Va UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
< “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u nes pvAv INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

PRODUGAO E PURIFICAGAO DA LIPASE DE Burkholderia lata
LBBIO-BL02, SUA CARACTERIZACAO CINETICA E APLICAGCAO
EM REAGOES DE BIOCATALISE DE INTERESSE
FARMACOLOGICO E INDUSTRIAL

BRUNO HENRIQUE DE OLIVEIRA

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Biologicas (Microbiologia
Aplicada).

2017



BRUNO HENRIQUE DE OLIVEIRA

PRODUCAO E PURIFICACAO DA LIPASE DE Burkholderia lata LBBIO-
BL02, SUA CARACTERIZACAO CINETICA E APLICACAO EM
REACOES DE BIOCATALISE DE INTERESSE FARMACOLOGICO E
INDUSTRIAL

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Biologicas (Microbiologia
Aplicada).

Orientadora: Dr.? Valéria Marta Gomes do Nascimento

Rio Claro
2017



547.758 Oliveira, Bruno Henrique de

048p

Producéao e ourificacdo da lipase de Burkholderia latg
LBBIO-BL02, sua caracterizagdo cinética e aplicacdo em
reacOes de biocatalise de interesse farmacologico e industrial /
Bruno Henrique de Oliveira. - Rio Claro, 2017

206 f. : il., figs., grafs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista,

Instituto de Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Valéria Marta Gomes do Nascimento

1. Enzimas. 2. Lipase microbiana. 3. Purificacdo em passo
anico. 4. Biocatalise industrial. 5. Galactolipase. 6. Oleil
oleato. I. Titulo.

Ficha Catalogréfica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP



#%y  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA e

unesp™ ®

Céampus de Rio Claro R, o'

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE BRUNO HENRIQUE DE OLIVEIRA,
DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLGGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA), DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS.

Aos 17 dias do més de fevereiro do ano de 2017, as 14:00 horas, no(a) Mini Anfiteat CEDAD- Campus
de Assis, reuniu-se a Comissao Examinadora da Defesa Publica, composta pelos seguintes membros:
Profa. Dra. VALERIA MARTA GOMES DO NASCIMENTO - Orientador(a) do(a) Departamento de
Ciéncias Biolégicas / UNESP-Campus de Assis, Prof. Dr. PEDRO DE OLIVA NETO do(a)
Departamento de Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis - SP, Profa. Dra CINTIA
REGINA RODRIGUES CARIGNATTO do(a) Bioguimica, Biotecnologia e Quimica / Universidade
Paulista, Profa. Dra. ANELI DE MELO BARBOSA do(a) Departamento de Bioquimica / Universidade
Estadual de Londrina - PR, Prof. Dr. JONAS CONTIEROQO do(a) Departamento de Bioquimica e
Microbiologia / 1B Rio Claro, sob a presidéncia do primeiro, a fim de proceder a arguigéo publica da
TESE DE DOUTORADO de BRUNO HENRIQUE DE OLIVEIRA, intitulada PRODUGAO E
PURIFICAGAO DA LIPASE DE Burkholderia lata LBBIO-BL02, SUA CARACTERIZAGAO
CINETICA E APLICAGAO EM REACOES DE BIOCATALISE DE INTERESSE FARMACOLOGICO E
INDUSTRIAL. Apds a exposigao, o discente foi arguido oralmente pelos membros da Comissao
Examinadora, tendo recebido o conceito final:_ A P2oV=9 ¢ . Nada mais havendo, foi

lavrada a presente ata, que apos lida e aprovada, foi assinada pelos membros da Comissao

Examinadora. o)
JI ) f it J'.r' .
f ." [_f .r i 'a’ﬂ/{ Ir \ !

Profa. Dra. VALERIA MARTA GOMES DO NASCIMENTO

}

Prof. Dr. PEDRO DE OLIVA NETO &A y
- T
Profa. Dra CINTIA REGINA R@ﬁHgUES CARIGNATTO ./ / A i
# i [/ y _,-"'f.?" / :\.‘ /
Profa. Dra. ANELI DE MELO BARBOSA A INSL LY e P g

Prof. Dr. JONAS CONTIERO ﬂ,,l_ ), gree
/

instituto de Bigciéncias - CAmpus de Rio Claro -
Av, 24-A no. 1515, 13506300, Rio Claro - Sao Paula

i



Dedico a minha familia, pelo exemplo, apoio
incondicional, amizade e o carinho.

il



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof.* Valéria Marta Gomes do Nascimento, pela confianga
depositada em mim, pela oportunidade de realizar esse trabalho e principalmente pela

orientacdo e amizade.

A Coordenagdo do curso de Pés-Graduagio em Microbiologia Aplicada e ao CNPq

pelo auxilio financeiro.

Ao Sérgio Maluco Moraes, técnico do LBBIO, ao Gilberto Millani e ao Allan Chiea

técnicos do Depto. de Ciéncias Bioldgicas, pelas ajudas nas ideias mirabolantes.

Aos amigos do LBBIO, pelo trabalho realizado em conjunto e pelos momentos de
descontra¢do. Aos que ja seguiram seu caminho e aos que chegaram durante a caminhada.
Agradecimento especial aos que participaram diretamente deste trabalho: Luiz Edson,

Rachid, Ernani, Herina, Antdnio Assay e Priscila Tamashiro.

Aos amigos que fiz em Montpellier. Ao Dr. Pierre Villeneuve e toda sua maravilhosa
equipe, por terem me acolhido durante o estdgio no CIRAD (Franca), fazendo com que me
sentisse em casa e compartilhando suas experiéncias e seus conhecimentos. Clara Lachgar,
Mariana Ruesgas, Bruno Barea, Karim Chelbi, Maeva Subileau, Nathalie Barouh, Erwann
Durand, Ruba Nasri, Charlotte Deyrieux, Claire Bourlieu, Paul Alain, Valentin Valero e um
agradecimento especial ao Dr. Jérome Lecomte e ao doutorando Oscar Laguna, pela amizade
e por dividirem seu tempo e seu conhecimento. Agradeco também ao Dr. Frédéric Carriere

pela ajuda durante experimentos com seu grupo de pesquisa no EIPL em Marselha.

Aos meus amigos Alessandro M. Rosa, Silvia Rosa, Angélica R. Ferreira, André L.
Ferreira, Salvano N. do Vale, Erica Passarelli, Ivan Nascimento entre outros, pelos
momentos agradaveis e descontraidos que passamos e pelo apoio mesmo sem entender nada

da minha pesquisa.

A Thais Nascimento do Vale, que me acompanhou durante minha vida académica
com muita compreensdo e carinho, que embarcou nas aventuras mesmo que de olhos

vendados.

Ao meu pai Paulo de Oliveira, a minha mae Célia Maria da Silva Oliveira e ao meu
irmdo Paulo Cesar de Oliveira pelo incentivo, amor e aten¢do dedicados em todos os

momentos. Sem eles absolutamente nada disso valeria a pena.

v



"A descoberta consiste em ver o que todos

viram e em pensar no que ninguém pensou."

Albert von Szent-Gyorgyi Nagyrapolt (1893-1986)



RESUMO

Com o desenvolvimento de uma metodologia de purificacdo ndo convencional de
passo unico (“MPU”) obteve-se um fator de purificagdo de 46,5 vezes e recuperagao de 53%,
observando-se banda unica de 32 kDa na eletroforese SDS-PAGE. A enzima purificada
apresentou atividade frente a dcidos graxos com cadeias entre 8 e 20 carbonos, destacando-
se a seletividade para os acidos palmitico (16:0) e oleico (18:1). A lipase apresentou ligeira
regiosseletividade para as posi¢des externas sn-1 e sn-3 (ésteres primarios) do triacilglicerol.
A cinética da reagdo demonstrou que a enzima segue uma cinética de Michaelis-Menten,
com valor de Kim de 22 mmol € Vimax de 12,7 mmol/min/mg. O valor de keat foi de 225 s e a
eficiéncia catalitica de 10* mol'.s!. A temperatura para atividade maxima foi de 55 °C,
sendo razoavelmente estavel a 60 °C, mantendo 60% da atividade ap6s 1 h. A atividade
maxima foi obtida na faixa de pH entre 4 ¢ 9, mantendo 100% da atividade inicial apo6s
incubacao por 1 h na faixa de pH entre 2,2 e 10,0. A estabilidade em solventes organicos foi
estudada por incubacdo da enzima em solventes misciveis e imisciveis em agua. A enzima
manteve 100% da atividade inicial em tolueno, n-hexano e n-heptano e apresentou
estabilidade de 78%, 76% e 90% quando incubada com 50% (v/v) de metanol, etanol e
isopropanol. Com relagdo as aplicagdes em reacgdes de interesse industrial, a lipase de B. lata
apresentou comportamento predominantemente de hidrolase (90%) em detrimento a acao de
aciltransferase. Para a sintese de ésteres de aroma produz o éster caprilato de isoamila com
45% de rendimento (24 h e 50 °C em n-hexano). Para a sintese de um éster de cera (oleil
oleato, C36), apresentou 87% de rendimento (30 h, 55 °C). A obten¢do de acidos graxos
epoxidados alcangou rendimento de 44,4% em reagdo quimio-enzimatica de epoxidagdo do
oleato de metila (48 h, 40 °C e 10% (v/v) de H20>). A atividade frente a galactolipideos de
espinafre in situ atingiu 2700 U/mg. Em ambientes gastricos simulados apresentou alta
atividade e estabilidade em presenca de proteases (pepsina e tripsina) em condi¢des de baixo
pH, além de demonstrar surpreendente ativagdo na presenca de altas concentragdes de sais
biliares (NaTDC).

Palavras-chave: Lipase. Burkholderia lata. Purificacdo em passo unico. Biocatalise
industrial.
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ABSTRACT

With the development of a non-conventional one-step purification methodology, was
obtained a purification factor of 46.5 and recovery of 53%, noting single band of 32 kDa in
SDS-PAGE. The purified enzyme showed activity against fatty acids with chains from 8 to
20 carbons, highlighting the preference for palmitic (16:0) and oleic acids (18:1). The lipase
showed slight regioselectivity for external positions sn-1 and sn-3 (primary esters). The
reaction kinetics showed that the enzyme follows a Michaelis-Menten model with K, value
of 22 mmol and Vmax of 12.7 mmol/min/mg. The kear value was 225 s and the catalytic
efficiency was 10* mol'.s!. The temperature for maximum activity was 55 °C, and
reasonably stable at 60 °C, keeping 60% of activity after 1 h. The maximum activity was
obtained at pH values between 4 and 9, maintaining 100% of the initial activity after 1 h
incubation in a pH range from 2.2 to 10.0. Stability in organic solvents was studied by
incubating the enzyme in miscible and immiscible solvents. The enzyme retained 100%
activity in toluene, n-hexane and n-heptane and was 78%, 76% and 90% stable when
incubated with 50% (v/v) methanol, ethanol and isopropanol, respectively. Regarding the
applications in industrial interest reactions, B. lata lipase presented predominantly hydrolase
behavior (90%) over acyltransferase action. For the flavor esters synthesis, the isoamyl
caprylate ester is produced with 45% yield (24 h and 50 °C). For a wax ester synthesis (oleyl
oleate, C36) showed 87% yield (30 h, 55 °C). The epoxidized fatty acids obtainment reached
44.4% yield in methyl oleate chemo-enzymatic epoxidation (48h, 40 °C and 10% (v/v)
H>03). The activity against spinach galactolipids in situ reached 2700 U/mg. In simulated
gastric environment showed high activity and stability in the presence of proteases (pepsin
and trypsin) in low pH conditions, besides demonstrating surprising activation in the

presence of high concentrations of bile salts (NaTDC).

Keywords: Lipase. Burkholderia lata. One-step purification. Industrial biocatalysis.
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1. INTRODUCAO

Com o constante desenvolvimento de novas técnicas, diminui¢ao dos custos € o
crescimento da biotecnologia de biocatalisadores enzimaticos, os catalisadores quimicos
vém sendo substituidos em um grau significativo. Fatores como alta seletividade,
especificidade, capacidade de agir em condi¢des brandas e efeito residual nulo fazem com
que as enzimas sejam cada vez mais procuradas como catalisadores para uma infinidade de
reacdes. A tecnologia enzimatica € hoje um dos campos mais promissores dentro das novas
tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. Nos paises desenvolvidos, os
projetos nesta area estdo normalmente entre os prioritarios e englobam grupos de pesquisa
com alto potencial de producdo de conhecimento e geragdo de tecnologias de ponta.

A realidade brasileira, entretanto, ¢ outra. De um lado, a tecnologia de produgdo e de
aplicagdes de enzimas em nivel industrial estd em poder de algumas companhias
internacionais, que ndo desenvolvem pesquisa no Brasil e, portanto, tanto a tecnologia de
producdo como a de aplicagdo das enzimas ¢ importada de outros paises, com a participagdo
brasileira limitada ao consumo dos seus produtos. Por outro lado, os equipamentos
envolvidos na produgdo e purificagdo de enzimas, seja em escala laboratorial ou em escala
semi-piloto, sdo de alto custo, pois envolvem fermentadores, equipamentos para purificacao,
normalmente cromatografos, além de equipamentos para analise, sem contar o custo dos
reagentes, meios de cultura e substratos para determinagdo das atividades enzimadticas. Os
altos custos envolvidos fazem com que poucos grupos de pesquisa brasileiros sejam
competitivos na area de tecnologia enzimatica, especialmente na relacionada com as enzimas
de interesse deste trabalho: as lipases.

Pelo menos 75% de todas as enzimas utilizadas industrialmente sdo hidrolases na

natureza e destas, 90% s3o produzidas por micro-organismos através de processos



fermentativos. Depois das carboidrases e proteases, as lipases (triacilglicerol acilhidrolases,
EC 3.1.1.3), pertencentes a superfamilia das serino-hidrolases, constituem o terceiro maior
grupo em vendas no mundo (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2016). As lipases constituem
um dos maiores mercados de crescimento no setor de enzimas devido as suas vantagens
industriais. Nas industrias de alimentos e ndo alimentares, as lipases sdao utilizadas com a
funcao de potencializadores de vida de prateleira, aromatizantes, espessantes, agentes de
limpeza, entre outros. Lipases também sdo de grande importancia em formulagdes de
alimentos para animais e, além disso, as lipases sdo usadas para fins farmacéuticos, médicos
e de diagnéstico (ZHU et al., 2013).

Lipases sdo biocatalisadores de muita importancia em diferentes areas, desta forma
o mercado global dessas enzimas esta projetado para alcancar US$ 590,5 milhdes em 2020,
um crescimento de 6,5% entre 2015 e 2020 (Figura 1.1) (GLOBAL MARKET INSIGHTS,

2016).

14.000
12.000

10.000

£.000
6.000
4.000
2.000

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

=

N Carbohidrases B Protesses M Lipases M Polimerases e nuclesses W Outrss
Figura 1.1 - Mercado mundial de enzimas com valores de 2013 a 2015 e previsdo até
2024. Valores em Bilhoes de dolares americanos (US$). Adaptado de Global Market Insights
(2016)



Apesar do crescimento da procura mundial por enzimas, apenas cerca de 200 de 4000
tipos de enzimas estao disponiveis comercialmente no mercado global. Destas 200 enzimas,
apenas cerca de 20 tipos sdo produzidos em massa. As varias dificuldades que impedem a
industrializagdo de enzimas sdo: (i) atualmente ¢ dificil encontrar enzimas com alto
rendimento, alta atividade, e alta estabilidade; (ii) as enzimas utilizadas para fins de
medicamentos e alimentos devem passar por varias fases de ensaios clinicos e aprovacao de
orgaos do governo, por exemplo, Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos
e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil, um processo demorado e
caro; e (iil) enzimas para outros fins, tais como detergentes, exigem testes rigorosos €
aprovacao pelos setores do governo por lidar com a seguranga ambiental (TAN et al., 2015).

Apesar de todas as vantagens citadas sobre a utilizacdo de lipases em comparagdo
com processos quimicos, ainda existem problemas e desafios a serem resolvidos no
desenvolvimento de processos de aplicagdes destas enzimas, principalmente do ponto de
vista econdmico, pois o custo de produgdo e de purificagdo das enzimas (quando requerida)
torna os processos enzimaticos mais caros do que os processos quimicos convencionais.
Além disso, a existéncia de enzimas com propriedades requeridas no processo, como alta
atividade e estabilidade em condi¢des consideradas ndo-naturais (meios aquo-restritos e altas
temperaturas, por exemplo), ¢ sempre limitada.

O mercado brasileiro de enzimas, embora ainda pouco representativo com menos de
1% do total mundial (16° com US$ 45 milhdes anuais), revela grande potencial devido a
enorme geragdo de residuos agroindustriais e ao dinamismo das industrias de alimentos,
medicamentos, tecidos e de celulose, além de sua grande vantagem em biodiversidade. A
reducdo do custo de produg¢do de enzimas pode ser favorecida pela possibilidade de

bioconversdo de subprodutos agricolas como 6leos ndo alimenticios e de residuos, farelos



de trigo e soja e ao desenvolvimento de estudos de novos micro-organismos produtores de
enzimas de interesse com alto rendimento

Este trabalho trata da producao de lipases pela cepa bacteriana Burkholderia lata
LBBIO-BL02 via fermentagdo submersa em frascos agitados e biorreator de bancada.
Também foi estudada a sua purificacdo por métodos cromatograficos e nao convencional de
passo Unico, a caracterizagao cinética e bioquimica da enzima e estudos para aplicagao desta
lipase em processos biotecnologicos de interesse farmacéutico e industrial. Assim, este
estudo contribui para o desenvolvimento do conhecimento em darea de importancia

significativa dentro da biotecnologia, a tecnologia enzimatica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Lipases

As lipases (E.C.3.1.1.3) tém sido definidas como carboxilesterases que hidrolisam
acilglicerois de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila constituida por mais de 10 atomos de
carbono. Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas acilglicerdis de cadeia
com menos de 10 carbonos sao denominadas genericamente como esterases (GHALY et al.,
2010; JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999). A maioria das lipases pode hidrolisar os
substratos de esterases, enquanto o inverso nao ¢ verdadeiro (JAEGER; DIJKSTRA;
REETZ, 1999). Dependendo das condigdes, as lipases também catalisam reacdes de sintese,
como de esterificagdo, transesterificagdo (interesterificagdo, alcoolise e acidolise), aminolise
(sintese de amidas) e lactonizag¢do (esterificacdo intramolecular) (FICKERS; MARTY;
NICAUD, 2011; JAEGER; EGGERT, 2002; MAHADIK et al., 2002; SAXENA et al.,
2003).

De maneira geral, as lipases apresentam atividade 6tima na faixa entre 30 ¢ 40 °C e

embora suas caracteristicas de termoestabilidade variem consideravelmente em funcgao da



origem, as enzimas de origem microbiana sdo, normalmente, as mais estaveis; atuam em
ampla faixa de pH apresentando uma alta atividade na faixa de pH entre 5 ¢ 9, com um
maximo situado entre 6 e 8; ndo requerem cofatores; possuem elevada especificidade e
propriedades de régio, quimio e enantiosseletividade que fazem com que sejam altamente
aplicaveis em processos industriais (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; SINGH;
MUKHOPADHYAY, 2012; VILLENEUVE et al., 2000). A versatilidade destas enzimas
sugere que sua cadeia polipeptidica seja flexivel e possa adotar diferentes conformacdes
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do meio, o que dificulta a modelagem e
previsdo de interagcdes estereoquimicas enzima/substrato (BEN SALAH et al., 2001;
TOMIC et al., 2004). Os sitios cataliticos das lipases sdo formados por uma serina, uma
histidina e um residuo 4cido (aspartico ou glutamico), compondo a denominada triade

catalitica (Figura 2.1) (BRADY et al., 1990).
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Figura 2.1 - Triade catalitica de lipases formada por uma serina, uma histidina e um
residuo acido (aspartico ou glutamico)

As lipases exibem um fenomeno denominado ativagao interfacial, no qual a ativacao
da enzima ocorre durante o contato com a interface dgua-6leo de uma mistura (CAJAL et
al., 2000; MATEOQ et al., 2007). Muitas das lipases de estrutura conhecida apresentam em
sua estrutura uma cadeia denominada /id ou “tampa” hidrofobica. Nestas lipases, a cadeia

na qual estd inserida a histidina da triade catalitica prolonga-se sobre o nucleo central de fitas



[ e sobre o sitio catalitico, cobrindo o sitio como uma tampa (DEREWENDA et al., 1994;
JAEGER et al., 1994; JAEGER et al., 1997). O fendomeno da ativagao interfacial foi descrito
por Holwerda, Verdake e De Willigen (1936) e Schenheyder e Volgvartz (1945). Medindo
a atividade da lipase pancreatica frente a tricaproina, os autores observaram que a hidrélise
era enormemente aumentada quando a concentracdo do substrato excedia o limite de
solubilidade.

Estruturas tridimensionais de algumas lipases bacterianas foram determinadas e
encontram-se depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Entre elas estdo as lipases de Bukholderia (Pseudomonas) cepacia,
Pseudomonas glumae, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus e Bacillus cereus. A

Figura 2.2 mostra o modelo estrutural de uma lipase bacteriana.

Figura 2.2 - Modelo estrutural da lipase de Burkholderia (Pseudomonas) cepacia
complexada ao acido hexilfosfonico (R)-2-metil-3-phenilpropil éster. Fonte: Protein Data
Bank.



O mecanismo geral de catalise da lipase esta ilustrado na Figura 2.3. Primeiramente,
a serina ¢ ativada por desprotonacdao, mecanismo pelo qual os residuos de histidina e
aspartato sao requeridos. O grupo hidroxila do residuo de serina ataca o carbono do grupo
carbonila do substrato formando um intermedidrio de enzima acilado. Um tetraedro
intermediario acil-enzima é formado durante o estado de transi¢cao do substrato, sendo o
mesmo estabilizado na cavidade oxianidnica. Posteriormente, a desacilacdo é controlada
pela eletronegatividade das moléculas da interface. Neste processo, um nucleéfilo interage
com composto intermedidrio proporcionando o desligamento da enzima e liberagdo do

produto, regenerando-se o sitio ativo (REIS ez al., 2009).
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Figura 2.3 - Mecanismo de reacdo de hidrdlise de ligagdes éster catalisada por
esterases e lipases. A triade catalitica e a agua sdo visualizadas em preto, os residuos do
espaco oxianidnico em azul e o substrato em vermelho. (a) Ataque nucleofilico da hidroxila
da serina ao carbono susceptivel da ligacdo éster; (b) intermediario tetraédrico; (c)
intermediario acil enzima e ataque nucleofilico da dgua; (d) intermedidrio tetraédrico; (e)
enzima livre. Modificado de Jaeger et al. (1994).



Lipases catalisam a clivagem de ligagdes éster via reagdo de hidrolise, com
concomitante consumo de moléculas de agua (Figura 2.3). Porém, as lipases também podem
catalisar a reacdo inversa, ou seja, a formagao de ésteres a partir de um alcool (como o
glicerol) e um acido carboxilico (como os acidos graxos) com a liberagao de moléculas de
agua, em um processo conhecido como esterificacdo. Estes dois processos basicos de
hidrélise e esterificacdo podem ser combinados em um padrao sequéncial para dar origem a
um grupo de reacdes denominadas de transesterificacdo que, dependendo do substrato
inicial, pode ser acidolise (quando o grupo acila ¢ deslocado entre um éster e um acido
carboxilico), alcodlise (entre um éster e um alcool) ou interesterificagdo (entre dois ésteres),
sem que ocorra formagdo ou consumo de agua. Além de outros processos de sintese como

a aminodlise (sintese de amidas) e a lactonizacao (esterificagao intramolecular).

2.2. Fontes de obtencao de lipases

As principais fontes de obtenc¢do de lipases para a utilizacdo em larga escala,
incluindo as aplicagdes industriais, t€ém sido os micro-organismos (fungos filamentosos,
leveduras e bactérias), embora estas sejam produzidas também por eucariotos superiores
(plantas e animais) (JAEGER ef al., 1994). Atualmente a biodiversidade de lipases com
origem bioldgica sdo: bactérias (45%), fungos (21%), animais (18%), plantas (11%) e algas
(3%) (PATIL; CHOPDA; MAHAIJAN, 2011). Devido as suas diversas fontes produtoras,
cada lipase apresenta propriedades e caracteristicas unicas (SAXENA et al., 2003).

Hé mais de cem anos, o microbiologista Christiaan Eijkmann reportou que diferentes
cepas bacterianas poderiam produzir e secretar lipases (JAEGER; EGGERT, 2002). Entao,
a partir de 1906, iniciaram-se os estudos sobre a producdo de lipases utilizando diversos
micro-organismos. Particularmente, as enzimas microbianas sdo mais estaveis que as

extraidas por plantas e animais, tornando a sua produ¢ao mais conveniente ¢ segura. Hoje se



conhece um grande niumero de micro-organismos produtores de lipases (KANMANI;
ARAVIND; KUMARESAN, 2014).

Vérios géneros de bactérias foram documentados na literatura como produtores de
lipases, sendo Bacillus, Pseudomonas ¢ Burkholderia os mais proeminentes. Entre Bacillus
spp, lipases com tolerancia térmica tém sido relatadas a partir de bactérias termofilas
(KAMBOUROVA et al., 2003). Varias espécies de Pseudomonas exibem atividades
lipoliticas extracelulares, sendo a tolerancia a solventes organicos a caracteristica mais
notavel observada em algumas destas lipases (KOJIMA; SHIMIZU, 2003; KUMAR et al.,
2016). As lipases produzidas pelas cepas pertencentes ao género Burkholderia,
principalmente as incluidas ao complexo Burkholderia cepacia, apresentam uma elevada
estabilidade em solventes organicos (GUPTA et al., 2015; KUMAR ef al., 2016), altas
temperaturas (RATHI et al., 2000), ampla faixa de pH (UNGCHAROENWIWAT; H-
KITTIKUN, 2015; YAO et al., 2013) e tém sido amplamente utilizadas na industria de

detergentes e na resolug¢do de misturas racémicas (LI et al., 2013).

2.2.1. Complexo Burkholderia cepacia

Dentre as bactérias produtoras de lipases, comercialmente estdo disponiveis as
enzimas de Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens, Burkholderia (anteriormente
Pseudomonas) cepacia para a aplicagdo em sintese quiral e as lipases de Burkholderia sp. e
Arthrobacter sp. utilizadas na determinagdo diagnostica de triacilglicerdis (Amano). O
rapido crescimento celular, em relacdo aos fungos, ¢ uma das vantagens das fontes
bacterianas como produtoras destas enzimas (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

O complexo Burkholderia cepacia (Bcc) compreende um grupo de organismos
estreitamente relacionados que sao muito versateis. Os organismos podem ser explorados

para fins de biocontrole, biorremediagdo e promocao de crescimento de plantas, mas sua



capacidade como bactéria oportunista para causar infec¢des humanas, em particular em
pacientes com fibrose cistica (FC), dificultando seu uso nessas aplicagdes biotecnologicas
(ONG et al., 2016; VANLAERE et al., 2009). A taxonomia do Bcc evoluiu muito nos
ultimos anos (ONG et al., 2016). A bactéria que era anteriormente denominada
Pseudomonas cepacia foi reclassificada como Burkholderia cepacia e, mais tarde,
descobriu-se que diferentes espécies relacionadas eram classificadas erroneamente com o
mesmo nome, formando o Complexo Burkholderia cepacia.

Até o final dos ansos 2010, o Bcc consistia em nove espécies com nomes validamente
publicados (VANLAERE ef al., 2009), e atualmente, o Bec inclui 21 espécies (ONG ef al.,
2016). As espécies de Bcc compreendem micro-organismos fenotipicamente indistinguiveis
com elevada similaridade genética (> 97,5%) que ¢ determinada utilizando a sequenciagdo
do rDNA 16S.

O Bcece ¢ um importante grupo na atual pesquisa sobre biotecnologia. As lipases das
cepas pertencentes ao Bcc apresentam capacidade de biocatalise em meios de solventes
orgénicos e sao utilizadas para produgdo de biocombustiveis, reagdes quirais para produtos
farmacéuticos e resolu¢des racémicas (BARON et al, 2014; KAWAKAMI; ODA;
TAKAHASHI, 2011; MOURE et al., 2014; SILVA et al., 2017), tornando-as altamente
atraentes para aplicagdes em setores industriais diversificados.

Neste trabalho foi utilizada a cepa de Burkholderia lata LBBIO-BL02, bactéria
pertencente ao complexo Burkholderia cepacia. O género Burkholderia é composto por
bacilos retos, Gram negativos e de metabolismo aerdbico. Desenvolvem-se a uma
temperatura 6tima de 35 a 37 °C, podendo ser encontradas em diferentes habitats, como solo,
agua, ou em associa¢do com plantas, fungos, insetos e outros animais, incluindo seres

humanos. A espécie B. lata foi descrita em 2009 (VANLAERE et al., 2009), ndo ¢ ainda
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detalhadamente estudada na literatura como produtora de lipases (OLIVEIRA et al., 2014;
SILVA et al., 2017).

Apesar de pouco exploradas em escala industrial, varias lipases produzidas por
vegetais foram purificadas e estudadas quanto as suas caracteristicas bioquimicas e quanto
a potenciais aplicagdes na biotransformacdo de lipidios. Dentre as enzimas lipoliticas
vegetais estudadas estdo triacilglicerol lipases, acilhidrolases ndo especificas como as
fosfolipases Al, A2 e B, glicolipases, sulfolipases e monoacilglicerol lipases, além das
fosfolipases C e D (MUKHERIJEE, 1994). Entre as espécies mais estudadas estdo Ricinus
communis (mamona), Vernonia, Pinus (pinheiro), Brassica napus (colza), Cuphea racemosa
(HELLYER; CHANDLER; BOSLEY, 1999), Euphorbia characias e Euphorbia wulfenii
(MOUAIMINE et al., 2016) e de sementes como Jatropha curcas (pinhdo manso), Oryza
sativa (arroz) e Zea mays (milho) (BARROS; FLEURI; MACEDO, 2010), entre outras.

As lipases humanas incluem a gastrica e a pancreatica, que ajudam na digestdo e
assimila¢do de lipidios na dieta; e as lipases hepatica, a lipoproteina lipase (LPL) e a lipase
endotelial, que atuam no metabolismo de lipoproteinas. Estas enzimas tém sido largamente
estudadas devido as implicagdes que sua estimulacdo ou inibi¢do tém sobre a saude humana,

notadamente sobre problemas associados com a obesidade (MILED et al., 2000).

2.3. Producao de lipases
Lipases microbianas s3o na sua maioria extracelulares e sua produg¢do ¢ muito
influenciada pela composi¢do do meio de cultura, além de fatores fisico-quimicos tais como
temperatura, pH e oxigénio dissolvido. O fator mais importante para a producao de lipases
tem sempre sido relatado como as fontes de carbono, uma vez que podem atuar como
indutoras. Estas enzimas sao geralmente produzidas na presenga de um lipidio, como 6leos

ou outros indutores, tais como triacilglicerois, acidos graxos, ésteres hidrolisaveis,
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tensoativos, sais biliares e glicerol (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004, KANMANI;
ARAVIND; KUMARESAN, 2014; SHARMA; CHISTI; BANERIJEE, 2001). Fontes de
nitrogénio, tanto organicas quanto inorganicas, € micronutrientes essenciais, também devem
ser cuidadosamente consideradas para o crescimento do micro-organismo e producao da
enzima. Estes requisitos nutricionais sdo fornecidos ao micro-organismo pela adigdo ao meio
de cultivo de ureia, sulfato de amonio, nitrato de amonio ou componentes complexos como
extrato de levedura, extrato de carne, extrato de malte e peptona, além de residuos
agroindustriais como farelos de soja e trigo, casca de arroz, torta de mamona, milhocina,
entre outros (TREICHEL et al., 2010). A produgdo de alta atividade enzimatica durante o
cultivo do micro-organismo € imperativo para a aplicacdo industrial de lipases.

Varios substratos ja foram testados com este intuito, incluido uma grande variedade
de residuos. A exploragdo destes substratos oferece os beneficios individuais de compensar
a poluicdo ambiental associada a sua disposi¢do, também ajuda a conservar os recursos
naturais, além de serem de custo bastante reduzido e ndo competirem com fontes de
alimento.

Neste sentido, a gordura animal tem a vantagem de possuir uma grande
disponibilidade e baixo custo, sendo um residuo do processamento da carne de abate. A
gordura de frango ¢ um produto residual da industria de processamento de aves (ARNAUD
et al., 2004) e pode ser de grande utilidade para a obtencdo de bio-produtos com elevado
valor agregado, como as enzimas (OLIVEIRA et al., 2013, 2014; OLIVEIRA; LIMA, 2014).
O custo médio da gordura de fango ¢ de US$ 0,60/L (USDA ECONOMIC RESEARCH
SERVICE, 2016), 80% mais baixo do que o azeite, o substrato mais utilizado para a
producdo de lipase a partir de micro-organismos (BENJAMIN; PANDEY, 2001;
HATZINIKOLAOU et al., 1996; LO et al., 2012; LONG ef al., 1996). Até¢ a data, além do

nosso grupo de pesquisa, nenhum outro trabalho na literatura tem relatado o uso da gordura
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de frango para induzir a produgdo de lipases. A utilizagdo da gordura de frango pode
representar uma economia importante na produgdo da enzima, ja que a fonte de carbono
representa cerca de 50% do custo do meio de produ¢do (MUKESH ef al., 2012).

A producao de lipases tem sido desenvolvida principalmente por fermentagao
submersa (FSM) devido aos aspectos de engenharia ja dominados e bem desenvolvidos; esta
associada ao crescimento microbiano e, consequentemente, as variagdes da composicao e
condi¢des do cultivo. Além de manter maior homogeneidade do meio de cultura durante
todo o processo fermentativo, possibilita transferéncia de calor mais eficiente e a facilidade
de controlar parametros como pH, temperatura e oxigenacdo. Entretanto, a principal
desvantagem esta no maior custo do processo (CORADI et al.,2012; MESSIAS et al., 2011;
SHARMA; CHISTI; BANERIJEE, 2001; TREICHEL et al., 2010). Estas enzimas também
podem ser produzidas por fermentacdo em estado solido (FES), no qual sdo utilizados
substratos insoliiveis com baixas porcentagens de 4gua em sua composi¢do, e tem algumas
vantagens sobre a FSM, tais como permitir maior utilizagdo de residuos agricolas, exige
menor gasto energético, facil arejamento do meio e recuperacdo da enzima ja mais
concentrada pelo menor uso de agua (CORADI et al., 2013; SINGHANIA et al., 2009;

TOSCANO et al., 2014; TREICHEL et al., 2010).

2.3.1. O uso de ferramentas estatisticas para otimizar a produgao de lipases

Os meios de producao tém sido tradicionalmente otimizados variando um fator de
cada vez, o que se torna complicado quando um grande nimero de variaveis estao envolvidas
no processo, além de ndo indicar os efeitos da interacdo das diferentes variaveis testadas.
Isto levou a aplicacdo de ferramentas estatisticas na otimizacdo dos meios de cultura. As
variaveis significativas que influenciam a producao de lipases podem ser selecionadas

através de um delineamento Plackett-Burman (PB) ou delineamento fracionado, e suas

13



concentragdes ideais e efeitos de interacdo dessas variaveis sdo inferidas a partir da
metodologia de superficie de resposta (MSR) (RODRIGUES, IEMMA, 2005).
Delineamentos compostos centrais, PB ¢ MSR tém sido amplamente aplicados em
estudos de otimizagdao de meios de cultura para produgao de enzimas (CONTESINI et al.,
2009; LIU et al., 2012; LIU; LU; CHANG, 2006; LO et al., 2012; SIFOUR et al., 2010;
TENG; XU, 2008; WOLSKI et al., 2008). Essas otimizagdes estatisticas de parametros de
processos resultaram em uma melhoria da produgao da lipase e reforcam a viabilidade do

aumento de escala de producao e, consequente, de comercializagdo da enzima.

2.4. Purificacao de lipases

A recuperagdo de lipases a partir do meio de producdo envolve, rotineiramente, um
primeiro passo de ultrafiltracdo e/ou precipitagdo com sulfato de amonio, seguido por
purificacdao até a homogeneidade em colunas cromatograficas de troca i6nica, utilizando
geralmente dietilaminoetil (DEAE) como trocador anionico e carboximetil (CM) como
trocador cationico, ou ainda grupos trocadores fortes como trietilaminoetil, em colunas
Mono Q ou Q-Sepharose (LIMA, 2004), e de filtracdo em gel (TAN et al, 2015). A
cromatografia de interagao hidrofobica (CIH) também estd presente na maioria dos
protocolos de purificagdo, sendo utilizadas colunas com agarose com grupos octila ou fenila
(GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). Algumas alternativas, como a extra¢cdo aquosa em duas
fases e extragdo por micelas reversas tém sido utilizados para a recuperagdo da enzima
(GAIKAIWARI; WAGH; KULKARNI, 2012). De modo geral, para purificar lipases
microbianas, alcancando rendimentos de 30% e fatores de purificagdo em torno de 320
vezes, de 4 a 5 passos de purificagdo sdo necessarios (BRiGIDA et al., 2014; GUPTA;

GUPTA; RATHI, 2004; SAXENA et al., 2003; TAN et al., 2015).
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Os métodos de purificagdo de lipases sao dependentes do micro-organismo produtor,
dos meios e condi¢des de cultivo e das caracteristicas da enzima. Como resultado desta
diversidade, ndo ha processos de purificacdo de aplicagao geral. Assim sendo, enzimas
produzidas por cepas diferentes do mesmo micro-organismo podem apresentar propriedades
distintas (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; TAN et al., 2015). Consequentemente, a
defini¢dao das operacdes de um processo de purificagdo depende do uso da molécula alvo e
também de suas caracteristicas fisico-quimicas e do tipo de impurezas presentes, sendo
obrigatorio o estudo de técnicas de purificacdo individualizadas para cada lipase.

Desta maneira, o processo geral de purificagdo de proteinas pode ter, mesmo na
melhor das hipodteses, um impacto economico negativo no custo final do biocatalisador. O
processo de dowstream de lipases, ou seja, a bioseparacdo e a recuperagdo do produto final,
pode ser responsavel por até 80% dos custos totais de producdo. Dessa forma, muitos
métodos tradicionais ndo sdo mais usados devido ao seu custo elevado, de vida curta e efeitos
indesejaveis ao ambiente (VALETTI; BRASSESCO; PICO, 2016).

A fim de estabelecer um processo biotecnolégico competitivo para a purificagcdo de
enzimas, alguns grupos de pesquisa buscam desenvolver metodologias ndo convencionais
de separacdo de biomoléculas, como a utilizagdo de micelas reversas (GAIKAIWARI;
WAGH; KULKARNI, 2012), separacdo em duas fases utilizando polietilenoglicol e sais
(JIN et al., 2012), imunopurificagdo, utilizagdo de polieletrdlitos e a sua capacidade para
formar complexos ndo-soltiveis com proteinas (VALETTI; BRASSESCO; PICO, 2016),
imobilizacdo e resuspensdo controladas (KAMBOUROVA et al., 2003), entre outros. A
busca por novas técnicas de biosseparacdo ¢ um processo continuo e na maioria das vezes

individualizado, buscando sempre a melhor eficiéncia, com altas recuperagdes e baixo custo.
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2.5. Caracteristicas bioquimicas de lipases

Como ja discutido, lipases de varias fontes t€ém sido isoladas e caracterizadas. De
maneira geral, a massa molar de lipases bacterianas varia entre 25 ¢ 60 kDa. A lipase de
menor estrutura conhecida pertence a bactéria anaerdbica Propionibacterium acidi-
propionici que apresentou massa molecular entre 6,0 ¢ 8,0 kDa (SARADA; JOSEPH, 1992).
A excecao de massa molecular mais alta pode ser representada pelas lipases das bactérias
psicrotroficas isoladas de sedimentos de mar profundo do oeste do Oceano Pacifico,
Psychrobacter sp. wp37 e Pseudoalteromonas sp. wp27, com massas moleculares de 85 kDa
(ZENG et al., 2006). Lipases sdao anidnicas com o ponto isoelétrico variando entre 4,0 e 10,0
(LIMA, 2004).

