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1 – INTRODUÇÃO

Lipases, triacilglicerol éster hidrolases (EC 3.1.1.3),
são enzimas largamente distribuídas na natureza, que
catalisam a hidrólise de óleos e gorduras liberando áci-
dos graxos livres, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e
glicerol [1]. Estas enzimas, encontradas em tecidos ani-
mais, vegetais e em microrganismos, têm papel funda-
mental no metabolismo de lipídios destes seres vivos:
como enzimas digestivas, na deposição e mobilização
dos tecidos de reserva energética e no metabolismo
intracelular, atuando sobre as membranas celulares [13].

Os aspectos biológicos, fisiológicos e a aplicação
industrial de enzimas lipolíticas têm sido bastante es-
tudados e, nos últimos anos, a pesquisa sobre lipases
tem sido intensificada devido principalmente a três
motivos:

• Por serem enzimas que apresentam uma forma
de ação incomum – são solúveis em água mas
catalisam reações envolvendo substratos lipofí-

licos – a estrutura molecular das lipases, muitas
vezes composta por uma “tampa” que protege o
sítio ativo predominantemente hidrofóbico da en-
zima, tem despertado o interesse de muitos gru-
pos de pesquisa [11];

• Lipases apresentam grande relevância médica, prin-
cipalmente em relação à arteriosclerose e a
hiperlipidemia, uma vez que alguns produtos de
sua atuação – ácidos graxos livres e diacilgliceróis
– têm papel crucial na regulação e no metabolismo
celular [3];

• A descoberta da capacidade das lipases de catalisar
reações de síntese e sua surpreendente estabili-
dade em diversos solventes orgânicos abriu inú-
meras possibilidades no campo da síntese quími-
ca, onde as diferentes seletividades de lipases
de várias fontes, aliada às condições suaves de
temperatura e pressão em que atuam apresen-
tam uma enorme vantagem em relação aos catali-
sadores convencionais [12].

Devido a grande variedade de reações que catalisam,
as lipases têm inúmeras aplicações nas indústrias de
alimentos, cosméticos, química, farmacêutica e em mui-
tas outras. Entre as vantagens que o uso de lipases
apresenta sobre os processos químicos convencionais
estão [9, 14]:
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RESUMO
Lipases, especialmente as de origem microbiana, são largamente utilizadas em processos e na obtenção de produtos para as indústrias
química, cosmética, farmacêutica e alimentícia. A produção de enzimas de elevada pureza é importante, principalmente, do ponto de
vista do controle dos processos (ausência de interferentes), porém as etapas necessárias à purificação, em geral, provocam perdas na
atividade das enzimas e aumentam seu custo final. O objetivo deste trabalho foi propor a melhor metodologia de purificação para a
lipase de Rhizopus sp. através do teste de dois diferentes métodos cromatográficos (troca iônica e interação hidrofóbica) e, ainda verificar
o melhor planejamento estatístico para caracterização bioquímica da mesma. Foi possível purificar parcialmente a lipase de Rhizopus sp.
com o uso de coluna de DEAE Sepharose (troca aniônica) e de FENIL Sepharose (interação hidrofóbica). A primeira, embora mais seletiva
para a enzima em questão, parece provocar redução de sua atividade. A presença de maiores concentrações de íons Na+1 na fração
purificada por FENIL Sepharose parece contribuir para o aumento de atividade da lipase. Embora os resultados obtidos por análise
multivariável para determinação das características bioquímicas da lipase sejam compatíveis com a análise univariável, aquele plane-
jamento não foi considerado indicado no presente caso.
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SUMMARY
PARTIAL PURIFICATION OF THE LIPASE FROM Rhizopus sp BY TWO DIFFERENT CHROMATOGRAPHIC METHODS. Lipases, especially
of microbial origin, are widely applied in processes and in the production of insumes for the chemical, cosmetic, pharmaceutical and food
industries. To produce highly pure enzyme is important to process control (absence of interferentes). However the necessary stages to
the purification, in general, cause losses of activity and increases enzyme final cost. The aim of this work was to consider the best
methodology of purification for the Rhizopus sp. lipase through the test of two different chromatographic methods (ion exchange and
hydrophobic interaction) and also to verify the best statistical design for the biochemical characterization of the enzyme. It was possible
to partially purify the Rhizopus sp lipase applying a DEAE Sepharose (anionic exchange) column and a PHENYL Sepharose (hydrophobic
interaction) column. The first, although more selective for the enzyme in study, seems to cause reduction of its activity. The presence
of higher concentrations of Sodium ions in the PHENYL Sepharose fraction seems to contribute for an increased activity of the lipase.
Although the results obtained through the factorial design for the biochemical characteristics of the lipase were compatible with the
single variable analysis, that statistical approach should not be indicated in the present case.
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• alta eficiência em condições de baixas tempera-
turas e pressão atmosférica;

