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Impacto potencial desta pesquisa

Pesquisa sobre lipases e sua agdo em acidos graxos de cadeias longas tera amplo
impacto: industria  de alimentos, biotecnologia, saude, biorremediacéo,
sustentabilidade e avancos cientificos. Maior compreensdo levara a processos
eficientes, medicamentos inovadores e gestdo de residuos aprimorada,

impulsionando progresso cientifico.

Potential impact of this research

Research on lipases and their ability to degrade long-chain fatty acids promises
substantial impact across various domains: food industry, biotechnology, human
health, bioremediation, pharmacology, sustainability, and scientific advancement. In-
depth understanding of lipase functioning will yield opportunities for more efficient and
sustainable processes, potentially influencing drug formulation and organic waste
management. The research may also stimulate further scientific breakthroughs,

contributing to the expansion of knowledge in this field.
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EXPRESSAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE LIPASES
EXTRACELULARES

RESUMO - Lipases verdadeiras sdo caracterizadas pela capacidade de
catalisar a liberacdo de acidos graxos livres de triacilgliceré6is de cadeia longa na
interface Oleo-agua. As lipases bacterianas sdo as que apresentam maior
versatilidade, sdo mais estaveis e reativas em meio organico. Quanto as suas
aplicacoes, destacam-se o uso na producdo de biodiesel e na biorremediacdo de
aguas residuais. E estimada a existéncia de 5000 enzimas lipoliticas bacterianas,
entretanto, apenas 10% dessas foram estudadas experimentalmente, por isso a
importancia de buscar por lipases com novas especificidades. Diante disso, o principal
objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar novas lipases verdadeiras. Para
tanto, 10 isolados bacterianos foram avaliados quanto a atividade lipolitica e, em
seguida, quanto a atividade lipolitica no sobrenadante. Aqueles com resultado
positivo, tiveram suas lipases parcialmente purificadas por precipitagdo com sulfato de
amoénio e posteriormente foi realizado um zimograma para confirmar atividade
lipolitica das enzimas. Os microrganismos, por sua vez, tiveram o DNA extraido para
o sequenciamento do gene 16S rRNA, seguido de analises filogenéticas. Uma das
lipases obtidas foi submetida a um ensaio de cromatografia gasosa para observacao
do padrao de degradacdo dos acidos graxos presentes no azeite de oliva, e a mesma
foi caracterizada bioquimicamente. Quatro dos microrganismos avaliados
apresentaram halo de degradacdo em meio de cultura LB suplementado com azeite
de oliva e trés deles apresentaram evidéncia de producéo de enzimas extracelulares,
através da deteccédo de proteina por eletroforese SDS-Page no sobrenadante filtrado
de cultura liquida induzida com azeite. ApGs a purificacdo, as lipases obtidas tiveram
a atividade lipolitica comprovada através do zimograma. Os microrganismos foram
classificados como pertencentes ao género Burkholderia. O isolado denominado D15,
escolhido para a continuacdo dos estudos por apresentar o maior halo lipolitico,
produz uma lipase com atividade especifica de 0.297 U/mg para o substrato C14 em
condicBes iniciais de analise (pH 8, 30 °C), esta enzima também apresentou uma
degradacdo expressiva dos acidos graxos presentes no azeite, seu pH e temperatura
otimos foram 4,5 e entre 40 e 60 °C (substrato C12), respectivamente. As
caracteristicas apresentadas pela lipase produzida pelo isolado D15 sdo muito
interessantes do ponto de vista biotecnolégico, com potencial de aplicagdo na
industria alimenticia, por exemplo, devido a preferéncia por pH acido e estabilidade
em uma ampla faixa de temperatura; e biorremediacdo, jA que apresentou alta
capacidade de degradacéo de acidos graxos de cadeia longa. Além disso, outras duas
lipases bacterianas extracelulares foram obtidas, podendo serem exploradas em
estudos posteriores.

