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As enzimas s3o proteinas especializadas na catalise de reagdes bioldgicas. Estdo entre as
biomoléculas mais notaveis devido a sua extraordinaria especificidade de agdo, de modo que
somente certos substratos sofrem sua agdo e unicamente um tipo de reagdo ocorre, sem reagoes
colaterais ou produtos derivados, além de sua enorme capacidade catalitica. Ainda que as
enzimas sejam proteinas, sendo, portanto, moléculas relativamente frageis, elas realizam acdes
cataliticas em solugdes aquosas diluidas, nos pHs biologicos e a temperaturas moderadas, em
contraste marcante com as condi¢des relativamente extremas que sdo, muitas vezes, necessarias
para acelerar as reagdes quimicas em laboratdrios, portanto sdo superiores aos catalisadores
produzidos artificialmente pelo homem (Campbell, 2000).

As hidrolases sdo enzimas que promovem a clivagem de ligagdes covalentes mediante a
participacdo de uma molécula de dgua. A hidrdlise de ésteres ¢ catalisada por um grupo de
enzimas chamadas “esterases”, que sdo relacionadas com seus substratos tipicos. Consideram-se
hidrolases de éster-carboxila as enzimas que catalisam a hidrélise de ésteres de acidos
carboxilicos. Os triacilglicerideos sdo hidrolisados por lipases, enquanto ésteres simples, como e
etilbutirato, sdo cindidos mais facilmente por uma outra esterase, que possui uma distribuicao
muito diversa no tecido animal.

As lipases [EC 3.1.1.3] sdo enzimas que catalisam a hidrélise de triacilglicerdis na
interface 6leo-agua. Essa reacdo é reversivel e as enzimas também podem catalisar a sintese de
ésteres e a transesterificagdo em condi¢des de baixa atividade de agua, sendo consideradas,
atualmente, como uma ferramenta quimica devido a sua habilidade de catalisar varios tipos de
reagdes sintéticas em meios nao aquosos (Saxena et al, 2003).

Dentre as reag0es inclui-se a acidolise, a alcoolise, a amindlise, a esterificagdo ¢ a inter-
esterificacdo (Safari,1994; Vulfson, 1994 apud Saxena et al, 2003). As lipases sdo também a
escolha da biocatalise, pois apresentam quimio-, regio- ¢ enantioseletividade, caracteristicas estas
que propiciam a producdo de novas drogas e produtos agroquimicos e quimicos (Gotor, 1999;
Saxena, 1999; Shimada, 1999; Theil, 1995 apud Saxena et al, 2003).

A escolha da lipase usada em cada tipo de aplicagdo é baseada na sua seletividade aos
substratos, bem como a estercoespecificidade, tdo bem quanto a estabilidade a temperatura e ao
pH (Saxena et al, 2003). Além disto, apresentam relevancia médica, principalmente em relagdo a
arteriosclerose e hiperlipidemia, uma vez que alguns produtos de sua atuagdo, acidos graxos
livres e diacilglicerois, tém papel crucial na regula¢do ¢ no metabolismo celular (Farooqui, 1987
apud Koblitz et al, 2004). Ainda, a descoberta da capacidade das lipases de catalisar reagdes de
sintese ¢ sua surpreendente estabilidade em diversos solventes organicos acendeu intimeras
possibilidades no campo da sintese quimica, onde as diferentes seletividades de lipases de varias
fontes, aliadas as condi¢cdes suaves de temperatura e pressao em que atuam apresentam uma
enorme vantagem em relagdo aos catalisadores convencionais (Koblitz et al, 2004).

A hidrdlise de 6leos e gorduras tem a finalidade de produzir 4cidos graxos livres, di e
monoacilglicerdis e glicerol. As lipases, em geral, tém um grande potencial em degradar 6leos e
gorduras sendo melhores em relacdo aos catalisadores produzidos em laboratorio pelo homem
devido ao fato de poderem reagir em condigdes brandas de temperatura e pH, além de
produzirem produtos ndo toxicos, de forma a minimizar a polui¢do ambiental por dleos e
gorduras.

Mais de 95% dos 6leos e gorduras sdo constituidos de triacilglicerideos, que s@o ésteres
formados de glicerol e trés acidos graxos. Os triacilglicerideos sdo insoliveis em agua, e a
temperatura ambiente variam sua consisténcia de liquido a solido. Além de triacilglicerideos,
gorduras e 6leos contém componentes menores como: mono ¢ diglicerideos (importantes como
emulsificantes); acidos graxos livres; tocoferois (importante antioxidante); esterdis e vitaminas
liposoluveis. (Faria et al, 2002). A diferenca de propriedades dos 6leos ¢ determinada pela
composicdo dos acidos graxos podendo ter cadeia carbOnica grande ou pequena, € variar o
numero ¢ a posicao de possiveis insaturacdes € sua posi¢do na glicerina. (O’Brien, 1998).



