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Este trabalho apresentou as propriedades da lipase produzida pela cepa de
Pseudomonas cepacia, sua atividade e estabilidade na presenca de diferentes
ions a fim de auxiliar nos processos de produg¢io de biodiesel. Apds 96 horas
de fermentagdo a enzima bruta foi analisada usando azeite de oliva como
substrato. fons como I estimularam a atividade enzimatica em 40% em
relagio a enzima controle, o Mn?*, Co?*, e Ca?>* mantiveram a atividade da
enzima, no entanto na presenga dos ions Fe>*; Hg?** e Al’ * houve um efeito
inibitdrio sobre a atividade da lipase o que pode ser devido a complexismo
desses fons com a enzima.
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This work showed the properties of lipase produced by strain from
Pseudomonas cepacia, its activity and stability in the presence of different
ions due to assist in process of biodiesel. After 96 hours of fermentation the
crude enzyme was analyzed using olive oil as substrate. Tons as I*'stimulated
enzyme activity by 40% compared to the control, the Mn?*, Co?*, Ca?* and
maintained the activity of the enzyme, however the presence of ions Fe?*,
Hg?* and AP** had an inhibitory effect on the activity of lipase. This may be
due to complexation of these ions with the enzyme.
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1 Introducao

As lipases (triglicerol acil-hidrolases E.C.
3.1.1.3) sdo enzimas que atuam sobre a ligacdo és-
ter de varios compostos, sendo os acilgliceréis seus
melhores substratos. Essas enzimas sdo encontra-
das em diferentes organismos incluindo animais,
plantas, fungos e bactérias. Do ponto de vista
econdmico e industrial, as lipases de fontes micro-
bianas, obtidas de meios fermentativos sdo prefe-
riveis em relacdo as fontes animais e vegetais, por
sua relativa facilidade de producio e maior fon-
te de micro-organismos capazes de sintetiza-las
(BORGSTROM e BROCKMAN, 1984; HASAN
et al., 2006). Dentre os micro-organismos produ-
tores de lipase, destacam-se as os fungos dos géne-
ros Rhizopus, Aspergillus Penicicillium e Mucor,
bactérias do género Pseudomonas e leveduras do
género Candida (KORDEL et al., 1991).

Em geral, as lipases podem ter massa mole-
cular variando entre 20 a 75 kDa, atividade em
pH entre 4 a 9, sdo estaveis em solucdes aquosas
neutras a temperatura ambiente apresentando,
em sua maioria, uma atividade 6tima na faixa
de temperatura entre 30 e 40 °C. Contudo, sua
termoestabilidade varia consideravelmente em
fun¢do da origem, sendo as lipases microbia-
nas as que possuem maior estabilidade térmica
(VULFSON, 1994).

Em virtude da versatilidade de suas proprie-
dades como atuacdo enzimadtica, especificidade
pelo substrato e produ¢ao em escalas maiores
(HASAN et al., 2006), as lipases obtidas de mi-
cro-organismos vém sido aplicadas nos diferentes
segmentos industriais e biotecnolégicos. Embora
ainda hoje a maior aplica¢do industrial destas en-
zimas é na formulacdo de detergentes (KIRK et
al., 2002), industria de laticinios, setores téxteis,
areas farmacéuticas e médicas também utilizam a
lipase de forma promissora (HASAN et al., 2006;
JAEGER et al., 1999).

