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BACTERIAS PRODUTORAS DE LIPASE E APLICACAO NO PROCESSO DE
HIDROLISE DO OLEO DE BURITI (Mauritia flexuosa L.)

Resumo

As industrias biotecnologicas vém buscando novos produtos ou realizando mehorias dos processos ja
existentes a partir dos recursos genéticos disponiveis. Os avangos recentes em 4reas como
biossintese, rotas metabodlicas e evolucao dirigida de proteinas, indicam uma troca de paradigma da
biologia tradicional para a biotecnologica. Esse trabalho apresenta uma selecdo de bactérias
produtoras de lipase visando a aplicagdo na hidrélise de 6leo de buriti. De 440 isolados bacterianos
testados, 181 foram selecionados para os testes qualitativos em placas de Petri. Desses, 75 isolados
(41%) foram lipase positivos. A atividade enzimatica foi analisada em diferentes temperaturas (30°,
35° 40° e 45°C). Apos 72 horas de cultivo em meio de cultura indutor contendo 6leo de oliva como
substrato, os indices enzimaticos foram avaliados através da relacdo entre o didmetro do halo ao
redor da coldnia e o didmetro da coldnia. Aos 30°C houve a maior atividade enzimatica, servindo
assim como temperatura chave para a selecdo. Os isolados foram classificados em diferentes
categorias conforme a atividade enzimatica e comparados com uma estirpe padrao. Assim, vinte e
quatro foram selecionados para os testes quantitativos. Desses, foi possivel selecionar seis isolados
bacterianos (INPA P-106; INPA P-108; INPA P-124; INPA P-798; INPA P-803 e INPA P-799). Nao
houve diferengas significativas entre esses seis e todos foram selecionados para os testes de hidrolise
enzimatica do o6leo de buriti. A bactéria selecionada (INPA P-798) apresentou a melhor afinidade ao
o6leo de buriti e o seu rendimento com a enzima precipitada (em % de acidos graxos liberados) foi
superior ao da sua lipase purificada e do seu extrato bruto. A enzima purificada apresentou atividade
otima a 55°C e em pH 8,5. O CaCl, e ZnSO, promoveram o aumento da atividade em 22% e 18%,
respectivamente, e 0 MgSO, reduziu a atividade em 13%. Nos ensaios com diferentes concentragdes
de substrato, a enzima obteve um valor de Vmax = 12500 uM p-NP.mL"' ¢ Km = 1,125 uM p-
NP.min"". Das seis bactérias selecionadas, quatro pertecem ao género Burkholderia, uma ao género
Klebsiella e uma nao foi identificada ao nivel de espécie. A bactéria selecionada (INPA P-798)

pertence a espécie Burkholderia cepacia , uma classica produtora de lipase.

Palavras-chave: Lipase, biotransformacdo de 6leo, 6leo de buriti, bactéria, hidrolise enzimatica,

Amazonia.
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PRODUCING BACTERIA OF LIPASE AND APPLICATION IN THE PROCESS OF
HYDROLYSIS OF THE BURITI OIL (Mauritia flexuousa L.)

Abstract

The biotechnology industries look for new products or in the improvement of the already existent
processes with the use of the genetic available resources. The recent advancements in areas as
metabolic roads and directed evolution of the protein, they indicate an exchange of the paradigm of
the traditional biology to biotechnology. This work presents a selection of bacteria producer of
lipase, with the objective to apply the enzyme in the Buriti oil hydrolysis. Of 440 activated bacteria,
181 isolated ones were effectively tested in medium inductors. Of this total, 75 isolated ones (41 %)
showed lipase production. The enzymatic activity were tested in different temperatures (30°, 35°, 40°,
45°C), with the enzymatic activity lessening with the increase of the temperature. To 30°C had to
peak of enzymatic activity. After 72 hours of cultivation in Petri dishes containing olive oil as
substrate, the enzymatic index was valued through the relation be7ween the diameter of the halo
around the colony and the diameter of the colony. The isolated they were classified in different
categories according to the enzymatic activity. Of isolated tested, twenty four were selected for the
quantitative lipase tests and also for the affinity tests to Buriti oil in Petri dishes. After, it was
possible to select six streams (INPA P-106; INPA P-108; INPA P-124; INPA P-798; INPA P-803
and INPA P-799). There were no significant differences beTween the six bacterias and they all were
selected for the tests of enzymatic hydrolysis of the Buriti oil. The enzymatic hydrolysis was
analysed by Response Surface Methodology. The selected bacterium (INPA P-798) presented the
biggest affinity regarding the Buriti oil when were compared with others five bacterias. The profit of
the hydrolysis with the precipitate enzyme (33,84 % fat acid free ) was superior to that of the purified
lipase and crude extract results. The optimal activity were beTween 6,0 and 8,5 pH values above 3
hours. The extracellular lipase was purified by Sephadex G-25 gel and his kinetic analysis it
presented the best activity 55°C and pH 8,5. The lipolytic enzyme was promoted by CaCl, and
ZnSO, that increase of the activity in 22 % and 18 %, respectively. The activity was inhibited by
MgSO0y, in 13%. The specific activity of the lipase purified was Vmax = 12500 uM p-NP.mL"' ¢ Km

=1,125 uM p-NP.min"". The selected bacteria is a Burkholderia cepacia, a classic producer of lipase.

Key words: Lipase, oil biotransformation, Buriti oil, enzymatic hidrolysis, Amazon.
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1. Introducao

A diversidade biologica expressa todos os recursos biologicos contidos no ecossistema e
demonstra toda a diversidade genética. A potencialidade desses recursos bioldgicos pode ser
explorada em espécies de plantas, animais ¢ microrganismos com valor atual ou potencial (BDT,

1998a).

Mesmo havendo uma diversidade de espécies nos diferentes ambientes, todos os ecossistemas
no planeta Terra dependem diretamente da acdo de microrganismos para o seu funcionamento e
manutengdo, os quais realizam atividades indispensaveis aos organismos vivos. Dentre essas agdes, a
producdo primaria (base da cadeia alimentar), a produgdo de oxigénio e a decomposi¢do de matéria
organica e ciclagem de nutrientes sdo alguns exemplos (Coutinho et al., 2001). Tantas fungdes sao
decorrentes da imensa diversidade genética que apresentam. Embora tao diversos, menos de 5% dos
microrganismos existentes no planeta foram caracterizados e descritos. Apesar disso, ¢ importante
ressaltar os grandes avancos da agricultura e da biotecnologia moderna que sdo derivados das

descobertas em areas como genética, fisiologia e metabolismo de microrganismos (BDT, 1998b).

A utilizacdo de microrganismos ocorre em varias areas. Na area industrial, varios processos
biotecnologicos tém como objetivo a producdo de compostos comerciais ou a transformacdo de
substrato em produtos de maior valor agregado, tais como antibidticos (estreptomicina, penicilina).
No setor agropecuario ¢ de alimentos, destacam-se os microrganismos fixadores de nitrogénio, os
empregados na produgdo de bebidas alcoolicas e sucos (vinho, cerveja, producdo de pectinase),
processamento de alimentos (queijo, iogurte, panificacdo), além do controle biolégico de pragas e
doencas (controle da lagarta da soja, da cigarrinha da cana de acucar e outros) (Fungaro &

Maccheroni Jr., 2002).

Com os avangos da engenharia genética, mencionam-se também o0s microrganismos
geneticamente modificados, que em tltima instancia tiveram a sua origem na biodiversidade (BDT,
1998b). A técnica do DNA recombinante possibilitou que pudessem ser manejados geneticamente,
de modo a permitir suas utilizagdes com maior eficiéncia como biorreatores em processos industriais

(Roitman, 1985; Beilen & Li, 2002).

Atualmente, as estratégias das industrias de base biotecnologica vém sofrendo mudancas que
visam uma exploragdo biologica baseada na descoberta de novos produtos ou no melhoramento dos
processos ja existentes. Os avangos nas ultimas décadas em areas como quimica, biossintese, rotas
metabolicas, genética e evolugdo dirigida de proteinas, representam essas novas procuras e indicam

uma troca de paradigma da biologia tradicional para a biotecnologica (Bull et al. 2000).



Quando um microrganismo ¢ selecionado para um processo industrial, a facilidade com que o
processo pode ser melhorado do ponto de vista economico vai depender do tipo de organismo usado
e do tipo do produto final que se deseja. O microrganismo pode ser um fungo ou uma bactéria e o
tipo de produto final pode ser um metaboélito como um antibidtico ou macromoléculas primarias e
secundarias que tém grande aplicabilidade (Bull et a/, 2000). Sendo assim, é importante ter nos
processos de selegdo, mecanismos (testes) que possam mostrar, através dos seus resultados, a aptidao

que os microrganismos t€ém com relacdo a alguma atividade bioquimica especifica.

Numa visdo geral, os beneficios econdmicos e estratégicos estdo relacionados com a
descoberta de microrganismos potencialmente exploraveis nos processos biotecnologicos para novos
antibioticos e agentes terapéuticos, probioticos, produtos quimicos, enzimas € polimeros para
aplicagdes industriais e tecnologicas na area de cosméticos e de alimentagdo, biorremediagdo de
poluentes, biolixiviagdo e recupera¢do de minérios. Outros beneficios incluem o prognostico e
prevengao de doengas emergentes em seres humanos, animais, plantas e a otimizacdo da capacidade

microbiana para a fertilizagdo dos solos e despoluigdo das aguas (Coutinho et al., 2001).

A participagdo dos produtos microbianos no mercado global atinge US$ 40 bilhdes ao ano
(Beilen & Li, 2002). Com relagdo as enzimas, a sua produ¢do mundial aplicada & industria,
representa um mercado anual de US$ 1,3 bilhdes (Panke & Wubbolts, 2002; Castro et al, 2004). As
lipases participam desse mercado com US$ 450 milhdes somente para o setor de detergentes (Castro
et al, 2004). Portanto, outros setores em que a lipase pode ser util representam um desafio e um

grande mercado a ser explorado.

Com certeza a amostragem aqui utilizada nao cobrira o todo dessa diversidade e nem sera uma
amostragem significativa. A pretensdo sera mais qualitativa do que quantitativa do ponto de vista de
encontrar microrganismos produtores de lipase. No entanto, o desdobramento dessa amostragem,
mesmo que pequena, refletira numa exposi¢do do potencial existente ¢ dessa forma, aumentar o

conhecimento sobre os microrganismos ¢ aumentar as possibilidades de uso dos 6leos da Amazoénia.



2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

Selecionar bactérias produtoras de lipase visando a aplicacdo na hidrélise enzimatica do

oleo de buriti.

2.2.0bjetivos especificos

1.

Detectar qualitativamente e quantitativamente bactérias produtoras de lipase.

Verificar entre as bactérias produtoras de lipase, as que apresentam capacidade de

hidrolisar o 6leo de buriti.
Analisar a hidrélise enzimatica do 6leo de buriti.
Purificar e caracterizar a lipase das bactérias selecionadas.

Identificar geneticamente por técnicas moleculares as bactérias selecionadas com a

utilizagdo de oligonucleotideos especificos para genes ribossomais - rRNA 168S.



3. Revisdo Bibliografica

3.1. Biodiversidade

A biodiversidade ¢ uma das propriedades fundamentais da natureza e responsavel pelo
equilibrio e estabilidade dos ecossistemas, além de fonte de um imenso potencial econdmico para as
atividades agricolas, pecuarias, pesqueiras ¢ florestais, servindo também como base estratégica para
as industrias biotecnologicas. A diversidade bioldgica possui, além do seu valor intrinseco, valor
ecologico, genético, social, econdmico, cientifico, educacional, cultural e recreativo. Por tais

valores, impde-se como uma riqueza para a humanidade (BDT, 1998a).

A diversidade genética dos microrganismos ultrapassa em muito a encontrada em plantas e
animais superiores. Estudos filogenéticos baseados em seqiiéncias de subunidade menor do RNA
ribossdmico (rRNA) revelaram que o maior celeiro de genes no planeta reside na fragcdo microbiana
da biodiversidade (Coutinho et al., 2001; Dunbar et al., 2002.; Kawai et al., 2002; Peixoto et al.,
2002.). A diversidade desses organismos € tdo vasta quanto desconhecida. Hoje, cerca de 160.000
espécies de microrganismos sdo conhecidas e descritas na literatura, onde 50 % sdo fungos. A cada
ano, uma média de 1700 e 120 novas espécies de fungos e bactérias, respectivamente, ¢ descrita na
literatura. Nao se sabe ao certo o nimero total de espécies de microrganismos no planeta, porém ha
quem indique um total de 1.800.000, mas as conhecidas ndo passam de 10% desse valor (Coutinho et

al., 2001).

No entanto, para a analise da diversidade microbiana existem muitos obstaculos, como as suas
dimensdes microscopicas, descrigdes taxondmicas incompletas e dificuldades de cultivo. Além disso,
as maiores adaptabilidades dos microrganismos as pressdes de selecdo ambiental, dificultam
avaliacdes baseadas em métodos convencionais de morfologia e fisiologia dos microrganismos

(Pickup, 1991; Rossel6-Mora & Amann, 2001).

A alternativa mais vidvel para avaliar a diversidade de microrganismos sem os viezes
intrinsecos ao cultivo em meio de cultura é a adogdo de estratégias moleculares (Bach ef al., 2001), o
que permite conhecer melhor suas caracteristicas fisiologicas, ecoldgicas e economicas (Barbosa et
al., 2001; Hungria, 1996; Hungria et al., 2001; Bach et al., 2001; Coutinho et al., 2001; Rosselo-
Mora & Amann, 2001).

3.2. Enzimas industriais
Especificamente para enzimas, a utilizagdo nos processamentos industriais permite a obtengao
de produto final mais desejavel tanto econdmico quanto biotecnologicamente. Embora as enzimas de

origem animal e vegetal ainda ocupem uma importante fatia do mercado mundial, existe uma



tendéncia de substituir essas fontes enzimaticas pelas de origem microbiana (Beilen & Li, 2002;

Panke & Wubbolts, 2002).

A preferéncia pelas enzimas microbianas fundamenta-se nos seguintes pontos: a) facilidade de
obten¢do de grandes populagdes celulares produtoras de enzimas; b) facilidade de selecdo de
linhagens de alta produtividade por manipulagdo genética; ¢) procedimentos de extragdo de enzimas

simples e econdmicos; d) a ndo sazonalidade do produto (Fungaro & Maccheroni Jr., 2002).

Outro aspecto importante em relagdo aos microrganismos, além de sua identificagcdo, diz
respeito ao uso de suas enzimas em diversas areas. As enzimas estdo sendo aplicadas em inumeros
processos industriais resultando em significantes redugdes de custo. Ao mesmo tempo, o rapido
desenvolvimento de tecnologias ¢ um estimulo para as industrias de diversos ramos para abracar a
utilizacdo enzimatica, melhorando seus sistemas produtivos (Beilen & Li, 2002). A elaboracdo de
varios produtos biotecnolégicos pode envolver a agdo de microrganismos. As aplica¢des industriais
de bactérias, fungos filamentosos e leveduras tém aumentado progressivamente devido a utilizagdo
de enzimas no setor economico (Kralova, 1999; Fungaro & Maccheroni Jr., 2002; Haki & Rakshit,

2003).

As catalises produzidas por enzimas sao rea¢des quimicas de grande especificidade e com altas
taxas de otimizacdo. Essas reagdes, que fazem parte de todos os organismos vivos, provém grandes
oportunidades para uma eficiente e econdmica conversao biocatalitica usada nas industrias, pois se
torna um importante componente para empresas que buscam mecanismos de desenvolvimento
sustentavel. Essas aplicagdes vao desde o desenvolvimento de processos industriais até a descoberta

e produgdo de produtos biofarmacos (Panke & Wubbolts, 2002).

A capacidade de processamento ¢ transformagdo bioldgica de materiais organicos e
inorganicos pela microbiota presente em varios ambientes naturais, ainda estd longe de ser
plenamente elucidada. A utilizagdo de enzimas microbianas em processos industriais vem
aumentando significativamente, dada a capacidade de elevarem a taxa de transformagéo de substratos
e obtencdo de produtos com bons indices de producdo técnica e economicamente viavel (Polizelli et
al., 2002). Microrganismos do solo sdo as fontes primarias de enzimas industriais. Cerca de 50% das
enzimas industriais originam-se de fungos ¢ leveduras, 35% de bactérias e 15 % sdo originados de
animais e vegetais. A versatilidade de espécies microbianas estimula a busca de novas enzimas com
propriedades adequadas para o desenvolvimento de processos tecnologicos (Fungaro & Maccheroni

Jr., 2002).

A maioria das enzimas empregadas na industria é caracterizada como enzimas extracelulares,

sendo as principais classes de enzimas industriais, as hidrolases (proteases, amilases, celulases e



lipases), as isomerases (triose fosfato isomerase) e oxirredutases (glicose oxidase, catalase e lacase)

(Kashyap et al., 2001; Pastore, 2002; Haki & Rakshit, 2003).

O custo global de produgdo de enzimas intracelulares € maior que o de enzimas extracelulares
e como conseqiiéncia, as intracelulares geralmente s@o utilizadas imobilizadas para que se propicie a
recuperagdo ap6és o processo (Panke & Wubbolts, 2002). O custo de producdo de enzimas esta
associado ndo so6 ao tipo de excregdo celular, mas também, ao grau de pureza requerido no processo.
Por necessidade, portanto, as tecnologias para producdo de enzimas cada vez mais puras evoluiram
em diversas diregdes. As bases competitivas para produzir e vender enzimas se fixam em conseguir a
qualidade do produto desejado a um custo aceitavel por unidade de produto final (Sutherland, 2001).
Com base nesse principio € que se direciona a busca por microrganismos para a produgdo industrial.
Dentre todas as enzimas mais empregadas na indistria, as proteases representam cerca de 50% do
mercado (Pastor et al,2001). Além das proteases, as lipases apresentam grande potencial de uso

(Sharma et al., 2001; Pastore, 2002; Polizeli et al., 2002).

Cada microrganismo produz varias enzimas, mas a quantidade de cada uma delas varia de
espécie para espécie e entre estirpes. Assim, para a produ¢do de uma enzima em escala comercial, a
escolha do microrganismo deve ser cuidadosa. Embora seja importante, a alta produg@o enzimatica
ndo € o unico critério para a escolha da fonte microbiana. Outras caracteristicas como a nao producao
de substancias toxicas ¢ a ndo patogenicidade ao homem também sdo levadas em conta (Fungaro &

Maccheroni Jr., 2002).

3.3. Lipase (Triacilglicerol acil-hidrolase, EC 3.1.1.3)

As lipases verdadeiras (Triacilglicerol acil-hidrolase, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a
hidrolise total ou parcial de triacilglicerol (TAG), fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol
(MAG), glicerol e acidos graxos livres. Essas enzimas apresentam uma capacidade tnica de agir
apenas na interface 6leo/agua. Essa defini¢do exclui as enzimas que agem em ésteres soltiveis em
dgua (como as esterases) ou que hidrolisam outros lipidios (acilhidrolases, colesterolesterases,

tioesterases, entre outras) (Carvalho et al., 2005).

A partir dos trabalhos de Tsujisaka e colaboradores em 1977 ficou comprovado ser possivel
reverter a hidrolise de TAG no sentido da reagdo de esterificagdo, pelo controle do teor de agua no
meio. Com base nisso, tornou-se possivel a utilizacdo de lipases como biocatalisadores de
esterificagdo ou interesterificagdo de oOleos e gorduras. Essas rea¢des trazem alteragcdes na

composi¢ao e distribuicdo dos acidos graxos na molécula de TAG (Carvalho ef al., 2003).

As lipase apresentam peso molecular entre 19-77 KDa e possuem cerca de 300 residuos de

aminoacidos. Essas enzimas encontram-se largamente distribuidas na natureza em animais, vegetais



e microrganismos. As lipases microbianas sdo as mais utilizadas industrialmente porque além de
apresentarem procedimentos mais simples de isolamento, sdo geralmente mais estaveis e com

propriedades bem mais diversificadas que as lipases de outras fontes (Carvalho et al., 2005).

3.4. Aplicacio industrial da lipase
Dentre as enzimas de interesse industrial, as lipases apresentam-se com diversas vantagens.
Além da quebra de ligagdes ésteres de acil glicerdis, possuem caracteristicas bastante desejaveis, tais

como: ndo requerem cofatores, sdo de baixo custo, regioespecificas, atuam em larga faixa de pH

(Nascimento et al., 2001).

As lipases s3o dotadas de uma especificidade pelo substrato que supera todas as outras
enzimas conhecidas, atuando de acordo com o tamanho da cadeia do acido graxo ou posi¢ao do acido
graxo no glicerol, o que lhes confere uma aplicagao de fronteiras (Sene et al., 2002). Elas podem ser
empregadas na produgdo de fairmacos, cosméticos, detergentes, alimentos, perfumaria, diagnosticos
médicos, sintese de compostos opticamente ativos, produgdo de aromas e fragrancias, modificagdes

de gordura e 6leos e no tratamento de couros, conforme apresenta a Tabela 1.

Tabela 1: Aplicacdes industriais das lipases.

Industria Aplicaciao
Lacticinio Hidrolise da gordura do leite
Cervejaria Aumento do aroma e acelerac@o de processo fermentativo
Molhos e codimentos Aumento de propriedades funcionais da gema do ovo
Processamento de carnes Desenvolvimento de aromas e redugdo do conteudo de gorduras
Oleos e gorduras Transesterificacdo de dleos — introdugdo de acidos graxos e hidrolise de oleos
naturais
Quimica fina Sintese de ésteres e resolucdo de racematos
Detergentes Hidrolise de gorduras
Farmacéutica Aucxiliares de digestao
Médica Determinagdo de lipideos no sangue
Couro Remocgdo de gorduras da matéria-prima
Tratamento de residuos Decomposi¢ado de lipideos de efluentes

Fonte: Pastore et al. (2003).

Com tais aplicagdes, apresentam grande potencial de uso, sendo extremamente versateis e
podem ser obtidas em larga escala de variadas fontes, mas as mais empregadas industrialmente sao as

de fontes microbianas. O crescente interesse no estudo das lipases pode ser observado pela literatura



publicada nos ultimos anos explorando o grande potencial de aplicacdes distintas apresentadas por

essas enzimas (Sharma et al., 2001; Pastore, 2002; Castro ef al., 2004).

Sem duvida, as lipases, assim como as proteases, sdo produtos candidatos a serem produzidos
com emprego de técnicas recentes de engenharia genética ou de biologia molecular que vém sendo
desenvolvidas pela ciéncia, as quais podem permitir a producdo de enzimas com sitios ativos
diferenciados para varias aplicagdes, aumentando a resisténcia a temperatura, ao pH e diminuindo o
tempo de processo. Por outro lado, existe também uma tendéncia clara de procurar novos
microrganismos produtores de enzimas com caracteristicas especificas como estabilidade térmica,

pH otimo, etc. (Polizelli ef al., 2002).

Muitos dos processos industriais os quais se utilizam de lipases, exigem temperaturas que
excedem 45°C, o que mostra a vantagem das lipases, que freqlientemente exibem temperatura 6tima

ao redor de 50°C (Sharma et al., 2002).

As reagoes de esterificacdo preferencialmente envolvem o uso de lipases imobilizadas, tendo
em vista que lipases livres tendem a se aglomerar nas paredes do reator, impedindo sua dispersao
homogénea no meio, o que ¢ essencial para sua estabilidade, em fungdo das interacdes fisicas e
quimicas entre o suporte ¢ as moléculas da enzima (Castro, 2002). Como forma de contornar esse
problema, a produgdo microbiana de lipases apresenta-se industrialmente mais barata e simples,

comparadas com as lipases de origem animal (Castro et al., 2004).

As lipases tém sido empregadas em processos como hidrolise da gordura do leite,
melhoramento do sabor/qualidade de massas para paes e bolos, melhoramento no aroma e aceleragio
de processos de fermentagdo, no processamento de derivados do ovo, no processamento da qualidade
de carne e peixe, com a remogdo do excesso de gordura e no processamento ¢ extracdo de 6leos, via
melhoramento das propriedades fisicas e nutricionais de gorduras por interesterificacdo, degomagem
de 6leos vegetais na industria ou mesmo no desenvolvimento de biodiesel (Nascimento et al., 2001;
Castro et al., 2004). Esses processos de biotransformacdo, quando preparados por processos

enzimaticos, podem ser caracterizados como naturais ou idénticos ao natural (Pandey et al., 1999).

3.5. Processo de biotransformacao de 6leo por acio enzimatica
Oleos e gorduras tém um papel fundamental para o homem por serem fontes de calorias,
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), além de fonte de acidos graxos essenciais, promotores da

palatabilidade de alimentos e fonte energética (biodiesel) (Castro, 2002).

Nos ultimos quinze anos tem surgido um crescente interesse na tecnologia de modificacao de
oleos e gorduras. Essa tendéncia pode ser atribuida principalmente ao fato desses materiais serem

obtidos de fontes naturais ¢ empregados como importantes insumos para a induastria quimica,
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farmaceéutica e alimenticia. Além disso, o crescimento do mercado consumidor de produtos naturais
vem exigindo uma reavaliagdo dos insumos e processos utilizados pela industria em geral.
Mundialmente ¢ estimada uma produgao anual de 6leos e gorduras de aproximadamente 100 milhdes
de toneladas (Pastore et al., 2003). Na Amazbénia, hd inimeras espécies vegetais que podem

contribuir com seus produtos dentro dessa demanda crescente.

Os componentes mais expressivos dos Oleos e gorduras sdo os triglicerideos e suas
propriedades fisicas dependem da estrutura e distribuigdo dos acidos graxos presentes. Os Oleos e
gorduras naturais podem ser o unico constituinte de um produto ou podem fazer parte da mistura de
diversos constituintes de um composto. Existem casos, entretanto, em que ha uma necessidade de se
transformar as caracteristicas do material para adequa-lo a uma determinada aplicagdo, o que ¢é

possivel pela manipulagdo da composicdo dos triglicerideos (Castro et al., 2004).

A estrutura basica dos 6leos e gorduras pode ser redesenhada por meio da modificagdo
quimica dos acidos graxos (hidrogenacédo), pela reversdo da ligagdo éster liberando acidos graxos
(hidrolise) e reorganizagdo dos acidos graxos na cadeia principal de triglicerideo (interesterificagdo).
Dependendo da condi¢do do meio reacional, com pouca presenga de agua, pode ocorrer também a
reacdo inversa a hidrolise, isto €, a formagdo de ligagdes ésteres (esterificagdo) formando o6leo a

partir de um alcool e um acido orgénico (Carvalho et al., 2003).

Assim, o desenvolvimento de tecnologias alternativas apropriadas para o aproveitamento desse
tipo de material se reveste de grande importancia, pois pode proporcionar a obtengdo de produtos de
alto valor agregado, o que valoriza esse ramo da biotecnologia que ¢ a biotransformacgdo de 6leo. Os
acidos graxos e seus derivados sdo matérias primas essenciais as industrias cosmética e farmacéutica,
sendo os 6leos vegetais muito utilizados para esse proposito. Atualmente, os processos que utilizam a
catalise quimica sdo os mais usados comercialmente, mas apresentam alto consumo de energia,
formacao de subprodutos durante a reagdo e requerem operagdes adicionais para purificar o produto
desejado. A hidrolise enzimatica apresenta algumas vantagens em relagdo a catalise quimica, entre
elas o baixo consumo de energia, pois a reacdo pode ser conduzida em condigdes reacionais brandas,

0 que minimiza a degradagdo térmica do produto (Rodriguez & Fraga, 1999).

