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RESUMO

O presente trabalho foi dividido em trés etapas e teve como objetivo a caracterizacio,
purificagdo e encapsulamento da lipase a partir da cepa de Burkholderia cepacia. Para
producdo da enzima, o microorganismo foi cultivado em meio contendo sais, extrato de
levedura, peptona bacteriolégica e 6% de 6leo de soja, por fermentacdo liquida em
biorreator do tipo Bioflo III. As fermenta¢des foram conduzidas a 150 rpm em 30°C. Apds
96 horas de cultivo, o sobrenadante foi separado das células por centrifugacdo e foi
utilizado como extrato enzimdtico, uma vez que a Burkholderia cepacia produz lipase
extracelular. O extrato bruto apresentou atividade usando azeite de oliva como substrato.
Na primeira etapa do trabalho, analisou-se a condi¢des 6timas de trabalho e estabilidade
sob condi¢Oes diversas e na presenca de diferentes ions. A temperatura 6tima foi a 37°C, no
entanto a 50°C a enzima perdeu 10% da atividade em relacdo a temperatura em 37°C. O
célculo de energia de ativacdo, seguindo a equacdo de ARRHENIUS, foi de 10,1 kJ/mol. O
efeito do pH sobre a hidrélise do azeite de oliva pela lipase foi investigado com diferentes
tampdes na faixa de pH entre 3 e 11. Foram mantidas aproximadamente 80% da atividade
entre os pHs 5 e 7, com atividade maxima no pH 8. Atividades razodveis foram obtidas
mesmo nos valores mais dcidos de pH e menores atividades nos valores entre 9 e 11. No
entanto, no pH 11 observou-se queda de 80% de atividade em relag@o a atividade 6tima da
lipase. A estabilidade da atividade enzimatica em diferentes tampdes e valores de pH 5, 8 e
11 também foi investigada, onde nas 4 horas de incubacdo a diferentes valores de pH, a
enzima mostrou-se bastante estdvel. Um estudo de estabilidade com diferentes fons por
incubacdo da lipase durante 30 dias também foi realizado. fons como Mn?**, Co**, T e Ca**
mantiveram ou aumentaram a atividade enzimética, mas a enzima foi inibida na presenca
de Fe’*, Hg™* e AI’*. A temperatura de 37 °C e pH 8 foi feita a determinacio dos
parametros cinéticos. Os dados obtidos experimentalmente permitiram a obtencdo da curva
cinética, que mostrou a influéncia da emulsdo 6leo e dgua contendo diferentes proporcdes
de azeite de oliva (0,1 a 50% v/v) na velocidade de hidrdlise pela lipase. De acordo com a
metodologia de LINEWEAVER-BURK, calculou-se os valores de K,, € V. de 43,90
mg/mL e 0,0258 U/mg, respectivamente. A segunda etapa foi purificar a lipase de

Burkholderia cepacia em sistema bifasico aquoso polietileno glicol (PEG)/fosfato. Foram



preparadas solugdes estoques de PEG com massas molares de 1500, 4000 e 6000 Da (50%
m/m) e tampao fosfato nos pHs 6, 7 e 8 (20% m/m de KH,PO4/K,;HPO,). Um planejamento
fatorial 2° foi feito para avaliar a massa molecular do PEG, pH e comprimento da linha de
amarragdo (tie-line) no coeficiente de particio da atividade especifica da lipase. Os
resultados mostraram que maiores valores de atividade especifica foram obtidos ao usar a
menor massa molecular de PEG (1500 Da) em pH 6 e 8 e maior comprimento da linha de
amarragdo. Apds a purificagcdo, determinou-se 33 kDa a massa molecular e 6,0 o ponto
isoelétrico da lipase de Burkholderia cepacia. Na terceira etapa do trabalho, a enzima foi
encapsulada por gelificacdo idnica usando alginato de sédio e cloreto de célcio. Para a
encapsulagio foi feito um planejamento fatorial 2* variando o tamanho do bico atomizador
(2 e 0,5 mm) e a concentragcdo de CaCl, (2 e 4% m/v). A enzima imobilizada foi
caracterizada quanto a eficiéncia de encapsulamento, estabilidade, tamanho médio e sua
distribuicao e morfologia. No estudo de estabilidade verificou-se, em todas as condi¢des de
processo, que a enzima imobilizada manteve maior estabilidade em relagdo ao extrato bruto
durante os 28 dias analisados. Nas andlises de microscopia Optica, as microcapsulas
formadas apresentaram formas esféricas, com média de tamanho de 400 e 100 um para os
bicos de 2 e 0,5 mm, respectivamente. Nas andlises por microscopia eletronica de varredura
(MEV), as microcdpsulas foram secas em estufa e mantiveram as formas esféricas, com
redu¢do de tamanho, mesmo apds esse processo de secagem. Usando o bico atomizador de
2 mm nas concentragdes de 2 e 4% (m/v) de CaCl,, a microcdpsula seca apresentou um
tamanho de 139 e 150 pm, respectivamente, contra a média de 400 um das hidratadas.
Para o bico atomizador de 0,5 mm nas concentragdes de 2 e 4% (m/v) de CaCl,, as

microcdpsulas apresentaram tamanhos de 15 e 6 um, respectivamente.

Palavras chave: lipase, Burkholderia cepacia, sistema bifasico aquoso, gelifica¢do idnica.
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ABSTRACT

This work was divided into three stages and aimed the characterization, purification and
encapsulation of the lipase from a strain of Burkholderia cepacia. For enzyme production,
the microorganism was grown in medium containing salts, yeast extract, bacteriological
peptone and 6% soybean oil, liquid fermentation in bioreactor type Bioflo IIl. The
fermentations were performed at 150 rpm and 30°C. After 96 hours, the supernatant was
separated from the cells by centrifugation and it was used as enzyme extract, since the
Burkholderia cepacia produces extracellular lipase. In the first stage of this work, the
enzymatic activity and stability were analyzed under different conditions and in the
presence of different ions. The crude extract showed activity using olive oil as substrate.
The optimum temperature was 37°C, however at 50°C the enzyme remained activity, with
loss of activity of 10% compared to activity at 37°C. The calculation of activation energy,
ARRHENIUS equation, was 10.1 kJ/mol. The effect of pH on hydrolysis of olive oil by
lipase was investigated in the pH range between 3 and 11. About 80% of the activity was
kept in the pH range between 5 and 7, with maximum activity at pH 8. Reasonable
activities were obtained even in the more acidic pH values and lower activities in the values
between 9 and 11. At pH 11 we observed a decrease of 80% of activity relative to the
optimal activity of the enzyme. The stability of the enzyme activity of the crude extract in
different buffers and pH values of 5, 8 and 11 was also investigated, where the 4 hour
incubation at different pH values, the enzyme was stable. A stability study with different
ions for incubation the lipase for 30 days was also realized. Ions such as Mn**, Co™*, I and
Ca®* remained stable or increased enzyme activity but the enzyme was inhibited in the
presence of Fe™, Hg2+ and AI’*. The determination of kinetic parameters was performed at
37°C and pH 8. The data obtained experimentally allowed obtaining the kinetic curve,
which showed the influence of oil-water emulsion containing different proportions of olive
oil (0.1 to 50% v/v) at the rate of hydrolysis by the lipase. According to the method of
LINEWEAVER-BURK, it was calculated K,, and V,,, values of 43.90 mg/mL and 0.0258
U/mg, respectively. The second step was to purify the lipase from Burkholderia cepacia in
a polyethylene glycol (PEG)/phosphate aqueous two-phase system. Stock solutions were
prepared with PEG molecular mass of 1500, 4000 and 6000 Da (50% w/w) and phosphate
buffer in pHs 6, 7 and 8 (20% w/w KH,PO4/K,HPO,). A factorial design 23 was made to

XII



evaluate the molecular mass of PEG, pH and length of the tie-line in the partition
coefficient of the enzyme specific activity. The results showed that higher values of specific
activity of the enzyme were obtained when using the lower molecular mass PEG (1500 Da)
at pH 6 and 8 and greater tie-line length. After purification, 33 kDa was determined for the
molecular mass and 6.0 for the isoelectric point of the lipase from Burkholderia cepacia. In
the third stage, the enzyme was encapsuled by ionic gelation using sodium alginate and
calcium chloride. For the encapsulation, a factorial design 2% was made with 2 and 0.5 mm
atomizer sizes and CaCl, (2 and 4% w/v) concentration. The immobilized enzyme was
characterized as to its encapsulation efficiency, stability, size and distribution size, and
morphology. In the 28 day stability study, it was found in all process conditions that the
immobilized enzyme remained more stable compared to the crude extract. In optical
microscopy, the formed microspheres were spherical with average size of 400 and 100 um
for the 2 and 0.5 mm nozzles respectively. In the scanning electron microscope (SEM)
analyses, the microspheres were dried in oven and maintained their spherical shapes with
size reduction, even after the drying process. Using a 2 mm atomizer in the 2 and 4% (w/v)
CaCl, concentrations, the dry microcapsule presented a size of 139 and 150 um
respectively, against the average of hydrated 400 um. For the 0.5 mm atomizer in 2 and 4%

(w/v) concentrations the dry microcapsules were 15 and 6 um, respectively.

Key words: lipase, Burkholderia cepacia, aqueous two-phase system, ionic gelation.
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Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introducao

As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas de grande importancia na hidrélise de ésteres
insoldveis em dgua e biocatdlise em meio organico e aquoso, com teor de dgua restrito. Sua
boa estabilidade na presenca de solventes orginicos propicia a utilizagdo na catdlise de
reacoes quimicas envolvendo substratos insoliveis em meio aquoso e em etapas
intermedidrias de processos quimicos convencionais. As lipases podem ser obtidas de
fontes vegetais, animais e microbianas, em que as de fontes microbianas sdo as mais
utilizadas por sua relativa facilidade de produ¢do e abundéincia de microrganismos capazes

de sintetizd-las (Jaeger e Eggert, 2002; Hasan et al., 2006).

Recentemente, especial atenc¢do tem sido dada as lipases alcalinas nas formulacdes
de detergentes por serem excelentes catalisadoras em solugdes e na interface dgua-6leo, se
tornando apropriadas para aplicacdo na remocdo de manchas de gorduras. Além disso, a
aplicacdo das lipases tem sido cada vez mais promissora nas industrias farmacéuticas e de
cosméticos, alimenticia e de laticinios e nas modificacdes de 6leos e gorduras (Lima et al.,

2004; Kirk et al., 2002).

Nos dias de hoje, existe um interesse mundial crescente pela conservacdo dos
recursos energéticos naturais nao renovaveis, pelo desenvolvimento de recursos energéticos
alternativos e pela reciclagem de rejeitos. Os rejeitos de 6leos comestiveis usados em fritura
representam sério problema ambiental devido ao seu descarte ser diretamente no esgoto
doméstico, causando grandes problemas de poluicdo. Uma maneira efetiva de reciclar os
rejeitos de Oleos usados em residéncias, restaurantes e industrias € a sua utilizacdo para
producdo de biodiesel sintetizado pela transesterificacio direta de dleos vegetais e gordura
animal, quando os triglicerideos reagem com metanol na presen¢a de um catalisador
quimico ou bioldgico. A utilizacdo de lipase como catalisador bioldgico para produgdo do
biodiesel apresenta um grande potencial em relacdo aos métodos quimicos, uma vez que
nenhuma operagcdo complexa € necessdria para recuperagao do glicerol ou para eliminacao

de catalisador e sal (Shimada et al., 2002; Padilha et al., 2010).
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A maioria dos produtos biotecnoldgicos de importancia comercial € produzida em
meios fermentativos. Nestes, geralmente, enzimas, sais e produtos gerados durante a
fermentacao se encontram misturada as células, necessitando assim de um tratamento que
possibilite o isolamento destes materiais indesejdveis, o que acaba elevando os custos na
purificacdo destes produtos. O emprego correto de processos de purificagdo torna-se
essencial para que se atinja €xito na selecdo da substincia ou espécie desejada. Os
diferentes tipos de operacodes unitdrias utilizadas durante a recuperacdo ou purificacio de
biomoléculas alvo s@o chamados de downstream processes (Van der Wiler, 1999). O
downstream process é atualmente um segmento muito importante na inddstria, pois pode
chegar a representar de 50 a 90% do custo de producdo, pois procedimentos de purificagdao
sdo limitados pela escala de operagdes e pelo custo dos materiais utilizados, por isso a
importancia do desenvolvimento de um processo eficiente e de baixo custo (Diamond e

Hsu, 1992).

A partir desse contexto, técnicas de isolamento e separacdo de biomoléculas com
diminui¢do de etapas, aumento da eficiéncia de separacio e grau de pureza do produto final
purificado tém apresentado um acentuado crescimento nos ultimos anos. Métodos
convencionais muitas vezes ndo sio adequados para separar produtos de origem bioldgica,
por isso novos sistemas de separacao sdo estudados e desenvolvidos. Entre eles, o sistema
bifasico aquoso (SBA) se mostra um eficiente método que pode ser usado como uma etapa
de pré-purificacdo, substituindo métodos de separa¢do mais caros ou reduzindo o nimero
de etapas necessdrias no processo (Bradoo et al., 1999; Sharma et al., 2002 e Pessoa e

Kilikian, 2005).