Palavras-chave: atividade lipolitica, degradacao de azeite, perfil de ésteres metilicos
por cromatografia gasosa



EXPRESSION, PURIFICATION, AND CHARACTERIZATION OF
EXTRACELLULAR LIPASES

ABSTRACT - True lipases are characterized by their ability to catalyze the release of
long-chain free fatty acids from triglycerides at the oil-water interface. Bacterial lipases
are the most versatile, stable, and reactive in organic media. Their applications include
the production of biodiesel and the bioremediation of wastewater. It is estimated that
there are 5,000 bacterial lipolytic enzymes, but only 10% of these have been
experimentally studied, highlighting the importance of seeking lipases with new
specificities. Therefore, the main objective of this work was to identify new true lipases.
To this end, 10 bacterial isolates were evaluated for lipolytic activity and then for
lipolytic activity in the supernatant. Those with positive results had their lipases purified
by ammonium sulfate precipitation, followed by zymogram analysis to confirm the
lipolytic activity of the purified enzymes. The microorganisms, in turn, had their DNA
extracted for 16S rRNA gene sequencing, followed by phylogenetic analysis. One of
the obtained lipases was subjected to gas chromatography to observe the degradation
pattern of fatty acids present in olive oil, and it was biochemically characterized. Four
of the evaluated microorganisms showed degradation halo in LB culture medium
supplemented with olive oil, and three of them showed evidence of extracellular
enzyme production through protein detection by SDS-Page electrophoresis in the
filtered supernatant of oil-induced liquid culture. After purification, the obtained lipases
had their lipolytic activity confirmed by zymogram analysis. The microorganisms were
classified as belonging to the Burkholderia genus. The isolate named D15, chosen for
further studies due to its largest lipolytic halo, produces a lipase with a specific activity
of 0.297 U/mg for the C14 substrate under initial analysis conditions (pH 8, 30 °C). This
enzyme also showed significant degradation of fatty acids present in olive oil, with
optimal pH and temperature of 4.5 and between 40 and 60 °C (substrate C12),
respectively. The characteristics exhibited by the lipase produced by the D15 isolate
are highly interesting from a biotechnological standpoint, with potential applications in
the food industry, for example, due to its preference for acidic pH and stability over a
wide temperature range, and in bioremediation, as it demonstrated a high capacity for
degrading long-chain fatty acids. Furthermore, two other extracellular bacterial lipases
were obtained, which could be explored in further studies.

Keywords: lipolytic activity, olive oil degradation, profile of methyl esters by gas
chromatography.



1 INTRODUCAO

As enzimas sdo moléculas fundamentais aos processos metabdlicos celulares,
e devido a algumas caracteristicas que elas apresentam, como alta disponibilidade e
produtividade, estabilidade quimica, capacidade de adaptacdo e auséncia de
impactos ao ambiente, elas vém sendo cada vez mais utilizadas na industria em
diversos setores, como alimenticio, farmacéutico, quimico e energético (Ken Ugo et
al., 2017).

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB,
1992) as enzimas podem ser agrupadas em sete categorias, de acordo com a reacao
de catalise especifica que realizam (McDonald e Tipton, 2022). Dentre essas
categorias, as hidrolases sédo capazes de hidrolisar diversos compostos, incluindo
ésteres e triglicerideos. Nessa categoria, destacam-se as lipases, que tém uma ampla
especificidade de substrato e sdo capazes de catalisar a liberacdo de acidos graxos
livres a partir de triacilglicer6is de cadeia longa (Ramnath et al., 2017), sendo
amplamente utilizadas devido a sua versatilidade (Javed et al., 2018).