Lipases sao cataliticamente ativas apenas em determinados valores de pH, em funcao
da sua origem e o estado de ioniza¢do dos aminodcidos nos seus sitios ativos. Residuos
basicos, acidos e neutros podem estar incluidos nos sitios ativos das lipases e, portanto, os
residuos no local catalitico sdo ativos apenas em um estado de ionizagdo particular. O pH
Otimo para a maioria das lipases situa-se entre 7,0 e 9,0, embora algumas lipases possam ser
encontradas como bastante ativas em uma vasta gama de valores de pH, de acido a alcalino
entre 4 e 10 (LIMA, 2004; OZTURK, 2001). Existem lipases que atuam em ampla faixa de
pH, como a de Staphylococcus epidermidis (pH entre 2,0 e 10,0) (SIMONS et al., 1998).
Para a estabilidade, os resultados sdo diversos, provavelmente devido as diferengas quanto
ao tempo e temperatura de incubacao. Além de estabilidade na faixa basica, também verifica-
se estabilidade em valores de pH fortemente acidos (pH 2,0) a fortemente alcalinos (pH
12,0). Sdo exemplos de lipases bacterianas estdveis em ampla faixa de pH as produzidas por
Bacillus megaterium estavel entre pH 4,0 e 12,0 (RUIZ et al., 2002), Pseudomonas

aeruginosa LX1 estavel entre pH 4,5 € 12,0 (JT et al., 2010), Pyrobaculum calidifontis VA1
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estavel entre pH 3,0 € 9,0 (HOTTA et al., 2002) e Bacillus thermoleovorans CCR11 estavel
entre pH 3,0 ¢ 10,0 (CASTRO-OCHOA et al., 2005; ESPINOSA-LUNA et al., 2016).

A estabilidade térmica ¢ uma das caracteristicas requeridas de enzimas com potencial
para aplicacao industrial, visto que muitos processos utilizam faixas de temperatura em torno
de 50 °C ou superiores. Lipases oriundas de bactérias termofilicas tem papel importante na
industria devido a elevada estabilidade em altas temperaturas (JAEGER; REETZ, 1998).
Lipases psicrofilicas também merecem atencao, pois apresentam elevada atividade em
temperaturas muito baixas, propriedade esta de grande importidncia na sintese de
determinados intermedidrios organicos quirais termossensiveis (MESSIAS et al., 2011).

Nao existe um protocolo padrdo para determinar a termoestabilidade de lipases,
tornando dificil a comparacgdo entre elas e o estabelecimento de regras gerais. O que se
observa ¢ que a estabilidade destas enzimas varia entre os géneros, as espécies e até entre
isoformas produzidas por uma mesma cepa (LIMA, 2004; SALUM, 2010). Ha alguns
exemplos de lipases estaveis em temperaturas acima de 70 °C, como as lipases de
Pseudomonas cepacia (SUGIHARA; TANI; TOMINAGA, 1991), da bactéria Streptomyces
coelicolor (COTE; SHARECK, 2008) e Pyrococcus furiosus (BRANCO et al., 2010); e
acima dos 90 °C como a lipase de Burkholderia sp., com tempo de meia vida acima de 13 h
a 90 °C (RATHI et al., 2000) e a 100 °C como a carboxilesterase de Pyrobaculum
calidifontis (HOTTA et al., 2002).

As lipases possuem uma ampla especificidade e seletividade de substrato. Ha uma
diferenca muito sensivel entre especificidade e seletividade da enzima, sendo a
especificidade de substrato a capacidade da enzima em converter eficientemente o substrato
em produto. Esta natureza da enzima depende do tipo de aminoacidos presentes no sitio ativo

e as interagdes eletrostaticas durante o estado de transicdo. Enquanto que a seletividade ¢ a
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capacidade da enzima em discriminar entre dois substratos. Isso depende da disposigao e
orientagdo dos aminoacidos no sitio ativo (GUPTA et al., 2015; SCHMITT et al., 2002).

A especificidade das lipases ¢ um fator determinante para suas aplicagdes industriais.
A literatura relata que a especificidade das lipases € controlada pelas propriedades
moleculares da enzima, estrutura do substrato e por fatores que afetam a ligagao enzima-
substrato (JENSEN, 1983). As lipases podem ser dividadas em trés grupos de acordo com
as suas especificidades: 1) quanto ao substrato: uma enzima pode apresentar diferentes taxas
de hidrdlise sobre triacilglicerdis, diacilglicerdis ou monoacilglicer6is; ii) posicional: lipases
sn-1,3 especificas, lipases sn-1,2(2,3) especificas ou lipases nao especificas, liberando acidos
graxos das trés posicdes do TAG; iii) quanto aos 4cidos graxos que compdem o substrato:
seletividade por tamanho da cadeia carbonica ou grau de insaturacdo do grupo acil em
questdo; iv) estereoespecificidade: discriminacdo entre enantiomeros no caso de substratos
racémicos. Pode-se observar também a combinacdo de todos estes tipos citados (GUPTA;
GUPTA; RATHI, 2004; LIMA, 2004).

As caracteristicas de enantiosseletividade e enantioespecificidade das lipases
permitem a obtencdo de produtos oticamente puros, como, por exemplo, a sintese de drogas
enantio-puras, o que ¢ extremamente vantajoso ja que, em muitos casos, normalmente apenas

um dos enantidmeros apresenta atividade terapéutica (GULTEKIN et al., 2004).

2.6. Lipases e as biocatalises
A maioria das reagdes organicas podem ser realizadas utilizando catalisadores
quimicos ou biocatalisadores. Uma das grandes vantagens do uso de enzimas em relagao aos
catalisadores quimicos ¢ a redugao de gasto de energia e consequente diminui¢ao do impacto
ambiental, além da obten¢do de produtos mais puros e de maior qualidade (KLIBANOV,

2001; PAULA; BARBOZA; CASTRO, 2005).

18



Entre os processos bioquimicos de maior interesse industrial estdo as reacgdes
catalisadas pelas lipases, as quais representam cerca de 20% das biotransformacoes
industriais realizadas atualmente (DAIHA et al., 2015), ha 20 anos essa parcela era inferior
a 3% (CASTRO; ANDERSON, 1995).

As principais reagdes catalisadas pelas lipases, além da hidroélise, sdo: esterificacao,
interesterificagdo, alcoolise, aciddlise e amindlise (WU; JEISKELIIINEN; LINKO, 1996).
O deslocamento do equilibrio na reacdo, no sentido direto (hidrdlise) ou inverso
(esterificacdo, sintese), ¢ controlado pela quantidade de 4gua presente na mistura reacional.
Do ponto de vista biotecnologico, a utilizacao de sistemas reacionais em solventes organicos
apresenta muitas vantagens, como alta solubilidade dos substratos e produtos, reversdo da
reac¢ao hidrolitica e modificagao da especifidade da enzima (KLIBANOV, 2001; YAO et al.,
2013; ZAKS; KLIBANOV, 1988), o que justifica a pesquisa sobre a utilizagdo de enzimas
em ambientes “aquo-restritos”. A principio, a capacidade de catalisar reagdes em meio de
solvente orgéanico foi descrita como caracteristica principalmente de lipases. Atualmente,
diversas enzimas sao utilizadas em escala industrial em reagdes sintéticas e de isomerizacao,
como a producado de xaropes de milho com alto teor de frutose, pela agao da xilose isomerase,
que catalisa a isomerizacdo de D-glucose a D-frutose; e a preparagdo de penicilina semi-
sintética catalisada pela penicilina amidase (SCHMID et al., 2002). Apesar das vantagens
do emprego de sistemas ndo aquosos para biocatalises, as enzimas geralmente mostram baixa
atividade catalitica nestes meios em comparagdo com solucdes aquosas nativas. Portanto,
ainda existem muitos problemas e desafios relacionados com a aplicagdo de enzimas em
meio de solvente organico.

Os principais produtos obtidos por reagdes de sintese utilizando lipases sdo:
isopropilmiristato, isopropilpalmitato e 2-etilexilpalmitato, os quais sdo comumente

empregados no setor famacéutico, como, por exemplo, em formulacdo de cosméticos e
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outros produtos de higiene. Os ésteres de carboidratos também sdo obtidos em reacgdes de
esterificacdo e sdao empregados na producdo de aromas, de Oleos essenciais e
biocombustiveis (BADGUJAR; BHANAGE, 2014; GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2016;
JAEGER; EGGERT, 2002; KHAN; RATHOD, 2015; SASSO et al., 2016; SVENDSEN et
al.,2012).

Além da capacidade natural das lipases "convencionais" em catalisar a sintese de
ésteres diversos, um grupo de lipases/aciltransferases catalisa preferéncialmente a alcodlise
mesmo em meio aquoso (NEANG et al., 2013). Esta propriedade particular torna as lipases
ainda mais interessantes para o desenvolvimento de biocatalisadores industriais para a

sintese de derivados lipidicos.

2.7. Aplicacoes biotecnoldgicas de interesse industrial das lipases

Em 1989 o mercado global de lipases era de cerca de US$ 24 milhdes, hoje esta em
torno de US$ 555 milhGes com projecdo de alcangar US$ 590 milhdes em 2020 (GLOBAL
MARKET INSIGHTS, 2016). Este crescimento deve-se a selecdo de novas lipases, ao
desenvolvimento de novas técnicas de producao e isolamento da enzima, bem como ao
desenvolvimento de processos de biocatéalise que se tornaram de grande interesse industrial,
como discutido até aqui.

Lipases sdo um importante grupo de enzimas industrialmente valiosas devido a sua
natureza versatil e sdo a escolha preferida para a quimica organica, area farmacéutica,
biotecnoldgica e microbioldgica. As aplicagdes industriais de lipases sdo revisadas varias
vezes por muitos autores, no entanto, a literatura ¢ tdo grande que ¢ dificil compreender tudo
em um sé lugar. Aqui ¢ feito um breve relato das principais aplicacdes das lipases

microbianas.
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2.7.1. Industria de alimentos e produtos lacteos

A maioria das enzimas utilizadas na industria sdo para processamento de alimentos,
principalmente para a modificagdo e degradagdo de biomateriais (ARAVINDAN;
ANBUMATHI; VIRUTHAGIRI, 2007). A maioria das lipases comerciais produzidas ¢
utilizada para o desenvolvimento do sabor em produtos lacteos e processamento de outros
alimentos, como carnes, legumes, frutas, alimentos cozidos e cerveja
(NAGODAWITHANA; REED; STEVE, 1993). Nessas industrias, as lipases com alta
especificidade t€ém multiplas utilizagdes, incluindo a modificagdo de 6leos e gorduras, a
sintese de ésteres de acidos graxos, lipidios estruturais e lipidios de baixo teor caldrico
(GUPTA et al., 2015).

Oleos e gorduras constituem um dos principais grupos alimentares da dieta humana
e, portanto, alimentos com baixo teor de colesterol e alto teor de acidos graxos
poliinsaturados (PUFA) sdo desejaveis para torna-los mais saudaveis. A este respeito, mais
de um milhdo de toneladas de o6leos e gorduras passam por tratamentos quimicos de
hidrolise, esterificacdo, acidolise, interesterificacdo e transesterificacdo com esta finalidade
(RAY, 2012). Como ja discutido, estes processos quimicos requerem altas temperaturas e
pressdes e, muitas vezes, reagoes laterais introduzem impurezas ao produto. Entre todas as
conversodes lipoliticas, a esterifica¢do e a interesterificacdo sdo amplamente utilizadas para
formar produtos de alto valor agregado, tais como a producdo de di- ou mono-glicerdis
especiais contendo dcidos graxos especiais em sua composi¢do, como o enriquecimento de
6leos com PUFA e 4cido oleico (RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010); sintese
de triacilglicerdis estruturais (RAY, 2012; TORCELLO-GOMEZ et al., 2011); e substitutos
da manteiga de cacau e da gordura do leite humano (ZHAO; HUO, 2011; ZOU et al., 2014;

ZOU et al., 2012).
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Quando livres, os acidos graxos conferem sabor e aroma peculiares aos alimentos de
acordo com o tamanho da cadeia carbonica e seu grau de insaturacdo (KEAST;
COSTANZO, 2015). Sao obtidos a partir da hidrolise enzimatica parcial ou seletiva de 6leos
e gorduras presentes em diferentes alimentos. Assim, lipases e proteases tém sido
responsaveis pelo desenvolvimento de aromas em queijos e derivados, bebidas alcoodlicas,
achocolatados e sobremesas, pela hidrolise seletiva de triacilglicerois e liberagao de acidos
graxos que atuam como flavorizantes ou como precursores destes (JAEGER; REETZ; 1998).
As lipases também tém sido empregadas na obten¢do de acidos graxos essenciais, como o
acido linoléico e o 4cido a-linolénico (MESSIAS ef al., 2011). Também sao aplicadas na
desacetilacdo da quitosana para a producao de oligossacarideos (LEE; XIA; ZHANG, 2008)
e na incorpora¢do de antioxidantes em oleos (SENANAYAKE; SHAHIDI, 2004).

Na industria de panificagdo, ha um foco crescente nas enzimas lipoliticas. As lipases
e fosfolipases podem ser usadas para substituir ou complementar emulsificantes tradicionais
na panificacdo, uma vez que as enzimas degradam os lipidios do trigo para produzir
compostos mais polares com propriedades emulsificantes in situ (COLLAR et al., 2000;

KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).

2.7.2. Industria de detergentes

Apds o grande sucesso comercial de proteases como aditivos em detergentes, o setor
industrial realizou grandes esfor¢os para introduzir lipases como um segundo grupo de
enzimas nestes produtos. Atualmente, enzimas sdo encontradas em toda formulagdo de
detergentes nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (VERMA et al., 2012). O uso
de lipases como aditivos ainda representa a maior aplicacdo industrial destas enzimas
(KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). A lipase

de Thermomyces sp., € a mais importante lipase utilizada em detergentes (Lipolase,
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Novozymes) (MESSIAS et al., 2011; VERGER et al., 2005). A atividade 6tima em pH
alcalino e temperaturas mais elevadas sdo caracteristicas que tornam lipases como uma

op¢ao atraente para esta finalidade (LI ez al., 2014).

2.7.3. Industria farmacéutica

As propriedades fundamentais de lipases exploradas neste setor sdo a
esterecoespecificidade e enantiosseletividade. Lipases estereosseletivas sdo utilizadas para
sintetizar as moléculas bioativas, enquanto enzimas enantiosseletivas sdo usadas para
purificar o respectivo enantidmero que manifesta a bioatividade (RAY, 2012). Por exemplo,
o (S)-Ibuprofeno [Acido (S)-2-(4-(2-metilpropil)fenil)propandico] pode inibir a sintese de
prostaglandinas de maneira 160 vezes mais eficientemente do que a sua forma R. Esta
resolucdo ¢ um exemplo em que se pode utilizar lipases (CARVALHO; CONTESINI;
IKEGAKI, 2006; CHEN; TSAI, 2000). Subsequentemente, esfor¢os t€ém sido realizados
para obtencdao de racematos oticamente puros através de sintese quimica assimétrica ou
resolucdo enzimatica. A resolucdo enzimdtica ¢ preferida devido a sua alta
enantiosseletividade, féacil separagdo dos subprodutos e taxa mais rapida de purificacao
quiral (MUSTRANTA, 1992; PATEL; BANERJEE; SZARKA, 1995).

A producao de lactonas sintéticas por lipases constitui outra importante aplicagao
destas enzimas na industria farmacéutica. Lactonas apresentam atividade citotoxica contra
células de melanoma e de tumor de colon e apresentam efeito inibitorio sobre a sintese do
colesterol (KOBAYASHI, 2006; XIA et al., 2014).

Na industria cosmética, uma ramificagao da industria farmacéutica, a utilizagao das
enzimas vem se intensificando, ndo apenas na sintese de matérias-primas, mas também como
ingredientes ativos nas formulagdes. Varios exemplos de sintese de fragrancias utilizando

lipase foram relatados, com (-)-mentol sendo o mais proeminente. Uma nova forma de isolar
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¢ésteres de (-)-mentol enantiomericamente puros € através de uma etapa de transesterificacao
com (=)-mentol usando lipases de Burkholderia (Pseudomonas) cepacia (ATHAWALE;
MANJREKAR; ATHAWALE, 2001) e Thermomyces lanuginosus (DE YAN; LI; WANG,
2015). O produto final metacrilato de metila foi subsequentemente polimerizado para ser
usado como um perfume de liberagao sustentada.

Lipases também podem ser utilizadas diretamente como agentes terapéuticos, no
tratamento de insuficiéncia pancreatica exdcrina, cuja suplementagdo € feita com pancreatina
(extraida de pancreas suino ou bovino) ou pancrelipase (maior nivel de pureza e extraida

somente de pancreas suino). Consideracdes detallhadas sdo feitas a seguir.

2.7.4. Utilizacao de lipases como agentes terapéuticos

O uso terapéutico de lipases remonta ao final do século XIX, quando preparagdes
brutas de enzimas pancreaticas de origem suina ja eram empregadas como auxiliares
digestivos (CRUZ et al., 2008).

Das doencas genéticas que, na maioria dos casos, levam a obito ainda na infancia, a
Fibrose Cistica (FC) ¢ a doenga autossdmica recessiva mais comum entre os individuos
caucasianos, com uma incidéncia na Europa e EUA que oscila entre 1:2.000 e 1:8.000
nascidos vivos. As pessoas com FC desenvolvem doenga pancredtica, hepatica, intestinal,
canais deferentes e pulmonar (ROWE; MILLER; SORSCHER, 2005).

Aproximadamente 90% dos pacientes com FC sofrem de obstrucdo do ducto
pancreatico associado a insuficiéncia pancreatica exocrina (IPE) (HEUBI et al., 2016;
MASCARENHAS, 2003; TAYLOR et al., 2016). Ma absor¢cdo de gordura ¢ o mau
funcionamento digestivo mais importante na IPE e estd associada com dor abdominal,

esteatorreia, flatuléncia, diarreia e déficits nutricionais e das vitaminas lipossoluveis A, D,
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E e K. A ma absor¢ao provoca falhas no desenvolvimento e crescimento em criangas e perda
de peso em adultos (BAKER, 2009; HEUBI et al., 2016; WILSCHANSKI, 2015).

Suplementacdo de enzimas exdgenas ¢ o tratamento de escolha para a IPE e as
enzimas pancreaticas tém sido utilizadas para o tratamento de FC desde a descrigdao da
doenga em 1938 (STEAD et al., 1987; STERN et al., 2000; SVENDSEN et al., 2012).
Tratamento de mé absorcao requer a entrega de atividade enzimaética suficiente no I[imen
duodenal simultaneamente com uma refeicdo. Para alcancar este objetivo, uma dose de
25.000 a 40.000 U/refeicao de atividade de lipase pancreatica ¢ necessaria para adultos
(KELLER; LAYER, 2005; OOl et al., 2016).

A digestdao de lipidios no ser humano adulto ¢ realizada por 3 lipases distintas,
comeca na boca, com a acdo da lipase lingual, secretada pelas glandulas salivares,
catalisando a reacdo de quebra dos TAG em DAG até o estobmago. No estdmago existe a
secrecdo de uma lipase na mucosa findica do estdmago, a lipase gastrica. Ela tem um pH
otimo de 3,0 a 6,0. Esta lipase, ao contrario de lipases alcalinas, ndo necessita de sais biliares
ou colipase para atuar. As lipases 4cidas da boca e estdmago respondem por até 40% da
hidrélise que ocorre durante a digestao de lipidios em adultos (ARMAND, 2007).

A quebra dos lipidios restantes continua no duodeno com a acdo sinérgica de
secre¢Oes biliares e pancreaticas (entre 30 e 75% de hidrdlise dos TAG) (IQBAL;
HUSSAIN, 2009; PHAN; TSO, 2001). A lipase pancreatica, que exige a presenga de
colipase para promover a digestdo de TAG na presenga de sais biliares, ¢ a principal enzima
envolvida na digestdo duodenal. Devido a especificidade sn-1,3 da lipase pancreatica, ha
conversao de TAG para monoacilglicerdis 2 (MAG-2) e acidos graxos livres que sdo
solubilizados por sais biliares e, em seguida, absorvidos pelas células intestinais. Sua
deficiéncia pode reduzir consideravelmente a capacidade de digerir e absorver lipidios,

resultando na excregdo de quantidades excessivas de gorduras nas fezes, a esteatorreia. Em
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condi¢des normais, a excregao fecal de gordura do homem ¢ inferior a 6 g por dia (BERTON
et al.,2012; BOURLIEU et al., 2015).

A lipase pancredtica ¢ uma enzima cuja suplementacdo pode ser benéfica nos casos
da esteatorreia, ma indigestao, doenca celiaca, fibrose cistica, diabetes tipo I ou I e doenca
de Crohn. Ensaios clinicos demonstraram que a suplementagdo com enzimas pancreaticas
diminuiu a excre¢ao de gordura fecal apos 2 a 4 semanas de tratamento, controlando a
esteatorreia e, principalmente, a desnutricdo (BARTEL et al., 2015; SAFDI et al., 2006;
WHITCOMB et al., 2015; WHITCOMB; LOWE, 2007). Contudo, o tratamento com
enzimas pancreaticas exogenas, administradas como comprimido de enzima convencional e
formulagdes em capsula, ¢ complicado devido a degradagdo causada pelo meio 4cido
contendo pepsina do interior do estdbmago, ndo possuem a mesma regiosseletividade natural
da lipase pancredtica humana e sdo isoladas e purificadas de péancreas suino e bovino,
dificultando sua obtencdo, purificacdo, elevando os custos e diminuindo o rendimento
(BAKER, 2009; HEUBI ef al., 2016). Outra limitacdo do uso de extrato de pancreas ¢ a
ocorréncia de disturbios gastrintestinais e hiperuricosuria ou hiperuricemia devido ao seu
alto conteudo de purina (HEUBI et al., 2016; KONSTAN et al., 2013).

Desta maneira, lipases microbianas estaveis e ativas em pH &cido, regiosseletivas,
resistentes a hidrolise por proteases digestivas e com atividade na presenga de sais biliares,
podem representar alternativas terapéuticas superiores e existem patentes sobre este assunto
(PIRONTI; RONDA; BOLTRI, 2014; SCHULER; SCHULER, 2011; SVENDSEN et al.,
2012). Assim, podemos procurar lipases terapéuticas produzidas por micro-organismos,
como os fungos e algumas bactérias, que sdo valorizados porque produzem enzimas
extracelulares, o que facilita sua recuperagdo do meio fermentativo.

Diversos requisitos devem ser considerados para o uso de enzimas com fins

terapéuticos, dentre eles a baixa resposta imunoldgica, alta atividade e estabilidade em pH
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fisioldgico, baixa taxa de eliminacdo e independéncia de cofatores. Além disso, quando se
utilizam micro-organismos como fonte destas moléculas, deve-se buscar cepas nao
patogénicas objetivando evitar a presenca de toxinas (GURUNG et al., 2013; NETO, 2001).

Enzimas especiais exigem alto nivel de pureza em decorréncia da sua aplicacao,
assim, uma sequéncia de processos de purificagdo € necessaria até a obtengdo final da
enzima. Como o processo de purificagao ¢ sofisticado e de extrema complexidade, o custo
desta etapa pode representar até 80% do custo do produto final (VALETTI; BRASSESCO;
PICO, 2016).

No Brasil, as enzimas para uso terapéutico e/ou farmacéutico sao predominantemente
importadas enquanto que essa classe de enzimas produzidas aqui ¢ exportada em uma
quantidade muito menos expressiva. No periodo de 2005 a 2014 o Brasil importou o
equivalente a US$ 863,9 milhdes com uma taxa média de crescimento anual de 21% e
exportou US$ 365,8 milhdes com taxa de crescimento anual de 18% (THE ATLAS OF
ECONOMIC COMPLEXITY, 2016), o que corresponde a 70% de importacdo. Na ultima
década o crescimento do mercado de enzimas no Brasil obeteve um crescimento vertical
(Figura 2.4). Dentro destas, as enzimas terapéuticas sdo responsaveis por grande parte do
mercado neste periodo, contando com uma importagdo de US$ 112 milhdes (20%), sendo
que as industrias brasileiras que mais importaram e exportaram enzimas foram as de
diagnostico e as farmacéuticas (THE ATLAS OF ECONOMIC COMPLEXITY, 2016).

A producdo de Pancreatina, especificamente, deverd atingir 2.556 toneladas
produzidas e comercializadas em 2016, com um aumento de 4% em relacdo ao nivel do ano
anterior. O tamanho do mercado global de pancreatina ¢ estimado para crescer de US$ 72,1
milhdes em 2011 para US$ 89,18 milhdes em 2016, cerca de 24% de crescimento em apenas

5 anos (GEN CONSULTING COMPANY, 2016).
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Figura 2.4 - Balanca comercial referente a importacdo (A) e exportagdo (B) de
enzimas no Brasil no periodo de 1995 a 2014. Valores em milhdes de dolares americanos
(USS). Fonte: (THE ATLAS OF ECONOMIC COMPLEXITY, 2016)
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2.7.5. Outras aplicagdes

As possibilidades de aplicacdes das lipases na industria oleoquimica sdo enormes.
Pesquisas acerca da producao de biodiesel utilizando lipases através da transesterificagao de
triacilglicerdis com alcoois de cadeia curta tem crescido significativamente nos ultimos anos.
As lipases também tém sido testadas na producao de biodiesel por transesterificagdo a partir
de diferentes 6leos vegetais e metanol ou etanol (DUSSAN et al., 2010; XIE; MA, 2010). O
biodiesel ¢ um monoalquil éster de 4cidos graxos, proveniente de fontes renovaveis como
Oleos vegetais ou gordura animal, cuja utiliza¢do estd associada a substitui¢do parcial ou
integral dos combustiveis fosseis, como, por exemplo, o diesel. O biodiesel apresenta baixa
toxicidade, ¢ isento de compostos aromaticos e possui propriedades semelhantes ao diesel
comum, além de baixo risco de explosdo e acdo como 6timo lubrificante (COSTA NETO ef
al., 2000).

Na industria téxtil, as lipases sdo usadas para facilitar a remogao de lubrificantes, a
fim de promover uma melhor absor¢do da tinta no tecido. As fibras sintéticas modificadas
enzimaticamente sdo utilizadas para a producdo de fios e tecidos (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006).

Nas industrias de fabricagdo de couro sdo comumente utilizadas proteases e lipases.
Essas enzimas tém sido utilizadas principalmente na etapa de desengraxe como alternativa
aos tensoativos e solventes, ndo interferindo na estrutura do produto final apenas
hidrolisando a gordura (DE SOUZA; GUTTERRES, 2012).

As lipases também sdo utilizadas na industria de papel e celulose para remocao de
triacilglicerdis e ceras, removendo componentes hidrofobicos que causam problemas no
processo de fabrica¢dao do papel (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; PANDEY et al., 1999;

SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).
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Na area ambiental, as lipases podem ser aplicadas na remogao de 6leos presentes nas
aguas residuais de fabricas, restaurantes ou residéncias, ou provenientes de industrias de
refinacao de oleos que poluem solos e agua. A aplicacao de micro-organismos produtores
de lipases na degradagao de hidrocarbonetos derivados do petroleo também ¢ sugerida como
uma alternativa de biorremediacdo (BALAJI; ARULAZHAGAN; EBENEZER, 2014;
JAEGER; EGGERT, 2002; VERMA et al., 2012).

Os custos para o emprego de lipases em industrias ainda ¢ elevado, sendo que estas
enzimas devem ser ativas e estaveis em pH, temperatura, solventes e condicoes especificas
otimizadas para cada processo. Uma op¢do para diminuir os custos estd no uso de lipases
imobilizadas, que dependera do desenvolvimento de técnicas e materiais apropriados,
mantendo as propriedades cinéticas especificas destas enzimas. Outras alternativas estariam
vinculadas ao isolamento e selecdo de cepas microbianas selvagens, dada a vasta
biodiversidade existente, principalmente no Brasil, que certamente fornecera micro-
organismos que possuam lipases com as caracteristicas desejadas para uso nos diversos
processos biotecnologicos. Além do desenvolvimento de novas técnicas para produgdo
(upstream) e purificagdo (dowstream) de enzimas que sejam mais rapidas, eficientes e,

principalemnte, com custo reduzido.
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3. OBJETIVOS
O presente trabalho teve por objetivo geral estudar a lipase de Burkholderia lata
LBBIO-BLO02, visando a sua utilizagdo em processos de biocatalise de interesse industrial.

Este objetivo geral foi desenvolvido por meio de varias etapas, que compdem 0s

objetivos especificos deste trabalho, a saber:

e Produzir o extrato enzimatico por fermentagdo submersa em meio de cultura
otimizado, utilizando frascos agitados e biorreator;

e Desenvolver e otimizar protocolos de purificacdo, utilizando-se de técnicas
cromatograficas de filtracdo em gel e de interacdo hidrofobica e metodologia
inovadora ndo convencional;

e Caracterizar a cinética e a bioquimica da lipase produzida por B. lata LBBIO-
BLO02, pela determinacdo das constantes cinéticas, da estabilidade e da massa
molar, tanto no extrato precipitado como na enzima purificada;

e Determinar a régio- e a enantiosseletividade da lipase de B. lata LBBIO-BLO02 e
sua atividade frente a diferentes substratos, naturais e sintéticos;

e Avaliar o potencial de aplicagdo da lipase de B. /ata em biocatalise, verificando
sua estabilidade frente a solventes organicos hidrofilicos e hidrofobicos;

e Avaliar a aplicagdo da lipase de B. lata LBBIO-BL02 em processos de
biocatalise de interesse farmacéutico e industrial com experimentos especificos:

o Obtengao de ésteres de aroma;

o Obtengao de acidos graxos epoxidados;

o Atividade de aciltransferase em reacdoes de esterificagdo ¢
transesterificacdo em ambiente aquoso e organico;

o Atividade de galactolipase in situ;

o Auxiliar digestivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa aqui apresentada foi desenvolvida no Laboratério de Bioquimica e
Bioprocessos (LBBIO) do Departamento de Ciéncias Biologicas da UNESP — Campus de
Assis. Parte dos experimentos especificos de caracterizagdo e aplicagao foram realizados em
parceria com o Dr. Pierre Villeneuve e o Dr. Jérome Lecomte no Centre de Coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD) em
Montpellier, Franca, e o Dr. Frédéric Carriere no Laboratoire d'Enzymologie Interfaciale et
de Physiologie de la Lipolyse (EIPL) no Centre National de la Recherche Scientifique

(CNRS) em Marselha, Franga.

4.1. MANUTENCAO DOS MICRO-ORGANISMOS

A cepa bacteriana LBBIO-BL02 foi isolada em nosso laboratério em uma
contamina¢do da cultura fingica e identificada por métodos morfoldgicos e moleculares
(16S rRNA) na Fundagao André Tosello (FAT).

A bactéria, identificada como Burkholderia lata LBBIO-BLO02, foi repicada em meio
LB (Luria Bertani), em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de
cultura, mantidos a 29 °C, sob agitagdo orbital de 180 rpm até atingir a ordem de 10°
células/mL. Apds crescimento, foi preparada uma suspensao de células com concentracao
de 10® cél/mL, adicionada de glicerol de modo a se obter uma suspensio a 20% de glicerol.

Essa suspensao foi dividida em criotubos mantidos em ultra freezer a -80 °C.

4.2. PRODUCAO DA ENZIMA POR FERMENTACAO SUBMERSA

4.2.1. Fermentagdao submersa sob agitacdo orbital
O cultivo foi iniciado com o pré-inoculo da bactéria em frascos de Erlenmeyer de

250 mL contendo 50 mL de meio LB com o tempo de incubacdo de cerca de 48 h (até a
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ordem de 10® células/ml) a 30 °C e sob agitacio orbital de 180 rpm. Foi transferido 1 mL da
cultura para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de fermentagao, os
quais foram mantido sob as mesmas condigdes previamente descritas. O meio de
fermentagao padrao foi composto de K;HPO4 (1,0 g/L); MgS0O4.7H20 (0,5 g/L); NaCl (0,38
g/L) e FeS04.7H20 (0,01 g/L), com pH de 6,4. As fontes de C e N foram variadas de acordo
com o ensaio. O crescimento bacteriano foi monitorado durante a fermentacao por contagem
de células em camara de Neubauer.

Ap6s os ensaios de fermentacdo a biomassa foi separada por centrifugagdo a 8.500 g
(HANIL, Supra R22), por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para ensaios de

determinagao de atividade enzimatica e concentragao de proteinas.

4.2.2. Efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na producao de lipase por
B. lata LBBIO-BL02

Para a indugdo da produgdo de lipase pela bactéria em fermentacdo submersa foram
utilizados gordura de frango e 6leos vegetais: oliva, milho, soja, crambe, dendé e linhaga
(10,0 mL/L) como fontes lipidicas de carbono contendo diferentes composi¢des de acidos
graxos (Tabela 8.1, p. 114).

Para estudar a influéncia de fontes de nitrogénio na produgdo da enzima foram
analisadas seis diferentes fontes de N organico e inorganico utilizando um delineamento
experimental fracionado 2°2 (Tabela 2, Capitulo I). As fontes de N estudadas foram extrato
de levedura, ureia, sulfato de amonio, nitrato de sodio, nitrato de amonio e fosfato de amonio.
Gordura de frango (10,0 mL/L) foi utilizada como fonte de carbono padrdo neste ensaio. A
Tabela 2 (Capitulo I) mostra os fatores independentes (Xi), niveis e valores experimentais

codificados (-1, 0 e +1) e ndao-codificados (valores reais) das variaveis.
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A influéncia das concentracdes das fontes de carbono (Xi) e nitrogénio (X>) na
producao de lipases por B. lata LBBIO-BL02 via fermentacao submersa foi avaliada em um
delineamento experimental 2% com 11 experimentos contendo quatro repeti¢des do ponto
central e quatro pontos axiais (Tabela 3, Capitulo I). As varidveis independentes e seus niveis
foram fonte de C (0,0-25,0, mL/L) e N (0,0-12,0, g/L) utilizando meio de cultura padrao a
30 °C e 180 rpm. A analise dos resultados foi realizada utilizando o software STATISTICA
8.0 (Statsoft Inc.).

A resposta das varidveis, Y (atividade lipolitica, U/mL), pode ser aproximada pela
equagao polinomial:

DCCR 2%

Y=Po+ Y B+ Y pixt + Ypixi

onde: Y ¢ a resposta predita, Bo € o intercepto, Bi, Bii e Bij sdo os coeficientes linear,
quadratico e de interacdo, respectivamente, € Xi € Xj representam as variaveis independentes.

A significancia estatistica do modelo foi verificada pela andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Fisher (teste F). A qualidade da equacao do modelo gerado foi avaliada
estatisticamente pelo coeficiente R?. A equagio polinomial ajustada foi entio expressa na
forma de graficos de contorno tridimensionais, para ilustrar a relagdo entre as respostas € o0s

niveis experimentais de cada variavel independente

4.2.3. Efeito da temperatura e pH inicial na produgdo da lipase por B. lata LBBIO-
BLO02 em fermentagao submersa
O efeito do pH inicial na producdo da enzima foi avaliado em ensaios univariados
em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio padrao em diferentes valores
de pH inicial (pH 3 a 12). O pH do meio foi ajustado ao valor desejado usando NaOH 1

mol/L ou HCI 1 mol/L antes do processo de esterilizacao.
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Temperaturas de fermentagao variando de 30 a 45 °C foram testadas em relagao ao
seu efeito na producdo da enzima em dois diferentes tempos, 48 ¢ 72 h de fermentacao.

Todos os ensaios foram feitos em triplicata independentes.

4.2.4. Fermenta¢dao submersa em biorreator de 7,5 litros

Apos os ensaios de otimizacdo em frascos agitados, foram realizados ensaios de
produgdo da enzima em fermentador de 7,5 L (TECBIO-TECNAL Piracicaba, SP) para
validagdo e ensaio de aumento de escala de produ¢do. Foram utilizados 4,0 L de meio de
fermentacdo e 40 mL de inoculo (10® células/mL).

O indculo foi preparado como descrito no item 4.1. A temperatura de produgdo foi
mantida a 35 °C, a taxa de fluxo de ar foi de 1,5 vvm e a taxa de agitagdo de 300 rpm. Os
dados de oxigénio dissolvido, temperatura, rotagdo, nivel e pressdo no interior do vaso de
reacdo foram coletados a cada 30 segundos durante a producdo da enzima. Além desses
dados, foram coletadas 12 amostras ao longo das 96 h de producao, nas quais pH, biomassa,

atividade enzimatica e concentragdo de proteinas foram avaliados.

4.2.5. Esteriliza¢do dos meios e equipamentos
A fim de garantir condicdes estéreis de crescimento do micro-organismo, 0s meios
solidos de propagagdo, de crescimento e de producdo, bem como, todos os materiais

utilizados foram esterilizados em autoclave a 121 °C, durante 20 min.

4.3. ENSAIOS DE PRE-PURIFICACAO
O sobrenadante de cultura e o extrato precipitado podem apresentar forte turvagao, o
que impede a purificagdo direta por métodos cromatograficos. Com o objetivo de clarificar

o extrato precipitado foram realizados ensaios de precipitagdo com sulfato de amonio com a
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finalidade de remover lipopolissacarideos, uma vez que estas macromoléculas extracelulares
podem ser produzidas por bactérias e provocar turvagao no meio de cultivo (GALANOS et

al., 1971; STUER; JAEGER; WINKLER, 1986).

4.3.1. Precipitagdo com sulfato de amonio

Foram realizados ensaios de precipitacdo com sulfato de amonio (80% de saturagdo)
com a finalidade de clarificar o sobrenadante de cultura.

Sulfato de amonio foi adicionado até a saturacao desejada (80% de saturagdo - 565
g/L), com agitacdo branda a 4 °C. A solugdo foi mantida a 4 °C por 12 h sob agitacdo branda,
sendo depois centrifugada a 12.000 g por 10 min a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em
um volume minimo de tampao citrato-fosfato 0,05 mol/L pH 7,0.

Esta suspensao foi dialisada contra este mesmo tampao a 4 °C, por 6 h, com duas
trocas. Apos a didlise, o precipitado foi ressuspendido e armazenado a 4 °C com adigao de

azida sodica 0,02 % (m/v) para os estudos seguintes.

4.3.2. Precipitacdo parcial utilizando isopropanol

O extrato precipitado foi tratado com utilizando diferentes concentracdes de
isopropanol (10-50%) visando a sua clarificacdo e o rompimento dos agregados, baseando-
se no estudo de Rua et al. (1997).

O extrato precipitado foi centrifugado a 5.000 g por 20 min. A 3,5 mL do
sobrenadante adicionou-se 1,5 mL de solugdo de isopropanol em banho de gelo e em seguida,
a mistura foi filtrada em membranas de 0,45 ou 0,22 um. A atividade enzimatica foi
determinada no filtrado.