Nos dias de hoje existe um interesse mundial
crescente pela conservagido dos recursos energéti-
cos naturais ndo renovaveis, pelo desenvolvimento
de recursos energéticos alternativos e pela recicla-
gem de rejeitos. Os rejeitos de 6leos comestiveis
usados em fritura representam sério problema
ambiental em virtude de seu descarte ser direta-
mente no esgoto doméstico, causando grandes
problemas de polui¢do. Uma maneira efetiva de
reciclar os rejeitos de 6leos usados em residéncias,
restaurantes e industrias € a sua utilizacdo para
producdo de biodiesel sintetizado pela transesteri-
ficagdo direta de 6leos vegetais e gordura animal,
quando os triglicerideos reagem com metanol na
presenga de um catalisador quimico ou biolégico.
A utilizagido de lipase como catalisador biolégico
para producao do biodiesel apresenta um grande
potencial em relacao aos métodos quimicos, uma
vez que nenhuma operacdo complexa é necessaria
para recuperagdo do glicerol ou para eliminagio
de catalisador e sal. A partir disso, tem-se um
crescente avanco nos meios cientifico, economico
e industrial em rela¢do a aplicacdo de lipases em
processos biotecnologicos para a modificacao de
6leos e gorduras. Oliveira e colaboradores (2004)
ao utilizarem lipases imobilizadas como catalisa-
dores obtiveram conversdes de 100% em ésteres,
mostrando potencialidade de utilizacdo do o6leo
de mamona na produ¢do do biodiesel. Em outro
trabalho, Du e colaboradores (2007), a partir de
6leo renovavel usando lipase com catalisador, ob-
tiveram 94% de rendimento em biodiesel. E Faccio
(2004) estudou a producdo de biodiesel a partir
da modificacio dos 6leos de mamona, usando a
lipase como catalisador biologico.

A partir desse contexto, estudos de caracte-
riza¢do enzimatica da lipase de Pseudomonas ce-
pacia para posterior aplicagao na transformagio
de 6leos e gordura foram realizados (PADILHA
et al., 2007). Embora essas enzimas vém sendo es-

tudadas hd alguns anos, pouco ou quase nenhum
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trabalho em relacdo as propriedades fisico- qui-
micas desse micro-organismo produtor da lipa-
se sdo encontradas na literatura. Como se sabe,
existem diversos fatores que influem na atividade
enzimatica, tais como pH, temperatura, concen-
tracdo do substrato, presenga e concentragdo de
ions. Existem diversos ions que podem atuar como
ativador das enzimas e outros como inibidor. O
efeito inibitorio dos ions na B-frutofuranosidade
foi estudado por Oliveira (1997), ions como I'!ina-
tivaram quase que totalmente a enzima, enquanto
o Ca?, K+, Co**, E Al* estimularam a atividade
enzimdatica. Em 2003, Pastore verificou o efeito
dos ions nas lipases de Rhizopus sp onde ions Ca?*
aumentaram significativamente a atividade hidro-
litica do extrato enzimdtico, a partir disso, neste
trabalho, foram avaliadas a atividade e estabilida-
de da lipase de Pseudomonas cepacia na presenga

de ions como parte dos estudos de caracterizagio.

2 Material e métodos

2.1 Material

Micro-organismo: foi utilizada a cepa de
Pseudomona cepacia, obtida da Funda¢io André
Tosello, mantido em tubos de ensaio a 4°C, no
agar nutriente.

Equipamentos: para garantir condigdes es-
téreis de crescimento dos micro-organismos, dos
meios s6lidos de propagagio, do indéculo e de pro-
dugio, utilizou-se a autoclave a 121°C durante
15min. O agitador orbital utilizado para a analise
lipolitica e caracterizagdo enzimatica foi o TE-421
da Tecnal e para produgdo enzimdtica usou-se o
reator BIOFLO III da New Brunswick Scientific.

Reagentes: todos os reagentes utilizados fo-
ram de grau de pureza analitico. Foram adquiri-
dos da Synth (Diadema-SP) a acetona, dlcool etili-
co, fosfato monobdsico de sddio, fosfato dibasico

de soédio, hidroxido de sédio, assim como todos
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0s sais usados na fermentacdo e determinagao dos
ifons. A goma arabica, dgar-agar, extrato de leve-
dura e peptona bacterioldgica foram obtidos da
Oxoid (Londres, UK). Os 6leos de soja (Liza) e
azeite de oliva (Gallo) foram obtidos do comércio
local com acidez maxima declarada pelos fabri-

cantes de 0,3% e 0,5%, respectivamente.