Na escolha de meios de extragdo para aplicagdes em biotecnologia, varios critérios
devem ser considerados, j4 que nesta drea alguns parametros tais como solubilidade e
estabilidade dos compostos sdo importantes e ndo podem ser desprezados. Comparado com
outros métodos tradicionais de extracdo, os SBAs sdo vantajosos por apresentarem em sua
composi¢do um elevado teor de dgua, o que permite a particdio de biomoléculas em

condic¢des de nao desnaturacdo (Pessoa e Kilikian, 2005).
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Os sistemas bifdsicos aquosos mais estudados em particdo aquosa sdo 0s
constituidos por polietileno glicol (PEG)/dextrana. A utilizacdo do PEG se deve as boas
propriedades fisico-quimicas como efici€ncia em formar fases em meio aquoso e ao seu
baixo custo (Harris, 1992). Apesar do sistema PEG/dextrana ser o usual, a dextrana &
extremamente onerosa para ser utilizada industrialmente pelo elevado custo da sua
purificacdo. Como alternativa, estd sendo proposto utilizar a dextrana ndo purificada, que
mantém as propriedades de particao do sistema a fim de reduzir substancialmente os custos
associados a aplicacdo deste em grande escala. Contudo, esses sistemas possuem alta
viscosidade e separacdo muito lenta. Para combater a falta de competitividade dos SBAs
constituidos por PEG/dextrana, tem se recorrido a sistemas PEG/sais. Os mais empregados
na aplicagdo em grande escala dessas técnicas de purificacdo sdo os sistemas PEG/fosfato
que apresentam elevado coeficiente de particio de biomoléculas, embora existam outros
sais que formem duas fases com o PEG, tais como NaCl ou Na,SO,. Sistemas formados por
PEG e sal sdo utilizados por apresentarem rdpida separacdo de fases, baixo custo e elevada

seletividade na separacdo de moléculas com base na solubilidade (Albertsson, 1986).

As composicdes das fases e as concentragdes das misturas polimero-polimero ou
polimero-sal necessdrias para que ocorra a separacao das fases podem ser representadas no
diagrama de equilibrio de fases, em que a coordenada representa a composicdo em massa
da molécula que apresenta maior fase de topo (como o PEG), e a abscissa representa a
composi¢do da molécula de maior concentragdo na fase de fundo (como o sal ou a
dextrana). Composi¢des representadas por pontos acima da curva de equilibrio, ou curva

binodal, levam a formagdo de duas fases, e abaixo da curva, uma s6 fase (Pessoa e Kilikian,

2005).

Cada SBA ¢ caracterizado por um unico diagrama de fases e sdo de grande
importancia para estudos de separacdo de biomoléculas, pois sdo usados como ponto de
partida para a determinac¢do da eficiéncia de particdo do componente entre as fases, além de
fornecer subsidios para auxiliar o desenvolvimento de modelos termodinamicos. Como o
diagrama de fases pode sofrer influéncias de fatores como a massa molecular do polimero e
do pH do sistema, a obtencdo de um SBA para extracdo de um determinado soluto ainda é

restrita a tentativa e erro devido a grande quantidade e diferenca entre solutos capazes de
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formar os SBAs que dificultam a predi¢do e interpretacdo da particdo de biomoléculas

(Diamond e Hsu, 1992; Badr e Cabezas, 1996; Zuniga et al., 2003).

Como as lipases sdo biocatalisadores importantes e utilizados em uma série de
reacOes de grande valor sintético, nos ultimos anos inimeros métodos tém sido descritos na
literatura e utilizados para imobilizacio em que a escolha do método é determinada, em
grande parte, pelas caracteristicas de solubilidade dos componentes ativos e dos materiais
carreados com o intuito de aumentar a atividade catalitica e a estabilidade das lipases

(Dalla-Vecchia, 2004).

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importantes por
proporcionar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a
estabilidade em solventes organicos. O principal interesse em imobilizar uma enzima ¢é
obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparacgdo a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir
uma atividade catalitica superior sem alteracdes estruturais, bem como modificagdes no seu
sitio ativo. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima,
porém ndo existe uma regra que prediga a manutencdo destes parametros apds 0 processo

de imobilizac¢do (Dalla-Vecchia, 2004).

Dentre as diversas técnicas de imobilizacdo, o processo de producdao de
microcapsulas por gelificacdo i16nica € um processo simples e de baixo custo. Como
material de parede, cdpsulas de alginato sdo usadas com cétions polivalentes, sendo os ions
de célcio os agentes gelificantes mais efetivos. Os alginatos sdao polimeros lineares
compostos por residuos de o-L-gulurénico (G) e B-D-manurdnico (M) presentes em
proporg¢des e sequéncia varidveis na parede celular e espaco intercelular de algas marrons.
O mecanismo de gelificagdo é um processo de troca i6nica, no qual o sédio do alginato é
trocado pelo célcio presente no meio gelificante através de uma ligagdo quimica entre dois
grupos carboxila presentes em residuos de acido poligulurénico adjacentes. Os ions cdlcio
tém por funcdo manter as cadeias de alginato juntas pelas interacdes idnicas apds a
formacdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias, produzindo gel com estrutura de rede

tridimensional (King, 1983).
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A concentracdo de polissacarideo e cétions, a for¢a idnica e o pH determinam a
cinética da formacgdao do gel, bem como o volume, estabilidade e porosidade das cépsulas,
podendo influenciar na difusdo de solutos para dentro e para fora da matriz polimérica

(Sebriao et al., 2007).

Embora diversos trabalhos de aplicacdo relacionados a lipase de Burkholderia
cepacia sejam encontrados na literatura, pouco ou nenhum artigo sobre a caracterizagido e
aplicacdo da enzima em parti¢cao de duas fases constituidas por PEG/fosfato e encapsulagao
por gelificacdo i0nica usando alginato como material de parede sdo encontrados, e os que
se encontram sdo caracterizagdes incompletas ou as enzimas sdo purificadas e imobilizadas
por métodos distintos, ou quando sdo imobilizadas, sdo a partir da lipase comercial. A partir
disso, definiu-se, como objetivo deste trabalho, o estudo dessas lacunas referentes a lipase

de Burkholderia cepacia.

1.1 Objetivos

GERAL
Caracterizar, purificar por sistema bifasico aquoso PEG/fosfato e imobilizar por

gelificacdo i0nica a lipase de Burkholderia cepacia.

ESPECIFICOS
1) Caracterizar a enzima lipase de Burkholderia cepacia:
a) Analisar a temperatura e pH 6timos, assim como a estabilidade da lipase a
diferentes pHs usando diferentes tampdes;
b) Definir os parametros cinéticos de utilizacdo da enzima;
c) Avaliar os efeitos dos fons na atividade e estabilidade, assim como o tempo
de andlise na atividade da lipase.
2) Purificar a enzima lipase de Burkholderia cepacia por sistema bifdsico aquoso:
a) Determinar os diagramas de equilibrio de fases dos sistemas bifdsicos
formados pela combinagdo do polietileno glicol e fosfato de potassio, assim

como as linhas de amarracao;
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b) Fazer um planejamento fatorial 2} para testar diferentes condi¢Oes para
purificacdo da lipase alterando varidveis como: massa molecular do
polimero, pH do sistema e comprimento das linhas de amarracgao (tie-lines);

c) Determinar o coeficiente de particdio da lipase por meio de ensaios em
batelada em sistemas de duas fases aquosas;

d) Determinar a massa molecular e o ponto isoelétrico da enzima purificada.

3) Encapsular a enzima lipase de Burkholderia cepacia por gelificagdo idnica:
a) Produzir microcdpsulas por gelificacdo i6nica contendo como recheio a
lipase de Burkholderia cepacia;
b) Avaliar a estabilidade das microcdpsulas formadas e comparar com a enzima
livre;
c) Caracterizar os sistemas obtidos em relacdo ao tamanho, distribuicdo de

tamanho e morfologia.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos de natureza geralmente protéica formada por
cadeias de pequenas moléculas chamadas de aminodcidos. Todas as reagdes quimicas do
metabolismo celular ocorrem devido as acdes das enzimas sendo o principal reagente de
uma reacdo enzimdtica denominado de substrato. A reacdo catalisada por enzimas ¢é

esquematizada a seguir (Motta, 2005):

substratd.S) enzima produtd P)

As enzimas convertem o substrato em produto e sdo extremamente especificas
para a reacdo que catalisam, isto €, em geral, uma enzima catalisa um unico tipo de reacao
quimica. Conseqiientemente, o tipo de enzima encontrado numa célula determina o tipo de
metabolismo que a célula efetua. Como sao catalisadoras, as enzimas ndo sdo consumidas
na reacdo e ndo alteram seu equilibrio quimico. Além dessas caracteristicas, a enzima
também apresenta outros aspectos importantes (Motta, 2005):

= Aceleram a velocidade das reacOes de 10° a 10" vezes mais do que as
reacOes nao catalisadas;

» N3o sdo consumidas ou alteradas ao participarem da catdlise;

* Tem sua atividade regulada geneticamente ou pelas condi¢des metabolicas;

= S3o reacdes baratas e seguras;

= Demonstram alto grau de especificidade em relagdo aos seus substratos e aos
seus produtos;

* Condigoes reacionais mais brandas de pH e temperatura (Motta, 2005).

A formacgdo de um complexo enzima-substrato € a primeira etapa em uma catélise
enzimatica. Os substratos sao ligados a uma regido especifica da enzima, chamada de sitio
ativo, contendo os radicais de aminodcidos que participam diretamente na formagdo e
quebra de ligacdes. A especificidade da ligacdo enzima-substrato depende de um arranjo

precisamente definido de dtomos no sitio ativo. Uma das explicagdes para a elevada
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especificidade da enzima é que suas estruturas tridimensionais permitem um perfeito
encaixe com o substrato. Dois modelos foram propostos para explicar a especificidade da
enzima:

1. Modelo chave-fechadura: foi desenvolvido por Emil Fischer em 1894 (Figura 1).
Muitas enzimas contém fendas com dimensdes fixas que permitem a inser¢ao
somente de compostos com uma dada configuracdo. O substrato se ajusta a esse
sitio de ligagdo como uma chave se ajusta a uma fechadura. Substancias que ndo se
encaixam na fenda para formar o complexo enzima-substrato ndo reagem mesmo

possuindo grupos idénticos ao do substrato verdadeiro (Motta, 2005).

substrato enama/
T @ @
enzima enzima e substrato

produto

FIGURA 1. Modelo chave-fechadura.

2. Modelo encaixe induzido: em 1958, KOSHLAND propés um modelo mais
flexivel de interacdo enzima-substrato. Os sitios ativos dessas enzimas ndo estdo
completamente pré-formados e a interacao inicial do substrato com a enzima induz
a uma alteracdo conformacional na enzima. Isso promove o reposicionamento dos
aminodcidos cataliticos para formar o sitio ativo e a estrutura correta para interagir
com os grupos funcionais do substrato (Motta, 2005).

Muitas sdo as vantagens em se utilizar enzimas em métodos sintéticos, mas trés
caracteristicas s30 as mais importantes:
= quimiosseletividade: uma vez que o propdsito de uma enzima € atuar em um
unico tipo de grupo funcional, outras funcionaliza¢Ges sensiveis, que
deveriam reagir normalmente com certo grau sob catdlise quimica, sao
preservadas.
= regiosseletividade: devido a sua complexa estrutura tridimensional, as
enzimas conseguem distinguir entre grupos funcionais quimicamente iguais

situados em regiodes diferentes da mesma molécula-substrato.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Daniel_Koshland&action=edit&redlink=1
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* enantiosseletividade: toda enzima € feita de L-aminodcidos, sendo,
portanto, catalisadores quirais. Como conseqiiéncia, qualquer tipo de
quiralidade ou pré-quiralidade presente no substrato é reconhecida durante a
formacdo do complexo enzima-substrato. Desta forma, substratos pré-quirais
podem ser transformados em produtos opticamente ativos e ambos os
enantidmeros de um substrato racémico reagem a diferentes velocidades,
possibilitando a resolucao cinética.

Nas células, as enzimas estdo envolvidas em todos os processos bioquimicos. Sao
usadas direta ou indiretamente pela humanidade ha milhares de anos, mas sua importancia
sO foi reconhecida em meados do século 19, quando cientistas descobriram como atuam. A
partir de entdo e, sobretudo no século 20, aumentou rapidamente o conhecimento onde
foram determinados os mecanismos de acdo e as estruturas de milhares delas (Mussato et
al., 2007). Hoje o niimero de enzimas conhecidas e caracterizadas quimicamente é por volta
de 2000. Mas sdo poucas as que sdo produzidas e aplicadas em escalas industriais (Reguly,
2000). A descoberta de novos organismos produtores de enzimas de interesse industrial
ainda € pouco explorada no Brasil. O Brasil importa a maior parte das enzimas que utiliza,
embora apresente potencial para producdo a partir da abundancia de matéria organica
proveniente dos residuos agricolas, considerados substrato de baixo custo para
fermentacgdes (Canto e Menezes, 1995).

Grande parte das proteinas sintetizadas no interior das células sdo as enzimas
intracelulares ou endoenzimas que somente podem ser obtidas através do rompimento
celular. As enzimas extracelulares ou exoenzimas atuam fora da célula em que sao
produzidas, podendo ser encontradas no meio de cultivo ou de propagacao celular, assim
sendo mais facilmente isoladas e avaliadas. Quase todas as enzimas preparadas em escala
industrial até hoje sdo extracelulares devido ao isolamento dos meios de cultivo ser
geralmente mais simples, embora elas se encontrem um tanto diluidas nestes meios, o que
tornam o seu isolamento mais dispendioso (Kieling e Furigo, 2002).