As lipases séo encontradas em plantas, animais e em microrganismos, sendo
que as lipases bacterianas apresentam maior versatilidade, sdo mais estaveis e
reativas em meio organico (Ramnath et al., 2017). Estas podem ser intracelulares,
extracelulares ou fixadas a membrana; apresentam uma facilidade de manipulacdo
genética e ambiental que permite a producdo de enzimas alteradas com alta
diversidade catalitica (Javed et al., 2018). As enzimas lipoliticas possuem grande valor
na aplicacdo industrial, sendo empregadas, principalmente, na industria alimenticia,
téxtil, de couro, farmacéutica, cosmética, quimica fina, energia, biomateriais, papel,
celulose e detergentes (Ken Ugo et al., 2017).

Apesar de existir um grande numero de enzimas lipoliticas bacterianas, poucas
foram estudadas experimentalmente, havendo muitas lacunas no conhecimento sobre
essas enzimas, como as suas estruturas e mecanismos de ac¢ao. (Kovacic et al.,
2019). Além disso, a busca por lipases com novas especificidades requer o

desenvolvimento de métodos mais eficientes de triagem e selecdo de enzimas, bem



como a identificacdo de novos microrganismos produtores de lipases (Hasan et al.,
2009).

Com base nessas consideracdes, esta dissertacdo teve como objetivo
identificar novas lipases bacterianas com especificidades ainda ndo exploradas e,
para isso, foram empregadas técnicas de expressdo homodloga, triagem enzimatica,
sequenciamento do gene 16S rRNA, caracterizacdo bioquimica e observacao do perfil
de digestdo de acidos graxos de cadeia longa de novas 3 lipases verdadeiras, a fim
de avaliar o seu potencial biotecnologico, expandir o conhecimento sobre as lipases
bacterianas e, consequentemente, contribuir para o desenvolvimento de tecnologias

mais sustentaveis e eficientes.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados, € possivel concluir que a metodologia utilizada foi
eficiente para atingir o objetivo proposto. Trés microrganismos, D15, MT2 e
LPO5, tiveram suas lipases parcialmente purificadas, com atividade lipolitica
demonstrada por meio de zimograma. Os microrganismos tiveram o gene 16S rRNA
sequenciado, e as analises filogenéticas indicaram que as cepas pertencem ao
género Burkholderia, um dos géneros de destague quanto a producdo de enzimas
lipoliticas.

A cepa baceteriana Burkholderia sp. D15, escolhida para a continuagdo do
estudo, apresentou caracteristicas cinéticas interessantes, como preferéncia por pH
acido, o que ndo é comum para lipases de origem bacteriana, e estabilidade em uma
ampla faixa de temperatura. Além disso, foi capaz de degradar acidos graxos de
cadeias média e longa presentes no azeite, mesmo fora das suas condicdes ideais de
catalise, em resultado obtido por meio de analise de cromatografica gasosa. Isso
confere a esta enzima um grande potencial de aplicacao, visto a facilidade em cultivar
0 microrganismo, e as especificidades apresentadas pela lipase, podendo ser utilizada
em bioprocessos como na produc¢éo de alimentos, onde o pH &cido é frequentemente
utilizado, na producéo de detergentes devido a sua estabilidade em uma ampla faixa
de temperatura, e ainda na biorremediacao, ja que apresentou alta capacidade de
degradacg&o em ensaios iniciais.

Para tanto, mais estudos devem ser desenvolvidos, como a caraterizagéo
completa da lipase, para que as condicbes sejam otimizadas e haja um maior
rendimento e desempenho enzimatico. Bem como testes de aplicagdo devem ser
explorados, avaliando a capacidade da enzima na degradacao de outros compostos,
como gorduras e Oleo diesel, que possuem uma composicdo diferente do azeite

utilizado nos ensaios aqui apresentados. No presente trabalho também foram obtidas
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e purificadas outras duas lipases, que podem ser caracterizadas e exploradas em
pesquisas futuras. Desse modo, sera possivel definir em quais areas a LipBK e as
outras lipases obtidas seriam melhor aproveitadas, e caminhar para uma possivel
comercializacdo e aplicacdo, contribuindo na construcdo de um futuro mais

sustentavel e com o desenvolvimento tecnoldgico.
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