Para as medidas de atividade, as diluigdes necessarias foram realizadas em tampao

citrato-fosfato 0,02 mol/L pH 7,0.
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4.4. METODOS DE PURIFICACAO

4.4.1. Cromatografia de permeacgdo em gel

Os ensaios de cromatografia de permeagdo em gel foram realizados em coluna
empacotada manualmente com o gel Sephadex G75, composto por ligagdes intercruzadas de
dextranas e a faixa de fracionamento esta entre 3000-80,000 Da. O fluxo foi de 0,4 mL/min
e a eluicdo realizada com tampao fosfato 0,02 mol/L pH 8,0 contendo NaCl 0,15 mol/L,
sendo coletadas fracdes de 1 mL. As colunas possuiam 35 cm de comprimento e 0,72 cm de
diametro resultando em um volume de trabalho de 25 mL,

Todas as fragdes foram analisadas quanto a atividade lipolitica e absorbancia a 280

nm. As fracdes com atividade lipolitica foram reunidas e aplicadas em gel de eletroforese

SDS-PAGE (secdo 4.4.5).

4.4.2. Purificagio parcial utilizando Celite® 545

Com o objetivo de se obter uma purificacdo parcial do extrato precipitado, foram
realizados ensaios de adsor¢ao e dessorcao controladas. Para adsor¢ao seletiva da enzima foi
utilizado 1 mL de sobrenadante de cultura para cada grama de Celite® 545. Foram testadas
diferentes concentragdes de isopropanol como agente de adsor¢dao (60-100% (v/v) em
tampao fosfato 0,05 mol/L, pH 7,0) a 4 °C (10 mL) por 2 min sob agitacao branda.

A lipase adsorvida foi coletada por filtracao e lavada duas vezes com n-hexano para
remover impurezas. Apos secagem foram testadas diferentes solugdes de dessorcao: agua
deionizada; tampao fosfato 0,05 mol/L (pH 5,0-9,0); Triton X-100 0,5% (m/v) em tampao
fosfato 0,05 mol/L pH 7,0; isopropanol 10% (v/v); sulfato de amonio 0,5 mol/L. As solugdes
foram deixadas em contato com a enzima adsorvida em Celite por 5 min, 4 °C sob agitacao
branda. A Celite foi separada por filtragdo e o sobrenadante utilizado para investigacao de

atividade enzimatica e concentracao de proteinas.
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4.4.3. Cromatografia de troca idnica

Os ensaios de cromatografia de permeacao em gel foram realizados em coluna
empacotada manualmente com o gel DEAE-Sephadex, contendo Dietilaminoetil
(OCH2CH2N+H(CH2CH3)2) que se comporta como uma base fraca e matriz formada de
dextrana. O fluxo foi de 0,2 mL/min ¢ a elui¢ao foi realizada com tampao citrato-fosfato pH
7,0 0,01 mol/L pH 8,0, a fracdo ligada foi eluida pelo mesmo tampao contendo NaCl 0,1 mol/L,
sendo coletadas fragoes de 1 mL.

Todas as fragdes foram analisadas quanto a atividade lipolitica e absorbancia a 280
nm. As fracdes com atividade lipolitica foram reunidas e aplicadas em gel de eletroforese

SDS-PAGE (se¢do 4.4.5).

4.4.4. Purificagio em um passo utilizando “Metodologia de Passo Unico” (MPU)

Foram realizados ensaios de purificagdo utilizando MPU, de apenas um passo, com
reagentes de baixo custo. Devido a processos de prote¢do de inovagdo este protocolo sera
omitido da tese, sendo apresentados apenas seus resultados. O método foi testado na
purificacao da lipase de B. lata LBBIO-BL02, foco deste trabalho, e na purificagcdo da lipase
do fungo filamentoso Botryosphaeria ribis EC-01, para confirmag¢do e validacdo da

eficiéncia de método como processo geral de purificacao de lipases.

4.4.5. Eletroforese SDS-PAGE

Eletroforese em géis de poliacrilamida contendo SDS foi realizada de acordo com
Laemmli (1970). As amostras dialisadas foram diluidas em tampao Tris-HCI 0,5 mol/L pH
6,8, contendo 10% (m/v) de SDS, 10% (v/v) de glicerol, 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol e
0,05% (m/v) de azul de bromofenol. Os géis foram preparados com 12% (m/v) de

poliacrilamida.
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Foram utilizadas como marcadores de massa molar as seguintes proteinas: fosforilase
(94 kDa), albumina bovina (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase carbonica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). O gel foi corado com nitrato

de prata segundo o método descrito por Blum, Beier e Gross (1987).

4.5. DETERMINACAO DE PARAMETROS CINETICOS E DE ESTABILIDADE
DA LIPASE DE Burkholderia lata LBBIO-BL02

As caracteristicas da enzima foram estudadas tanto com a enzima bruta quanto com

a lipase previamente purificada, com a finalidade de conhecer as propriedades bioquimicas

da enzima e caracteristicas que possam indicar um uso industrial.

4.5.1. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade

Para determinar o efeito da temperatura sobre a lipase a atividade enzimatica foi
determinada em temperaturas entre 20 e 90 °C. A estabilidade a temperatura foi determinada
através da incubacdo da enzima em temperaturas entre 20 € 90 °C por 1 h, na auséncia do

substrato. A atividade lipolitica residual foi determinada a 55 °C.

4.5.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade

Para determinar o efeito do pH na atividade lipolitica os ensaios foram realizados
variando-se o pH do meio reacional entre pH 2,3 e 10,0. A reagdo foi realizada com meio
reacional pré-equilibrado a 55 °C.

A estabilidade ao pH foi determinada pela incubag@o da enzima em tampdes com
valores de pH entre 2,3 a 10,0 por 1 h a 22 °C. Apo6s a incubagdo, a atividade residual foi

determinada usando tampao Tris-HCI 0,05 mol/L pH 8,0.
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4.5.3. Hidrolise de diferentes substratos

A capacidade hidrolitica da lipase de B. lata LBBIO-BL02 frente a diferentes
substratos foi observada frente a lipidios modelo: Trioleina (TC18) e Tributirina (TC4);
Oleos vegetais: Oliva, Soja, Girassol, Linhaga, Crambe, Canola, Oleo de Soja de Fritura,
Dendé, Milho e Margarina (Claybom®); e gorduras animais: Frango, Porco, Peixe, Manteiga
e Creme de Leite. Os substratos utilizados contém diversificada composi¢cdo de acidos

graxos (Tabela 8.2)

4.5.4. Efeito da concentragdo de substrato na atividade
Na determinagao do efeito da concentracdo de substrato sobre as constantes cinéticas,
Km (mmol) € Vinax (mmol/min), a enzima foi incubada com concentragdes de trioleina entre

10 e 250 mmol/L por 30 min.

4.5.5. Efeito da concentracdo de produto na atividade

Para a determinagdo do efeito da concentragdo de produto (dcido oleico) sobre a
atividade da lipase, foram utilizados como substrato a trioleina, que resulta em diferentes
produtos intermediarios, € o oleato de metila, resultando em apenas dois produtos. A enzima
purificada (1 mg/mL) foi incubada em diferentes concentragdes de produto x substrato (100-
0, 100-25, 100-50, 100-75, 100-100, 100-150, 100-200, 75-25, 50-50 e 25-75, em mmol/L)
a 55° C, pH 8.0 com retiradas de amostras até 24 h. Os produtos da reagcdo foram
acompanhados por HPTLC (4.7.4).

Para confirmacao dos resultados os mesmos ensaios foram realizados com adigao de
cloreto de célcio de 0 a 50 mmol/L. O método se baseia na precipitacdo como sal de célcio
dos acidos graxos liberados pela hidrolise dos substratos, evitando a possivel inibi¢ao da

enzima pela presenca do produto em solugao.
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4.5.6. Hidrolise parcial de lipidios e ésteres

Para a hidrolise de lipidios, uma emulsao de trioleina (triacilglicerol padrao) ou dleos
vegetais (oliva, soja, girassol e canola; 100 mmol/L cada) foi preparada em alcool
polivinilico (PVA; 20 g/L) por sonicagao (Branson Sonifier 250).

Para a hidrélise dos TAG, a reagao foi iniciada pela adi¢do de 100 puL da emulsao do
TAG e 900 pL da lipase de B. lata suspendida em tampao Tris-HCI 0,05molL pH 8,0 (10
mg/mL). A reagdo foi realizada a 55 °C por 0, 5, 15 e 30 minutos e interrompida pela adi¢ao
de 150 pL de uma solugdo de etanol:4cido sulfurico (100:0,8; v/v). Os compostos lipidicos
foram extraidos com 2 mL de hexano e as amostras armazenadas a -20 °C.

Para as hidrolises dos ésteres metilicos (Fatty Acids Methyl Esters — FAMEs), uma
mistura equimolar de sete FAMEs saturados (8:0, 10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0 e 20:0; 1,6
mmol cada em 1 mL de meio de reacdo), trés FAMESs insaturados (18:1, 18:2 e 18:3; 3,3
mmol cada em 1 mL de meio de reacdo) e uma mistura dos dois grupos de FAMEs, saturados
e insaturados, (1,1 mmol cada em 1 mL de meio de reagdo) foi utilizada como substratos

emulsificados em PVA (20 g/L).

4.5.7. Determinacao da regiosseletividade da lipase de B. lata LBBIO-BL02

A regiosseletividade da lipase foi determinada através da analise da relacdo entre a
soma das concentragdes de 1,2-DAG e 2,3-DAG em relagao a de 1,3-DAG ap6s a hidrolise
parcial da trioleina (TAG modelo) e TAG heterogéneos de oleos vegetais (oliva, soja,
girassol e canola). A hidrolise parcial foi realizada em triplicada por 0, 5, 15 € 30 min a 55

°C, utilizando lipase bruta e pura de B. lata LBBIO-BL02.
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4.5.8. Determinagdo da tiposseletividade da lipase de B. lata LBBIO-BL02

A tiposseletividade da enzima foi determinada por reagcdes multicompetitivas de
acordo com Rangheard et al. (1989). Neste ensaio, uma maior concentragcdo (%) de um
determinado acido graxo liberado indica uma maior atividade lipolitica em seu éster
respectivo. Esteres metilicos de AG saturados (cadeia carbonica de 8:0 a 18:0) foram
utilizados para determinar a tiposseletividade em relacdo ao tamanho da cadeia, enquanto
¢ésteres metilicos de AG 18C insaturados foram usados para determinar a tiposseletividade
em relacdo ao nimero de insaturagdes. As bandas observadas nas placas de CCD contendo
AG livres foram raspadas e transferidas para frascos de fundo Redondo de 50 mL para

metilagdo resultando em ésteres metilicos submetidos a analise por Cromatografia Gasosa

(GC).

4.5.9. Estabilidade em solventes organicos

Para determinar a estabilidade da lipase em acetona, etanol, metanol e isopropanol, a
enzima foi incubada (1 h, 30 °C) em diferentes concentragdes de solventes (25, 50, 80 e
100%, v/v). No caso dos solventes imisciveis em dgua, caso do butanol, alcool isoamilico,
octanol, tolueno, hexano, isooctano e heptano, a enzima foi adsorvida em papel de filtro 1
cm? e incubada na presenca de cada solvente (1 h, 30 °C). Em seguida, o papel de filtro foi
transferido para tubos com 1 mL de tampao fosfato 0,02 mol/L pH 8,0 para eluicdo da

enzima.
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4.6. APLICACAO DA LIPASE DE Burkholderia lata LBBIO-BL02 EM

DIFERENTES PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

4.6.1. Reacdes de esterificacdo e transesterificagdo em ambiente aquoso

Os experimentos foram realizados como descrito por Vaysse et al. (2002), com
modifica¢des. Os substratos lipidicos (oleato de etila, acido oleico ou trioleina) foram
preparados como emulsdes que consistem de 100 mmol/L de lipidios em uma solucio aquosa
de alcool polivinilico (20 g/L) emulsionados por ultrassom (Branson Sonifier 250). Para as
reacdes (volume total de 1 mL), 100 pL de substrato em emulsdo foram adicionados a 800
ul de tampao citrato-fosfato 50 mmol/L pH 8,0, contendo, eventualmente, os alcoois
utilizados para os ensaios de esterificacdo e transesterificacdo de 0,5 a 15 mol/L. A reacao
foi iniciada pela adi¢do de 100 pL de solucao de enzima a 20 mg/mL com o mesmo tampao.

As reacoes foram realizadas a 50 °C por até 24 h (retiradas de amostras com 0, 10,
30, 60, 120, 240, 1080 e 1440 min) e interrompidas pela adi¢ao de 950 uLL de uma mistura
etanol/acido sulfurico (100:0,8, v/v). Apds a adicao de 50 puL de padrdes internos (solucao
etanolica de acido pentadecanodico (C15) e os seus ésteres de etila e metila, 1 umol cada), os
lipidios foram extraidos com 1 mL de hexano. Esteres e acidos graxos livres foram entio
analisados por cromatografia gasosa (GC). As curvas de calibragdo foram realizadas
utilizando emulsdes de monoésteres preparados de acordo com o mesmo protocolo, sem
adicao da enzima e alcool e os rendimentos das reagdes foram expressos em % de conversao

de ésteres.

4.6.2. Obtencado de ésteres de aroma via esterificagdo enzimatica de acidos graxos
em ambiente organico
As reagoes de esterificagdo foram realizadas em frascos de 30 mL, contendo 500

mmol de acido caprodico (6:0) ou acido caprilico (8:0), 200 mmol de alcool etilico ou
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isoamilico e 200 U de enzima liofilizada em meio reacional contendo n-hexano como co-
solvente para completar 5 mL de meio reacional. A rea¢ao foi mantida a 40 °C por 24 h em
shaker orbital a 180 rpm. Os acidos graxos residuais foram quantificados pelo método de
Lowry e Tinsley (1976) e os rendimentos das reagdes foram expressos em % de conversao

dos acidos graxos.

4.6.3. Epoxidacdo quimo enzimatica de acidos graxos

Para a reacdo de epoxidagdo padrio, o éster oleato de metila, 200 mmol em 10 mL
de tampao de fosfato pH 5,3 e 50 mmol/L, foi utilizado como substrato para seguir a
formagao de produtos epoxidados em diferentes concentragdes de H>O> (de 0 a 20%, v/v)
com adicdo de 3%, (m/v) de lipase. Para a mais elevada concentracdo de H>O> (20%) a
adi¢do foi realizada em 10 passos de 2%, cada um com duas horas de intervalo, para diminuir
a degradacao da enzima pela agdo do peroxido. A reacao foi seguida por 48 horas a 40 °C e
300 rpm. Em seguida, os produtos de reagdo foram extraidos com 5 ml de Hexano e a fase
organica seca com a adicao de Na>xSOs. Os produtos da reagdo foram analisados por HPTLC
(secdo 4.7.4) e os rendimentos foram expressos em % de conversao dos acidos graxos.

O procedimento para a epoxida¢io de 4acido insaturado livre (4cido oleico 18:1%%) e
oleo vegetal (6leo de soja) € muito semelhante. O 6leo de soja (60 mmol, com 240 mmol
C=C) e o acido oleico livre (200 mmol) foram adicionados em 10 mL de tampao de fosfato
pH 5,3 e 50 mmol/L. Ap6s a adi¢do de 0,30 mg de lipase, foram adicionados 10% de H>O,.
O procedimento de tratamento € analogo ao da epoxidagao do FAME.

Para todos os ensaios foram também utilizadas as lipases de Candida antarctica B
(CAL-B) como controle positivo, € de Burkholderia cepacia (Amano PS) por ser uma

enzima produzida por uma cepa filogeneticamente muito proxima a da B. lata LBBIO-BL02.

44



4.6.4. Atividade de galactolipase in situ

Para a mensuragao da atividade de galactolipase do extrato purificado de B. lata
LBBIO-BLO02 foram utilizadas folhas de espinafre (Spinacia oleracea) previamente fervidas
por 5 min de modo a inativar as enzimas lipoliticas enddgenas, cortadas em pedacos de 1-2
mm e liofilizadas.

Os ensaios de hidrolise dos galactolipideos foram realizados em frascos de vidro de
30 mL contendo 100 mg de folhas pré-tratadas e 9 mL de tampao Tris (pH 8,0, Tris 50
mmol/L, NaCl 150 mmol) com a adicdo de 1 mL de solu¢do enzimdtica (5 mg/mL) em
mesmo tampao e foram incubadas a 55 + 1 °C, sob agitacdo orbital (250 rpm) durante 30
minutos (AMARA et al., 2013). Utilizando o mesmo protocolo também foi realizado ensaio
de transesterificacdo dos galactolipideos, utilizando uma solugdo tampao Tris com adi¢do de
metanol a 1 e 3 mol/L.

Apds o tempo de reagdo, uma amostra de 500 pL foi retirada de cada tubo adicionada
de 3,5 mL de FOLCH (CHCl3:CH30H, 2:1, v/v), agitada em vortex por 1 min e centrifugada
por 5 min a 4000 rpm. A fase orgénica foi coletada e adicionada ao tubo de ensaio, seca com
MgSOs, filtrada (0,45 um) e evaporada sob uma corrente de N». Finalmente, o extrato seco
foi dissolvido em 3 mL de CHCI3-CH30H (2:1, v/v) e analisado por HPTLC (secdo 4.7.4).

Em cada caso, os experimentos foram realizados em triplicata utilizando controles
sem enzima, a fim de verificar a inativa¢do das enzimas enddgenas nas folhas através da

auséncia de acidos graxos livres e/ou a formacao de ésteres.

4.6.5. Simulagao de fluido gastrico
A atividade e estabilidade da enzima purificada foi verificada em fluido gastrico
simulado (FGS). O FGS foi preparado com NaCl (75 mmol/L), lecitina de soja (17 mmol/L),

CaCl; (0,15 mmol/L), glicerol (120 mmol/L), HCI para ajustar pH até 4,0 e pepsina (Sigma,
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derivada do revestimento de estomago de porco, 700 U/mg) de 1000 a 8000 U/mL utilizando
trioleina, tributirina ou tricaprilina como substratos (PORTER; TREVASKIS; CHARMAN,
2007). A enzima (0,5 mg/mL) ficou incubada a 250 rpm e 37 °C. Os ensaios foram realizados
em triplicata e os acidos graxos liberados foram calculados contra um branco sem enzima
por titulagdo manual, cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC) e pH-

Stat.

4.6.6. Simulagao de fluido intestinal

A atividade e estabilidade da enzima purificada também foram verificadas em fluido
duodenal simulado (FDS) presente no duodeno proximal. O FDS foi composto de lecitina
de soja (4 mmol/L), glicerol (60 mmol/L), tripsina de 94 a 376 U/mL, sal biliar
taurodeoxicolato de sodio (NaTDC, SIGMA-ALDRICH) de 4 a 16 mmol/L em diferentes
valores de pH utilizando trioleina, tributirina ou tricaprilina como substratos (PORTER;
TREVASKIS; CHARMAN, 2007). A enzima (0,5 mg/mL) ficou incubada a 250 rpm e 37
°C. Os ensaios foram realizados em triplicata e os acidos graxos liberados foram calculados
contra um branco sem enzima por titulagdo manual, cromatografia de camada delgada de

alta eficiéncia (HPTLC) e pH-Stat.

4.7. METODOS ANALITICOS
4.7.1. Determinacao da atividade lipolitica em meio aquoso.
a Método da hidrélise do pNPP
O método de hidrdlise do pNPP, substrato sintético, foi utilizado nas etapas de
producdo e purificacdo da enzima.
O método baseia-se na hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) em meio

aquoso contendo surfactante Triton X-100 (LIMA, 2004; WINKLER; STUCKMANN,
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1979). A liberagao do p-nitrofenol, de coloracdo amarela ¢ seguida em espectrofotometro a
410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a libera¢ao de 1 mmol de
PNP (p-nitrofenol) por minuto. O coeficiente de extingdo molar do pNP (8,777 x 10°
mol.L/cm.min) foi utilizado para relacionar a concentragdo do produto com a absorbancia
obtida em tampao citrato-fosfato 0,05 mol/L pH 7,0 (LIMA, 2004).

Solucoes Utilizadas:

- Solugdo A: palmitato de p-nitrofenila em isopropanol (3 mg/ml).

- Solugdo B: 2 g de Triton X-100 em 450 mL tampao citrato-fosfato 0,05 mol/L pH
7,0.

Procedimento:

A 10 mL da solugao B equilibrada a 55 °C ¢ misturado 1 mL da solugao A, lentamente
e sob continua agitacdo. A mistura ¢ feita imediatamente antes da determinacao da atividade,
pois o substrato ¢ instavel quando em meio aquoso. Desta solug@o sdo colocados 0,9 mL em
cubeta, estabilizada a temperatura de 55 °C, sendo adicionada a soluc¢do de enzima (0,1 mL)
ou de tampao, quando se prepara o branco. A reacdo ¢ feita em cubeta de 1,0 mL e a leitura
feita sempre contra um branco contendo o substrato e o tampdo sem a enzima, a 55 °C e pH
7,0.

Como protocolo padrido, as leituras de absorbancia foram feitas ap6s 1 min de reacao.
Alteragdes no tempo de leitura sdo indicadas na descricdo do experimento, quando for o

Caso.

b Método titulométrico manual
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O método titulométrico foi utilizado nos ensaios de determinagdo dos parametros
cinéticos e de estabilidade da enzima.

Ensaios de atividade frente a diferentes triacilglicerois foram realizados utilizando
trioleina e tributirina como substratos. A determinacdo da atividade de lipases por
titulometria ¢ baseada no método proposto por Stuer et al. (1986), com modificagdes. O
método baseia-se na titulagdo com NaOH dos acidos graxos liberados pela agdo da enzima
a partir dos triacilglicerdis. O meio reacional constitui de 0,2 mol/L de substrato, 6% (m/v)
de Triton X-100 e 74% (v/v) de tampao tris-HCI1 0,05 mol/L pH 8,0. Adiciona-se 1 mL de
enzima a 5 mL de meio de reagdo e incuba-se por 30 min a 55 °C, sob agitacdo intensa (300
rpm). Apos a incubagdo, 16 mL de uma solugdo 1:1 (v/v) de acetona e etanol sdo adicionados

e esta solugdo ¢ titulada com NaOH 0,1 mol/L.

c Método titulométrico usando pH-Stat

A atividade da lipase em ambientes gastricos simulados foi determinada
potenciometricamente por titulagdo automatica dos 4cidos graxos livres liberados a partir de
uma emulsdo de TAG (triacilglicerol) agitada mecanicamente, usando NaOH 0,1 mol/L e
um dispositivo de pH-Stat (TTT 80 Radiometer, Copenhaga). Cada ensaio com TAG de
cadeia curta (tributirina, TC4) ou TAG de cadeia média (tricaprilina, TCS8) foi realizada em
um recipiente termostatizado (37 © C) contendo 0,5 mL de TAG e 14,5 mL de uma solucao
contendo 150 mmol/L de NaCl, 5 mmol/L de CaCl; e diferentes concentragdes de NaTDC
quando necessario. Os TAGs foram emulsionados por meio de agitacdo mecanica. Foram
efetuadas corre¢des para se levar em consideracdo a ionizacao parcial dos acidos butirico e
octanoico que ocorre a niveis de pH inferiores a 6,0. O azeite de oliva foi usado para testar
a atividade da lipase em TAGs de cadeia longa. A atividade nos TAGs de cadeia curta e

média foi determinada por titulacdo direta dos acidos graxos livres, enquanto que a atividade
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em TAGs de cadeia longa foi determinada através de titulagdo de retorno (ANDERSSON et
al., 1995). As atividades foram expressas em unidades internacionais (U) por mg de lipase.

Um “U” corresponde a 1 umol de &cido graxo livre liberado por minuto.

4.7.2. Determinacdo de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita de acordo com o método de Bradford (1976),
calculando a concentracdo de proteinas a partir da curva de calibragdo com o padrdo soro-
albumina bovina. As fra¢des eluidas de colunas cromatograficas nos ensaios de purificagdo

foram analisadas por leitura direta em UV a 280 nm.

4.7.3. Determinagdo de acidos graxos livres

Para determinacdo de 4cidos graxos livres e acompanhar a reag@o de esterificacao foi
utilizado método de Lowry e Tinsley (1976), com modificacdo. Trata-se de um método
colorimétrico que mede a coloragao do complexo azul-esverdeado, a 715 nm, formado entre
os ions Cobre II e os acidos graxos livres, soliveis em fase orgénica.

A conversao em éster foi calculada a partir do consumo do acido graxo do meio
reacional. A concentracao de acido graxo no meio foi relacionada a absorbancia através da
curva de calibracao feita com acidos graxos (Caproico e Caprilico) (Fischer, grau HPLC) a

100 mmol/L nas mesmas condi¢des do ensaio.

4.7.4. Andlise de classe de lipidios por cromatografia em camada delgada (CCD)

Ap6s hidrdlise, os produtos da reacdo foram extraidos em hexano e separados por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Para os produtos da reacdo de hidrélise de
TAGs, 5,0 uL da fase de hexano foram aplicados (banda de 5 mm) em placas de silica gel

60 (Merck) de HPTLC usando um aplicador automatico ATS4 (CAMAG). A fase movel
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utilizada foi uma mistura de hexano:éter dietilico:acido formico (70:30:1; v/v/v) em uma
cuba de corrida automatica ADC2 (CAMAG). As placas foram reveladas inserindo-as em
uma solugdo contendo sulfato de cobre saturado:acido fosforico:metanol:agua
(50:40:25:390, v/v/v/v) e seguido de aquecimento a 180 °C por 7 min. As bandas foram
quantificadas usando um TLC scanner 3 (CAMAG) a 325 nm.

Para os produtos da reacao de hidrolise de FAMESs, 300 uL da fase de hexano foram
aplicados em placas de silica gel 60 (Merck), usando aplicador automatico Linomat 4
(CAMAG). As bandas contendo 4cidos graxos livres derivados da hidréolise de FAMEs
foram raspadas das placas e armazenadas em frascos de 50 mL de fundo redondo para

posterior estudo de tiposseletividade.

4.7.5. Andlise de acidos graxos por Cromatografia Gasosa (GC)

A composic¢ao de acidos graxos de Oleos vegetais foi determinada usando um sistema
de cromatografia gasosa (GC) Instruments PerfectFit GC series US 00036865 (USA)
equipado com um injetor automatico Split/splitless (HP 6890 Series Injector; USA), uma
coluna capilar Supelcowax 10 (30 mx0,25 mm de didmetro interno e espessura do filme de
0,25 um; Supelco, USA) e um detector de ionizacao de chama (FID). As amostras foram
preparadas em frascos de fundo redondo de 50 mL. Amostras de 6leo vegetal (oliva, soja,
girassol e canola; 30 mg) foram diluidas em 3 mL de metdxido de sodio 0,05 mol/L contendo
fenolftaleina e deixadas em refluxo por 10 min. Trés mL de metanol:cloreto de acetila (1:1,
v/v) foram adicionados até descoloragdo completa da fenolftaleina. A mistura ficou
novamente em refluxo por 10 min e resfriada até temperatura ambiente. Apos adigcao de 10
mL de dgua destilada, a fase organica contendo ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES)
foi extraida em 6 mL de hexano, desidratada com sulfato de sodio anidro e filtrada. A fase

de hexano contendo FAME:s foi injetada diretamente (2,0 uL.) no equipamento de GC. O gés

50



de corrida foi hélio (1,0 mL/min), razdo de Split de 1:20. A temperatura da coluna foi
programada como a seguir: 185 °C seguido de um gradiente de aquecimento de 4 °C/min até
225 °C mantidos por 5 min. As temperaturas do injetor e do FID foram de 250 e 270 °C,
respectivamente. Os picos foram identificados baseados no tempo de retencdo de padrdes de
FAMEs comerciais (Sigma-Aldrich, France). O conteudo de AG foi calculado por

normalizagdo interna e os resultados expressos como g/100 g de AG.

4.8. ANALISE DOS RESULTADOS
4.8.1. Andlise estatistica
Os resultados obtidos em triplicata nos ensaios descritos neste trabalho foram
analisados por comparacdo de médias dos valores obtidos através de analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey com intervalo de confianca de 95% (p<0,05), utilizando software

estatistico Origin 8.0 (OriginLab Corp.).
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5. RESULTADOS
Os resultados deste trabalho estdo divididos em 4 capitulos: “Producgdo”,
“Purificacao”, “Caracterizacao” e “Aplicacao” da lipase produzida pela cepa selvagem de

Burkholderia lata LBBIO-BLO02.

6. INTRODUCAO AO CAPITULO I - “PRODUCAO”

O capitulo I ¢ apresentado em forma de artigo cientifico e esta organizado conforme
as normas propostas pelo periddico de publicagdo. Este capitulo traz uma pequena
introdugdo, os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento do artigo, os resultados
obtidos e sua discussdo, além de suas conclusdes.

Neste artigo, intitulado “Overproduction and properties of lipase by a wild strain of
Burkholderia lata LBBIO-BL02 using chicken fat”, foram determinadas as melhores
condi¢des de produgdo da enzima utilizando meio fermentativo de baixo custo e apresenta
os resultados iniciais de imobilizagdo da enzima utilizando Celite 545. Este artigo esta
publicado no periddico Annals of Microbiology, n. 65, p. 865-877, 2014. Doi:
10.1007/s13213-014-0928-6.

Ao final do artigo sdo apresentados resultados de fermentacdo submersa em
biorreator (6.2), estes dados ficaram de fora da publica¢do e complementam os resultados da

mesma em sentido de aumento de escala de produgdo da enzima.
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Abstract

In this work, we report the overproduction of lipases by a new wild strain of
Burkholderia lata (LBBIO-BL02) in submerged fermentation to seek an economically
attractive bioprocess. The best fermentation medium composition was containing chicken
fat (12.5 mL/L) and ammonium phosphate (15 g/L) at 35 °C and pH 7.0, resulting in a lipase
titer of 1137.82 U/mL and 2146.83 U/mg. The lipase characterization exhibited maximum
activity at 55 °C and pH 7.0. The lipase retained 100, 93 and 85% of its maximum activity
at 45, 50 and 60 °C, respectively, and 78, 82 and 100% at pH 2.2, 3 and 10, respectively.
The enzyme was successfully immobilized on Celite by adsorption and showed a promising
future for various organic syntheses because of its stability in organic solvents. All the results
shows that Burkholderia lata LBBIO-BLO02 is a superior lipase-producing bacterium and its

enzyme showed good potential for industrial and biotechnology application.

Keywords: Chicken Fat; Lipase; Overproduction; Bioprocess Design; Immobilization;

Celite.
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1. Introduction

The Burkholderia cepacia complex (Bcc) comprises a group of closely related
organisms that occupies diverse ecological niches such as soil, water, animals, plants and
humans. The Bcc strains can be used for multiple applications as bio control, bioprocess,
bioremediation and plant-growth-promotion purposes, but their capacity as opportunistic
bacteria to cause human infections hampers their use in these biotechnological applications
(LIPUMA, 2010; VANLAERE et al, 2009). The Burkholderia lata specie was
differentiated of Bcc in 2009 (VANLAERE et al., 2009). According to a recent research
describing Bcc species that are involved in respiratory tract infection in cystic fibrosis the B.
lata strains was not cited as a pathogen (LIPUMA, 2010). There is no records in the literature
using this bacteria on biotechnology studies.

Bcc is an important group in the current research on biotechnology. Lipases from
the Bcec strains shows biocatalysis capability in organic solvents media and are used to
biofuel production, chiral reactions for pharmaceutical products and racemic resolutions
(KAWAKAMI; ODA; TAKAHASHI, 2011; LI, X. et al., 2013), which make them attractive
for the applications in diversified industrial sectors. Despite, the industrial use of lipases is
limited by the high cost of its production and the necessary purity grade according to its use.
By this way, find a new strain with an overproducing lipase and the potential of using low-
cost nutrients such as agro-industrial residues and inorganic salts in microbial fermentation
for enzyme production is extremely important in dictating future uses of lipases.

Medium optimization for overproduction of the enzyme is an important step for its
commercial usage and involves a number of physico-chemical parameters such as the
composition of production medium, the carbon and nitrogen sources, minerals and trace
metals, pH, temperature, aeration and inoculum age (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004;

JAEGER et al., 1994). One of the most critical factor in producing microbial lipases is the
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choice of carbon sources as enzyme inducers. Compounds such as plant seed-oils
(triacylglycerols), free fatty acids, surfactants, bile salts and glycerol have been included in
the nutrient medium to increase levels of lipase activity (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004).
Olive oil has frequently been cited as an inducer of Bee lipases (BOEKEMA et al., 2007),
however, vegetable oils are regarded as expensive fermentation substrates, and are mainly
used as a food stock.

Animal fat has the advantage of wide availability and low cost, and waste meat
processing. Chicken fat is disposal of poultry processing industry (ARNAUD et al., 2004)
which has been used to produce biodiesel, however can also be used for obtaining
bioproducts with high added value such as enzymes. The average cost of the disposal is of
USS$0.55/L, against US$3.15/L of olive oil (USDA ECONOMIC RESEARCH SERVICE,
2012).

The use of pure enzymes on biotechnology can be costly and its disposal after
reaction is uneconomical. Furthermore, recovery of the reaction medium may be difficult.
The development of immobilization techniques have been important for providing reuse of
enzymes facilitate separation of products and increase stability in organic solvents (CHANG;
YEN; SHIEH, 2007). As an inert support material, Celite® 545 consists of highly porous
diatomaceous earth beads composed of more than 90% of silica (SiO2) with a superficial
area of 2.19 m%/g (SIGMA). Because their chemical inertness and interconnected pore
structure (CHANG; YEN; SHIEH, 2007), Celite® 545 is very suitable for enzyme
immobilization by physical adsorption. There is a growing interest in the use of Celite beads
as immobilization support material to enhance reaction rates by providing a better
distribution of the catalyst (CHANG; YEN; SHIEH, 2007; MATEO et al., 2007), besides

the economic advantages of enzyme reutilization.
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The present study was started with the aim of developing an efficient and economic
fermentation media for overproduction of lipase by a new Bcc specie Burkholderia lata
LBBIO-BLO02. Besides the production, this work evaluated the enzyme properties free and

immobilized on Celite® 545.

2. Material and Methods
2.1. Strain identification
The bacterial strain LBBIO-BL02 was isolated in our laboratory in a fungal culture
contamination and identified by morphological and molecular methods (16S RNA) at

Fundagao André Tosello (FAT).

2.2. Production of lipase in Submerged Fermentation (SmF)

The bacteria cultivation was started with pre-inoculum in 250 mL Erlenmeyer
flasks containing 50 mL of Luria-Bertani (LB) medium with incubation time of about 48 h
(until the order of 10® cells/mL) at 30 °C and 180 rpm orbital shaking. After this time, 1 mL
of the culture was passed to 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of fermentation
medium maintained under the same conditions. The standard fermentation medium was
composed of KoHPO4 (1.0 g/L), MgS04.7H20 (0.5 g/L), NaCl (0.38 g/L) and FeSO4.7H>0
(0.01 g/L). The C and N sources varied according to the assay. Bacterial growth was

monitored during the cultivation by counting cells in a Neubauer chamber.

2.3. The effect of different C and N sources

For lipase production by B. lata in SmF were evaluated with chicken fat or different

oil sources: olive, corn, soybean, crambe, palm and linseed (10 mL/L).
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To study the influence of N sources in the lipase production by B. lata were studied
6 different organic and inorganic N sources using a 2% fractional design method (Table 2).
The N sources evaluated were yeast extract, urea, ammonium sulfate, sodium nitrate,
ammonium nitrate and ammonium phosphate. The chicken fat (10.0 mL/L) was used as
carbon source. Table 2 shows the independent factors (Xi), levels and experimental design
in terms of coded (-1, 0 and +1) and non-coded (actual value) variables.

The influence of the concentrations of the C (X1) and N (X2) source were investigated
by a 2-level, 2-factor factorial design requiring 12 experiments with four central points and
four axial points. The variables and their levels selected for lipase production were C (0.0-
25.0 mL/L) an N source (0.0-12.0 g/L). Table 4 shows the independent factors (X;), their
levels and the experimental design in terms of the coded (-a, -1, 0, 1 and +a) and the non-
coded (actual value) variables. The analyses were performed using STATISTICA 8.0
software (Statsoft Inc.) to calculate the main effects of the variables and their interactions,
and to perform the analysis of variance (ANOVA).

The response of variables, Y (lipase activity, U/mL), may be approximated by the
polynomial equations:
CCD 2%
Y =Po+ Ypxi+ Y iuxi + Y i
where: Y is the predicted response; Sy is the offset term; f; the linear effect; f; the squared

effect and fij the interaction effect.

2.4. Effect of the temperature and initial pH on lipase production

The effect of initial culture pH on lipase production was studied using univariate

study in shake flasks at different initial pH values (pH 3 to 12). The pH of the medium was
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adjusted to the desired value by using either 1 mol/L NaOH or 1 mol/L HCI prior to
sterilization process.
Temperatures ranging from 30 to 45 °C were tested for their effect on lipase

production by B. lata with 48 and 72 h of fermentation.

2.5. Enzyme biochemical characterization

To determine the pH effect on the lipase activity of the crude extract assays were
performed varying the reaction medium pH between pH 2.3 and 10. The method had to be
adapted as described below, because p-nitrophenol (pNP) does not absorbs color below pH
6.0. The reaction was carried out in tubes with 4.5 mL of reaction medium pre-equilibrated
at 37 °C. After adding 0.5 mL of enzyme solution, 0.1 mL aliquots were removed, added to
0.9 mL of phosphate buffer 0.05 mol/L pH 8.0 and transferred to an ice bath. The activities
were calculated based on the concentration of product in 1 min, using the molar extinction
coefficient determined at pH 8.0.

The pH stability was determined by incubating crude extract in buffers with pH
values from 2.3 to 10 for 1 h at room temperature. After incubation, residual activity was
determined using phosphate buffer 0.05 mol/L pH 8.0 by the standard method.

To determine the effect of temperature on the enzyme activity, the enzymatic
reaction was carried out at temperatures between 20 and 90 °C, in phosphate buffer 0.05
mol/L pH 8.0.

The temperature stability was determined by incubating the enzyme extract at
temperatures between 20 and 70 °C, in the absence of substrate. Residual lipase activity was

determined at 37 °C by standard method.
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2.6. Immobilization by adsorption on Celite® 545 and stability in organic solvents

The immobilized enzyme on Celite® 545 was prepared as described by Chang et al.
(CHANG:; YEN; SHIEH, 2007) with modifications. In 5 g of support was added 5 mL of
enzyme followed by addition of 50 mL of isopropanol at -10 °C. The mixture was
homogenized under gentle agitation and immobilized lipase was collected by filtration and
washed twice with n-hexane to remove non-adsorbed impurities and enzyme.

The FT-IR spectra of Celite-545, free lipase and Celite-545 adsorbed lipase were
recorded on a Bruker Tensor 37 FTIR spectrometer using the potassium bromide pellet
method. The pellets were prepared from a mixture of 200 mg potassium bromide, 3 mg of
the samples, and 1.5 mg potassium ferricyanide as an internal standard. The acquisition
conditions were: spectral width 4000 to 500 cm™, 32 accumulations, and 4 cm™ resolution.

To determine the stability of lipolytic activity of free and immobilized enzyme in
polar organic solvents, methanol, ethanol, isopropanol and acetone were used in different
concentrations (25, 50, 75 and 100%, v/v) in incubation for 1 h at room temperature. The

residual activity was determined according to the standard method.