Do ponto de vista industrial, as limitagdes na obtengdo desses produtos estdo associadas aos
tipos de catalisadores quimicos empregados, que sdo pouco versateis e requerem altas temperaturas
para atingir razoavel velocidade de reagdo. Além disso, possuindo baixa especificidade, geralmente
fornecem produtos de composicdo quimica mista ou contaminada, que requerem uma etapa posterior

de purificagao.

Nesse contexto, o enfoque biotecnoldgico vem se apresentando como uma alternativa atrativa

para a exploragdo na industria de 6leos e gorduras, principalmente quando consideradas algumas das



vantagens apresentadas pela reagdo enzimatica, como maior rendimento do produto, obtengdo de
produtos biodegradaveis, menor consumo de energia, reducdo da quantidade de residuos ou

introducao de rotas mais acessiveis de produgdo.

A escolha do tipo de biocatalisador ¢ efetuada entre microrganismos vivos integros ou a partir
de seus componentes moleculares. O uso de enzimas isoladas é preferivel quando existir limitagdes
com relacdo a permeabilidade do substrato na membrana da célula ou quando ocorrerem a formagao

de reacdes secundarias indesejaveis.

Enzimas isoladas ou purificadas possuem um numero de propriedades que tornam seu uso
atrativo como catalisador em biotransformacao, tais como alta eficiéncia catalitica (podem elevar a
. - 12 .. ~ .~
velocidade de reagdo de 10° a 10'? vezes), seletividade, atuagdo em condigdes brandas de temperatura

(30°a 70° C) e em pressdo atmosférica.

A hidrolise por processo quimico ¢ conduzida sob pressdo na ordem de 4,83 MPa com
temperatura ao redor de 250°C por um periodo maximo de duas horas. Em contrapartida, nas reagdes
de hidrélise enzimatica, as reagcdes acontecem em pressao normal, com temperaturas ao redor de
37°C, mas com uma duracdo de 7 a 24 horas. A atividade hidrolitica representa uma caracteristica
basica das lipases e normalmente se associa com a habilidade de sintese. Wu et al. (1996)
investigaram essas caracteristicas utilizando nove lipases. De acordo com os resultados obtidos, a
atividade hidrolitica da lipase pode ter pouco valor na predi¢do da atividade sintética. Ao contrario, a

lipase pode ndo exibir atividade sintética, mas pode apresentar alta atividade hidrolitica.

As lipases demonstram especificidade em relagdo a posicdo do acido graxo e seu grau de
insaturacdo ou em alguns casos, enantioseletividade para compostos quirais. A aplica¢do industrial
de lipases em reacdes de biotransformacdo para enriquecimento de Oleos em acidos graxos
poliinsaturados (AGPI) tem especial importancia pela sua especificidade, uma vez que os produtos
formados ndo podem ser obtidos por processos quimicos convencionais. Além da hidrolise, existem
outras possibilidades de transformagdo quimica dos oOleos como a transesterificagdo ¢ a
interesterificagdo. A transesterificagdo de oleos e gorduras pelo processo quimico, embora seja
simples, rapido e com alto rendimento, apresenta algumas desvantagens. A primeira refere-se ao
catalisador (acido ou base) que, ao final do processo, permanece misturado com o principal
subproduto da reagdo, que é a glicerina, dificultando sua separacdo e purificagdo. Utilizando um
processo enzimatico, essas dificuldades podem ser minimizadas com maior grau de pureza e
possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador. Uma segunda desvantagem do processo quimico esta
relacionada com o tipo de alcool utilizado, que, de modo geral, utiliza-se metanol. Nesse caso, a
alcoolise enzimatica com etanol hidratado apresenta grandes vantagens em relagdo ao metanol, tais
como custo ¢ toxidade. Além disso, o etanol é um produto obtido através de biomassas e, dessa

maneira, 0 processo se torna totalmente independente do petroleo (Nascimento ef al., 2001).
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Embora os processos de transesterificacdo enzimatica ainda ndo sejam comercialmente
desenvolvidos em grande escala, novos resultados tém sido reportados em artigos e patentes
(Karadzic et. al. 2006). O aspecto comum desses estudos consiste na otimizagdo das condicdes de
reacdo (solvente, temperatura, pH, tipo de microrganismo que gera a enzima, etc.), a fim de
essabelecer as caracteristicas para aplicagdes industriais. Contudo, o rendimento e o tempo de reagdo

sdo desfavoraveis se comparados com o sistema de reag@o por catalise basica.

3.6. Microrganismos produtores de lipase
Microrganismos produtores de lipase tém sido encontrados em diversos habitats como em
residuos industriais, subprodutos do processamento de Oleos vegetais, industria leiteira, solos
contaminados por 6leo, sementes oleaginosas e em alimentos em decomposicao (Wu et al., 1996;
Sharma et al., 2001; Carvalho et al., 2003; Castro et al., 2004). A Tabela 2 apresenta alguns

exemplos da diversidade microbiana com atividade lipolitica registrada na literatura.
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Tabela 2: Principais microrganismos produtores de lipase

Espécie Referéncias
Bactéria (gram +)
Bacillus megaterium Godtfredsen (1990)

B. subtilis 168

Staphylococcus aureus

Lesuisse et al. (1993)

Tahoun et al. (1985)

Bactéria (gram -)

Burkholderia cepacia
Pseudomonas aeruginosa
P. fragi

P. fluorescens

P. fluorescens MF0

Chromobacterium viscosum

Acinetobacter pseudoalcaligenes

Aeromonas hydrophila

Yeo et al. (1998)

Ito et al. (2001)

Mencher and Alford (1967)

Maragoni (1994)

Guillou ef al. (1995)

Rees and Robinson (1995)
Sztajer et al. (1988)

Anguita et al. (1993)

Fungos

Rhizopus oryzae
Aspergillus flavus

A. niger

A. japonicus

A. nidulans
Penicillium cyclopium

Fusarium oxysporum

Salleh et al. (1993)

Long ef al. (1998)

Chen et al. (1995)
Satyana and Johri (1981)
Mayordomo et al. (2000)
Chabhinian et al. (2000)

Rapp (1995)

Leveduras

Candida rugosa
Pichia bispora

Saccharomyces lipolytica

Wang ef al. (1995)
Hou (1994)

Tahoun ef al. (1985)

Fonte: Sharma et al. (2001).
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Das bactérias gram-negativas, o gé€nero Pseudomonas apresenta-se como um dos mais
importantes, com diferentes espécies produzindo lipase, sendo a espécie com maior dessaque a P.
aeruginosa (Jaeger et al., 1994; Sharma et al., 2001). Arpigny & Jaeger (1999) citam que as lipases
verdadeiras sdo caracterizadas como do grupo Pseudomonas em virtude de terem sido provavelmente
essas, as primeiras bactérias a serem estudas para essa enzima. Outros géneros estudados sdo
Burkholderia, Chromobacterium e Acinetobacter. Entre as bactérias gram-positivas, os géneros
Bacillus e Staphylococcus sao os mais estudados. Enquanto muitas dessas enzimas sdo ativas sob
temperaturas ao redor de 60° C e pH 7, lipases de Bacillus thermoleovorans podem funcionar
moderadamente sob extremos valores de pH e temperatura (Haki & Rakshit, 2003). Suas lipases
apresentam uma ampla faixa de especificidade de substratos, incluindo a habilidade para hidrolisar
substratos hidrossoluveis. A espécie S. hyicus apresenta também uma atividade para fosfolipase A e
lisofosfolipase. Provavelmente, as lipases com maior aplicabilidade sdo as de Bacillus subtilis, que

possuem atividade alcalina (pH 9-10) e termoestabilidade a 60-65°C.

Com relacdo aos fungos, Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Fusarium ¢ Humicola sdo os
géneros mais pesquisados. Para as leveduras, o género Candida ¢ o mais estudado (Sharma et al.,

2001).

Considerando que diferentes isolados microbianos podem produzir quantidades diferentes de
uma mesma enzima, um grande numero de isolados tem que ser investigado para selecionar o mais
apropriado. A exploracdo da variabilidade genética existente na natureza ¢ um passo extremamente
importante que ndo deve ser negligenciado na escolha dos microrganismos selvagens. Mesmo apos
rigorosa selecdo de isolados da natureza, freqlientemente, essas estirpes selvagens produzem a
enzima desejada em quantidades consideradas baixas para uso comercial. O principal impedimento
na produgdo de enzima ¢ a repressdo catabolica que pode reprimir a biossintese da varias enzimas
(Silva Filho & Vidor, 2000). Por isso, a busca por meios indutores e condi¢des de cultivos adequados

¢ determinante na escolha dos melhores isolados.

3.7.Classificacao das lipases

As lipases microbianas podem ser classificadas em trés grupos, de acordo com a sua
especificidade para com o substrato. O primeiro grupo nao apresenta especificidade posicional com
respeito a estrutura quimica do acido graxo. Como exemplo, as lipases originadas de Staphilococcus
aureus, S. hyicus, Corynabacterium acnes ¢ Chromobacterium viscosum (Arpigny & Jaeger, 1999).
O segundo grupo hidrolisa apenas ligagdes éster primadrias, isto €, ligacdes éster em atomos do
carbono 1 e carbono 3 do glicerol. As lipases de Pseudomonas fragi, P. fluorescens e P. geniculata
sdo classificadas nesse grupo (van Oort et al., 1989). As lipases de P. glumae e P. fluorescens

também apresentam uma baixa atividade para ligagdes éster secundarias (Charton et al., 1991). De
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fato, muitas lipases bacterianas tém certa preferéncia para as ligacdes ésteres primdrias, mas sdo
também capazes de hidrolisar ligacdes éster secundarias, e assim pertencer ao primeiro grupo. O
terceiro grupo de lipase tem especificidade por acidos graxos. Um exemplo sdo as lipases de
Geotrichum candidum especificas para acidos graxos com uma dupla ligagdo entre os carbonos 9 e
10 (Charton et al., 1991). Em relacdo a essa caracteristica, foi demonstrado que a
estereoespecificidade da lipase € estritamente dependente da pressao superficial do substrato (Ransac
et al., 1990). Um aumento da densidade lipidica na interface ar-d4gua diminui a estereoespecificidade
de muitas lipases. Essa estereoespecificidade pode também ser dependente do comprimento da

molécula de acido graxo do substrato (Rogalska et al., 1993).

3.8. Fisiologia e regulacio da producio de lipase

Lipases extracelulares normalmente aparecem no meio de cultura quando as células alcancam
o final da fase logaritmica de crescimento (Jaeger et al., 1994). Lipases microbianas sdo produzidas,
na maioria das vezes, por cultura submergida (Ito ef al., 2001), mas métodos em meio de cultura
solidos também sdo utilizados (Christensen et al., 2003; Sene et al., 2002). Muitos estudos tém sido
desenvolvidos para definir um meio 6timo para os requerimentos nutricionais para a lipase, cuja
produgdo ¢ influenciada pelo tipo e concentragdo das fontes de carbono e nitrogénio, o pH do meio, a
temperatura de crescimento e a concentra¢do de oxigénio dissolvido (Coutinho et al., 2001). Muitos
trabalhos indicaram a influéncia dos componentes do meio de cultura com relagdo a producdo de
lipase. Com relacgdo as fontes de carbono, alguns estudos confirmam uma alta producdo de lipase na
presenga de 6leos como indutores enzimaticos. A presenga de 6leo de oliva em concentragdes que
variam de 0,1% a 3% induz fortemente a producdo de lipase bacteriana. A Tabela 3 apresenta

diversos niveis de concentragdes de 6leo de oliva para uma boa indugdo enzimatica.

Tabela 3: Diferentes fontes de substratos para a lipase.

Organismo Indutores % pH Temp. (°C) Ref.

Bacillus stearothermophilus oleo de palmeira 0,15 10 60-65 Kim ef al. (1998)
Bacillus sp A 30-1 (ATCC 53841) ext. levedura 0,10 9,5 60 Wang et al. (1995)
Bacillus sp. Wai 284 45 o6leo de oliva 1,00 Sugihara et al. (1991)
Bacillus sp. Wai 284 45 tripalmitina 0,50 70 Janssen et al. (1994)
Pseudomonas aeruginosa KKA-5  ext. levedura 0,05 45 Sharon et al. (1998)
P. pseudoalcaligenes F111 o6leo de oliva 0,40 Lin et al. (1996)
P.sp KWI-56 peptona 2,00 60 Izumi et al. (1990)

P. fluorescens S1K WI oleo de oliva 2,00 8,5 Lee et al. (1993)

Fonte: Sharma et al. (2001).
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Pastor et al. (1991) observaram uma producao de lipase por Bacillus na presenca de oleo de
oliva em uma concentracdo de 1% em placa de Petri, com uma significante reducdo das atividades na
auséncia do 6leo. Kobori & Jorge (2005) compararam diferentes 6leos vegetais como de oliva, soja,
girassol, semente de algoddo, milho e castanha como fontes de carbono e substratos para a lipase.
Dentre os 6leos testados, o 6leo de oliva promoveu a maxima produgao de lipase. O mesmo resultado
em relagdo ao 6leo de oliva com indutor para lipase foi obtido por Sharma et al. (2002) entre outros,
que referenciam também o 6leo de oliva como um componente barato e eficiente para analises de
lipases € um bom substituto aos substratos sintéticos, que em geral, sdo caros. A bactéria termofilica
B thermoleovorans apresentou atividade de exolipase e alta taxa de crescimento sobre substratos
lipidicos em temperaturas elevadas (Lima et al., 2003). Esses autores utilizaram 6leo de oliva numa
concentragdo de 1,5% como tnica fonte de carbono, com registro de crescimento a 65° C com uma
atividade méaxima de lipase no valor de 520 U.L" durante a fase de crescimento exponencial. O
isolado cresceu sob uma variedade de substratos lipidicos como 6leo de oliva, soja e 6leos minerais,

triglicerideos e surfactantes sintéticos (7ween 20 e 40).

Além dos o6leos como bons indutores para a enzima, as fontes de nitrogénio também
influenciam a indugdo enzimatica de lipase. A peptona ¢ o extrato de levedura apresentam-se como
as melhores fontes nitrogenadas para lipases microbianas quando comparadas as outras fontes como

extrato de carne, triptona ou farelo de trigo (Sharma et al., 2001).

3.9. Cinética e ativacao interfacial
As lipases sdo enzimas que t€m em seus substratos naturais, os triglicerideos e o seu modo de
acdo se assemelha ao das esterases, porém, sua atividade aumenta quando situada na interface
polar/apolar (agua/oleo) e apresentam maior afinidade por acidos graxos de cadeia longa. A teoria
atualmente mais aceita para esse fenomeno ¢ de que uma parte da superficie da enzima se encontra
em melhor equilibrio termodindmico quando inserida na interface polar/apolar e que essa
conformagdo coloca o sitio ativo da enzima em posi¢ao favoravel para a catalise (Pastore et al., 2003;

Akoh et al., 2004)

Como a degradacao do lipidio ocorre exclusivamente na interface agua-oleo, isso implica que
a concentracdo de moléculas de substratos nessa interface determina diretamente a taxa de lipdlise
(Jaeger et al., 1994). As propriedades fisicas dos lipidios influenciam as propriedades das enzimas
lipoliticas, o que pode ser demonstrado pela diferenciacdo entre esterases e lipases (Sharma et al.,
2001). A atividade das esterases ocorre em funcdo da concentracdo do substrato seguindo a cinética
classica de Michaellis-Menten, com a taxa maxima da reagdo sendo alcancada bem antes da solugdo
tornar-se saturada. Em contraste, as lipases ndo mostram quase nenhuma atividade com o mesmo

substrato em seu estado monomérico. Contudo, quando o limite de solubilidade do substrato ¢
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excedido, ha um incremento na atividade da enzima pela transformag¢do do substrato em uma
emulsdo (Jaeger et al., 1994). A atividade da lipase depende da presenca de uma interface entre o
lipidio e a 4gua e quando a lipase relaciona-se com o lipidio, uma mudanca conformacional ocorre,
fazendo com que a cadeia polipeptidica se afaste, liberando o sitio ativo da enzima que se torna
inteiramente acessivel, promovendo a interacao hidrofobica entre a enzima e a superficie do lipidio.
Essa observacao explica o fenomeno de ativacdo interfacial com a cadeia polipeptidica, causando

inativagdo se nenhuma interface lipidica estiver presente.

3.10. A atividade da enzima
Jaeger & Kouker (1987) apresentaram um trabalho classico em que analisaram a producao de
lipase em placas de Petri contendo trioleoglicerol ¢ Rodamina B. A atividade da enzima foi
monitorada com luz ultravioleta (UV) em 350nm. Apos 16 horas de incubagdo a 37°C, colonias com
atividade da lipase apresentaram fluorescéncia laranja e com a continua incubagdo, os halos

formados ao redor das colénias também passaram a emitir fluorescéncia laranja sob UV.

Bell et al.(1999) analisaram a atividade de lipase isoladas a partir de Bacillus e clonadas em F.
coli. As lipases testadas apresentaram atividade em uma ampla faixa de temperatura, com a maxima
ativagdo proxima a 60°C. A atividade das enzimas com relacdo ao pH ficou na faixade Sa 11, com a
maxima atividade em pH 9. Nesse estudo, ficou demonstrado que a lipase de B. thermolevorans foi
clonada usando PCR e expressa em Escherichia coli. Suas principais caracteristicas referem-se a

termoestabilidade, bem como a atividade em pH alcalino.

Estirpes de E. coli que ndo apresentaram produg@o de lipase acumularam Rodamina B, isto €,
formaram coldnias rosadas e ndo emitiram fluorescéncia laranja (Jaeger & Kouker, 1987), o que
pode ser uma caracteristica identificadora de isolados nido produtores de lipase. A aplicagdo de
Rodamina B em meios de cultura em placas de Petri é insensivel as mudancas de pH e permite o
reisolamento das bactérias, as quais ndo apresentam nenhuma inibi¢do no crescimento ou mudanga

das propriedades fisioldgicas (Jaeger & Reetz, 1998)

O mecanismo molecular envolvendo a formagao de produtos fluorescentes gerados a partir da
hidrolise de triacilglicerdis (6leo de oliva, por exemplo) pela lipase ¢ desconhecido. Um mecanismo
sugerido é a formacdo de um complexo entre a Rodamina B catidnica e o ion de acido graxo (Jaeger

& Kouker, 1987).

Uma quantificagdo direta da lipase ¢ dificultada, presumivelmente, em fungdo da pouca
quantidade de moléculas da enzima liberadas no meio a partir das colonias em crescimento. No

entanto, uma no¢do da producdo pode ser pela analise do halo de degradagdo do 6leo em placa de
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Petri, onde o logaritimo da concentracao da lipase liberada ¢ linearmente correlacionado ao didmetro

da zona de degradacao (halo) que se forma ao redor das colonias lipoliticas (Gupta et al., 2003).

De qualquer forma, a quantificacdo direta pode ser feita pelo sobrenadante das coldnias
crescidas em meios indutores (Jaeger & Kouker, 1987), aplicando-se posteriormente em reagdes de
colorimetria em espectrofotometro quando do uso de para-nitrofenilpalmitato (p-NPP) ou outro

substrato para esse fim.

Bell et al. (1999) reportaram a producdo de lipase alcalina termoestavel a partir de Bacillus
stearothermophilus L1 em um meio contendo extrato de carne e 6leo palmitico. A enzima foi mais
ativa na temperatura 60-65°C e pH entre 9 e 10, sob o substrato sintético p-nitrofenilcaprilato. Liu et
al. (2006), estudando a produgdo de lipase extracelular de Burkholderia, mostraram a sua atividade

sob condigoes alcalinas com pH entre 7 a 10, tendo a maxima atividade ao redor do pH 8,5.

3.11. Purificacao da lipase

A purificagdo das lipases tem, em geral, dois objetivos basicos: (a) obtencdo da enzima
virtualmente pura, para melhor estudo de suas caracteristicas bioquimicas e de sua estrutura e (b)
obtencao de um produto com maior atividade especifica (unidades de atividades/mg de proteina) para
a aplicagdo em diversos processos. Entretanto, processos de purificagdo costumam elevar
grandemente o preco do produto final (Koblitz & Pastore, 2004). O seu emprego praticamente
determina o seu grau de purificacdo. Na inddstria farmacéutica, por exemplo, ¢ requerido um alto
grau de pureza, o que encarece muito a enzima, e por conseqiiéncia o produto final. Na industria
oleoquimica muitas vezes as enzimas parcialmente purificadas (extrato bruto enzimatico) conseguem

bons resultados (Sharma et al., 2001).

A maioria das lipases microbianas ¢ extracelular e os processos de fermentagdes geralmente
sdo seguidos pela remogdo das células do meio liquido por centrifugacdo ou por filtragdo. O extrato
bruto enzimdtico ¢ entdo concentrado por ultrafiltracdo, precipitacdo por sulfato de amoénio ou
extragdo com solventes orgénicos. Grande parte dos esquemas de purificacdo utiliza uma etapa
inicial de precipitacdo, onde cerca de 60% dos métodos utiliza sulfato de amonio e 40% utilizam
etanol, acetona ou um acido (geralmente cloridrico) seguido por uma combinacdo de métodos

cromatograficos (Saxena et al., 2003).

Como regra geral, a maioria dos protocolos de purificagdo segue a seguinte logica: nos
primeiros passos de purificacdo sdo utilizadas colunas com grande capacidade de troca, como a de
troca i6nica. Em seguida ha a aplicagdo com colunas de interagdo hidrofobica que apresentam a
vantagem adicional de dispensarem a dialise de extratos precipitados pela adicdo de sais (Koblitz &

Pastore, 2004).
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3.12. O buriti (Mauritia flexuosa L.)

3.12.1. Distribui¢io e importincia regional

O buritizeiro ¢ uma das maiores palmeiras da Amazonia, possuindo de 30 a 50 cm de didmetro
e de 20 a 35 metros de altura. Oferece um fruto nutritivo importante para as pessoas e animais da
regido. A distribuicao geografica do buritizeiro abrange toda a regido amazonica, o Norte da América
do Sul e estende-se pelo Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. Essa palmeira prefere areas alagadas,
igap6s, beiras de igarapés e rios, onde ¢ encontrada em grandes concentracdes. A agua ajuda na
dispersio de sementes, formando populacdes extensas de buritizais. E uma espécie didica, isto &,
apresenta individuos masculinos e femininos, os quais florescem durante os mesmos meses
(setembro a dezembro) e frutificam de janeiro a julho. Uma palmeira de buriti produz de 40 a 360
quilos de fruto. Em 1 hectare manejado podem ser produzidas de 2,5 a 23 toneladas de fruto por ano.
Estima-se que uma palmeira feminina de buriti produz de 1 a 9 cachos e, cada cacho, de 600 a 1200
frutos. Considerando uma média de 64 palmeiras femininas por hectare ¢ uma produgdo média de
200 quilos de frutos, é possivel obter 384 quilos de 6leo da polpa por hectare. A producdo das

palmeiras declina somente ap6s 40 a 60 anos (Castro, 2002).

Do ponto de vista do aproveitamento e do potencial de utilizagdo, as duas espécies mais
importantes sdo a Mauritia flexuosa e M. vinifera, que dentro do género, sdo as de maior
disseminagdo no pais, sobretudo na Amazdnia (Crodamazon, 2002). Castro (2002) revela que essas
duas espécies sao variagdes ecoldgicas de uma mesma espécie. O buriti também ¢ conhecido no
Brasil como miriti, muriti ¢ buriti-do-brejo e os frutos, folhas, 6leo, peciolo e tronco sdo utilizados

para muitos fins, como suco, doce, picolé, fritura de peixe, sabonete, 6leo para pele (Castro 2002).

4

A coleta florestal para fins comerciais ¢ um modo de exploragdo arcaico, que na floresta
amazonica brasileira teve seu apogeu no inicio do século, com o periodo da borracha, e que se refere
essencialmente a exploragdo de produtos florestais ndo lenhosos. Historicamente, consideram-se
como produtos tradicionais do extrativismo a borracha e a castanha-do-Brasil. No entanto, a partir da
década de 80 essa pratica voltou em voga, aplicada a outros recursos, principalmente frutos e
oleaginosos, que entdo passaram a serem denominados produtos ndo tradicionais do extrativismo

(Pallet, 2002).

Os produtos naturais e os artesanais jamais deixaram de figurar na pauta do consumo mundial,
sempre considerados como simbolo de bom gosto e mais recentemente, como de preocupagio
ambiental. Os frutos e oleaginosos do extrativismo na Amazoénia sdo produtos ancestrais cuja
biodiversidade é pouco valorizada fora do contexto amazdnico. Atualmente parecem estar surgindo

novas oportunidades de mercado para esses produtos. A exploracdo racional ndo coloca em risco o
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estoque de recursos. Provenientes da floresta, esses produtos estdo carregados de valores novos
trazidos pela Amazonia e tém uma imagem “ecologicamente correta” e, portanto, encontram
facilmente lugar em mercados alternativos do tipo “verde”, “justo ou fair trade” e os “organicos”.
Entretanto, devido as suas especificidades geograficas e sociais, a Amazonia apresenta injungdes que
justificam uma estratégia diferenciada para a valorizacdo desses produtos, com uso de ferramentas
técnicas e organizacionais apropriadas (Pallet, 2002), e que, necessariamente, devem envolver todos

os passos da cadeia produtiva, a fim de promover uma maior agregacao de valor.

O consumo desse tipo de produto tem aumentado consideravelmente. Como conseqiiéncia
disso, as industrias mundiais de alimentos, bebidas, cosméticos, agro-quimicos e de produtos
medicinais comecaram a reconsiderar suas producdes ¢ a destacar os produtos naturais (Pallet, 2002;

Clement et al., 2005).

3.12.2. Utilizacao do éleo de buriti

Apesar de sua utilizagdo crescente pelas industrias de cosméticos e farmacos, os Oleos
provenientes de produtos da Amazdnia ainda s@o pouco conhecidos. A determinagdo do
conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas e suas possibilidades de transformacdo sdo

fundamentais para o processo de extragdo e industrializagdo dos 6leos.

Na Amazoénia, o destaque fica por conta das plantas oleaginosas, mas mesmo assim, a
valorizagao dos frutos e de plantas esta sujeita as restrigdes de desenvolvimento da Regido, que conta
com limitados conhecimentos cientifico de apoio ¢ onde as distancias entre parceiros, fornecedores,
clientes e, sobretudo, mercados, implicam em estratégias especificas. Dentre os 6leos amazonicos
que vém sendo estudados, os frutos de palmeiras, como o buriti, tuicuma, macauba e a pupunha sdo
fontes potenciais de carotendides pro-vitamina A. H4 ainda o dendé, uma espécie introduzida, mas
com grande potencial na Regido. Mesmo assim e apesar da diversidade de produtos elaborados a

partir dos varios segmentos da palmeira, o buriti ndo tem sido explorado intensivamente.