Nas aplicacOes industriais, os microorganismos sdo a principal fonte de enzimas,
mas diversas delas podem ser obtidas de animais (pancreatina, tripsina, quimotripsina,
pepsina, renina) ou vegetais (papaina, bromelina, ficina). Hoje, porém, como € possivel

modificar geneticamente os microrganismos para que forneca qualquer enzima, a tendéncia
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€ substituir as produzidas por vegetais e animais pelas de origem microbiana. O uso de
enzimas em processos industriais é de grande interesse, em especial devido a facilidade de
obtencdo por biotecnologia e as vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos, como
maior especificidade, menor consumo energético e maior velocidade de reacdo. Além disso,
a catdlise enzimadtica tem outros beneficios, como o aumento da qualidade dos produtos em
relacdo a catdlise quimica, a reducdo dos custos laboratoriais e de maquindrio gracas a
melhoria do processo e a fabricagdo controlada de pequenas quantidades (Mussato et al.,
2007).

A diversidade microbiana na natureza ¢ extraordindria. Mais de 400.000
microrganismos sdo conhecidos e isto € s6 uma fracao do nimero estimado para as espécies
existentes - 4 a 5 milhdes de diferentes espécies. Nos proximos anos, cerca de 100 projetos
de seqiienciamento gendmico estardo concluidos, revelando informagdes sobre mais de
300.000 genes, muitos dos quais novos e sem funcdo conhecida (Fraser e Dujon, 2000).
Com a descoberta de novos microorganismos potencialmente explordveis nos processos
biotecnoldgicos, abrem-se as portas para a descoberta de novos antibidticos e agentes
terapéuticos, probidticos, produtos quimicos, enzimas e polimeros para aplicacdes
industriais e tecnoldgicas, biorremediacdo de poluentes e biolixiviacdo e recuperagdo de
minérios. Outros beneficios incluem o progndstico e prevencao de doencas emergentes em
seres humanos, animais e plantas, e a otimizacdo da capacidade microbiana para a
fertilizacdo de solos e despoluicdo das dguas (Canhos e Vazzoler, 2008).

Devido a modernizacdio da biotecnologia, onde os cientistas desvendaram a
atuacdo das enzimas, estas passaram a ser cada vez mais empregadas com variadas
finalidades em diversificados segmentos industriais. E vantajoso usar enzimas na inddstria,
porque elas sdo naturais, ndo toxicas e podem alterar caracteristicas de varios residuos,
contribuindo para reduzir a poluicdo ambiental. Na Tabela 1 (Kirk et al., 2002) pode
observar que as enzimas tém destacado papel no setor alimenticio, influindo na
composi¢do, processamento e deterioracdo dos alimentos. O uso de enzimas na drea médica
também é comum, j4 que algumas delas t€m acao antibidtica, antiinflamatéria ou podem ser
empregadas na fabricacdo de farmacos. O diagndstico e o prognéstico de doencas, além do
acompanhamento do tratamento, também podem ser feitos pela deteccdo de enzimas em

andlises laboratoriais. Na industria téxtil € vantajoso substituir as enzimas por substancias
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quimicas sintéticas, por gerarem beneficios ambientais, uma vez que sdo biodegradaveis e
dependem de menor consumo de energia. E também cada vez maior a utiliza¢io conjunta
das enzimas em produtos de limpeza, melhorando a acdo dos detergentes e facilitando a
remocdo de manchas como as de batom, frituras, manteiga, azeite e mesmo os dificeis
pontos encardidos de colarinhos e punhos. Outras dreas em que as enzimas vém ganhando
espaco € a de cosméticos, com enzimas incorporadas a formulacio de tinturas, alisantes de
cabelo, desodorantes, produtos anticaspa, curativos, € o setor de biocombustiveis. O
biodiesel, por exemplo, pode ser produzido a partir de fontes, como 6leos vegetais ou 6leos

usados de cozinha, com o uso das lipases (Mussato et al., 2007).

TABELA 1. Aplicacoes industriais das enzimas (Kirk et al., 2002).

Enzima Aplicacdo Setor

Amilase Remocio de manchas Detergente
Modificacdo da massa Panificacdo
Cerveja: preparo do mosto doce; sacarificacdo de dlcool e Bebidas
bebidas destiladas
Degomagem Téxtil

Protease Remocio de manchas Detergente
Coagulacdo do leite, flavorizante, formulas infantis. Alimentos
Remocio de biofilmes Papel e celulose
Remocio da elastina Couro

Lipase Remocdo de manchas Detergente

Flavorizante de queijos Laticinios
Estabilizante de massas e condicionamento Panificacdo
Controle dos contaminates e do breu Papel e celulose
Resolugdo do alcool quiral e amidas Sintese orgédnica
Decapagem Couro
Transesterificacdo Oleos e gorduras

Celulase Lavagem e clareamento dos tecidos Detergente
Amolecimento do algoddo Textil
Modificacdo das fibras Papel e celulose

Pectinases Clarificacio de sucos e vinhos Bebidas
Xilanase Melhora o processamento e qualidade dos paes Panificacdo

Branqueamento da polpa

Digestibilidade

11
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Lactase

Lacase

Amiloglucosidase

Peroxidase

Fosfolipase

Catalase

B- glucanase

Glicose isomerase

Acilase

Remocio da lactose do leite

Clarificacio de sucos e flavorizantes de cervejas
Alvejante

Sacarificag@o da glicose a partir do amido
Combinado com a glicose oxidase se torna antimicrobiana
Remocio do excesso de corante

Antimicrobiana

Degomagem e produgdo de liso-lecitina
Alvejante

Digestibilidade

Usada na etapa de mashing em cervejarias
Conversdo da glicose em frutose

Sintese da penicilina semi-sintética

Laticinios
Bebidas

Téxtil

Amido

Cuidados pessoais
Téxtil

Cuidados pessoais
Oleos e gorduras
Téxtil

Racdo animal
Bebidas

Amido

Sintese orgénica

Antigamente, a identificacdo das enzimas era feita de acordo com o nome que 0s
proprios pesquisadores lhe atribuiam, muitos desses nomes triviais t€ém a incorporagdo do
sufixo ase ao nome do substrato sob qual elas atuam, mas em 1964, devido a crescente
descoberta do nimero de enzimas, a Unido Internacional de Bioquimica organizou uma
classificacdo e uma nomenclatura sistemética com seis classes principais de acordo com o

tipo de reacdo quimica que as enzimas catalisam (Tabela 2) (Gava, 1984).

TABELA 2. Classificacio das enzimas de acordo com o tipo de reacao (Gava, 1984).

Classificacdo Tipo de reacdo catalisada

1. Oxidorredutases Reagdes de oxi-reducdo
2. Transferases

3. Hidrolases

Transferéncia de grupos funcionais
Reacdes de hidrdlise

4. Liases Eliminag¢do de grupos para formar duplas ligacdes
5. Isomerases Reagdes de isomerizacio

6. Ligases Formacao de ligacdo acoplada a hidrélise do ATP

De acordo com a classifica¢do, conhecido por “E.C.” (Enzyme Commission of the
IUBMB), as enzimas possuem um codigo com 4 digitos. Nessa nomenclatura, o primeiro
digito designa em qual das seis classes a enzima pertence, o segundo indica o tipo de

ligacdo ou reacdo que a enzima atua, o terceiro digito € a subclassificacdo do tipo de

12
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ligacdo e o quarto digito € um nimero de série dependente do terceiro digito. No entanto,
quando o nome sistemdtico da enzima € longo ou dificil, o nome trivial ainda é usado
(Gava, 1984).

Devido a diversidade de aplicacdes, estudos t€ém sido realizados na tentativa do
isolamento de inimeras enzimas e o estudo de suas atividades cataliticas. Nesse trabalho,

em especial, foi feito um estudo de uma lipase bacteriana de Burkholderia cepacia.

2.2 Lipase

2.2.1 Aspectos Gerais

As lipases (glicerol éster hidrolases E.C. 3.1.1.3) constituem uma classe especial
entre as carboxil éster hidrolases e sdo enzimas que atuam sobre a ligacdo éster presentes

nos acilglicerdis, liberando glicerol e dcidos graxos (Figura 2) (Jaeger e Eggert, 2002).

D.—' -~ - =, e DH
0 0
| . Erzimw !
O o ., + 3HO — OH + 3.7 ™ ™ O
o
0 OH
Triacilgficeral Glicerol A cidos Graxos

FIGURA 2. Reacao de hidrélise catalisada por lipases.

Para entender a forma de atuacdo da lipase € necessario compreender as funcdes
dos lipidios - gorduras e 6leos existentes em grande parte da biomassa terrestre. Os lipidios
ou acilglicerdis sdo substincias apolares, insoliveis em &agua e soliveis em solventes
organicos que contém dois ou trés tipos diferentes de residuos de acidos graxos, sendo
denominados de acordo com a posi¢do dos residuos em relagdo a molécula de glicerol. Os
acilglicerdis podem ser monoésteres, diésteres ou triésteres formados a partir da reacdo do
glicerol (CH,OH - CHOH - CH,OH) e 4cidos graxos, por meio de uma reacdo de
esterificacdo sendo denominados respectivamente, de monoacilgliceréis (MAG),

diacilgliceréis (DAG) e triacilgliceréis (TAG).

13
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Embora a funcdo natural da lipase seja a quebra das ligagdes ésteres dos
acilglicer6is com o consumo de moléculas de dgua (hidrélise), as lipases sdo capazes de
catalisar a reacdo reversa sob condi¢des micro aquosas, que acontecem quando a
quantidade de 4dgua do sistema em que estdo presentes € suficientemente baixa a ponto de
deslocar o equilibrio termodindmico no sentido da sintese, como a formagdo de ligacdo
éster a partir de dlcool e dcido carboxilico. Esses dois processos bdsicos podem ser
combinados numa seqiiéncia légica para resultar em reagdes de esterificacdo,

interesterificacdo, transesterificacdo (Figura 3) (Jaeger e Eggert, 2002).

0 O
Il 1i
R-C-0-R° + H;D —¥ R-C-0H + HO - R*
Reagio de Esterificacio
0 O
Il 1i
R-C-0H + HO-R' — R-C-0-R* + H0
Reagio de Interesterificacio

Acidélise (reagiio de éster com Acido)

o] 4] o o
I 1l Il Il

R,-C-0-R' + R,-C-OH — R,-C-0O-R* + R,-C-OH

Alcodlise (reacio de éster com dlcool)

O 0
I Il

R'-C-0-R, + HO-R, — R-C-0-R + HO - R,

Transesterificaciio (reacio de éster com éster)

0 0 0 0
I Il I Il
R-C-0-R' + R-C-0-R’ — R,-C-0O-R + R,- C—-O-R,

FIGURA 3. Reacoes quimicas catalisadas por lipases (Jaeger e Eggert, 2002).
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As lipases representam um grupo de biocatalisadores acessiveis e de baixo custo
que, em geral, sdo flexiveis quanto a sua especificidade. A diferenca mais importante entre
as lipases e as esterases sdo as interagdes fisico-quimicas com seus substratos. Em contraste
com as esterases, que apresentam cinética de MICHAELIS-MENTEN normal, ou seja, a
atividade da esterase aumenta conforme a concentra¢ido do substrato aumenta até um limite
por saturagdo, as lipases ndo apresentam atividade enquanto seus substratos estdo presentes
na solucdo em estado monomérico. Contudo, quando a concentragdo do substrato estd
préoxima ou ultrapassa o seu limite de solubilidade, ocorre um rapido aumento na atividade
da lipase. A razdo pela qual uma lipase nao hidrolisa substratos que estejam abaixo de uma
concentracdo minima (concentracdo micelar critica, CMC), porém somente em

concentracdo acima desta, é chamada de ativagdo interfacial (Figura 4).

Esterases Lipases

atividade : atividade

A a - A i
. saturacado P
: solavel insollvel

Concentracado Concentracéo

FIGURA 4. Comportamento catalitico das esterases e lipases.

O mecanismo de ativacdo interfacial estd associado a mudancas conformacionais
na enzima (Costa e Amorim, 1999). Embora a ocorréncia da ativacdo interfacial
juntamente com a existéncia de uma tampa polipeptidica (parte da proteina que recobre o
sitio ativo) ja foi utilizada como pardmetro de distincdo entre lipases e esterases. A
existéncia de diversas enzimas que possuem essa tampa, mas ndao sao ativadas
interfacialmente (como a cutinase de Fusarium solani ssp pisi), ou as que nao possuem a

tampa polipeptidica (lipases de Burkholderia glumae e Pseudomonas aeruginosa) fez com
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que a ativagdo interfacial e a presenca de tampa recobrindo o sitio ativo fossem reavaliadas
como critério para a distin¢do entre essas enzimas Atualmente, consideram-se lipases as
carboxilesterases que catalisam a hidrdlise e sintese de acilgliceréis de cadeia longa (com
mais de 10 dtomos de carbono) (Jaegger et al., 1999; Paiva et al., 2000).

As lipases microbianas sdo glicoproteinas e apresentam em torno de 258 e 544
residuos de aminodcidos, dos quais a maior parte sdo hidrofobicos e responsdveis pela
interacdo entre a enzima e os substratos insoliiveis em dgua. As lipases exibem um padrio
de dobramento caracteristico, conhecido como dobra hidrolase o/f. O centro da lipase é
composto por uma folha 3 central com até oito laminas 3 (1 - B8) conectadas por até seis o

hélices (A — F), como pode ser visto na Figura 5 (Jaeger e Reetz, 1998).

