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Reatividade in vitro de lipase submetida a diferentes tratamentos tecnolégicos

[Reactivity in vitro of the lipase submitted to different technological treatments|
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RESUMO

Analisou-se a atividade enzimatica in vitro de uma lipase em diferentes condi¢cdes de temperatura
(simulando o processo de peletizagdo) e pH (acidez gastrica) e na presenga de ions minerais e metalicos.
Para avaliar a estabilidade térmica, a enzima foi incubada a 80°C por quatro tempos (0, 5, 10 e 15
minutos). O efeito do pH foi estudado submetendo-se a enzima a quatro valores de pH (7,3, 2,0, 3,2 ¢
5,0). Para avaliar o efeito da lipase na presenca de ions minerais e metalicos, incubou-se a enzima em
diferentes solugdes contendo calcio, cobre, cobalto, manganés e ferro. Frente as diferentes condigdes, a
lipase conservou atividade parcial, mas ndo pdde ser considerada uma enzima ideal em fungdo do efeito
inibidor promovido pelo pH acido e pelas solugdes ionicas testadas.
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ABSTRACT

The in vitro catalytic activity of a lipase was assessed in different conditions of temperature (simulating
that of pelleted ration manufacturing), pH (gastric acidity), and its stability in the presence of metallic
and mineral ions. To assess the thermal stability, the enzyme was incubated for 0, 5, 10 or 15 minutes at
80°C. The effect of pH was studied by submitting the lipase to pH values of 7.3, 2.0, 3.2 or 5.0. In order to
evaluate the catalytic activity in the presence of metallic and mineral ions, the enzyme was incubated in
solutions containing calcium, copper, cobalt, manganese and iron. In the above mentioned conditions, the
lipase partially preserved its activity, but, could not be considered an ideal enzyme due to its inhibition by
the acidic pH and the ionic solutions tested.
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INTRODUCAO das caracteristicas produtivas (Brenes et al.,
1996), pode ser obtida com emprego de enzimas

O principal objetivo do uso de enzimas exdgenas exdgenas.

na alimentagdo animal é permitir a otimizagdo

dos nutrientes de diferentes ingredientes
alimentares que apresentem baixo coeficiente de
digestibilidade, resultantes da  propria
composicdo ou das proprias caracteristicas do
animal (Nunes, 1995). A maior flexibilizagdo de
dietas, com diminui¢do dos custos ¢ manutengao
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A suplementagdo dessas enzimas na alimentagdo
de ndo-ruminantes pode suprir deficiéncias
enzimaticas dos animais e melhorar a utilizagao
de matérias-primas, bem como permitir o uso de
produtos alternativos (Piquer, 1996).

Recebido para publicaggo, apds modificagdes, em 29 de dezembro de 2004

E-mail: vanusa.ferreira@fead.br



Reatividade in vitro de lipase...

A literatura abordando o uso de enzimas na
alimenta¢do de coelhos ¢é escassa. Assim, 0s
efeitos das enzimas sobre o material fibroso
consumido e sua capacidade de digeri-lo e
aproveita-lo sdo de suma importancia (Cheeke et
al., 1986).

A necessidade de consumo elevado de alimentos
para suprir a alta necessidade metabodlica dos
animais de pequeno porte faz com que a
passagem de alimentos pouco digestiveis e com
elevado nivel de fibra e lignina, através do
sistema digestivo, seja rapida. No caso dos
herbivoros, devido ao tipo de alimentagdo que
recebem (alimentos com elevado nivel de fibra e
lignina), a velocidade de transito determina a
baixa digestibilidade da fibra, pois o potencial
celulolitico da microflora do aparelho digestivo
estd estreitamente relacionado com o tempo de
reten¢do do alimento (Fraga e Carabafio, 1989).

As lipases usadas como suplemento dietético
podem potencializar o uso de 6leos ou gorduras,
0 que resultard em interessante e inovador
procedimento combinado para a formulagiao de
dietas completas para coelhos.