O fruto de buriti pode produzir dois tipos de 6leos vegetais com potencial de uso nas industrias
quimicas e alimenticias. Da polpa dos frutos sdo extraidos 6leos ricos em acidos oléicos. Das
sementes, obtém-se os oleos ricos em acidos lauricos. O 6leo da polpa do fruto também pode ser
usado para fabricar protetor solar, bloqueando completamente as radiagdes ultravioletas, que sdo

prejudiciais a pele humana (Crodamazon, 2002).

A exploragdo do dleo de buriti na Amazonia em nivel industrial ¢ dificultada, principalmente,
por dois fatores: colheita e transporte de frutos. Durante a colheita, os frutos caem da arvore e quase

sempre sofrem ruptura parcial da casca, o que expde a polpa oleosa ao meio ambiente e a
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degradacao. No transporte, os frutos sao armazenados em condi¢des nao apropriadas e, muitas vezes,
seguem assim por varias horas, oferecendo condi¢des favoraveis a deterioragdo do 6leo. Por isso, os
processos existentes para extracdo (mecénico, fisico ou quimico) influenciam as propriedades fisico-

quimicas dos 6leos (Silveira & Costa, 2005).

O buriti chama atengdo por possuir grande quantidade de componentes de alto valor agregado,
que se deve a alta concentragdo de carotenoides, possuindo o mais alto teor de vitamina A. Esse tipo
de vitamina ndo pode ser encontrado nos alimentos, sendo metabolisada pelo proprio organismo
humano. Além disso, pesquisas na area de biologia vém demonstrando que os carotendides atuam
como antioxidantes, protegendo as células e ajudando a prevenir algumas doengas crénicas. Alguns
autores se referem a polpa do buriti como sendo a maior fonte vegetal de carotenos. Silveira &
Costa (2005) citam que Chaves & Pechnik (1949) reportaram 5000 U.l. de pro-vitamina A.g"' de
6leo, um nivel 5 vezes superior ao do 6leo de dend€ (Elacis guineensis), enquanto que Rizzini &
Mors (1976) reportaram 300 ng de -caroteno em 100 g de polpa desidratada, quantidade trés vezes
maior que na polpa do dendé. Esses dados confirmam a variabilidade observada no buriti, mas que
pode ser explorada. Analises mais detalhadas sdo necessarias para identificar variagdes intra e
interpopulacionais na composi¢cdo do mesocarpo, como também seu valor nutricional, para melhor

unir seu uso € melhoramento.

3.12.3. Transformacido enzimatica do o6leo de buriti pela aplicaciao

da lipase
Outro aspecto importante quanto a utilizagdo do o6leo ¢ a possibilidade de utilizad-lo no

processo de hidrolise aliado a atividade da lipase para a obten¢do de monoésteres, acidos oleicos e B-
caroteno (Uenojo et al., 2005). Os catalisadores enzimaticos promovem a hidrélise de 6leos vegetais
em condi¢des brandas de temperatura e pressdo, obtendo-se produtos mais puros e de baixo custo
energético, sendo uma alternativa aos inconvenientes associados aos processos fisico-quimicos,
como o alto gasto energético (Vieira et al., 2005). Devido a sua natureza protéica, as lipases sdo
altamente sensiveis as variagdes de pH, temperatura, composicdo em acidos graxos, entre outros e,
portanto, um melhor conhecimento da influéncia desses fatores na atuacdo da preparacdo enzimatica

permitira a obten¢do de rendimentos mais elevados de hidrdlise.

Nesse tipo de reagdo, as propriedades bioquimicas (pH, temperatura, estabilidade térmica) e
cinéticas (Vmix ¢ Km) de uma reacdo de hidrdlise em emulsdes sdo determinantes para o sucesso.
Assim, a composicao dos acidos graxos presentes no 6leo vegetal pode influenciar a atividade da
lipase, tendo em vista que a literatura indica que a atividade hidrolitica de triglicerideos por lipases
aumenta com: a) massa molecular dos acidos graxos componentes; b) grau de insaturagdo e c)
numero de acidos graxos na molécula do triglicerideo. Assim, os triglicerideos compostos de alguns

acidos, como o oléico e o linoléico, por exemplo, sofrem hidrolise com maior rapidez que os
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diglicerideos e os triglicerideos de acidos de cadeia curta, como o butirico. Em geral, as gorduras sdo
atacadas mais ativamente que outros ésteres de acidos graxos (Snellman et al., 2002; Vieira et al.,

2005).

3.124. Caracteristicas fisico-quimica do dleo de buriti
A composic¢ao quimica do dleo de buriti, que pode ser determinada por cromatografia em fase

gasosa, permite identificar a maior participagdo dos acidos insaturados, tendo como componentes
principais os derivados de 4cido oléico, que representam mais de 80% da mistura total. Devido as
qualidades do 6leo de buriti, sua composi¢ao quimica pode ser comparada a do 6leo de oliva, cujos
teores em acidos graxos mostram uma estreita correlagdo entre ambos. A Tabela 4 compara as

respectivas composi¢des quimica dos 6leos de buriti e de oliva.

Tabela 4: Composicao quimica dos acidos graxos (em %) para o 6leo de oliva e buriti.

Acido Graxos Buriti (%) Oliva (%)
Ac. Palmitico 16,3 11,3

Ac. Estearico 1,3 0,8

Ac. Palmitoléico 0,4 1,5

Ac. Oléico 79,2 73,4

Ac. Linoléico 1,4 11,4

Ac. Linolénico 1,3 1,2

Ac. Saturados 17,7 12,2

Ac. Insaturado 82,3 87,8

Fonte: Crodamazon (2002).

Do ponto de vista das caracterisiticas fisico-quimicas, os carotendides sdo moléculas
hidrofébicas e conseqiientemente interagem com a parte lipolitica da célula. Sendo moléculas rigidas,
elas se dispdem paralelamente na superficie da membrana. Na natureza, carotendides hidroxilados
estdo presentes como éster de cadeia longa (fazendo-os mais hidrofoébicos) ou como glicosideos
(deixando-os mais polares) (Silveira & Costa, 2005). Essa caracteristicas sdo importantes, pois

podem influenciar a atividade da lipase em meio com 6leo de buriti.

A intensa colora¢do vermelha do 6leo, que arrasta as substancias carotendides no processo de
extragdo, favorece seu emprego como um corante natural de excepcional valor, podendo substituir os
aditivos artificiais comumente utilizados na industria de alimentos ou cosméticos. A Tabela 5 traz a

caracterizacao fisica do 6leo de buriti que serve como padronizacao do 6leo.
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Tabela 5: Caracterizacao fisica do 6leo de buriti.

Anilise Tipica Caracterisitica normal
Aparéncia (25°) Liquido

Cor Vermelho

Odor Caracteristico

Indice de Acidez 10 max.

indice de Saponificacio 190- 200

Indice de Todo 70-80

indice de Refragdo (25°) 1,45—-1,47

Indice de Peréxido 20 max.

Umidade 1 max.

Fonte: Crodamazon, 2002.
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5. Capitulo 1: Selecio de linhagens bacterianas produtoras de lipase

isoladas de solos da Amazonia.

5.1. Resumo

As lipases (Triacilglicerol acil hidrolase E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas de interesse industrial por
catalisarem a hidroélise de triacilglicerdis a glicerol e acidos graxos livres, atuando também em uma
ampla faixa de rea¢des de bioconversdo como a interesterificagdo ou esterificagdo. Esse trabalho
apresenta um processo de selecdo de bactérias produtoras de lipase. De um total de 440 isolados
bacterianos ativados, 181 foram selecionados para os testes qualitativos em placas de Petri. Desses,
75 isolados (41%) foram lipase positivos. Os indices enzimaticos foram analisados em diferentes
temperaturas (30°, 35°, 40° e 45°C), com a atividade enzimatica diminuindo com o aumento da
temperatura. Aos 30° C houve a maior atividade enzimatica, servindo assim como temperatura chave
para a selecdo. Apds 72 horas de cultivo em meio de cultura indutor contendo 6leo de oliva como
substrato e corante Rodamina-B, os indices enzimaticos foram avaliados através da relacdo entre o
diametro do halo ao redor da colonia e o diametro da coldnia. Os isolados foram classificados em
diferentes categorias conforme a atividade enzimatica e comparados com uma estirpe padrdo. Dos
isolados testados, vinte e quatro foram selecionados para etapas posteriores de estudo sendo que dez
isolados apresentaram um indice igual ou maior do que o padrio usado como referéncia,
demonstrando o potencial da microbiota estudada.

Palavras-chave: Bioprospeccao de enzima, lipase, bactéria, microbiologia de solo, Amazodnia.

Chapter 1: Selection of bacterial stream producing lipase isolated from

Amazon soils

5.2. Abstract

The lipases (triacilglycerol acil hidrolase E.C. 3.1.1.3) are enzymes of industrial interest for
hydrolysis of triacilglycerols to glicerol and fat acids free, acting also in reactions of bioconverstion
like the interesterification or esterification.This work presents a selection of bacteria producer of
lipase, with the objective to apply the enzyme in the Buriti oil hydrolysis. Of 440 activated bacteria,
181 isolated ones were effectively tested in medium inductors. Of this total, 75 isolated ones (41 %)
showed lipase production. The enzymatic activity were tested in different temperatures (30°, 35°, 40°,
45°C), with the enzymatic activity lessening with the increase of the temperature. To 30°C had to
peak of enzymatic activity. After 72 hours of cultivation in Petri dishes containing oil of olive like
substrate, the enzymatic index were valued through the relation beTween the diameter of the halo
around the colony and the diameter of the colony. The isolated they were classified in different
categories according to the enzymatic activity. Of isolated tested, twenty four were selected for the
quantitative lipase tests and also for the affinity tests to buriti oil in Petri dishes.

Key words: lipase, soil microbiology, bacteria, Amazonian.
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5.3. Introduc¢ao

As lipases (Triacilglicerol acil hidrolase E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas de interesse industrial por
catalisarem a hidrolise de triacilglicerdis a glicerol e 4cidos graxos livres, atuando também em uma
ampla faixa de reagdes de bioconversdo como a interesterificagdo ou esterificagdo. Suas
caracteristicas  Unicas  incluem  especificidade  por  substrato, estereoespecificidade,
regioespecificidade e habilidade para catalisar reagdes heterogéneas na interface 6leo-agua (Karl-
Erich e Reetz, 1998; Sharma et al., 2002). A gama de aplicacdes e a tendéncia crescente do mercado
para esse tipo de enzima tornam importante a busca por fontes alternativas a partir da selecdo de
microrganismos (Jaeger & Kouker, 1987; Sharma et al., 2001; Pastore et al., 2003; Saxena et al.,

2003; Haki e Rakshit, 2003; Koblitz ¢ Pastore, 2004; Castro et al., 2004; Nitscke et al., 2004).

Os aspectos bioldgicos, fisioldgicos e a aplicagdo industrial das enzimas lipoliticas tém sido
bastante estudados. As lipases sdo soliiveis em agua, mas catalisam reacdes envolvendo substratos
lipofilicos, devido a sua estrutura molecular composta por uma “tampa”, que protege o sitio ativo
predominantemente hidrofobico da enzima e que somente fica exposto ao substrato conforme
aumenta a emulsificagdo no sistema (Pastore, 2002; Castro et al., 2004). Outra caracteristica
relevante diz respeito a estabilidade apresentada em diversos solventes organicos, aliada as condigdes
suaves de temperatura e pressao (Sharma et al., 2001). Devido a grande variedade de reacdes que
catalisam, as lipases tém inumeras aplicagdes nas industrias de alimentos, cosméticas, quimica e
farmacéutica (Sharma et al., 2002; Koblitz e Pastore, 2004). Lipases microbianas podem ser
produzidas em grande parte por culturas submersas (Ito et al., 2001). No entanto, métodos com
meios de cultura s6lidos podem ser usados para esse fim (Sharma et al., 2001). Lipase imobilizada
também tem sido utilizada em outros casos (Hemachander et al., 2001; Nascimento et al., 2001;
Castro et al., 2004). H4 ainda os métodos que envolvem espectrometria, fluorescéncia ou titulagdo

para a analise da atividade da lipase (Jaeger et al., 1994; Gupta et al., 2003).

Muitos estudos t€m sido desenvolvidos para definir um meio de cultura com requerimentos
nutricionais 6timos para a producdo de lipase em placa. Por isso, diversas formula¢des de meio de
cultura sdo encontradas na literatura. A producdo é influenciada pelo tipo ¢ concentracdo das fontes
de carbono, nitrogénio, pH do meio, temperatura e oxigénio dissolvido (Sharma et al., 2001; Saxena
et al., 2003). A producdo de lipase por microrganismos tem sido intensivamente estudada ¢ a
presenga de indutores € necessaria para a expressdo da enzima. Dos indutores citados na literatura, o
o6leo de oliva ¢ o mais empregado, devido a sua maior porcentagem de trioleina em sua composigao,
triacilglicerol que é substrato natural para as lipases (Saxena et al., 2003). Além disso, ¢ um

substituto comercial barato.

Um fato importante reside no estudo da microbiota amazdnica que pode representar a

descoberta de novas fontes de produtos metabolicos para os mais diversos fins. As condigdes
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ambientais dessa Rregido favorecem uma alta atividade metabodlica e o crescimento de intimeros
microrganismos. E nessa diversidade microbiana que se espera encontrar boas fontes enzimaticas.
Assim, o objetivo desse trabalho foi selecionar os isolados bacterianos que melhor produzem a
enzima lipase em bioensaios em placas de Petri visando futuras aplicacdes no processo de

biotransformagao de 6leo de buriti.

5.4. Material e Métodos

5.4.1. Material biologico

A pesquisa foi realizada com isolados bacterianos depositados na Cole¢do de Microrganismos
do Solo da Coordenacdo de Pesquisas em Ciéncias Agrondmicas (CPCA) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA). O material foi isolado a partir de coletas de solo e de raizes tanto em
ambiente agricola como florestal (terra-firme, varzea, clareiras). Inicialmente, tanto a solugdo de solo
como os fragmentos de raizes foram colocados em contato com o meio de cultura especifico para
bactérias solubilizadoras de fosfato, formulado originalmente em Sylvester-Bradley et al. (1982). O
universo amostral para essa pesquisa compreende o material biolégico coletado em diversas regides
do Amazonas como Barreirinha, Manaus, Rio Preto da Eva, Urucu entre outras localidades. No Acre,
o material foi coletado na area do Projeto RECA e em Rondoénia foi coletado em diversas

localidades, totalizando 440 isolados (Tabela 1).

5.4.2. Bioensaios
A selegdo dos isolados foi baseada em bioensaios qualitativos através da visualizagdo em
placas de Petri em que o principio envolvido é o da formagdo do halo ao redor da coldnia, indicando
uma atividade positiva para a enzima. A segunda fase de testes foi quantitativa, onde a produgio ¢ a

atividade de lipase foram analisadas em meio liquido com substrato sintético para-nitrofenilpalmitato

(p-NPP).

5.4.3. Ativacao e deteccao dos isolados produtores de lipase
Os isolados bacterianos foram repicados para a ativagdo do crescimento em placas de Petri
com meio basal contendo glicose (1,0%), extrato de levedura (0,2%), KH,PO4 (0,5%), MgSO,
(0,2%), CaCl,(0,1%) e agar (1,8%), pH 6,5 ¢ incubados a 30° C. Os isolados que crescerem até 72

horas foram selecionados para os ensaios de atividade da lipase.

A deteccdo da atividade da lipase foi baseada na visualizagdo a partir de um meio de cultura
especifico contendo 6leo de oliva como substrato para a enzima, adicionado com corante Rodamina
B, onde a reagdo positiva ¢ visualizada pela formagdo de um halo translicido ao redor da colonia

(Jaeger & Kouker, 1987; Saxena et al., 2003). A avaliacdo da atividade enzimatica nessa fase de
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pré-selegio foi através do Indice de Ativacio da Lipase (IAL) obtido da relagdo entre o didmetro
(¢) do halo translicido ao redor da colonia e o didmetro da colonia [IAL=¢ halo (mm)/¢ colonia
(mm)], seguindo a metodologia descrita em Berraquero (1976), Stamford ef al. (1998) e Silva Filho
& Vidor (2000). Adicionalmente, cada placa foi exposta a luz ultravioleta (UV-A, 350nm) marca
BIO-RAD modelo UV Lamp 1660500, seguindo a metodologia proposta em Jaeger & Kouker (1987)
para a confirmagdo de coldnias produtoras de lipase, que se tornam fluorescentes sob essa irradiagdo

quando em contato com o corante.

O meio de cultura indutor para a lipase foi baseado em Sene et al. (2002) calibrado em pH 8,0
e contendo 6leo de oliva (2,0 % v/v), Tween 80 (1,0 % v/v), peptona (0,3% m/v), extrato de levedura
(0,2% m/v), KH,PO4 (0,2% m/v), MgSO4 (0,1% m/v), CaCl, (0,1% m/v), agar (1,8% m/v) e corante
Rodamina B (0,001% m/v), com as placas de Petri incubadas durante 15 dias e avaliadas a cada trés
dias. O pH 8,0 foi mantido constante, pois a enzima apresenta atividade 6tima nesse pH (Sharma et

al., 2001; Sene et al., 2002; Snellman et al., 2002.; Castro et al., 2004 ¢ Koblitz e Pastore, 2004).

5.4.4. Efeito da temperatura na atividade da enzima
Foram avaliadas quatro temperaturas (30°, 35°, 40° e 45°C) durante o periodo de incubagio,
com cinco repetigdes por isolado, com o objetivo de determinar em qual temperatura os isolados

apresentam uma maior producgao de lipase.

5.4.5. Ensaio com para-nitrofenilpalmitato (p-NPP)

Os testes quantitativos foram realizados com os isolados selecionados na fase dos ensaios
qualitativos. A determinagdo da atividade da lipase sobre o substrato sintético para-
nitrofenilpalmitato (p-NPP/SIGMA®) seguiu a metodologia descrita em George et al. (2003) e
Pastore et al. (2003). As culturas selecionadas cresceram em meio solido basal por 72 horas e entdo
foram repicadas em meio liquido basal e incubadas a temperatura ambiente em agitador orbital (160
rpm) por 48 horas. Em seguida, uma aliquota de 1000 pl desse meio foi transferida para o meio
liquido indutor contendo 49 mL com os mesmos ingredientes do meio indutor sélido. Apos 72 horas,
uma aliquota de 2000 pl da cultura foi centrifugada em 12000 rpm por 20 minutos a 4°C para a

obtencdo da solugdo enzimatica do extrato bruto.

Foi preparada uma solugdo de p-NPP [2,5 mmol], contendo 0,189 g do substrato em 200 mL
de solucdo tampdo acetato de sodio (pH 8; 50mM) adicionado com 2,1% de Triton X-100, com a
homogeneizagdo a 70°C. Uma aliquota de 950ul dessa solugdo foi retirada e adicionada em outra
aliquota de 50 pl da solugdo enzimatica do extrato bruto de cada isolado selecionado. A reagdo foi
testada sob diferentes temperaturas (25°C, 30°C, 37°C, 45°C e 55°C) por 15 minutos e em seguida, a

reacdo foi paralisada com choque térmico a 0°C por cinco minutos. A degradagdo do p-NPP pela
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acdo da lipase libera para-nitrofenol (p-NP) e promove uma coloragdo amarela na solucao. A leitura
da absorbancia em 410 nm da solugdo de cada isolado foi comparada com a da reta-padrdo para o p-
NP, a fim de quantificar a produgéo de lipase pelos isolados. Uma unidade de atividade de lipase (U)
foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de p-NP. ml" sob as condigdes do

ensaio.

5.5.Resultados e Discussao

Foram repicados 440 isolados bacterianos. Somente aqueles isolados que apresentaram
crescimento de colonias até 72 horas em meio basal foram considerados ativos e, portanto, aptos aos
testes de atividade da lipase. Os demais isolados foram rejeitados para os testes posteriores em
funcdo de ndo crescerem no meio basal ou por apresentarem crescimento muito lento. Assim, 181
isolados foram efetivamente testados quanto a atividade lipolitica em meio de cultura solido. Desse
total, 75 isolados (41%) apresentaram atividade positiva nas condigdes testadas, isto ¢, promoveram a
acdo enzimatica em meio de cultura sélido contendo 6leo de oliva como substrato. Os grupos mais
representativos foram os de Rio Preto da Eva (Grupo E — 79 isolados positivos), Urucu (Grupo U -
10 isolados) e do Projeto RECA (Grupo R — 17 isolados). Os demais grupos apresentaram pouco ou

nenhum isolado com essa atividade enzimatica (Tabela 6).

Tabela 6: Quantidade de isolados lipase positivos para os grupos estudados

Coletas Grupo Total Ativos Lipase + %

Acre (diversos locais) A 4 1 1 100%
Barreirinha (AM) B 19 8 5 63%
Rondénia (diversos locais) D 11 2 0 0%

Rio Preto da Eva (AM) E 196 79 39 49%
Manaus (Brasileirinho) M 22 4 2 50%
Projeto RECA (RO) R 61 36 17 47%
Urucu (AM) U 86 42 10 24%
Amazonas (diversos locais) Z 41 9 1 11%
Total 440 181 75 41%

O meio de cultura contendo triglicerideo e corante Rodamina-B apresenta-se opaco e com
coloracdo rosa. A utilizagdo do corante facilita as visualiza¢gdes de microrganismos produtores de
lipase (Figura 1). A hidrolise do substrato pela enzima produz o acido graxo que, ao reagir com o
corante, forma um halo translicido ao redor da coldnia (Sene et al., 2002). Essa informacdo ¢

importante, pois permite diferenciar as colonias lipoliticas daquelas que crescem no meio, mas nao
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degradam o lipideo, portanto ndo formam halo, e que utilizam outras fontes de carbono contidas no
meio para o seu metabolismo. Além do halo, o corante promove uma reacdo de fluorescéncia nas

culturas lipase positivas quando expostas a radiagdo de luz ultravioleta (Jacger & Kouker, 1987).

Figura 1: Formacio do halo ao redor da coldonia indicando a acéo da lipase.

Na literatura, diversos experimentos com diferentes tempos sdo citados, variando de 1 hora,
passando por 24, 72 até 120 horas de ensaio para a analise da atividade da lipase (Samad et al., 1989;
Lin, 1996; Sene et al., 2002; Snellman et al., 2002; George et al., 2003; e Lima et al., 2005). Para o
presente trabalho, a determinacdo do IAL foi a intervalos de 24 horas nos primeiros trés dias, ¢ apos,

em intervalos de trés dias até o 15° dia.

A Figura 2 apresenta a variagdo média do IAL para os 75 isolados lipase positivos testados em
placas de Petri a 30° C. Pela figura é possivel notar que o indice aumenta até 72 horas decaindo

posteriormente e estabelizando com o passar do tempo.

Evalucio do Indice de Atividade da Lipase
(IAL) em placa de Petri a 30°C
(média de 75 isolados)

1,9
1,8
1,7
16
15
1,4
13
1,2
1,1
1,0

1AL

24h  48h 72h 144h 216h 288h 360h

Tempo
Figura 2: Evolucio do Indice de Atividade da Lipase (IAL)
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A Figura 3 mostra a correlacdo entre o indice de ativagdo enzimatica (IAL) médio dos isolados
selecionados e o didmetro médio das coldnias em cada momento de avaliacdo. A literatura cita que as
bactérias apresentam o pico de produgdo de lipase em 72 horas (Sene et al., 2002; Snellman et al.,
2002 e Lima et al., 2003). Nota-se pelo grafico que as correlagdes existentes representam de certa
forma a curva de crescimento dos isolados selecionados. Na média, ¢ em 72 horas que se da o pico
de crescimento das colonias concomitantemente com a maxima taxa de produgdo de lipase, indicada
pelo IAL. Esses dados corroboram com o que € citado na literatura quanto ao melhor momento para
ativacdo do gene da enzima, indicando o momento adequado para processos de selecdo de linhagens

bacterianas.

Correlagdo entre o diametro da colénia
e o IAL (média de 75 isolados)

0,7
0,6
0,5
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0,3

0,2

coeficiente de determinagao

0,1

0,0

24h 48 h 72h 96h 120h 144h

Figura 3: Correlagio entre o didmetro médio das coldnias e o respectivo Indice de Atividade da

Lipase (IAL) em cada momento de avalia¢io a 30°C (média de 75 isolados).

A Figura 4 apresenta a atividade enzimatica média dos isolados testados em diferentes
temperaturas em placas de Petri. A atividade enzimatica diminui com o aumento da temperatura. O
que prevalece na média entre os isolados lipase positivos é a maior atividade enzimatica a 30°C,

determinando essa temperatura como a 6tima para a produgdo de enzima e ideal para a selecdo.
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Efeito da temperatura sobre a atividade da lipase apos 72
horas de cultivo em meio sélido com é6leo de oliva
(média de 75 isolados)

2,0
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Temperatura / Tukey p<0,05

Figura 4: Indice médio de atividade da lipase (IAL) nas diferentes temperaturas testadas para

os isolados lipase positivos.

A Figura 5 mostra o comportamento médio dos 75 isolados com relagdo a atividade da lipase
sob meio de cultura solido até 72 horas nas diferentes temperaturas testadas. A produgdo de lipase
apresentou um comportamento diferenciado ao longo do tempo conforme a temperatura. Em nenhum
momento a atividade enzimatica aumentou apos o terceiro dia, dai a representacdo na figura ser até
72 horas. Numa visdo geral, a atividade da lipase aumenta nas temperaturas menores, mas na medida
em que ha um aquecimento ocorre uma produgdo da enzima mais cedo, mas com uma visivel
reducdo da atividade ja a partir de 48 horas. Em 30° C, o IAL médio cresce até o 3° dia. Em 35° C, o
pico da produgéo de lipase se da em 48 horas, 0 que demonstra uma maior ativagdo metabolica com a
elevagdo da temperatura, mas diminuindo mais rapidamente também. Baseado nisso, é provavel que
as colonias tenham crescido mais rapidamente a 35°C e com isso, produziram a lipase em menor
tempo. No experimento a 40°C a produgdo da lipase apresenta-se baixa em relagdo as outras
temperaturas. O mesmo acontece aos 45° C, onde a produgéo de lipase, embora tenha uma resposta ja
em 24 horas devido a um metabolismo acelerado, praticamente paralisa apos esse tempo. Tais
respostas nessas condi¢des térmicas podem ser em fungdo de uma baixa adaptacdo dos isolados a

temperatura.
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indice de Atividade da Lipase (IAL) até 72 horas em
diferentes temperaturas (média de 75 isolados)
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Figura 5: Atividade da lipase até 72 horas em diferentes temperaturas.