O desenvolvimento de tecnologias baseadas na agdo das lipases ¢ um segmento de rapido
crescimento da industria de biotecnologia (Liese et al., 2000). As suas aplicagdes industriais tém
sido uma for¢a motriz importante para as pesquisas durante os ultimos anos (Soberon-Chavez &
Palmeros, 1994).

O uso de enzimas em biocatdlise ambiental vem ao encontro da forte tendéncia dos
governos atuais de intensificar as restrigdes a poluicdo ambiental. No caso brasileiro, o controle
ambiental ¢ ainda mais relevante a preservagao dos ecossistemas que, em funcao da sua extensao
e biodiversidade, constituem um ativo de valor incalculavel, além de garantir a representatividade
nacional no cendrio mundial.

O objetivo do trabalho ¢ determinar a melhor condicdo de hidrolise utilizando como
substrato o 6leo de soja em diferentes valores de pH e temperatura e a gordura de boi utilizando
diferentes concentracdes de extrato enzimatico.

Ap6s a extragdo, clarificagdo e concentragdo da amostra a hidrolise lipolitica foi realizada
variando-se o tempo de exposi¢do, o pH entre 3.0 e 10.0 e a temperatura entre 25° e 65°C. No
ensaio para determinar qual ¢ o melhor quadro de hidrolise foi empregado aproximadamente 50%
de 6leo de soja, 10,15% de Triton X-100, 0,002% de CaCl, (10mM), 33,3 de tampdo ¢ 9,8% de
extrato enzimatico bruto. A solucdo foi entdo encubada a 37°C durante 60 minutos. A atividade
enzimatica foi obtida pela titulagdo com KOH 50mM, usando como indicador fenolftaleina, o que
permitiu também calcular a quantidade de acidos graxos liberados, sendo para isto realizada uma
curva padrio de acido graxo (linoléico — presente em maior quantidade no 6leo de soja pura) em
funco do volume de KOH utilizado.

O melhor resultado variando-se o tempo de exposi¢do ao substrato foi encontrado um
valor de 90 minutos, diminuindo sua atividade ao passar deste tempo. Para o pH, a faixa entre 8 ¢
8,5 foi a que resultou em um pH oOtimo da lipase. Ja& atividade enzimética em relagdo a
temperatura de 40°C foi a melhor obtida, o que confirma a temperatura 6tima da enzima extraida
da Pachira aqudtica, pois em ensaios enzimaticos realizados paralelamente utilizando p-
nitrofenilpalmitato como substrato observou a mesma faixa de temperatura.

Nas condigdes o6timas de temperatura e pH estabelecidas foi analisada a hidrélise para
diferentes tipos de 6leos naturais como substrato. Foram empregados: o 6leo de soja puro
(virgem) e usado, 6leo de oliva, oleo de algoddo, 6leo de canola, 6leo de milho e o6leo de
girassol. Pelo fato de a lipase extraida de Pachira aquatica ter preferéncia por cadeias com
menor nimero de insaturagdes, uma maior atividade € encontrada no 6leo de soja usado. Isto
pode ser atribuido ao fato de o 6leo depois de usado diminuir a quantidade de insaturagdes e/ou
conter insaturacdes trans nao presentes anteriormente.

O oleo de oliva obteve a maior atividade dentre todos os 6leos naturais puros, pois este
contém maior niimero de acido oléico em sua composicao (80,3%) - o qual contém apenas uma
insaturagdo entre os 18 carbonos. Observa-se ainda um decréscimo da atividade enzimatica
conforme a porcentagem de acidos graxos de cadeia com duas insaturagdes aumenta, como por
exemplo, no dleo de soja com 53,7% de acido linoléico — contendo 2 insaturagdes ao longo dos
18 carbonos - e para os dleos de canola, algodao, milho e girassol.

Outro quadro de hidrolise utilizando gordura de boi foi realizado variando a concentrago
de 5 a 20pg/pul. em pH de 8,5, durante periodos de 6 a 72 horas. A gordura de boi foi picada,
processada em processador de alimentos e peneirada, de forma a obter a mesma massa
aproximadamente, depois foram expostos a diferentes concentracdes de extrato enzimatico bruto
e tampao Tris-HCI pH 8,5 30mM e, posteriormente, 100mM.

O melhor resultado foi a concentragdo de 15 a 20ug/ul, durante um periodo de 24 horas
para o tampdo 100mM, pois o tampdo de concentracdo 30mM nao foi suficiente para manter o
pH, de forma a diminuir a atividade enzimatica com o tempo.
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