2.6. Analytical Methods
2.6.1. Lipase activity determination
The hydrolysis of pNPP was used to follow the trials of fermentation and
biochemical characterization. The lipase activity was measured by the hydrolysis of p-
nitrophenyl palmitate (pNPP) as first described by Winkler and Stuckmann (WINKLER;
STUCKMANN, 1979). One unit of lipase activity is defined as the release of 1 mmol/min
of p-nitrophenol (pNP). The molar extinction coefficient of pNP (1.5 x 10*mol/L x cm) was

used to correlate the concentration of product from the absorbance readings.
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The lipase activity determination by titration was used for characterization of
enzymatic activity against natural substrates and triacylglycerols of different chain sizes.
The reaction medium consisted of 0.2 mol/L of substrate, 6% (w/v) of Triton X-100 and
74% (v/v) citrate-phosphate buffer 0.05 mol/L pH 7.0. Was add 1 mL of lipase to 5 mL of
enzyme reaction medium and incubated for 30 min at 55 °C under strong agitation (300
rpm). After incubation, 16 mL of a 1:1 (v/v) mixture of acetone and ethanol was added and
this solution was titrated with NaOH 0.1 mol/L. One unit of enzyme activity was equivalent

to 1 mmol of fatty acid released per minute.

2.6.2. Protein concentration assay
Protein concentration was determined according to the procedure described by

Bradford (BRADFORD, 1976), using BSA as a standard protein.

2.6.3. Gas chromatography (GC) analysis of fatty acids
The fatty acid derived from chicken fat were identified at Technology Laboratory
of Animal Products (UNESP — Jaboticabal/SP) by GC using a Shimadzu 14B Gas
Chromatograph connected to a OMEGAWAX250 capillary column (30 m x 0.25 mm x .25
um). The injector and detector temperatures were set at 250 and 280 °C, respectively. The
column temperature was initially maintained at 100 °C for 2 min, increased to 220°C at
4°C/min, and finally held at 300 °C for 25 min. A mix of fatty acids (SIGMA) was used as

standard.
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3. Results
3.1. Strain identification

Morphologically, the strain introduced in the form of large Gram-negative bacilli
and the sequencing of the 16S RNA, allowed the identification of the strain as Burkholderia
lata. The strain was deposited at culture collection of the Faculdade de Ciéncias e Letras de
Assis — UNESP/Assis under LBBIO-BL02 code. This specie was differentiated of
Burkholderia cepacia complex (Bcc) in 2009 (VANLAERE et al., 2009) and there are no

records in the literature of lipase production by this strain.

3.2. Production of lipase in submerged fermentation

3.2.1. The effect of different carbon sources

Throughout the study, the cultures with our B. /ata LBBIO-BLO02 strain had
markedly high lipolytic activity, volumetric and specific, presenting unusual values in
comparison with the literature. With the exception of fermentation with linseed oil, all other
carbon sources produced lipase above 150 U/mL. Chicken fat showed the highest lipase
activity (323 U/mL) and the highest specific activity (1619 U/mg) compared to other sources
(Table 1). Specific activity above 1000 U/mg were also obtained with olive and corn oils.

Although chicken fat is an animal fat, the analysis of its fatty acids composition
found high percentage of oleic, linoleic and linolenic acids (57%), similar to vegetable oils
traditionally used in lipase production by microorganism. The contents of these fatty acids
has been linked to induction of enzyme production, which may explain the good results
obtained with chicken fat.

Beyond induces the increased production of the enzyme, chicken fat provided the
best Production cost/Lipase activity rate, defined as best carbon source to stimulating lipase

production by Burkholderia lata strain with high enzyme production at low cost (Table 1).
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Moreover, it is interesting to note that Production cost/Lipase activity rate is even

competitive with other carbon sources, such as corn, soybean, crambe and palm oils.

Table 1. Influence of different oils and fat as carbon sources on lipase production by B. lata
in SmF.

Specific Fat Acids Composition (%, w/v)
Lipase activity . .
Substrates (U/mL) activity  Qleic  Linoleic  Linolenic  Erucic Palmitic
(U/mg)  (2918:1) (**1218:2) (**121518:3) (21322:1) (16:0)
Chicken fat 323.81 £43.17 1619.05 43 14 0.7 - 25
Corn oil 258.44 £19.21 1292.20 35 45 1 - 10
Soybean oil 207.66 £ 23.75 988.86 21 54 6 0.3 11
Olive oil 207.12 £ 34.08 1218.35 70 10 0.2 - 16
Palm oil (dendé)  202.35 +7.21 249.81 40 17 - - 34
Crambe oil 187.10 £20.33 668.21 18 9 6 56
Linseed 8.23+2.92 30.48 11 15 40 -

3.2.2. The effect of different N sources

To study the effect of different N sources, organic and inorganic, a fractional design
262 was performed. In this study, the highest enzyme activities was found in experimental
run 9 using sodium nitrate (X4) and ammonium phosphate (X¢), with lipase activity of 373.0
U/mL and 4696.29 U/mg (Table 2). The specific activity obtained in this experiment has no
precedent in the literature. Inorganic nitrogen sources were found to increase lipase synthesis
by B. lata grown in the presence of chicken fat. From the analysis of the effects, it was
possible to observe that only X¢ was significant to a confidence level of p<0.05 with positive
influence (Table 3). Therefore, ammonium phosphate was chosen for sequence of
experiments. Besides being the N source to induce increased production of the enzyme, the
salt ammonium phosphate is lower cost than organic sources, and its presence hinders

subsequent stages of protein purification.

63



Table 2: Fractional design matrix (factorial 2%%) containing four repetitions at the central
point for the production of lipase by B. lata LBBIO-BL02 in SmF.

Runs Variables in coded levels Response
Xi X2 X5 X¢ Xs X Y (U/mL) Specigc/ I‘I?gc)ﬁ“ty
1 -1 -1 -1 -1 -1 - 0.47 13.74
2 1 -1 -1 - 1 -1 6.08 138.34
3 -1 1 -1 -1 1 1 22.47 355.64
4 1 1 -1 -1 -1 1 59.33 933.29
5 -1 -1 1 -1 1 1 11.03 282.94
6 1 -1 1 -1 1 28.83 190.35
7 -1 1 1 -1 -1 -1 5.92 50.74
8 1 1 1 -1 1 -1 5.08 629.73
9 -1 -1 -1 1 -1 1 373.00 4696.29
10 1 -1 1 1 1 76.33 497.33
11 -1 1 -1 1 1 -1 291 582.00
12 1 1 -1 1 -1 -1 2.03 203.33
13 -1 - 1 1 1 -1 2.54 100.36
14 1 -1 1 1 -1 -1 1.58 102.15
15 -1 1 1 1 -1 1 75.80 334.75
16 1 1 1 1 1 1 0.24 23.67
17 0 0 0 0 0 0 9.91 154.40
18 0 0 0 0 0 0 19.72 503.88
19 0 0 0 0 0 0 7.23 196.27
20 0 0 0 0 0 0 14.62 224.99
Factors Real levels

-1 0 +1
Xi Yeast extract (g/L) 0 1 2
X5 Urea (g/L) 0 2,15 4,3
X3 Ammonium sulfate (g/L) 0 4,7 9,4
X4 Sodium nitrate (g/L) 0 6 12
Xs Ammonium nitrate (g/L) 0 2,85 5,7
Xs Ammonium phosphate (g/L) 0 3 6
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Table 3. Analysis of variance obtained for the 262 fractional design with different N sources.
Chicken fat was used as carbon source at 30 °C and 180 rpm.

Factor Ss Df Ms Fcalc p-Value
X1 6187.2 1 6187.19 1.297699 0.275190
X2 6645.6 1 6645.56 1.393840 0.258909
X3 10588.1 1 10588.14 2.220754 0.160025
X4 9762.0 1 9762.03 2.047487 0.176055
Xs 11039.8 1 11039.77 2.315481 0.152038
X 24057.5 1 24057.46 5.045808 0.042699
Residue 61981.5 13 4767.81
Total 130261.7 19

Ss: Sum of squares; df: degrees of freedom; Ms: mean square; R? = 0.5242; R = 0.7240; Fyp (15 13; 0.05) =
4.67.

3.2.3. Carbon and nitrogen concentrations

The results show the importance of chicken fat and ammonium phosphate to
produce lipase by B. lata. However, the concentration of these nutrients requires evaluation,
and the possibility of interaction between them. Since conventional method (one factor at a
time) used for optimization does not indicate the interactions between the significant
components, statistical approach for optimizing the significant media components has been
employed.

In the experimental design performed were obtained lipolytic activities ranging
from 0.06 to 425.00 U/mL. The highest activity was observed in Experiment 8 (425.00
U/mL), which included the largest concentration of the nitrogen source (0, a+). Table 4
describes the planning matrix, with its coded variables and the predicted and observed

results.
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Table 4. CCD matrix (factorial 2%) containing four repetitions at the central point for the
production of lipase by Burkholderia lata LBBIO-BL2 in SmF.

Variables in coded levels Response
Runs X X, Y (U/mL) - Y (U/mL) - Specific Activity
Predicted Observed (U/mg)
1 -1 -1 0.00 5.46 90.15
2 -1 +1 257.54 297.00 1439.00
3 +1 -1 68.31 42.96 196.03
4 +1 +1 399.02 386.33 618.07
5 -a 0 44.15 0.06 431
6 +a 0 207.11 237.00 632.19
7 0 -0 11.96 13.83 26.52
8 0 +a 441.73 425.66 1781.97
9 0 0 236.20 179.33 666.53
10 0 0 236.20 169.00 908.93
11 0 0 236.20 255.00 869.27
12 0 0 236.20 341.67 1708.33
Fact Real levels

actors -0 -1 0 +1 +a,
Xi (Chicken fat, mL/L) 0.00 0.35 1.25 2.15 2.50
X> (Ammonium phosphate, g/L) 0.00 1.75 6.00 10.15 12.00

a=141.

Considering the volumetric activity obtained in the experiments, based on the
analysis of the effects, the interaction between Xi (oil chicken) and X (ammonium
phosphate) was not significant at a confidence level of p <0.05 (Table 5). However, the
isolated variables has significant effects. Thus, the concentrations of C and N source have a
positive influence on the response, increasing these variables will increase the value of
enzyme activity, causing an average activity increase of 115.5 and 304.8 U/mL when
passing level (-) to level (+), respectively.

Considering the specific activity obtained in the experiments, the concentration of
ammonium phosphate has significant influence, providing an average increase of 1064 U/mg
when passing from level (-) to the level (+). The concentration of the carbon source had no

significant effect on specific activity.
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Table 5. Analysis of variance obtained for the 2> CCD with chicken fat (X1) and ammonium

sulfate (X»).
Factor Ss df Ms Fealc p-Value
Xi(L) 26635.6 1 26635.6 6.29071 0.046020
Xi1(Q) 19634.1 1 19634.1 4.63711 0.074755
Xa2(L) 185259.0 1 185259.0 43.75384 0.000575
X2(Q) 140.6 1 140.6 0.03321 0.861407
X1 x X 671.5 1 671.5 0.15859 0.704239
Residue 25404.7 6 4234.1
Total 257863.4 11

Ss: Sum of squares; df: degrees of freedom; Ms: mean square; R? = 0.9015; R = 0.9495; Fup (1; 6;
0.06) =5.99.

The F test demonstrated that for the variables studied, Fcac>rwb (Table 5) was

meaningful, and the model was valid. Thus, an empirical mathematical model for lipase is

possible (Equation 1).

Y (U/mL) = 236.21 + 57.78.(X1) — 55.61.(X1)? + 152.40.(X2) - 4,70.(X2)* (Eq. 1)

The 3-D response surface and contour plots obtained for the model are shown in

Figure 1 (A) and (B), respectively. As previously mentioned, when the concentrations of N

source (X>) increased, the enzymatic activity also increased; thus, the highest lipase activities

were obtained at the highest concentrations of X, (ammonium phosphate).
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Fig. 1. Three-dimensional response surface (A) and contour (B) plots of lipase activity
(U/mL) obtained by submerged fermentation of Burkholderia lata LBBIO-BL2 on medium
with various concentrations of chicken fat (X1) and ammonium phosphate (X>).
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Is possible observe that this model is not conclusive, since the response surface does
not have a region where the enzymatic activity is maximal but a growing response. To
variable X (chicken fat), it is possible to indicate the most suitable concentration to induce
enzyme production (12.5 mL/L). However, for the variable X, the results indicate that better
production of the enzyme would occur at concentrations above 20 g/L.. Whereas the
concentration of C and N sources showed no interaction and the concentration of the most
suitable carbon source was determined a univariate experiment was conducted to find the
best concentration of ammonium phosphate.

Although the factorial design indicate that the lipase production would be favored
by adding more than 20 g/L of ammonium phosphate to the culture medium, in the univariate
study there was no significant increase in activity between 15 and 25 g/L, including marked
decrease activity with 30 g/L of salt. Increasing N source up to 15 g/L the lipase production

was maximum (183.77 U/mL and 1647.26 U/mg) (Figure 2).
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Fig 2. Influence of ammonium phosphate concentration as N source on the production
of lipase by Burkholderia lata in SmF. Culture conditions: 12.5 mL/L of chicken fat; 180
rpm, 30 °C, 72 h.
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3.2.4. Effect of the initial pH and the temperature on lipase production

To evaluate the effect of initial pH of the culture medium and the incubation
temperature on lipase production by B. lata, fermentation was carried out at 12.5 mL/L of
chicken fat, 15 g/ of ammonium phosphate and enzymatic activity was followed specially
in two different conditions: pH 8 and 37 °C (standard conditions in fermentation
experiments) and pH 7 and 55 °C (condition established after the characterization of the
enzyme, described below).

The initial culture pH had prominent effects on the lipase production by B. lata.
Initial pH of culture medium ranging from 7 to 9 promoted good lipase production with the
initial pH of 8 showing the best lipase activity (Figure 3). In contrast, pH below 6 and above

9 on initial culture pH has drastic negative effects.
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Fig 3. Lipase production by B. lata and cell growth in culture medium with different
initial pHs. The initial In cell number added to fermentation was 18. Culture medium
containing 1.25 mL/L of chicken fat and 15 g/ of ammonium phosphate. Control
fermentation without pH adjust was in pH 6.4. Culture conditions: 180 rpm, 30 °C and 72 h.

Test conditions: citrate-phosphate buffer 0.05 mol/L pH 7.0, 55 °C. Assays carried out in
triplicate.
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The effect of initial pH of the culture medium is directly related to the
microorganism growth. The highest enzyme activity was obtained exactly in fermentations
where higher cell growth occurred. As a consequence of cell growth, beside enzymatic
activity, acidification of the medium was also seen in all experiments. Cultures started at pH
7 had final pH of 5.06, while the pH experiments initiated in 8 and 9, finished with a pH
around 6.5. It is interesting to notice how small differences in pH can also provide important
effects on the metabolism of the microorganism. Comparing the cultures at pH 6 and the
control (without correction, pH 6.43), there was double the activity in the control flask and
lower acidification after 72 h of cultivation (pH 5.26 and 3.6 in the control flasks and
adjusted at pH 6, respectively), although approximately the same cell growth.

At different temperature fermentation, considering the incubation time of 72 h, was
observed that the culture temperature have an effect on the lipase production, with increased
activity between 30 and 35 °C (Table 6). However, the experiment was also accompanied
with 48 h of culture, and in this period it is evident the highest activity at 35 °C. The cell
growth did not change between 48 and 72 h, suggesting that even at 48 h, the bacteria was
already in the stationary phase of cell growth. Thus, the different activities obtained are

probably due to metabolic changes caused by temperature.
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Table 6. Lipase production by B. lata and cell growth in fermentations performed at different
temperatures. The initial In cell number added to fermentation was 18. Culture medium
containing 1.25 mL/L of chicken fat and 15 g/ of ammonium phosphate. Culture
conditions: 180 rpm, pH 8.0.

Time Temperature Activity (U/mL; Activity (U/mL; Cell growth

(h) °C) pH 7, 55 °C) pH 8, 37 °C) (In)
30 630.38+37.72  192.77+ 14.62 24.73
48 35 1124.91 + 12823 359.11 £ 32.26 26.13
40 471,94+ 178.03  240.74 + 4.85 25.96
45 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 8.87
30 1137.83+25.15  323.65+ 17.27 25.43
. 35 997.81+96.01  319.11 +57.56 26.41
40 587.90+24.01  171.56 + 34.69 26.07
45 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00

3.3. Kinetic characterization

To kinetic characterization studies the lipase was produced in basal culture media
containing chicken fat (12.5 mL/L) and ammonium phosphate (15 g/L) at 30 °C, 180 rpm,
pH 6.6 for 72 h resulting in an enzyme extract, 250 U/mL (standard method assay).

The effect of temperature on the enzyme activity in a range between 20 and 90 °C
was evaluated (Figure 4 B). The highest activities were observed in the range of 55 °C
(542.76 U/mL) at 65 °C (510.26 U/mL), but considerable activity was also observed at high
temperatures with 138.92 U/mL at 85 °C (25.60% of the activity measured at 55 °C).

To determine the thermal stability of B. lata lipase, the enzyme extract was
incubated at temperatures between 20 and 70 °C (Figure 4 A). It is observed that B. lata
lipase, even after 60 min of incubation at 50 and 60 °C, held 93.3 and 85.4% of the initial
activity. However, when the temperature increased to 70 °C, there was total loss of enzyme
stability.

The effect of pH on B. lata lipase was investigated at pH values between 2.2 and
10. Higher activities were observed in the pH range between 4.0 and 9.0, with maximum
activity at pH 7.0. Reasonable activities were obtained even at more acidic pH values; at pH

3.0 and 4.0 was observed 65.14 and 89.56% of relative activity, respectively (Figure 4 D).
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Fig 4. Effect of temperature on the stability (A) and activity (B) of B. /ata lipase. Test
conditions: temperature between 20 and 90 °C, phosphate buffer 0.05 mol/L pH 8.0. Assays
carried out in triplicate. All activities was calculated relative to the activity measured in the
standard temperature of 55 °C (542.76 U/mL, 100%). Effect of pH on the stability (C) and
activity (D) of B. lata lipase at different pHs. Test conditions: 37 °C. Residual activity in the
stability tests after 1 h of incubation at 25 °C. Buffers used in the two assays (0.05 mol/L):
Glycine-HCI pH 2.2 to 3.0 (m), citrate-phosphate pH 3.0 to 7.0 (e), KH2PO4-NaOH pH 6.0
to 8.0 (A), Tris-HCI pH 8.0 and 9.0 (o) and Glycine-NaOH pH 9 and 10 (o). The activities
were compared with the activity determined in phosphate buffer 0.05 mol/L pH 8.0 without
prior incubation (100%, 250 U/mL). Assays carried out in triplicate.

The stability of the enzymatic activity of B. lata lipase at different pH values was
investigated. The enzyme was stable at pH values between 3.0 and 10.0, after incubation for
1 h at 25 °C (Figure 4 C). Even at pH 2.2, the enzyme showed 78.20% residual activity.
When in contact with the phosphate-citrate buffer pH 3.5 to 6.0 and KH2PO4-NaOH buffer

pH 6.0 and 8.0 there was an activation of the lipase in relation to the activity of the enzyme
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not incubated. This effect has been reported for other lipases, but no mechanism has been

proposed to explain this phenomenon.

3.4. Activity on different substrates

The B. lata lipase showed high hydrolysis activity against triacylglycerol of
different chain sizes, synthetic and natural (Table 7). The triolein is the typical substrate for
lipases and it is not hydrolyzed by esterases, thus the ability to hydrolyze this triacylglycerols
indicates the presence of true lipases in the enzyme extract. This definition applies even
considering that the rate of hydrolysis of triolein was lower than that of other short chain
triglycerides such as tributyrin (4:0).

Using different natural substrates the B. lata lipase shows most hydrolysis active
on linseed and soy oils and chicken fat which predominant fatty acids are linolenic, linoleic
and oleic acid, respectively, as already shown in Table 1. Despite variations in degree of

saturation in the fatty acids, they have the same size chain (18 carbons).

Table 7. Burkholderia lata lipase activity on different substrates.

Substrate Lipase activity (U/mL)
p-Nitrophenyl palmitate (pNPP,16:0) 44518 + 13.5
Triolein (*°18:1) 405.06 = 11.3
Tributyrin (4:0) 581.46+5.7
Linseed oil 470.19 +26.1
Chicken fat 378.92+15.0
Soybean oil 346.26 + 20.4
Corn oil 195.99+25.9
Olive oil 120.85 +31.5
Crambe oil 117.59+259

Test conditions: 55 °C, pH 7.0. Determinations in triplicates.
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3.5. Lipase immobilization by adsorption on Celite® 545

After characterization of the enzyme, the crude extract was used in adsorption tests
immobilization on Celite® 545. This support consists mainly of silica SiO2 (91.5%) with an
average particle size of 0.002 mm? (range 0.02-0.1 mm) measured in our laboratory. Celite
also show permeability of 4.8 Darcies, a pore size of 17 microns and superficial area of 2.19
m?/g (manufacturer's data).

For immobilization tests was used enzyme extract with activity of 135.45 U/mL. To
5 g of the support was added equivalent to 1354.50 U of enzyme activity. After
immobilization, was obtained an immobilized enzyme with 1041.47 U/g support, with
exceptional yield of 768.89%, superior to those found in the literature (CHANG; YEN;
SHIEH, 2007).

The immobilized enzyme, the Celite and the free lipase were analyzed by FT-IR to
ascertain the nature of the enzyme/carrier interaction. The spectra of immobilized enzyme
showed amide bands typical of lipases, but with less noise than free lipase, which can be
explained by a possible selective attachment of the protein to the solid support providing a
crude purification. The band at 1088 cm™! (siloxane group -Si-O-Si-) of the support remains
predominant. No additional band in the spectrum for the immobilized derivative were
observed indicating that there is no covalent bond between the enzyme and support, but

physical adsorption (Figure S1).
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Fig S1. FTIR absorption spectra of Celite 545 (gray), free lipase (red) and immobilized
lipase on Celite (blue).

The lipolytic activity of the immobilized enzyme using pNPP as substrate was
followed by five subsequent cycles, washing the support with isopropanol between cycles.
In this aqueous reaction environment, rapid desorption of the enzyme was observed.
Decreases were observed in the activity of 34.5, 64.2, 84.3 and 95.4% between the second
and fifth recycles.

However, for the enzyme application in catalysis, the reaction medium is generally
composed of organic solvents, but lacking additional evaluation of the enzyme stability in
this environment, free and immobilized. It can be observed great stability for both polar and
nonpolar solvents, for nonpolar with emphasis on the n-hexane (Table 8). For free enzyme,
better results were obtained in 50% ethanol, n-hexane, and heptane with residual activities
of 178.38%, 256.96% and 261.54%, respectively. For the immobilized enzyme, n-hexane

showed the highest activity when compared to the initial (115.40%).
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Table 8. Study of stability Burkholderia lata LBBIO-BLO02 lipase from different organic
solvents and concentrations.

Free enzyme Immobilized enzyme

LogP  Dilution (%) Res1du(z(1)22)1ct1v1ty Res1du(z(1;:)1ctw1ty

Control 100.0 + 8.2 100.0 + 2.5
Methanol -0.73 25 86.5+21.5 33.0+5.3
50 119.7+5.3 28.2+ 4.6

75 50.7 + 6.4 22.8+5.8

100 0.0+0.0 36.9+3.0

Ethanol -0.24 25 105.2+12.8 37.7+ 3.1
50 1784 +7.8 16.7 7.0

75 98.8 + 8.6 19.5+6.3

100 282+84 48.5+10.9

Iso-propanol -0.28 25 162.7+7.2 21.7+0.6
50 82.4+39.5 199+ 0.6

75 91.5+12.0 17.0+0.5

100 72.0+79 10.3 0.6

Acetone -0.23 25 72.5+9.8 36.7+3.0
50 70.5£5.7 31.4+0.7

75 61.0+3.2 26.8+3.1

100 72.3+4.2 33.1+1.8

Butanol 0.8 100 6.1+3.3 214+2.5
Iso-amyl 1.42 100 41.0+0.0 284+09
Octanol 2.8 100 414+11.2 213+24
Toluene 2.5 100 115.7+45.7 42.1+2.2
Hexane 3.5 100 257.0+54 1154+3.0
Heptane 4 100 261.5+8.2 59.5+6.0
Octane 4.51 100 445+ 1.6 65.6+49

*The percentages values accompanying polar organic solvents correspond to the amount of solvent
in phosphate buffer 0.05 mol/L pH 8.0. Tests in triplicate. Log P: Solvent hydrophobicity
measurement computed by the logarithm of partition coefficient of a given solvent in a octanol/water
system standard. Hydrophilic solvents: -2.5 <log P <0.

4. Discussion

Most lipases are inducible enzymes and addition of oleic, linoleic and linolenic
acids proved to enhance lipase production. Natural substrates of lipase are triglycerides of
long chain, thereby triolein is used in most cases as a standard substrate (GUPTA; GUPTA;
RATHI, 2004). The selection of carbon source that is also an inducer of enzyme production
for the content of long-chain fatty acids, but has also affordable cost, is one of the most

common concerns in studies of lipase production by microorganisms.
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In this sense, the results presented here have great interest for enzyme industries. In
cultures of B. lata LBBIO-BLO02 in this work was obtained high activity in comparison with
the literature, using as carbon source chicken fat from disposal of the poultry industry.
Although of animal source, chicken fat has high content of unsaturated long chain fatty acid
(> 57%), 43% of oleic acid, justifying as good source for lipase production, as observed in
other studies conducted by our group for lipase production by Fusarium sp. (GFC)
(OLIVEIRA; LIMA, 2014). Besides our work, there is no report in the literature of lipase
production using chicken oil. Olive oil is currently used as an inducer of lipases (BOEKEMA
et al., 2007), however increases the production cost by 7 times compared to chicken fat.

Chicken fat is a disposal of poultry industry together with the viscera, feathers and
blood (ARNAUD et al., 2004), contributing with the increase of waste released in nature.
Use of this fatty material for enzyme production of high added value appears as an excellent
alternative for the industry, with great appeal related to the preservation of the environment.

Apart from chicken fat, present production cost/Lipase production rate quite
competitive the crambe and palm oils. The crambe (Crambe abyssinica) is a non-food
oilseed, its oil is toxic for human or animal consumption and has exclusively industrial
application. The B. lata lipase production in the EU, where the culture is already deployed,
can be favored.

Palm oil is extracted from palm (Elaeais guineensis), cultivated in Brazilian
northeastern and western coast of Africa, has food use, but limited to local customs.
Considering that the oil is extracted in poor regions, their use for lipase production could
represent, in addition to economic viability for bioprocess, increased income for the
population.

Besides carbon source, the type of N source in the medium has great influences in

lipase production by microorganism. Generally, organic N is preferred, such as tryptone,
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peptone and yeast extract (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004), which have been used as
nitrogen source for lipase production by various Burkholderia sp. (DALAL et al., 2008;
LAU et al., 2011; LO et al., 2012). The cost of those sources is high compared to that of
inorganic N salts (OLIVEIRA ef al., 2013), and its presence hinders subsequent stages of
protein purification.

In this work the best N source was an inorganic salt (ammonium phosphate),
reports in the literature show that the lipase production could be improved by inorganic
nitrogen sources while the cell growth was influenced by organic ones (LIU et al., 2012).
The results indicated that the expensive organic N sources can be replaced by lower-cost
inorganic N salts with gain of lipase activity. They are significant, considering the cost
advantage and the ease of enzyme purification. Rathi ez al. (2001) reported that ammonium
phosphate not affected the lipase production by a B. cepacia strain significantly, however
higher specific activity was observed.

The best pH of culture medium to have the maximum lipase production by
Burkholderia isolates is reported to be around 7-9. Rathi et al. (2001) reported the B. cepacia
preferred pH around 7.0 and 9.0, respectively, for optimal growth and lipase production, Lau
et al. (2011) found the best pH to lipase production by B. cenocepacia ST8 was 9.0. Others
microorganism, as Bacillus coagulans BTS-3 (KUMAR et al., 2005) and Pseudomonas sp.
MSI057 (KIRAN et al., 2008) shown the best lipase production at pH 8.5 and 9.0,
respectively. Hence, initial culture pH is an important factor which affects the lipase
production and it varies with the types of microorganisms.

The B. lata LBBIO-BLO02 lipase activity and stability in the range of temperature
of 37 to 65 °C may make it interesting for use in biocatalysis, as these characteristics are not
common to lipases from mesophilic bacterial strains such as B. lata. Even after 1 h

incubation at pH extreme acid 2.2 and alkaline10.0, B. /ata lipase remained active showing
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residual activity of 78.20 and 101.36, respectively. The activity and stability shown by the
B. lata lipase at acid pH are not common among lipases produced by bacteria, which are
generally more stable and active at neutral or alkaline pH values.

Wang et al. (2009), studying B. cepacia lipase, reported maximum activity of the
enzyme on pNPP at 30 °C and pH 9.0 while keeping only 44% residual activity after 60 min
at 50 °C and has activity decrease of 50% at pH 5. To the other hand, Park et al. (2007)
reported that lipase from Burkholderia sp. HY-10 exhibited highest pNPP hydrolysis at 60
°C and pH 8.5, but low stability at higher temperature (25% at 60 °C). Yang et al. (2007),
using titrimetric assay, found the optimal temperature for B. cepacia G63 at 70 °C and pH
8.0, and kept stable at a temperature range of 40-70 °C. Liu et al. (2006) reported that the
optimal reaction conditions of lipase from Burkholderia sp. C20 were pH 9.0 and 55 °C
(titrimetric assay).

The results of activity and stability in a wide pH range (3.0 to 10.0) are also
desirable in catalysis and are added to the good characteristics in terms of temperature by
the B. lata lipase.

After pH and composition of the fermentation media studies, the enzymatic activity
of the fermentation broth was 1137.82 U/mL with 0.53 mg/mL of protein, resulting in a
specific activity of 2146.83 U/mg. In the literature, strains of Burkholderia cepacia (RATHI,
SAXENA; GUPTA, 2001), Burkholderia cepacia A.T.C.C. 25609, Burkholderia
multivorans V2 (DANDAVATE et al., 2009) and other lipase producing bacteria, such as
P. aeruginosa (JOSHI; KHARE, 2013) and Bacillus sphaericus MTCC 7526 (JOSEPH;
RAMTEKE, 2012) producing, on average, 2 to 4 mg of protein per mL of fermentation
extract, resulting in a specific activity of 51.0, 0.23, 1.76, 0,28 and 182.8 U/mg, respectively.

The overproduction lipase by Yarrowia lipolytica are well-studied during the last

10-15 years, the optimization of conditions for overproduction of lipase was done
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(FICKERS; MARTY; NICAUD, 2011). Pignede et al. (2000) using a genetically modified
Y. lipolytica was able to produce 0.2 U/mL (titrimetric assay using olive oil). Our B. lata
LBBIO-BLO02 strain, using the same assay method was able to show activity of 120 U/mL.
That demonstrate the advantage of B. lata LBBIO-BL02 wild strain in comparison to a
traditional yeast producer.

Thus, the B. lata strain studied shows lipase production with higher volumetric and
specific activity than reported in the literature for both synthetic substrates (pNPP) and

triolein and natural oils, justifying the interest in this enzyme study.

The B. lata lipase was easily immobilized on Celite. Celite (diatomaceous earth) is
one of the most popular carriers in immobilization of lipases due, mostly, for its affordable
price, and it can be utilized both in adsorption and covalent attachment. Celite is hydrophilic,
and its structure and properties can vary significantly as a function of production process.
Several Celite types are commercially available and the pore size of Celite can vary from
pum to mm, and the shape of the particles can be rods or beads. The shape and porosity greatly
affects the adsorption of enzymes as well as the ability to retain water inside the pores. Many
commercial lipase preparations are based on Celite powder, e.g. Amano lipase PS-D from
Burkholderia cepacia (HARA, 2011).

With B. lata immobilized lipase was possible the use for up to 3 cycles of hydrolysis
while maintaining 35% of the initial activity (1041.47 U/g). In cases of immobilization on
Celite, the yields of hydrolysis recycles cited in the literature are low, with loss of up to 70%
in the first recycle, due to the existing weak hydrophobic interaction between the
enzyme/support on the adsorption (CHANG; YEN; SHIEH, 2007). The desorption may be
increased in the presence of surfactant (Triton X-100) normally used in the preparation of

emulsified substrates.

80



The use of lipases in biocatalysis, however, occurs especially in organic solvent
medium due to the high solubility of the substrates and products, hydrolytic reverse reaction
and modification of the enzyme specificity. In principle, the ability to catalyze reactions in
organic solvent medium was been mainly described as characteristic of lipases (JAEGER et
al., 1994). Furthermore, the enzyme activity in these systems are typically much smaller than
in aqueous solutions (PENCREAC’H; BARATTI, 2001). In an apparent paradox, the
stability of the protein is lower in water miscible solvents (-2.5 < Log P < 0) than in
hydrophobic solvents (log P > 0). The poor stability in hydrophilic solvents represent an
issue for the use of lipases involving, for example, the esterification of sugars in the
production of biosurfactants, since these reactions consists of polar solvents such as 2-
methyl-2-butanol (SOULTANI; ENGASSER; GHOUL, 2001). Accordingly, the B. lata
lipase presents unusual and very desirable characteristics, since their stability remained
above 50% for all miscible solvents in concentrations of up to 75%. These results are similar
to those obtained for Burkholderia cepacia G63, confirming the high stability in water
miscible organic solvents of lipases produced by Burkholderia genus (YANG; GUO; YAN,

2007).

5. Conclusion

The findings of this work demonstrated overproducing lipase by a wild strain of
Burkholderia lata LBBIO-BL02. The bacterial isolate was found to be a producer of lipase
with market potential, with high lipase activity obtained on a low-cost nutrient medium. The
lipase activity obtained was 1137.82 U/mL and 2146.83 U/mg with desirable characteristics.
Moreover, the use of chicken fat as an inducer for lipase production appears as an excellent

alternative, with great appeal related to the environment. Lipase was successfully
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immobilized on Celite by adsorption and showed a promising future as it allows easy

immobilization with simple and inexpensive process.
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6.2. PRODUCAO DA LIPASE DE Burkholderia lata LBBIO-BL02 POR
FERMENTACAO SUBMERSA UTILIZANDO BIORREATOR
6.2.1. Cinética de crescimento e producdo de lipase pela cepa Burkholderia lata
LBBIO-BLO02

A enzima foi produzida por fermenta¢do submersa em frascos agitados utilizando

meio de cultura otimizado contendo gordura de frango (12,5 mL/L) e fosfato de amoénio (15
g/L), tendo a atividade enzimatica e crescimento celular investigados por 96 h (Figura 6.1).
Durante a fermentagao, observou-se que a produgdo da enzima ocorre lentamente durante as
primeiras 48 h de cultivo, coincidindo com a duragdo da fase log do crescimento celular (412
U/mL). A partir deste ponto, entretanto, a atividade apresentou pequeno decréscimo com o

decorrer da fermentagdo e fase estaciondria com taxas de crescimento especifico (1) 0 a 20

hde 0,17 h'!, e de 20 a 96 h de 0,09 h™'.
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Figura 6.1 - Cinética de crescimento (m) e producdo de lipase (A ) por Burkholderia
lata LBBIO-BL02 em frascos agitados. Condi¢des de cultivo: meio de cultura otimizado
(6leo de frango 12,5 mL/L e fosfato de amodnio 15 g/L), agitacao orbital de 180 rpm, pH 8,0
e 35 °C, atividade lipolitica acompanhada pelo método do pNPP. Experimentos realizados
em triplicata.
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Ja nas primeiras 24 h nao havia gotas de 6leo visiveis nos frascos de cultivo e, com
o progresso da fermentagao, verificou-se turvagdo do meio, mesmo apos a centrifugacao a
10.000 g por 20 min. O problema da turvagao pode ser devido a formagdo de emulsao pelos
acidos graxos liberados pela acdo enzimatica sobre triacilglicer6is do 6leo de oliva ou pela
presenca de produtos metabolicos extracelulares, como lipopolissacarideos, por exemplo

(LIMA, 2004).

6.2.2. Producdo da enzima por fermentagdo submersa em biorreator de bancada (7,5

litros)

A enzima foi produzida por fermentacdo submersa utilizando fermentador de
bancada para aumento de escala de produgdo. A Figura 6.2 ilustra a variagdo de atividade
volumétrica e especifica bem como o crescimento celular durante a fermentagdo a 35 °C. A
producao em fermentador apresentou pico de atividade em 72 h com 307,7 U/mL. Apos 72
h a atividade sofreu queda até 100,9 U/mL. O perfil do pH mostrou uma queda de um valor
inicial de 7,0 para um minimo de cerca de 5,7, provavelmente devido a liberagdo de acidos
graxos como subprodutos no meio de cultura, e que ocorreu aproximadamente entre 72 e 96

h de fermentacao.
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Figura 6.2 - Cinética de crescimento (m), atividade volumétrica (A ) e especifica (@)
por Burkholderia lata LBBIO-BL02 em fermentador de 7,5 L. Condig¢des de cultivo: meio
de cultura otimizado (6leo de frango 12,5 mL/L e fosfato de amoénio 15 g/L), pH 8,0 e 35
°C, taxa de fluxo de ar 1,5 vvm e taxa de agitagdo de 300 rpm. Atividade lipolitica
acompanhada pelo método do pNPP.

O crescimento celular foi maximo também em 72 h com 21,62 (In do numero de
células), apresentando crescimento celular final menor em comparagdo ao observado em
frascos agitados, provavelmente devido a taxa de cisalhamento produzida pela agitacao da
hélice, porém com taxas de crescimento especifico () inicial de 0 a 24 h de 0,5 h™!, muito
superior a apresentada em frascos agitados (0,17 h™!), e de 24 a 96 h mais lenta de 0,03 h'!.

Houve menor produg¢do de lipase em fermentador em relag@o aos frascos agitados e
com tempo maior, com consequente diminui¢do da produtividade da enzima (Tabela 6.1),

porém com ganho em termos de volume produzido com ainda consideravel alta atividade

enzimatica.
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Tabela 6.1 - Producgdo e produtividade de lipase produzida por Burkholderia lata LBBIO-
BLO02 por fermentagdo em frascos agitados e fermentador 7,5 L.

Processo Atividade enzimatica Produtividade
(U/mL) (U/L/h)
Frasco agitado (250 mL) 412,00 8583,33
Fermentador (7,5 L) 307,7 4273,61

Os resultados deste trabalho demonstraram a producdo de lipase pela cepa de
Burkholderia lata LBBIO-BL02 em frascos agitados e biorreator de bancada. Este micro-
organismo demonstra ser um produtor de lipase com potencial de mercado, como alta
atividade enzimatica obtida em meio fermentativo que contém nutrientes de baixo custo,
como o fosfato de amoénio e gordura de frango. Apesar da diminuicdo da producdo e
produtividade da enzima em biorreator, esta cepa demonstrou que pode ser utilizada para

producdo industrial de lipase com alta atividade (307,7 U/mL).
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7. INTRODUCAO AO CAPITULO II — “PURIFICACAO”

Esta etapa do trabalho teve como objetivo principal o estudo da purificagao da lipase
de Burkholderia lata LBBIO-BL02, incluindo técnicas convencionais, tais como
precipitacdo com sulfato de amoénio, fracionamento, troca idnica, filtragdo em gel e
cromatografia de afinidade, bem como novas técnicas, como adsor¢do em matriz porosa
(Celite® 545), processos de membrana e ultrafiltracio. Este trabalho traz a comparagio de
técnicas e apresenta a purificacdo em um Unico passo da lipase de B. /ata por metodologia

inovadora.

