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RESUMO

A utilizagdo de lipase de origem microbioldgica vem se expandindo em diversos setores
industriais nos ultimos anos, devido a principal caracteristica desse tipo de enzima, que ¢
catalisar a reacdo de hidrolise de lipidios transformando-os em subprodutos como acidos
graxos livres. Objetivou-se estudar o efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica da
lipase produzida por Aspergillus sp em fermentagdo em estado solido (FES). A fermentagdo
foi realizada em Erlenmeyers de 1 L, utilizando farelo de soja, em pH 5,0, 60% de umidade, e
com adicdo de 2% de fonte de nitrogénio e indutor (azeite de oliva) a 30 °C durante seis dias.
As enzimas foram extraidas com tampdo pH preestabelecido e os testes de atividade
enzimatica conduzidos para a determinagdo do pH e temperatura 6timos para a obtencao da
maior atividade enzimdtica. Foram testadas as combinagdes dos pHs 5, 6, 7, 8 ¢ 9 e
temperaturas de 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C e 50 °C. A atividade enzimatica foi determinada
pelo método de titulometria com NaOH 0,05 N, segundo Burket et al., (2004). A enzima
apresentou melhor atividade enzimatica em pH 6,0 e temperatura de 35 °C, com atividades
lipoliticas em torno de 42,8 ,moiAG/min.g. A atividade minima apresentada em pH 6 foi de
32,16 umotAG/min.g a temperatura de 50 °C. Na temperatura de 30 °C a enzima apresentou
dois picos de atividade enzimatica, em pH 6,0 (40,62 ,miAG/min.g) e pH 8,0 (40,73
umolAG/min.g).

Palavras-chave: temperatura, pH 6timo, lipase.

1 INTRODUCAO

Segundo Lehninger (2002), as enzimas sdo proteinas altamente especializadas, com
funcdo catalitica nos sistemas biologicos. As enzimas tém alto grau de especificidade por seus
substratos, aceleram reagdes quimicas especificas e, ainda, funcionam em solugdes aquosas e



em condigdes muito suaves de temperatura e pH. Poucos catalisadores ndao biologicos
mostram todas estas propriedades. As lipases sdo definidas como enzimas que hidrolisam as
ligagdes éster de glicerideos emulsionados, atuando na interface Oleo-agua. Estas sdo
encontradas em tecidos vegetais e animais, em liquidos bioldgicos, sementes, outros 0rgaos e
microrganismos. As lipases sdo classificadas em relagdo a especificidade quanto ao tipo de
gliceridio a ser hidrolisado, quanto a posicao preferida para hidrolisar, quanto ao acido graxo
presente na posi¢do a ser hidrolisada e quanto a estereoespecificidade (FURLONG, 2000). O
objetivo geral do trabalho foi estudar o efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica
da lipase produzida por Aspergillus sp. via fermentagdo em estado solido.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Material e métodos
2.1.1 Producéo das lipases via fermentacédo em estado sélido (FES)

As lipases foram produzidas através de fermentagdo em estado solido utilizando-se o
fungo Aspergillus sp. O meio padrdo utilizado para a fermentagdo semi-solida foi composto
de 16 g de casca de arroz, 91 g de farelo de trigo e 75 mL de solug¢do salina. Ao meio
adicionaram-se 2% das fontes de nitrogénio (nitrato de sédio) e indutor (azeite de oliva).
Autoclavou-se a mistura e posteriormente ajustou-se o pH do meio para 5,0 . Para o preparo
do inéculo, inocularam-se os fungos em erlenmeyers contendo 30 mL de meio dgar-batata-
dextrose solidificado. O in6culo foi incubado durante cinco dias a 30 °C. Adicionaram-se aos
fungos 20 mL de uma solug¢do de agar 0,02%, realizando-se a raspagem dos esporos com
auxilio de uma alga de Drigalsky. Para a inoculagdo dos meios utilizaram-se 2.10° esporos/g
meio.

2.1.2 Extracdo das lipases do meio fermentado

A extragdo da lipase produzida realizou-se a partir de 1 g de meio fermentado em 10
mL de solugdo tampdo com pH preestabelecido pelo delineamento experimental, seguido de
agitacdo por 30min a 30 °C. Filtrou-se o extrato obtido e este foi utilizado como extrato
enzimatico nas reagdes posteriores.