Clerminus N terminus

FIGURA 5. Estrutura da lipase de Burkholderia aeruginosa. As 1aminas beta estao representadas como
setas (vermelho escuro) e as a-hélices como rolos (azuis e amarelas). Os residuos do sitio ativo Ser82,
Asp229 e His251 estiio indicados e a posiciio potencial do ion Ca** (Jaeger e Reetz, 1998).
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O sitio catalitico da lipase € formado pela triade catalitica G-X;-S-X,-G, onde G=
glicina, S= serina, X,= histidina e X,= acido glutdmico ou aspartico. O nucledéfilo catalitico
(serina) € responsdvel pela catdlise e estd unido por liga¢des de hidrogénio a um residuo de
histidina; o residuo carboxilado ligado ao mesmo residuo de histidina poderd ser um
aspartato ou glutamato. Esse sitio catalitico se repete em todas as estruturas e é
freqlientemente protegido na molécula por uma tampa hidrofébica ou lid, que ao interagir
com a interface lipidio/dgua sofre uma mudanca conformacional expondo o sitio ativo que
fica acessivel ao substrato, e a0 mesmo tempo expondo uma larga superficie hidrofébica
que facilita a ligacdo da lipase a interface. A presenca da tampa na estrutura da enzima e a
propriedade de ativacdo interfacial passaram a ser fatores determinantes para a
caracterizacdo das lipases. Estudos de raios-X feitos por UPPENBERG e colaboradores
(1994) com a lipase da Candida antarctica revelou a existéncia de uma tampa similar
recobrindo a triade catalitica. No entanto, outros autores observaram que a presenca da
tampa ndo estd necessariamente correlacionada com a ativacdo interfacial, sendo que as
lipases de Burkholderia aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antarctica B, que
apresentam a tampa em suas estruturas, nao sofrem ativacdo interfacial (Jaegger e Eggert,
2002; Dalla-Vecchia et al., 2004).

Outro importante aspecto das enzimas lipoliticas € sua caracteristica de catalisar
reacoes na interface Oleo-dgua. Muitas das lipases sdo soldveis em &dgua e agem em
substratos insoluveis em dgua, o que pode diferenciar as lipases das esterases, jd que essas
agem em substratos soliveis em dgua. Apesar dos principais substratos das lipases serem
triglicerideos de cadeia longa (com mais de 10 dtomos de carbono), essas enzimas atuam
sobre uma gama de substratos nao-naturais (ésteres nao-lipidicos) e de diversos tamanhos.
A versatilidade das lipases sugere que sua estrutura polipeptidica seja flexivel e possa
adotar diferentes conformacdes dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do meio, o
que dificulta a modelagem e previsdo de interagdes estereoquimicas enzima-substrato

(Costa e Amorim, 1999).
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2.2.2 Fontes de obtencao

Em 1856, CLAUDE BERNARD descobriu que as lipases eram tradicionalmente
obtidas de pancreas de animais, mas devido a dificuldade de acesso ao material de origem
animal, aumentou-se o interesse pelas lipases microbianas. Hd aproximadamente cem anos
atrds, o microbiologista EIJKMANN relatou que diferentes cepas poderiam produzir e
secretar as lipases (Jaeger e Eggert, 2002). Entdo, a partir de 1906, iniciaram-se os estudos
sobre produ¢do dessas enzimas utilizando-se diversos microrganismos como bactérias,
fungos e leveduras (Hasan et al., 2006). Apesar de pouco exploradas, lipases produzidas
por vegetais extraidas de cereais e 6leos de sementes, localizadas em diferentes tecidos e
normalmente ativadas durante a germinacdo das plantas também sdo estudadas. Dentre
estdo as triacilglicerol lipases, as acil-hidrolases nao especificas como as fosfolipases Al,
A2 e B, as glicolipases, as sulfolipases e monoacilglicerol lipases, além das fosfolipases C e
D. Entre as espécies estudadas estdo Ficus elastica, Carica papaya, Ananas comosus,
Euphorbia characias e E.wulfenii (Mukherjee, 1994; Palocci et al., 2003). No caso das
lipases humanas, devido as implicagdes que sua estimulac@o ou inibi¢do tem sobre a saude
humana, sobretudo em problemas de obesidade, estas também sdo estudadas. Dentre essas
lipases, incluem a géstrica, pancredtica e as estimuladas por sais biliares que ajudam na
digestdo e assimilacdo dos lipidios na dieta humana, e as lipases hepaticas, lipoprotéicas e
endoteliais que atuam no metabolismo das lipoproteinas (Miled et al., 2000).

As propriedades das lipases sdo varidveis de acordo com a sua procedéncia, do
ponto de vista econdomico e industrial, as lipases obtidas de microrganismos em habitats
como residuos industriais, fabricas de processamento de Oleos vegetais, industrias de
laticinios, solos contaminados com O6leo, sementes que produzem O6leo, pilhas de
compostagem ou em alimentos em deterioracao sdo as mais utilizadas devido a sua relativa
facilidade de produgdo e abundancia de microrganismos capazes de sintetizd-las (Saxena et
al., 2003; Sharma et al., 2001). Apresentam uma série de vantagens quando comparadas as
de outras fontes, uma vez que sdo enzimas extracelulares em sua grande maioria, sendo
facilmente separadas do micélio por filtracdo ou centrifugacdo. Além disso, sdo enzimas
termoestdveis e apresentam versatilidade e simplicidade na manipulagdo ambiental e

genética para aumentar o rendimento das células (Hasan et al., 2006).
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Fungos de diversos géneros demonstraram serem bons produtores de lipases e as
suas enzimas t€m sido estudadas sob o ponto de vista académico e industrial. As enzimas
obtidas dos fungos sdo especialmente valorizadas por ndo serem nocivas a saide humana,
reconhecidos como GRAS (Generally Regarded as Save). Por exemplo, lipases de Rhizopus
oryzae, Aspergillus niger, Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti, e da levedura
Candida rugosa estdo sendo comercializadas atualmente pela Amano (Amano Europe
Enzyme Ltda., UK) para processamento de 6leos, gorduras e queijos, para a determinacio
de triglicerideos, como aditivo em preparagdes digestivas e para sintese quiral

(http://www.amano-enzyme.co.jp/).

Mas o répido crescimento celular, em relagdo aos fungos, € uma das vantagens das
fontes bacterianas como produtoras destas enzimas que também desempenham um
importante papel em aplicagdes comerciais e apresentam grande potencial catalitico em
meios aquoso e ndo aquoso, além de serem consideradas de alto potencial biotecnolégico
devido a estabilidade em elevadas temperaturas e a solventes organicos (Jaeger et al.,
2003). A estabilidade das lipases em solventes organicos vem sendo muito estudada, pois
essa pode vir a possibilitar a realizacdo de reagdes onde nao € possivel a presenca de dgua.
Dentre as bactérias produtoras de lipases estdo disponiveis as enzimas do género
Pseudomonas sp, P. fluorescens e P. cepacia que sdo utilizadas para a aplicacdo em sintese

quiral e as lipases de Burkholderia sp. e Arthrobacter sp. utilizadas na determinacdo

diagnostica de triacilglicerois (http://www.amano-enzyme.co.jp/).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando entre 20 a 75
kDa, ponto isoelétrico entre 4 a 10 e atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas
variando desde a ambiente até 70°C. Lipases sdo usualmente estdveis em solucdes aquosas
neutras a temperatura ambiente apresentando, em sua maioria, atividade 6tima na faixa de
temperatura entre 30 e 40°C. Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em
funcdo da origem, sendo as lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica.
A termoestabilidade é uma das caracteristicas requeridas de enzimas com potencial para
aplicacdo industrial como as lipases, uma vez que muitos processos usam temperaturas em
torno de 50°C. Lipases microbianas tém sido estudadas com relagdo a termoestabilidade € a
faixa de temperatura em que atingem a atividade maxima, entretanto, nao ha padronizagao

nas metodologias, tornando dificil a comparagdo e o estabelecimento de regras gerais
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(Beisson et al., 2000; Borgstrom e Brockman, 1984; Kordel et al., 1991; Pastore et al.,
2004, Lima et al., 2004).
Como as caracteristicas das lipases variam conforme a fonte serd explorada a

Burkholderia cepacia utilizada neste trabalho.

2.2.2.1 Burkholderia cepacia

A espécie bacteriana de Burkholderia cepacia (anteriormente Pseudomonas
cepacia) (Figura 6) é uma bactéria Gram-negativa, aerébica, com temperatura 6tima de
crescimento entre os 30 e 35°C e utilizam mais de 200 compostos como fonte de carbono e
energia (Palleroni, 1984). Sdo bactérias produtoras de lipases extracelulares com
caracteristica de alta estabilidade e atividade. Essas lipases possuem massa molecular de 33
kDa, estabilidade em solventes organicos, altas temperaturas e em diferentes valores de pH,
tendo como pH 6timo entre 7 e 8. As enzimas dessa fonte atualmente sdo comercializadas
pela Amano (Amano Europe Enzyme Ltda., UK) para diversas aplicagcdes como aditivos
em detergentes € em sintese organica, devido ao alto grau de enantiosseletividade. Como
conseqiiéncia, tem sido utilizada também na resolucdo quiral de racematos, produzindo
enantidmeros puros. As lipases obtidas dessa fonte possuem em seu sitio ativo a presenca
da triade catalitica formada por residuos de aminoécidos de serina, histidina e aspartato
(Reetz e Jaeger, 1998; http://www.amano-enzyme.co.jp/).

As lipases de Burkholderia cepacia LTEBI1 utilizadas em 2007 por FERNANDES

apresentou massa molecular de 33 kDa e boa estabilidade frente a diferentes faixas de pH
(3 a 10) e a temperatura (20 a 55°C). A mesma cepa foi utilizada por LIMA e colaboradores
em 2004 e os resultados mostraram a boa estabilidade em solventes orgénicos, pois quando
incubados por 1 hora em etanol, isopropanol e acetona, a enzima apresentou ativagdo até a
propor¢ao de 80% de solvente na mistura solvente/dgua, sendo a maior ativacdo em etanol
(atividade residual de 195% =+ 23). Com 100% de solvente a atividade decresceu em todos
os solventes, com excecdo do isopropanol (atividade residual de 97% + 18). Com os
solventes pouco polares (n-butanol) e apolares a 100% (v/v) (tolueno, n-hexano, n-heptano
e isooctano), a enzima apresentou maior ativacdo em n-heptano (atividade residual de

121% + 6), e somente em isooctano ndo houve ativacdo. Estudos em relacdo a catélise
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enzimatica em reacdes de esterificacdo utilizando cepa de Burkholderia cepacia mostraram
que a enzima imobilizada em Accurel EP-100, catalisou a sintese do oleato de etila em n-
heptano com rendimento de 100% em 6 horas de reagdo. A imobiliza¢do apresentou
eficiéncia de 93%, e a enzima imobilizada apresentou atividade 12,8 vezes maior
comparada a atividade da enzima livre. A lipase pode ser utilizada por 11 vezes para a
reacdo de sintese do oleato de etila sem diminui¢do no rendimento, e 24 vezes até atingir
seu tempo de meia vida. O tempo necessario para a maxima producgao de éster foi melhor
do que os relatados na literatura para a reacao de esterificacdo com outras lipases (Salum et

al., 2008).

FIGURA 6. Modelo estrutural da lipase de Burkholderia cepacia. Fonte: Protein Data Bank.

2.2.3 Atividade das lipases

Fatores como pH, temperatura e presenga de compostos podem inibir a enzima de
realizar uma rea¢do quimica influenciando, assim, a atividade da lipase. A especificidade
em relacdo ao comprimento e posicdo da cadeia do &4cido graxo na molécula de
triacilglicerol também influencia a atividade lipolitica (Hasan et al., 2006).

No entanto, as metodologias utilizadas para dosagem de atividade lipolitica tornam
a comparagao dos resultados complicada devido a diversidade de lipases existentes. Nao

existe um ensaio universal, mas a reagdo mais comum para medida de atividade da lipase €
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através de métodos titulométricos. A determinacao da atividade por titulometria foi baseada
no método proposto por STUER e colaboradores (1986), com modificacdes. O método
baseia-se na titulacio com NaOH dos 4cidos graxos liberados pela acdo da enzima a partir
dos triacilglicer6is. No entanto, o uso de substratos soldveis em &dgua proposto por
WINKLER e STUCKMANN (1979) é muitas vezes empregado, pois a hidrélise € rdpida e
pode ser acompanhada espectrofotometricamente. O método espectrofotométrico baseia-se
na hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (p)NPP) (Figura 7) pela enzima, em meio aquoso
contendo como surfactantes a goma ardbica e o Triton X-100. A formagdo do p-nitrofenol
(produto de hidrdlise), de coloracdo amarela € quantificada por espectrofotometria a 410
nm. O inconveniente deste método € que o substrato pode ser hidrolisado por outras

esterases.

OCOC)sH3) OH
0 Enzima |
S l + H:O I \ l + () sH; COOH
o, Lo,
palmitato de p-nitrofenila dgua p-nitrofenol dcido palmitice

FIGURA 7. Reacio de hidrdélise do pNPP por lipases.