Quando se deseja a aplicagdo de microrganismos ou seus produtos metabolicos em processos
industriais, os mecanismos de selegdo tornam-se cruciais. As Figuras 2 a 5 sdo importantes nesse
sentido, pois mostram dois parametros decisivos para o processo de selecdo dos isolados. A maior
média dos indices de atividade da lipase ocorre a 30°C e o melhor momento em 72 horas. E visivel
também que a 35° C a produgéo de lipase é acelerada, mas decai rapidamente quando comparada a
30°C. Talvez esteja ai o detalhe para a temperatura durante o processo de sele¢do. Sant’Anna et al.
(1997) testaram a produtividade da enzima a 25, 30 e 35°C, obtendo os melhores resultados a 30°C.
Stamford ef al. (1998) apresentaram um processo de sele¢do de bactérias lipoliticas in vitro a 28° C.
George et al. (1999) mostraram seus melhores resultados em 37° C. Sharma et al. (2001), em uma
extensa revisdo sobre a enzima lipase citam diversos autores que apresentam as temperaturas otimas
para a enzima variando de 30° a 60°C. Lima et al. (2005) registraram a atividade da lipase em trés
diferentes temperaturas (26°, 29° e 32°C), onde os melhores resultados foram obtidos com os testes
em 29°. Os resultados apresentados nesse trabalho parecem corroborar com a literatura, quanto a

faixa térmica e o tempo para uma 6tima atividade metabolica e producao de lipase.

Definido o momento ideal ¢ a temperatura chave para a selecdo dos isolados produtores de
lipase, foi aplicada uma classificagdo para os respectivos indices enzimaticos. A Figura 6 apresenta
para os 75 isolados lipase positivos, uma classificagdo que revela os diferentes niveis de atividade
lipolitica apds 72 horas e leva em conta como referéncia, a estirpe Bacillus subtilis ATCC 6633
(Stamford ef al., 1998), que possui um indice enzimatico em meio de cultura sélido especifico para

lipase em 1,80. Com isso, somente 10 isolados o apresentaram maior ou igual ao da estirpe padrao,
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respectivamente com sete isolados classificados como "muito bom" e trés como "6timo". Pelos
resultados, os isolados com IAL > 2 sdo promissores, em virtude de apresentarem indices superiores
ao padrdo, como os isolados INPA P-146 (2,41); INPA P-784 (2,17) e INPA P-697 (2,12). No
entanto, para efeito de pré-selecdo, todos os isolados que apresentaram o IAL classificado com
“bom” (IAL > 1,60) foram selecionados para os testes quantitativos, totalizando 24 isolados. Essa
maior abrangéncia quanto aos isolados selecionados pode trazer, para as fases futuras de testes

enzimaticos, outras possibilidades de selegdo.

Classificacao dos indices enzimaticos dos
75 isolados lipase positivos apés 72
horas de cultivo a 30 C em meio sélido

35 4 30
30 -
254 21
20 -
15 -

14

1.00 a 140 a 1.60 a 1.80 a >2.00
1.39 1.59 1.79 1.99

fraco médio bom muito otimo
bom

Figura 6: Classificacdo dos indices enzimaticos dos isolados lipase positivos.

A Tabela 7 apresenta a variacdo dos indices enzimaticos em cada temperatura estudada
medidos em 72 horas para os isolados selecionados. A maioria tem a sua atividade enzimatica 6tima
a 30°C, embora tenham ocorrido picos de atividade para alguns isolados a 35°C. Ainda em relagéo a
temperatura, hda uma variedade de microrganismos citados na literatura com diferengas nesse
pardmetro, variando de 25° a 60°C como temperaturas otimas para a produgdo de lipase (Jaeger &

Kouker, 1987; George et al., 1999; Sene et al., 2002; Snellman et al., 2002 e Lima et al., 2005).
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Tabela 7: Indices de Ativacio de Lipase (IAL) dos isolados selecionados nas diferentes

temperaturas testadas (média de cinco repeticoes).

Isolados 30° 35° 40° 45°
1 INPA P-146 2,41 1,63 1,51 0,00
2 INPA P-697 2,17 1,32 1,28 1,44
3 INPA P-632 2,12 1,37 1,27 1,51
4 INPA P-616 1,96 2,37 1,36 1,58
5 INPA P-613 1,93 1,43 1,08 1,24
6 INPA P-117 1,93 1,73 1,44 1,56
7 INPAP-112 191 1,48 1,40 0,00
8 INPA P-108 1,87 1,59 1,52 1,49
9 INPA P-493 1,80 1,33 1,01 1,15
10 INPA P-799 1,80 1,54 1,44 1,15
11 INPA P-803 1,78 1,52 1,38 1,28
12 INPA P-478 1,77 1,61 1,33 1,57
13 INPA P-798 1,76 1,72 1,72 1,71
14 INPA P-024 1,68 1,43 1,29 0,00
15 INPA P-784 1,66 1,23 1,10 1,66
16 INPA P-082 1,65 1,74 1,27 1,49
17 INPA P-540 1,65 1,22 1,05 1,06
18 INPA P-593 1,64 1,73 1,36 1,41
19 INPA P-348 1,63 0,00 0,00 0,00
20 INPA P-106 1,62 1,45 1,45 1,23
21 INPA P-691 1,61 0,00 0,00 0,00
22 INPA P-392 1,60 1,19 1,00 1,03
23 INPA P-124 1,60 1,31 1,31 1,25
24 INPA P-478 1,60 1,34 1,37 1,48

média  (dp)

Tukey

(p<0,05) 1,80 (£0,21)a 1,32 (£0,56) b 1,01 (20,55)b 1,10 (0,60) b
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A Tabela 8 apresenta a lista com as médias dos respectivos IAL a 30°C. A comparacdo de
média mostra somente um isolado (INPA P-146) superior estatisticamente (Tukey, p<0,05). No

entanto, para os testes quantitativos com p-NPP, todos os 24 isolados foram selecionados.

Tabela 8: indices de Ativacio de Lipase (IAL) dos isolados selecionados em 30°C a 72 horas em

meio de cultura com o6leo de oliva (média de cinco repeticoes).

Tukey
Isolados média dp  (p<0,05)

1 INPAP-146 241 0,1 a

2 INPAP-784 2,17 03 ab

3 INPAP-697 2,12 03 abc
4 INPAP-632 1,96 0,2 abced
5 INPAP-616 1,93 0,2 abed
6 INPAP-613 1,93 03 abcd
7 INPAP-691 191 0,2 abed
8 INPAP-124 1,87 0,2  bed
9 INPAP-112 1,80 0,1  bed
10 INPAP-108 1,80 0,2  bed
11 INPA P—493 1,78 0,3  bed
12 INPAP-799 1,77 0,3  bed
13 INPA P —348 1,76 0,1  bed
14 INPA P —478 1,68 0,2 bed
15 INPA P -423 1,66 04 bed
16 INPA P - 803 1,65 02 «cd
17 INPA P —798 1,65 0,1 «cd
18 INPA P-093 1,64 03 cd
19 INPA P -082 1,63 03 «cd
20 INPAP-117 1,62 0,1 d

21 INPA P - 540 el 01 d
22 INPAP-106 1,60 02 d

23 INPA P -392 1,60 02 d

24 INPA P -593 1,60 0,1 d
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5.5.1. Atividade da lipase sobre o substrato sintético p-NPP.

Embora ésteres de p-nitrofenil sejam largamente utilizados como substratos para a medi¢do da
atividade da lipase (Snellman et al., 2002; Christensen et al., 2003; Gupta et al., 2003; Lima et al.,
2003; Pastore et al., 2003; Koblitz e Pastore, 2004), algumas consideragoes devem ser feitas. As
lipases apresentam uma afinidade pelo substrato que varia conforme a sua constitui¢cdo (Sharma et
al., 2001). Especificamente em relagdo aos ésteres de para-nitrofenil, a atividade da lipase varia de
acordo com o comprimento da cadeia dos acidos graxos (Snellman ef al., 2002). Esteres de cadeia
curta, como p-nitrofenilacetato (C,) ou p-nitrofenilbutirato (C,), para-nitrofenilcaprilato (Cg) servem
também como substrato para esterases, o que possibilita um resultado falso positivo para lipase. Isso
pode ser evitado com o uso de ésteres de cadeia longa. Outras formas de lipase apresentam maior
afinidade em ésteres de cadeia carbonica mais longa, como o para-nitrofenilaurato (C;,) ou para-
nitrofenilpalmitato (C,s) (Snellman et al., 2002). Embora sejam condi¢des de ensaio diferentes, a
primeira analise realizada em meio de cultura s6lido ¢ de ordem qualitativa e a segunda é de ordem
quantitativa e d4 uma nogéo do nivel de produtividade da enzima. Essa segunda fase torna-se mais
importante quando se pensa na selecdo de bactérias para aplicacdo em escalas maiores de aplicacao

da enzima ou do organismo produtor na industria (Bueno et al., 2005).

A atividade da enzima lipase de Bacillus megaterium foi analisada por Lima et al. (2005) nas
temperaturas entre 30 e 85°C, com o pico de atividade entre 55 e 65°C. Snellman et al. (2002),
estudando as propriedades da lipase extracelular de Acinetobacter sobre o substrato p-NPP,
verificaram um pico de atividade a 55°C, com a enzima permanecendo ativa até 70°C. A temperatura
otima de reagdo apresentada no trabalho de Snellman ¢ maior do que as reportadas para muitas
lipases bacterianas sob condig¢des similares de ensaio. Lopes et al., (1999), estudando a influéncia
dos parametros ambientais sobre a producao de lipase, verificaram que Lactobacillus plantarum teve
comportamento diferenciado conforme a mudanga de temperatura, onde a producdo foi analisada
entre 22 a 45 °C, com pico a 30 °C. Percebe-se que, conforme varia o género bacteriano, os picos de
atividade variam também. Depois de constatada a melhor temperatura de indugédo, realizou-se uma

comparagdo de média entre os isolados para o experimento a 37°C (Figura 7).
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Atividade enzimatica da lipase em p-NPP
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Figura 7: Atividade da lipase na hidroélise de p-NPP em diferentes temperaturas.

A Tabela 9 mostra trés isolados superiores estatisticamente (Tukey, p<0,05) aos demais nessa

temperatura.
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Tabela 9: Hidrélise de p-nitrofenilpalmitato ([p-NP] U.mL™" )dos isolados testados em 37°C

(média de trés repeticoes).

Tukey
n Cédigo MEDIA 37°C dp (p< 0,05)
1 INPAP-798 1172 0,8 a
2 INPAP-803 1104 0,1 a
3 INPAP-799 1100 0,0 a
4 INPAP-108 847 1,9 b
5 INPAP-423 841 0,5 b
6 INPAP-784 828 1,5 b
7 INPAP-697 825 1,7 b
8 INPAP-112 823 0,7 b
9 INPAP-093 822 0,4 b
10 INPAP-478 820 0,1 b
11 INPAP-117 816 0,1 b
12 INPAP-540 815 0,1 b
13 INPAP-082 814 1,0 b
14 INPAP-593 811 0,3 b
15 INPAP—-124 808 0,0 b
16 INPAP-632 807 1,4 b
17 INPAP-348 801 0,2 b
18 INPAP—106 800 0,1 b
19 INPAP-146 800 2,1 b
20 INPAP-691 799 0,1 b
21 INPAP-392 799 0,1 b
22 INPAP-616 786 1,6 b
23 INPAP-613 773 1,1 b
24 INPAP-493 767 0,0 b

A Figura 8 apresenta os resultados da atividade da solu¢do enzimatica do extrato bruto de cada
isolado agindo sobre p-NPP (C,) sob diferentes temperaturas. Pela figura, para os isolados INPA P-
798, INPA P-803 ¢ INPA P-799 a temperatura 6tima de reagao da lipase contida no extrato bruto foi
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em 45°C. Para todos os demais isolados, o pico de atividade foi em 37°C. Os trés isolados citados
sempre se apresentaram superiores aos demais sob as condi¢des de ensaio. Isso sugere uma maior
afinidade por parte da lipase desses isolados ao substrato p-NPP. Comparando-se os picos de
atividade enzimatica, a diferenga entre os isolados destacados e os outros, a 37°C, chega a ser o
dobro. Quando comparados em 45 °C, os resultados do grupo dos trés isolados superiores chegam a
ser de até 4 vezes maior em relagdo ao demais. Os resultados apresentados aqui mostram o potencial
da microbiota selecionada para outras fases de estudo com a utilizagdo em substratos oleaginosos da

flora amazdnica, como o buriti (Mauritia flexuosa), fase posterior de estudo.

Efeito da tempearatura na atividade do extrato bruto

enzimatico na hidrdlise de p- NPP
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Figura 8: Hidrdlise de para-nitrofenilpalmitato em diferentes temperaturas para os 24 isolados

selecionados.
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5.6. Conclusoes

Os isolados com os melhores resultados nessa fase do trabalho ndo foram aqueles que
apresentaram os melhores resultados na fase qualitativa, onde a analise ocorreu sob condi¢des de
meio de cultura s6lido e o substrato para a enzima foi o 6leo de oliva. Diferencas fisicas nas duas
condi¢des podem influenciar a liberacdo da lipase extracelular. Ou mesmo entre os isolados, pode
haver isoformas da enzima que se diferenciam no peso molecular, por exemplo, e que pode induzir a
uma dificuldade na migragdo extracelular em meio de cultura sélido, mas que, em meio de cultura
liquido, essa dificuldade deixa de existir. Embora ambos os substratos tenham cadeias longas de
carbono (Cig e Cy4) contido nas respectivas constituicdes do acido oléico (principal componente do
oleo de oliva) e do p-NPP, eles ndo s@o a mesma coisa. Assim, nota-se que para alguns isolados a
lipase apresentou alta afinidade com o 6leo, para outros, a afinidade foi melhor com o p-NPP. No
entanto, todos os 24 isolados foram selecionados para a fase posterior de estudo visando a afinidade

ao 6leo de buriti.
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6. Capitulo 2: Bactérias produtoras de lipase em dleo de buriti (Mauritia

flexuosa L.)

6.1. Resumo

Das plantas oleaginosas amazdnicas, o buriti se destaca pelos 6leos ricos em acidos oléicos. O
objetivo desse trabalho foi selecionar isolados bacterianos produtores de lipase com afinidade ao
6leo. A atividade enzimatica foi analisada em placas de Petri pelo Indice de Ativagdo da Lipase
(IAL) que ¢ a relagdo entre halo de reagéo e o halo da colonia. A agdo da enzima foi superior nos
ensaios a 30°C em pH 8,0. Trés dos cinco bioensaios sob diferentes temperaturas apresentaram uma
atividade enzimatica menor, quando comparados aos ensaios com 6leo de oliva. Isso significa que o
6leo de buriti, mesmo semelhante ao de oliva quanto a composi¢do dos acidos graxos, apresenta
outras caracteristicas que o fazem de dificil degradacao enzimatica. Seis isolados apresentaram uma
IAL médio de 1,95 (£011) superior ao padrao (1,80), o que ressalta a importancia dos isolados
bacterianos selecionados. As analises determinaram quais os isolados que serdo utilizados em futuros
testes de biotransformacédo do 6leo de buriti.

Palavras-chave: Lipase, hidrolise enzimatica, 6leo de buriti, Mauritia flexuosa.

Chapter 2: Producing bacteria of lipase in buriti oil

6.2. Abstract

Of the oleaginous Amazonian plants, the Buriti palm stands out for the rich oils in oleic acid. The
aim of this work selected isolated bacterial producers of lipase with affinity to the oil. The enzymatic
activity was analysed in plates of Petri by the Rate of Activation of the Lipase (IAL) that is the
relation beTween halo of reaction and the halo of the colony. The enzyme action was superior at
30°C and pH 8.0. Three of the five tests under different temperatures presented difficulty in the
enzymatic activity. This represents that the Buriti oil, even similar to that olive oil as for the
composition of the oily acids, presents other characteristics that do it from difficult enzymatic
degradation. Six isolated ones presented IAL of 1.95 (£011) superior to the standard (1.80), which
emphasizes the importance of the isolated bacterial selectionated. The analyses determined which the
isolated ones what future tests will be used of biotransformation of the Buriti oil.

Key words: Lipase, Buriti oil hidrolysis, Mauritia flexuosa.

6.3. Introducao
Os frutos oleaginosos da Amazodnia sdo produtos carregados de valores novos e tém uma
imagem “ecologicamente correta”, encontrando facilmente mercados alternativos do tipo “verde”,
“fair trade” e “organicos” (Pallet, 2002). A tendéncia de utilizar matérias-primas de origem natural,
especialmente vegetal, estd desenvolvendo aceleradamente a producdo de o6leos amazonicos.
Sementes de andiroba, cupuacu, murumuru e buriti estdo entre as mais cotadas nas industrias
nacionais ¢ multinacionais que apostam no fildo natural. O consumo desse tipo de produto tem

aumentado consideravelmente. Como conseqiiéncia disto, as industrias de alimentos, bebidas,
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cosméticos e de produtos medicinais comecaram a reconsiderar suas produgdes e a destacar os
produtos naturais, embora condi¢des de mercado e produ¢do na Amazonia restrinjam a utilizagdo

dessas plantas (Clement et al., 2005; Silveira & Costa, 2005).

O buriti ¢ utilizado para muitos fins, como suco, doce, picolé, fritura de peixe, sabonete e dleo
para pele (Castro, 2002). Do ponto de vista do aproveitamento e do potencial de utilizagdo, as duas
espécies mais importantes sdo a Mauritia flexuosa e M. vinifera, com ampla disseminagdo na
Amazoénia (Crodamazon, 2002). Castro (2002) comenta que essas duas espécies sdo variagdes
ecologicas de uma mesma espécie. Essa planta caracteriza-se como palmeira de 30 a 50 cm de
diametro ¢ de 20 a 35 metros de altura. Oferece um fruto nutritivo importante para as pessoas ¢
animais da regido. A palmeira prefere areas alagadas onde é encontrada em grandes concentragdes,
pois a 4gua ajuda na dispersdo de sementes, formando populacdes extensas de buritizais. E uma
espécie didica, isto ¢, apresenta individuos masculinos e femininos, os quais florescem
conjuntamente entre setembro a dezembro e frutificam de janeiro a julho. Ocorrem em média 64
plantas por hectare, podendo cada planta produzir até nove cachos e, cada cacho, de 600 a 1200
frutos. E possivel obter 384 quilos de 6leo da polpa por hectare, com a produgio declinando apés 40

a 60 anos (Castro et al., 2004).

Dentre os 6leos amazonicos que vém sendo estudados, os frutos de palmeiras, como o buriti,
tucuma, dendé, macauba e a pupunha sdo fontes potenciais de carotenodides pro-vitamina A. Mesmo
assim e apesar da diversidade de produtos elaborados a partir dos varios segmentos da palmeira, o
buriti ndo tem sido explorado intensivamente. O fruto de buriti pode produzir dois tipos de o6leos
vegetais com uso nas industrias quimica e alimenticia. Da polpa dos frutos s@o extraidos dleos ricos
em acidos oléicos e das sementes, obtém-se os 6leos ricos em acidos lauricos (Crodamazon, 2002). O
buriti chama a atenc¢do por possuir grande quantidade de componentes de alto valor agregado, que se
deve a alta concentrag@o de carotenodides, possuindo o mais alto teor de vitamina A. Silveira & Costa
(2005) citam 5000 U.l. de pro-vitamina A por grama de 6leo, um nivel cinco vezes superior ao do
oleo de dendé (Elaeis guineensis). Ainda ha o tocoferol (precursor da vitamina E), que pode ser
obtido da composi¢do do O6leo, servindo também a elaboracdo de produtos nutracéuticos

(Albuquerque et al., 2003).

Outro aspecto importante quanto a utilizagao do dleo ¢ a possibilidade de utiliza-lo no processo
de hidrolise enzimatica via lipase para a obtengdo de monoésteres, acidos oléicos e [B-caroteno
(Uenojo et al., 2005). Os catalisadores enzimaticos promovem a hidrolise de oleos vegetais em
condi¢des brandas de temperatura e pressdo, obtendo-se produtos mais puros e de baixo custo
energético, sendo uma alternativa aos inconvenientes associados aos processos fisico-quimicos,
como o alto gasto energético. Nesse tipo de reagdo, a composicao dos acidos graxos presentes no

oleo vegetal pode influenciar a atividade da lipase, tendo em vista que sua atividade hidrolitica em
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triglicerideos aumenta com: a) massa molar dos acidos graxos componentes; b) grau de insaturagao e
¢) numero de acidos graxos na molécula do triglicerideo. Assim, os triglicerideos compostos de
alguns acidos, como o oléico e o linoléico, por exemplo, sofrem hidrélise com maior rapidez que os
diglicerideos e os triglicerideos de acidos de cadeia curta, como o butirico (Vieira et al., 2005). Do
ponto de vista das caracterisiticas fisico-quimicas, os carotendides sdo moléculas hidrofobicas e
conseqiientemente interagem com a parte lipolitica da célula, se dispondo na superficie da
membrana. Na natureza, carotenoides hidroxilados estdo presentes como éster de cadeia longa
(fazendo-os mais hidrofébicos) ou como glicosideos (deixando-os mais polares) (Silveira & Costa,
2005). Essas caracterisitcas sdo importantes, pois podem influenciar a atividade da lipase. O objetivo
desse trabalho ¢ selecionar entre os isolados bacterianos testados com atividade da lipase, aqueles

com maior afinidade ao 6leo de buriti.

6.4. Material e Métodos

A pesquisa foi realizada com isolados bacterianos depositados na Cole¢do de Microrganismos
do Solo da Coordenagdo de Pesquisas em Ciéncias Agronomicas (CPCA) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazdnia (INPA). A analise de atividade de lipase sobre 6leo de buriti foi realizada
com os isolados selecionados anteriormente (Willerding et al., 2006). De um total de 181 bactérias
testadas inicialmente para a atividade da lipase tendo o 6leo de oliva como substrato indutor, um

grupo de 24 bactérias foi selecionado para esse trabalho.

O ¢leo foi obtido por doacdo pela empresa Crodamazon e extraido da polpa do fruto por
método mecanico e certificado em relagdo as caracteristicas fisicas e quimicas. Para as analises de
afinidade entre a lipase das bactérias e o oleo de buriti, utilizou-se na fase qualitativa o meio de
cultura solido indutor composto por: 6leo de buriti (2,0 % v/v), Tween 80 (2,0 % v/v), peptona (0,3
% m/v), extrato de levedura (0,2 % m/v), KH,PO4 (0,2 % m/v), MgSO, (0,1 % m/v), CaCl, (0,1 %
m/v), agar (1,8 % m/v), calibrado em pH 8.

A avaliagdo da atividade enzimatica foi realizada pelo Indice de Ativacdo da Lipase (IAL), o
qual ¢ obtido da relacdo entre o diametro do halo translicido ao redor da coldnia e o didmetro das
colonias, adaptando a metodologia descrita em Silva Filho & Vidor (2000). A analise da evolugdo

do IAL foi a cada 24 horas durante trés dias de incubagdo, com cinco repetigdes por isolado.

Os testes quantitativos foram realizados com os isolados selecionados apos a fase qualitativa. A
determinagdo da atividade da lipase sobre o substrato para-nitrofenilpalmitato (p-NPP/SIGMA®) se
baseou nas metodologias descritas em George et al. (2003) e Pastore et al. (2003). As culturas
selecionadas cresceram em meio solido basal [glicose (1,0 % m/v), extrato de levedura (0,2 %m/v),
KH,PO, (0,5 % m/v), MgSO, (0,2 % m/v), CaCl, (0,2 % m/v), Agar (1,5 % m/v), pH 6,5] por 72

horas e entdo foram repicadas em meio liquido basal e incubadas em temperatura ambiente em
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agitador orbital (160 rpm) por 48 horas a 30°C. Em seguida, uma aliquota de 1 mL desse meio foi
transferida para o meio liquido indutor (49 mL) contendo 6leo de buriti. Apds 72 horas, uma aliquota
de 2 mL da cultura foi centrifugada em 12000 rpm por 20 minutos a 4°C para a obtencao da solugdo

enzimatica do extrato bruto.

Foi preparada uma solugdo de p-NPP [2,5 mmol], contendo 0,189 g do substrato em 200 mL de
solugdo tampdo acetato de sddio (pH 8; SOmM) adicionado com 2,1% de Triton X-100, com a
homogeneizacdo a 70°C. Uma aliquota de 950 pl dessa solucéo foi adicionada em outra aliquota de
50 ul da solugdo enzimatica do extrato bruto de cada isolado selecionado. A reacdo foi testada sob
diferentes temperaturas (25, 30, 37, 45 e 55 C) por 15 minutos e em seguida, a reagdo foi paralisada
com choque térmico a 0°C por cinco minutos. O pH 8,0 das reagdes foi mantido constante, pois a
enzima apresenta uma boa atividade nesse pH (Kojima & Shimizu, 2003; Castro et al., 2004 ¢
Koblitz & Pastore, 2004). A degradacdo do p-NPP pela lipase libera para-nitrofenol (p-NP) e
promove uma coloragdo amarela na solucdo. A leitura da absorbancia em 410 nm da solugdo de cada
isolado foi comparada com a da curva-padrdo para o p-NP, a fim de quantificar a atividade da lipase
pelos isolados. Uma unidade de atividade de lipase (U) foi definida como a quantidade de enzima

que libera 1 pmol de p-NP. mL™ nas condigdes do ensaio.

6.5. Resultados e Discussao

A Tabela 10 apresenta a composi¢do quimica do 6leo fornecido e permite comparar a
composi¢do com o 6leo de oliva, cujos teores em acidos graxos sdo semelhantes. Em ambos, ha uma
maior participagdo dos acidos insaturados, tendo como componentes principais os derivados de acido
oléico, que representam mais de 70% da mistura total. Silveira & Costa (2005) analisaram processos
fisicos, quimicos e mecanicos de extragdo do 6leo de buriti e correlacionaram a caracterizagao fisico-
quimica do 6leo com cada um dos processos. Quanto aos acidos graxos, na extragdo por prensagem
mecénica, o 4acido palmitico apresentou 16,5% da composi¢do total dos acidos graxos e o acido
oléico (79,5%), configurando uma composi¢ao semelhante ao 6leo utilizado aqui. Albuquerque et al.
(2005) também caracterizaram o oOleo de buriti por espectroscopia de absor¢do e emissdo,
apresentando uma composi¢do quimica semelhante, com acido oléico constituindo cerca de 78% do
total de acidos graxos e acido palmitico em 17%. A Tabela 11 traz a caracterizacao fisica do 6leo de

buriti que serve como padronizagdo do 6leo.
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Tabela 10: Composicao quimica dos acidos graxos do dleo de oliva e buriti.

Acido Graxos Buriti (%)  Oliva (%)

Ac. Palmitico 16,3 11,3
Ac. Estearico 1,3 0,8
Ac. Palmitoléico 0.4 1,5
Ac. Oléico 79,2 73,4
Ac. Linoléico 1,4 11,4
Ac. Linolénico 1,3 1,2
Ac. Saturados 17,7 12,2
Ac. Insaturado 82,3 87,8

Fonte: Crodamazon (2002).

Tabela 11: Caracterizacao fisica do déleo de buriti.