As enzimas sdo produzidas por meio de culturas
aerdbicas, derivadas de fermentagdes flngica,
bacteriana e de leveduras (Broz et al., 1994) em
condigdes de processamento muito bem
controladas. A producdo dessas enzimas envolve
processos como fermentacao, extracao,
separacdo e purificagdo. A extragdo consiste na
separacdo da enzima de sua biomassa geradora.
Segundo Inborr et al. (1991) e Vanbelle (1992),
somente pequeno numero de bactérias e fungos é
empregado para produzir praticamente todas as
enzimas industriais comuns. As enzimas
utilizadas s@o, em sua maioria, de origem fingica
e estdveis a temperatura ambiente, porém
inativam-se  rapidamente em temperaturas
superiores a 60°C. A estabilidade da enzima ¢é
superior quando incorporada no alimento
(Francesch, 1996, citado por Borges, 1997), mas
o calor da peletizagdo pode inativar as enzimas.
Assim, uma enzima ideal deve ser capaz de
suportar temperaturas entre 70 e 90°C,
normalmente alcancadas durante o processo de
peletizagdo (Finnfeeds, 1991).

De acordo com o método de extragdo Novo
Nordisk, o nivel de atividade enzimatica ¢é
mantido durante trés meses em produtos liquidos
e por seis meses na forma de pod, quando
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estocados em temperaturas inferiores a 25°C.
Quando a enzima encontra-se misturada na dieta,
sua atividade pode ser mantida por, no minimo,
trés meses a 25°C (Cowan, 1993).

O objetivo deste trabalho foi testar uma lipase
comercial em  diferentes condigdes de
temperatura (processo de peletizagdo), diferentes
pH (simulando acidez géstrica) e estabilidade na
presenca de ions metalicos, bem como verificar
sua atividade catalitica.

MATERIAL E METODOS

A reatividade da lipase foi quantificada quando
exposta a temperatura semelhante a ocorrida no
processo de peletizagdo das dietas, a variadas
solugdes de pH de acido a alcalino, simulando as
variagdes de pH do trato gastrintestinal, ¢ a
solugdes contendo ions metalicos comuns as
dietas de coelhos. Os testes de reatividade da
lipase foram realizados em amostras originais
das mesclas comercializadas pelos diferentes
fabricantes, de maneira que se pode assegurar a
melhor caracterizagdo possivel, bem como
clareza e evidéncia da atividade do produto para
uso nesta pesquisa.

A quantifica¢do da atividade da enzima foi feita
de acordo com a formula (Manual, 2001)
expressa em unidade de atividade (UA),
determinada como micromoles (umol) de acido
graxo liberado por minuto, utilizando-se o
método titulométrico com NaOH adaptado. A
reagdo enzimatica foi processada em erlenmeyers
de 125ml, em banho-maria com temperatura
controlada a 37°C.

Para cada tratamento foram realizadas triplicatas
das provas reais e um teste em branco.

Colocaram-se 0,15g da enzima em tubos de vidro
que, em seguida, foram incubados em banho-
maria a 80°C por quatro tempos (0, 5, 10 e 15
minutos), com trés repetigdes cada. O tratamento
sem calor (0 minuto) foi utilizado como controle
e sua atividade relativa, medida como 100%.
Logo apods o choque térmico, determinou-se a
atividade lipasica, segundo a técnica descrita
anteriormente.

A fim de obter os valores de pH de 2,0, 3,2, 5,0,
e 7,3 para a determinagdo da estabilidade da
enzima em condi¢des simuladas de acidez do
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trato gastrintestinal, utilizou-se o tampao TRIS
de pH 7,3, ao qual foi adicionado HCL 6 N e/ou
NaOH 4 N, até a obtencao do pH desejado. As
misturas obtidas foram incubadas a 40°C por 30
minutos, fazendo-se trés repeticdes por
tratamento. Apés a incubagdo, os valores de pH
foram ajustados para 8,0, e as atividades,
determinadas segundo a técnica descrita
anteriormente.

Adicionou-se 0,1ml de solu¢bes concentradas de
varios ions metalicos (MnSQ,4, FeSO4, CoSOy,
CuS0,, MgS0,, CaCl, e solu¢do com todos os
ions) a 0,15g da lipase, apresentando, cada uma,
concentragdo final de 5mM. A solucdo do
complexo enzimatico (CE) sem adicdo de
minerais foi utilizada como controle, sendo a sua
atividade relativa considerada como 100%. Essas
misturas foram incubadas a 25°C por 30 minutos,
sendo pipetados 0,2ml da solugdo para realizar o
teste de atividade lipésica.