• reduzida poluição ambiental;

• produtos originados de reações enzimáticas são
considerados “naturais” pela legislação da maio-
ria dos países;

• lipases apresentam vários graus de seletividade,
ao contrário dos catalisadores convencionais, ge-
rando menos produtos secundários e reduzindo a
necessidade de purificação.

Atualmente o maior empecilho ao uso de lipases
em processos industriais está relacionado ao alto cus-
to deste catalisador, entretanto os recentes avanços
na tecnologia de engenharia genética e de modificação
e imobilização de lipases têm grande possibilidade de
mudar este quadro num futuro próximo [10].

A purificação de lipases tem, em geral, dois objeti-
vos básicos: (a) obtenção da enzima virtualmente pura,
para melhor estudo de suas características bioquími-
cas e de sua estrutura e (b) obtenção de um produto
com maior atividade específica (unidades de atividade/
mg de proteína) para aplicação em diversos processos.
Entretanto, processos de purificação costumam elevar
grandemente o preço do produto final. Normalmente os
protocolos de purificação de enzimas microbianas ex-
tracelulares são separados em duas etapas: pré-purifi-
cação e purificação por métodos cromatográficos [8].

Na purificação de lipases são aplicados principal-
mente três tipos de colunas cromatográficas: colunas
de troca iônica, colunas de interação hidrofóbica e co-
lunas de permeação em gel. Além destas são também
utilizadas colunas de bioafinidade e colunas de adsorção
inespecífica – empacotadas com hidroxiapatita, por
exemplo.

Como regra geral a maioria dos protocolos de purifi-
cação de lipases segue a seguinte lógica: nos primeiros
passos de purificação são utilizadas colunas com grande
capacidade de troca e baixo custo. Estão aí incluídas as
resinas de troca iônica e de interação hidrofóbica. Estas
últimas têm sido aplicadas com excelentes resultados
na purificação de lipases e apresentam a vantagem adi-
cional de dispensarem diálise de extratos precipitados
pela adição de sais. Nas etapas finais de purificação em
geral são aplicadas colunas de filtração em gel que garan-
tem a remoção de agregados e produtos de degradação
sofrida pela enzima ao longo do processo de purificação.
Entretanto, este tipo de cromatografia fatalmente irá pro-
vocar a diluição do produto final, exigindo uma etapa de
concentração posterior, como a liofilização.

2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Material

2.1.1 – Produção da enzima

Um mL de suspensão de esporos, obtido de cultura
em BDA inclinado após incubação por 72 horas, foi ino-

culado em frascos erlenmeyer de 500mL contendo 20g
de meio de cultura composto por farelo de trigo e água
(60:40 p/p). O meio foi mantido a 300C por 120 horas e
após este tempo a lipase foi extraída com água destila-
da, seguida de filtração em gaze.

2.1.2 – Purificação da enzima

O caldo de cultura foi adicionado de sulfato de amô-
nio até 70% de saturação. Após 12 horas sob refrigeração
o caldo foi centrifugado a 10.000rpm por 10 minutos.

Para cromatografia de troca iônica: o precipitado
formado foi dialisado contra água destilada por 48 ho-
ras a 40C. O produto assim obtido foi liofilizado e esto-
cado a –100C.

Para cromatografia de interação hidrofóbica: o pre-
cipitado formado foi adicionado de tampão (fosfato de
sódio pH=7,0, 0,05M) até a completa dissolução, filtra-
do em membrana de poro 0,45mm e estocado a – 10ºC.