7.1. ENSAIOS PRELIMINARES DE PURIFICACAO

7.1.1. Analise do sobrenadante de cultura e do extrato precipitado por permeacao
em gel

Normalmente, micro-organismos secretam lipases no meio de fermentagdo. Apos a
remogao da biomassa e particulas insoluveis, por filtracdo ou centrifugagao, o sobrenadante
pode ser concentrado utilizando ultrafiltracdo, extracdo com solventes organicos ou
precipitacdo. Aproximadamente 80% de todos os métodos de purificacdo utilizados incluem
um passo de precipitagdo. Cerca de 60% dos procedimentos de purificacdo utilizam sulfato
de amodnio, 35% etanol, acetona ou um 4cido (normalmente 4cido cloridrico) para a
precipitacao da enzima utilizada (TAN et al., 2015). Em processos de purificagdo simples,
0 passo de precipitacdao esta normalmente dentre as primeiras fases de recuperacao, seguido
de uma separagdo cromatografica. As técnicas de precipitagdo tém, normalmente, um
rendimento elevado (87%) em comparacao com métodos de cromatografia, que resultam em
rendimentos inferiores de cerca de 60-70% (TAN et al., 2015).

A cromatografia de permeacao em gel baseia-se na separagao de proteinas de acordo

com a massa molecular e tem sido utilizada para a purificacdo de lipases microbianas
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(DUNHAUPT; WAGNER, 1992; SAXENA et al., 2003). Trabalhos anteriores mostraram
que muitas vezes as lipases formam agregados de alta massa molar, que eluem no volume
morto da coluna de permeagao em gel, o que facilita a purificagdo posterior. A formacao de
agregados pode ocorrer devido a presenca de lipidios ou a caracteristica hidrofobica que a
estrutura protéica das lipases apresenta. Assim, o objetivo deste ensaio foi verificar se a
lipase de B. lata LBBIO-BL02 apresentava a tendéncia de formar agregados, ou se ja era
produzida como um agregado de alta massa molar no meio de cultura.

O extrato precipitado, centrifugado duas vezes a 10.000g por 15 min, foi aplicado em
coluna de permeagdo em gel Sephadex G-75. O perfil de eluicdo estd apresentado na Figura
7.1 A. A atividade enzimadtica foi eluida logo apds o volume morto da coluna (Vo =11 mL),
indicando a presen¢a de um agregado de alta massa molar (> 80 kDa). O fator de purificagdo
observado foi de 8,6, conforme mostra a Tabela 7.1, mas com apenas 34,5% de recuperagao.
As fragdes com atividade lipolitica eluidas entre os volumes de 8 e 16 mL foram reunidas,
concentradas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE (Figura 7.2). As fracdes eluidas da
coluna apresentaram uma quantidade significativamente menor de bandas quando
comparadas ao sobrenadante de cultura e ao extrato precipitado, o que indicou uma

purificagdo parcial neste passo cromatografico na purificagdo da enzima.

Tabela 7.1 - Analise do extrato precipitado de Burkholderia lata LBBIO-BL02 por
permeacao em gel.

Ativida  Atividade , Atividade ~
e gl Proteina , Recuperacio
Etapas de total enzimatica (mg/mL) especifica (%) FP
() (U/mL) (U/mg) ’

Sobremadantede 1591 50 13949 03643 382,907 100,00 1,00
cultura
Extrato precipitado  2090,46 2090,46 2,5597 816,682 161,85 2,13
Sephadex G-75 446,38 78,55 0,0247 3278,214 34,56 8,56

Condigdes de ensaio: Coluna Sephadex G-75, tampao fosfato 0,02 mol/L pH 8,0 contendo NaCl 0,15
mol/L, fluxo de 0,4 mL/min. FP = Fator de Purificacio.
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O sobrenadante de cultura foi aplicado na mesma coluna (Figura 7.1 B) a fim de se
verificar se a agregagao era causada pelo tratamento com sulfato de amoénio. Igualmente a
atividade enzimatica foi eluida no volume morto, indicando que a interagdo entre as
estruturas protéicas ja existia no meio de fermentagdo e nao era devido a concentracao das
proteinas por precipitagdo com sulfato de aménio. E interessante notar que, comparando-se
as Figuras 7.1 A e B, percebe-se a contribuicdo da precipitacdo com sulfato de amédnio a
80% na diminuicdo parcial da concentracdo de outras proteinas. Existe um grande pico de
absorbancia a 280 nm entre os volumes de elui¢do de 20 e 30 mL na analise do sobrenadante
de cultura (Figura 7.1 B), que diminui consideravelmente apds a precipitacdo com sulfato de
amonio (Figura 7.1 A). Porém, observando-se a eletroforese SDS-PAGE (Figura 7.2) ndo
fica evidente a diminui¢ao do nimero de bandas no extrato precipitado em comparagao ao
sobrenadante de cultura.

O baixo rendimento de recuperagdo da enzima apds os ensaios de filtragdo com
Sephadex G-75 pode ser devido a formagao de agregados de alta massa molecular. Esta
formacao de agregados também impossibilitou a reutiliza¢do da coluna pelo entupimento do

gel logo apos a primeira passagem, dificultando a reprodutibilidade e eficicia do protocolo.
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Figura 7.1 - Perfil de eluicdo do extrato precipitado de Burkholderia lata LBBIO-
BLO2 na coluna de Sephadex G-75. A) Injecdo do extrato precipitado; B) Injecdo do

sobrenadante de cultura. Atividade lipolitica (®). Absorbancia a 280 nm (m). Condicdes:
tampao tris 0,02 mol/L, pH 7,0 com NaCl 0,15 mol/L; fluxo de 0,2 mL/min; inje¢do de 1
mL; coleta de fragoes de 1 mL.
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Figura 7.2 - Eletroforese SDS-PAGE (ia relm;);ra eluida da coluna de permeacao em
gel Sephadex G-75. Linha 1: sobrenadante de cultura; linha 2: extrato precipitado; linha 3:
Sephadex G-75. Foram aplicados 15 pg de proteina. Revelagdo por nitrato de prata.

Muitas lipases extracelulares produzidas por micro-organismos possuem a tendéncia
para formar agregados. Geralmente sdo as proteinas hidrofobicas que possuem este
comportamento, fator que depende fortemente do ambiente, condi¢gdes de tratamento como
solvente, pH, temperatura, concentragdo de sais e de agentes tensoativos (FINK, 1998;
VELU et al., 2012). Na literatura estao relatados varios exemplos de lipases que formam
agregados, como as lipases produzidas por bactérias do género Burkholderia: B. cepacia
(CESCUTTI et al., 2006; HARA, 2011), B. cenocepacia ST8 (SHOW et al., 2012) e B.
pseudomallei (PARK; SHAFFER; BENNETT, 2009); lipases de Pseudomonas: P. cepacia
(DUNHAUPT; WAGNER, 1992), P. aeruginosa (STUER; JAEGER; WINKLER, 1986),
P. stutzeri PS59 (L1 et al., 2014), P. fluorescens (LIMA et al., 2013) e P. protegens Pf-5
(ZHA et al., 2014); lipases de Bacillus: B. thermocatenulatus (RUA et al., 1997,
SCHLIEBEN; NIEFIND; SCHOMBURG, 2004; SCHMIDT-DANNERT et al., 1994),
Bacillus sp. THL027 (DHARMSTHITI; LUCHALI, 1999), B. thermoleovorans (LEE et al.,

2001), B. subtilis (ACHARYA; RAO, 2003); outros micro-organismos: Penicillium
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citrinum (KRIEGER et al., 1999), Yarrowia lipolytica (FICKERS; MARTY; NICAUD,
2011), Aeromonas caviae AU04 (VELU et al., 2012), Candida rugosa (LIOU;
MARANGONI; YADA, 1999; PERNAS et al., 2001), entre outros.

A agregacdo pode ser devida a um alto conteido de residuos de aminoacidos
hidrofobicos na estrutura protéica da enzima (SUGIMURA et al., 2000) ou a presenca de
materiais hidrofobicos, tais como lipidios e lipopolissacarideos, que estdo no meio de
fermentagdo (STUER; JAEGER; WINKLER, 1986). Isto ¢ especialmente verdadeiro
quando se utilizam lipidios como indutores no meio de cultura para producao de lipases
(TAN et al., 2015), como foi o caso deste trabalho. O rompimento destes agregados e a
obtencdo de enzimas puras t€ém sido um desafio e, para isto, diferentes metodologias tém
sido empregadas, como o tratamento com detergentes (STUER; JAEGER; WINKLER,
1986), técnicas de extragdo liquido x liquido e cromatografias de interagdo hidrofobica

(SAXENA; SHEORAN; et al., 2003; TAN et al., 2015).

7.1.2. Ensaios para clarificacdo do extrato precipitado e desagregacdo da enzima

Mesmo apds a precipitacdo com sulfato de amonio com 80% de saturagdo, o extrato
precipitado também se apresentava extremamente turvo e, de acordo com as analises de
permeacdao em gel apresentadas anteriormente, a enzima estava presente na forma de
agregados de alta massa molar. A natureza dos agregados, desconhecida, pode ser
constituido de material proteico e lipidico. Alguns autores especulam a possibilidade da
interacdo de lipopolissacarideos e lipases, ou lipidios residuais do meio de fermentagao e
lipases (DANDAVATE et al., 2009; STUER; JAEGER; WINKLER, 1986). Devido a esta
alta turbidez do sobrenadante de cultura, como citado anteriormente, mesmo apos
centrifugacdes a 10.000g por 30 min, o extrato precipitado passou por ensaio de clarificacao

e desagregacdo da enzima.
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Com o objetivo de obter um extrato enzimatico limpido e também para o rompimento
dos agregados, diferentes testes foram realizados, como a precipitacio com sulfato de
amonio a 80% e tratamento com isopropanol 10-40 % (v/v). Em todos os testes a atividade

enzimatica foi acompanhada pela hidrolise do pNPP.

7.1.3. Ensaios para clarificacao
a) Precipitagao com sulfato de amonio
Para tentar clarificar o extrato sem perder atividade enzimatica procedeu-se a
precipitagdo do sobrenadante de cultura com sulfato de amonio a 80% de saturagdo. Os

resultados estdo mostrados na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 - Tratamento do sobrenadante de cultura com Sulfato de Amoénio a 80%

Atividade , Atividade

~ Atividade e e Prot , Recuperacio
Fracao (U total) enzimatica (mg/mL) especifica (%) FP
(U/mL) g (U/mg) )
Sobremadantede 41304 4738 03643 130058 100,00 1,00
cultura
Enzima deslipidada 398430 419,4 0,3529 1188,44 85,81 0,91
Extrato precipitado 514080 1512 0,2970 5090,91 110,72 3,91

FP: Fator de Purificagao.

O precipitado desta etapa de clarificagdo do sobrenadante de cultura demonstrou uma
leve ativacdo enzimadtica com 110% da atividade inicial e, ap6s ressuspensdo, apresentou-se
tdo turvo quanto o extrato inicial. Assim, a precipitagdo com sulfato de amonio nao foi eficaz
em diminuir a formagao de agregados pela enzima. Porém, pode-se observar diminuigdo da

concentragdo protéica, caracterizando uma pré-purificacao.

b) Tratamento do extrato precipitado com Isopropanol
Diinhaupt et al. (1992) e Rua et al. (1997) observaram o rompimento de agregados

de lipase de P. cepacia e B. thermocatenulatus utilizando isopropanol 30 e 70% (v/v),
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respectivamente. Desta forma, com o intuito de desagregar a enzima, separar os compostos
hidrofobicos e clarificar o extrato precipitado, a adi¢cdo de isopropanol foi o método
escolhido. As etapas do tratamento do extrato precipitado com isopropanol em diferentes
concentragdes (0-40%, v/v) estdo apresentadas na Figura 7.3. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 7.3. As dosagens de atividade enzimatica foram realizadas com o

extrato diluido em tampao fosfato 0,02 mol/L pH 7,0 ou em isopropanol 0-40%.

Extrato Bruto

Centrifugacéo
6000 g, 15 min

Sobrenadante
it (A)

Adicdo de
Isopropanol 10-40%

Sobrenadante + [sopropanol

(B)

= >
" )
Centrifugacéao - -, : -
[ 5000 9,95 rgnin ] ( Filtrag&o 0,45 um )  ( Filtrag&o 0,22 ym )
L 4
SObre(réa)dante Filtrado (D) Filtrado (E)

Figura 7.3 - Etapas do tratamento do extrato precipitado com isopropanol e filtracao
para clarificagdo e rompimento de agregados.

Com tratamentos com isopropanol a 10 e 20% houve aumento da atividade
enzimatica, provavelmente devido ao inicio da desagregacdo da enzima, porém sem
clarificagdo total do extrato, como exemplificado na Figura 7.4. O mesmo foi evidenciado
por Diinhaupt e Wagner (1992). Este efeito pode ser devido ao rompimento de agregados

enzimaticos ou a um efeito sobre a propria estrutura protéica.
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Tabela 7.3 - Tratamento do extrato precipitado de Burkholderia lata LBBIO-BL-02 com
diferentes concentracdes de isopropanol.

Atividade Proteina Atividade  Atividade

Etapas (U/mL)  (mg/mL) es(%e/;lli;;a rez(z)l/tl)va FP
Extrato precipitado 947,60 0,2970 3190,46 100,00 1,00
Sobrenadante (A) 827,82 0,2063 4012,16 87,36 1,26
Sobrenadante (0,45 pum) - (D) 437,29 0,0334 13074,27 46,15 4,10
Sobrenadante (0,22 pum) - (E) 75,26 0,0071 10538,30 7,94 3,30
Isopropanol 10% - (B) 1035,92 0,1903 544346 109,32 1,71
Isopropanol 10% (0,22 um) - (E) 56,44 0,0193 2917,73 5,96 0,91
Isopropanol 20% (B) 903,08 0,1870 4828,57 95,30 1,51
Isopropanol 20% (0,22 um) - (E) 78,11 0,0402 1940,62 8,24 0,61
Isopropanol 30% (B) 494,30 0,1963 2518,16 52,16 0,79
Isopropanol 30% (0,45 um) - (D) 229,19 0,0368 6221,89 24,19 1,95
Isopropanol 30% (0,22 pm) - (E) 133,41 0,0386 3460,35 14,08 1,08
Isopropanol 40% (B) 501,62 0,1893 2650,03 52,94 0,83
Isopropanol 40% (0,22 pm) - (E) 582,67 0,0843 6910,50 61,49 2,17

Experimentos realizados em triplicata. Atividade enzimatica acompanhada pela
hidrolise do pNPP. FP: Fator de Purificagdo.

Apos o tratamento com isopropanol 30% o extrato obtido estava limpido (Figura 7.4),
mas a recuperacao de atividade foi de apenas 52%. Nao foi observado ganho de rendimento
ou purificagdo com nenhuma filtracdo dos sobrenadantes. Filtragdes dos sobrenadantes
tratados com maiores concentragdes de isopropanol apresentaram maiores rendimentos,

indicando também maior desagregagdo da enzima facilitando a filtracdo.

Figura 7.4 - Trafaimento do extrato precipitzido de Burkholderia lata LBBIO-BL-02
(A) com isopropanol 10% (B) e 30% (C).
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7.2. ESTRATEGIA DE PURIFICACAO DA LIPASE DE Burkholderia lata
LBBIO-BL02
Baseando-se nos resultados obtidos nos testes de clarificacio e ciente das
caracteristicas hidrofobicas da lipase de B. lata LBBIO-BL02, trés estratégias de purificacao
foram propostas. A primeira estratégia incluiu a precipitacdo do extrato precipitado com
sulfato de amonio 80% e a utilizagdo da caracteristica apolar da enzima para liga-la por
adsorcdo seletiva em Celite® 545 utilizando isopropanol e tensoativo Triton X-100. A
segunda estratégia incluiu a precipitacdo do sobrenadante de cultura com sulfato de amdnio
80% e a aplicagdo do extrato precipitado em coluna de interacdo hidrofébica DEAE-
Sephadex com elui¢cdo com tampao Tris-HC1 0,01 mol/L pH 7,0 e NaCl 0,1 mol/L. A terceira
estratégia utilizou o sobrenadante de cultura diretamente em um protocolo ndo convencional
de apenas um passo. Este protocolo ndo estd descrito neste trabalho por estar em processo

de requerimento de patente.

7.2.1. Purificagdo por adsorc¢do e dessorcdo seletiva em Celite® 545

Como ja demonstrado na literatura (AKOVA; USTUN, 2000; CHANG; YEN;
SHIEH, 2007; LIU. et al., 2009; OLIVEIRA; LIMA, 2014), lipases podem ser facilmente
adsorvidas em Celite®, principalmente devido ao forte carater hidrofobico destas enzimas
que seria responsavel pela formacao dos agregados enzimaticos. Assim, com o objetivo de
se obter uma purificagdo parcial do extrato enzimatico, foram realizados ensaios de adsorcao
e dessorcao controladas testando diferentes concentragdes de isopropanol como agente de
adsor¢ao (60-100%, v/v) e Triton X-100 como agente de dessorc¢ao.

A adsor¢ao de lipases em Celite pode ser feita misturando-se o suporte com a enzima
em solucdo e posteriormente removendo a agua por evaporacao ou liofilizagdo (BOSLEY;

PEILOW, 2000). Uma alternativa, mais utilizada atualmente, ¢ a precipitacdo da enzima nos
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poros do suporte utilizando um solvente organico polar, como acetona e alcoois. Desta
maneira, a utiliza¢ao de isopropanol neste trabalho em diferentes concentragdes (60-100%)
visou estudar a melhor condicao para a adsor¢ao seletiva da lipase de B. lata LLBIO-BL02
e uma pré-purificacdo da enzima. Assim, o melhor resultado pdde ser observado em todos
os ensaios com a adsor¢do da enzima utilizando isopropanol 90%, independentemente da
solucao utilizada para dessor¢ao (Tabela 7.4), precipitando a enzima e favorecendo sua
ligagdo ao suporte. Assim, a adsor¢cdo com isopropanol 90% foi utilizada nos ensaios
utilizando diferentes valores de pH para dessorgao.

A dessorcdo seletiva da enzima ¢ igualmente importante para o objetivo de
purificacdo parcial. Desta forma, diferentes solu¢des de dessor¢do foram avaliadas: dgua
deionizada, diferentes valores de pH, sal (sulfato de amonio), tensoativo (Triton X-100) e
isopropanol em baixa concentragao (10%, v/v).

O melhor resultado de purificagdo parcial foi obtido com dessorcao feita com tampao
citrato-fosfato pH 7,0, com um fator de purificacdo de 7,6, porém com uma recuperacao de
apenas 4,3%. O grupo silanol (SiH3OH) presente na superficie do suporte comega a
dissociar-se em solugdo aquosa a um pH superior a 3 e dissocia-se completamente em pH
superior a 8 (HSU; TSAI 2001). Essa dissociagdo abre pontos para a adsor¢do da lipase ao
suporte, assim, mudangas no pH poderiam alterar o grau de dissociagdo do grupo silanol
proporcionando uma dessorc¢do seletiva nas proteinas adsorvidas. Embora tenha ocorrido
diferenga significativa na dessor¢do da enzima em diferentes valores de pH, em nenhum

ensaio a recuperacao foi superior a 8% (Tabela 7.4).
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Tabela 7.4 - Ensaios de adsor¢ao e dessor¢ao controladas da lipase de Burkholderia lata
LBBIO-BL02 em Celite® 545.

Etapas Atividade Proteina ‘:sg‘e“ggg: Recuperacao FP
(U total)  (mg) (U/mg) (%)
Sobrenadante de cultura 697,45 1,821 382,91 100,00 1,00
Sobrenadante de cultura deslipidado 688,36 1,765 390,07 98,70 1,02
Extrato precipitado 864,37 1,026 842,46 123,93 2,20
Sol. de adsorcao - ~
Isopropanol (i V) Sol. de dessorgdo
100% 8,36 0,012 676,85 1,20 1,77
90% 30,01 0,010  2918,32 4,30 7,62
80% Tampdo pH 7° 34,79 0,013 2654,02 4,99 6,93
70% 21,74 0,020 1114,32 3,12 2,91
60% 3,07 0,007 411,55 0,44 1,08
100% 35,27 0,041 853,00 5,06 2,23
90% . 109,65 0,109 1004,43 15,72 2,62
80% E“Stf;? (ﬁ/ig? 86,75 0,106 821,538 12,44 2,14
70% 81,72 0,111 739,09 11,72 1,93
60% 15,88 0,037 429,13 2,28 1,12
90% H,0 deionizada 92,55 0,048 1909,25 13,27 4,99
90% Tampdo pH 5° 35,25 0,021 1686,41 5,05 4,40
90% Tampdo pH 6° 30,22 0,019 1577,68 4,33 4,12
90% Tampdo pH 8° 37,84 0,054 701,28 5,43 1,83
90% Tampdo pH 9° 55,44 0,192 287,99 7,95 0,75
90% ISO%Z,ZT’O] 87,32 0,069  1256,62 12,52 3,28
90% (NH4)2SO;‘ 0.5 35,38 0,118 299,31 5,07 0,78
mol/L
90% Sem dessor¢ao* 1475,33* *k *k 211,53 *ok

a: Solucdo de isopropanol em tampao citrato-fosfato pH 7,0 0,05 mol/L. b: Tampao pH 5 ao 7
citrato-fosfato 0,05 mol/L, tampao pH 8 e 9 Tris-HCIl 0,05 mol/L. c: Solugdo de Triton X-100 em
tampao citrato-fosfato pH 7,0 0,05 mol/L. d: Solugdo de (NH4)>SO4 em tampao citrato-fosfato pH
7,0 0,05 mol/L. *Atividade mensurada diretamente com a enzima imobilizada. **Concentrac¢do de
proteina ndo possivel de ser mensurada. FP: Fator de Purificagdo.

Em todos os ensaios de dessor¢ao, com exce¢do do sulfato de amdnio e tampao pH
9,0, foi observado um aumento no fator de purifica¢do da enzima, indicando uma purificagdo
parcial. Porém, comparando-se com o controle sem dessor¢do, em nenhum ensaio foi

observada uma dessorcdo efetiva, com recuperacdo de atividade sempre inferior a 16%

(Tabela 7.4). Nem mesmo a adi¢do de tensoativo Triton X-100, descrito por Nikoli¢ et al.
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(2009) e Sugahara (2014) como eficiente para a dessorcao de lipases, promoveu aumento na
recuperagao da enzima.

A Celite® tem sido um suporte para imobilizagdo de lipases utilizado com sucesso
por outros autores como Chang et al. (2007), que obteve a eficiéncia de 34% para a
imobilizacdo da lipase de C. rugosa e Liu et al. (2009), que obteve eficiéncia de 83% para a
imobilizacao da lipase de Burkholderia sp. C20 com atividade de 273,5 U/g. Assim, a
Celite® apresenta um bom potencial para a adsor¢o de lipases. Neste trabalho foi observado
imobilizacdo eficiente da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 com alto rendimento,
porém, a utilizagdo do suporte com o intuito de adsor¢ao e dessor¢do seletiva ndo foi
eficiente pela dificuldade no processo de dessor¢do. Outras formas poderiam ter sido
testadas, porém utilizariam outros componentes e alguns necessitariam de grandes

concentragdes, dificultando a remog¢ao dos mesmos em processos subsequentes.

7.2.2. Purifica¢do por cromatografia de troca idnica

Como descrito anteriormente (7.1.3b), o tratamento do extrato precipitado com
isopropanol resultou na sua clarificacdo. Além disso, o isopropanol tem sido citado na
literatura por seu efeito de romper agregados de lipases (SUGIHARA et al., 1992). Diante
disso, uma segunda estratégia de purificacao da lipase de B. lata LBBIO-BL02 foi proposta,
utilizando isopropanol para tratamento do extrato precipitado e para elui¢do da coluna de
troca i6nica DEAE-Sephadex.

Apos o cultivo, o sobrenadante de cultura foi centrifugado e precipitado com sulfato
de amonio a 80%. Apds nova centrifugagdo, ressuspensao em tampao e didlise, o extrato
precipitado foi clarificado por adicdo de 30% (v/v) de isopropanol. O extrato precipitado
clarificado foi aplicado em coluna de troca ibnica DEAE-Sephadex, a enzima foi eluida com

tampao citrato-fosfato 0,01 mol/L pH 7,0 e a fragdo ligada foi eluida pelo mesmo tampao
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contendo NaCl 0,1 mol/L (Figura 7.5). Obteve-se fator de purificacdo de 11 vezes com
atividade especifica de 8238 U/mg, porém com uma recuperacao de atividade de apenas 8,3%
(Tabela 7.5). Mesmo altas concentragdes de NaCl nao foram eficazes em aumentar os indices
de recuperagao da enzima, demonstrando que a enzima nao permaneceu idnicamente ligada
a matriz. Devido a nao total purificagdo do extrato enzimatico, como pode ser visto pela
analise em eletroforese (Figura 7.6) e, principalmente, a baixa recuperacao da atividade, este

experimento nao foi levado adiante.

0,40 T T T T T T : T T T T T T T 1,6
I 4
~ 035} | {14
S 030} | 12 B
3 | 1. =
& 0251 | 110 &
N’ | ] g
g 0,20 - | 10,8 &
1 ~
(E 0,15} | Y=
I -
5 0,10F | 10,4 ;
7] | ] N’
= I
< |

0,0
0 10 20 30 40 50 60'70 80 90 100 110 120 130 140
Volume (mL)

Figura 7.5 - Cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex. Aplicagdo do extrato
precipitado clarificado e elui¢do com tampao citrato-fosfato pH 7,0 0,01 mol/L. A fracao
ligada foi eluida por tampao contendo NaCl 0,1 mol/L (linha tracejada). Atividade lipolitica
(®). Absorbancia a 280 nm (m). Condigdes: fluxo de 0,2 mL/min; inje¢do de amostra de 1
mL; coleta de fragoes de 1 mL.

Tabela 7.5 - Purificacdo da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 por cromatografia de
troca i6nica em coluna DEAE-Sephadex

. . Atividade , Atividade ~
Atividade N Proteina , Recuperacio
Etapas (U total) enzimatica (mg/mL) especifica (%) FP
(U/mL) & (U/mg) o

Sobrenadante de 2070 414 0,5640 734,043 100 1,00
cultura
Extrato precipitado 1927 1927 1,7280 1115,16 93,09 1,52
Extrato clarificado 1178 1178 1,6840 699,53 56,91 0,95
DEAE-Sephadex 173 17,3 0,0021 8238,10 8,358 11,22

FP: Fator de Purificacao

102



Figura 7.6 - Eletroforese SDS-PAGE. Linha 1: extrato precipitado clarificado com
isopropanol 30%; linha 2: fragdes eluidas da DEAE-Sephadex com NaCl 0,1 mol/L. A seta
indica a banda da enzima. Foram aplicados 15 pg de proteina. Revelagado por nitrato de prata.

7.2.3. Purificagdo por método ndo convencional de passo unico utilizando
Metodologia de Passo Unico (“MPU”)

Apds os ensaios preliminares de purificagdo pdde-se conhecer as caracteristicas
apolares formando agregados de alta massa molecular da proteina a ser purificada. Assim,
um método nao convencional de passo unico foi desenvolvido, sendo capaz de purificar a
enzima de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em pequenos (5 mL) e grandes volumes (500
mL), em solucdo, diretamente do sobrenadante de cultura deslipidado e sem a necessidade
de colunas cromatograficas.

A precipitacdo com sulfato de amonio a 80%, embora tenha apresentado bons
resultados de pré-purificagcdo, ndo se faz necessaria neste protocolo. Assim, este protocolo

apresenta facilidade (passo inico), baixo custo (reagente utilizado na “MPU” ¢ encontrado
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em abundancia em todo o mundo), eficiéncia na recuperacdo da enzima e, devido a sua
inovagdo, segue em processo de pedido de patente por seus autores.

A lipase purificada apresentou um fator de purificacao de 46,5, atividade especifica
de 18.422 U/mg e recuperagdo de atividade de 53% (Tabela 7.6). A eletroforese SDS-PAGE
indicou a presenc¢a de uma tunica banda de 32 kDa (Figura 7.7 A e B), que foi perto de muitas
lipases conhecidas de Burkholderia sp. com pesos moleculares entre 29 e 35 kDa (DALAL
et al., 2008; PARK et al., 2007, UNGCHAROENWIWAT; H-KITTIKUN, 2015; WANG;
YU; XU, 2009; YANG; GUO; YAN, 2007; YAO et al., 2013). Este protocolo de purificagao
tem sido aplicado para a purifica¢do de lipases produzidas por outros micro-organismos em
nosso laboratdrio e tem se mostrado eficiente (dados ndo mostrados), ou seja, além de um

método simples, barato e eficiente, também se mostra versatil para a purificagao de lipases.

Tabela 7.6 - Purificacdo da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em um passo por
método ndo convencional utilizando “MPU”

. . Atividade , Atividade ~
~ Atividade N Proteina , Recuperacio
Fracao total (U) enzimatica (mg/mL) especifica (%) FP
(U/mL) & (U/mg)
Sobrenadante 697.5 139,5 035200 39631 100,00 1,00
de cultura
“MPU” 375,7 375,7 0,00204 18422,12 53,86 46,48

FP: Fator de Purificagao.
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Figura 7.7 - Eletroforese SDS-PAGE. A) Linha 1: marcadores moleculares; linha 2:
lipase purificada com “MPU”, aplicacdo de 100 pg de proteina; linha 3: lipase purificada
com “MPU”, aplicacdo de 45 pg de proteina. Revelagdo por Coomassie Blue. B) Linha 1:
Sobrenadante de cultura; linha 2: lipase purificada com “MPU”, aplicagdo de 15 pg de
proteina. Revelagdo por nitrato de prata.

Assim, a lipase extracelular de Burkholderia lata LBBIO-BLO02 foi purificada até a
homogeneidade por passo Unico utilizando a “MPU” com eficiéncia superior as
metodologias tradicionais utilizando colunas cromatograficas (Figura 7.8).

Em comparag@o com a maioria das outras lipases purificadas, a purificagdo da lipase
de B. lata foi bastante simples e com elevada recuperacdao. Ogino et al. (2000), purificando
uma lipase de P. aeruginosa LST-03, descreve um processo de quatro etapas sucessivas com
12,6% de recuperagdo. Chaiyaso et al. (2012), também utilizando um protocolo de quatro
etapas, incluindo uma cromatografia de troca idnica e uma cromatografia de permeagio em
gel, purificaram a lipase de Burkholderia multivorans PSU-AH130 com recuperacdo de
12,1%. Ungcharoenwiwat e Kittikun (2015) purificaram a lipase de Burkholderia sp. EQ3

com precipitacdo com acetona e mais dois passos cromatograficos obtendo uma purificagao
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de 70,9 vezes, porém com uma recuperagdo de apenas 7,6%. A lipase de Burkholderia
ambifaria YCJO1 foi purificada com um fator de 24,2 e recuperagdo de 12,5%, utilizando
cromatografia de troca anionica e interagao hidrofobica (YAO et al., 2013). A lipase
extracelular de Burkholderia ubonensis SL-4 foi purificada por Q Sepharose Fast Flow (FF)
e cromatografia de filtracio em gel Superdex-75 com recuperagdo de 13,34% e uma
purificagao de 68,5 vezes, e a atividade especifica final de 362,82 U/mg (YANG et al.,
2016). Park et al. (2007), utilizando processo de adsor¢ao-dessor¢do em matriz de
polipropileno de uma etapa, purificou a lipase de Burkholderia sp. HY-10 em 54,5 vezes
com um rendimento de 30%. Rendimentos de purificacdo mais baixos, de 4,8% para a lipase
de B. cepacia ATCC 25416 (WANG; YU; XU, 2009), 3,9% para a lipase de Burkholderia
sp. GXUS6 e 0,96% para a lipase de B. multivorans V2 (DANDAVATE et al., 2009),
também foram relatados. Rahman et al. (2005) conseguiram obter uma maior recuperacao,
de 52%, para a lipase de Pseudomonas sp. S5, mas empregando cromatografia de afinidade
em combinagdo com cromatografia de troca ionica. Patel er al. (2014) descreveram a
purificacdo da lipase de Pseudomonas sp. DMVR46 utilizando precipitagdo com acetona e
cromatografia de troca idnica (DEAE-Celulose) com um fator de purificacdo de 28,9 e
recuperacdo de 29,7%. Jinwal et al. (2003) conseguiram uma purificacdo de 240 vezes com
recuperagdo de 14,8% para a lipase de Pseudomonas mendocina PK-12CS utilizando

precipitagdo com acetona e cromatografia de troca idnica.
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Figura 7.8 - Eletroforeses SDS-PAGE comparando a purificagdo da lipase de
Burkholderia lata LBBIO-BL02 utilizando: A) Sephadex-G75, B) DEAE-Sephadex e C)
“MPU”. Linhas 1: sobrenadante de cultura, linhas 2: extrato purificado de acordo com o
método indicado pela letra. Foram aplicados 15 pg de proteina. Revelagdo por nitrato de
prata.

E muito comum que processos de purificacio de lipases exijam varios passos,
incluindo um ou mais passos cromatograficos (TAN et al., 2015). Assim, uma série de
processos ou combinacdes de etapas de purificacdo acabam sendo necessarios, elevando os
custos e diminuindo o rendimento do processo global. Comparando-se todos estes exemplos

da literatura, a purificacdo simples ¢ com relativa alta recuperagdo ¢ altamente promissora

para a aplicacdo em larga escala para purificagdo de lipases.

8. INTRODUCAO AO CAPITULO III - “CARACTERIZACAO”

As lipases sdo produzidas por varios micro-organismos, tanto eucariotos quanto
procariotos, e também por plantas e animais. As propriedades cinéticas e as especificidades
das lipases produzidas por diferentes organismos variam amplamente (SOBERON-

CHAVEZ; PALMEROS, 1994). As lipases compdem a classe de enzimas mais amplamente
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utilizadas na sintese organica (KAPOOR; GUPTA, 2012). A sua alta especificidade,
associada a uma grande variedade de substratos possiveis, uma melhor estabilidade em
meios contendo solventes organicos (em comparagao com outras enzimas) sao fatores que
contribuem para este fim. As lipases também podem exibir estabilidade variada para
condigdes extremas de pH, temperatura, liquidos i6nicos e disponibilidade de agua.
Conhecer estas caracteristicas de uma enzima ¢ de extrema importancia para a
compreensdo de seu funcionamento catalitico e, principalmente, para dar o direcionamento
correto para sua aplicagdo biotecnologica. Desta forma, diferentes experimentos foram
realizados com a lipase produzida pela bactéria Burkholderia lata LBBIO-BL02, em sua
forma bruta (sobrenadante de cultura) e purificada (“MPU”), para posteriores estudos de

aplicagdo biotecnolodgica de interesse industrial.

8.1. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade

As Figuras 8.1 A e B mostram o efeito da temperatura, em uma faixa entre 20 e 90
°C, na atividade das lipases de B. /ata bruta e pura, respectivamente. As maiores atividades
foram observadas a 55 °C para as duas formas da enzima. Em temperaturas inferiores a 40
°C a enzima apresentou menos de 50% de sua atividade medida a 55 °C, mostrando grande
influéncia da temperatura na atividade. Temperaturas superiores a 60 °C afetaram mais a
atividade da lipase pura, com queda superior a 80% da atividade. J4 a lipase bruta apresentou
25% de atividade a 80 e 85 °C e, mesmo a 90 °C, apresentou cerca de 5% da atividade. A
atividade em temperaturas elevadas ¢ uma das caracteristicas requeridas de enzimas com
potencial para aplicagdo industrial, como as lipases, uma vez que possam ser submetidas as
condig¢des tipicas no setor, como reatores com temperaturas superiores a 50 °C (HASAN;
SHAH; HAMEED, 2006), além de utilizagdo de substratos com alto ponto de fusdo

(KLIBANOV, 2001), como lipidios e gorduras saturadas, substratos naturais de lipases.
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Lipases produzidas pelo género Burkholderia apresentam a maxima atividade em
temperaturas que variam de 30 a 60 °C (CHAIYASE et al., 2012; DALAL et al., 2008; JIN
et al., 2012; PARK et al., 2007, UNGCHAROENWIWAT; KITTIKUN, 2015; WANG et
al., 2009a; WANG et al., 2009b; WEI et al., 2008; XIE et al., 2016; YAO et al., 2013).
Entretanto, também sao relatadas excecdes a esta faixa de temperatura, ¢ o caso das lipases
de Burkholderia cepacia G63 (YANG et al., 2007) e de Burkholderia sp. (formalmente
Pseudomonas sp.) (RATHI et al., 2000), que apresentam atividade maxima em 70 e 90 °C,

respectivamente.
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Figura 8.1 - Efeito da temperatura na atividade lipolitica da lipase bruta (A) e pura
(B) de Burkholderia lata LBBIO-BL02. Condicdes do ensaio: temperatura entre 20 e 90 °C,
tampao Tris-HCI 0,05 mol/L pH 7,0, concentracdo de proteina: 0,1 mg/mL. Ensaios
realizados em triplicata. Todas as atividades foram calculadas em relagdo a atividade medida
a 55 °C (100%).

Para determinar a estabilidade térmica da lipase de B. /ata, as enzimas bruta e pura
foram incubadas nas temperaturas de 20 a 90 °C por 60 minutos. As atividades residuais
estdo mostradas nas Figuras 8.2 A e B. Observa-se que as duas formas da enzima apresentam
perfil de estabilidade térmica muito semelhantes, mantendo 65 e 60% da atividade inicial a
60 °C para a lipase bruta e pura, respectivamente. Porém, a lipase pura mostrou maior

estabilidade em temperaturas elevadas, mantendo 24, 17 e 7% de atividade residual apos 60

minutos incubada em 70, 80 e 90 °C, respectivamente.
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A atividade e a estabilidade da lipase produzida por B. /ata na faixa de temperatura
de 50 a 60 °C podem torna-la interessante para aplicagdo em biocatalise. A termoestabilidade
das lipases ¢ uma das caracteristicas requeridas para aplicacdo industrial, uma vez que
muitos processos usam temperaturas em torno de 50 °C. Embora se tenha estudado a
termoestabilidade de lipases, ndo ha padronizacdo das metodologias, tornando dificil a
comparagdo e o estabelecimento de procedimentos gerais. Além disso, a estabilidade das
enzimas varia entre os géneros, as espécies e até entre isoformas produzidas por uma mesma
cepa (SALUM, 2010). Muitas lipases do género Burkholderia sdo ativas a altas temperaturas
(acima de 50 °C), colocando-as em destaque no ambito de aplica¢do industrial. A cepa
Burkholderia cepacia ATCC 25609 apresenta tempo de meia-vida de 46 min a 60 °C
(DALAL et al., 2008), a lipase de Burkholderia cepacia ATCC 25416 mantem 72% de
atividade residual apds 1 h a 70 °C (WANG et al., 2009). E héa exemplo de lipase estavel em
temperaturas acima dos 80 °C, como a lipase de Burkholderia sp., com tempo de meia vida

acima de 13 h a 90 °C (RATHI et al., 2000).
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Figura 8.2 - Efeito da temperatura na estabilidade da lipase bruta (A) e pura (B) de
Burkholderia lata LBBIO-BL02. Condi¢do de ensaio: temperatura entre 20 ¢ 90 °C, pH 7,0
por 1 h. Ensaios realizados em triplicata. Todas as atividades foram calculadas em relacdo a
atividade medida na temperatura padrao de 55 °C sem pré-incubacao (100%).