7z

Outro método para determinacdo da atividade lipolitica é através do indice
enzimatico que de acordo com a metodologia de HANKIN e ANAGNOSTAKIS (1975),
baseia-se numa relacdo entre o didmetro da colonia e o didmetro do halo sobre o diametro
da colonia.

Para a quantificacdo de proteinas das lipases, foram encontrados dois métodos
espectrofotométricos principais na literatura. O método de LOWRY (1951) para a
determinagdo de proteinas totais foi originalmente proposto por WU em 1922. O principio
do método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato e &4cido fosférico
(reagente Folin-Ciocalteau) que sofre uma redu¢do quando reage com proteinas na presenga
do catalisador cobre (II), e produz um composto com absor¢do méaxima em 750 nm. A
principal vantagem desse método € a sua alta sensibilidade para proteinas, porém o método

apresenta longo tempo de andlise, possui absortividade especifica altamente varidvel para
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diferentes proteinas e segue a Lei de BEER-LAMBERT apenas numa pequena faixa de
concentracdo de proteinas (Zaia et al., 1998).

O método de BRADFORD (1976) é baseado na interacdo entre o corante
“Coomassie brilliant blue” BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém
aminodcidos de cadeias laterais bdsicas ou arométicas. No pH de reacdo, a interacdo entre a
proteina de alta massa molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio
do corante para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595 nm.

Embora nos dois métodos os lipidios sejam tidos como agentes interferentes que
podem causar turbidez nas amostras, o método de BRADFORD ¢€ mais rdpido e sensivel
que o de LOWRY, embora o mesmo apresente algumas desvantagens, tais como a variacao
da absortividade especifica para diferentes proteinas, devido a baixa solubilidade ou baixa
massa molecular das mesmas, e fornecimento de resultados nem sempre reprodutiveis
devido ao grau de pureza do corante BG-250 que varia conforme a procedéncia, sendo
recomendavel padronizacdo das condi¢des de reacdo para cada lote de corante adquirido

(Zaia et al., 1998).

2.2.4 Especificidade das lipases

A especificidade das lipases com relacio ao substrato € um fator determinante nas
diversas aplicagOes industriais. A enzima pode ser especifica com relagdo a molécula dcida
ou alcodlica do substrato. Segundo MACRAE e HAMMOND (1985), as lipases tém sido
classificadas em trés grupos:

1. Lipases 1,3 especificas - catalisam a liberagdo de 4cidos graxos especificamente
das posigoes sn-1 e sn-3 dos acilglicerdis. A hidrdlise total pode ocorrer se a reagdo
for por tempo prolongado, considerando-se que o 2- MAG ou 1,2 (2,3)- DAG
formados, ambos quimicamente instiveis, podem ser isomerizados
espontaneamente para as posi¢des 1 ou 3. As lipases de Rhizopus delemar,
Aspergillus niger € Mucor miehei pertencem a este grupo. A lipase pancredtica €
uma tipica lipase sn-1,3 especifica, e algumas lipases vegetais tém demonstrado

possuir este tipo de especificidade.
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2. Lipases nao especificas - quebram as moléculas de acilglicerol na posigao
randomica, produzindo 4cidos graxos livres, glicerol, monoacilglicerdis e
diacilglicer6is como intermedidrios. Neste caso, os produtos sdo similares aqueles
produzidos por catdlise quimica, porém com menor grau de termodegradacio,
devido a temperatura na biocatdlise ser inferior. Exemplos sdo as lipases de
Penicilium cyclopium, Corynebacterium acnes, Burkholderia fluorescens,
Staphylococcus aureus e Candida cylindracea usadas para a sintese de alcodlise e
interesterificacdo de glicerideos.

3. Lipases acido graxo especificas - sdo lipases com acdo especifica na hidrdlise de
ésteres, cujos dcidos graxos sdo de cadeia longa insaturada com duplas ligacdes, em
cis no carbono 9. Um representante tipico deste grupo € a lipase de Geotrichum
candidum. Esteres com 4cidos graxos insaturados, ou sem insatura¢io no carbono 9,
sdo lentamente hidrolisados. Esta habilidade de produzir novos tipos de misturas de
triacilglicerideos utilizando lipases regioespecificas € uma das caracteristicas mais
interessantes para a aplicacdo no setor de 6leos e gorduras (Carvalho et al., 2003).

A partir disso, produtos resultantes da reacdo de interesterificacio de uma mistura
de TAGs ou entre TAG e 4cidos graxos livres catalisada por lipases regioespecificas para as
posicdes 1 e 3, permite que o processo seja dirigido para a formagdo de produtos com
composi¢do e propriedades peculiares. O mesmo pode ser constatado com o uso das lipases
acido graxo especificas. No entanto, os produtos obtidos com o uso de lipases ndo
regioespecificas sdo similares aqueles obtidos por interesterificacdo quimica, onde ocorre
uma redistribuicdo aleatéria (randomizagdo) dos dcidos graxos nos TAGs, dificultando, em
muitos casos, a obten¢do de produtos com propriedades desejadas e com maior pureza

(Macrae, 1983; Carvalho et al., 2003).
2.2.5 Aplicacao das lipases

Os avancos biotecnoldgicos na produgcdo industrial das lipases vém
proporcionando sua aplicacdo nos diferentes segmentos industriais através da substitui¢do

dos catalisadores cldssicos industriais pelos biocatalisadores. As lipases com suas

caracteristicas de especificidade, regiosseletividade e enantiosseletividade permitem a
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sintese de compostos de alta pureza, com um nimero reduzido de subprodutos e baixa
geracdo de residuos. Os biocatalisadores podem ser um importante substituto de muitos
processos puramente quimicos, pois requerem procedimentos mais faceis e baratos que
utilizam temperatura e pressao ambientes, condi¢des estas que minimizam a degradacgdo de
compostos ldbeis e evitam o uso de compostos quimicos com alto potencial poluente, pois
estabelece os seus processos considerando as propriedades biodegraddveis dos seus
componentes e por isso ¢ um ramo do que se conhece como quimica verde (Warner et al.,
2004).

Devido a versatilidade de suas propriedades como atuacdo enzimatica,
especificidade pelo substrato e producdo em escalas maiores, as lipases obtidas de
microorganismos sdo as mais aplicadas nos diferentes segmentos industriais e
biotecnoldgicos (Hasan et al., 2006). Embora ainda hoje a maior aplicacao industrial destas
enzimas seja na formulacido de detergentes (Kirk et al., 2002), sua capacidade hidrolitica
faz com que algumas industrias de papel e celulose utilizem-na para a remocao de material
hidrofébico da madeira, indesejaveis na manufatura do papel (Jaeger e Reetz, 1998; Pandey
et al., 1999; Hasan et al., 2006). Na industria de alimentos, a utilizacdo das lipases para a
geracdo de produtos de interesse comercial tem sido crescente devido a alta especificidade
das lipases com relacdo ao tipo e a posi¢cdo estereoespecifica do residuo de acido graxo,
atuando como flavorizantes em alguns produtos lacteos, bebidas alcodlicas, achocolatados e
sobremesas. No caso dos queijos maturados, as lipases t€tm um importante papel na
producdo dos flavors. Os fungos do gé€nero Penicillium roquefortii ou camembertii sao
considerados de grande importancia econdmica, pois ddo aos queijos que levam seu nome a
aparéncia, o sabor, o odor e a textura caracteristicos (Eitenmiller et al., 1970).

Um dos setores que mais beneficiou o avango dos estudos da utilizacdo de lipases
foi o da industria farmacéutica com a sintese de compostos opticamente ativos (Okazaki et
al., 1997). No tratamento de efluentes para a remocdo de O6leo presente nas &dguas
residudrias de industrias de alimentos com alta carga orgédnica como frigorificos,
abatedouros e laticinios utilizam-se das lipases. Estas industrias produzem um elevado teor
de residuos liquidos e sélidos, com odores desagraddveis, que muito prejudicam as
unidades industriais. Além disso, esses residuos contém elevados teores de demanda

bioquimica e quimica de oxigénio (DBO e DQO), aumentando, assim a concentracdo de
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matéria organica. Um tratamento preliminar desses efluentes por meio da acdo das lipases
reduz o teor de lipidios, o diametro das particulas de gorduras em até 60% e o tempo de
residéncia do efluente nas lagoas de estabilizacdo (Leal et al., 2002). Lipases podem ser
empregadas também como biossensores para deteccdo de triacilgliceréis na industria
oleoquimica, na tecnologia de alimentos e em andlises clinicas. Na industria do couro,
lipases podem ser empregadas em conjunto com outras hidrolases para remoc¢do de gordura
subcutanea (Pandey et al., 1999). Um resumo das principais aplica¢des da lipase pode ser
visto na Tabela 3.

Nos dias de hoje existe um interesse mundial crescente pela conservacao dos
recursos energéticos naturais niao renovaveis, pelo desenvolvimento de recursos energéticos
alternativos e pela reciclagem de rejeitos. Os rejeitos de 6leos comestiveis usados em fritura
representam sério problema ambiental devido ao seu descarte ser diretamente no esgoto
doméstico, causando grandes problemas de poluicdo. Uma maneira efetiva de reciclar os
rejeitos de Oleos usados em residéncias, restaurantes e industrias € a sua utilizagdo para
producdo de biodiesel. A importancia do estudo e desenvolvimento da tecnologia de
producdo do biodiesel € substituir eficientemente o diesel proveniente do petrdleo. O
biodiesel tem recebido aten¢do especial por ser um combustivel renovavel, biodegradavel e
nao téxico (Padilha et al., 2010). Os beneficios ambientais decorrentes de seu uso incluem
também emissdo mais baixa de material particulado e gases do efeito estufa como CO, CO2
e SOx (Pizarro e Park, 2003). O biodiesel € sintetizado pela transesterificacdo direta de
Oleos vegetais e gordura animal, quando os triglicerideos reagem com metanol na presenca
de catalisador quimico ou biolégico.

A utilizagdo de lipase como catalisador bioldgico para producdo do biodiesel
apresenta grande potencial em relagdo aos métodos quimicos, uma vez que nenhuma
operacdo complexa é necessdria para recuperacdo do glicerol ou para eliminacdo de
catalisador e sal. Com o uso de lipase, a sintese do biodiesel transcorre normalmente,
mesmo ha presencga de solventes organicos, substrato contendo dgua e acidos graxos livres,
como € o caso dos Oleos usados (Shimada et al., 2002). A partir disso, tem-se crescente
avan¢o nos meios cientifico, econdmico e industrial em relagdo a aplicacdo de lipases em
processos biotecnoldgicos para a modificacdo de 6leos e gorduras. Todos os estudos do

processo de transesterificacdo de Oleos vegetais utilizando como catalisador a lipase
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apontam alta seletividade e conversdes de triglicerideos e acidos graxos livres (AGL) a
biodiesel. A utilizacdo de 6leos usados, que contém elevadas porcentagens de AGL, ndo

atrapalha o processo de produgao de biodiesel utilizando catédlise enzimatica (Kroumov et

al., 2007).

TABELA 3. Aplicacoes industriais de lipases microbianas (Sharma et al., 2001).

Industria Mecanismo Produto ou aplicacdo
Detergentes Hidrdlise de gorduras Remocdo de residuos de 6leo em tecidos
Laticinios Hidrdlise da gordura do leite, Desenvolvimento de agentes flavorizantes no queijo,
maturacao do queijo e modificacdo leite e manteiga
de manteigas
Panificacdo Melhoria do sabor e Confeitos e bolos
prolongamento do tempo de
prateleira
Bebidas Melhoria do aroma e aceleragdo da  Bebidas alcodlicas
fermentacdo pela remocao dos
lipidios
Alimentos Melhoria da qualidade Maionese e molhos
Transesterificagao Alimentos sauddveis

Carne e peixe

Oleos e gorduras

Desenvolvimento do aroma e
remocdo do excesso de gordura

Transesterificac@o, hidrélise

Produtos embutidos

Manteiga de cacau, margarina, acidos graxos,

glicerol, mono e diglicerideos

Quimica Enantioseletividade Construgao de blocos quirais e quimicos
Farmacéutica Transesterificago, hidrolise Lipidios especiais, remédios para digestao
Cosméticos Sintese Emulsificantes e cremes
Couro Remocio de gordura da pele dos Produtos de couro
animais
Papel Hidrolise Papel com melhor qualidade
Analitico Andlise de triglicerideos no sangue  Diagndstico
Diversos Decomposicao e remogdo de Limpeza de tubulacdes e tratamento de efluentes

substancias oleosas

Diversas lipases sdo capazes de atuar nas reacdes de transesterificacdo. Estudos
para verificar a atuacdo das lipases em diferentes substratos tém sido desenvolvidos.

OLIVEIRA e colaboradores (2004) ao utilizarem lipases imobilizadas Novozym 435 e
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Lipozyme IM como catalisadores obtiveram conversoes de 98% e 81,4%, respectivamente,
em ésteres a temperatura de 65°C e 20% da enzima (m/m em relacio ao 6leo), mostrando
potencialidade de utilizacdo do 6leo de mamona na producdo do biodiesel. Em outro
trabalho, DU e colaboradores (2007) a partir de 6leo renovavel usando lipase como
catalisador em meio organico obtiveram 94% de rendimento em biodiesel. Neste trabalho
um 4lcool de cadeia curta ROH como receptor de acila foi usado. Os pesquisadores
mostraram que esse tipo de sistema de reacdo em meio organico promoveu a solubilidade
do dlcool de cadeia curta na matéria prima do 6leo renovavel, reduzindo o tempo de reacao
e aumentando a produtividade do biodiesel. Experimentos de SHIMADA e colaboradores
(2002) avaliaram um sistema de metandlise catalisada com lipase imobilizada de Candida
antarctica e 6leos residuais. Os autores fizeram o experimento em batelada usando 2 etapas
com variacOes das proporcoes de enzima e metanol, os resultados apresentaram
rendimentos maiores a 90% em conversao de biodiesel. Em outro trabalho, WATANABE e
colaboradores (2001) também utilizaram 6leo residual e lipase imobilizada de Candida
antarctica numa coluna com propor¢des variadas de metanol, observando que a atividade

da enzima permaneceu estavel durante os 100 dias de reacao.