2.2 Métodos

Preparo do in6culo e sistema fermentati-
vo: o indculo foi transferido dos tubos de ensaio
para Erlenmeyers de 125mL contendo extrato de
levedura (3g/L), peptona (3g/L), K,PO, (4g/L)
e MgSO, (0,2g/L) e 3% (v/v) de 6leo de soja. A
adaptagao do micro-organismo foi realizada du-
rante 48h a 30°C e 150 rpm. Apos adaptagio do
micro-organismo, o indculo foi transferido para
biorreator tipo Bioflo III (com volume qtil de
5000mL contendo 3000mL de meio). O ar foi
fornecido por compressor, esterilizado por filtro
de 1a de vidro e a vazdo foi controlada por meio
de rotametros. O meio de cultivo estudado por
Castiglioni e Monte Alegre (2007) apresentou as
mesmas concentragdes preparadas para o inoculo,
porém com 6% (v/v) de 6leo de soja para induzir a
producdo da lipase. A fermentacdo foi conduzida
a 30°C, pH 7,0, aeragdo de 1,5vvm e agitagao de
150rpm durante 96h.

Obtengdo do extrato enzimatico: apés as 96h
de fermentacdo, o meio foi coletado e centrifugado
em temperatura ambiente durante 10min a 2683g.
Os sobrenadantes foram utilizados como extrato
enzimatico, uma vez que a Pseudomonas cepacia
produz lipase extracelular (KORDEL et al., 1991).

Determinacdo da atividade lipolitica: a ativi-
dade lipolitica foi determinada segundo a metodo-
logia descrita por Macedo e colaboradores (1997).
Fez parte do meio reacional SmL de uma emulsao
de 6leo de oliva e goma arabica a 7%, 2mL de
tampao fosfato de sédio pH 8,0 (10mM) e 1mL

de extrato enzimatico. A mistura foi incubada por



30 minutos, 37°C e 150rpm em agitador orbital.
A reacdo foi interropida pela adicdo de 15 ml de
solucdo acetona/etanol (1:1 em volume). Os 4cidos
graxos liberados durante a rea¢ao foram titulados
com NaOH 0,05N, usando fenolftaleina como in-
dicador. Um branco contendo o mesmo meio re-
acional que os ensaios com a enzima inativa em
autoclave foi utilizado. Calculou-se a atividade
enzimadtica segundo a equacio:

(v, -v,)M.D.10°

IAY

A (umol / g.min)
M

onde: A ¢ a atividade lipolitica das enzimas; V, ¢é
o volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra
(mL); V, é o volume do NaOH gasto na titulagao
do branco; D é a diluicao da amostra; M é a con-
centracdo da solu¢io de NaOH, v é o volume do
extrato bruto (mL) e # é o tempo de reagdo (min).
Uma unidade de atividade de lipase foi definida
como a quantidade de enzima que libera Tpmol de
acido graxo por minuto.

Para estudar o efeito dos ions (Mn?*, K,
Ba?*, Fe**, Co**, Hg?*, I, Ca?*, Cu?*, Al**) na ati-
vidade da enzima, adicionou-se 0,3 mL de solu-
¢do salina 10mM aos tubos de ensaio que conti-
nha certa quantidade de extrato bruto. Os tubos
foram armazenados a 4°C. Em um dos tubos foi
mantido somente o extrato bruto e usado como
controle considerando 100% de atividade. A es-
tabilidade e a atividade enzimatica residual (%),
ap6s os 30 dias de armazenagem, foram determi-
nadas com o mesmo método titulo métrico descri-

to por Macedo e colaboradores (1997).

3 Resultados e discussoes

Um estudo para verificar quantos dias o
extrato bruto enzimatico manteria sua atividade