Andlise Tipica Caracterisitica normal
Aparéncia (25°) Liquido

Cor Vermelho

Odor Caracteristico

indice de Acidez 10 max.

Indice de Saponificagdo 190- 200
indice de Todo 70-80
Indice de Refragio (25°) 1,45 — 1,47
Indice de Peroxido 20 max.

Umidade 1 max.

Fonte: Crodamazon (2002).

6.6. Producao de lipase induzida por éleo de buriti em placas de Petri

A Figura 9 mostra a comparag@o dos valores de IAL médio nos bioensaios com 6leo de buriti. As
atividades enzimaticas dos isolados bacterianos em placas de Petri foram superiores estatisticamente
(Tukey, p<0,05) nos ensaios a 30°C em pH 8,0, o que determinou esse tratamento como o 6timo para
a avaliacdo e selecdo das bactérias. Trés dos cinco bioensaios apresentaram valor médio do IAL <
1,00, indicando que houve atividade reduzida. Isso significa que o 6leo de buriti, mesmo semelhante
ao de oliva quanto aos acidos graxos, apresenta outras caracteristicas que o tornam de dificil

decomposicdo pelas lipases, o que ressalta a importincia dos isolados bacterianos a serem
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selecionados nesses bioensaios, pois sdo poucos os registros na literatura quanto a selecdo de

isolados microbianos promovendo hidrolise de 6leo de buriti (Uenojo et al., 2005).

Atividade enzimatica dos isolados em meio de ltura
com o6leo de buriti em diferentes ratamentos
(média de 24 isolados)

1,6

1,4 -

1,2 1,07

10 0,91

0,8 -

0,6 - T

0,41
04

0,2 4

0,0
30°pH 6,5

30°pH 8,0 30°pH 9,0 35°pH 8,0 45°pH 8,0

d a ab abc bc

Figura 9: indice médio de atividade da lipase (IAL) nas diferentes temperaturas e valores de

pH testados para os 24 isolados selecionados.

A Tabela 12 apresenta a lista com as médias dos respectivos IAL com cinco repetigdes por
isolado. A comparagdo de média mostra os seis isolados superiores estatisticamente (Tukey, p<0,05)
e que foram selecionados para os ensaios quantitativos com p-NPP e para futuros testes de hidrolise
do oleo de buriti. Entre os isolados que se apresentaram superiores estatisticamente aos demais
(INPA P-106, INPA P-108, INPA P-124, U-O67, INPA P-803, INPA P-799), alguns apresentaram
repetigoes com um [AL > 1,80, referéncia usada como padréo a estirpe Bacillus subtilis ATCC 6633
(Stamford et al., 1998). A média geral dos 24 isolados selecionados foi igual a 1,33. Uenojo et al.
(2005), estudando bactérias biotransformadoras de caroteno no 6leo de buriti, também verificaram
isolados microbianos produzindo halo. Entre seus selecionados, os valores ficaram ao redor de 1,75
para o indice enzimatico em placa de Petri. Embora sejam raros os trabalhos na literatura que usem
6leo de buriti como substrato para a lipase, o que dificulta a comparagdo de resultados, percebe-se

um potencial no material aqui estudado.
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Tabela 12: Indices de Ativacio de Lipase (IAL) dos isolados selecionados em 30°C em 72 horas

e pH 8,0 em meio de cultura com 6leo de buriti.

Tukey
(p<
Caédigo Média dp 0,05)
1 INPAP-106 2,17 024 a
2 INPAP-108 2,02 0,28 a
3 INPAP-124 1,98 021 a
4 INPAP-798 1,92 021 a
5 INPAP-803 1,87 0,19 a
6 INPAP-799 1,87 024 a
7 INPAP-093 1,46 0,13 b
8 INPAP-593 145 0,11 b
9 INPAP-348 1,43 0,09 b
10 INPAP-493 1,40 0,15 b
11 INPAP-784 1,39 0,07 b
12 INPAP-616 1,37 0,15 b
13 INPAP-613 1,35 0,05 b
14 INPAP-691 1,35 020 b
15 INPAP-697 1,33 0,09 b
16 INPAP-478 1,29 0,09 b
17 INPAP-112 1,27 0,09 b
18 INPAP-082 1,27 0,13 b
19 INPAP-540 1,26 0,04 b
20 INPAP-632 1,25 0,04 b
21 INPAP-392 1,25 0,07 b
22 INPAP-146 0,00 0,00 ¢
23 INPAP-423 0,00 0,00 c¢
24 INPAP-117 0,00 0,00 ¢
1,33
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A Figura 10 apresenta a comparacdo de média do IAL dos isolados selecionados dentro do
bioensaio a 30°C em pH 8,0 para o 6leo de buriti e de oliva. Embora a média dentro do grupo de 24
isolados tenha sido 1,80 nos bioensaios com 6leo de oliva (Willerding et al., 2006) e de 1,33 para o
de buriti (Tabela 1), quando se compara os resultados somente entre os seis isolados selecionados
aqui, suas médias apresentam-se superiores as obtidas com 6leo de oliva. Em buriti, o grupo de seis
isolados apresentou um IAL médio de 1,97 (+011), enquanto esses mesmos isolados em o6leo de oliva
apresentaram um [AL médio de 1,73 (£ 0,10). Esses resultados mostram a afinidade desses isolados

ao dleo de buriti e os classificam para os testes futuros visando a biotransformagao do 6leo.

Comparagio entre os indices de Atividade de Lipase
(IAL) para o 6leo de buriti e de oliva.

2,5 -
B Buriti H Oliva
2,0 1
l
| 1
|
1,5 -
.|
<
1,0 -
0,5
0,0 T T T T T
INPA P- INPAP- INPAP- INPAP- INPAP- INPAP-
106 108 124 798 803 799
Isolados

Figura 10: Comparacio entre os indices de Atividade de Lipase (IAL) em meios de cultura

com Oleo de buriti e de oliva.

6.7. Atividade da lipase na hidrolise de p-NPP - Buriti

A partir da selecdo dos seis isolados que apresentaram uma maior atividade da lipase em placa de
petri, foi realizada uma série de ensaios quantitativos com p-NPP visando analisar o nivel de indugdo
enzimatica tendo 6leo de buriti como substrato indutor. A Figura 11 mostra a produgédo de lipase para
os seis isolados selecionados nas diferentes temperaturas testadas. A temperatura 6tima de reagdo da

lipase contida no extrato bruto foi de 37°C para todos os isolados testados.
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Figura 11: Producio de lipase para os seis isolados selecionados nas diferentes temperaturas

testadas.

A Figura 12 apresenta a atividade enzimatica de cada um dos seis isolados testados. Pelos
resultados, o isolado INPA P-124 apresentou afinidade maior com p-NPP em todas as temperaturas

quando comparado com os demais, os quais apresentam um comportamento semelhante entre si.

Atividade da lipase dos isolados selecionados para éleo de buriti
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Figura 12: Atividade da lipase apos cultivo induzido em dleo de buriti.
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A Figura 13 compara a produgdo de lipase entre os seis isolados bacterianos quando induzidos
em 6leo de oliva e em 6leo de buriti. No minimo, o dleo de oliva induziu 50 % a mais de produgao de
lipase quando comparado nas mesmas condi¢des de ensaio e com os mesmos isolados bacterianos
usando com o oleo de buriti. Diferentemente da atividade da lipase em placa de Petri (ensaio
qualitativo), a hidrdlise de p-NPP apoés a indugdo com 6leo de buriti foi bastante reduzida. Isso pode
ser em fungdo da composicdo desse 6leo, que possui além dos acidos graxos, altas concentragdes de
B-caroteno, que ¢ lipossoluvel e pode desviar a acdo da lipase no processo de hidrolise em meio de

cultura liquido (Uenojo et al., 2005).

Atividade da lipase em diferentes substratos e
temperatura
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Figura 13: Comparacao entre a inducio de lipase com éleo de oliva e 6leo de buriti para os
isolados selecionados (INPA P-106; INPA P-108; INPA P-124; INPA P-798; INPA P-803 e
INPA P-799).

A diferenca estatistica apresentada pelos seis isolados com relagdo aos demais na fase
qualitativa foi decisiva para a selecdo visando a aplicagdo em futuros testes de hidrélise do 6leo de
buriti. No entanto, ndo houve diferenga significativa entre eles nos ensaios quantitativos, quando

comparadas as producdes de enzima entre os seis isolados (Tabela 13).
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Tabela 13: Atividade da lipase na hidrolise de p-NPP a 37°C ([p-NP] U.mL ).

Cédigo ([p-NPJU.mL)  dp
1 INPAP-124 454 20,8
2 INPAP-803 430 0,20
3 INPAP-108 418 20,8
4 INPAP-798 414 18,4
5 INPAP-106 410 18,4
6 INPAP-799 406 20,8

6.8. Conclusoes

Foi possivel selecionar pelos ensaios qualitativos seis isolados bacterianos para os testes
quantitativos de atividade da lipase (INPA P-106; INPA P-108; INPA P-124; INPA P-798; INPA P-
803 e INPA P-799). Nos ensaios quantitativos nao houve diferencas significativas entre os isolados.

Esses seis isolados foram selecionados para futuros testes de hidrolise enzimatica do 6leo de buriti.
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7. Capitulo 3 : Hidrolise enzimatica do oleo de polpa de buriti (Mauritia

flexuosa)

7.1. Resumo

Os o6leos de palmeiras apresentam-se como um importante recurso na economia mundial com
diversas aplicacdes industriais. O objetivo desse capitulo ¢ analisar a hidrélise do 6leo de buriti pelo
extrato bruto, enzima precipitada e enzima purificada de seis bactérias que apresentaram afinidade ao
0leo. A quantificagdo da atividade enzimatica foi determinada pela titulacdo com solucdo de
hidroxido de potassio (KOH) 0,08 N, dos acidos graxos liberados da hidrolise do 6leo apos a agdo
enzimatica. A hidrolise enzimatica foi analisada pela metodologia de superficie de resposta. A
bactéria selecionada INPA P-798 apresentou a maior afinidade hidrolitica com relagdo ao 6leo de
buriti quando comparada com as outras cinco bactérias. O rendimento da hidrolise com a enzima
precipitada (33,84% AGL) foi superior ao da lipase purificada.

Palavras chaves: Oleo de Buriti, biotransformacao, hidrolise enzimatica, acido oléico.

Chapter 3: Enzimatic hydrolysis of oil from pulp of the buriti fruit

7.2. Abstract

The oils of palms trees present themselves an important resource in the world-wide economy with
several industrials applications. The objective of this chapter is to analyse the hydrolysis of the Buriti
oil for the crude extract, enzyme and purified enzyme of six bacteria that presented affinity to the oil.
The quantification of the enzymatic activity was determined by the titrimetric with hydroxide of
potassium (KOH) solution 0,08 N of the fat acids released of the oil hydrolysis after the enzymatic
action. The enzymatic hydrolysis was analysed by Response Surface Methodology. The selected
bacterium (INPA P-798) presented the biggest affinity regarding the Buriti oil when were compared
with others five bacterias. The profit of the hydrolysis with the precipitate enzyme (33,84 % fat acid
free ) was superior to that of the purified lipase and crude extract results.

Key words: Buriti oil, biotransformation, enzymatic oil, oleic acid.

7.3. Introduc¢ao

Os o6leos de palmeiras apresentam um importante papel na economia mundial, sendo

produzidos mais de 30 milhGes de toneladas em 2004 (Ebongue ef al., 2006).

Na Amazonia, ha inimeras espécies vegetais que, se forem adequadamente estudadas, poderdo
contribuir com seus produtos para acompanhar essa demanda por sementes ou frutos produtores de

oleo (Costa & Silveira, 2004; Clement et al., 2005).

Apesar de sua utilizacdo crescente pelas indistrias de cosméticos e farmacos, os 6leos de
origem amazonica ainda sdo pouco explorados comercialmente. No entanto, ja estdo entre os
produtos reconhecidos nos mercados nacional e internacional e ha iniciativas industriais em Belém e

Manaus (Crodamazon, 2002). Entre os mais atraentes comercialmente figuram os o6leos e gorduras
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obtidos de Platonia insignis (bacuri), de Virola surinamensis (ucuuba), e de Astrocaryum murumuru

(muru-muru), além do buriti (Gilbert, 2006).

O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas e suas possibilidades de transformacéo
sdo fundamentais para o processo de extracdo e industrializacdo dos oleos (Albuquerque et al.,
2003). Mesmo assim, a valorizagdo desses frutos e plantas estd sujeita as restrigdes de
desenvolvimento da regido que conta com limitados conhecimentos cientificos ¢ onde as distancias
entre parceiros, fornecedores, clientes e, sobretudo, mercados, implicam em estratégias especificas

(Pallet, 2002; Albuquerque et al., 2005; Clement et al., 2005).

Dentre os 6leos amazdnicos que vém sendo estudados, os frutos de palmeiras como o buriti,
tucuma, macatba, babacu e a pupunha sdo fontes potenciais de carotendides pro-vitamina A, acidos
graxos (acidos oléico, palmitico e estearico), além de monoglicerideos (Lima et al., 2007). Apesar
dessa diversidade de produtos elaborados a partir dos varios segmentos dessas palmeiras, o buriti nao

tem sido explorado intensivamente (Crodamazon, 2002).

Um problema sério ¢ a falta na regido do beneficiamento desses dleos para o desenvolvimento
de produtos com valor agregado. Os componentes naturais na maioria dos cosméticos cairam para
niveis menores que 10% e muitas vezes menores que 1%, os quais foram substituidos por
componentes quimicos artificiais. A procura atual de produtos derivados da natureza oferece uma
oportunidade de reintroduzir excipientes naturais. Essa tarefa necessita da disponibilidade de
tecnologia moderna em associagdo com um conhecimento largo das fontes naturais de produtos com
as propriedades fisico-quimicas procuradas. No estado atual da arte, essa meta ¢ alcancgavel e

representa uma atividade atraente para colaboragdo entre academia e industria (Gilbert, 2006).

A maioria das palmeiras usadas como alimento é rica em 6leo. Algumas oferecem quantias
importantes de 6leo na polpa do fruto (mesocarpo), outras na semente ou em ambos. O 6leo do
mesocarpo tende a ser rico em Aacido oléico (monoinsaturado) e/ou palmitico (saturado)
(Albuquerque et al., 2005). Segundo Ebongue et al. (2006), o 6leo pode representar cerca de 80% do

peso da matéria seca do mesocarpo.

O fruto de buriti pode produzir dois tipos de 6leos vegetais com potencial de uso nas industrias
quimica e alimenticia. Da polpa dos frutos sdo extraidos 6leos ricos em acidos oléicos. Das sementes
obtém-se os Oleos ricos em acidos lauricos. O 6leo da polpa do fruto também pode ser usado para
fabricar protetor solar, bloqueando completamente as radiagdes ultravioletas, que sdo prejudiciais a

pele humana (Crodamazon, 2002).

A exploragao do 6leo de buriti na Amazonia em nivel industrial ¢ dificultada, principalmente,
por dois fatores: colheita e transporte de frutos. Durante a colheita, os frutos caem da arvore e quase

sempre sofrem ruptura parcial da casca, o que expde a polpa oleosa ao meio ambiente e a
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degradacdo. No transporte os frutos sdo armazenados em condi¢des ndo apropriadas e, muitas vezes,
seguem assim por varias horas, oferecendo condic¢des favoraveis a deterioragdo do 6leo. Por isso, os
processos existentes para extragdo, (mecanico, fisico ou quimico) influenciam as propriedades fisico-

quimicas dos 6leos (Silveira & Costa, 2005).

Entre as tecnologias de processamento de oleos vegetais, destaca-se a hidrolise, a qual tem a
finalidade de produzir acidos graxos livres, acilglicerois parciais e glicerol. Os acidos graxos e seus
derivados sdo matérias primas essenciais as industrias cosméticas e farmacéutica e, apesar de serem
obtidos, em geral, de gordura animal, os 6leos vegetais tém sido muito utilizados para esse proposito

(Koburi & Jorge, 2005).

As transformacdes de oOleos e gorduras sdo predominantemente baseadas em processos
quimicos convencionais (Castro et al., 2004). Embora essas modificagdes possam ser facilmente
conseguidas por via quimica, had desvantagens associadas como o uso de elevadas temperaturas,
formacdo de subprodutos durante a reagdo e requerem operagdes adicionais para purificar o produto
desejado, altas pressoes e a ndo especificidade dos catalisadores (Costa & Silveira, 2004). Os
processos usados industrialmente sdo fisico-quimicos, sob condigdes como 700 psi de pressdo,
temperatura de 100 a 280°C, por 2 a 48 horas. Normalmente, o rendimento da hidrolise ¢ acima de
97% e a mistura final deve ser destilada para remover os subprodutos formados durante a reagdo

(Gioielle et al., 1995).

A contrapartida enzimatica ¢ a utilizagdo de lipase (EC 3.1.1.3), que atua sobre as ligagoes
ésteres de tri, di e monoacilglicerois. Elas hidrolisam somente liga¢des acil de lipideos emulsificados,
sendo ativas na interface dgua/dleo (George et al., 2003; Liu et al., 2006). A hidrolise enzimatica de
oleos vegetais constitui-se numa alternativa que procura superar os inconvenientes associados aos
processos convencionais, como o alto gasto energético. Os catalisadores enzimaticos promovem a
hidrdlise de 6leos vegetais em condi¢des brandas de temperatura e pressao, obtendo-se produtos mais
puros e¢ de baixo custo energético (Vieira et al., 2005). Pelos processos enzimaticos ha a
possibilidade de aliar a atividade da lipase, a obtengdo de monoésteres, acidos oleicos e 3-caroteno

(Uenojo et al., 2005).

Embora haja vantagens na utilizacdo de enzimas nesses processos, elas sdo altamente sensiveis
as variagdes de pH, temperatura e composicdo em acidos graxos, em fun¢do da natureza protéica.
Portanto, um melhor conhecimento da influéncia desses fatores na ativagdo da enzima, permitira a
obteng¢do de rendimentos mais elevados de hidrdlise (Cabral et al., 2003). No caso da lipase, o
processo enzimatico necessita de dois requisitos para a operacdo: a formacdo de uma interface
lipideo/agua e a absor¢do da enzima nessa interface. Assim, quanto maior a interface, maior serd a

quantidade de enzima adsorvida, acarretando rendimentos maiores na hidrélise (Castro et al., 2004).
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Dessa forma, a composi¢do dos acidos graxos presentes no 6leo vegetal pode influenciar a
atividade da lipase, tendo em vista que sua acdo hidrolitica em triglicerideos aumenta com: a) massa
molar dos acidos graxos componentes; b) grau de insaturacdo e c) ntimero de acidos graxos na
molécula do triglicerideo. Assim, os triglicerideos compostos de alguns acidos, como o oléico e o
linoléico, por exemplo, sofrem hidrolise com maior rapidez que os diglicerideos e os triglicerideos de

acidos de cadeia curta, como o butirico (Vieira ef al., 2005; Silveira & Costa, 2005).

A especificidade por acidos graxos pelas lipases ¢ de grande interesse industrial. A principal
aplicagdo dessa especificidade ¢ a produgdo de concentrados de acidos graxos poliinsaturados de
0leos naturais (no caso de reagdes de hidrolise) ou ésteres graxos poliinsaturados de gorduras

derivadas (no caso de reagdes de sintese) (Carvalho et al., 2005).

A necessidade crescente da otimizag¢do de produtos e processos, minimizando custos, tempos,
maximizando rendimentos e produtividades, t€ém levado as técnicas diferenciadas de planejamento de
experimentos (Rodrigues & lemma, 2005). Para a analise das reagdes de hidrolise, o presente
trabalho aplicou a Metodologia de Superficie de Resposta, que consiste em um conjunto de técnicas
usadas em estudos experimentais relacionando uma ou mais variaveis independentes a uma variavel
dependente. Embora essa metodologia tenha sido desenvolvida na década de 50 (Box et al., 1978),
somente nos Ultimos anos ela tem sido mais intensamente utilizada (Rodrigues & Ilemma, 2005). Os
planejamentos experimentais, com o propoésito de determinar o ponto de resposta 6timo, usando o
menor numero possivel de observagdes, permitem essabelecer a melhor combinagdo de fatores (Liu

et al., 2006).

7.4. Material e Métodos

O ¢leo foi obtido por doacdo pela empresa Crodamazon e extraido da polpa do fruto por
extragdo mecédnica e certificado pela empresa em relagdo as caracteristicas fisicas e quimicas. Os
ensaios foram realizados no Nucleo de Processamento de Extratos (NPE) do Centro de Biotecnologia

da Amazonia (CBA).

Para as reagdes de hidrolise foram utilizados trés sistemas reacionais: os extratos brutos das
culturas bacterianas selecionadas nas fases qualitativa e quantitativa (Capitulo 2), enzima purificada
da bactéria selecionada na fase de extrato bruto (o processo de purifica¢do sera detalhado no Capitulo
4) e da enzima precipitada com sulfato de amoénio, também da bactéria selecionada. As reagdes

foram conduzidas seguindo os métodos descritos em Silveira & Costa (2005).

A quantificagdo da atividade enzimatica foi determinada pela titulagdo dos acidos graxos
liberados da hidrolise do 6leo apés a agdo enzimatica do extrato bruto, seguindo a metodologia

AOCS (1993). O sistema reacional foi preparado com 0,5g de 6leo de buriti colocados em baldo de
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fundo redondo de 250 mL e adi¢do de tampao fosfato com o volume a ser definido pelo desenho
experimental. Apds o tempo de reagdo, foram adicionados 100 mL de solugdo éter-alcool (1:3 v/v)
previamente neutralizada e 3 gotas do indicador azul de bromotimol. Ap6s o tempo de reagdo, foi
titulado com solugdo de hidroxido de potassio (KOH) 0,08 N padronizada, até o aparecimento da cor
verde. As reagdes permaneceram em agitacdo constante de 90 rotagdes por minuto e o volume de

KOH consumido na titulagdo foi anotado.

Em todas as rea¢des de hidrolise efetuadas nesse trabalho, os acidos graxos livres presentes no
6leo antes da reagdo foram subtraidos dos obtidos no final da reacdo, determinando-se, assim, a

conversio verdadeira.

7.4.1. Planejamento Experimental
Para a analise do processo de hidroélise, o delineamento experimental seguiu a Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR) descrita em Rodrigues & Iemma (2005), considerando as variaveis:
temperatura (°C), tempo de reacdo (h), valores de pH, volume (mL) de enzima na reagdo e volume
(mL) de tampao na reagdo. O estudo foi conduzido de tal forma a permitir a avaliacdo das influéncias
isoladas e/ou combinadas das varidveis de entrada com significancia estatistica para a resposta. Foi
utilizada a mesma unidade de atividade para cada extrato enzimatico testado, determinando-se como

variavel resposta ou independente a liberagdo de acido graxo (% AGL).

Na primeira etapa das corridas, foi utilizado um projeto fatorial completo com dois niveis e
mais um central (Tabela 14). Os resultados obtidos foram avaliados por analise da varidncia
(ANOVA) e diagrama de barras (Diagrama de Pareto). Devido a grande variabilidade inerente aos
bioprocessos que envolvem enzimas e microrganismos, foram considerados significativos os

parametros com p-valor menor que 10% (p<0,1) (Costa & Silveira, 2004; Burket ef al., 2005).

Tabela 14: Varidveis de entrada e seus respectivos niveis utilizando a Metodologia de

Superficie de Resposta.

Variaveis Niveis

Baixo (-1) 0 Alto (+1)

A — Temperatura (°C) 30 40 60
B — Tempo (h) 1 2 3
C-pH 7 8 9
D — Enzima (mL) 1 2 3
E — Tampao (mL) 0,5 1,0 2,0
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Apds a ANOVA, foram verificadas quais as variaveis que influenciaram significativamente a
liberagdo de acidos graxos. Com os fatores influentes, foi aplicada a MSR. O objetivo principal dessa
fase € ajustar os modelos que possam predizer a conversao percentual da hidrolise enzimatica aos
dados obtidos a partir de cada enzima testada. A verificacdo da capacidade desses modelos em
reproduzir satisfatoriamente os dados experimentalmente obtidos ocorre através do coeficiente de

regressao e do teste estatistico F.

A Tabela 15 mostra a matriz do delineamento experimental gerada a partir do projeto fatorial
completo, contendo as variaveis de entrada codificadas. Os ensaios ocorreram para as seis baterias
testadas. As combina¢des dos niveis e das variaveis testadas, bem como a analise estatistica foram
elaboradas pelo programa de estatistiica computacional SGPLUS®, adequado para esse tipo de

metodologia.

Ainda como forma de analisar os resultados da MSR, utilizou-se o programa de estatistica
computacional Statistica® 7.1 para a realizagdo dos graficos de superficie de resposta e de curva de

contorno.
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Tabela 15: Matriz do experimento com as combinacdes dos niveis e variaveis testadas.

Ensaio T°C Tempo pH Enzima Tampao

1 0 0 0 0 0
2 -1 1 1 1 -1
3 1 1 -1 1 -1
4 1 1 1 -1 -1
5 -1 1 1 -1 1
6 1 1 1 1 1
7 1 1 - 1 1
8 -1 1 -l 1 -1
9 -1 1 -1 -1 -1
10 0 0 0 0 0
11 -1 101 1 1
12 1 1 -1 -1 1
13 -1 101 -1 -1
14 1 1 -l -1 -1
15 -1 1 -1 1 1
16 -1 1 - -1 1
17 1 101 1 -1
18 1 101 -1 1
19 0 0 0 0 0

7.4.2. Fracionamento com sulfato de amonio.
Apds o cultivo em meio liquido indutor, uma aliquota de 50 mL do caldo da cultura foi
centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante denominado de Fragéo
I foi retirado e submetido a um processo de precipitagdo com sulfato de amoénio ((NH4),SO,),

seguindo a metodologia descrita em Benjamin & Pandey (2001).

Na Fragdo I foi adicionado (NH4),SOy até 20% de saturagdo por 30 minutos. Em seguida, a
solucdo foi separada por centrifugacdo (12000 rpm por 10 minutos a 4°C) para a obtencdo de um
precipitado (Fragao II). O sobrenadante resultante foi entdo saturado com (NH,4),SO4 em 40%. Apos
30 minutos, foi obtido novo precipitado (Fragdo III) por centrifugacdo e novo sobrenadante. Assim

sucessivamente, os sobrenadantes obtidos foram tratados com (NH,4),SO, saturados em 60 ¢ 80%,
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obtendo as fragdes para os respectivos precipitados. Todos os precipitados foram ressuspendidos em
tampao Tris-HCI 0,1M pH 8,0. Subsequentemente, essas fragdes foram submetidas as determinagdes
do teor total de proteinas pelo método de Bradford, atividades enzimatica e especifica. Uma unidade
(U) de atividade da lipase foi expressa em U.mL™ e definida como a quantidade de pMol.mL™".min

'de p-NP liberado.