8.2. Efeito do pH na atividade e estabilidade
O efeito do pH sobre a atividade das lipases bruta e purificada de B. lata foi

investigado em valores de pH entre 2,2 e 10 (Figura 8.3 A e B). Foram verificadas altas

110



atividades em um amplo intervalo de pH, com atividade maxima em pH 7,0 para a enzima
bruta e pH 8,0 para a enzima purificada. Em todos os valores de pH testados observou-se
atividade residual acima de 75% e 99% para a enzima bruta e purificada, respectivamente.
Para ambas as formas se observou uma ativa¢ao da atividade em relagdo a enzima nao
incubada. Este efeito tem sido relatado para outras lipases, mas nenhum mecanismo foi
proposto para explicar este fendmeno (ALMEIDA; TAUK-TORNISIELO; CARMONA,

2013; LIMA, 2004; ROMERO et al., 2014).
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Figura 8.3 - A) Efeito do pH na atividade lipolitica da enzima bruta de Burkholderia
lata LBBIO-BLO02. B) Efeito do pH na atividade lipolitica da enzima purificada de B. lata
LBBIO-BLO02. Condi¢des de ensaio: 55 °C, 0,1 mg/mL de proteinas. C) Estabilidade ao pH
da atividade lipolitica da enzima bruta de B. lata LBBIO-BLO1. D) Estabilidade ao pH da
atividade lipolitica da enzima purificada de B. lata LBBIO-BLO1. Atividade residual apos 1
h de incubagdo a 25 °C, tampdes utilizados nos ensaios (0,02 mol/L): Glicina-HCI pH 2,2 a
3,0 (m), Citrato-Fosfato pH 3,0 a 7,0 (e), KH2PO4-NaOH pH 6,0 a 8,0 (A), Fosfato pH 7,0
a 8,0 (V), Tris-HCL pH 8,0 a 9,0 (<) e Glicina-NaOH pH 9,0 a 10,0 (). As atividades
foram comparadas com a atividade determinada em tampao Tris-HCI 0,05 mol/L pH 8,0 sem
pré incubacdo. Ensaios realizados em triplicata.
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A atividade e estabilidade mostrada pela lipase da bactéria B. lata em valores de pH
acidos ndo sao encontradas em outras cepas do género Burkholderia e ndo sao comuns entre
lipases produzidas por bactérias em geral, as quais s3o comumente mais estaveis e ativas em
valores neutros ou alcalinos de pH. Entretanto, ha algumas excecdes. No género
Burkholderia as lipases produzidas por Burkholderia ambifaria YCIO1 (YAO et al., 2013)
e Burkholderia sp. EQ3 (UNGCHAROENWIWAT; H-KITTIKUN, 2015) apresentam 70%
e 62% de atividade residual apds 1 h em pH 5,4 e 4, respectivamente. As lipases produzidas
por Geobacillus stearothermophilus e Bacillus licheniformis sdo estaveis a pH 3,0, mantendo
100% de atividade residual apos 30 min de incubacdo (BRADOO; SAXENA; GUPTA,
1999), a lipase de Pseudomonas sp., mantém 70% de atividade residual ap6s 1 h em pH 3.0
(RATHI et al., 2000) e a cepa de Pseudomonas aeruginosa KM110 mantém 50% de
atividade residual apéos 1 h em pH 3,0 (MOBARAK-QAMSARI; KASRA-
KERMANSHAHI; MOOSAVI-NEJAD, 2011).

Os resultados obtidos neste trabalho, ou seja, atividade e estabilidade numa faixa
relativamente ampla de pH (3,0 a 10,0), também sdo desejaveis em biocatalise e somam-se
as boas caracteristicas frente a temperatura apresentadas pela lipase produzida por B. lata

LBBIO-BLO02.

8.3. Hidrolise de diferentes substratos
Os ensaios de hidrdlise foram realizados utilizando tanto o extrato precipitado quanto
a enzima purificada de B. lata LBBIO-BL02. Ambos experimentos foram realizados em
triplicata, utilizando meio reacional sem enzima como controles negativos. Os dados de
hidrélise para os diferentes substratos estdo apresentados na Tabela 8.1.
O mais importante deste experimento foi notar que todos os triacilglicerdis testados,

naturais e sintéticos com composicdo de acidos graxos variada, foram hidrolisados pela
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enzima de B. lata, confirmando que a enzima purificada apresenta um comportamento de
lipase verdadeira.

Os substratos que apresentaram maiores atividades para a enzima bruta (6leo de
linhaca, manteiga e 6leo de frango) diferem dos substratos para a enzima purificada (6leos
de linhaga, peixe e soja) com excecao do 6leo de linhaga que foi o melhor substrato natural
para ambas. O 6leo de linhaga possui 40% de sua composicao formada de 4cido a-Linolénico
(18:32%12:15) ¢ foi 0 substrato em que a lipase de B. lata LBBIO-BL02 apresentou a maior
atividade enzimatica em ambas as formas analisadas. Esta mudanca de secletividade aos

substratos fica clara ao observar a relagdo entre as atividades das enzimas bruta e purificada.
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Tabela 8.1 - Atividade da lipase bruta e purificada de Burkholderia lata LBBIO-BLO02 frente a diferentes substratos, naturais e sintéticos.

Substratos S‘()ilzl‘gll:l‘gil:e Pljll“liﬁg?ia Relacdo a b : d ¢ f 20'5gA5’8’11 22'611“’7’“”1
(U/mg) (U/mg) Pura/Bruta 18:1%° 18:2%12 18:32%1215  22:143  16:0 18:0 417 31619
pNPP 278,2+9,0 14291,3 + 324 51,36 - - - - 100 - - -
Tributirina 97% (4:0) 363,4+3,8 27571,5 £ 137 75,87 - - - - - - - -
Trioleina 65% 2532+7,5 18623,8 + 276 73,56 65 - - - - - - -
Trioleina 98% 237,6:6,4  21771,5:321 91,62 08 ; ; ; ; ; ; ;
Manteiga' 276,4 + 8,4 12444,4 + 302 45,02 20,4 2 1,5 - 32,1 9,7 - -
Creme de Leite? 209,0 £ 9,0 10079,2 + 324 48,23 22,8 1,6 0,7 - 30,6 12,2 - -
Banha de Porco! 162,1 £ 6,4 8328,5+374 51,37 40,4 12,4 2,2 - 224 153 - -
Dleo d¢ Soja de 1883:88  103939:602 5519 21 54 6 03 16 47 i i
Oleo de Frango® 236,8 + 9,2 13246,5 + 360 55,93 43 14 0,7 - 25 - - -
Oleo de Dendé? 203,2 £+ 11,2 11395,2 + 407 56,06 40 17 - - 34 - - -
Margarina* 75,5+4,6 45392 + 321 60,10 13,5 14,3 - - 5,5 5,1 - -
Oleo de Milho® 181,3+7,8 11148,5+297 61,48 35 45 1 - 10 3,33 - -
Oleo de Soja’ 2164+73 13360,8 + 489 61,74 21 54 6 0,3 16 4,7 - -
Oleo de Linhaga’ 2939+78 19393,1 + 626 65,99 11 15 40 - 2 - - -
Oleo de Oliva’ 122,5+9,5 8173,9 + 525 66,73 70 10 0,2 - 16 3,4 - -
Oleo de Peixe® 228,5+12,3 15520,8 + 586 67,94 10,6 1,3 0,2 - 15,5 3,6 16,3 10,6
Oleo de Crambe® 73,5+7,6 5863,1 + 621 79,78 18 9 6 56 - - - -
Oleo de Girassol’ 153,443 12679,9 + 468 82,64 16 71,4 - - 6 5,9 - -
Oleo de Canola’ 108,3 +4,5 9034,6 + 321 83,39 60,85 20,8 - - 5,4 2,7 - -

Acidos graxos: a) oleico; b) linoleico; ¢) a-linolénico; d) erticico; e) palmitico; f) estedrico; g) eicosapentaenoico (EPA); h) docosahexaenoico (DHA).
Fontes: 1) Bobe et al. (2007); 2) Ménsson (2008); 3) Oliveira et al. (2014); 4) Cavendish et al. (2010), margarina Claybom®; 5) Oliveira et al. (2013); 6) Srigley e Rader
(2014); 7) este trabalho. Condi¢des de ensaio: 55 °C, concentragdo de substrato: 200 mmol/L, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0. Ensaios realizados em triplicata.
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As atividades para a enzima purificada foram sempre proporcionalmente maiores
quando hidrolisavam substratos com maiores concentracdes de acidos graxos insaturados
e aumentaram em menor grau em substratos com predominancia de acidos graxos
saturados. Os exemplos mais claros sdo os dleos de canola e girassol, que possuem o0s
acidos oleico (18:1; 60,8 e 16%, respectivamente) e linoleico (18:2; 20,8 e 71,4%,
respectivamente) como seus principais constituintes, que aumentaram a atividade
enzimatica em 83 vezes em comparagdo com a manteiga ¢ o creme de leite, com
predominancia de acido palmitico (16:0; 32,1 e 30,6%, respectivamente), onde o aumento
da atividade foi de 45 e 48 vezes, respectivamente.

Os substratos utilizados neste trabalho podem ser divididos em trés grupos:
origem vegetal, origem animal e sintéticos. Para os substratos de origem vegetal, a
margarina (Claybom®), um lipidio modificado, merece destaque mesmo sendo o substrato
com a menor taxa de hidrolise (Figura 8.4), pois € composta de uma variedade de gorduras
vegetais e que, apesar de passar pela hidrogenacdo de parte de suas gorduras insaturadas
e com até 7% de acidos graxos trans (CAVENDISH et al., 2010), ainda se mostrou capaz
de ser identificada pelo sitio ativo da enzima proporcionando bons resultados de hidrolise.

Outro destaque ¢ dado para o 6leo de soja de fritura. O 6leo quando utilizado no
processo de fritura continua, principalmente nas industrias, pode sofrer hidrolise,
oxidagdo, rancificagio e polimerizagdo da molécula do triacilglicerol (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004; FREIRE; MANCINI-FILHO;
FERREIRA, 2013). O resultado ¢ a formacdo de compostos secundarios polares, os
compostos polares totais; esses compostos possuem polaridade maior que a do
triacilglicerol e ndo sdo volateis (DEL RE; JORGE, 2006). Apesar de todas as

transformagdes, a enzima foi capaz de realizar a hidrdlise do 6leo de soja usado com
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queda de atividade em 22% para a enzima purificada (Figura 8.4) em relagdo ao 6leo de
soja refinado. Em termos de aplicabilidade, a enzima possui grande potencial para
tratamento de residuos em industrias que utilizam o processo de fritura continua ou

transformagdo de descarte em produtos de alto valor agregado.
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Figura 8.4 - Atividade da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 bruta e
purificada (U/mg) frente a diferentes substratos de origem vegetal. Condi¢des de ensaio:
55 °C, concentragdo de substrato: 200 mmol/L, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0. Ensaios
realizados em triplicata.

Para os substratos de origem animal, a partir da analise da Figura 8.5 ¢ possivel
observar que os maiores aumentos de atividade especifica foram para o 6leo de peixe.
Como ja discutido anteriormente, o dleo de peixe € o substrato de origem animal com a
maior porcentagem de acidos graxos insaturados, seguido do 6leo de frango. O 6leo de

peixe possui constituicdo diferente dos demais substratos, visto que sua composicao ¢

116



feita de Acidos Graxos Poli-insaturados (PUFA), como docosahexaendico (DHA,
22:624710.13.16.19) & gicosapentaendico (EPA 20:543811L1417),

Kamal, Barrow e Rao (2015) realizaram um estudo computacional com o objetivo
de encontrar micro-organismos que produzissem lipases com seletividade na hidrélise de
acidos graxos DHA e EPA, encontrados naturalmente em 6leo de peixes. Dentre as lipases
testadas, a lipase produzida por B. cepacia 1YS1 obteve o segundo melhor desempenho
nos testes de afinidade/acoplagem entre receptor (lipase) e ligante (triacilglicerol). Os
resultados dos testes foram demonstrados através da energia de ligagdo existente entre
receptor e ligante, com a escala variando do minimo de -3,4 kcal/mol ao méaximo de -7,3
kcal/mol. Para o teste de afinidade, a lipase de B. cepacia 1YS1 obteve valor aproximado
de -6,5 a -6,8 kcal/mol para todos os substratos testados. Este fato contribui para o
entendimento da atua¢do da B. lata LBBIO-BLO02 nas rea¢des de hidrolise, mostrando a
possibilidade de comportamento semelhante entre as lipases destas duas espécies tao
proximas. Ainda segundo Kamal, Barrow e Rao (2015), o fato da lipase de B. cepacia
1YS1 hidrolisar substratos variados pode ser uma caracteristica da evolugdo e da
funcionalidade herdada das lipases naturais do ambiente, pois elas normalmente precisam
atuar em uma grande variedade de triacilglicer6is encontrados na natureza, garantindo
vantagem evolutiva a espécie.

O consumo de EPA e DHA por humanos traz varios beneficios, proporcionando
a diminuicdo da pressdo arterial e inflamagdes, diminuindo riscos de aterosclerose e
doenca isquémica do coragdo. Entretanto, o corpo humano nao ¢ capaz de sintetizar esses
acidos, por isso eles devem ser obtidos através da ingestdo de peixe ou na forma
concentrada usada em suplementos alimentares (KRALOVEC; WANG; BARROW,

2010). Assim, a utilizacdao de lipases para obtencdo de PUFA, principalmente DHA e
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EPA, mais assimilaveis através da hidrolise enzimatica ¢ uma boa alternativa ao modelo
quimico tradicional, pois o processo pode ocorrer em condi¢des brandas sem a formagao
de subprodutos indesejaveis, ja que o processo tradicional leva a oxidagdo parcial e
polimerizacao dos acidos graxos (KRALOVEC; WANG; BARROW, 2010; SHAHIDI;
WANASUNDARA, 1998). Em estudos apresentados mais adiante neste trabalho, a
possibilidade de utilizar a enzima como aditivo digestivo amplia a possibilidade de

hidrolise de substratos lipidicos diretamente no trato gastrointestinal.
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Figura 8.5 - Atividade da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 bruta e
purificada (U/mg) frente a diferentes substratos de origem animal. Condigdes de ensaio:
55 °C, concentragdo de substrato: 200 mmol/L, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0. Ensaios
realizados em triplicata.

Os dados de hidrdlise para os substratos sintéticos estdo apresentados na Figura

8.6. Os substratos sintéticos possuem grande homogeneidade e por isso sdo importantes

no objetivo de compreensdo do comportamento catalitico e na descricdo de lipases. A
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diferenciagdo entre lipases e esterases se da pela diferenga de especificidade das duas
enzimas. Os substratos naturais para as lipases sdo triacilglicerois de cadeia longa,
podendo atuar também em cadeias curtas, enquanto que as esterases atuam somente em
cadeias curtas (SALAMEH; WIEGEL, 2007). Deve-se enfatizar ainda que a maioria das
lipases pode hidrolisar os mesmos substratos das esterases, porém o inverso nao ¢ possivel
(JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999). Assim, como mostrado na Figura 8.6, a enzima
produzida pela cepa B. lata LBBIO-BL02 ¢ uma lipase verdadeira, ja que hidrolisa a
trioleina 98 e 65% (18:1%%), a maior atividade para a trioleina 98% se deve a menor
concentragdo de acidos graxos livres inibindo a atividade enzimatica como discutido na
secdo 8.2. Esta defini¢do de lipase verdadeira aplica-se mesmo considerando que a taxa
de hidroélise da trioleina foi menor do que a de outros triglicerideos de cadeia curta, como

a tributirina 97% (TC4:0).
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Figura 8.6 - Atividade da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 bruta e
purificada (U/mg) frente a diferentes substratos sintéticos. Condi¢des de ensaio: 55 °C,
concentracdo de substrato: 200 mmol/L, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0. Reagentes
SIGMA-ALDRICH. Ensaios realizados em triplicata.
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Até o momento, além dos trabalhos do nosso grupo de pesquisa ndo foram
encontrados outros trabalhos com lipase de Burkholderia lata para comparagdo precisa
dos resultados. Trabalhos com B. cepacia relatam maior atividade em 06leos vegetais com
maior quantidade de 4cido oleico (18:12°) e linoleico (18:24%!?) em sua composigio,
assim como ocorreu com a lipase de B. lata LBBIO-BL02. Dalal et al. (2008) estudaram
a lipase alcalina de B. cepacia ATCC 25609 mostraram que as maiores atividades
enzimaticas foram obtidas nos 6leos de oliva e linhaca, com valores de 25 ¢ 12 U/mL,
respectivamente.

Este estudo mostra a grande capacidade e versatilidade da lipase de B. lata
LBBIO-BLO02 em hidrolisar de maneira eficiente diferentes substratos, abrindo um grande
leque de possibilidades de aplicacdes explorando suas propriedades hidroliticas. Neste
ensaio, entretanto, ndo foi possivel descrever a régio e tiposseletividade da enzima, pois
foram utilizados substratos naturais que sdo muito heterogéneos em sua constitui¢do e

posi¢do dos acidos graxos. Estas caracteristicas serdo descritas mais adiante.

8.4. Efeito da concentrac¢ao de substrato

O efeito da concentracao de substrato sobre a atividade enzimatica foi realizado
mantendo-se a concentragdo de enzima constante (0,03 mg/mL) e variando-se a
concentragdo de trioleina de 10 a 250 mmol/L (pH 7,0 e 55 °C). Observou-se que a
atividade aumenta de acordo com o aumento da concentracdo do substrato, mas de
maneira ndo linear (Figura 8.7 A).

Para tentar descrever o comportamento cinético da lipase de B. lata LBBIO-BL02,
os dados foram analisados segundo a equagao de Michaelis-Menten (Equagao 1) e as suas

constantes, Km € Vmax, foram determinadas. Esta equacdo ¢ representada graficamente
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plotando-se Vy (atividade inicial) contra S (concentra¢do de substrato) e descreve uma
hipérbole retangular (Figura 8.7 A).

O valor de Kin (mmol) ¢ a medida de dissociagdo do complexo enzima-substrato
de forma que quanto menor for este valor mais rapido ¢ a taxa de dissociagdo do
complexo. Os valores de Ky, de lipases podem variar amplamente, mas para a maioria das
enzimas relevantes industrialmente o K, varia entre 0,02 a 100 mmol/L. Vmax
(mmol/min/mg) indica a taxa méxima de rea¢do, quando a enzima ¢ totalmente saturada
com o substrato. Os valores obtidos fornecem importantes informagdes sobre a interagdo
da enzima e o substrato.

Os valores de Km € Vmax da lipase de B. lata foram determinados através das
equacdes de Michaelis-Menten (Equagdo 1), Lineweaver-Burk (Equacdo 2), Hanes-
Woolf (Equacao 3) e Eadie-Hofstee (Equacao 4). As equagdes foram ajustadas aos dados
cinéticos obtidos com a lipase de B. lata e as representacdes graficas estdo apresentadas
nas Figuras 8.7 A, B, C e D, respectivamente. O formato dos graficos apresentados, como
uma reta bem definida, mostra que os dados experimentais descrevem uma hipérbole
retangular, comprovando o comportamento Michaeliano da lipase de B. /ata. Os dados de
Vmax € K calculados estdo apresentados na Tabela 8.2. A partir desses valores também
foi calculado o niumero de renovacdo (Kca) € a eficiéncia catalitica (Kca/Km) para a

enzima (Tabela 8.2).
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Tabela 8.2 - Parametros cinéticos da lipase extracelular purificada de Burkholderia lata
LBBIO-BL02

Km Vmax Kcat/ Km

Modelo (mmol)  (mmol/min/mg) Kea (s7) (mol/L! s!) R’
Michaelis-Menten 19,9914 11,933 212,15 1,06 x 10*  0,9851
Lineweaver-Burk 22,7195 12,833 228,15 1,00 x 10*  0,9975
Hanes—Woolf 21,2298 12,633 224,59 1,06 x 10*  0,9993
Eadie-Hofstee 22.2470 12,75 226,67 1,02 x 10*  0,9909

Kecat = Vimax/Eo, onde: E € a concentragio inicial de enzima (9,375 x 107 mol/L). Experimento
utilizando trioleina como substrato, concentragdo de enzima: 0,03 mg/mL, pH 7,0 ¢ 55 °C.

Para a lipase de B. lata LBBIO-BLO02 o valor de Ky, foi de aproximadamente 22
mmol € Vimax de 12,7 mmol/min/mg. Os valores de keat € eficiéncia catalitica para a enzima

livre foram aproximadamente 225 s e de 10* mol!.s™!, respectivamente.

Equagdo de Michaelis-Menten (1)

_ Vmax. [S]
7 Km+[S]
Equacao de Lineweaver-Burk (2)
1 Km 1

Vs Vmax . [S] * Vmax

Equacao de Hanes-Woolf (3)

[S1_ [5] Km

70_ Vmax Vmax

Equacgdo de Eadie-Hofstee (4)

Vo
Vo = —Km.— + Vmax

5]
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Onde: Vo = velocidade inicial da reacdo; Vmax = velocidade maxima; [S] =
concentragdo de substrato; K = constante de Michaelis-Menten, a concentracdo de

substrato que corresponde a metade da velocidade maxima.
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Figura 8.7 - Efeito da concentragdo do substrato na atividade da lipase de
Burkholderia lata LBBIO-BL02. A) Gréafico de Michaelis-Menten. B) Grafico de
Lineweaver—Burk. C) Grafico de Hanes-Woolf. D) Grafico de Eadie-Hofstee. Condi¢des
de ensaio: 55 °C, concentracdo de proteinas: 0,03 mg/mL, concentragdo de trioleina: 10-
250 mmol/L, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0. Ensaios realizados em triplicata.

Sabe-se que uma enzima com um maior valor de K, tem menor afinidade para um
substrato, e que a razdo kca/Km para a hidrélise de um substrato avalia a especificidade
da enzima (DIXON; WEBB, 1979). A lipase de produzida pela B. lata LBBIO-BL02

possui valores de Km € Vmax superiores aos encontrados na literatura para lipases

produzidas pelo género Burkholderia sp.
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Os valores de Kim € Vmax para a lipase de Burkholderia sp. ZYB002 foram de 0,37
mmol/L e 0,139 mmol/min/mg, respectivamente, utilizando p-Nitrofenil Miristato (C14)
(SHU et al., 2016). Dalal et al. (2008) descreveram um Vmax € K da enzima da enzima
de B. cepacia A.T.C.C. 25609 de 7,950 mmol/min/mg e 16,6 mmol/L, respectivamente,
utilizando tributirina (TC4) como substrato. A lipase de Burkholderia sp. GXUS56,
utilizando p-Nitrofenil Butirato (C4), apresentou Km € Vmax de 0,038 mmol/L e 0,029
mmol/min/mL, respectivamente (WEI; SHI; WU, 2008). Jin et al. (2012), estudando uma
lipase de Burkholderia anthina NT15, reportaram valores de Km, Vmax € kear de 0,10
mmol/L, 0,430 mmol/min/mg e 210 s™!, respectivamente, utilizando p-Nitrofenil Butirato
(C4) como substrato. A lipase parcialmente purificada de Burkholderia multivorans V2,
utilizando pNPP (C16) como substrato, apresenta valores de K € Vimax de 1,56 mmol/L
e 5,62 pmol/min/mg, respectivamente (DANDAVATE et al., 2009). Utilizando o mesmo
substrato, Chaiyaso et al. (2012) obtiveram K € Vimax de 1,6 mmol/L e 1 mmol/min/mg,
respectivamente, com a lipase de B. multivorans PSU-AH130. A lipase recombinante
pTYBI12-lip de B. cepacia expressa em Escherichia coli ER2566 apresentou Vmax € K,
com pNPP (C16) como substrato, de 0,434 mmol/min/mg e 12 mmol/L, respectivamente.
Ja para uma lipase P. cepacia, foram relatados valores de Km € Vmax de 12 mmol/L e 30
mmol/min/mg, respectivamente, quando o substrato foi pNPP (PENCREAC’H;
LEULLIER; BARATTI, 1997). A lipase de Bacillus licheniformis MTCC 6824 teve um
Vimax € Km de 0,64 mmol/min/mg e 29 mmol/L, respectivamente, com pNPP como
substrato (CHAKRABORTY; RAJ, 2008).

Assim, pode-se observar que a lipase de B. lata LBBIO possui um alto valor de
Km (22 mmol) para a hidrolise da trioleina, sugerindo baixa afinidade da enzima com este

substrato. Por outro lado a enzima apresentou alto valor para Vmax (12,7 mmol/min/mg),
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como ja descrito por (OLIVEIRA et al., 2014). Alto valor de Vimax indica grande tendéncia
do complexo E*S se dissociar em produto.

O numero de renovagio (kcat) observado, de 220 s!, ¢ um dos maiores valores
registrados no site BRENDA (BRaunschweig ENzyme DAtabase) (“BRENDA - 3.1.1.3:
triacylglycerol lipase”) (Tabela 8.2). O kcat representa o nimero de vezes que cada sitio
ativo da enzima converte substrato em produto por unidade de tempo, sendo assim um
indicativo da eficiéncia maxima da enzima.

As reagdes lipoliticas ocorrem na interface agua-lipidio podendo, em alguns casos,
impedir que as cinéticas das rea¢des enzimaticas sejam descritas pelas equagdes do tipo
Michaelis-Menten, que s6 sdo validas se a reagdo catalitica ocorrer em fase homogénea
(SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

A equagdo de Michaelis-Menten foi proposta para explicar a cinética de enzimas
e substratos que sao soluveis em agua, sendo que a concentracdo do substrato pode ser
facilmente expressa em mol/L. Com substratos insoliveis ou parcialmente soliveis em
agua, como lipidios, a reacdo enzimatica ocorre na interface. Neste caso a concentragdo
efetiva de substrato corresponde ao nimero de moléculas por unidade de superficie e, esta
concentracdo nao pode ser mudada simplesmente por adicdo de mais substrato. Isto
significa que uma fragdo desconhecida de enzima estd ligada ao substrato e, portanto,
Vmax € Km, para lipases, sdo somente valores aparentes (VERGER, 1980), dificultando a
comparagdo, utilizando estas variaveis, para lipases diferentes, pois podem possuir
comportamento diferente na interface. A lipase de B. lata LBBIO-BL02, por exemplo,
apresentou comportamento Michaeliano.

Um modelo foi sugerido por Verger et al. (1973) para explicar como lipases

entram em contato com o substrato apolar micelizado e ocorre a catalise (Esquema 1). O
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modelo consiste em dois equilibrios: o primeiro se refere a interagdo da enzima (E) com
a interface 4gua-micela tornando-se ativa (E*); o segundo consiste na ligacdo da enzima
ativa (E*) com uma molécula de substrato (S) formando o complexo E*S. Este modelo ¢é
equivalente ao equilibrio classico de Michaelis-Menten em duas dimensdes. Apos a
formag¢ao do complexo ocorre a catalise, regenerando a enzima na forma ativa ainda na

micela e liberando o produto.

Esquema 1 - Mecanismo de catalise de lipases segundo Verger ef al. (1973).

E*+S —» E*S —» E*

'R \ Interface

E P

A concordancia entre a cinética de lipases, a equagdo de Michaelis-Menten e o
modelo proposto por Verger et al. (1973) varia de acordo com as condi¢des experimentais
adotadas. Desta maneira, a comparacdo das constantes cinéticas entre lipases ¢€
particularmente dificultada pelos diferentes fatores envolvidos na hidrolise de seus

substratos e das caracteristicas cinéticas individuais das enzimas para cada situagao.

8.5. Inibicao da atividade lipolitica por liberacio de produto
A expressdo da atividade enzimatica ¢ medida através de sua velocidade de
reacdo, determinada em condi¢des experimentais estabelecidas. A concentracdo do
produto formado aumenta linearmente com o tempo num dado intervalo (velocidade

inicial de reagdo — Vo). No entanto, a partir de certo tempo, a velocidade decresce devido
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a fatores como a diminuic¢ao da concentracdo de substrato e inibi¢ao pelo produto formado
(LIMA; AQUARONE; BORZANI; SCHMIDELL, 2001).

Para verificar se ha diminuigdo da atividade da enzima no decorrer da reagao de
hidrolise e com a formacgao de produto, acido graxo livre (AGL), a enzima purificada (1
mg/mL) foi incubada com diferentes concentragdes de substrato x produto (SxP: 100-0,
100-25, 100-50, 100-75, 100-100, 100-150, 100-200, 75-25, 50-50 e 25-75, em mmol/L)
a 55° C, pH 8.0 com retiradas de amostras até 24 h. Os produtos da reacdo foram
acompanhados por HPTLC.

Em uma reagdo padrio utilizando oleato de metila como substrato, iniciada com
SxP 100-0, a enzima mostrou alta atividade durante a primeira hora de reagdo (Vo) com
19% de AGL, a partir dai houve uma queda drastica na velocidade de reagcdo sendo
necessarias 10 h para atingir 40% de AGL, atingindo 52% apds 24 h (Figura 8.8 A).
Quando a reacao foi iniciada com SxP 75-25, a enzima mostrou uma atividade inicial
inferior em relagdo ao ensaio SxP 100-0, com 30% de AGL, apenas 5% maior do que a
concentracao inicial de produto, apos a primeira hora de reagao, atingindo 44 e 51% apos
10 e 24 h, respectivamente (Figura 8.8 B). Quando a reacao foi iniciada com SxP 50-50
e 25-75 nao foi observada atividade enzimdtica significativa (Figura 8.8 C e D,
respectivamente). Em todos os ensaios utilizando oleato de metila como substrato o perfil
final da reacdo foi muito similar, com a enzima perdendo a eficiéncia apos a reagao atingir

o equilibrio.
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Figura 8.8 - Hidrdlise de oleato de metila utilizando a lipase pura de Burkholderia
lata LBBIO-BL02 em diferentes propor¢des de substrato x produto: A) Relagdo inicial
de substrato/produto 100:0. B) Relacdo inicial de substrato/produto 75:25. C) Relacao
inicial de substrato/produto 50:50. D) Relag¢do inicial de substrato/produto 75:25.
Condicdes de ensaio: 55 °C, concentragdo de proteinas: 1,0 mg/mL, tampao tris 0,05
mol/L pH 8,0. Ensaios realizados em triplicata.

Quando o substrato foi a trioleina 98% o perfil de hidrélise concordou com os
resultados anteriores, com a diferenca da presenca de produtos intermedidrios na reagao,
como diacilglicerois (DAG) e monoacilglicer6is (MAG). Em todos os ensaios a hidrolise
tende a cessar ou a ocorrer de maneira lenta apos 4 h de reagdo (Figura 8.9 A, B, C e D).
A atividade inicial da enzima foi também muito afetada pela concentracdo inicial de

produto utilizada, demonstrando que a concentragdo de produto presente no meio

reacional ¢ altamente significativa na atividade da enzima.
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Figura 8.9 - Hidrolise de trioleina utilizando a lipase pura de Burkholderia lata
LBBIO-BL02 em diferentes propor¢des de substrato x produto: A) Relacdo inicial de
substrato/produto 100:0. B) Relacao inicial de substrato/produto 75:25. C) Relagao inicial
de substrato/produto 50:50. D) Relacao inicial de substrato/produto 75:25. Condi¢des de
ensaio: 55 °C, concentragdo de proteinas: 1,0 mg/mL, tampao tris 0,05 mol/L pH 8,0.
Ensaios realizados em triplicata.

Para melhor compreender os resultados, ap6s 18 h de reacdo, mais enzima foi
adicionada ao meio reacional (Figura 8.10 A e B para oleato de metila e trioleina,
respectivamente). Foi possivel observar que a adicdo de mais lipase ndo proporcionou
hidrolise adicional, excluindo a possibilidade de inativagdo da enzima pelas condi¢des do

ensaio. Em outro experimento, ap6s 18 h de reagdo, mais substrato foi adicionado ao meio

reacional (Figura 8.10 C e D para oleato de metila e trioleina, respectivamente). Foi
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possivel observar que a adi¢do de mais substrato proporcionou reativacdo da enzima e

aumentou a atividade, resultando em um aumento significativo na liberacdo de AGL.
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Figura 8.10 - Hidrolise utilizando a lipase pura de Burkholderia lata LBBIO-BLO02:
A) Oleato de metila como substrato e adigdo de enzima extra (1 mg/mL) em 18 h (linha
vermelha). B) Trioleina como substrato e adi¢do de enzima extra (I mg/mL) em 18 h
(linha vermelha). C) Oleato de metila como substrato e adi¢do de substrato extra (100
mmol/L) em 18 h (linha azul). D) Trioleina como substrato e adi¢ao de substrato extra
(100 mmol/L) em 18 h (linha azul). Condicdes de ensaio: 55 °C, concentragao inicial de
substrato: 100 mmol/L, concentragdo inicial de proteinas: 1,0 mg/mL, tampao tris 0,05
mol/L pH 8,0. Ensaios realizados em triplicata.

Para que ocorra a hidrdlise de lipidios, as lipases devem primeiro se ligar as
superficies das goticulas de 6leo/gordura (substrato) nos sistemas de emulsdo (SINGH;

YE; HORNE, 2009; TORCELLO-GOMEZ et al., 201 1), ou seja, trabalharem na interface
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da emulsdo (Esquema 1). Portanto, a 4area interfacial inicial da emulsdo, o que ¢
determinado pelo tamanho da goticula e sua composi¢ao, tem um impacto sobre a ligagao
e a atividade da enzima. Foi demonstrado in vitro que a atividade de lipases ¢
inversamente relacionada com a dimensdo média de goticulas de uma emulsdo. Uma
emulsdao com goticulas menores ¢ hidrolisada mais rapidamente do que uma emulsdo com
goticulas maiores, porém o tamanho das goticulas de emulsdo ndo altera as afinidades
entre a enzima e as goticulas (ARMAND, 2013; ARMAND et al., 1992; ZHU et al.,
2013).

Viarios estudos tentaram descrever a influéncia da composi¢do desta camada
interfacial na atividade das lipases durante a hidrolise de substratos emulsionados.
Componentes de superficie como surfactantes, fosfolipidios e proteinas s3o capazes de
inibir a atividade de lipases nas interfaces 6leo-agua, reduzindo o contato entre o substrato
€ aenzima (BENAROUCHE etal.,2014; GOLDING; WOOSTER, 2010; KENMOGNE-
DOMGUIA et al.,2012; MALAKINIK; WRIGHT; CORREDIG, 2011; YE et al., 2013).

Para o processo de hidrolise in vitro de substratos emulsificados, como os ensaios
deste trabalho, conforme se segue o processo de lipolise, ha acumulo de 2-
monoglicerideos e dcidos graxos livres nas superficies das goticulas de emulsao devido a
sua maior polaridade, o que acaba limitando a adsor¢do de lipase a estas superficies e,
consequentemente, limitando o contato enzima x substrato (GOLDING; WOOSTER,
2010; SCOW, 1988; YE et al., 2013).

Os acidos graxos livres inibem a lipolise de substratos em emulsdo por
dificultarem o acesso da lipase as superficies das goticulas lipidicas (SCOW, 1988; YE
et al.,2013). Uma maneira de aumentar as taxas de hidrolise € retirar estes acidos graxos

da superficie da goticula e deixar o substrato disponivel para a ligagdo com a enzima. Sais

131



de célcio podem se ligar aos acidos graxos livres produzidos a partir da lipolise para
formar um sabdo de calcio insoluvel, a fim de eliminar estes AGL da interface.

Assim, para confirmar os resultados apresentados com a inibi¢do da lipase de B.
lata LBBIO-BL02 pela liberagdo de AGL, os mesmos ensaios foram realizados com
adi¢do de cloreto de célcio de 0 a 50 mmol/L. O método baseia-se na precipitagdo como
sal de célcio dos acidos graxos liberados pela hidrdlise dos substratos, evitando a possivel
inibi¢do da enzima pela presenca do produto em solugao.

Os resultados mostraram efeito positivo da adigdo de CaCl, na reacao de hidrolise.
Em baixas concentragdes o cloreto de calcio foi capaz de aumentar em até 15% a hidrélise
total do oleato de metila no melhor resultado com 5 e 10% de CaCl,, além de aumentar
consideravelmente a velocidade inicial da enzima (Figura 8.11 A). Com concentragdes
mais altas, como 30 e 35%, os resultados foram semelhantes ao ensaio sem Ca™" e, a partir
de 40%, houve efeito negativo (Figura 8.11 B).

O aumento significativo na taxa de lipdlise na presenca de célcio sugere que a
ligacdo de lipase com a superficie das goticulas de emulsdo foi promovida. Este efeito
foi, provavelmente, devido a uma redugdo na carga de repulsdo entre a lipase e a
superficie da goticula de emulsdo devido a remocao dos AGL. O maior grau de liberagao
de AGL nas emulsdes contendo célcio pode ser atribuido a um periodo inicial mais
duradouro. Isto ¢, a lipase foi inibida pelos produtos de lipdlise em tempos de reagao mais

longos.
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Figura 8.11 - Hidrdlise de oleato de metila utilizando a lipase pura de Burkholderia
lata LBBIO-BL02 com adic¢do de diferentes concentracdes de CaCla: A) Adigao de CaCl,
de 0 a 25 mmol/L. B) Adi¢ao de CaCl, de 30 a 50 mmol/L. Condigdes de ensaio: 55 °C,
concentragdo inicial de substrato: 100 mmol/L, concentragdo de proteinas: 1,0 mg/mL,
tampao tris 0,05 mol/L pH 8,0. A concentracdo de AGL foi mensurada por HPTLC.
Ensaios realizados em triplicata.

Assim, a hidrodlise de lipidios pode ser manipulada através da constituicdo da
superficie das goticulas e pela adicdo de sais de calcio, liberando a interface dos AGL,

auxiliando no contato enzima x substrato e deslocando o equilibrio da reagdo para maior

formagao de produto.

8.6. Regiosseletividade

Regiosseletividade ¢ um atributo relevante de lipases nas transformagdes de
lipidios por biocatalise, permitindo modificagdes especificas na composi¢ao de 6leos e
gorduras para obter novos lipidios estruturados (BRiGIDA etal.,2014; XIE; MA, 2010).
A separacdo dos DAG-1,2(2,3) dos DAG-1,3 a partir do meio reacional permitiu a
investigacdo de regiosseletividade de lipase de B. lata LBBIO-BL02 a partir de TAGs
homogéneos e heterogéneos. Os DAG-1,2(2,3) sdo resultantes da hidrélise de TAGs nas
posigdes sn-3 ou sn-1 e os DAG-1,3 sdo resultantes da hidrélise na posicao sn-2 (Figura

8.12). A Tabela 8.3 mostra o processo de hidrolise da trioleina utilizando as lipases bruta
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e purificada de B. lata LBBIO-BLO02 ¢ a liberagao dos DAG-1,2(2,3) e DAG-1,3 ao longo
do tempo. Uma lipase comercial livre de C. rugosa (SIGMA) foi utilizada para comparar

a sua atividade com as lipases bruta e purificada de B. lata.