2.2 – Métodos

2.2.1 – Cromatografia de troca iônica

Para esta etapa de purificação, o extrato liofilizado
foi dissolvido em tampão (fosfato de sódio pH=7,0,
0,05M) na concentração de 50mg/mL e filtrado em mem-
brana de poro 0,45mm. Para a cromatografia foi utiliza-
da uma coluna manualmente empacotada com DEAE
Sepharose “fast flow”, de 10mL de volume interno. A
injeção consistiu de 1mL da solução de enzima e a
eluição foi atingida por gradiente não linear de NaCl,
com patamares nas concentrações de 0,1M, 0,2M e 0,3M
e concentração final de 1M do sal.

2.2.2 – Cromatografia de interação hidrofóbica

Foi utilizada uma coluna manualmente empacota-
da com FENIL Sepharose “fast flow”, de 10mL de volume
interno. A injeção consistiu de 1mL da solução de enzi-
ma e a eluição foi alcançada por gradiente linear Na2SO4

com concentração inicial de 1M do sal.

Em todas as etapas cromatográficas foi utilizado um
equipamento de FPLC (fast protein liquid chromatography
– Amersham Pharmacia)

2.2.3 – Análise dos resultados

Todos os produtos obtidos durante a purificação da
enzima foram submetidos a ensaios para medida da con-
centração de proteína pelo Método de Lowry [6] tendo-se
albumina de soro bovino como padrão. Durante a eluição
cromatográfica, os picos protéicos foram monitorados por
absorção a 280nm. A determinação da atividade enzimá-
tica de todos os produtos, assim como a localização da
enzima de interesse no cromatograma foi feita através
da metodologia descrita por LIN, CHIOU & TSAI [5]. Con-
siderou-se 1 (uma) unidade de atividade a quantidade
de enzima necessária para liberar 1µM de p-nitro-fenol,
por minuto de reação, por mL de amostra. Para verifica-
ção da pureza da enzima foram realizados ensaios
eletroforéticos de proteína desnaturada (SDS-PAGE) [4].
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2.2.4 – Determinação da atividade de protease

Realizada segundo OBATA, IWATA & NAMBA [7],
usando caseína como substrato.

2.2.5 – Caracterização bioquímica

Para verificação do pH e da temperatura ótimos e de
estabilidade das frações parcialmente purificadas foi uti-
lizado um planejamento estatístico experimental multi-
variável baseado na análise de superfície de resposta.
Para geração da planilha de ensaios (Tabela 1) e análise
dos resultados foi aplicado o Software STATISTICA (ver-
são 5.0).

TABELA 1. Planilha de ensaios

Foi utilizado um planejamento fatorial completo com
cinco pontos centrais. Para determinação da tempera-
tura e do pH ótimos foram feitas medidas de atividade
nos parâmetros determinados, com 15 minutos de rea-
ção. Para determinação da temperatura e do pH de es-
tabilidade a enzima foi mantida nos parâmetros deter-
minados por 1 hora e foi medida a atividade residual
em pH 5,6 e a 50ºC.

Para efeito de comparação, as características bio-
químicas da enzima parcialmente purificada por DEAE
Sepharose foram também determinadas pelo método
univariável utilizando-se temperaturas na faixa entre
30 e 70ºC e valores de pH entre 3,6 e 9,0.

3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 – Purificação

FIGURA 2. Gel de SDS-PAGE. Linha (A) enzima bruta; (B)
DEAE Sepharose; (C) FENIL Sepharose

A lipase de Rhizopus sp. pôde ser purificada pelas
duas colunas propostas, uma vez que foi retida seleti-
vamente pelas mesmas e pôde ser eluída com facilida-
de pelos gradientes de sal utilizados.

A coluna de FENIL Sepharose apresenta a vantagem
de dispensar a etapa de diálise, após a precipitação
com sal, o que representa economia de tempo, energia
(a diálise deve ser feita em ambiente refrigerado) e au-
menta as chances de manutenção da atividade enzi-
mática [8]. Pela observação da Figura 1 esperava-se obter
uma fração bastante pura após utilização da coluna de
FENIL Sepharose, uma vez que o pico de atividade é
muito acentuado e o de proteína é praticamente imper-
ceptível. Entretanto, após ensaio em SDS-PAGE (Figu-
ra 2) verifica-se que a suposição acima não se verifica e
que a coluna de DEAE Sepharose parece ser mais sele-
tiva para a lipase em questão, como pode ser observa-
do na Figura 2.