7.4.3. Determinacio da concentracio de acidos graxos livre.

A concentracao de acidos graxos livres (% AGL) foi calculada pela equagdo abaixo:

N x282xV
m

%AGL =

Equacgéo 1: Célculo de % de 4cido graxo livre, segundo AOCS (1993).
Onde:
N — Normalidade real da solug¢ao de hidroxido de potassio (0,08 N)
V — Volume de solucdo de KOH gasto na titulagdo (mL — ver tabelas a seguir)

m — Massa da amostra de 6leo usada nos ensaios (0,5 g)

A porcentagem de hidrélise representa a porcentagem de acidos graxos liberados apos a reagao
catalisada pela lipase e os resultados obtidos foram subtraidos dos valores de concentragdo inicial de
acidos graxos livres (%AGL inicial = 0,5%) para cada amostra, demonstrando assim, a real
conversdo de acidos graxos livres (AOCS, 1993). A porcentagem de AGL inicial encontrada nas
amostras analisadas ¢ semelhante a média encontrada na literatura, que ¢ de 0,55% (Silveira & Costa,
2005) e demonstra a qualidade do 6leo, que é o Indice de Acide Livre, pois representa uma fonte de

instabilidade para o produto (Moyna et al., 2002).

7.5. Resultados e Discussao
A Tabela 16 apresenta os resultados do volume gasto de KOH e os respectivos valores de %
AGL aplicando-se a Equagdo 1 para as seis bactérias selecionadas e representam a média de
triplicatas para cada ensaio. Comparando-se os tratamentos apresentados nessa tabela, nota-se uma

superioridade do ensaio 15, onde todas as bactérias apresentaram seus melhores resultados.

Os resultados experimentais observados nas reagdes variaram de 0 a 19,40 % de AGL da

hidrolise do 6leo de buriti. Considerando a composi¢cdo quimica do 6leo (Tabela 10) com 79,2% de
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acido oléico, nota-se o valor maximo obtido nesse processo de hidrolise enzimatica em torno de

15,36% para acido oléico efetivamente liberado.

Tabela 16: Resumo dos resultados da hidrolise do éleo de buriti por acido graxo livre (em

%AGL) para as seis bactérias testadas (média de triplicata).

INPA P-124  INPA P-108 INPA P-799  INPA P-803 INPA P-798  INPA P-106

KOH % KOH % KOH % KOH % KOH % KOH %
Ensaio (mL) AGL (@mL) AGL @mL) AGL (mL) AGL (mL) AGL @mL) AGL

1 080 3,60 199 90 140 63 2,11 95 259 11,7 031 14
2 0,00 000 000 00 000 00 091 41 031 14 000 00
3 209 990 29 13,1 1,99 90 250 113 239 108 180 81
4 011 050 071 32 020 09 100 45 120 54 031 14
5 0,00 000 000 00 000 00 000 00 0,00 00 000 00
6 140 630 1,51 68 140 63 140 63 230 104 0,00 0,0
7 211 950 1,80 8,1 1,80 81 191 86 2,09 99 180 81
8 1,80 810 2,11 95 1,99 90 1,80 81 1,51 68 1,9 90
9 140 630 2,11 95 120 54 259 11,7 259 11,7 L1150
10 080 3,60 19 90 140 63 211 95 259 11,7 031 14
11 080 3,60 000 00 031 14 051 23 330 149 L1150
12 219 990 2,19 99 219 99 35 162 270 122 140 63
13 0,00 000 000 00 000 00 000 00 0,00 00 000 00
14 111 500 230 104 060 27 29 13,1 131 59 1,00 45
15 350 1580 3,00 140 2,59 11,7 3,79 17,1 430 194 211 95
16 120 540 120 54 120 54 180 8,1 140 63 1,71 77
17 0,00 000 000 00 000 00 000 00 0,00 00 000 00
18 0,00 000 000 00 000 00 000 00 0,00 00 000 00
19 080 3,60 19 90 140 63 2,11 95 2,59 11,7 031 14
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Sao poucos os resultados apresentados na literatura sobre hidrolise do 6leo de buriti (Silveira
& Costa, 2005). Portanto, a comparacao da eficiéncia de hidrolise com relagdo a liberagdo de acidos
graxos, especificamente acido oléico, ocorre com alguns trabalhos envolvendo também outros 6leos
como fontes de 4cidos orgénicos, tais como: 6leo de piqui (Caryocar brasiliense) com 57% de &cido
oléico (Facioli & Gongalves, 1998), oleo de maracuja (Passiflora edulis) com 18 a 20% de acido
oléico (Costa & Silveira, 2004; Kobori & Jorge, 2005); oleo de babagu (Orbignya phalerata) com
14% de acido oléico (Lima et al., 2007). Percebe-se que os valores apresentados na literatura quanto
ao rendimento de 4cidos organico variam muito. Silveira & Costa (2005), trabalhando com 6leo de
buriti, apresentaram valores 33,7%, 2,9% e 6,4%, respectivamente para prensagem mecanica,
extragao artesanal e por solvente. Oliveira et al. (1999), analisando um processo semelhante de
hidrélise com 6leo de babagu, encontraram os valores médios para acidez total variando de 6,52 % a
41,44%, com média entre os tratamentos de 34% de AGL. Considerando a porcentagem de acido

oléico para o 6leo de babagu (14%), obtém-se de 0,91% a 5,80%.

A Figura 14 apresenta as médias das bactérias testadas nos ensaios. A bactéria INPA P-798 foi
superior estatisticamente as demais. Esse resultado mostra, nas condigdes testadas, a maior afinidade
dessa bactéria ao 6leo de buriti. Em outras condi¢des de ensaio, como na fase qualitativa ou na fase
quantitativa (descritas no Capitulo 2), as seis bactérias ndo diferiram estatisticamente entre si. Aqui,
ao contrario, se detectou essa diferenca. Com isso, a bactéria INPA P-798 foi selecionada para as
reacdes de hidrdlise do 6leo de buriti com a enzima purificada, que tera também a sua caracterizagdo

cinética descrita no Capitulo 4.

Comparacgao entre os resultados da hidrélise do 6leo

de buriti em %de acidos graxos livre (%AGL) para as
seis bactérias testadas

9,0

8,0

7,0 4

6,0 -

5,0 4

% AGL

INPA P-124| INPA P-108 | INPA P-799 | INPA P-803 | INPA P-798 | INPA P-106

abc abc be ab a c

Bactérias

Obs. Mesmas letras ndo representam diferencas significativa.

Figura 14: Comparaciao de média de todos os ensaios de hidrélise do 6leo de buriti pelos

extratos brutos das seis bactérias testadas (teste Tukey p< 0,5).
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A analise de variancia (ANOVA) para os ensaios da bactéria INPA P-798 esta apresentada na
Tabela 17, onde se verifica que os efeitos de interacdo de trés ou mais fatores foram desprezados,
pois segundo Box ef al. (1978), raramente ha interagdo de mais de dois fatores. Analisando os dados
da ANOVA, observa-se que tempo (B) e pH (C) foram as varidveis que mais influenciaram

estatisticamente na resposta de liberagdo de acido graxo (% AGL).

A partir dos dados da Figura 15, essas constatagdes podem ser confirmadas pelo diagrama de
barras (Diagrama de Pareto). Tais resultados descrevem os valores absolutos que fornecem os valores
das barras em ordem crescente. O valor de T tabelado (grau de liberdade/nivel de confianga)
completa o diagrama fornecendo o valor a partir do qual os efeitos sdo significativos, o que
demonstra também que a maior influéncia estatistica sobre a resposta de liberacdo de acidos graxos
foi das variaveis: tempo e pH. Portanto, esses fatores significantes serdo analisados pela Metodologia

de Superficie de Resposta numa tentativa de aperfeigoar o processo de hidrdlise do 6leo de buriti.

Tabela 17: Analise de varidncia (ANOVA) dos ensaios do extrato bruto da bactéria INPA P-
798 para a variavel reposta (% AGL)

Probabilidad
Efeito SQ DF QM Teste F e(P)
A = Temperatura 4,6225 1 4,6225 0,85 0.4330
B = Tempo 60,0625 1 60,0625 11,08 0.0448*
C=pH 370,5625 1 370,5625 68,34 0.0037*
D = Razdo enzima : 6leo 1,1025 1 1,1025 0,2 0.6871
E = Razao tampao : dleo 2,1025 1 2,1025 0,39 0.5837
AB 0,3025 1 0,3025 0,06 0.8308
AC 0,0025 1 0,0025 0,00 0.9844
AD 23,5225 1 23,5225 4,34 0.1287
AE 0,1225 1 0,1225 0,02 0.8915
BC 2,1025 1 2,1025 0,39 0.5837
BD 4,6225 1 4,6225 0,85 0.4330
BE 6,5025 1 6,5025 1,2 0.3535
CD 9,3025 1 9,3025 1,72 0.2815
CE 2,1025 1 2,1025 0,39 0.5837
DE 15,6025 1 15,6025 2,88 0.1884
Erro total 16,2667 3 5,4222
Total (corr) 5187,9042 18
R? 0,968652 * significativo p< 0,1
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Figura 15: Diagrama de barra para a variavel resposta em % AGL a partir da hidroélise do

oleo de buriti com o extrato bruto da bactéria INPA P-798.

Oliveira et al. (1999) também encontraram o tempo como variavel significativa para o
processo de hidrdlise. Ao longo de um processo enzimatico, a cinética envolve a formagdo do
produto a partir do contato enzima-substrato. Enquanto houver estabilidade térmica para a enzima e
substrato suficiente para a realizagdo da reag@o, o processo passa a ser diretamente ligado ao tempo

(Cabral et al., 2003).

A atividade da enzima é medida ao longo do tempo em fung¢do do aparecimento do produto ou
desaparecimento do substrato. Devido a elevada eficiéncia catalitica, a concentragdo da enzima na
mistura reacional & desprezivel quando comparada com a concentracdo de substrato. Ao se
quantificar a reagao através do tempo, verifica-se que pode estar ocorrendo uma reagdo enzimatica de
primeira ordem, isto é, a velocidade de reacdo varia linearmente com a concentragdo do substrato

(Kojima & Shimizu, 2003).

O pH varia com a concentra¢do do substrato e com a temperatura. Altera¢des em seus valores
estdo relacionadas também com alteragdes conformacionais na enzima. Portanto, era de se esperar

influéncia dessa variavel na atividade da enzima.
Utilizando-se os termos influentes na resposta, foi desenvolvido um modelo:
%AGL = 29,9447 — 3,185X + 1,72Y (onde X =pH e Y = tempo (hora))

O modelo obtido descreve as relagdes entre as variaveis significativas pH e tempo dentro dos

limites estudados, o que pode ser comprovado pelo coeficiente de determinagdo (R?) apresentado na
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Tabela 17, cujo valor foi de 0,9686 e que explica em 96,86% os resultados obtidos. De acordo com o
teste F, esse pode ser considerado bom para predizer a resposta, pois o valor obtido para F calculado

foi de 5,42, um pouco maior do que o valor tabelado que ¢ de 5,31 para 10% de significancia.

As Figuras 16 e 17 representam respectivamente a superficie de resposta e as curvas de nivel para a
conversao de acido graxo livre em fungdo das varidveis significantes (tempo e pH) para a bactéria
INPA P-798. Analisando as figuras, pode-se verificar a existéncia de uma regido 6tima para a reagao
hidrolitica do 6leo de buriti dentro de uma faixa de tempo acima de 2 horas ¢ entre a faixa de pH de
6,8 a 8,2. Evidentemente, uma condi¢do de tempo ¢ pH 6timos pode ser fixada para a reagdo. No
entanto, esse resultado fornece uma informagéo sobre a robustez do processo, ou seja, qual a variagdo
de tempo e pH que pode ser admitida ao redor dos pontos 6timos de atividade. As outras variaveis
como temperatura, volume de enzima (extrato bruto) e volume de tampdo ndo apresentaram
influéncia significativa no processo. Por isso, ndo ha a necessidade de graficos para explicar as

hidroélises.

Hidrolise do Oleo de Buriti
Lipase U-067 extrato bruto

%AGL = 29.9447-3.185*x+1.72%y

Onde X=pH e Y =tempo

% AGL

o N

aoCen

Figura 16: Descricio da superficie de resposta para a hidrolise do éleo de buriti

a partir do extrato bruto da bactéria INPA P-798.
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Hidrélise do Oleo de Buriti
Lipase U-067 extrato bruto
Onde X=pHe Y =tempo

%AGL = 29.9447-3.185"x+1.72*y

Tempo

Figura 17: Curva de contorno para a varidvel resposta (% AGL) da hidrélise do éleo de buriti

a partir do extrato bruto da bactéria INPA P-798.

Posteriormente, o processo de hidrélise do oleo de buriti foi repetido sob o mesmo
delineamento experimental, mas com a enzima purificada. Para essas reagdes foram utilizadas
aliquotas da lipase purificada a partir do extrato bruto da cultura da bactéria selecionada (INPA P-
798). As reagdes foram conduzidas seguindo o mesmo planejamento proposto anteriormente
(Tabelas 14 e 15) e a quantificagdo da atividade da enzima purificada foi determinada pela titulagao
dos acidos graxos liberados da hidrolise. Os resultados obtidos foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) e diagrama de barras (Diagrama de Pareto), sendo considerados significativos

os parametros com p-valor menores que 10% (p<0,1).

Apods a ANOVA, foram verificadas quais as varidveis que influenciaram significativamente
a liberacdo de acidos graxos. A concentragdo de acidos graxos livres (% AGL) foi calculada pela

Equacao 1, sob as mesmas condi¢des anteriormente descritas.

A Tabela 18 apresenta os resultados para os ensaios com a lipase INPA P-798 purificada e
representam a média de triplicatas para cada ensaio. Os resultados experimentais observados nas

reagdes variaram de 0,90 a 7,67 % de AGL.
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Diferentemente dos resultados apresentados para a hidrolise com o extrato bruto, onde o
experimento 15 apresentou o melhor resultado (30°C, 3 horas, pH 7, 3 mL de enzima e 2 mL de
tampao), para as reagOes catalisadas com a enzima purificada, o melhor resultado foi no experimento
9 (30°C, 3 horas, pH 7, 1 mL de enzima e 0,5 mL de tampao). Percebe-se que os pardmetros desses
dois experimentos sdo iguais em trés das cinco varidveis, modificando-se no volume de enzima e do

tampao utilizado na reagdo.

Tabela 18: Hidrolise do 6leo de buriti pela enzima purificada da bactéria INPA P-798 em acido
graxo livre (% AGL) (média de triplicata).

INPA P-798 (Enzima purificada)

Ensaio KOH (mL) %AGL Ensaio KOH (mL) %AGL

1 0,5 2.3 11 0,6 2,7
2 0,6 2,7 12 1,0 45
3 0,5 2,3 13 0,4 1.8
4 04 1,8 14 0,5 2.3
5 0,5 2,3 15 1,0 4,5
6 0.2 0,9 16 0,8 3,6
7 1,1 5,0 17 0,5 2.3
8 0,7 32 18 0,2 0,9
9 1,7 7,7 19 0,5 2.3
10 0,5 2.3

A andlise de varidncia (ANOVA) para os ensaios da lipase purificada INPA P-798 esta
apresentada na Tabela 19. Os efeitos de interacdo de trés ou mais fatores foram desprezados.
Analisando os dados da ANOVA, observa-se que os efeitos principais temperatura (A) e pH (C),
além das intera¢des temperatura versus tempo (AB) e tempo versus concentragdo de enzima (BD)
foram as variaveis que mais influenciaram estatisticamente a resposta de liberacdo de acido graxo (%
AGL), o que ¢ evidenciado pelos valores de probabilidade (P). Nessas variaveis, o teste de hipdtese
nula ¢é rejeitado, ou seja, os efeitos possuem uma probabilidade menor que 10% de representar apenar

ruido.
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Tabela 19: Analise de variancia (ANOVA) dos ensaios da bactéria INPA P-798 com a enzima

purificada para a variavel reposta (%AGL).

Efeito SQ DF QM F P-value
A = Temperatura 4,601 1 4,601 9,52 0,053*
B = Tempo 1,537 1 1,537 3,18 0,172
C=pH 19,360 1 19,360 40,07 0,008*
D = Razdo enzima : 6leo 0,112 1 0,112 0,23 0,667
E = Razéo tampdo : 6leo 0,012 1 0,012 0,03 0,885
AB 2,873 1 2,873 595  0,092%
AC 0,112 1 0,112 0,23 0,667
AD 0,624 1 0,624 1,29 0,338
AE 1,525 1 1,525 3,16 0,173
BC 1,537 1 1,537 3,18 0,172
BD 6,734 1 6,734 13,94 0,033*
BE 1,537 1 1,537 3,18 0,172
CD 1,550 1 1,550 3221 0,171
CE 1,020 1 1,020 2,11 0,242
DE 1,252 1 1,252 3,16 0,173
Erro total 1,449 3 0,483

Total (corr) 46,110

R2= 0,969448

Portanto, esses fatores significantes teriam que ser analisados pela Metodologia de

Superficie de Resposta numa tentativa de aperfeicoar o processo de hidrolise do dleo de buriti via

enzima purificada. No entanto, como os resultados apresentados aqui sdo inferiores aos obtidos com

0 extrato bruto, ndo ha sentido no desenvolvimento de um modelo cujo processo ¢ inferior no seu

rendimento.

Ainda como forma de busca por um maior aproveitamento do processo de hidrolise,

procedeu-se os testes de hidrélise com a enzima precipitada. Apods o fracionamento do extrato bruto e

as respectivas determinacdes do teor de proteina, atividades enzimatica e especifica, foi determinada

qual fracdo precipitada seria a ideal para a hidrolise enzimatica.
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A Figura 18 apresenta os resultados para cada uma das fragdes. Foi observado que a Fracao
IV apresentou a maior atividade especifica, o que tornou esta forma da enzima a selecionada para a

hidrélise do oleo de buriti.

Fracionamento do extrato bruto com sulfato de aménio

12000 I proteina - 6.00
[ atividade
ativ esp
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E
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= 2
©
5 ki
8 H
a 6000 + +3.00 8
7]
= o
- Q
E 3
5 b=
o 4000 -+ +200 2
E <
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<
2000 + + 1.00
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F -120% F - 1140% F - 11160% F -1V 80%
Fragoes (% saturagao)

Figura 18: Determinaciao do teor de proteina, atividades enzimatica e especifica do extrato

bruto fracionado.

A Tabela 20 apresenta os volumes de KOH utilizados na titulagdo e os respectivos valores
de % AGL para os ensaios com a enzima precipitada, aplicando-se a Fracdo IV. Os resultados
experimentais observados nas reagdes variaram de 5,9 a 33,8 % de AGL da hidrélise do o6leo de
buriti. Considerando que o 6leo de buriti apresenta 79,2% de acido oléico, nota-se o valor maximo
obtido nesse processo variou de 4,6% a 26,8% a concentragdo de acido oléico efetivamente liberado.

Os melhores resultados foram para os ensaios 11, 12 e 16.
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Tabela 20: Hidrdlise do 6leo de buriti pela enzima precipitada da bactéria INPA P-798 em
acido graxo livre (%AGL) (Fragao 1V).

Enzima INPA P-798
Amostras precipitada (Fracao IV)

Ensaio KOH V(mL) %AGL
1 3,8 17,1
2 2,4 10,8
3 3,6 16,2
4 1,5 6,7
5 4,9 22,1
6 6,3 28,4
7 6,4 28,8
8 4,2 18,9
9 1,5 6,7
10 3,8 17,1
11 7,5 33,8
12 7,5 33,8
13 1,3 5,8
14 1,5 6,7
15 6,0 27,0
16 7,5 33,8
17 3,2 14,4
18 5,4 24,3
19 3,8 17,1

A Tabela 21 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para os ensaios com a enzima
precipitada da bactéria INPA P-798. Observa-se que os efeitos principais pH (C), razdo enzima:dleo
(D) e a razdo tampao: 6leo (E) foram as variaveis que influenciaram estatisticamente a resposta de
liberagdo de acido graxo. Também foi significativa a interacao temperatura versus tempo (AB). Isto é
evidenciado pela ordem de grandeza dos valores numéricos da coluna de probabilidade (P) menores

que 10% (p<0,1).
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Tabela 21: Analise de varidncia (ANOVA) dos ensaios com a enzima precipitada da bactéria

INPA P-798 para a variavel reposta (% AGL)

Efeito SQ DF QM F P-value
A = Temperatura 0,013 1 0,013 0,01 0,968

B = Tempo 13,857 1 13,857 2,13 0,242
C=pH 41,313 1 41,313 6,31 0,087*

D =Razdoenzima:oleo 91,920 1 91,920 14,04  0,033*

E = Razdo tampdo : 6leo  1327,327 1 1327,327 202,76 0,001*

AB 83,494 1 83,494 12,75  0,038*%
AC 0,316 1 0,316 0,05 0,842
AD 2,139 1 2,139 0,33 0,613
AE 0,620 1 0,620 0,09 0,781
BC 2,139 1 2,139 0,33 0,613
BD 9,287 1 9,287 1,42 0,319
BE 1,025 1 1,025 0,16 0,723
CD 21,414 1 21,414 3,27 0,168
CE 1,035 1 1,035 0,16 0,721
DE 57,040 1 57,040 8,71 0,600
Erro total 19,639 3 6,546

Total (corr) 1672,578 18

R2= 0,969448 * significativo p< 0,1

A Figura 19 apresenta o Digrama de Pareto que demonstra que a maior influéncia
estatistica sobre a resposta de liberagdo de acidos graxos (% AGL) foi feita pelas variaveis
significativas (E, D, AB e DE) visto que sao interceptados pela reta vertical que indica o limite de

rejei¢@o do teste de hipotese nula para 90% de confiabilidade.
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Diagrama de Pareto (lipase precipitada)
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Figura 19: Diagrama de barra variavel resposta em % AGL a partir da hidrolise do éleo de

buriti com a enzima precipitada da bactéria INPA P-798.

Independentemente das variaveis significativas para a hidrolise apresentadas para a o
sistema com a enzima precipitada, o que se verifica ¢ um maior rendimento para esse sistema
reacional. No entanto, percebe-se aqui a influéncia do volume do tampao com o mais significativo e

a razdo enzima:oleo.
Utilizando-se os termos influentes na resposta, foi desenvolvido um modelo:
%AGL = 0,024 +2,3969X + 12,127Y
(onde X =razdo enzima:6leo e Y = razio tampiao:oleo)

O modelo obtido descreve as relacdes entre as variaveis significativas razdo enzima:oleo e
razdo tampdo:oleo dentro dos limites estudados, o que pode ser comprovado pelo coeficiente de
determinagdo (R?) apresentado na Tabela 21, cujo valor foi de 0,969448 que explica em 96,94% os

resultados obtidos.

As Figuras 20 e 21 apresentam o comportamento dinamico da hidrélise enzimatica do 6leo de
buriti com a solug¢do da enzima precipitada com sulfato de amonio e representam respectivamente a
superficie de resposta e as curvas de nivel para a conversdo de acido graxo livre em funcdo das
variaveis significantes para o sistema com a enzima precipitada da bactéria INPA P-798. Analisando
as figuras, pode-se verificar a existéncia de uma regido 6tima para a reag@o hidrolitica na medida em
que aumenta tanto o volume de tampao como o volume de solugdo enzimatica utilizados no sistema
reacional. O que se deduz ¢ que a atividade da enzima é aumentada quando da existéncia da interface

agua-oleo. Na medida em que ha um aumento do volume aquoso pelo tampao e um aumento da
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quantidade de enzima no sistema, aliados ao volume de substrato, potencializam-se a atividade
enzimatica.

Como a degradagdo do lipidio ocorre exclusivamente na interface dgua-dleo, isso implica que

a concentracdo de moléculas de substratos, enzima e agua nessa interface determina diretamente a
taxa de lipolise (Jaeger et al., 1994).

Da mesma forma que na analise de MSR anterior, esse resultado fornece uma informagao
sobre a robustez do processo, ou seja, qual a variagdo de volume de tampdo e enzima que pode ser
admitida ao redor dos pontos 6timos de atividade. As outras variaveis como temperatura e tempo nao

apresentaram influencia significativa no processo. Por isso, ndo foram desenvolvidos graficos para
explicar as hidrdlises.

Hidrdlise do Oleo de Buriti
Lipase U-067 precipitada

%AGL = 0.024+2.3969*x+12.1271*y

Onde X =enzima e Y = tampdo

% AGL

B 30
B 25
[ 20
] 15
B 10

Tamnao

Figura 20: Descricdo da superficie de resposta para a hidrélise do 6leo de buriti com a enzima

precipitada com sulfato de amonio da bactéria INPA P-798.
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Hidrolise do Oleo de Buriti

Lipase U-067 precipitada Onde X = enzima e Y = tampdo (mL)

%AGL = 0.024+2.3969*x+12.1271*y

Tampéo

% AGL

Il 30

08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 3.2-10

Enzima

Figura 21: Curva de contorno para a variavel resposta (% AGL) da hidrélise do 6leo de buriti

a partir da enzima precipitada com sulfato de aménio da bactéria INPA P-798.

A Figura 22 mostra a comparagdo entre os trés sistemas reacionais contendo formas
diferentes da enzima selecionada: [EP (enzima purificada), EB (extrato bruto) e Eppt (enzima
precipitada)] mais um sistema reacional contendo uma lipase comercial (SIGMA). Quando
comparados os sistemas contendo a lipase selecionada, percebe-se que ha uma superioridade do
sistema Eppt quanto ao rendimento da hidrélise. Quando se compara as médias, o tratamento com
enzima purificada apresentou 8% AGL e o tratamento com extrato bruto 19 %AGL, o que representa
237% de incremento no rendimento. Quando se observa os valores obtidos com a enzima precipitada
(33% de AGL em média), ha um acréscimo de 412% com relagdo & produtividade da enzima
purificada e 174% com relacdo ao extrato bruto. Esses dados indicam o tratamento do caldo de

cultura com posterior precipitagdo com sulfato de aménio como o mais adequado para a obtengao da

enzima apta para o processo de hidrolise.

Apos a constatagdo de que a enzima precipitada apresentou o melhor rendimento na hidrélise
do dleo, repetiu-se 0 mesmo tratamento (trat. n°11) com a enzima comercial, mantendo-se a mesma
concentragdo de enzima (1200 U.mL™) que foi utilizada no sistema reacional com a enzima
precipitada. O resultado obtido nesse sistema (37% AGL) foi superior a todos os outros testados. No
entanto, ao se comparar as médias, o sistema com enzima precipitada alcangcou 90% de eficiéncia
quando comparado com a enzima comercial. O extrato bruto alcangou 52% de eficiéncia e a enzima
purificada 20%. Estes sdo dados muito importantes, pois foi obtido um rendimento com uma enzima

ndo melhorada e sob condi¢des de laboratorio e de reagdo que podem ser otimizadas. Portanto, ao se
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alcangar 90% do rendimento de uma enzima comercial pura e liofilizada, apresenta-se aqui uma
enzima com potencial de uso na hidrolise do o6leo de buriti. Além do que, a enzima precipitada
alcangou um maximo de 23% de acido ol¢ico efetivamente liberado do 6leo de buriti, visto que 79%
de acido graxo do 6leo sdo compostos de acido oléico. Este valor obtido de acido oléico é semelhante

aos valores apresentados na literatura ja citados anteriormente (paginas 70 e 71).