He~ G~0~ i H-C-0-R, H,—C —OH H,~C-O-R,
2N ; LIPASE * TN ol
H-C-0-R, *HO ‘<=~ H-C-0-R,0U H-0-O0-R, OU H-C-OH
H-C-0-R, NAO ESPECIFICA |\ _ ¢ oy H-C-0-R, H-C—0-R,
TAG DAG-1,2 DAG-2,3 DAG-1,3
H,-GC-O-R, H,—C-O-R, H,~ G — OH
N LIPASE N N
H-C-0-R, +H,0 — H-C-O-R, OU H-C-O-R,
% . % /
H-C-0O-R, sn-1,3 ESPECIFICA 1 _ ¢ oH H~ G=0—R,
TAG DAG-1,2 DAG-2,3

Figura 8.12 - Rea¢des de hidrolise de um triacilglicerol catalisadas por lipases. Na
linha de cima a¢do de uma lipase ndo especifica, com hidrdlise dos dcidos graxos nas trés
posicdes (sn-1, sn-2 e sn-3), com a formagdo de DAG-1,2, DAG-2,3 ¢ DAG-1,3. Na linha
de baixo exemplo de uma lipase sn-1,3 especifica, com hidrélise dos acidos graxos
presentes nas extremidades da molécula, com a formacao de DAG-1,2 ¢ DAG-2,3. Na
figura, os acidos graxos livres resultantes da hidrolise foram omitidos.

A liberagdo de DAG-1,2(2,3) a partir da hidrolise da trioleina foi
aproximadamente 3 vezes maior do que a liberagao de DAG-1,3 durante toda a reagdo de
hidrdlise, tanto para a lipase bruta quanto a purificada (Tabela 8.3). Estes resultados
indicam que a lipase de B. lata apresentou uma ligeira estereo-seletividade para a
hidrdlise da ligagao éster na posi¢do sn-1 e sn-3 em comparagao com a posicao sn-2. A
relagdo esperada entre DAG-1,2(2,3) e DAG-1,3 para lipases ndo regiosseletivas estaria
perto de 2 por fatores estatisticos (CAMBON et al., 2008), como ¢ visto com lipase
comercial de C. rugosa. Estes resultados mostram que a lipase de B. /ata removeu
seletivamente com ligeira seletividade os acidos graxos das duas posicdes externas

(ésteres primdrios) da trioleina. Em contraste, a lipase de C. rugosa comercial foi,

aparentemente, nao seletiva, com a relagdo DAG-1,2(2,3)/DAG-1,3 proxima a 2 ao longo
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de todo o experimento. A lipase de Burkholderia cepacia ATCC 25416 apresentou um
comportamento cldssico ndo regiosseletivo (WANG; YU; XU, 2009), embora algumas
lipases do género Pseudomonas demonstraram uma elevada especificidade de posicao,
especialmente sn-1,3 (KOJIMA; SHIMIZU, 2003; MAKHZOUM; OWUSU-

APENTEN; KNAPP, 1996).

Tabela 8.3 - Propor¢do de regiodistribuicdo de DAGs apo6s hidroélise parcial de trioleina
catalisada pelas lipases bruta e pura de Burkholderia lata LBBIO-BL02 e lipase comercial
de Candida rugosa (para comparacao) apos 0 (controle), 5, 15 e 30 minutos.

Produtos da hidrélise da trioleina (%)

Tempo de hidrolise (min)

DAG-1,2(2,3) DAG-1,3
Lipase comercial de C. rugosa
0 0 0
5 64.90 + 0.61 35.10+0.61
15 62.70 + 0.74 37.30+0.74
30 62.70 + 0.25 37.30 + 0.25
Lipase BRUTA de B. lata
0 0 0
5 68.48 +2.55 31.52 +2.55
15 76.20 + 0.22 23.80 = 0.22
30 77.39 + 0,34 23.61 +0.34
Lipase PURA de B. lata
0 0 0
5 71.69 +0.13 28.31+0.13
15 75.48 + 0.35 24.52 +0.35
30 75.59+0.41 24.41 +0.41

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao das triplicatas.

Para os TAGs heterogéneos presentes em oleos vegetais, a relacdo entre DAG-
1,2(2,3)/DAG-1,3 variou de 2,21 a 4,51 e de 2,31 a 5,13 ap6s 30 minutos de reacao para
as lipases bruta e pura de B. lata, respectivamente (Tabela 8.4). O substrato 6leo de oliva
apresentou a maior relagdo, cerca de 4,51 e 5,13 para as lipases bruta e pura de B. lata,

respectivamente. Para os 6leos de soja, girassol e canola, estas propor¢gdes foram maiores
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que 2 com tendéncia a aumentar com o progresso da reacdo. Estes resultados mostram
novamente um ligeiro comportamento sn-1,3-regiosseletivo, mesmo quando hidrolisando
lipidios heterogéneos.

E importante salientar que estes substratos sdo componentes de 6leos vegetais que
contém outras substancias, tais como fosfolipidios, dcidos graxos livres, esterdis e ésteres
de esterdis, tocoferdis, entre outros compostos minoritarios, que tornam estes substratos
em meios de reacdo complexos. Em alguns casos, os compostos minoritirios podem
afetar a seletividade da enzima (MORENO et al., 2006). Mesmo assim, a hidrélise dos
acidos graxos nas posic¢des sn-1 e sn-3 aconteceu mais rapido do que a os da posigao sn-
2. A lipase comercial de C. rugosa comercial mostrou o mesmo comportamento
apresentado com a trioleina, uma propor¢cao DAG-1,2(2,3)/DAG-1,3 menor do que 2 para
todos os Oleos vegetais, estando de acordo com uma atividade nao regiosseletiva (Tabela
8.4).

Em geral, as lipases catalisam reagdes nas posi¢des primarias de um triacilglicerol
(sn-1,3) ou em todas as posigoes (sn-1,2 e 3) (Figura 8.12). Uma lipase com seletividade
para a posicdo secundaria (sn-2) ainda nao foi descrita (CHANDLER, 2001). A
regiosseletividade de uma lipase € a capacidade de distinguir entre as funcionalidades de
¢ésteres primarios (isto €, sn-1,3) e secundario (sn-2) numa molécula de triacilglicerol. O
conhecimento da regiosseletividade de uma lipase ¢ importante principalmente para a
industria de alimentos, podendo selecionar, manipular e estruturar lipidios com
propriedades fisico-quimicas e nutricionais especificas (CHANDLER, 2001). Embora a
lipase de B. lata LBBIO-BL02 tenha apresentado apenas uma ligeira regiosseletividade,

as lipases produzidas pelo género Burkholderia sao conhecidas por serem nao-
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especificas, podendo hidrolisar a ligagdo éster nas trés posi¢des do triacilglicerol

(KAIEDA et al.,2001; MATORI; ASAHARA; OTA, 1991; STADLER et al., 1995)

Tabela 8.4 - Proporcao de regiodistribuicao de DAGs apos hidrélise parcial de oleos
vegetais catalisada pelas lipases bruta e pura de Burkholderia lata LBBIO-BL02 e lipase
comercial de C. rugosa (para comparagao) apos 0 (controle), 5, 15 e 30 minutos. Dados
do tempo 0 h s@o a proporcao inicial de DAG das amostras de 6leo.

Produtos da hidrélise (%)

Tempo de Oliva Canola Soja Girassol
hidrolise (min) DAG- DAG- | DAG- DAG- | DAG- DAG- | DAG- DAG-
1,22,3) 1.3 1,22,3) 1,3 |1,223) 1,3 |1,223) 13
Lipase comercial
de C. rugosa
2860+ 71.40+1]2290+ 77.10+]29.00+ 71.00+|27.40+ 72.60=+
0 0.04 0.04 0.49 0.49 0.32 0.32 0.77 0.77
5570+ 44,30+ | 5930+ 40.70 | 60.20+ 39.80+ | 5690+ 43.10 =
5 0.26 0.26 0.35 0.35 0.40 0.40 1.86 1.86
5490+ 41.10+| 59.20+ 40.80 | 59.00+ 41.00=+ | 5440+ 44.60 =
15 0.21 0.21 0.34 +0.34 | 0.14 0.14 0.53 0.53
55.60+ 4440+ | 59.10+ 4090+|59.10+ 4090+ | 5630+ 43.70+
30 0.36 0.36 0.34 0.34 0.27 0.27 0.56 0.56
Lipase BRUTA
de B. lata
3335+ 66.65+ (2242 + 77.58+|31.20+ 68.80+|21.19+ 78.81«
0 0.21 0.21 0.32 0.32 0.88 0.88 0.34 0.34
7813+ 21.87+| 6864+ 31.36+|5220=+ 4780+| 6848+ 3152+
5 0.55 0.55 0.98 0.98 1.17 1.17 0.87 0.87
81.56+ 1844+ | 72.04+ 27.96+|63.73+ 3627+ |6954+ 3046+
15 0.83 0.83 0.31 0.31 1.41 1.41 0.31 0.31
81.86+ 18.14+| 7532+ 24.68+|68.88+ 31.12+|71.82+ 28.18+
30 0.89 0.89 0.34 0.34 1.65 1.65 1.03 1.03
Lipase PURA de
B. lata
3335+ 66.65+ (2242 + 77.58+|31.20+ 68.80+|21.19+ 78.81=«
0 0.21 0.21 0.32 0.32 0.88 0.88 0.34 0.34
84.11+ 15.89+| 66.46+ 33.54+|54.00+ 46.00+ | 61.70+ 38.30=
5 0.35 0.35 1.59 1.59 1.13 1.13 0.68 0.68
8422+ 1578+ | 6835+ 21.65+|6244+ 3756+ |66.80= 33.20=+
15 0.29 0.29 1.27 1.27 0.92 0.98 0.74 0.74
83.69+ 1631+ | 7374+ 2626+|7094+ 29.06+ | 69.84+ 30.16=
30 0.35 0.35 0.61 0.61 1.11 1.11 0.77 0.77

Os resultados sdo expressos como média = desvio padrdo das triplicatas.
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8.7. Tiposseletividade

A tiposseletividade da lipase pura de B. lata LBBIO-BL02 foi determinada pela
hidrolise de diferentes FAMEs (ésteres metilicos de acidos graxos — Fatty Acids Methyl
Esters, em inglés) utilizados como substratos, com cadeia carbdnica saturada de 8:0 a
20:0 e com insaturacdes de 18:1 a 18:3. A tiposseletividade foi determinada de acordo
com o tamanho da cadeia (Figura 8.13) e o nimero de insaturacdes (Figura 8.14) por
reacdes competitivas. A reagdo aconteceu com os substratos emulsionados em PVA, a 55
°C, pH 7,0 e foi acompanhada de 0 a 60 min.

A lipase purificada produzida por B. lata LBBIO-BLO02 catalisou a hidrélise de
acidos graxos de cadeia longa saturada (10:0 ou superior). A enzima mostrou uma clara
seletividade para o éster contendo acido palmitico (16:0) durante toda a reagdo, seguido
do 4cido laurico (12:0) e estearico (18:0). O acido graxo saturado de cadeia curta,
caprilico (8:0), quase ndo foi hidrolisado, no final do tempo de reagdo (60 minutos) havia
apenas 1,5% deste acido graxo (Figura 8.13). No entanto, durante a rea¢do, houve redugdo
na liberacao de 16:0 e 12:0 (18 e 19%, respectivamente) e aumento na liberacao de 14:0
e 20:0 (60 e 168%, respectivamente). No final do tempo de reagdao (60 minutos), houve
uma ligeira tendéncia para favorecer a hidrolise dos &cidos graxos saturados de cadeias
mais longas. No entanto, os teores relativos (%) dos acidos graxos saturados variaram
dentro uma janela estreita de tempo, 60 minutos de hidrolise, indicando que nao ha uma

clara tiposseletividade da enzima neste sentido.
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Figura 8.13 - Liberagao de acidos graxos durante o processo de hidrélise de ésteres
metilicos saturados catalisada pela lipase pura de Burkholderia lata LBBIO-BLO02.
Condigdes de ensaio: 55 °C, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0.

L1 20:0

No que diz respeito a hidrdlise dos AG insaturadas (18:1, 18:2 e 18:3), nos
primeiros 5 min de reacdo a lipase de B. lata mostrou uma grande seletividade para o
acido oleico 18:1, com 56% de hidrdlise, e baixa hidrdlise de 18:3 (~12%) (Figura 8.14).
No entanto, no decorrer da reagdo, possivelmente por causa da diminui¢do de substrato
FAME 18:1, a enzima aumentou a taxa de hidrolise de 18:2 até o mesmo teor relativo de
18:1 (40%) com menor aumento de 18:3. Esses resultados indicam que a lipase de B. lata
LBBIO-BL02 tem seletividade em hidrolisar primeiro AGs com menor nimero de

insaturacgdes.
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Figura 8.14 - Liberagao de acidos graxos durante o processo de hidrolise de ésteres

metilicos insaturados catalisada pela lipase pura de Burkholderia lata LBBIO-BLO02.
Condigdes de ensaio: 55 °C, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0.

Quando todos os FAMEs, saturados ¢ insaturados, estavam no mesmo meio de
reacdo (Figura 8.15), a lipase de B. lata foi claramente seletiva para AGs insaturados,
especialmente 18:1, e mostrou significativa seletividade por acido palmitico 16:0 sobre
os outros AGs saturados. A diferenga da tiposseletividade apresentada nos primeiros
minutos de reagdo tende a diminuir com o avango da hidrélise, demonstrando que a
enzima € capaz de hidrolisar &cidos graxos variados.

A lipase de B. cepacia ATCC 25416 (WANG:; YU; XU, 2009), por exemplo, tem
seletividade por cadeias médias de ésteres de p-nitrofenila (C12), enquanto a lipase de B.
cepacia LTEB11 (LIMA, 2004), tem seletividade por cadeias longas destes ésteres (C16).
A lipase de Burkholderia cepacia RQ3 apresentou maior atividade frente ésteres
insaturados de p-nitrofenila de cadeia mais longa (C14, C16 e C18). A maioria das lipases,
especialmente do género Pseudomonas sp., preferem ésteres de acidos graxos de cadeia

média ou curta (GAUR; GUPTA; KHARE, 2008; JI ef al., 2010). No entanto, a maioria
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das lipases de Burkholderia sp. mostrou especificidade para substratos com acidos graxos
mais longos (PATEL et al., 2014; TAKEDA; AONO; DOUKYU, 2006; WANG et al.,

2009; XIE et al., 2016; YAO et al., 2013).

30

bl b al
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B g0 [ 1200 M 181 [ 18:2 (] 18:3

Figura 8.15 - Liberacdo de acidos graxos durante o processo de hidrolise de ésteres
metilicos saturados e insaturados catalisada pela lipase pura de Burkholderia lata LBBIO-
BLO02. Condigdes de ensaio: 55 °C, tampao tris 0,05 mol/L pH 7,0.

8.8. Estabilidade em solventes orginicos.

A estabilidade da enzima em presenga de solventes organicos ¢ uma importante
caracteristica das lipases, podendo determinar o uso da enzima como catalisador em
reacdes de sintese, além de mostrar quais solventes podem ser utilizados nos meios de
reagdo. Entretanto, apesar das vantagens da biocatalise em meio organico, a atividade das
enzimas nestes sistemas ¢ normalmente muito menor do que em solugdes aquosas
(PENCREAC’H; BARATTI, 2001). Em um aparente paradoxo, a estabilidade das
proteinas € menor em solventes misciveis em agua do que nos solventes hidrofobicos. A

pouca estabilidade em solventes hidrofilicos representa um problema para o uso de lipases
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envolvendo, por exemplo, as reagdes de esterificagdo e transesterificacdo de acidos
graxos utilizando dalcoois de cadeia curta para sintese de ésteres de aroma e
biocombustiveis, por exemplo.

Muitas tentativas t€m sido feitas para correlacionar as propriedades dos solventes
organicos com o desempenho de uma enzima com o intuito de poder predizer a influéncia
do solvente na catalise enzimatica. Entre os parametros listados com este propdsito estdo
a constante dielétrica, o momento de dipolo, o logaritmo do coeficiente de particao
bifasico n-octanol/agua (log P), entre outros, sendo este ultimo o mais utilizado
(GRUNWALD, 2009), porém, nenhum parametro sozinho consegue explicar o efeito do
solvente na enzima, havendo um efeito cumulativo entre eles (KHMELNITSKY et al.,
1988; TORRES; OTERO, 1996). Solventes hidrofilicos (-2,5<log P<0), tais como
acetona e éteres, sdo geralmente incompativeis com a atividade enzimatica devido a
retirada da dgua de solvatacdo da estrutura protéica (SZTAJER et al., 1992; ZAKS;
KLIBANOV, 1988).

Na Tabela 8.5 estdo apresentados os resultados de estabilidade da lipase bruta e
pura de B. lata LBBIO-BL02. A enzima bruta apresentou resultados surpreendentes,
mostrando ativagdo da enzima em alguns casos contendo solventes polares: com a
incubacdo da lipase em metanol 50%, isopropanol 25% e etanol 25 e 50%, observou-se
um aumento na atividade enzimatica em relacao a atividade obtida com um controle
incubado em tampao citrato-fosfato. As ativagdes observadas na presenga desses
solventes podem ser explicadas pelo fato de que € uma caracteristica das lipases formarem
agregados, e a fungdo desses solventes pode ser desfazer esses agregados e remover o

material lipidico residual presentes na enzima bruta, fato que pode resultar em um
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aumento da atividade enzimatica (SUGIHARA; TANI;

SUGIHARA et al., 1992), como demonstrado na se¢ao 7.1.3.

TOMINAGA, 1991;

Tabela 8.5 - Estabilidade da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em solventes

organicos polares e apolares

Atividade residual (%)

Solvente LogP Enzima Bruta Enzima
purificada
Controle Tampao 100,0 + 8,2 100,0 + 2,5
Metanol 25%  -0,73 86,5+ 21,5 75,0+5,3
50% 119,7 +5,3 78,2+ 4,6
75% 50,7 + 6.4 42,8 +5,8
100% 0,0+0,0 0,9+0,2
Etanol 25%  -0,24 105,2 + 12,8 83,7+ 3,1
50% 178,4+ 7,8 76,3 +6,3
75% 98,8 + 8.6 49,5+ 6,3
100% 28,2+ 8,4 18,5+4,9
Isopropanol 25%  -0,28 162,77 +7,2 98,8 +3,6
50% 82,4+3,5 89.9+2.6
75% 91,5+12,0 87,5+25
100% 72,0+79 77,3 +2,6
Acetona 25%  -0,23 72,5+9,8 56,7+ 3,0
50% 70,5 +5,7 41,4 + 0,7
75% 61,032 36,8 + 3,1
100% 72,3 +472 33,1+1,8
Butanol 0,8 6,1+33 11,6 +2,6
Alcool isoamilico 1,42 41,0+0,0 38,4+29
Tolueno 2,5 115,7 + 45,7 103,6 = 3,2
Octanol 2,8 41,4+11.2 343+23
n-Hexano 3,5 257,0 + 5.4 145,3 + 3,3
n-Heptano 4 261,5+8,2 199,5+9,3
Isooctano 451 445+ 1,6 45,6 + 4,6

*Qs valores de porcentagens que acompanham os solventes organicos polares correspondem a
quantidade de solvente em tampdo pH 7,0. Foi considerado 100% de atividade da enzima
incubada em tampao para os solventes polares e, nos apolares, 100% a atividade da enzima
adsorvida em papel filtro, sem incubagdo e desorvida em tampdo. Ensaios em triplicata. Log P:
medida de hidrofobicidade do solvente calculada pelo logaritmo do coeficiente de partigdo de um
dado solvente em um sistema padrao octanol/agua.

Quando a enzima purificada B. lata foi incubada com 50% (v/v) de metanol,

etanol e isopropanol, foram observados valores de atividade 78%, 76% e 90% em relagado

ao controle incubado em tampao citrato-fosfato, respectivamente. Mesmo com uma

estabilidade superior a 75%, a lipase pura tem estabilidade menor aos solventes organicos
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polares comparada a enzima bruta, possivelmente devido a falta de outras proteinas
associadas e ao material lipidico residual, como comentado anteriormente.

A estabilidade de lipases bacterianas ou fungicas em solventes organicos
hidrofilicos ¢ uma caracteristica rara, ¢ ativagdo da enzima por estes solventes, como
verificado para a lipase bruta, ¢ ainda mais rara (LIMA, 2004). Porém, na ultima década,
algumas outras lipases e esterases tolerantes a solventes organicos foram sendo isoladas
a partir de varios micro-organismos tais como Pseudomonas spp., cepas de Burkholderia
cepacia, Bacillus spp., arqueobactérias termofilicas, fungos filamentosos e leveduras
(GUPTA et al., 2015; KUMAR et al., 2016).

Como mostra a Tabela 8.5, as enzimas bruta e purificada de B. lata também
mostraram estabilidade em solventes organicos imisciveis em agua, apresentando
atividade residual de 199% com n-heptano, 145% com n-hexano e 103% com tolueno, na
forma pura da enzima. Estes resultados eram esperados e estdo de acordo com os descritos
por Zaks e Klibanov (1988) que observaram que solventes imisciveis em agua (2 <log P<
4), tais como alcanos, nao prejudicam a atividade catalitica ou podem até mesmo ativar a
enzima. O efeito positivo dos solventes apolares pode ser analisado sob dois aspectos.
Primeiro, ao contrario dos solventes com log P menor do que 2, estes solventes nao
retiram a agua de solvatagdo da estrutura proteica prevenindo a desnaturacao. Segundo,
moléculas do solvente podem interagir com a estrutura proteica e exercer efeitos
ativadores ou estabilizadores. Solventes apolares podem manter a enzima em sua
conformagdo aberta, ou seja, em presenca destes solventes, a /id nao estaria cobrindo o
sitio ativo, o que poderia justificar a ativa¢io da enzima (RUA et al., 1993).

A partir destes dados, verificou-se que a enzima de B. lata LBBIO-BL02 apresenta

boa estabilidade em solventes, especialmente com a enzima bruta, provavelmente devido
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a formacgao de agregados e material lipidico residual. Mesmo com estabilidade menor em
relacdo a enzima bruta, a enzima purificada de B. lata mantém alta estabilidade, podendo
ser aplicada em reagdes de sintese em ambientes aquo-restritos, como serd apresentado

na secao 9.
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9. INTRODUCAO AO CAPITULO IV — “POTENCIAL DE BIOCATALISE EM
REACOES DE INTERESSE FARMACOLOGICO E INDUSTRIAL”

Lipases tém atraido uma enorme atenc¢ao nas duas ultimas décadas por causa de
seu grande potencial biotecnologico (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER;
EGGERT, 2002; PANDEY et al., 1999). Estas enzimas constituem o mais importante
grupo de biocatalisadores para aplicagdes biotecnoldgicas. Novas aplicagdes tém sido
estabelecidas com éxito utilizando lipases para a sintese de biopolimeros e biodiesel,
produgcdo de produtos farmacéuticos, agroquimicos enantiomericamente puros,
compostos aromaticos, auxiliares digestivos (ALOULOU et al., 2008; BRIGIDA et al.,
2014; CORREA et al., 2012; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; EGGERT,
2002; KUMAR et al., 2016; MEDINA et al., 2016; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012;
TAN et al., 2010; UNGCHAROENWIWAT; CANYUK; H-KITTIKUN, 2016). Alguns
produtos quimicos essenciais, atualmente fabricados industrialmente por rotas quimicas
a partir de 6leos e gorduras e 6leos, podem ser produzidos por lipases com maior rapidez,
melhor especificidade e pureza e sob condi¢does brandas (HASAN; SHAH; HAMEED,
2006; MENDEZ-SANCHEZ et al., 2014; UNGCHAROENWIWAT; CANYUK; H-
KITTIKUN, 2016).

A produgdo de altos niveis de lipases, em grande quantidade e com alta atividade;
o desenvolvimento de técnicas simples, rapidas e de baixo custo para recuperacio e
purificacdo da proteina enzimatica; a selecdo de lipases com caracteristicas industriais
desejaveis e pouco restritas; e uma compreensao detalhada das caracteristicas cinéticas e
dos mecanismos hidroliticos da enzima sdo de extrema importancia para a aplicagao

biotecnoldgica industrial de enzimas lipoliticas. Este trabalho buscou abranger todos os
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pontos citados e descreve neste capitulo os experimentos de aplicagdo da enzima em

diferentes reagdes de interesse farmacéutico e industrial.

9.1. Aciltransferase em ambiente aquoso (transesterificacio)

A lipase de Burkholderia lata LBBIO-BLO02 foi avaliada quanto a sua atividade
de transesterificagdo (ou aciltransferéncia) para a metandlise do estearato de etila
(C18EE) em emulsdo aquosa (Figura 9.1). Sob estas condi¢des, a atividade de
transesterificacao ¢ caracterizada pela taxa relativa de alcodlise em comparagao com a
atividade total (hidrélise mais alcodlise). Esta relagdo de transesterificagao foi
determinada na presenca de diferentes concentracoes de metanol. Conforme a
concentracdo de metanol aumenta, a alcodlise ¢ favorecida pelo deslocamento do
equilibrio de reacdo devido a reducdo da atividade de 4gua (aw) e o aumento da atividade
termodindmica do metanol. Aciltransferases sdo caracterizadas pelo fato da
transesterificagdo (ou aciltransferéncia) ser a principal reacdo mesmo com uma aw muito
alta e uma concentragdo do receptor nucledfilo (aqui metanol) muito baixa. Neste

experimento (0-20 mol/L de metanol), a aw do meio de reagdo foi sempre superior a 0,9.
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Figura 9.1 — Reacdo de Aciltransferase (Transesterificacdo) do Estearato de Etila
em Estearato de Metila catalisada por lipases.

Como pode ser observado na Figura 9.2, a taxa de transesterificagdo aumentou
gradualmente com o aumento da concentragdo de metanol, atingindo 72% da atividade
relativa (transesterificagdo/hidrélise) com 9 mol/L de metanol, porém somente nas
primeiras 4 horas de rea¢do e com apenas 30% de atividade catalitica total (soma de
hidrolise e a alcoolise). Em tempos maiores, com niveis de substrato atingindo valores
inferiores a 10%, a taxa de hidrdlise foi superior a 80% em todos os experimentos. Desta
maneira, a lipase de B. lata apresenta um comportamento predominantemente de
hidrolase, que se relaciona mais com lipases classicas (LECOINTE; DUBREUCQ;
GALZY, 1996; NEANG et al., 2013), alcangando apenas 10% de transesterificacdo apos

conversao completa do substrato (Figura 9.3).
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transesterificagao/hidrolise do estearato de etila (C18EE) em emulsao aquosa pela lipase
de Burkholderia lata LBBIO-BL02. Condi¢des do ensaio: 50 °C, emulsao de estearato de
etila (100 mmol/L) em 4alcool polivinilico (20 g/L), tampao citrato-fosfato 50 mmol/L pH
8,0, 4 horas de reagao. Experimentos realizados em triplicata.
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Figura 9.3 — Concentracdo de estearato de metila e 4cido estearico como produtos
das reacdes de transesterificagdo e hidrolise do estearato de etila pela lipase de
Burkholderia lata LBBIO-BL02 durante o periodo de 24 h. Condi¢des do ensaio: 55 °C,
emulsdo de estearato de etila (100 mmol/L) em dalcool polivinilico (20 g/L), tampao
citrato-fosfato 50 mmol/L pH 8,0. Experimentos realizados em triplicata.

A lipase de B. lata mostrou uma capacidade significativa de catalisar a

transesterificagdo ao invés de hidrélise nas primeiras horas de rea¢do. No entanto, no
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decorrer da reagao a atividade de aciltransferase foi inferior a atividade de hidrolase. As
duas reacdes aconteceram ao mesmo tempo e os ésteres metilicos formados se tornaram,
no decorrer da reagdo, mais um substrato para a agdo hidrolitica da enzima. Assim, a
lipase de B. lata LBBIO-BL02 possui uma consideravel atividade de aciltransferase, mas
com predominancia de atividade de hidrolase, o que pode ser observado pela crescente
concentragdo de acido estearico ao longo do tempo (Figura 9.3)

Estes resultados concordam com os resultados da literatura, onde Liu et al. (2012)
conseguiram até¢ 70% de transesterificacdo de oleo de oliva utilizando lipase de
Burkholderia com no maximo 10% de agua. Concentragdes superiores de umidade

priorizavam a reag@o de hidrolise.

9.2. Obtencio de ésteres de cadeia longa via esterificacio em ambiente aquoso

Uma vez que a capacidade das enzimas para catalisar a reagdo de aciltransferase,
obviamente, também depende da natureza do nucleéfilo, foi avaliada a seletividade de
substrato para a lipase de B. lata com diferentes alcoois (como acil aceptores). Este
experimento também ¢ importante considerando que a esterificacdo de acidos graxos e
alcoois diferentes resultam em ésteres com caracteristicas, aplicagdes e necessidades de
mercado igualmente diferentes.

No primeiro experimento a reacdo de esterifica¢do foi conduzida com éacido oleico
emulsificado em alcool polivinilico na presenga de metanol em diferentes concentragdes
(1, 9 e 15 mol/L) (Figura 9.4). Assim como no processo de transesterificagdo, a
concentragdo do dlcool em ambiente aquoso foi importante no deslocamento do equilibrio
da reagdo de esterificacdo. Os melhores resultados foram observados com metanol a 9

mol/L alcangando 82% de sintese em 24 h de reacdo (Figura 9.5).
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Figura 9.4 - Reagdo de esterificagdo metilica do 4cido oleico em oleato de metila
catalisada por lipases.
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Figura 9.5 - Reacdo de esterificacdo do 4cido oleico em emulsdo aquosa pela lipase
de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em diferentes concentragdes de metanol. Condig¢des
do ensaio: 55 °C, emulsdo de acido oleico (100 mmol/L) em élcool polivinilico (20 g/L),
tampao citrato fosfato 50 mmol/L pH 8,0. Experimentos realizados em triplicata.
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No segundo experimento a reagdo de transesterificacdo (aciltransferase) foi
conduzida com trioleina (98% de pureza) na presenga de metanol em diferentes
concentragdes (1, 9 e 15 mol/L). A concentragdo do dlcool em ambiente aquoso foi
importante no deslocamento do equilibrio da reacdo de esterificagcdo, porém em escala
muito menor. Os melhores resultados foram observados com metanol a 9 mol/L
alcangando 17% de sintese em 24 h de reacdo (Figura 9.6). Porém, utilizando um éster
como substrato (trioleina), a reagdo de hidrolise foi trés vezes superior a reagdo de
transesterificagdo (dados ndo mostrados), novamente mostrando sua maior atividade de

hidrolase em detrimento da atividade de aciltransferase.

30—

Metanol 1 M
—a— Metanol 9 M
—e— Metanol 15 M 7

[N}
(9}
T

[\
()
—

-

Rendimento (%)
S o

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)
Figura 9.6 - Reagdo de transesterificagdo da trioleina em emulsdo aquosa pela
lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em diferentes concentracdes de metanol.
Condigdes do ensaio: 55 °C, emulsdo de trioleina (100 mmol/L) em alcool polivinilico
(20 g/L), tampao citrato fosfato 50 mmol/L pH 8,0. Experimentos realizados em triplicata.

0

Em um terceiro experimento, visto que a lipase de B. lata mostrou boa capacidade
de esterificacdo em ambiente aquoso contendo metanol (9 mols/L, Figura 9.6), foi
avaliada também a capacidade de esterificagdo do acido oleico pela enzima na presenca

de alcoois primarios de diferentes tamanhos (etanol, 1-butanol, 1-Pentanol, 1-Hexanol e
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1-Decanol), e um alcool secundario (2-Propanol). A Figura 9.7 mostra a esterificagdo do
acido graxo no decorrer do tempo de reacdo, onde a lipase de B. lata mostrou capacidade
de esterificar com bom rendimento utilizando metanol mas, para uma mesma
concentragdo (9 mol/L), a proporg¢do de esterificagdo diminuiu com o tamanho da cadeia

do alcool, sendo nula para 1-Decanol.

100 IR L L L L RN B LA B LI L B |

- —&— Metanol
90 | —e— Etanol
80 - —a— 2-Propanol .
70 | —v— 1-Butanol
| —<— 1-Pentanol
- —»— 1-Hexanol

60

40 |

Rendimento (%)

20|

Tempo (h)

Figura 9.7 - Reacdo de esterificagcdo do 4cido oleico em emulsdo aquosa pela lipase
de Burkholderia lata LBBIO-BLO02 utilizando diferentes 4lcoois (9 mol/L). Condigdes do
ensaio: 55 °C, emulsdo de 4cido oleico (100 mmol/L) em alcool polivinilico (20 g/L),
tampao citrato fosfato 50 mmol/L pH 8,0. Experimentos realizados em triplicata.

Estes resultados ilustram diferentes mecanismos envolvidos nas reagdes ¢
substratos da lipase de B. lata LBBIO-BL02, alguns mecanismos estdo ligados a
interacdes enzima-substrato ¢ caracteristicas cataliticas, outros relacionados com as
propriedades do 4lcool reagindo em termos de termodinamica. De fato, a hidrofobicidade
dos alcoois aumenta com o comprimento da cadeia de carbono (PATERSON et al., 1972)
e, em um sistema aquoso como neste estudo, uma maior hidrofobicidade com alta

concentracdo de alcool influencia tanto na atividade termodindmica mais elevada do
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alcool quanto na maior atividade termodindmica da 4dgua (aw), o que acaba modificando

a orientagdo da reagdo (NEANG et al., 2013).

9.3. Obtencao de ésteres de aroma de cadeia curta via esterificacio em ambiente
organico

Devido a demonstragdo de capacidade para esterificagdo, a capacidade de catalisar
a sintese de ésteres de cadeia curta via esterifica¢do pela lipase de B. /ata LBBIO-BL02
foi investigada com objetivo de obter ésteres de aroma de interesse industrial e comercial.
Acido capréico (C6) e caprilico (C8) foram testados com &lcoois etilico e isoamilico. As
reagOes foram realizadas em condi¢des padrao, em ambientes aquo-restritos, utilizando
n-hexano como solvente. O consumo de 4cido graxo foi relacionado com a produgdo do
éster. Os rendimentos de conversao molares foram determinados apds 24 h de incubagdo
e os resultados s3o mostrados na Tabela 9.1.

A lipase de B. lata foi capaz de catalisar a sintese de ésteres de cadeia curta nas
condi¢des utilizadas, porém com baixos rendimentos. O rendimento mais elevado, de
34%, foi observado com caprilato de isoamila, enquanto os demais ésteres, caproato de
etila, caproato de isoamila e caprilato de etila, apresentaram rendimentos de 16% (Tabela
9.1). Estes rendimentos de conversao podem ser resultado de, pelo menos, duas razdes
principais. Em primeiro lugar, espera-se que a especificidade da lipase tanto para os
acidos graxos quanto para os alcoois pode afetar a taxa da reagdo. Como estudado na
secdo 8.5, a lipase de B. /ata possui baixa seletividade para acidos graxos de cadeia curta.
Em segundo lugar, as condi¢des de reacdo ndo foram estudadas e otimizadas neste

trabalho.
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Tabela 9.1 - Rendimentos das reagdes de sintese de ésteres de cadeia curta com lipase de
B. lata LBBIO-BLO02.

Reacio de esterificacao

Substratos Ester formado Rendimento (%)
Etanol - Acido Caproico Caproato de Etila 16,68 + 0,68
Isoamilico - Acido Caproico Caproato de Isoamila 16,00 + 4,20
Etanol - Acido Caprilico Caprilato de Etila 16,09 + 3,83
Isoamilico - Acido Caprilico ~ Caprilato de Isoamila 34,00 = 2,14

Condigdes de ensaio: Razdo molar acido/alcool 1:1, 40 °C, 24 h, 180 rpm e n-Hexano como
co-solvente. Experimentos realizados em triplicata.

Apesar deste trabalho ter como intuito apenas verificar a viabilidade da enzima
paratal fim e direcionamento para estudos futuros, um experimento de sintese de caprilato
de isoamila utilizando a lipase de B. lata em diferentes temperaturas foi conduzido
(Figura 9.8). Assim como nas reagdes de hidrolise, a velocidade de esterificagdo também

foi dependente da temperatura, atingindo 45% de sintese em 24 horas a 50 °C.
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Figura 9.8 - Efeito da temperatura na reag@o de sintese de caprilato de isoamila por
esterificagdo utilizando lipase de B. lata LBBIO-BL02. Razao molar acido/alcool 1:1, 24
h, 180 rpm e n-Hexano como co-solvente. Experimentos realizados em triplicata.
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Uma das areas de aplicagdo de lipase ¢ dirigida a sintese de ésteres de cadeia curta
que sdo constituintes importantes de agentes aromatizantes. Esses ésteres
biocataliticamente sintetizados tém uma vantagem sobre os seus homdlogos quimicos
pois eles se destacam em aroma mais marcante ¢ sdo considerados como "naturais"
tornando-os altamente aceitos pelo mercado (ABBAS; COMEAU, 2003; MENDES;
OLIVEIRA; CASTRO, 2012).

O uso da lipase de B. lata na sintese do éster caprilato de isoamila resultou em
valores de conversdo modestos, porém promissores, o que possibilita que essa enzima
possa ser objeto de estudos posteriores por possuir bom potencial de aplicagdo na sintese
de ésteres, componentes de aroma em alimentos. Nascimento et al. (2015) sintetizaram
caprilato de isoamila usando uma lipase de B. cepacia com rendimentos que foram de 2
a 99%, de acordo com as varidveis da reagdo. Trabalhos futuros de otimizacao estudando
variaveis como co-solventes, teor de umidade, razdo molar, concentragdo do
biocatalisador e principalmente, imobilizacdo da enzima, podem fazer com que a reagdo

se torne mais atrativa industrialmente.

9.4. Sintese de oleil oleato em ambiente orgéanico
Esteres de cera sdo os ésteres formados por acidos e alcoois graxos, possuem
consideravel importancia comercial e sdo produzidos numa escala de 3,5 milhdes de
toneladas por ano (RASE, 2016), principalmente para area de cosméticos (KENG et al.,
2008; MAHDI et al., 2011) e aplicagdes de lubrificantes alternativos (DE PRIJCK;
PEETERS; NELIS, 2008). O 6leo de jojoba (Simmondsia chinensis) tem sido a principal
fonte natural de ésteres de cera para aplicacdes comerciais desde a proibi¢ao global de

caca as baleias (NEANG et al., 2013). No entanto, o principal obstaculo para a utilizagdo
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em grande escala do 6leo de jojoba ¢ o seu alto custo e disponibilidade regional e sazonal
(HADZIR et al., 2001). Assim, as tentativas para sintetizar ésteres de cera com matéria
prima de baixo custo e com tempo mais curto tornaram-se muito importantes (KUO;
CHEN; CHEN; LIU, 2012; SALIS; SOLINAS; MONDUZZI, 2003;
UNGCHAROENWIWAT; H-KITTIKUN, 2013; UNGCHAROENWIWAT; CANYUK;
H- KITTIKUN, 2016). O oleil oleato (C3sHe¢sO2), conhecido como o principal
componente do d6leo de jojoba, é um éster especial de alto valor agregado, € o éster de

cera alvo neste ensaio (Figura 9.9).

Figura 9.9 - Molécula de oleil oleato, formada a partir de uma ligagao éster (em
destaque) entre um 4cido oleico (18:1) e um 4lcool oleilico (18:1).
A capacidade da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em esterificar o oleil
oleato foi estudada em ambiente organico (n-Hexano). O rendimento da reacdo (%) e
produgdo do éster de cera em diferentes relacdes molares alcool:acido graxo (3:1, 1:1 e
1:2) esta mostrado na Figura 9.10. A concentracdo do alcool graxo nao influenciou
significativamente o rendimento da reagdo, mesmo na propor¢ao 1:2 o rendimento foi de
45% devido ao consumo total do alcool. Nas relagdes molares 3:1 e 1:1 o rendimento

alcancou 84 e 87% apos 30 minutos de reacdo, respectivamente.