Nos ensaios de determinagdo da atividade
lipasica, o delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, € os dados submetidos a
analise de variancia pelo SAS (User’s..., 1996),
sendo as médias comparadas pelo teste de
Student-Newman-Keuls a 5% de significancia. O
modelo estatistico geral para o estudo dessa
estabilidade foi:

y=u+ T;+ E;, em que:

Y = observagao relativa ao tratamento i;

| = média geral;

T; = efeito do tratamento i, i = temperatura, pH e
presenca de ions metalicos; e

E; = erro aleatdrio associado a cada observacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a atividade da lipase,
incubada a 80°C, em diferentes tempos, sdo
apresentados na Tab. 1.

Tabela 1. Atividade (UA/mg de proteina bruta da enzima) da lipase incubada a 80°C em diferentes

tempos
Tempo de incubagdo a 800C (minutos)
0 (Controle) 10 15
Atividade 10.333,33 a 8.666,66 ab 7.333,33b 8.6606,66 ab
Atividade relativa (%) 100,00 83,87 70,97 83,87
CV=11,9%

Meédias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).

Nos diferentes tempos em que a enzima foi
incubada a 80°C, sua atividade catalitica variou
(P<0,05), ou seja, a enzima pode-se desnaturar,
diminuindo o seu poder catalitico. A atividade
relativa da enzima ndo foi menor que 70%,
podendo ser considerada ainda como enzima
ideal (Finnfeeds, 1991). Resultados semelhantes
foram anteriormente encontrados por Yu e Tsen
(1993) que, ao testarem a estabilidade térmica de
papaina, bromelaina, proteases e celulases, nas
mesmas condigoes deste experimento,

encontraram atividades relativas maiores que
60% em todas as enzimas utilizadas. Estes
resultados sugerem que no processo de producgio
a enzima pode ter sido protegida contra o efeito
desnaturante do processo de peletizagdo, ja que a
desnaturacdo foi somente parcial.

Os resultados referentes a atividade da lipase
incubada a 37°C, em diferentes valores de pH,
encontram-se na Tab. 2.

Tabela 2. Atividade (UA/mg de proteina bruta da enzima) de uma lipase incubada a 37°C, em diferentes

valores de pH

pH
7,3 ( Controle) 32 2,0
Atividade 10.333,33a 2.666,66b 1.333,33¢
Atividade relativa (%) 100,00 25,80 12,90
CV=16,31

Médias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).
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Observou-se diferenga significativa (P<0,05)
entre os diferentes valores de pH, evidenciando
que, quanto mais acido o pH, menor a atividade
catalitica da enzima. As atividades relativas dos
pH 2,0, 3,2 e 5,0 foram muito baixas (menos de
30%), indicando que a enzima talvez ndo possa
manter atividade até a passagem pelo estdmago

dos coelhos, ndo contribuindo com o processo
digestivo.

Os resultados referentes a atividade da lipase
incubada a 37°C em diferentes solu¢des minerais
encontram-se na Tab. 3.

Tabela 3. Atividade (UA/mg de proteina bruta) da lipase incubada a 37°C, em diferentes solugdes

minerais
Solugdo mineral (5 mM)
Controle MnSO4 FeSO4 CoSO4 CuS0O4 CaCl2 Todos ions
Atividade  10.333,33 a 4333,33b  2.333,33b  2.666,66b  2.666,66b  4.333,33Db 4.000 b
Atividade 100,00 41,93 22,58 25,81 25,81 41,93 38,71
relativa (%)
CvV=1725

Meédias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).

A presenca de ions metalicos surtiu efeito
inibitorio (P<0,05) sobre a atividade da lipase. A
atividade relativa da enzima exposta a todas as
solugdes i6nicas foi menor que 42%, sendo ferro
o ion que mais prejudicou a atividade catalitica
da enzima, o que pode ser atribuido a
complexagdo desses ions com a lipase,
impedindo sua atividade catalitica normal.
Resultados inibitorios semelhantes aos do zinco,
ferro e cobre foram encontrados por Yu e Ysen
(1993) sobre a atividade da papaina e
parcialmente inibitorio sobre a atividade da
bromelaina.

CONCLUSOES

A lipase estudada pode permanecer ativa apds a
exposi¢do a 80°C, comum durante o processo de
peletizacdo, mas, em meios com pH écido, como
no estdmago, e na presenca de ions metalicos
como ferro, manganés, cobalto, cobre e calcio, a
enzima ndo pode exercer sua capacidade
catalitica com eficiéncia.
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