélise (40%), foram obtidas com a
utilizacdo de 6leo de coco, como pode ser observado na Figura 16. Resultados similares
foram obtidos por Couri, Dutra e Damaso (2007), que observaram que a maior atividade
lipasica de A. niger 11T53A14 foi obtida também com 6leo de coco (193,2 U/gms) e por
Pastore, Costa e Koblitz (2003), que constataram que a lipase de Rhizopus sp. apresentou
maior atividade hidrolitica sobre 6leo de coco, indicando boa afinidade por acidos graxos de
cadeia média, como o laurico (C12:0).



Conclusao

A lipase de A. niger apresentou um perfil de termoestabilidade semelhante para as
temperaturas de 30°, 40° e 50°C, retendo cerca de 42% de sua atividade inicial por até 30
horas de incubacéo. Embora o perfil de estabilidade ao pH também tenha sido semelhante
com os valores testados, ap6s 30 horas de incubacdo as maiores atividades lipasicas
residuais foram observadas em pH acido: pH 3,0 (59%); pH 4,0 (55%) e pH 5,0 (62%). Além
disso, a enzima podera ser congelada por periodos de até 150 dias, sem perder sua
atividade. A lipase demonstrou ter afinidade por acidos graxos de cadeia média, obtendo
atividade hidrolitica de (201 U/mL), quando o substrato testado foi 6leo de coco. Sugere-se
gue a enzima podera ser aplicada em processos que utilizem faixas de pH relativamente
acidas, como por exemplo, maturacdo de queijos que visa aprimorar o aroma do produto.
Além disso, a enzima estudada no presente trabalho podera ser utilizada em faixas de
temperatura de até 50°C.
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