157



100 T T T T T T T T T T T T T

Rendimento (%)

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

Figura 9.10 - Reacdo de esterificagdo do acido oleico com alcool oleilico pela
lipase de Burkholderia lata 1LBBIO-BL02 utilizando diferentes razdes molares
alcool:acido graxo: 1:2 (m), 1:1 (e) e 3:1 (A). Condigdes do ensaio: 55 °C, ambiente
organico n-Hexano, acido oleico (100 mmol/L). Experimentos realizados em triplicata.

Esteres de cera podem ser sintetizados utilizando métodos quimicos ou
enzimaticos. A sintese enzimatica oferece condi¢des de reacdo mais brandas, grandes
variedades de produtos de alta qualidade e um processo ecologicamente amigéavel
(GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; TRANI; ERGAN; ANDRE, 1991). Acidos graxos de
cadeias longas monoinsaturadas, como o acido oleico, sdo os mais indicados a formarem
¢ésteres que se assemelham as ceras de jojoba e laranja com alto valor comercial
(MUKHERIJEE; KIEWITT, 1988; UNGCHAROENWIWAT; H-KITTIKUN, 2013).
Poisson et al. (1999) estudaram a sintese de ceras a partir da gordura de leite e alcool
oleilico pelas lipases de Alcaligenes sp. e Chromobacterium viscosum, obtendo
rendimento de 60% em 166 h a 60 °C. Ungcharoenwiwat e H-Kittikun (2013) estudaram
a sintese de ceras a partir de 6leo de peixe utilizando 5 lipases comerciais imobilizadas:
Novozyme 435 (Candida antarctica), Lipozyme RM IM (Rhizopus miehei), Lipozyme

TL IM (Thermomyces lanuginosus), Lipase AK (Pseudomonas fluorescens) e Lipase PS
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(Burkholderia cepacia) e lipase de Burkholderia sp. EQ3 a 37 °C e 24 h, tendo obtido
rendimentos de 92%, 20%, 89%, 0%, 0% e 40%, respectivamente.

Além disso, Radzi et al. (2005) estudaram a producdo em grande escala de ésteres
de cera a partir de 4cido oleico e dlcool oleilico usando Novozyme 435. O rendimento foi
superior de 90% de conversao a 50 °C em 30 min. Estas comparagdes reforcam o apelo
industrial da lipase de B. lata LBBIO-BL02, que apresentou 87% de rendimento na reacao
de sintese de oleil oleato sem experimentos de otimizagdo. Trabalhos futuros neste

sentido deverao ser realizados.

9.5. Epoxidacdo quimio-enzimatica

Na reacao de epoxidagdo catalisada por lipases, a enzima catalisa a formacao do
peracido onde o peroxido de hidrogénio (H20>) atua como agente oxidante, convertendo
o0 acido carboxilico num peracido (-O-OH), esta reacdo ¢ denominada perhidrolise (Figura
9.11). No segundo momento o peracido oxida as insaturagdes dos acidos graxos formando
um grupo epdxi, nesta etapa sem a catalise da lipase. Neste estudo, a lipase da cepa B.
lata LBBIO-BLO02 foi estudada com relagdo a sua capacidade de catalisar a reagdo de
perhidrdlise de acidos graxos para serem utilizados na epoxidacdo de acidos graxos

insaturados.

O o]

lipase
— /H +H202 —_— —
7 2 0 7 Z SO0H +H,0

Perdxido de

Hidrogénio Acido Peroxioleico

Acido Oleico

Figura 9.11 - Reacdo de perhidrélise do 4cido oleico com peroxido de hidrogénio
(H203) pela acdo de uma lipase resultando em peréacido graxo.
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A lipase comercial de Candida antarctica (Novozyme 435, CALB), uma enzima
conhecida por catalisar a produ¢do de peracidos através da perhidrolise (SAITHAI et al.,
2013), foi utilizada neste trabalho como controle positivo e para comparagdo dos
resultados. A lipase comercial de Burkholderia cepacia (Amano PS), uma enzima
produzida por uma cepa filogeneticamente proxima a cepa deste estudo, também foi
utilizada para fins de comparacdo. Os produtos de reagdo obtidos estdo apresentados na
Figura 9.12.

Apbs 24 h de reagdo, CALB apresentou 93,8% de produtos epoxidados (acido
estedrico epoxi e oleato de metila epoxi), enquanto que a lipase comercial de B. cepacia
(Amano PS) alcangou 60,2% e a lipase de B. lata LBBIO-BL02 alcangou apenas 35,1%,
valor muito abaixo comparado com CALB e principalmente comparado com a lipase

relacionada de B. cepacia.
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Figura 9.12 - Reagdes de epoxidagdo do éster oleato de metila catalisadas por
lipases de Candida antarctica CAL-B (Novozyme 435) (A), Burkholderia cepacia
(Amano PS) (B) e Burkholderia lata LBBIO-BL02 (C). Condi¢des do ensaio: Oleato de
metila 200 mmol/L; adicdo de enzima a 3% (m/m); H>02 a 5% (v/v), 40 °C e 300 rpm.
Produtos de reagdo: Oleato de metila ('), acido oleico (®), oleato de metila epoxi (A) e
acido estearico epoxi (m). Experimentos realizados em triplicata.

161



O peroxido de hidrogénio (H202), um oxidante forte, ¢ conhecido por ser um
parametro importante para a reacao de epoxidacdo. Sua concentracdo pode ndo so afetar
a taxa de conversdo da reagdo, mas também a estabilidade da enzima. A concentragao
correta de peroxido de hidrogénio também ¢ importante para reduzir os custos por reduzir
a quantidade de peroxido residual. A cinética de epoxidacdo ¢ dependente da formagdo
de peracidos que, por sua vez, dependem da concentracdo de perdxido de hidrogénio
utilizada. O peracido ¢ um composto instavel e ¢ rapidamente utilizado para a epoxidacao
das duplas ligagdes. Para estudar o efeito da concentracdo do peroxido de hidrogénio,
concentragdes de 2,5% a 20% (v/v) foram utilizadas na reagdo de perhidrélise catalisada
pela lipase de B. lata (Figura 9.13). E possivel observar que com concentragdes mais
elevadas de peroxido de hidrogénio, a taxa de hidrélise diminui, favorecendo a reagdo de
perhidrélise. Para a lipase de B. lata a melhor concentracio de H>O> foi de 10%,
proporcionando 44,4% de perhidrolise, ficando ainda abaixo das lipases comerciais

estudadas.
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Figura 9.13 - Reacdes de epoxidacdo do éster oleato de metila catalisadas pela
lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 em diferentes concentragoes de HO2 (v/v):
2,5% (m), 5,0% (@), 10,0% (A) e 20,0% (V). Condi¢des do ensaio Oleato de metila 200
mmol/L; adi¢cdo de enzima a 3% (m/m); 40 °C e 300 rpm. Experimentos realizados em
triplicata.

A abordagem para a sintese enzimatica de 4cidos graxos e ésteres epoxidados €
uma alternativa mais simples e eficiente em relagdo ao processo quimico. A principal
limitagdo, no entanto, ¢ a baixa taxa de conversdo por parte da lipase de B. lata LBBIO-
BLO02 sob as condi¢des de reacao utilizadas neste estudo. Os dados de conversdo obtidos
mostram a dificuldade de obtencdo de acidos graxos epoxidados utilizando a lipase de B.
lata pelo método quimio-enzimatico proposto, principalmente quando comparados aos
produtos de reacdo da lipase B de C. antarctica (Novozyme 435) e até mesmo com a
lipase relacionada produzida por B. cepacia (Amano PS). Apesar do baixo rendimento, a

comparagdo das enzimas estudadas pdode ser extremamente benéfica em termos de se

melhor compreender o comportamento catalitico da lipase de B. lata LBBIO-BL02.
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9.6. Galactolipase

Galactolipideos, também conhecidos como galactoglicerolipideos, sdo estimados
como a classe mais abundante de lipidios encontrados na superficie da terra e, como tal,
constituem o principal armazenamento de acidos graxos (BENSON et al., 1958; HOLZL
et al., 2006). Sao encontrados principalmente nas membranas dos cloroplastos em plantas
e algas (JACOB; MILLER, 1986; KELLY; DORMANN, 2004), assim como nos grios
de cereais (CARTER; MCCLUER; SLIFER, 1956). Uma vez que ndo existe um processo
em larga escala para uma recuperacao facil dos galactolipideos dispersos em materiais
vegetais, principalmente nas formas de monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e
digalactosildiacilglicerol (DGDG), enzimas com atividade de galactolipase podem
assumir um papel importante para a recuperacao de acidos graxos a partir de
galactolipideos via reagdes de hidroélise, alcodlise ou de transesterificagdo in situ (Figura
9.14). Desta forma, a lipase de B. lata LBBIO-BLO02 foi avaliada quanto a sua atividade
de galactolipase in situ em amostras de espinafre (Spinacia oleracea) para reagoes de
hidrélise e metanolise. Os produtos de reacdo foram analisados por HPTLC e estdao

detalhadas na Figura 9.15.
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Figura 9.14 - Reacdes de hidrélise de galactolipideos (MGDG) catalisada por

enzima com agdo de galactolipase resultando em 4cido graxo livre e
monogalactosilmonoacilglicerol (MGMQG).

A Figura 9.15 mostra os produtos da lipolise dos MGDG e DGDG do espinafte.
Ap6s 10 min de reagdo, tanto hidrolise quanto alcodlise foram eficientes. A lipase de B.
lata foi capaz de hidrolisar cerca de 60% dos galactolipideos da amostra (linha 2)
atingindo 2700 U/mg. A metanolise converteu cerca de 20% do substrato em ésteres,
porém, como a reagdo ocorreu em meio aquoso a hidrolise prevaleceu com 30% de

conversao, atingindo um total de conversdo de substrato em 50% quando utilizando 3

mol/L de metanol.
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Metil ésteres

AGL (18:2 ¢ 18:3)

Figura 9.15 - Hidrolise e alcodlise de galactolipideos naturais de espinafre (MGDG
e DGDG) pela lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02. Linhas: 1: reacdo sem adi¢ao
de enzima (Branco); 2: rea¢do de hidrélise; 3: metandlise com 1 mol/L de élcool; 4:
metandlise com 3 mol/L de alcool. As reacdes de lipolise dos galactolipideos foram
seguidas por extracdo dos lipidios e a sua separagdo em placas de HPTLC em silica
utilizando migragdo dupla: 30 mm em Hexano/DEE/ac. fosforico (60:40:1, v/v/v) e 60
mm em Hexano. Condic¢des do ensaio: 55 °C, pH 8,0 e 250 rpm por 10 min.

A atividade lipolitica da lipase de B. lata LBBIO-BLO02 frente a galactolipideos
foram surpreendentes, atingindo 2700 U/mg. Comparando com enzimas pancreaticas,
conhecidas pela atividade sobre galactolipideos (ANDERSSON, LENA et al., 1995,
1996) e outras lipases (AMARA et al., 2013) a lipase de B. lata obteve destaque (Tabela
9.2), com atividade especifica sobre galactolipideos apenas inferior as lipases
recombinantes de pancreas humano e suino e pelo menos 2,5 vezes superior a qualquer

lipase microbiana. Desta maneira a lipase de B. lata se coloca como importante alternativa

para aproveitamento de acidos graxos presentes na forma de galactolipideos.
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Tabela 9.2 - Atividade especifica (U/mg) de lipases sobre triacilglicerol (tributirina, 4:0)
e galactolipideos (MGDG e DGDG) em comparagdo com a lipase deste estudo de

Burkholderia lata LBBIO-BL02

Atividade enzimatica (U/mg)

Enzima Substrato Tributirina  Substrato Galactolipideos
(TC4:0) (MGDG e DGDG)

Lipase de B. lata LBBIO-BL02 8345 +132 2700 = 143
rGPLRP2** 2700 = 300 9795 + 105
rHPLRP2* 1250 = 150 4762 + 85
Cutinase de Fusarium solani* 2596 = 96 1284 + 45
Lipase de Thermomyces 7834 + 850 1122 + 51
lanuginosus™
Lipase de Candida antarctica A* 309 11 176 +7
Lipase de Rhizomucor miehei* 413 44 126 + 4
Lipase de Candida rugosa* 753 + 44 20+ 1
Lipase de Rhizopus oryzae* 3375+ 270 41+3
Lipase de Pseudomonas glumae* 1179 + 35 0
Lipase de Pseudomonas cepacia* 86+ 8 0
Lipase de Penicillium camembertii* 875+ 10 0
Lipase de Yarrowia lipolytica LIP2* 8102 + 590 0

Lipase de Candida antarctica B* 670 + 15 0
a: proteina relacionada com a lipase pancreatica de porquinho-da-india; b: proteina
relacionada com a lipase pancreatica humana. *Com excegdo da lipase deste estudo produzida
por B. lata LBBIO-BL02, os valores das demais enzimas foram obtidas na literatura (AMARA et
al.,2013).

O conhecimento atual sobre a bioquimica de galactolipases ¢ ainda limitado,
enquanto lipases e fosfolipases foram bem caracterizadas e sdo atualmente utilizadas em
muitas aplica¢des biotecnologicas (JAEGER et al., 1994; JAEGER; EGGERT, 2002;
SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). Isto ¢, em parte, devido ao fato de que os substratos
galactolipidicos ndo estdo disponiveis comercialmente em larga escala e sdo de alto custo
e apenas alguns laboratérios tém sido envolvidos no desenvolvimento de ensaios para
mensurar atividades especificas de galactolipase (AMARA et al., 2009, 2010;
ANDERSSON et al., 1995; ANDERSSONet al., 1996; JALLOULI et al., 2015). Em
segundo lugar, embora a existéncia de galactolipideo hidrolases em vegetais e animais ja
seja conhecida por um longo periodo de tempo, os seus niveis sao geralmente baixos ¢ a

sua purificagdo a partir de fontes naturais ¢ dificil (AMARA et al., 2010; HASSON;
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LATIES, 1976; SAKAKI; KATO; SAJI, 2007; SIAS et al., 2004). Atualmente também
foram identificadas atividades de galactolipase em micro-organismos, como os citados na
Tabela 9.2. A sele¢do de cepas produtoras de galactolipases, sua purificacdo e
caracterizacgdo cinética e bioquimica contribui, desta maneira, para o desenvolvimento do
conhecimento em area de importancia significativa dentro da biotecnologia: a tecnologia
enzimatica. Assim, a lipase de B. lata LBBIO-BL02, por sua atividade sobre
galactolipideos, lhe confere uma nova abrangéncia de aplicagdes e reforga o apelo para a

sua utilizagdo em aditivos digestivos.

9.7. Ambientes digestivos simulados.

Conforme relatado na se¢ao 8.1, 8.5 € 9.6, a lipase de B. lata foi capaz de hidrolisar
com eficiéncia diferentes substratos, podendo ser util para uma enzima auxiliar digestiva
para hidrolisar diferentes lipidios e galactolipideos presentes nos alimentos. A lipase deste
trabalho também mostrou alta atividade e estabilidade em todos os pH testados (de pH 2
a 10) conforme relatado na se¢do 8.8 (Figura 8.15), e est4 adaptada para os niveis de pH
pos-prandial no estdmago e intestino delgado. Assim, ensaios especificos para a aplicacdo
desta enzima como agente auxiliar digestivo foram executados em ambientes digestivos
simulados.

Qualquer enzima que se considere utilizar como medicamento oral ou auxiliar
digestivo deve ser resistente a alta acidez (baixo pH no estomago) e alcalinidade (alto pH
no intestino delgado), acdo de proteases (pepsina, tripsina € quimotripsina) e sais biliares
(taurodeoxicolato de sodio). Desta forma, os efeitos destes pardmetros sobre a atividade
e estabilidade da lipase de B. lata LBBIO-BL02 foram estudados em ambientes digestivos

simulados.
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A atividade da lipase de B. lata na presenca de pepsina, a primeira protease
encontrada por enzimas administradas por via oral, foi um importante fator a ser testado;
visto que algumas lipases podem ser totalmente inativadas por proteases digestivas. A
lipase de B. lata mostrou boa atividade em presenca de altas concentragdes de pepsina
em pH 4 (Figura 9.16). A atividade da lipase caiu em 50% apds 60 minutos a um pH de
4,0 e 37 °C somente quando foram utilizadas 4000 U/mL de pepsina. Utilizando 1000 e
2000 U/mL a lipase permaneceu com 83 ¢ 75% da atividade apds 120 minutos de
incubag¢do. Em um ser humano adulto saudavel a atividade da pepsina ¢ de cerca de 600
U/mL (HENDERSON et al., 2001). Estes resultados sugerem que, in vivo e durante a
alimentagdo, a lipase de B. lata se mantém ativa em proporcdes elevadas (mais do que
80%), mesmo na presenca de pepsina gastrica em pH acido (pH 4). O tempo que o
alimento permanece no estobmago ¢ muito variavel, dependendo de uma variedade de
fatores, incluindo a quantidade de alimentos, a quantidade de gordura e também a acidez
do estomago. No entanto, em média, todos os alimentos devem ter deixado o estdmago

dentro de 2 horas (RAO et al., 2011).
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Figura 9.16 - Atividade da lipase purificada de Burkholderia lata LBBIO-BL02
em concentragdes crescentes de pepsina durante hidrélise de trioleina em Fluido Gastrico
Simulado (FGS). Concentragao de pepsina: (o) 0 U/mL (Controle); (¢) 1000 U/mL; (=)
2000 U/mL; (¥) 4000 U/mL; () 8000 U/mL. Condig¢des do ensaio: trioleina 10% (m/v);
lipase purificada a 0,5% (m/v); 37 °C, pH 4,0 e 300 rpm. Experimentos realizados em
triplicata.

Com o que diz respeito a estabilidade, a lipase de B. /ata ndo apresentou nenhuma
degradacdo pela pepsina (2800 U/mL) em qualquer pH testado (de pH 2 a 5). A enzima
mostrou ativagdo depois da incubag@o em valores de pH acidos, como nos experimentos
de caracterizacdo (Secdo 8.8), e ndo houve diferenca entre os ensaios de controle em
comparagdo aos ensaios contendo pepsina (Figura 9.17). In vivo e durante uma refeigao,

a lipase de B. lata tende a permanecer completamente ativa apos passar pelo ambiente

gastrico, ndo sofrendo desnaturacdo pelas proteases e pH do estdmago.
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Figura 9.17 - Estabilidade da lipase purificada de Burkholderia lata LBBIO-BL02
em presenca de Pepsina (2800 U/mL) em diferentes valores de pH. Condi¢des do ensaio:

lipase a 0,5% (m/v); 37 °C. Incubacdo em presenca de Pepsina por 2 horas. Experimentos
realizados em triplicata.

Os efeitos da protease pancredtica Tripsina sobre a lipase de B. lata também foram
avaliados. Nao houve influéncia da tripsina sobre a atividade lipolitica em pH 6,0 e 37
°C, mesmo com adicdo de tripsina a 376 U/mL (Figura 9.18). Em um humano adulto
saudavel a atividade de tripsina estd proxima de 100 U/mL (MORENO et al., 2006). Com
este resultado a lipase de B. lata LBBIO-BL02 se mostrou altamente resistente a presenca
proteases digestivas (pepsina e tripsina) em pH de 2 a 5.

Outra importante caracteristica da lipase de B. /ata ¢ a ativagdo da enzima na
presenca de altas concentracdes de sais biliares (NaTDC), a enzima foi 3,5 vezes mais
ativa com 16 mmol/L de NaTDC, quatro vezes acima do encontrado no organismo

humano (MORENO et al., 2006). Estudos de lipases microbianas para o tratamento de
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deficiéncia exdcrina sdo comumente limitados pela inibicdo causada pelos sais biliares
(SVENDSEN et al., 2012). Neste sentido, a lipase de B. lata mostra grande vantagem
para este fim, além de ndo ter sofrido inibicdo, a atividade desta enzima aumentou,

provavelmente devido a acao emulsificante do sal biliar.
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Figura 9.18 - Atividade da lipase purificada de Burkholderia lata LBBIO-BL02
em concentragdes crescentes de tripsina e sais biliares (Taurodeoxicolato de sédio -
NaTDC) durante hidrolise de trioleina em Fluido Duodenal Simulado (FDS).
Concentracdo de tripsina: (A) 0 U/mL com 0 mmol/L de NaTDC (Controle); (m) 94
U/mL com 4 mmol/L de NaTDC; (A ) 188 U/mL com 4 mmol/L de NaTDC; (V) 376
U/mL com 4 mmol/L de NaTDC; (®) 94 U/mL com 8 mmol/L de NaTDC e (e) 94 U/mL
com 16 mmol/L de NaTDC. Condigoes do ensaio: trioleina 5% (m/v); lipase a 0,5% (m/v);
37 °C, pH 6,0 e 300 rpm. Experimentos realizados em triplicata.

FDS (Tripsina 94 U/mL, NaTDC 8 mmol/L)
—— FDS (Tripsina 94 U/mL, NaTDC 16 mmol/L)

Com o que diz respeito a estabilidade, a lipase de B. lata ndo apresentou nenhuma
degradacao pela pepsina (2800 U/mL) em qualquer pH testado (de pH 2 a 6). A enzima
mostrou ativacdo depois da incubacdo em pHs &cidos, como nos experimentos de
caracterizacao (Sec¢ao 8.8), e ndo houve diferenca entre os ensaios de controle em comparagao

aos ensaios contendo pepsina (Figura 9.17). In vivo e durante uma refei¢do, a lipase de B. lata
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tende a permanecer completamente ativa apos passar pelo ambiente gastrico, ndo sofrendo
desnaturagdo pelas proteases e pH do estdmago.

Para compreender melhor os resultados e ter mais dados que contribuissem para a
utilizacao da lipase de B. lata como suplemento digestivo, novos ensaios utilizando
método automdtico pH-Stat foram realizados junto ao Laboratoire d'Enzymologie
Interfaciale et de Physiologie de la Lipolyse (Laboratorio de Enzimologia Interfacial e de
Fisiologia da Lipdlise) em Marselha na Franga, sob a orientagdo do Prof. Dr. Frédéric
Carriere.

Utilizando o método de mensuragdo da atividade com pH-Stat, a Tributirina (TC4)
foi utilizada como substrato em ambiente digestivo simulado contendo NaCl 150 mmol/L,
CaCl; 1,4 mmol/L e NaTDC 0,5 mmol/L em diferentes valores de pH (de 3 a 10,0).
Utilizando o pH-Stat a enzima mostrou-se plenamente ativa entre os valores de pH 8 e
9,5. Porém, em pH 3 a atividade foi nula e de apenas 25% e 34% em pH 4 e 4.5,
respectivamente (Figura 9.19). Este resultado corrobora com os resultados anteriores de

atividade em diferentes valores de pH (Secao 8.8).
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Figura 9.19 - Atividade da lipase purificada de Burkholderia lata LBBIO-BL02
em diferentes valores de pH na presenca de sais biliares (NaTDC 0,5 mmol/L).
Condigdes do ensaio: lipase a 0,5% (m/v); NaCl 150 mmol/L; CaCl> 1,4 mmol/L; 37 °C.
Mensuracao da atividade por pH-Stat. Experimentos realizados em triplicata.

Ensaios de atividade em ambiente simulado contendo concentragdes crescentes de
sal biliar NaTDC também foram realizados utilizando equipamento pH-Stat e Tributirina
(TC4) e Tricaprilato (TC8) como substrato. A utilizag¢do de sal biliar se confirmou como
estimuladora da atividade enzimatica, com aumento da atividade em concentragdes

maiores de NaTDC (Tabela 9.3). Além de nao ter sido inibida por sais biliares, a enzima

teve a atividade aumentada na presenca de altas concentragdes de NaTDC.

Tabela 9.3 - Atividade da lipase de Burkholderia lata LBBIO-BL02 na presenca de
diferentes concentragdes de Taurodeoxicolato de Sddio utilizando pH-Stat.

Atividade relativa (%)

NaTDC (mmol/L)

TC4 TCS
0 (Controle) 100,0 = 3,59 100 = 2,86
0,5 117,6 = 6,28 121,2 = 4,50
2,5 1354 - 4,33 139,6 = 5,23
5,0 158,0 « 11,87 169,6 = 6,27
20,0 160,6 = 8,97 183,5 = 7,63

Condigoes do ensaio: Substrato a 66 mmol/L; lipase purificada a 0,5% (m/v);
NaCl 150 mmol/L; CaCl, 1,4 mmol/L; pH 8,0; 37 °C. Experimentos realizados em
triplicata.
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A lipase de B. lata também foi testada para a hidrolise de intralipidios, uma
emulsao de 6leo de soja (20%, m/m) com fosfatidilcolina de ovo (1,2%, m/m), geralmente
utilizados para fins de nutricdo parentérica intravenosa. Nao foi verificada nenhuma
atividade neste ensaio. A presenga de fosfolipidios na interface agua-lipidio ¢ conhecida
por prejudicar a atividade da lipase pancreatica sobre TAG (BENAROUCHE et al., 2014;
KENMOGNE-DOMGUIA et al., 2012), o mesmo mecanismo de inibigdo pdde ser
observado com a lipase de B. lata, onde a lipase nao foi capaz de penetrar a camada de
lecitina em torno das goticulas lipidicas, a fim de acessar o niicleo contendo triacilglicerol.
A interacdo de lipases digestivas com fosfolipidios ¢ um passo importante no processo
global de lipdlise gastrintestinal, embora muitas lipases verdadeiras como as lipases
gastricas canina e humana e a lipase de Yarrowia lipolytica LIP2 ndo hidrolisam os
fosfolipidios (BENAROUCHE et al., 2014), assim como a lipase de B. lata LBBIO-
BLO2.

A Insuficiéncia Pancreatica Exocrina (IPE) estd relacionada principalmente a
pancreatite cronica e fibrose cistica. Nestas patologias, as enzimas pancreaticas € as
secrecdes de bicarbonato sio drasticamente limitadas (CARRIERE et al, 2005;
FRIEDMAN; SNAPE, 1950), levando a ma absor¢do de nutrientes e desnutricdo. Em
particular, esta falta de bicarbonato conduz a valores de pH mais acidos no intestino
delgado (CARRIERE ef al., 2005). Atualmente o tratamento de IPE consiste na
administracao oral de enzimas pancredticas exogenas, como extratos de pancreas suino
(Pancrelipase) (DOMINGUEZ-MUNOZ, 2011). A maioria das preparagdes de enzimas
pancredticas sao administradas por via oral sob a forma de microgranulos revestidos com
protecao gastrica resistentes a acidez do estdmago e dissolvem-se no intestino delgado, a

valores de pH acima de 5,0 (ALOULOU et al., 2008; STEAD et al., 1987, TRANG;
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CHAN; GRAHAM, 2014). No entanto, a hiperacidez do duodeno, como observado em
pacientes com fibrose cistica (BARRACLOUGH; TAYLOR, 1996) e pancreatite cronica
grave (CARRIERE et al., 2005), pode atrasar a dissolucdo do revestimento entérico e,
portanto, a libertacdo de enzima ativa no momento e local adequado, além de diminuir ou
inibir totalmente a a¢do da enzima. Nesse contexto, os desafios atuais estdo se
concentrando na identificacdo de novas fontes de enzimas altamente ativas e uma melhor
estabilidade nas condig¢des do trato gastrointestinal, principalmente as condigdes de pH e
a presenca de proteases digestivas; tais como a pepsina no estdbmago, € a tripsina e
quimotripsina no intestino delgado.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram claramente que a lipase de
Burkholderia lata LBBIO-BL02 ¢ uma lipase tdo ativa quanto lipases gastricas e
pancreaticas, a0 mesmo tempo que combina propriedades destas duas lipases, por atuar
em uma grande faixa de pH que abrange as variagcdes de pH no trato gastrointestinal
humano. Os dados bioquimicos sdo um bom suporte para investigar ainda mais a
utilizacao da lipase de B. /ata em terapia de substitui¢do enzimatica para o tratamento da

insuficiéncia pancreatica exocrina.
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10. CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho foram:

o A lipase de B. lata LBBIO-BL02 foi produzida por fermentagdo submersa
em meio de cultura otimizado utilizando delineamento fatorial e anélise de superficie de
resposta. O meio de cultivo otimizado contendo 6leo de frango (12,5 mL/L) como fonte
de C e Fosfato de Amonio (15 g/L) como fonte de N, substratos de baixo custo, a 35 °C
e pH 8,0 apresentou um pico maximo de producdo da enzima de 1137,82 U/mL com 0,53
mg/mL, resultando em atividade especifica de 2146,83 U/mg ap6s 48 h de cultivo em
frascos agitados. A producdo da enzima ocorre lentamente durante as primeiras 48 h de
cultivo, coincidindo com a duracdo da fase log do crescimento celular, com taxas de
crescimento especifico (1) 0a24 h de 0,17 h'!, e de 24 a 96 h de 0,09 h™’.

° Fermentacdo submersa em biorreator utilizando meio otimizado
apresentou um pico maximo de produgdo da enzima de 307,7 U/mL e com 1063,77 U/mg
apos 72 h de cultivo. As taxas de crescimento especifico (i) de 0 a 24 h foram 0,5 h'!, e
de 24296 h de 0,03 h'.

. Ensaios realizados com o extrato precipitado demonstraram que a
atividade lipolitica era estdvel em solventes misciveis em agua, observando-se ativagao
em baixas concentracoes de etanol. Observou-se estabilidade em solventes imisciveis em
agua, mantendo-se acima de 100% da atividade inicial apos 1 h de incubagao em tolueno,
hexano e heptano. A enzima bruta também apresentou alta estabilidade (>75%) em ampla
faixa de pH (de 2,3 a 10,0) e temperatura (de 20 a 60 °C).

. A enzima foi imobilizada com sucesso em Celite® 545 por adsor¢io

apresentando alto rendimento (768%) devido a ativagcdo da enzima ligada ao suporte e
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mostrou um futuro promissor para aplica¢des futuras, pois permite facil imobilizagdo com
processo simples e de baixo custo.

o Ensaios em cromatografia de permeagdo em gel (Sephadex-G75)
demonstraram que a enzima forma agregados de alta massa molar ja no meio de
fermentagao.

. Observou-se que o tratamento do extrato precipitado com isopropanol 30%
propicia a clarificacdo do extrato. Entretanto, o dlcool provocou perda de 48% da
atividade.

o O desenvolvimento de uma nova metodologia de purificacdo de um unico
passo ndo convencional sem a necessidade de colunas cromatograficas e ainda sob
avaliagdo para pedido de patente, foi eficiente na purificacdo da lipase de Burkholderia
lata LBBIO-BI02, observando-se um fator de purificagdo de 46,5, atividade especifica de
18422 U/mg e recuperagao de 53% da atividade. A nova metodologia de purificacao foi
eficiente em pequenos (5 mL) e grandes volumes (500 mL) e apresenta-se também como
alternativa para a purificagdo de outras lipases produzidas por outros micro-organismos.

o A andlise eletroforética por SDS-PAGE do extrato purificado resultou em
banda unica de proteina com massa molecular de 32 kDa.

o Com relagdo a caracterizagdo cinética e a estabilidade da enzima purificada
pode-se concluir que:

o A relagdo entre atividade enzimdtica e concentragdo de substrato
indicou que a enzima segue a cinética de Michaelis-Menten. Os
dados foram analisados pelas equagdes de Michaelis-Menten,

Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Eadie-Hofstee.
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Para a lipase de B. /lata LBBIO-BL02 o valor de Kn foi de
aproximadamente 22 mmol € Vmax de 12,7 mmol/min/mg. Os
valores de kear € eficiéncia catalitica para a enzima livre foram
aproximadamente 225 s e de 104 mol™.s™!, respectivamente.
Observou-se inibi¢do da lipase por produto quando a reagdo atingia
o equilibrio. Os 4cidos graxos livres inibem a lipdlise de substratos
em emulsdo por dificultarem o acesso da lipase as superficies das
goticulas de substrato em emulsdo. A adi¢do de CaCl> e a
consequente precipitagdo como sal de célcio dos acidos graxos
liberados reativou a enzima.

A lipase de B. lata LBBIO-BL02 demonstrou alta atividade
hidrolitica em todos os substratos lipidicos testados (18 diferentes),
naturais e sintéticos com composicao de acidos graxos variada. Em
destaque o 6leo de peixe, por possuir alta concentragio de Acidos
Graxos Poli-insaturados (PUFA), como docosahexaenoico (DHA,
22:6447:10.13.16.19) & ejcosapentaenoico (DPA 20:54%8 111417,

Em termos de regiosseletividade a lipase de B. lata LBBIO-BL02
remove seletivamente com ligeira seletividade os acidos graxos das
duas posi¢cdes externas sn-1 e sn-3 (ésteres primarios) da trioleina e
de TAGs heterogéneos presentes em substratos naturais (6leos de
oliva, soja, canola e girassol).

A lipase purificada produzida por B. lata LBBIO-BLO02 catalisa a
hidrolise de acidos graxos de cadeia longa saturada (10:0 ou

superior). A enzima mostrou uma clara seletividade para AGs
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insaturados, especialmente 18:1, seguido de AG saturado acido
palmitico (16:0). A diferenca da tiposseletividade apresentada nos
primeiros minutos de reacdo diminui com o avango da hidrolise,
demonstrando que embora haja uma seletividade da enzima ela ¢
capaz de hidrolisar acidos graxos variados.

o A lipase pura de B. lata LBBIO-BLO02 foi estavel quando incubada
com 50% (v/v) de metanol, etanol, e isopropanol, apresentando
valores de atividade 78%, 76% e 90% em relagdo ao controle
incubado em tampao citrato-fosfato, respectivamente. E atividade
residual de 199% com n-heptano, 145% com n-hexano ¢ 103% com
tolueno.

o A atividade maxima foi obtida entre as temperaturas de 55 ¢ 60 °C
e na faixa de pH entre 4 € 9.

o Observou-se estabilidade a temperatura até 60 °C, observando-se
60% de atividade apds 60 min de incubagdo. Com relacdo a
estabilidade ao pH, a enzima manteve 100% da atividade inicial apos
incubagdo por 1 h a 25 °C na faixa de pH entre 2,2 e 10,0.

. Com relagdo a aplicagdo da lipase de Burkholderia lata LBBIO em reacdes
de interesse industrial pode-se concluir que:

o Em reacdes de transesterificagdo em ambiente aquoso a lipase de B.
lata LBBIO-BLO02 apresenta um comportamento
predominantemente de hidrolase (90%) em detrimento a acdo de

aciltransferase (10%).
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o Paraasintese de ésteres de aroma, o melhor resultado foi obtido para
a producdo de caprilato de isoamila atingindo 45% de rendimento
em 24 horas, 50 °C e em ambiente aquo-restrito (n-Hexano).

o Para a sintese de ésteres de cadeia longa, os melhores resultados de
esterificacdo do acido oleico foram observados com metanol a 9
mols/L alcancando 82% de sintese em 24 h de reacdo. Para a
transesterificagdo da trioleina os melhores resultados também foram
observados com metanol a 9 mols/L, porém alcangando apenas 17%
de sintese em 24 h.

o Para a sintese de um éster de cera, o oleil oleato (C36), obteve-se
87% de rendimento em 30 h, 55 °C e em ambiente organico (n-
Hexano).

o A obtengdo de acidos graxos epoxidados alcangou rendimento de
44,4% em reagdo quimio-enzimatica de epoxidag¢dao do oleato de
metila ap6s 48 horas de reacao a 40 °C utilizando 10% (v/v) de H>O,.

o A atividade da lipase de B. lata LBBIO-BL02 frente a
galactolipideos de espinafre (Spinacia oleracea) in situ atingiu 2700
U/mg, atividade surpreendente em comparacao a outras lipases.

o Em ambientes gastricos simulados a lipase de B. /ata LBBIO-BL02
apresenta 83 e 75% da atividade com 1000 e 2000 U/mL de pepsina
e mantém 100% de estabilidade frente a esta protease em pH de 2 a
6. Nao houve influéncia da tripsina sobre a atividade lipolitica da
lipase de B. lata em pH 6,0 e 37 °C, mesmo com adicao de tripsina

a 376 U/mL. Assim, a lipase de B. lata LBBIO-BL02 se mostra
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altamente resistente as proteases digestivas (pepsina e tripsina) em
pHde4 ab6.

A lipase de B. lata LBBIO-BL02 apresenta ativagao da atividade
enzimatica na presen¢a de altas concentracdes de sais biliares
(NaTDC), a enzima foi 3,5 vezes mais ativa com 16 mmol/L de
NaTDC. Utilizando pH-Stat a enzima apresentou 160,6% e 183,5%
da atividade sobre TC4 e TCS, respectivamente, utilizando 20
mmol/L de NaTDC.

Utilizando pH-Stat e meio reacional com sal biliar NaTDC, a enzima
mostrou-se plenamente ativa entre os valores de pH 8 € 9,5. Porém,
em pH 3 a atividade foi nula e de apenas 25% e 34% em pH 4 ¢ 4,5,
respectivamente.

A atividade da lipase de B. lata LBBIO-BLO02 sobre intralipidios foi

nula.

Conclusao Geral do Trabalho

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que a lipase de B. lata LBBIO-

BLO02 ¢ uma nova enzima, ainda nao relatada por outros grupos de pesquisa na literatura.

As propriedades cinéticas e de estabilidade da enzima corroboram esta conclusdo, pois

sao diferentes das reportadas em literatura para o sistema lipolitico de outras cepas do

género Burkholderia e do complexo Burkholderia cepacia. Estas propriedades de alta

atividade e estabilidade térmica e atividade e estabilidade em uma ampla faixa de pH,

bem como a elevada velocidade maxima da enzima (Vmax) €m uma grande variedade de

substratos, mostram que a enzima tem potencial para a utilizagdo em biocatalise, tanto
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em ambientes aquosos quanto em solventes organicos, tanto hidrofobicos quanto
hidrofilicos, e justificaram os esforgos realizados na sua caracterizagao. A purificagdo por
um método inédito, rapido, simples e de baixo custo foi eficiente e possui potencial para
ser aplicado em lipases produzidas por outros micro-organismos. Este protocolo, além de
contribuir para este trabalho, estd em processo de requisicdo de patente. Com os
resultados dos ensaios preliminares de aplicagdo da enzima em reagdes de interesse
industrial, observou-se que a lipase de Burkholderia lata (LBBIO-BL02) apresenta
caracteristicas interessantes para o uso eficiente como um suplemento digestivo sem
perda da eficiéncia lipolitica. Esta enzima permaneceu ativa mesmo apos duas horas de
incuba¢do com doses elevadas de pepsina a pH acido, tripsina e sais biliares. Os
resultados apresentados neste trabalho mostram claramente que a lipase de Burkholderia
lata LBBIO-BL02 ¢ uma lipase tdo potente quanto as lipases gastrica e pancreatica, ao
mesmo tempo que combina propriedades destas duas lipases por atuar em uma grande
faixa de pH que abrange as variacdes de pH no trato gastrointestinal humano. Os dados
bioquimicos sao um bom suporte para investigar ainda mais a utilizagdo da lipase de B.
lata em terapia de substitui¢ao enzimatica para o tratamento da insufici€éncia pancreatica
exocrina. Além do alto rendimento na sintese do €ster de cera oleil oleato e hidrélise de
galactolipideos de espinafre in situ, colocam a lipase de B. lata com potencial em
aplicacdo nessas areas, fato este que justifica a continuidade deste tema em trabalhos

futuros que esclarecam estas caracteristicas e potenciais.
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