TABELA 2. Resumo da purificação por DEAE Sepharose

FIGURA 1. Cromatogramas obtidos para (A) DEAE Sepharose e (B) FENIL Sepharose
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Etapa 
Atividade 

Total 

Proteína 

Total 

Atividade 

específica 

Fator de 

Purificação 
Recuperação 

Caldo de cultura 17620289,86 11228,57 1569,24 1,00 100,00 

Enzima bruta 4217391,30 791,07 5331,24 3,40 23,93 

DEAE 74530,6 12,18 6119,1 3,90 0,42 

 

  A         B            C 

Lipase → 
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TABELA 3. Resumo da purificação por FENIL Sepharose

Nas Tabelas 2 e 3 verificam-se diferenças entre os
valores obtidos para enzima bruta. Isto se deve, prova-
velmente, à presença de sódio na preparação destinada
à purificação por interação hidrofóbica, uma vez que este
íon tem a propriedade de ativar a lipase de Rhizopus sp.

De acordo com Figura 3, a purificação por coluna de
FENIL Sepharose proporciona uma maior purificação em
relação ao uso de troca iônica, o que é devido a maior
atividade da fração conseguida por interação hidrofóbi-
ca e a menor concentração de proteína presente na mes-
ma. Estes resultados são, de certa forma, contraditó-
rios aos observados na Figura 2. Isto pode ser devido a
dois fatores: à redução da atividade da lipase, em con-
seqüência da perda de sua fração glicosídica, em con-
tato com a coluna de troca aniônica [2] e à ativação
sofrida pela enzima quando em meio rico em sódio.

A determinação de atividade de protease na fração
lipolítica parcialmente purificada é importante para se
estimar a estabilidade da fração ao longo do tempo. É
desejável que o método de purificação seja capaz de eli-
minar as proteases para garantir que não haverá hidró-
lise da enzima de interesse durante o armazenamento.
No presente trabalho, ambas as colunas testadas fo-
ram capazes de separar a fração lipolítica da proteásica,
não restando na fração coletada qualquer sinal da ativi-
dade proteolítica encontrada na enzima bruta.

3.2 – Caracterização bioquímica

3.2.1 – Análise multivariável

FIGURA 3. Superfície de resposta e Tabela ANOVA obtidas
para a lipase purificada em coluna de DEAE Sepharose

FIGURA 4. Superfície de resposta e Tabela ANOVA obtidas
para a lipase purificada em colunas de FENIL Sepharose

pH e Temperatura de Estabilidade

FIGURA 5. Superfície de resposta e Tabela ANOVA obtidas
para a lipase purificada em colunas de FENIL Sepharose

As superfícies em forma de sela foram as que me-
lhor se ajustaram aos resultados obtidos, uma vez que
em todos os casos os efeitos quadráticos dos parâme-
tros testados foram significativos (para a<0,01). Foram
também significativos os efeitos lineares para todos
exceto para a superfície gerada para pH e temperatura
ótimos da enzima parcialmente purificada em coluna
de FENIL Sepharose.
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Etapa 
Atividade 

Total 

Proteína 

Total 

Atividade 

específica 

Fator de 

Purificação 
Recuperação 

Caldo de cultura 17620289,86 11228,57 1569,24 1,00 100,00 

Enzima bruta 3567536,23 442,07 8070,04 5,14 20,25 

FENIL 69855,07 6,50 10746,93 6,85 0,40 

Fator Soma Q GL Média Q Fcal Ftab Fcal/Ftab 

Regressão 115009,44 3 38336,48 29,63 3,86 7,68 

Resíduo 11644,84 9 1293,87    

Falta de ajuste 9948,67 5     

Erro puro 1696,18 4   R2=0,90  

T otal 126654,28 12   p=0,099  

 

Fator Soma Q GL Média Q Fcal Ftab Fcal/Ftab 

Regressão 49206,72 5 9841,34 7,26 3,97 1,83 

Resíduo 9477,40 7 1353,91    

Falta de ajuste 8174,09 3     

Erro puro 1303,31 4   R2=0,838  

Total 58684,12 12   p=0,099  

Fator Soma Q GL Média Q Fcal Ftab Fcal/Ftab 

Regressão 72130,84 5 14426,17 12,81 3,97 3,22 

Resíduo 7880,69 7 1125,81    

Falta de ajuste 7768,29 3     

Erro puro 112,39 4   R2=0,90  

Total 80011,53 12   p=0,099  
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3.2.2 – Análise univariável

FIGURA 6. Superfície de resposta e Tabela ANOVA obtidas
para a lipase purificada em colunas de DEAE Sepharose

3.2.2 – Análise univariável

FIGURA 7. Efeito do pH e da temperatura de acordo com
análise univariável.