2.3 Técnicas de purificacao de produtos biotecnolégicos

Diversas técnicas podem ser utilizadas na purificacdo de produtos de origem
biotecnoldgica. Essas técnicas acabam se tornando dentro do trabalho de purificacdo tdo ou
mais desafiantes que o estudo e desenvolvimento da etapa de cultivo das células
microbianas. Geralmente a purificacdo pode ser dividida em etapas que dependem da
aplicacdo final do produto requerendo maior ou menor grau de pureza, isto porque 0s
métodos de purificacdo sdo dependentes do microrganismo, dos meios e condi¢des de
cultura e das caracteristicas da enzima. Assim sendo, enzimas produzidas por cepas
diferentes do mesmo microrganismo podem apresentar propriedades distintas. Além disso,
dependendo do microrganismo, a enzima pode ser intracelular ou extracelular, o que
pressupde estratégias diferentes de purificagdo, com inser¢do de uma etapa de rompimento
das células, caso a enzima seja intracelular. A defini¢cdo das operacdes de um processo de

purificagdo depende do uso da molécula alvo e também de suas caracteristicas fisico-
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quimicas e do tipo de impurezas presentes. Produtos que requerem maior grau de pureza
sdo os destinados a usos terapéuticos e, neste caso, a complexidade do processo de
purificacdo é elevada. Para a utilizacdo de enzimas em biocatdlise, desde que as impurezas
presentes no extrato enzimdtico ndo interfiram na reacdo catalisada e na utilizacdo do
produto final, processos parciais de purificacdo podem ser suficientes (Gupta et al., 2004;

Kornberg, 1990).

Diferentes técnicas de purificacdo sdo empregadas, dentre elas existem as mais
antigas como a precipitagdo, extracdo com solventes e filtracdo que tem alto poder de
concentracdo e baixa purificacdo e as técnicas mais modernas como a cromatografia por
afinidade ou por troca idnica, eletroforese, extracdo em duas fases aquosas, extracao por
micelas reversas que podem recuperar e purificar, muitas vezes at€ a homogeneidade. A
Tabela 4 mostra as diferentes técnicas de remog¢do de compostos insoliveis nas etapas do
processo de purificacdo e o principio de separacdo das biomoléculas (Pessoa e Kilikian,
2005).

No entanto, alguns fatores como baixos rendimentos, alto custo e dificuldades de
utilizacdo em larga escala limitam o uso dessas técnicas, por isso o desenvolvimento de um
processo eficiente e de baixo custo € de extrema importancia. A maioria das técnicas de
separacdo utilizada para recuperagdo e isolamento de enzimas encontra muitas dificuldades
do ponto de vista técnico, exigindo um elevado nimero de etapas, devido ao pequeno
tamanho das particulas e viscosidade da solucdo onde se encontram as enzimas. As etapas
de concentracdo podem levar reprodutibilidade limitada e baixos rendimentos, a filtracdo e
centrifugacdo sdo bastante dependentes do tamanho da particula e o uso de procedimentos
cromatogrificos na separacdo das biomoléculas, muitas vezes é limitado pelo alto custo das
resinas (Diamond e Hsu, 1992; Hustedt et al., 1988).

A partir desse contexto, a purificagdo e separacdo de proteinas baseadas nos
principios de particdo em sistemas de duas fases aquosas tém sido desenvolvidas nos
ultimos anos e serdo exploradas neste trabalho. Esta técnica de extracdo parece ser
especialmente adequada para as primeiras etapas dos procedimentos de separacdo, podendo
substituir etapas cromatograficas ou ser aplicada antes da cromatografia (Bradoo et al.,

1999; Sharma et al., 2002; Pessoa e Kilikian, 2005).

29



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

TABELA 4. Técnicas de purificacdo de produtos biotecnolégicos (Pessoa e Kilikian, 2005).

Etapa do processo Técnicas de separagcao Principio
Clarificacio Filtragdo convencional Tamanho de particulas
Centrifugacao Tamanho e densidade de particulas

Filtracdo por membranas
Flotagao

Rompimento celular Homogeneizacdo
Ultrassom
Moagem

Rompimento quimico ou

enzimatico
Purificagdo de baixa Precipitacao
resolucdo Ultrafiltragdo

Extracdo em sistemas de duas
fases aquosas
Purificagdo de alta Cromatografia de troca idnica
resolugcdo

Cromatografia de afinidade

Cromatografia de
imunoafinidade
Cromatografia de interagdo
hidrofébica

Cromatografia de exclusio
celular

Membranas adsortivas

Tamanho de particulas

Hidrofobicidade de particulas
Cisalhamento

Cisalhamento

Cisalhamento

Hidrolise, solubilizagido ou desidratagdo
de moléculas que compdem a parede ou
membrana celular

Solubilidade

Massa molar e raio hidrodindmico de
moléculas

Solubilidade, massa molar

Tipo e densidade de carga na superficie
da biomolécula

Sitios especificos da superficie de uma
proteina

Sitios especificos da superficie de uma
proteina

Hidrofobicidade

Massa molar

Massa molar e caracteristicas para
adsor¢ao ou sitios especificos da

superficie de uma proteina

2.3.2 Sistemas de duas Fases Aquosas

2.3.2.1 Aspectos gerais

7z

A extracdo liquido-liquido € uma técnica promissora de extracdo e purificacdo
baseado na propriedade de imiscibilidade de liquidos que envolvem a transferéncia de

massa entre dois liquidos imisciveis ou pouco misciveis, tendo a capacidade de realizar

30



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

separacdes que sdo invidveis por outros métodos. O processo de extracdo liquido-liquido
ocorre em duas etapas, onde na primeira, promove-se o contato entre o solvente extrator e a
solugdo alimentadora contendo o componente a ser extraido de modo que o soluto seja
transferido da solucdo alimentadora para o solvente extrator e na segunda acontece a
separacdo das duas fases imisciveis com recuperacdo do solvente (Cabral e Aires-Barros,
1993).

Entretanto existe um nimero muito limitado de solventes adequados usados em
enzimas e células, isto faz com que outros sistemas sejam usados na extracdo liquido-
liquido para a separag¢do de biomateriais. Dentre esses, estdo os sistemas constituidos por
duas fases aquosas, que podem ser formados por solu¢des aquosas de dois polimeros
hidrofilicos ou por solucdes aquosas de um polimero e um sal. A extracao liquido-liquido
utilizando sistemas de duas fases aquosas (SBAs) tem se mostrado como uma metodologia
eficiente, ambientalmente segura e economicamente vidvel para a extracao e purificagdo de
biomoléculas como virus, organelas, enzimas e proteinas. Foram primeiramente descritos
na literatura em 1986 por BEIJERINCK que observou a formagdo de duas fases liquidas
limpidas ao misturar solucdes de gelatina, agar (ou amido soldvel) e dgua a certas
concentracdes. A fase mais densa era enriquecida com agar (ou amido) e a fase superior
com gelatina, sendo que a 4gua era o componente majoritirio em ambas as fases.
Posteriormente, OSTWALD e HERTEL continuaram os estudos sobre esses sistemas e
verificaram que amidos provenientes de origens distintas como arroz ou milho, possuindo
diferentes fracdes de amilose e amilopectina produziam diferentes diagramas de fase. Esses
resultados mostravam a grande influéncia que pequenas variacdes nas interagcdes
intermoleculares t€m sobre as composi¢des das fases em equilibrio. Em 1947, DOBRY e
BOYER-KAWENOKI desenvolveram um estudo sistemdtico de diferentes polimeros
dissolvidos em solventes organicos e dgua. Estes autores constataram que dos 35 pares de
macromoléculas estudados, apenas 4 nao produziram a formacao das duas fases, e puderam
concluir que a incompatibilidade entre polimeros era um fendmeno geral. Porém, foi com
os trabalhos de PER-AKE ALBERTSSON, em meados da década de 50, que ficou evidente
para a comunidade cientifica a grande potencialidade de aplicacdo destes sistemas a
parti¢do ou purificacdo de materiais biomoleculares. Como o solvente € a 4gua em ambas

as fases e geralmente se encontra presente em grande quantidade, estes sistemas fornecem
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um ambiente ameno para as biomoléculas evitando, assim, mudangas em suas estruturas e
perda das atividades bioldgicas (Albertsson, 1986; Diamond e Hsu, 1992). Dentre os
sistemas de duas fases aquosas estudados, estdo os constituidos por PEG/dextrana/dgua e
PEG/sal/dgua, embora a descoberta e caracteriza¢do de diversos sistemas para a separacio

de biomoléculas sejam também utilizadas (Tabela 5) (Silva e Loh, 2006).

TABELA 5. Exemplos de alguns sistemas bifasicos aquosos (Silva e Loh, 2006).

Sistemas polimero/polimero/dgua

Componente 1 Componente 2
Polipropileno glicol Metoxipolietileno glicol
Polietileno glicol
Alcool polivinilico
Polivinilpirrolidona
Hidroxipropil dextrana
Dextrana
Polietileno glicol Alcool polivinilico
Polivinilpirrolidona
Dextrana
Ficoll
Pululana
Goma de cajueiro
Alcool polivinilico Metilcelulose

Hidroxipropil dextrana

Polivinilpirrolidona Metilcelulose
Dextrana

Metilcelulose Hidroxipropil dextrana
Dextrana

Etilhidroxietilcelulose Dextrana

Hidroxipropil amido

Hidroxipropil dextrana Dextrana
Ficoll Dextrana
Poli 6xido de propileno Maltodextrina

Sistemas polimero/soluto de baixa massa molecular/dgua

Componente 1 Componente 2

Polietileno glicol Fosfato de potéssio
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Sulfato de potéssio

Citrato de soédio

Glicose

Glicerol
Metoxielilenoglicol Fosfato de potéssio
Dextrana Alcool propilico
Dextrana sulfonato de sédio Cloreto de sédio

No diagrama de fases, os valores das concentragdes dos componentes do sistema
sdo geralmente representados em porcentagem madssica (% m/m). Convencionalmente, os
componentes presentes em maior quantidade nas fases inferior e superior sdo representados
no eixo das abscissas e das ordenadas, respectivamente. A curva que divide a regido em
duas fases € chamada curva binodal ou curva de equilibrio e informa em quais composi¢oes
globais o sistema € homogéneo e em quais € heterogéneo. A posicdo da binodal varia de
acordo com o tipo e a massa molecular do polimero, a natureza quimica do sal, a
temperatura e o pH do meio (Albertsson, 1986).

A representagdo grafica dos SBAs € de grande importincia para os estudos de
particdo, pois € utilizada inicialmente como ferramenta basica para o desenvolvimento de
um processo de extracdo. Os dados de equilibrio apresentados nesses diagramas estdao
relacionados a variagdo da energia livre de Gibbs do sistema, AGgs. Esse parametro fisico-
quimico € importante para os mecanismos de compreensdo dos fatores que governam o
processo de transferéncia de um determinado soluto no SBA (Albertsson, 1986).

Segundo ALBERTSSON (1986) existem duas maneiras para determinacao
experimental das curvas binodais:

1. Método da turbidez: observagdo direta anterior ao aparecimento de uma segunda
fase - em tubos de ensaio coloca-se alguns gramas da solucdo concentrada do
componente 1. Adiciona-se gota a gota uma solu¢do de concentracdo conhecida do
componente 2. Inicialmente obtém uma mistura homogénea, mas com a adi¢ao de
certa quantidade do componente 2, uma gota adicional causard turvagdo e o
surgimento do sistema bifdsico. A composi¢do da mistura é anotada. Ao adicionar
dgua o sistema torna-se monofdsico novamente. Entdo se adiciona a solucdo do

componente 2 até que o sistema forme duas fases e fique turvo. A composi¢ao é
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novamente anotada e a d4gua adicionada para que o sistema se torne monofésico, e
assim sucessivamente. Com esse procedimento obtém uma serie de composi¢des
préoximas a binodal. Este método pode ser usado para sistemas polimero/polimero
ou polimero/sal.

2. Método da medida de composicao das fases do sistema: a curva binodal &
desenhada através de pontos que representem as composicdes. As linhas de
amarragao sao obtidas pela andlise da composicao de cada fase.

No diagrama de fase também sdo representadas as linhas de amarracdo (linha
ABC). Os pontos A e C representam as composicdo dos componentes 1 e 2 das fases
superior e inferior, respectivamente. O ponto B, localizado no ponto médio da linha de
amarragdo, representa um ponto em que se obtém um sistema bifdsico, em equilibrio
termodinadmico, com o mesmo volume das fases superior e inferior. A obten¢do das linhas
de amarracdo € de grande importancia, pois todas as misturas com composi¢des globais
representadas por pontos, pertencentes a uma mesma linha de amarragdo, fornecerdo fases
superiores e inferiores com propriedades termodindmicas intensivas, como composi¢ao
idénticas, porém com propriedades extensivas diferentes, como o volume (Figura 8) (Silva
et al., 2000).