Comparagao dos trés sistemas reacionais para hidrélise do dleo de buriti: EP (enzima
purificada), EB (extrato bruto), Eppt (enzima precpitada) e um sistema com a enzima
comercial (Enz com)

40 " 37
-
2 19
IS
8
0
Tamp&o (mL) 0.5 | Tampé&o (mL)2.0 | Tamp&o (mL)2.0 | Tamp&o (mL) 2.0
Enz(mL) 1 Enz(mL) 3 Enz(mL) 3 Enz(mL) 3
pH 7 pH7 pH9 pH9
3h 3h 1h 1h
T°C 30 T°C 30 T°C 30 T°C 30
Trat 09 EP Trat 15 EB Trat 11 E ppt Enz Com.

Figura 22: Comparacio dos trés sistesmas reacionais para a hidrdélise do 6leo de buriti : EP
(enzima purificada), EB (extrato bruto) e Eppt (enzima precipitada) com um sistema reacional
com a enzima comercial (Lipase Pseudomonas sp SIGMA®)para a % de acidos graxos livres

(%AGL).

Na industria oleoquimica muitas vezes o extrato bruto enzimatico consegue bons resultados
quando comparado com a enzima purificada (Sharma et al., 2001). Com relacdo a enzima
precipitada, s6 o fato dela ndo passar pelos sucessivos processos de purificagdo, o que pode
promover desnaturagdo, proporciona uma conservacao melhor da molécula. Na purificacdo, muitas
vezes, 0 processo ocorre em temperatura ambiente. No processo de precipitagdo, esse ocorre em
ambiente refrigerado (4°C). Isso pode ser um dos motivos para o melhor rendimento apresentado pela

hidrdlise a partir da enzima precipitada.
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7.6. Conclusoes

A bactéria selecionada INPA P-798 apresentou uma afinidade ao o6leo de buriti e o
rendimento da hidrolise com a enzima precipitada foi superior ao extrato bruto e a lipase purificada

em pH 9.

O que precisa ser feito ¢ um melhoramento no processo nos niveis de suas variaveis e da
solucdo enzimatica, no sentido de buscar um melhor desempenho da hidrélise. Percebe-se também o
oleo de buriti como uma boa fonte de acido oléico, quando comparado com outros 6leos vegetais, e

que deve ser mais bem aproveitado nesse sentido, visando aplica¢des biotecnologicas.
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8. Capitulo 4 : Purificacdo e caracterizacio da lipase INPA P-798

8.1. Resumo

A purificagdo da lipase visa a obtengdo da enzima parcialmente pura, para uma melhor
caracterizacdo da cinética, massa molecular, determinagdo da seqii€éncia dos aminoacidos, estrutura
tridimensional e um melhor entendimento da relagdo estrutura-funcdo durante as reagdes hidrolitica e
de esterificacdo. Além disso, ¢ possivel obter um produto com maior atividade especifica. O objetivo
desse trabalho foi purificar a enzima da bactéria selecionada (INPA P-798) e determinar as
propriedades cinéticas em fungdo da estabilidade térmica, concentragdo do substrato, presenca de
inibidores e valores de pH. A purificagdo da enzima seguiu o processo em cromatografia liquida de
baixa pressio com o AKTA PRIME® da GEHealthcare. A primeira etapa de purificagdo foi com uma
coluna de troca i6nica HiTrap DEAE- FF Sefarose pré-equilibrada com tampao Tris-HCI, pH 8,0
20mM. O material foi eluido com tampao Tris-HCI, pH 8,0 20mM contendo NaCl 1,0 M.. A segunda
etapa de purificacdo consistiu na aplicacdo em coluna de interagdo hidrofobica HiTrap Phenyl FF,
pré-equilibrada com tampao fosfato de sédio, pH 7,0 S0mM contendo 1,5 M de sulfato de amonio. O
material foi eluido com tampao fosfato de sddio, pH 7,0 50mM. A etapa final de purificagdo foi com
uma coluna de filtracdo em gel (GF) com coluna HiTrap Desalting Sephadex G-25 pré-equilibrada
com tampao fosfato de sddio, pH 7,0 20mM contendo NaCl 0,15 M. A enzima apresentou atividade
otima em pH 8,5 em tampdo fosfato de sddio a 55°C. No experimento com inibidores e/ou
promotores, o CaCl, e ZnSO4 promoveram o aumento da atividade em 22% e 18%, respectivamente
quando comparados com a testemunha e o MgSO, foi o maior inibidor, reduzindo a atividade em
13%. Nos ensaios com diferentes concentragdes de substrato, a enzima apresentou um valor de Vmax
=12500 uM p-NP.mL" ¢ Km = 1,125 uM p-NP.min"".

Palavras chave: Lipase, Purificacdo, Cromatografia Liquida, Akta Prime, Bactéria.

Chapter 4: Purification and characterization of the lipase INPA P-798

8.2. Abstract

The purification of the lipase aims for getting the partially pure enzyme, for a better characterization
of the kinetic one, molecular mass, determination of the sequence of the aminoacids, three-
dimensional structure and a better understanding of the relation structure-function into hydrolytic and
esterefication reactions.The objective of this work was purified the enzyme of the selected bacterium
(INPA P-798) and determined the kinetic properties in function of the thermal stability, substrate
concentration, presence of inhibiting/promoter and pH values. The purification of the enzyme
followed the process in cromatography liquid system with the Akta Prime® set of the GEHealthcare.
The first step of purification was with a ionic exchange column HiTrap DEAE - FF Sefarose pre-
equilibrated with Tris-HCI buffer, pH 8,0 20mM. The material was elueted with Tris-HCI buffer, pH
8,0 20mM containing NaCl 1,0 M. The second step of purification consisted of the application of
hydrophobic interaction column HiTrap Phenyl FF, pre-equilibrated with sodium phosphate buffer,
pH 7,0 50mM containing 1,5 M ammonium sulphate. The material was elueted with sodium
phosphate buffer, pH 7,0 S0mM. The final stage of purification was with a gel filtration column with
column HiTrap Desalting Sephadex G-25 pre-equilibrated with sodium phosphate buffer, pH 7,0
20mM containing NaCl 0,15 M. The enzyme presented the best activity in pH 8.5 in sodium
phosphate buffer at 55°C. In the experiment with inhibiting and / or promoters, the CaCl, and MgSO,
promoted the increase of the activity in 22 % and 18 %. The MgSO4 was the biggest inhibiting one,
reducing the activity in 13%. In the tests with different concentrations of substrate, the enzyme
obtained a value of Vmax = 12500 uM p-NP.mL"' ¢ Km = 1,125 uM p-NP.min"".

Key words: Lipase, Enzyme Purification, Liquid Cromatography, Akta Prime, Bacteria.
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8.3. Introducao
Lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrolise da acilglicerdis em acidos
graxos, diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol (Jiang et al., 2006). Seus substratos naturais sao
triglicerideos e o seu modo de acdo se assemelha ao das esterases. Porém, sua atividade ¢ aumentada

quando situada na interface polar/apolar e apresentam afinidade por acidos graxos de cadeia longa.

A teoria atualmente aceita para esse fenomeno diz que uma parte da superficie da enzima se
encontra em melhor equilibrio termodinamico quando inserida nessa interface e que essa

conformacgdo coloca o sitio ativo em posicao favoravel para a catélise.

A lipase pode ser encontrada em células de tecido animal, vegetal ¢ em microrganismos.
Do ponto de vista industrial, as lipases de origem microbiana sdo as mais significantes
comercialmente (Sharma et al., 2001), em fungdo do seu maior potencial de produgdo em larga
escala em comparagdo com outras fontes de lipase (Pastore et al., 2003). Entre os microrganismos
produtores de lipase, os mais estudados séo as leveduras Candida rugosa, C. antarctica e as bactérias

Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligene e Bacillus subtilis (Alves et al., 2006).

A purificagdo da lipase visa a obtengdo da enzima parcialmente pura, para uma melhor
caracterizacdo da cinética, massa molecular, determinag@o da seqii€éncia dos aminoacidos, estrutura
tridimensional e um melhor entendimento da relagdo estrutura-fungdo durante as reagdes hidrolitica e
de eterificagdo (Saxena ef al., 2003). Além disso, € possivel obter um produto com maior atividade
especifica (unidades de atividades/mg de proteina) para a aplicagdo em diversos processos.
Entretanto, processos de purificagdo costumam elevar grandemente o prego do produto final (Koblitz

& Pastore, 2004) e o seu emprego praticamente determina o seu grau de purificacao.

Como regra geral, a maioria dos protocolos de purificagdo segue a seguinte logica: nos
primeiros passos de purificacdo sdo utilizadas colunas com grande capacidade de troca, como a de
troca i6nica. Em seguida ha a aplicacdo com colunas de interagdo hidrofobica que apresentam a
vantagem adicional de dispensarem a dialise de extratos precipitados pela adigcdo de sais (Koblitz &
Pastore, 2004). E numa etapa de polimento, a purificagdo ocorre com a aplicagdo da amostra em

colunas de filtragao em gel.

r

A maior parte das lipases obtidas de microrganismos € extracelular e o processo de
fermentagdo ¢ seguido pela remogdo das células a partir do caldo de cultura por centrifuga¢do ou por
filtragdo. Na maioria das vezes, um Unico passo no processo de purificagdo ndo ¢é suficiente para se
obter um nivel de pureza satisfatorio. A cromatografia liquida por troca idnica é o processo de
purificagdo mais comum, sendo empregada em 67% dos esquemas de purificagdo. Para esse
processo, usualmente ¢ utilizada a resina da coluna de purificagdo o grupo dietilaminoetil (DEAE),

especificamente para trocas anionicas e a utilizagdo de carboximetil (CM) para trocas catidnicas. A
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cromatografia liquida por filtracdo em gel ¢ a segunda mais utilizada, sendo empregada em pelo
menos 60% dos esquemas de purificagdo. Ha outras possibilidades pela cromatografia liquida de
purificagdo, como a afinidade (22% da aplicagdo) e interacdo hidrofobica, aplicada em 18% dos

processos (Saxema et al., 2003).

O presente capitulo teve por objetivo purificar a enzima da bactéria selecionada nos
processos de hidrélise enzimatica do extrato bruto sob 6leo de buriti (Capitulo 3), com o intuito de
determinar as propriedades cinéticas em fung@o da estabilidade térmica, concentragdo do substrato,

presenga de inibidores e valores de pH.

8.4. Material e Métodos

Ap6s o processo de hidrolise do 6leo de buriti, foi selecionado o isolado bacteriano INPA
P-798 e entdo aplicado o processo de purificagdo da lipase. Para a obtengdo da enzima, a bactéria foi
inoculada em meio liquido indutor ja descrito anteiormente, baseado em Sene et al. (2002) calibrado
em pH 8,0 e contendo 6leo de buriti (1,0 %), Tween 80 (1,0 %), peptona (0,3%), extrato de levedura
(0,2%), KH,PO4 (0,2%), MgS0O, (0,1%), CaCl, (0,1%), calibrado pH 8, incubada a 30 °C. Apos 72
horas, uma aliquota de 2000 ul da cultura foi centrifugada em 12000 rpm por 20 minutos para a

obtencdo da solugdo enzimatica do extrato bruto.

A técnica de troca i6nica (IEX) ¢ ideal para o processo de captura da enzima a partir do
extrato bruto (Amersham, 2004). Na fase de captura o objetivo é concentrar e estabelizar a molécula
em questdo. O produto da purificagdo deve ser concentrado e armazenado em condigdes que

conservem a atividade da enzima (5°C).

Teoricamente, o processo intermediario de purificacdo pode ser a interacdo hidrofobica
(HIC). Se a amostra tiver uma baixa forca idnica, ela pode ser aplicada em IEX. Apos a eluicdo em
IEX, a amostra estara com uma alta for¢a ionica (a molécula alvo concentrada) e pode entdo ser
aplicada por HIC. Apds o processo intermedidrio, o polimento da amostra, isto é, a separacdo
refinada da molécula alvo pode ser feita com a purificagdo por filtracdo em gel (GF) (Amersham,

2004).

A purificagdo da enzima seguiu o processo descrito em Jiang et al. (2006). Para o processo
de purificag@o da lipase em cromatografia liquida de baixa pressao, foi utilizado o aparelho AKTA
PRIME® da GEHealthcare. O sobrenadante das amostras centrifugadas a partir do extrato bruto foi
utilizado na primeira etapa de purificagdo com uma coluna de troca anidnica HiTrap DEAE- FF
Sefarose pré-equilibrada com tampao Tris-HCI, pH 8,0 20mM. O material adsorvido na coluna foi
eluido com tampdo Tris-HCI, pH 8,0 20mM contendo NaCl 1,0 M.. O fluxo foi de 1,0 mL.min"' e

foram coletadas fragdes de 1,0 mL. As fracdes representadas por picos no cromatograma foram
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reunidas para a determinagdo da concentragdo de proteina, atividade enzimatica e determinagdo da
atividade especifica, bem como foram separadas para a aplicagdo na segunda etapa de purificagdo,
que consistiu na aplicagdo em coluna de interacdo hidrofébica HiTrap Phenyl FF, pré-equilibrada
com tampao fosfato de soédio, pH 7,0 50mM, contendo 1,5 M de sulfato de amoénio. O material
adsorvido na coluna foi eluido com tampao fosfato de soédio, pH 7,0 5S0mM. O fluxo foi de 1,0
mL.min"' e foram coletadas fragdes de 1,0 mL. Como etapa final de purificagdo (“polimento™),
ocorreu a purificacdo em filtracdo em gel (GF) com coluna HiTrap Desalting Sephadex G-25 pré-
equilibrada com tampao fosfato de soédio, pH 7,0 20mM contendo NaCl 0,15 M.. O fluxo foi de 1,0
mL.min" e foram coletadas fragdes de 1,0 mL. As fragdes foram separadas para as mesmas

determinacdes das etapas anteriores de purificacao.

A escolha dos tampoes seguiu as recomendagdes do fabricante das colunas de purificagdo
e do aparelho. Apds as fases de purificagio, as fragdes com a enzima purificada foram utilizadas para

determinacdo da cinética enzimatica

8.4.1. Caracterizacio da lipase

A determinagdo dos parametros cinéticos ¢ de estabilidade da enzima purificada seguiu os

procedimentos descritos em Kojima & Shimizu (2003) e Karadzic et al. (2006).

8.4.2. Determinacio das proteinas totais

Para a determinagdo das proteinas totais do extrato bruto e das solugdes com enzima
purificada, foi utilizado o método de Bradford, que utiliza o corante “Coomassie Brilliant Blue” BG-
250. Durante a reacao, a interagdo entre a proteina e o corante BG-250 provoca o deslocamento do
equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595 mm, lido em
espectrofotdmetro marca Shimadzu modelo UVmini 240. Cada aliquota de 100puL da amostra foi

adicionada em 1000uL da solugdo do reagente de Bradford, seguindo o descrito em Zaia et al.

(1998).

8.4.3. Determinacao da atividade da lipase
A cultura selecionada cresceu no meio indutor anteriormente citado. Apds 72 horas, uma
aliquota de 2000 pl da cultura foi centrifugada em 12000 rpm por 20 minutos a 4°C para a obtengdo

da solugdo enzimatica do extrato bruto.

Foi preparada uma solugdo de para-nitrofenilpalmitato (p-NPP/SIGMA®) [2,5 mmol],
contendo 0,189 g do substrato em 200 ml de solugdo tampdo fosfato de sodio (pH 8; 50mM)
adicionado com 2,1% de Triton X-100, com a homogeneizagdo a 70°C, conforme descrito em

Pastore et al. (2003). Uma aliquota de 950ul dessa solugdo foi retirada e adicionada em outra
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aliquota de 50 ul da solugdo enzimatica do extrato bruto de cada isolado selecionado. A reagdo foi
testada a 37°C por 15 minutos ¢ em seguida, a reagdo foi paralisada com choque térmico a 0°C por
cinco minutos. A leitura da absorbancia no espectrofotdmetro em 410 nm da solugdo de cada isolado
foi comparada com a da curva-padrao para o p-NP, a fim de quantificar a produgdo de lipase pelos
isolados. Uma unidade de atividade de lipase (U) foi definida como a quantidade de enzima que

libera 1 pmol de p-NP. mlI™* sob as condigdes do ensaio.

8.4.4. Reta padrao
A degradagdo do p-NPP pela agdo da lipase libera para-nitrofenol (p-NP) e promove uma
coloragdo amarela na solugdo que pode ser lida a 410nm. Foi desenvolvida uma curva padrdo com

diferentes concentragdes de p-NP (uM), como forma de quantificar a atividade enzimatica.

8.4.5. Determinacio do pH otimo

A faixa de pH estudada foi de 5,0 a 11,0 com os seguintes tampdes: Acetato de sodio (pH 5,0
a 6,0) [S0mMol], tampao fosfato de potassio (pH 6,0 a 7,0), tampao Tris-HCI 0,1 M (pH 7,0 a 8,5) e
tampao fosfato de sodio (pH 8,5 a 11,0) [SOmMol]. A Tabela 20 mostra o mix de reagdo e o sistema

de incubag¢do. Apds 30 minutos, a reagdo foi paralisada por choque térmico a 0°C por cinco minutos.

Tabela 22: Mix de reacio e sistema de incubac¢ao no experimento de pH 6timo.

Reagentes Volume (pL)
Tampao 700

p-NPP 250

Enzima 50

Tempo de reagdo 30 min.
Temperatura de reacao 30°C

8.4.6. Determinacio da temperatura 6tima

Para a determinacdo da temperatura 6tima, os ensaios da atividade foram realizados com
temperaturas variando de 10 a 80°C. Os ensaios foram realizados em tampao Tris HC1 0,1 M pH 8,0
com as concentragdes dos reagentes no mix de rea¢do, tempo de reacdo e pH descritas na Tabela 23.

Apds 30 minutos, a reagdo foi paralisada por choque térmico a 0°C por cinco minutos.
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Tabela 23: Mix de reacgio e sistema de incubacfio no experimento de temperatura 6tima.

Reagentes Volume (uL)
Tris HC1 0,1 M pH 8,0 700

p-NPP 250

Enzima 50

Tempo de reacdo 30 min.

8.4.7. Influéncia de diferentes reagentes quimicos na atividade da lipase

purificada

Foram adicionados ao meio reacional varios componentes com potencial inibidor ou
promotor para a atividade da enzima (KCI; ZnSO,, FeSO4, CaCl,, MgCly; CuSO4 € EDTA) por 30
minutos em tampdo Tris HCl 0,1 M pH 8,0 na concentracdo de 10mM. A Tabela 24 mostra as

concentracdes dos reagentes no mix de reagdo.

Tabela 24: Mix de reacao e sistema de incubac¢ao no experimento de inibidores.

Reagentes Volume (uL)
Tris HCI 0,1 M pH 8,0 600

p-NPP 250

Enzima 50

Inibidor (10mM) 100

Tempo de reagdo 30 min.

8.4.8. Efeito da concentraciao de substrato
O efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade enzimatica foi realizado variando-se a
concentracao de p-NPP entre 0,5 mM e 5 mM. Para tentar descrever o comportamento cinético da

lipase INPA P-798, os dados foram analisados segundo a equagdo de Michaelis-Menten {Vo =
Vmax.[S]/ Km + [S]}.
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8.5. Resultados e Discussao

8.5.1. Purificacao

A Tabela 25 apresenta o resumo do processo de purificagdo, com os respectivos valores de
concentracdo da proteina, atividade enzimatica, atividade especifica, nivel de recuperagdo e fator de

purificacao.

Tabela 25: Tabela de purificacao

Proteina

total Atividade Atividade Recuperacdo Fator de
Etapa (mg.mL) (U.mL) Especifica (U/ug) (%) purificacido
Sobrenadante 6.47 9406.7 1453.5 100% 1.0
HiTrap DEAE FF 3.84 8613.7 2242.0 92% 1.5
HIC HiTrap Fenil FF  3.04 8174.4 2691.3 87% 1.9
GF HiTrap Desalting 1.44 7266.3 5041.1 77% 35

8.5.2. Caracterizacdo enzimatica

8.5.2.1. Reta padrao
A Tabela 26 apresenta as respectivas concentragcdes de p-NP em milimolares (mM) e as
respectivas leituras de absorbancia no espectrofotometro. Para cada concentragdo e a respectiva
absorbancia média, foi feito um grafico de distribui¢do e a equagdo de regressdo para a formatagdo

da reta-padrédo a ser aplicada nos experimentos a seguir (Figura 23).
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Tabela 26: Concentracdes de para-nitrofeno (p-NP) e absorbincia em 410nm

[p-NP]uM  rep | rep2 rep3 média

4 0,049 0,05 0,049 0,049
12 0,110 0,110 0,111 0,110
24 0,206 0,208 0,208 0,207
28 0,238 0,24 0,241 0,239
32 0,272 0,274 0,275 0,273
36 0,299 0,300 0,301 0,300
40 0,347 0,349 0,355 0,350
44 0,387 0,389 0,39 0,388
100 0,885 0,887 0,888 0,886
120 1,022 1,027 1,029 1,026

Curva-Padrao
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0.000

0 50 100 150
[p-NP] - mM

Figura 23: Grafico da curva-padrio para a concentracio de p-nitrofenol (p-NP) em 410nm.

A equacdo obtida pela reta padrao foi aplicada em todos os experimentos de caracterizagao
enzimatica para determinar a atividade da lipase sob as diferentes condi¢des de pH, temperatura,
concentracdo do substrato e inibidores/promotores. O coeficiente de determinacdo (R?) obtido foi

considerado bom e explica em 99,89% a atividade da enzima.
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8.5.2.2. Determinacad do pH 6timo
A Figura 24 mostra o comportamento da atividade da enzima nos diferentes valores de pH.
Os resultados referentes a influéncia do pH na atividade da enzima indicam que a atividade 6tima se
concentra no pH 8,5. A enzima atua melhor sob condi¢des alcalinas, visto que em valores de pH
acido (pH 5,0 e 6,0) sua atividade ficou bem abaixo quando comparada com o pH 6timo (pH 8,0).
Acima do pH 10,0 a atividade enzimatica foi drasticamente reduzida. Assim, determinou-se como

otimo o pH 8,5 para a atividade da lipase INPA P-798.

Atividade x pH em diferentes tampoes

4500 -
—e— Acetato
4000 - —o— K2HPO4
—a— Tris HCl
3500 —o— Na2HPO4
3000 +
=
3 2500
o
Z 2000 -
&
1500 +
1000 - ’\*\f/ﬂ/ﬂ
500 +
0 T T T T T T T T T T T T 1
50 55 60 65 70 75 80 85 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0
pH

Figura 24: Efeito do pH na atividade da lipase INPA P-798 em diferentes tampdoes.

8.5.2.3. Determinaciao da temperatura 6tima

A temperatura atua sobre a velocidade da reag@o enzimatica, tal como acontece com
qualquer reagdo quimica. Todavia, no caso das enzimas, o efeito produzido ¢ mais complexo devido
a natureza protéica da enzima. O aumento da temperatura acima do valor otimo afeta
consideravelmente a estrutura terciaria da enzima, bem como a estabilidade do complexo substrato-
enzima. Em temperaturas superiores ha uma rapida perda de atividade enzimatica que resulta na
desnaturagdo da proteina (Cabral et al., 2003). E exatamente o observado na Figura 25. A enzima
teve testada sua atividade em temperaturas de 10°C (ambiente refrigerado), mas sua atividade foi
nula. A partir de 25°C (temperatura ambiente) até 55°C a atividade foi aumentando até alcangar o seu
otimo. Acima de 55°C a atividade diminuiu consideravelmente. Portanto, a lipase INPA P-798

apresentou a melhor atividade a 55°C.
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Figura 25: Determinac¢ao da temperatura 6tima para a atividade da lipase INPA P-798.

8.5.2.4. Efeito de inibidores e promotores
Conforme a Figura 26 ¢é possivel notar entre os reagentes testados, que o CaCl, e ZnSO,
promoveram o aumento da atividade em 22% e 18%, respectivamente, quando comparados com a
testemunha e o MgSO,, FeSO, e EDTA foram os maiores inibidores, reduzindo a atividade entre 12

e 13%.

Atividade x inibidores/promotores

140%

118% 122%
120% e

100%
— 9% 93%

100%
87%  88%

87%

80% -

60%

40%

20%

0%

enzima KClI ZnSO4 CaCl2 MgSO4 FeSO4 CuSO4 EDTA

Componentes (10mM)

Figura 26: Atividade da lipase INPA P-798 sob influéncias de diferentes reagentes quimicos

promoteres e inibidores
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8.5.2.5. Efeito da concentrac¢ao de substrato
A Figura 27 mostra a velocidade inicial (Vo) da formagdo do produto [p-NP] sob diferentes
concentracdes iniciais do substrato [p-NPP] na reagdo enzimatica. A atividade da enzima

corresponde a formagao de 1 umol de produto por minuto nas condi¢des de ensaio.

Atividade enzimatica em funcdo da
concentragao de substrato

10000 ~
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

[p-NP] - microM . min-*

[p-NPP] - mM

Figura 27: Relacio entre a atividade da enzima e concentrac¢ao do substrato

A velocidade maxima (Vmax) é obtida quando todas as moléculas da enzima estiverem na
forma do complexo enzima-substrato [ES] e a concentragdo de enzima livre & praticamente
desprezivel. Isto é, a enzima fica “saturada” pelo substrato ¢ a velocidade da rea¢do ndo aumenta
mais com o aumento do substrato. A partir dessa constatagdo, o modelo Michaelis-Menten pode ser

aplicado para a determinag@o da cinética enzimatica (Cabral et al., 2003).

8.5.2.6. Medicao da Atividade Enzimatica: Km e Vmax.

Aplicando os valores invertidos da Figura 27, obtém-se o grafico de duplo reciproco ou do Método
de Lineweaver-Burk (Figura 28). A aplicagdo desse método ocorre pela inversdo dos valores de [S] e
velocidade inicial (Vo) para a determinagdo da constante de Michaelis (Km), que determina a
formacao de produto e a velocidade maxima de reacao (Vmax). Essas duas constantes expressam a
afinidade da enzima pelo substrato. A constante Km ¢ equivalente a concentragdo do substrato na
qual a velocidade inicial é metade da velocidade maxima (Vo = /2 Vmax). Quanto menor for o valor

de Km, maior serd a afinidade da enzima pelo substrato. Toda enzima que segue um comportamento
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hiperbolico na relagdo velocidade de reagcdo e concentracdo de substrato, segue a cinética de
Michaelis-Menten, e a partir da equagao formada pelo grafico de duplo reciproco, € possivel calcular

Vmax e Km. Conforme a Figura 24, a enzima em quest@o segue esse comportamento.