De acordo com as superfícies de resposta para pH
e temperatura ótimos (Figura 4) a lipase obtida por pu-
rificação em coluna de DEAE Sepharose apresenta maior
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atividade para os valores de pH entre 4,5 e 7,5 a tempe-
raturas entre 45 e 65ºC. No caso da lipase purificada
em coluna de FENIL Sepharose, para temperaturas até
50ºC a atividade é máxima em valores de pH entre 3,5 e
5,5; acima desta temperatura a atividade é maior para
valores de pH entre 5,5 e 9,0. Apesar destas diferen-
ças, nos dois casos no centro do máximo de atividade
encontra-se o ponto correspondente a pH=5,6 e tempe-
ratura de 50ºC. É possível que a maior faixa de ótimo
da lipase obtida por FENIL Sepharose se deva a maior
atividade observada nesta fração.

Os resultados obtidos através da análise univariável
para pH ótimo mostram dois picos distintos de ativida-
de máxima (em 5,5 e 7,5), porém, na temperatura estu-
dada (50ºC) os pontos de pH 6,0 e 6,5 apresentam valo-
res inferiores de atividade. Este fenômeno, que é um
indicador da presença de isoenzimas na fração, não pôde
ser observado quando a análise multivariável foi apli-
cada.

A superfície de resposta gerada para estabilidade
da enzima obtida por purificação em coluna de DEAE
Sepharose (Figura 5) indica que esta lipase mantém 50%
ou mais de sua atividade quando submetida a valores
de pH entre 5,0 e 8,5 a temperaturas inferiores a 40ºC.
No caso da lipase obtida por purificação em coluna de
FENIL Sepharose (Figura 6), só foi possível manter 50%
de atividade ou mais em valores de pH superiores a 6,0
e a temperaturas inferiores a 35ºC. A diferença apre-
sentada na estabilidade pode ser devida à menor con-
centração de proteína na fração obtida por interação
hidrofóbica.

De acordo com a análise univariável (Figura 7) a
enzima parcialmente purificada mantém 50% ou mais
de sua atividade após tratamento térmico de 1hora a
temperaturas inferiores a 50ºC e após 24 horas a 25ºC,
em valores de pH entre 5,0 e 7,0.

A relação entre F
calculado

 e F
tabelado

 indica que embora a
regressão obtida seja significativa ela não é preditiva
do processo. Os baixos valores obtidos para esta rela-
ção podem ser devidos às diferenças encontradas en-
tre os métodos multi – e univariável.

4 – CONCLUSÕES

Foi possível purificar parcialmente a lipase de
Rhizopus sp. com o uso de coluna de DEAE Sepharose
(troca aniônica) e de FENIL Sepharose (interação hidro-
fóbica). A primeira, embora mais seletiva para a enzima
em questão, parece provocar redução de sua atividade,
provavelmente por perda da fração não protéica da lipase.
A enzima assim purificada é mais termoestável que a
purificada por interação hidrofóbica. A presença de
maiores concentrações de íons Na+1 na fração purificada
por FENIL Sepharose parece contribuir para o aumento
de atividade da lipase, que apresentou maior faixa de
ótimo de atividade.

O uso de planejamento multivariável na determi-
nação das principais características bioquímicas das
frações estudadas encobriu a percepção da presença

Fator Soma Q GL Média Q Fcal Ftab Fcal/Ftab 

Regressão 112660,7 5 22532,15 6,12 3,97 1,54 

Resíduo 25759,77 7 3679,96    

Falta de ajuste 17904,71 3     

Erro puro 7855,06 4   R2=0,814  

Total 138420,5 12   p=0,099  
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de isoformas da lipase. Embora os resultados sejam
compatíveis com a análise univariável esse planejamen-
to não foi o mais indicado no presente caso.
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