2.1.3 Influéncia do pH e temperatura na atividade lipolitica

A influéncia do pH e temperatura na atividade lipolitica foi avaliada através da
realizacdo da reacdo enzimatica nas seguintes combinagdes de pH e temperatura: pHs 5, 6, 7,
8 ¢ 9 e temperaturas de 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C e 50 °C, totalizando 25 condicdes
experimentais. Na determinacdo da AL foi adotado o método descrito por Burkert et al
(2004), o qual baseia-se na titulagio com NaOH 0,05 mol.L™" dos 4cidos graxos liberados pela
acdo da enzima lipase presente no extrato enzimatico da fermentagdo, sobre os
triacilgliceridios do 6leo de oliva emulsionados em goma ardbica. Em frascos de 125 mL
foram adicionados 2 mL de tampao fosfato 10 mM com pH 7,0 e 5 mL de emulsdo de azeite
de oliva (75% de solugdo de goma ardbica 7% e 25% de azeite de oliva). A este sistema foi
adicionado 1 mL de extrato enzimdtico da fermentagdo e incubado a 37 °C por 30min a 160
rpm. Apdés a incubagdo a reagdo foi paralisada pela adicdo de 20 mL de solucdo
acetona:etanol:dgua 1:1:1 v/v e os acido graxos liberados titulados com uma solugdao de
NaOH 0,05 mol.L'l, utilizando fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade de



lipase foi definida como a quantidade de enzima que libera 1y, de acido graxo por minuto
por grama de farelo fermentado nas condi¢des descritas.

2.2 Resultados e discussao

A lipase produzida demonstrou atividade 6tima em pH 6,0 e temperatura de 35 °C,
apresentando ainda elevadas atividades entre temperaturas de 30 °C e 35 °C (Figura 1) com
valores de atividade lipolitica em torno de 42,819 pmeac/min.g. A atividade lipolitica minima
em pH 6,0 foi de 32,16 pmoiac/min.g a temperatura de 50 °C.

A Figura 1 mostra que a atividade lipolitica da enzima ¢ crescente em pH 5,0-6,0;
diminuindo em pHs superiores ao 6timo encontrado para a mesma, para qualquer temperatura
avaliada, exceto em pH 9,0 e temperatura de 40 °C e pH 8,0 ¢ temperatura de 30 °C. Em
relacdo as atividades obtidas em pH 9,0, foram baixas em todas as temperaturas, com excecao
da temperatura de 40 °C; em relagdo a temperatura de 30 °C, observaram-se dois picos de
atividade em pH 6,0 e pH 8,0. Ha relatos que em pH alcalino a atividade lipolitica pode sofrer
alteracdes, como foi observado por Camargo et al. (2003), que, estudando a atividade
lipolitica de lipases microbianas, observou que estas apresentaram elevadas atividades
lipoliticas em pHs entre 9,0 ¢ 9,5. Fato comprovado por Schuepp et al. (1998), citado por
Maldonado et al (2005), que obtiveram e caracterizaram lipases intra e extracelulares de
Pseudomonas fragi CRDA 037, encontrando uma faixa de pH 6timo para ambas as lipases
entre 8,7 ¢ 9,0. E ainda, Maldonado et al. (2005), citando Saxena et al. (2003), constataram
que, a partir da lipase de Aspergillus carneus purificada por cromatografia de interagdo
hidrofébica, pode-se obter pH e temperatura 6timos de 9,0 e 37 °C, respectivamente.
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Figura 1 - Atividade lipolitica versus pH em Figura 2 - Atividade lipolitica versus temperatura em
diferentes temperaturas para as lipases produzidas por diferentes pHs para as lipases produzidas por
Aspergillus sp em fermentagdo em estado solido Aspergillus sp em fermenta¢do em estado solido

Analisando a Figura 2, pode-se observar que em pH 5 a atividade aumenta a
temperatura entre 30 °C e 35 °C. J4 em pH 6, a enzima ¢ termicamente estavel, pois sua
atividade ndo ¢ influenciada pelo aumento de temperatura. Com pH 7 a enzima apresentou um
pico de atividade a temperatura de 35 °C, decaindo em temperaturas superiores, apresentando
uma pequena elevacao de atividade a 50 °C. A atividade lipolitica em pH 8,0 foi consideravel
apenas a 30 °C, sendo baixa em relagcdo aos demais pHs estudados em temperaturas superiores
a esta. Observa-se também que em pH 9 a enzima apresenta atividades enzimaticas minimas
entre 30 °C e 35 °C e 45° a 50 °C, apresentando atividade méaxima na temperatura de 40 °C.



3 CONCLUSAO

A lipase produzida pelo fungo Aspergillus sp via fermentagdo em estado solido
apresentou maxima atividade enzimatica em temperatura de 35 °C e pH 6,0
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