Um parametro termodindmico, comumente utilizado para medir a diferenca das
propriedades intensivas entre as fases em equilibrio, € o comprimento da linha de
amarracao (CLA). Este parametro € calculado em fun¢do das diferengas nas concentragdes

dos componentes em cada fase, conforme indicado na Equacéo 1.

CLA= [(CCZS —CCZI)—(CC]S —CCII)ZF Equaggio 1

N I ~ ~ S 1 ~
em que C.~ e C. sdo as concentragdes do componente 2 e C. e C.  sdo as

concentracdes do componente 1 nas fases superior e inferior, respectivamente. A medida
que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a diferenca de composicao entre as fases,
elevando, conseqilientemente, a eficiéncia na extracdo e/ou particdo do soluto de interesse

(Silva et al., 2006).
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FIGURA 8. Diagrama de fase, expresso em coordenadas triangulares e retangulares, para sistemas
aquosos bifasicos.

No entanto, quando o comprimento da linha de amarracdo tende a zero, este
chegou ao ponto critico (PC). Nesse ponto, acabam as diferengas entre todas as
propriedades termodindmicas intensivas de cada fase, embora hipoteticamente, haja duas
regides distintas. Outra propriedade termodinamica importante de um SBA na particdo de
biomoléculas ¢ a tensdo interfacial (y). Os sistemas polimero/polimero ou polimero/sal
apresentam diferenca de potencial em torno de 107 N/cm, essa caracteristica permite a
passagem dos materiais a serem particionados, de uma fase para outra, com um minimo de

perturbacdo em suas estruturas, no entanto, a tensao interfacial aumenta com o afastamento
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do ponto critico, onde a concentracdo dos polimeros ¢ maior (Diamond e Hsu, 1992). O
ponto critico também interfere no tempo necessario para obter a separacdo das fases que é
dependente da diferenga de densidade, viscosidade e da tensao interfacial. Pontos préximos
do ponto critico, onde a diferenca de densidade entre as fases € muito pequena, e pontos
afastados do ponto critico, onde a viscosidade é elevada devido ao aumento da
concentracdo dos polimeros, requerem tempos de separacdo mais longos. O tempo de
separacdo das fases também depende da razdo de volumes entre as fases que tenham
diferentes viscosidades, sistemas PEG/dextrana e PEG/sal sdo os que possuem tempo de
separacdo entre 5 e 30 minutos, enquanto que os sistemas Dextrana/ficoll e
Dextrana/metilcelulose possuem tempo de separacdo mais longos, de 1 a 6 horas
(Albertsson, 1986).

Devido ao elevado teor de dgua dos SBAs, a densidade entre as fases é
praticamente igual a 1, sendo maior nos sistemas PEG/fosfato (0,04-0,1) do que nos
sistemas PEG/dextrana (0,02-0,07). Em relacdo a viscosidade das fases, esta é diretamente
proporcional a massa molecular do polimero, entretanto, 0 aumento da viscosidade pode ser
minimizado. Ao se usar polimeros de alta massa molecular, concentragdes mais baixas
desses polimeros para a formacgdo de fases sd@o necessdrias (Cabral e Aires-Barros, 1993;
Kula, 1982). No entanto, as propriedades fisicas dos SBAs podem ser alteradas ao explorar
a concentracdo e composi¢ao dos polimeros e sais na parti¢do de biomoléculas (Diamond e
Hsu, 1992).

Em relacdo a outros métodos de separacdo, a extracdo por SBA apresenta
vantagens como:

= Facilidade no aumento de escala;

= Rapida transferéncia de massa;

= Equilibrio alcangado com recurso a baixas energias na forma de mistura
mecanica;

= Possibilidade de operacdo em continuo e possibilidade de operacdo a
temperatura ambiente sendo mais econdmico que outros processos de
separacdo (Albertsson, 1986).

Devido a essas particularidades e a simplicidade das unidades de operagdo e

disponibilidade comercial dos equipamentos necessarios, os SBAs facilmente podem ser
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executados em escalas maiores a partir dos dados laboratoriais de caracterizagdo do sistema
bifasico adequado para a particdo de uma determinada proteina e a correlacdo deste com o
coeficiente de particdo da biomolécula (Cabral e Aires-Barros, 1993). Em particular, a
facilidade em se obter o scale up pode ser demonstrado pela independéncia do coeficiente
de particio com relacdo ao volume dos sistemas. Aumentos de escala com fatores de

25.000 ja foram mencionados na literatura (Diamond e Hsu, 1992).

2.3.2.2 Componentes dos sistemas bifasicos aquosos

2.3.2.2.1 Polietileno glicol

O polietileno glicol (PEG), de formula simplificada HO-(CH,CH,O),-
CH,CH,OH € um polimero sintético neutro, de cadeia linear ou ramificada, obtido através
da polimerizacdo do 6xido de etileno, disponivel em diferentes massas moleculares. Os
PEGs sdo soluveis em dgua a temperatura ambiente e em solventes clorados. Com o
aumento da temperatura, passam a ser soliveis também em hidrocarbonetos aromaticos. A
solubilizacdo do PEG em dgua € atribuida a ligacdo das moléculas de dgua a muitas ou
todas as moléculas em torno da cadeia de polietileno. Essa ligacdo ocorre pelo mecanismo
de pontes de hidrogénio. Ligacdes deste tipo sdo relativamente fracas e podem ser
quebradas de varias maneiras (Harris, 1992).

O PEG é também conhecido pelo nome comercial de poliglicol E®, carbowax® e
pluracol®. Os maiores produtores mundiais sio a Meisei Chemical Works e a Seisetsu
Kagaku, ambas japonesas, € a empresa americana Union Carbide Corporation. No Brasil, a
Bayer, a Lipo, a Quimimax e a Oxiteno sdo os principais produtores. Os que possuem
massas moleculares menores que 1000 Da sdo fornecidos na forma de solu¢des incolores
estdveis ou pastas. Os de massas moleculares mais elevadas, acima de 1000 Da, sao
encontrados na forma de p6 ou de flocos brancos. Para massas moleculares acima de 20000
Da sdo denominados 6xidos de polietileno (PEO). Esses polimeros podem ser estocados a
temperatura ambiente, embora a 4 °C a ocorréncia de oxida¢do em solugdes seja retardada.

A oxidacdo do PEG altera a coloragdo da solu¢do, que passa de branco para castanho, isso
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ocorre devido a liberacdo de grupos dcidos detectada pela diminuicdo do pH da solugdo
(Harris, 1992; Bamberger et al., 1985).

Devido a ndo antigenicidade e imunogenicidade, o PEG foi aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration). E um polimero bastante importante na 4rea de
biotecnologia e biomedicina pelas caracteristicas de excluir, em meio aquoso, outros
polimeros de sua vizinhanga, ndo se solubilizando com eles, possuir alta capacidade de
formar fase e ndo provocar a diminui¢do da atividade funcional das biomoléculas. Ao
adicionar ligantes ao PEG, este estd sujeito a modificacdes quimicas que tornam possivel
melhorar sua solubilidade e aumentar o tamanho da molécula. A adi¢do de ligantes ao PEG
¢ bastante util na particdo, pois esses ficam mais seletivos a biomolécula, aumentando o
indice de recuperacdo das mesmas. O seu cardter atoxico € quimicamente inerte permite
que sejam descartados sem tratamento prévio. E bastante empregado em cosméticos e como
carga em produtos farmacéuticos, por ser expelido pelo corpo sem ser metabolizado

(Bamberger et al., 1985).

2.3.2.2.2 Sistema PEG/sal

Em SBAs, sistemas formados por PEG e sal, sdo muito empregados devido a
rapida separacdo das fases, baixos custos e alta seletividade na separacdo de proteinas
(Silva e Franco, 2000). Esses sistemas tém um grande potencial de aplicacdo em larga
escala na separagdo de biomoléculas devido a maior diferenca de densidade entre as fases e
menor viscosidade o que permite uma separacao mais rapida dos componentes do que em
sistemas PEG/dextrana. Os primeiros sistemas PEG/sais a serem utilizados pela industria
de enzimas foram os constituidos de PEG/fosfato. Entretanto, com o objetivo de minimizar
a polui¢do ambiental, diferentes maneiras de reciclar os sais foram desenvolvidas. Além de
fosfato, outros sais podem ser empregados em SBAs, como sulfatos e citratos (Kula, 1979).

Para SBAs PEG/sal, os efeitos de salting out (insolubilizagdao) parecem atuar de
maneira mais efetiva como aumento do comprimento da linha de amarracgdo, transferindo as
proteinas da fase rica em sal para a fase rica em PEG. Se a solubilidade da proteina na fase

rica em PEG nao for suficiente, elas tendem a precipitar na interface (Kula, 1982).
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Devido ao baixo custo dos sais de fosfato, seu uso € bastante explorado em
sistemas de duas fases aquosas para extracdo de diversas proteinas. Um sistema de duas
fases aquosas, constituido por PEG/fosfato, foi desenvolvido por VIDEIRA e AIRES-
BARROS (1994) para purificacdo do acido clavulanico (AC). O estudo foi realizado com
PEG de diferentes massas moleculares e em diferentes valores de pH. Foi observado que o
coeficiente de particdo do AC foi maior em pH 8. PIZA em 1998 estudou a produgdo,
extracdo e purificacdo da quitosanase. Uma purificacdo primdria da quitosanase foi
desenvolvida por particio em SBAs PEG/fosfato. Neste trabalho cinco composicoes de
SBAs foram investigadas, onde o autor obteve o melhor sistema para separac¢do constituido
de 22% (m/m) de PEG 1500 e 10% (m/m) de sal fosfato. Nesse sistema, a quitosanase foi
recuperada na fase inferior em 91% com fator de purificacao de 5,2.

No trabalho de ZUNIGA e colaboradores em 2001 foram purificadas as proteinas
a-lactoalbumina (a-1a) e B-lactoglobulina (B-1g) em SBAs compostos por PEG/fosfato/dgua,
em pH 7 a 25°C. Neste trabalho foi testado o efeito das diferentes massas moleculares de
PEG sobre o coeficiente de parti¢do (K), onde os autores observaram que o menor valor de
K para a a-la pertenceu ao polimero com maior massa molecular. Para a -lg foi observada
uma tendéncia inversa de crescimento de K com o aumento da massa molecular do
polimero.

Em 2007, RIBEIRO e colaboradores avaliaram a extracdo da Glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) em SBAs constituidos por PEG (300, 400, 600, 1000 e 1500
Da)/fosfato. Os resultados, incluindo parametros cinéticos e termodinamicos para a
atividade da G6PDH, indicaram parcial purificacdo desta enzima em SBAs constituidos por
17,5% (m/m) PEG400 e 15,0% (m/m) fosfato. Um alto valor de recuperacdo enzimatica
(97,7%), um alto coeficiente de parti¢cdo (351), e um fator de purificagdo aceitdvel foram
obtidos na fase superior do sistema. Ainda em 2007, FERREIRA estudou a purificacdo da
bromelina presente na casca e talo do abacaxi, por extracao liquido-liquido em SBAs PEG
(1500 e 4000 Da) e sal fosfato em diferentes valores de pH. Realizaram-se ensaios em
batelada para a extracdo da enzima, utilizando como indicador o coeficiente de parti¢do.
Neste trabalho o fator de purificagdo indicou que a purificagdo ocorreu melhor em sistemas

com pHs 9, 10 e 11, pontos proximos ao ponto isoelétrico da bromelina.
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2.3.3 Distribuicao de biomoléculas nos SBAs

Materiais bioldgicos adicionados aos sistemas bifdsicos aquosos distribuem-se
entre as duas fases, sem perda de atividade biolégica. A razdo entre as concentragdes de
equilibrio da fase superior (fase leve), Cs e da fase inferior (fase pesada), C;, da
biomolécula a ser particionada define o coeficiente de particio (K). Esse parametro
caracteriza a migracdo da biomolécula no sistema. Quando o valor de K é maior do que 1 a
biomolécula concentra-se na fase leve, enquanto que para valores menores, concentra-se na

fase pesada. O valor de K € dado pela Equacao 2.

K=— Equacio 2

Em 1986, ALBERTSSON prop6s um modelo mais simples para o cédlculo de K,

desmembrando-o na Equacdo 3.

+InK

InK=mK°+InkK, +InK,,, . +InK,; +InK e ¥INK,, . Equacio3

conf.

Onde os indices el., hidrob., hifil., conf., lig., tam., referem-se as contribui¢des
eletrostéticas, hidrofobicas, hidrofilicas, de conformacao, de interacdo com os ligantes e do
tamanho das moléculas no coeficiente de particdo. O K° inclui todos os outros fatores,
como relativa solvatacdo da molécula do soluto nas fases. A forma logaritmica da equacao
acima € especialmente usada quando diversos fatores sdo estudados, embora na pratica nao
se use essa teoria para predizer o comportamento da particao, elas t€ém sido usadas apenas
para descrever e observar os comportamentos. Esses modelos sofrem a limitagdo de
examinar apenas o efeito das caracteristicas das moléculas de proteinas, sem deter-se em
analisar detalhes da contribui¢do das fases que formam o meio. Os modelos nio indicam
como a massa molecular, concentracdo ou escolha do polimero formador da fase
influenciard a particdo em SBAs (Albertsson, 1986).