Grafico de duplo reciproco

0.0012 ~

0.0010 4 y=1E-04x + 8E-05
R?=0.9992
0.0008

1No

0.0006 -

0.0004 -

0.0002 +

0.0000 \ \ \ \ \ \
000 200 400 6.00 800 10.00 12.00

18]

Figura 28: Grafico Duplo Reciproco

Baseado nos valores apresentados no modelo proposto (Figura 28), foram calculados os
valores de Vmax e Km da enzima lipase INPA P-798. Conforme os calculos abaixo, os valores foram
respectivamente Vmax = 12500 uM p-NP.mL"' ¢ Km = 1,125 uM p-NP.min"'. O modelo proposto
representa em 99,92% a atividade da enzima (R* = 0,9992). O célculo seguindo o Método de

Lineweaver-Burk segue abaixo:
Modelo:

Y = 0,0001X + 0,00008

A Km0
Vo| Vmax [S] V max

L =0,0001x L +0,00008
Vo [S]
! =0,00008 = V' max = 12500 uM p-NP.mL"
V max
Km
=0,0001 = Km = 0,0001x12500
V max

Km =1,125 uM p-NP.min™
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Uma unidade de atividade enzimatica alternativa € a constante catalitica (Kat), que
representa em uma equacdo enzimatica de primeira ordem, a conversao quimica do complexo [ES]
em produto [P] e enzima livre [E] (Taipa & Gama, 2003). Isto é, a quantidade de enzima que

converte um mole do substrato por segundo.

De acordo com esse conceito: 1 U =0,01666 Kat ou 16,67 nKat. Portanto:

Kat = @
60

Kat — 1,125
60

U = 18,75 nKat.s™

8.6. Conclusoes

A enzima apresentou atividade 6tima em pH 8,5 em tampao fosfato de sodio e a 55°C.

No experimento com inibidores e/ou promotores, o CaCl, e ZnSO, promoveram um

aumento da atividade em 22% e 18%.

O MgSO,, FeSO4 ¢ EDTA foram os maiores inibidores, reduzindo a atividade em 13%.
Nos ensaios com diferentes concentragdes de substrato, a enzima apresentou um valor de Vmax =

12500 uM p-NP.mL" ¢ Km = 1,125 uM p-NP.min"
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9. Capitulo 5 : Identificacio genética das bactérias selecionadas

9.1. Resumo

A homologia de DNA ¢ a técnica molecular adotada como consenso para a determinagdo das
espécies bacterianas, embora haja também técnicas bioquimicas e moleculares para a diferenciagdo
de espécies, como o perfil lipidico das membranas citoplasmaticas. O objetivo desse capitulo é
apresentar a identificagdo genética das bactérias selecionadas. A homologia entre seqiiéncias de 16S
rDNA, gene que codifica para o 16S rRNA, tém sido usadas para inferir relacdes filogenéticas, sendo
esse o critério mais utilizado para estimar relagdes filogenéticas entre espécies de bactérias. As
lipases ocorrem amplamente na biosfera, sendo encontrada em bactérias, fungos e leveduras. Uma
variedade de lipases de bactérias gram-positiva e gram-negativa tem sido purificada e caracterizada
bioquimicamente, além de terem o seqiienciamento e clonagem dos respectivos genes. Assim, ¢ de
extrema importincia a identificacdo das bactérias selecionadas, uma vez que, com posse dessa
informacao, ¢ possivel desenvolver primers especificos do gene da lipase. Quando se compara
somente as seis bactérias selecionadas, quatro bactérias pertecem ao género Burkholderia, (INPA P-
108; INPA P-799; INPA P-803 e INPA P-798), uma ao género Klebsiella (INPA P-106) e uma ndo
foi possivel identifica-la (INPA P-124). A bactéria (INPA P-798) selecionada com maior afinidade
ao oOleo de buriti é da espécie Burkholderia cepacia , uma cléssica produtora de lipase.

Palavras chave: Lipase, Burkholderia cepacia, identificacdo genética, 16S rRNA

Chapter 5: Genetic identification of the selected bacteria

9.2. Abstract

The DNA homology is the molecular technique adopted like consensus for the determination of the
bacterial species, though there are also biochemical and molecular techniques for the differentiation
of species, like the lipidic profile of the cytoplasmatic membranes. The objective of this work is to
show the genetic identification of the selected bacteria. BeTween sequences of 16S rDNA, gene what
it encodes for it 16S rRNA, they have been used to infer filogenetic relations, when the criterion is
this most used to appreciate be7ween sorts of bacteria. The lipases take place widely in the
biosphere, when found in bacteria, fungus and yeasts. A variety of lipases of bacteria gram-positive
and gram-negative it has been purified, characterized biochemically besides they have the sequence
and cloning of the respective genes. So, there is of extreme importance the identification of the
selected bacteria, as soon as, with possession of this information, it is possible to develop primers
specific of the gene of the lipase. When one compares only six selected bacteria, four bacteria
pertecem to the type Burkholderia, (INPA P-108; INPA P-799; INPA P-803 and INPA P-798), one
to the type Klebsiella (INPA P-106) and one was not possible to identify it (INPA P-124). The
bacterium (INPA P-798) selected with bigger affinity to the Buriti oil is Burkholderia cepacia, a
classic producer of lipase.

Key words: Lipase, Burkholderia cepacia, genetic identification, 16S rRNA
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9.3. Introducio

Muita ateng@o tem sido dispensada para a estimativa do numero de espécies de
microrganismos. Contudo, a respeito da enorme contribui¢do de procariotos (Eubacteria e
Archeabacteria) para a bioesfera, sua diversidade e importancia tém sido muitas vezes subestimadas.
Uma das razdes para isto € que menos de 5000 espécies de procariotos foram descritas (Rossello-
Mora & Amann, 2001). Esse nimero relativamente baixo é causado pelos problemas recorrentes do
isolamento de microrganismos. Apenas 10% dos microrganismos encontrados no solo so cultivaveis
em condig¢des de laboratorio (Peixoto et al., 2002). Contudo, o isolamento de um microrganismo em
cultura pura ainda ¢ um indispensavel requisito para o reconhecimento da espécie procariotica.
Mesmo assim, ha um grande potencial e uma diversidade desconhecida entre os microrganismos nao

cultivaveis (Bertilsson et al., 2002).

A taxonomia é tida, modernamente, como sinonimo de sistematica e tradicionalmente

dividida em trés partes, segundo Pisa (2006):

1) Classificagdo: ordenagdo dos organismos em grupos taxondmicos com base na

similaridade entre eles.
2) Nomenclatura: rotulagem das unidades definidas na classificagao.

3) Identificagdo dos organismos desconhecidos: determinagdes de quais pertencem as

unidades gendmicas e ecologicas pré-existentes.

A espécie ¢ a unidade basica da taxonomia bacteriana, definida como um grupo de estirpes,
incluindo a estirpe tipo, que dividam 70% ou mais de hibridizagdo DNA-DNA (Pisa, 2006). Uma
espécie de bactéria ¢ uma categoria que circunscreve um grupo de individuos (estirpes/isolados)
coerentes, genomicamente, que dividam um alto grau de similaridade em muitos aspectos
independentes, testados comparativamente sob condigdes padronizadas (Stackebrandt et al, 2002).
Analises de seqiiéncias do gene que codifica para o 16S rRNA (16S rDNA) tém sido usadas para
inferir relagdes filogenéticas, sendo esse o critério mais utilizado para estimar relagoes filogenéticas
entre espécies de bactérias: a homologia entre seqiiéncias de 16S rRNA. Uma vantagem dessa
abordagem ¢ que seqiiéncias de DNA e produtos génicos podem ser comparados em um contexto
evolucionario (sistematica molecular) (van Berkun et al., 2000). Uma opinido estabelecida ¢ que a
evolugdo de alguns genes de bactérias processa-se numa taxa constante por mutagdo e selegdo
darwiniana e que a historia evolutiva do gene de 16S rRNA aproxima-se da historia evolutiva do
genoma total, tornando-se dessa forma, aceitavel reconstruir relagdes evolucionarias entre bactérias a

partir da divergéncia das seqii€ncias entre seus genes de 16S rRNA (van Berkun et al., 2000).
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Embora haja outras técnicas para a diferenciacdo de espécies, bioquimicas e moleculares,
como o perfil lipidico das membranas citoplasmaticas, a homologia de DNA ¢ atualmente a

abordagem adotada como consenso para estabelecer limites entre espécies bacterianas (Pisa, 2006).

As lipases ocorrem amplamente na biosfera, sendo encontrada em bactérias, fungos e
leveduras (Wu et al., 1996; Sharma et al., 2001; Carvalho et al., 2003; Castro ef al., 2004) ¢ existe
uma diversidade microbiana com atividade lipolitica registrada na literatura (Tabela 2). Uma
variedade de lipases de bactérias gram-positiva ¢ gram-negativa tem sido purificada, caracterizada

bioquimicamente, além de terem o seqiiénciamento e clonagem dos respectivos genes.

Assim, ¢ de extrema importancia a identificagdo das bactérias selecionadas, uma vez que, com
posse dessa informacdo, é possivel desenvolver primers (iniciadores) especificos do gene da lipase,

pois ha uma diversidade genética de género para género, as vezes, entre espécies.

O objetivo desse capitulo ¢ apresentar a identificacdo genética das bactérias selecionadas.

9.4, Material e Métodos

9.4.1. Selecao das bactérias
No Capitulo 1 foram selecionadas as 24 bactérias com melhor producdo de lipase na fase
qualitativa, que entdo foram utilizadas no processo de identificacdo com a utilizagdo de

oligonucleotideos especificos para genes ribossomais - rRNA 16S.

9.4.2. Extracao de DNA genomico total

O protocolo de extracdo de DNA se baseou no descrito em Sambrook et al. (1989) para a
extragdo do DNA genomico. Apos incubagdo em meio minimo sob agitagdo (72h x 30°C), foi obtida
uma aliquota da cultura (1 mL) e realizou-se uma centrifugagdo por 6 minutos a 12000g com
posterior descarte do sobrenadante. Em seguida, procedeu-se a ressuspensdo do material precipitado
com 500 pL de TE (Tris a 50 mM, pH 8,0 e EDTA-Na2 a 20 mM, pH 8§,0) e adigcdo de 60 pL de
SDS mais lisozima (5 mg.mL™"). Apés uma homogeneizagio por 10 minutos, adicionou-se 200 pL de
fenol e 300 pL de cloroférmio para purificar o DNA. Novamente, outra homogeneizagdo do tubo
ocorreu por 10 minutos, seguida por uma centrifugagdo durante 10 minutos a 12.000 g . Do material
centrifugado, transferiu-se o sobrenadante para posterior precipitagdo do DNA, utilizando 750 uL de
alcool isopropilico com 50 puL de NaCl 5M, colocando-se em repouso por 1 hora a 4°C. Em seguida,
ocorreu a centrifugagdo sob refrigeragdo por 12 minutos a 12.000 g, descartando o sobrenadante com
200 pL de etanol a 70%. Apds esse passo, o material foi posto para secar e em seguida adicionou-se

50uL de agua milliQ®, armazenando em seguida na refrigeracdo por 24h, para posteriormente ser
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armazenado em freezer (-20°C). Para a detecgdo da pureza e concentragdo do DNA, aplicou-se 5 puL

da amostra de DNA em eletroforese em gel de agarose de 8 cm x 10 cm a 1,5% agarose com

posterior coloragcdo com brometo de etidio.

A Tabela 27 apresenta o mix de reacao para a amplificagdo do gene 16S rDNA executado pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em termociclador marca Eppendorf, modelo Mastercycler
Gradient. A Tabela 28 apresenta a programagao utilizada na reagdo de PCR no equipamento citado.
A diversidade genética foi avaliada por meio do seqliénciamento das regides de 16S (Primer 1: 5'-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e (Primer 2: 5'-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3").
Apos a PCR, produto da reagdo foi purificado com o kit GFX PCR (Invitrogen) e seqiienciado em
aparelho MEGABACE na Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Tabela 27: Mix de reacio para o protocolo de amplificacao do gene 16S rDNA

Reagente  Volume (uL)

Tampao 5,00
MgCl, 2,00
dNTP 2,50
Primer 1 1,00

Primer 2 1,00

Taq 0,25
H,0 33,25
Total 45,00

Volume de DNA: 5 uL
Volume de Mix: 45ul

Volume de reagdo: S0uL

102



Tabela 28: Programacio da reaciio de amplificacdo do gene 16S r DNA.

Amplificacdo gene 16S

Passos Temperatura (°C) Tempo (min.)
1 94° 0:03:00
2 94° 0:00:30
3 60° 0:00:30
4 72° 0:02:00
5 Repeticao passo 2 até 4 (30 vezes)
6 72° 0:10:00
7 10° 0:10:00

Apos a extragcdo, o DNA foi submetido ao seqiienciamento e com posterior analise da
seqiiéncia no banco de dados BLAST a partir de regides conservadas em seqiiéncias depositadas nos
bancos de dados genéticos internacionais do National Center for Biotechnology Information - NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

9.5. Resultados e Discussao
A Tabela 29 apresenta a identificagcdo genética para o grupo de 24 bactérias selecionadas no
Capitulo 1. Infelizmente, para a as bactérias INPA P-146; INPA P-124; INPA P-112 e INPA P-348
nao foi possivel a identificacdo completa (em espécie) devido a falta de qualidade da leitura do DNA
por parte do sequenciador de DNA. As bactérias que estdo em negrito (INPA P-124, INPA P-108,
INPA P-799, INPA P-803, INPA P-798 e INPA P-106) foram as selecionadas no Capitulo 3, quando
da afinidade pelo 6leo de buriti, sendo que a bactéria INPA P-798 foi a que apresentou os melhores

resultados na hidroélise do oOleo.

Das seis bactérias selecionadas na fase final do trabalho, quatro sdo do género
Burkholderia, notadamente um importante género produtor de lipase (Jaeger et al., 1994; Rossello-
Mora & Amann, 2001; Saxena et al., 2003; Coenye & Vandamme, 2003; Liu et al., 2006). Um
isolado bacteriano (INPA P-124) ndo esta identificado com um grau de confiabilidade adequado.
Mesmo assim, apresentou o género Burkholderia, o mesmo das outras quatro bactérias selecionadas
(INPA P-108, INPA P-799, INPA P-803, INPA P-798). A bactéria INPA P-106 foi identificada

como da espécie Klebsiella variicola.

O género Burkholderia contém mais de 30 espécies e foi criado em 1992 por Yabuuchi e

colaboradores (Coenye & Vandamme, 2003) para acomodar um grupo de bactérias diferenciadas
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pelo rRNA a partir de Pseudomonas, excluindo P. picketti e P. solanacearum que foram transferidas

para o género Ralstonia.

O complexo Burkholderia cepacia envolve além dessa espécie, mais nove (B. multivorans,
B. cenocepacia; B. stabilis, B.vietnamiensis; B. dolosa; B.ambifaria, B. anthina; B.pyrrocinia,
B.ubonensis) e ocupa um lugar de destaque em diversos nichos ecoldgicos, variando desde solos
contaminados, rizosferas de plantas, dgua doce e salgada, até o trato respiratdrio humano. Essas
espécies t€m sido exploradas para varias possibilidades de aplicacdo, incluindo controle bioldgico de
fitopatogenos, biorremediacdo de recalcitrantes xenobioticos, promotores de crescimento vegetal e
produtores de enzimas (Liu et al., 2006). Infelizmente, ha nesse complexo representantes patdogenos
ao homem (Coenye & Vandamme, 2003). No entanto, a bactéria selecionada nessa tese advém de
rizosfera de plantas, sendo caracterizadas inicialmente como produtoras de fosfatase na colegdo do

INPA, contribuindo para o crescimento das plantas.

Quanto ao género Klebsiella, embora seja reconhecidamente um patégeno humano, a sua
distribuicdo ocorre em agua, solo e em plantas (Martinez et al., 2004). Esse ndo é um género que se

destaca na produgédo de lipase, mas no presente trabalho, apresentou afinidade ao 6leo de buriti.
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Tabela 29: Lista com identificacdo das bactérias selecionadas.

Cultura Familia Identificag¢ao

Isolado  Acesso Local hospedeira . Identidade
Botanica (16S rRNA)

1 INPAP-146 RPE  Graviola Anonaceae Burkholderia sp
2 INPAP-784 Urucu Mata-pasto Leguminosa Burkholderia cepacia 94%
3 INPAP-697 Urucu Mucuna Leguminosa Burkholderia cepacia 98%
4 INPAP-632 Reca Pupunha Arecaceae Burkholderia cepacia 97%
5 INPAP-616 Reca Pupunha Arecaceae Pseudomonas fluorescensn 2R37  96%
6 INPAP-613 Reca Pupunha Arecaceae Burkholderia cepacia 95%
7 INPAP-691 Urucu Stilosantho Leguminosae  Pseudomonas fluorescens 2R37 97%
8 INPAP-124 RPE Pupunha Arecaceae Burkholderia SP
9 INPAP-112 RPE  Abacate Lauraceae ?
10 INPAP-108 RPE Graviola Anonaceae Burkholderia cepacia 100%
11 INPAP-493 RPE  Coco Arecaceae Burkholderia cepacia 97%
12 INPAP-799 Urucu M.Pasto Leguminosae Burkholderia cepacia 98%
13 INPAP-348 AM Macaxeira Euphorbiaceae 2
14 INPAP-478 RPE  Coco Arecaceae Klebsiella sp. Y45 97%
15 INPAP-423 RPE  Biriba Anonaceae Enterobacter aerogenes m9 97%
16 INPA P-803 Urucu Visgueiro Leguminosae Burkholderia cepacia 99%
17 INPAP-798 Urucu M. Pasto Leguminosae Burkholderia cepacia 99%
18 INPAP-093 RPE  Abiu Sapotaceae Klebsiella pneumoniae mcplld — 90%
19 INPAP-082 RPE Laranja Rutaceae Raoultella terrigena KNUC166 98%
20 INPAP-117 RPE  Abacate Lauraceae Klebsiella variicola 97%
21 INPAP-540 RPE  Goiaba Myrtaceae Klebsiella sp. P4 99%
22 INPAP-106 RPE Graviola  Anonaceae Klebsiella variicola 98%
23 INPAP-392 RPE  Café Rubiaceae Klebsiella sp. A3 16S 98%
24 INPAP-593 Reca Pupunha Arecaceae YNUCC0237 98%
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9.6. Conclusoes
As bactérias foram obtidas de amostras de rizosfera de nove familias botanicas diferentes
sendo que de plantas de palmeiras (Arecaceae), foram obtidos 7 isolados (30%), seis bactérias (25%)
foram obtidas a partir das raizes de leguminosas ¢ 4 bactérias de Anonaceae. As demais, ficaram
distribuidas em Lauraceae, com duas bactérias, e Euphorbiaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Rutaceae ¢

Sapotaceae com uma bactéria cada.

Cinco das seis bactérias selecionadas pertecem ao género Burkholderia [isolado 10 (INPA P-
108); isolado 12 (INPA P-799); isolado 16 (INPA P-803) e isolado (INPA P-798)], sendo que o
isolado 8 (INPA P-124) ndo foi possivel identifica-lo ao nive de espécie. E um isolado foi
classificado como pertencente ao género Klebsiella (isolado 22, INPA P-106). Do ponto de vista de
hospedeiros, da onde foram isoladas a partir da rizosfera, trés delas sdo de Leguminosae (INPA P-
799, INPA P-803, INPA P-798), duas delas sdo de Anonaceae (INPA P-108 e INPA P-106) ¢ uma de
Arecaceae (INPA P-124).

Nota-se que ha uma distribui¢do das bactérias produtoras de lipase independente da familia
botanica com a qual a bactéria se associa por protocooperacdo, ndo sugerindo uma associagdo
especifica entre bactérias produtoras de lipase e uma planta hospedeira especifica. A bactéria

selecionada ¢ da espécie Burkholderia cepacia , uma classica produtora de lipase.

9.7. Referéncia Bibliograficas
Bertilsson, S.; Cavanaugh, C.M.; Polz, M.F. 2002. Sequencing-Independent method to generate
oligonucleotide probes targeting a variable region in bacterial 16S rRNA by PCR with detachable
primers. Applied and Environmental Microbiology, Dec. 2000, 6077-6086.

Carvalho, P.O.; Campos, P.R.B.; Noffs, M.D.; Oliveira, J.G.; Shimizu, M.T.; Silva, D.M. 2003.
Aplicacao de lipases microbianas na obtencdo de concentrados de acidos graxos poliinsaturados.

Quimica Nova, 26(1), 75-80.

Castro, H.F.; Mendes, A.A.; Santos, J.C. 2004. Modificagio de o6leos e gorduras por
biotransformagdo. Quim. Nova vol 27, n° 1, 146-156.

Coenye, T.; Vandamme, P. 2003. Diversity and significance of Burkholderia species occupying

diverse ecological niches. Environmental Microbiology 5(9), 719-729.

Jaeger, K.E.; Ransac, S.; Dijkstra, B.W.; Colson, C.; Heuvel, M.; Misset, O. 1994. Bacterial lipases,
FEMS Microbiology Reviews (15):29-63.

106



Martinez, J.; Martinez, L.; Rosenblueth, M.; Silva, J.; Martinez-Romero, E. 2004. How are gene
sequence analyses modifyng bacterial taxonomy? The case of klebsiella. International Microbiology

(2204) 7: 261-268.

Peixoto, R.S.; Coutinho, H.L.C.; Runjanek, N.G.; Macrae, A; Rosado. A.S. 2002. Use of rpoB and
16S rRNA genes to analyse bacterial diversity of a tropical soil using PCR and DGGE. Letters in
Applied Microbiology, 35, 316-320.

Pisa. G. 2006. Identificacdo molecular de bactérias de solo cultivado de Campo Belo do Sul (SC)
capazes de nodular feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal

do Parana, 112p.

Rossell6o-Mora, R. Amann, R. 2001. The species concept for prokaryotes. FEMS
Microbiology Reviews 25(2001), 36-67.

Sambrook, J.; Fritsch, E. F.; Maniatis, T. 1989. Molecular cloning. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.

Saxena, R.K.; Sheoran, A.; Giri, B. Davidson, W.S. 2003. Purification strategies for
microbial lipases. Journal of Microbiological Methods 52(2003) 1-18.

Stackebrandt, E., Frederiksen, W., Garrity, G.M., Grimont, P.A., Kampfer, P., Maiden,
M.C., Nesme, X., Rossello-Mora, R., Swings, J., Truper, H.G., Vauterin, L., Ward, A.C. E
Whitman, W.B. Report of the ad hoc committee for the re-evaluation of the species

definition in bacteriology. International Journal of Systematics and Evolutionary.

Microbiology. 52, 1043-1047.

Sharma, R.; Chisti Y.; Banerjee, U.C., 2001. Production, purification, characterization and

applications of lipases. Biotechnology Advandes 19(2001) 627-662.

Van Berkun, P.; Fuhrmann, J. J.; Eardly, B.D. Phylogeny of Rhizobia. In: Pedrosa, F.O.; Hungria,
M.; Yates, G.; Newton, W.E. Nitrogen fixation: from molecules to crop productivity. Foz do

Iguagu: Kluwer Academic Publishers, p 3-8.

107



Wu, X.; Jaaskelainen, S.; Linko, Y., 1996. An investigation of crude lipase for hydrolysis,

esterification and transesterification. Enzyme Microb. Technol., 19, 226-231.

108



10.Conclusao Geral

Dos 440 isolados bacterianos destacados para os testes de lipase, 75 bactérias
apresentaram atividade para lipase e destas, 24 bactérias foram selecionadas para os
testes quantitativos de lipase e de afinidade ao dleo de buriti.

Os isolados com os melhores resultados na fase quantitativa ndo foram aqueles que
apresentaram os melhores resultados na fase qualitativa. Talvez, diferencas fisicas
nas duas condi¢des podem influenciar a liberagao da lipase extracelular. Ou mesmo
entre os isolados, pode haver isoformas da enzima que se diferenciam no peso
molecular e que pode induzir a uma dificuldade na migracdo extracelular em meio de
cultura so6lido, mas que, em meio liquido de cultura, esta dificuldade deixa de existir.
Nota-se que para alguns isolados a lipase apresentou alta afinidade com o 6leo, para
outros, a afinidade foi melhor com o paranitrofenol palmitato (p-NPP).

A partir dos ensaios qualitativos em meio de cultura contendo 6leo de buriti como
substrato, foi possivel selecionar seis isolados bacterianos para os testes quantitativos
(INPA P-106; INPA P-108; INPA P-124; INPA P-798; INPA P-803 e INPA P-799)
No entanto, para estes ensaios, nao houve diferengas significativas entre os isolados e
todos os seis foram selecionados para os testes de hidrolise enzimatica do 6leo de
buriti.

Durante a fase de hidrolise enzimatica, a bactéria INPA P-798 apresentou a maior
afinidade ao 6leo de buriti e o seu rendimento da hidrélise com a enzima precipitada
foi superior ao do extrato bruto da bactéria e da sua lipase purificada.

A faixa de pH em que apresentou o melhor resultado foi entre 6 ¢ 9. No entanto,
conforme aumenta o tempo de reacdo de hidrolise, acima de 3 horas, a atividade
alcanga um 6timo entre pH 6,5 a 8,5.

A enzima purificada atividade 6tima a 55°C em pH 8,5. No experimento com
inibidores e/ou promotores, o CaCl, e ZnSO,4 promoveram o aumento da atividade
em 22% e 18%, respectivamente. O MgSO, foi o maior inibidor, reduzindo a
atividade em 13%.

Nos ensaios com diferentes concentragoes de substrato, a enzima obteve um valor de
Vmax = 12500 uM p-NP.mL"' ¢ Km = 1,125 uM p-NP.min".

Das seis bactérias selecionadas, quatro pertecem ao género Burkholderia, uma ao

género Klebsiella e uma nao foi possivel identifica-la.
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e Do ponto de vista de hospedeiros, da onde foram isoladas estas bactérias a partir da
rizosfera, trés delas foram isoladas de rizosfera Leguminosas, duas isoladas de
rizosfera de Anonaceae e uma de Arecaceae (INPA P-124). Nao ha uma distribuicao
das bactérias produtoras de lipase dependente da familia botanica, ndo sugerindo uma
associagdo especifica entre bactérias produtoras de lipase e uma planta hospedeira
especifica.

e A bactéria selecionada ¢ da espécie Burkholderia cepacia , uma cléssica produtora de

lipase.
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11.Perspectivas

e Como continuidade da linha de pesquisa, ha uma perspectiva de otimizagdo dos
processos de hidrolise do dleo de buriti, buscando uma mehoria na eficiéncia da
enzima.

e Testes de hidrolise incluindo diferentes Oleos amazdnicos com as enzimas
selecionadas deverdo ocorrer procurando afinidade a outros substratos.

e Para as técnicas enzimaticas, serd desenvolvido protocolo de imobilizagdo das
referidas enzimas, o que podera potencializar a acdo da lipase na aplicacao.

e Também haverd a deteccdo molecular do gene para lipase nas respectivas bacérias
selecionadas visando o processo de clonagem e melhoramento da enzima.

e Aplicacdo industrial dos componentes do 6leo, tais como acido oléico e b-caroteno
em produtos de cosméticos, farmacéuticos e alimenticios.

e Desenvolvimento de um processo de patente com relagdo ao gene da enzima e o

processo de biotransofmragdo do 6leo.
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