em frente da adi¢do de diferentes ions foi reali-

zado e os resultados sdo apresentados na Figura
1. Esse estudo demonstrou que fons como Fe?*
e Hg? diminuiram significativamente a ativi-
dade lipolitica, causando inativa¢gao em menos
de 10 dias de armazenagem. Por outro lado,
a adi¢do dos ions Ba?*,Ca?* e Mn?* conseguiu
manter uma boa atividade enzimadtica durante
os 30 dias, observando uma queda de ativida-
de mais significativa a partir do 15° dia para
os fons Ba?* e Ca?* e 7° dia para o Mn?*. Esses
fons mantiveram ainda grande porcentagem de
atividade enzimatica no 30° dia em relacdo ao 1°
dia. O ion I'"reduziu rapidamente sua atividade
hidrolitica nos primeiros dias de armazenagem,
embora apds esse periodo tenha mantido 23%
de atividade enzimatica até o 30° dia. fons como
AP Co**, Cu?* e K!* fizeram com que a ativida-
de lipolitica diminuisse em 75%, 40%, 45% e
50% até o 10° dia, respectivamente. Na enzima
bruta também foi feito o estudo, onde se veri-
ficou queda de atividade gradativa no decorrer
dos dias de armazenagem e no final do 30° dia
houve queda de atividade de aproximadamente
80% em relagdo a armazenagem inicial. Estudos
semelhantes com lipases de Pseudomonas fluo-
rescens 2D foram realizados por Makhzoum e
colaboradores (1995), os ions Co** e Hg?* mos-
traram ser fortes inibidores dessa enzima, en-
quanto Cu?* e Ba?* causaram inibi¢ao moderada
e o Fe?* nao causou nenhum efeito sobre as lipa-
ses, o que pode ser atribuido ao complexismo
desses fons com a enzima.

A Tabela 1 mostra a atividade residual da
lipase de Pseudomonas cepacia ao final de 30
dias de armazenagem. A atividade lipolitica teve
considerdvel ativacdo (40% de aumento na ati-
vidade) do anion I'. Os ions Mn?*, Co** e Ca*
mantiveram a estabilidade da enzima durante
esse periodo e os fons Fe**, Hg?* e Al’* atuaram
como inibidores, causando consideravel inativa-

¢do enzimatica. A adi¢do de fons as lipases de
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Atividade relativa (%)
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—o—K Co Ca
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Figura 1: Efeito dos ions na atividade
hidrolitica da lipase de Pseudomonas cepacia
(5.0 mL de emulsdo de 6leo de oliva 7,5% e
goma ardbica 2,5% em tampdo fosfato de
s6dio 0,1M pH 8,0 a 37°C)

Fonte: Os autores.

Tabela 1: Efeito dos ions a 0,10M sobre a
atividade das lipases de Pseudomonas cepacia
apos 30 dias de armazenagem

Solugdes 0,10 M Atividade residual (%)
MnSO, 100
KClI 60
BaCl, 60
FeSO, 0
CoCl, 100
HgCl, 0
Kl 140
CaCl, 100
CuSO, 60
AlCI, 0
Controle 100

Fonte: Os autores.

Bacillus sp RSJ-1, estudados por Sharma e co-
laboradores (2002), mostrou que na presenga
de Ba?* a enzima manteve-se estavel, por outro
lado, ions como K!'* e Co?* foram grandes inibi-
dores da enzima lipolitica, no entanto Ca?* man-
teve a enzima bastante ativa (125% de aumento
na atividade em relagdo ao controle). Nos estu-
dos realizados por Makhzoum e colaboradores

(1995), em lipases de Pseudomonas fluorescens,

Exacta, Sao Paulo, v. 7, n. 2, p. 181-186, 2009.

os ions Co** e Ba?* corroboraram com esses re-
sultados e Lima e colaboradores (2004) para a
lipase de Penicillium aurantiogriseum encon-
traram alguns resultados semelhantes aos deste
trabalho, onde fons Ba?*, Ca?*, Co**, Cu?* e Hg?*
mantiveram 70%, 79%, 105%, 69% e 0% da

atividade residual, respectivamente.

4 Conclusoes

A atividade enzimdtica foi mantida nos 30
dias de armazenagem quando o extrato bruto foi
incubado junto aos fons Ba?+,I", Ca?* e Mn?*, a en-
zima manteve 100% ou mais de atividade enzi-
matica, enquanto os ions Fe?* e Hg** inativaram a
enzima em menos de 10 dias.

Quanto a influéncia dos fons na atividade da
lipase, observou-se uma ativacao desta na presen-
¢a do fon I, os ions Mn?*, Co** e Ca?* mantiveram
a atividade, enquanto o Fe?*, Hg?** e AI>* atuaram
como inibidores, prejudicando a atividade catali-

tica da enzima.
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