Em 1992, DIAMOND e HSU expressaram a influéncia dos fatores ambientais
(Kamp) € da ordem estrutural das moléculas (Kes), em SBA, sobre o valor de K na forma

logaritmica da Equagao 4.
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an zanamb+anest Equa§504

Dentre os fatores ambientais estdo o tipo e concentragdo de sais, tipo, concentracao
e massa molecular do polimero, pH, temperatura e ligantes especificos. Estudos empiricos
com SBA mostraram que a distribui¢do das biomoléculas nos SBAs sdo funcdes de fatores

como:

1. Massa molecular do polimero: a massa molecular do polimero exerce influéncia
sobre a parti¢do, alterando o equilibrio e o numero de interagdes entre o polimero e
a biomolécula. A massa molecular do polimero afeta também o tempo de separacdo
das fases, mas tal problema pode ser minimizado pela centrifugacdo do sistema apds
a mistura das fases (Albertsson, 1986). Ele afeta também o comprimento da linha de
amarragdo, que tende a aumentar com o aumento da concentracdo dos polimeros
(Forciniti et al., 1992). O efeito da massa molecular do polimero é dependente da
biomolécula a ser particionada - proteinas com alta massa molecular sdo mais

influenciadas do que as proteinas que possuem baixa massa;

2. Concentracio dos polimeros: particulas como organelas e fragmentos de células
sd0 mais adsorvidas na interface dos SBAs com o aumento da concentracdo dos
polimeros. A elevacdo na concentracdo dos polimeros normalmente provoca o
deslocamento da curva binodal e do ponto critico, alterando a composi¢ao entre as
fases. Assim sendo, substancias soluveis sao distribuidas preferencialmente em uma

das fases, modificando o coeficiente de particao (Albertsson, 1986);

3. Potencial hidrogenionico: o pH altera as cargas da superficie das proteinas e,
conseqiientemente, o seu coeficiente de particdo. Com a redugdo dos valores de pH
pode haver desnaturacdo das biomoléculas. A distribuicdo de proteinas desnaturadas
em solugdes liquidas € diferente das proteinas na forma natural, pois apresentam

area superficial significativamente maior que na forma nativa (Zunica et al., 2003);

4. Adicao de sais: os SBAs sofrem grande interferéncia pela adi¢do de sais, efeito este
chamado de salting out, em sistemas polimero/sal. A particdo das biomoléculas é
fortemente influenciada pela concentracdo de sal, j4 que a linha de amarracdo é

aumentada promovendo a transferéncia do material da fase rica em sal para a fase

41



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

rica em polimero, podendo haver precipitacdo na interface caso o material ndo seja
soluvel (Kula, 1982). A presenca de sais em SBAs polimero/polimero é importante
para o sucesso da parti¢do de praticamente todas as espécies de biomoléculas. Com
a adi¢do de sais nesses sistemas, em concentracdes de 0,1 a 0,2 mol/L, gera uma
diferenca de potencial entre as fases, resultante da preferéncia dos fons salinos por

uma das fases (Zunica et al., 2003);

5. Interacdoes hidrofébicas: quando sdo usadas baixas concentragdes de PEG
carregados com grupos hidrofébicos, ocorre uma elevacdo da afinidade de proteinas
com sitios hidrofébicos pela fase superior do SBA, assim como proteinas que
tenham superficie ou regides com ligantes hidrofébicos serdo mais facilmente

particionadas (Albertsson, 1986);

6. Conformacdo da biomolécula: algumas proteinas apresentam coeficiente de
particdo constante para uma faixa de pH devido as interagdes conformacionais,
formando dimeros. A particio da proteina € independente da carga liquida da
mesma e do pH. SBAs com potencial diferencial zero podem ser obtidos pelo uso
de sais ou mistura de sais, favorecendo a particdo da biomolécula (Johansson,

1985);

7. Temperatura: a influéncia da temperatura sobre a particio de biomoléculas €
percebida de maneira indireta. A temperatura pode levar a mudancas de viscosidade
das fases ou na estrutura dos polimeros alterando a forma da curva binodal no
diagrama de fases. Sistemas com constituicdo préxima da composicdo do ponto
critico s@o mais afetados por mudancas de temperatura, devido a instabilidade
inerente a regido do ponto critico. Um deslocamento da curva binodal pode levar o

sistema facilmente para a regido monofésica (Zuniga et al., 2003).

2.3.4 Recuperacao dos sais e polimeros
A quantidade de reagentes quimicos consumidos, sais e polimeros podem

determinar a competitividade de extracoes com SBA em relacdo a outras técnicas de

biosseparacdo. Por isso, a possibilidade de reutilizacdo dos constituintes das fases aumenta
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linearmente com a escala de producgdo. A reciclagem de PEG pode ser facilmente integrada
ao processo, chegando a niveis de recuperagdo em torno de 90 a 95%. O PEG pode ser
diretamente reutilizado no final de uma etapa intermedidria para a primeira etapa de um
novo processo de extracdo (Hustedt et al., 1988). A recirculagdo dos reagentes constituintes
dos SBAs pode reduzir os custos do processo pela diminui¢do de gastos com reagentes e

com tratamento de efluentes.

Considerando o tradicional sistema PEG/dextrana, como a massa molecular do
PEG é bem menor e a massa molecular da dextrana é bem maior do que a massa molecular
de muitas proteinas, a ultrafiltracdo pelo uso de membranas semipermedveis com poros
seletivos torna-se uma técnica bastante vidvel, pois permite que a membrana retenha a
proteina particionada, promovendo simultaneamente a remocao do PEG. Esta técnica ainda
permite ganhos na purificacdo, jA que proteinas menores ou particulas contaminantes
podem ficar retidas na membrana. Outro método baseia-se na transferéncia da biomolécula
para uma fase com baixa concentracdo de polimero. Quando a proteina se encontra
concentrada na fase PEG, pode-se recorrer a adicdo de um sal que leve a formacdo de um
novo SBA. Ao utilizar condicdes apropriadas, a proteina pode ser re-extraida e se
concentrar na fase rica em sal. Neste caso, o sal pode ser removido por filtracio em
membrana usando didlise ou ultrafiltracdo e as proteinas também podem ser removidas por
adsor¢do em trocadores i0nicos (Albertsson, 1986; Hustedt et al., 1988; Cabral e Aires-

Barros, 1993).

No entanto, a reciclagem de reagentes tem sido estudada basicamente para
sistemas PEG/sal. O descarte de sais é geralmente mais problematico. Em sistemas
contendo células, dcido nucléico, proteinas soluveis e insoliveis, a separacdo de sais da fase
primdria por técnicas de separagdo mecanica, tais como a centrifugacio ou ultrafiltracao €
muito dificil de ser conduzida eficientemente. A eletrodidlise € considerada um método
geral para reciclagem de sais e para dessalinizagdo da fase rica em PEG. Sais também
podem ser recuperados usando uma mistura dlcool alifatico/sal/dgua. Especificamente para
separagdo do fosfato de potdssio, um resfriamento abaixo de 6°C provocou a precipitagdao

do sal, possibilitando a sua reutilizacdo (Papamichael et al., 1992; Hustedt et al., 1988).
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2.4 Encapsulacao de enzimas

A importancia do desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo proporciona a
reutilizacdo das enzimas em diversos segmentos. O principal interesse em imobilizar uma
enzima € obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas
durante o processo. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica
superior em comparag¢do a sua forma livre. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragdes
estruturais, bem como modifica¢des no sitio ativo. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar
a atividade e estabilidade da enzima, porém nio existe uma regra que prediga a manutencao
destes parametros apds o processo de imobilizacdo. Diversos sao os métodos utilizados
para imobilizacdo de enzimas (Figura 9), em que a escolha do método € determinada, em
grande parte, pelas caracteristicas de solubilidade dos componentes ativos e dos materiais
carreados (Dalla-Vecchia, 2004).

Neste trabalho optou-se em imobilizar a lipase de Burkholderia cepacia pela

técnica de microencapsulacdo por gelificacdo idnica.

Métodos para Imobilizagdo de Enzimas
l

| 1

Encapsulagio Ligagho
[ | Por Bgaglin
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FIGURA 9. Método de imobilizacao de enzimas (Dalla-Vecchia, 2004).
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2.4.1 Microencapsulaciao

A microencapsulacdo é um processo fisico no qual um filme fino ou camada
polimérica € aplicada para envolver sélidos, liquidos ou gases, isolando-os e protegendo-os
das condi¢cdes ambientais, como luz, temperatura, ar ¢ umidade. Com essa técnica €
possivel controlar a taxa de liberagdo ou evaporacdo e facilitar o manuseio do material
encapsulado. A liberagdo do material de recheio pode ocorrer por variagio de temperatura e
de pH, solubilidade do meio, biodegradagdo, difusdo, ruptura mecéanica, permeabilidade
seletiva e gradiente de concentracdo existente em relacdo ao meio de liberagdo (Brannon-
Peppas, 1993).

Na microencapsulagdo podem-se formar as microcdpsulas que sdo reservatdrios
que contém a substincia ativa revestida por polimeros de espessuras varidveis e as
microesferas que sdo sistemas matriciais no qual o material de recheio se encontra
uniformemente disperso e/ou dissolvido em uma rede polimérica. As microcapsulas podem
ser polinucleares € mononucleares conforme o ntcleo esteja ou ndo dividido no interior da
particula revestida e as microesferas podem ser homogéneas ou heterogéneas, conforme a
substancia ativa se encontre no estado dissolvido ou na forma de particulas (Figura 10)

(Aftabrouchad e Doelker, 1992).

microcapsulas microesferas

mononuclear  polinuclear  heterogénea homogénea

(=

B rrincipio ativo

| Polimero

FIGURA 10. Diferentes tipos de microparticulas.

Existem vdrias técnicas que podem ser utilizadas para microencapsulacdo, sendo

que a selecao do método € dependente da aplicacdo que serd dada a microcdpsula, do
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tamanho desejado, do mecanismo de liberacdo e das propriedades fisico-quimicas, tanto do
material ativo, quanto do agente encapsulante (Jackson e Lee, 1991). A diferenca bdésica
entre os métodos existentes estd no tipo de envolvimento ou aprisionamento do material
ativo pelo agente encapsulante, visto que a combinagdo entre o material e o agente ativo
pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica.

1. Métodos fisicos: spray drying, spray cooling, pulverizagao em banho térmico,
leito fluidizado, extrus@o centrifuga com multiplos orificios, co-cristalizacdo e
liofilizagao.

2. Métodos quimicos: inclusdo molecular e polimerizagao interfacial.

3. Métodos fisico-quimicos: coacervacdo ou separagdo de fases, emulsificacido
seguida de evaporacdo do solvente, pulverizacio em agente formador de
reticulac@o e envolvimento lipossdmico (Santos et al., 2000).

A tecnologia da microencapsulacdo tem sido utilizada em diversas industrias. Os
primeiros registros de tentativas de aplicacdo da técnica de microencapsulacdo ocorreram
em 1930, mas o primeiro produto com material microencapsulado surgiu em 1954 com a
empresa norte-americana National Cash Register (NCR) que foi a pioneira ao comercializar
um papel de cépia sem carbono, que revolucionaria a indudstria de formuldrios. Esse papel
recebeu uma fina camada de microcdpsulas de tinta, contendo solugdo de 2 a 6% de um
pigmento adequado disperso em particulas com didmetro de 1 até 10 um. A pressdo da
ponta do lapis na superficie do papel rompia as microcdpsulas, liberando o pigmento, que,
por contato direto com o revestimento dcido aplicado na superficie frontal da segunda via,
mudava de cor em fun¢do do pH, propiciando a obtencao da cépia (Ré, 2000; Suave et al.,
2000).

Na area farmacéutica permitem o desenvolvimento de férmulas de liberagcdo lenta
onde os agentes ativos agem apenas nos 6rgaos onde devam agir ou onde serdo absorvidos.
Nesses produtos, o principio ativo protegido pela cdpsula é liberado gradativamente, a
medida que esta se dissolve. Nesta drea costuma-se encapsular medicamentos que
contenham componente agressivo a mucosa estomacal usando como membrana material
resistente a0 meio 4cido e que s6 se decompde em pH alcalino. Dessa forma, a capsula

passa pelo estdbmago sem se romper, permitindo a absor¢do do ativo apenas no intestino,
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onde o meio alcalino existente propiciard sua liberacdo, gracas a degradacdo da membrana
(Souza, 2010).

Na industria de alimentos, a microencapsulacdo € usada para transformar liquido
em sélido, de modo a facilitar sua manipulagdo, transporte e adicdo em formulagdes,
separar materiais reativos, reduzir toxicidade do material ativo, promover liberacao
controlada do ativo encapsulado, reduzir volatilidade ou flamabilidade de liquidos,
mascarar sabor e odor de determinados componentes, aumentar a vida de prateleira e
proteger contra a luz, umidade e calor (Jackson e Lee, 1991). Entre os materiais que podem
ser encapsulados, para aplicacdo na industria alimenticia, estdo d4cidos, bases, Oleos,
vitaminas, sais, aminoacidos, 6leos essenciais, corantes, enzimas e microrganismos (Desai
e Park, 2005). Ainda na industria alimenticia, a encapsulacio de enzimas para a reutilizagao
pode resultar em economia de custos, haja vista o grande nimero de processos industriais e
de andlises laboratoriais cujas enzimas sdo utilizadas como catalisadores e sao descartadas
logo em seguida (Favaro-Trindade et al., 2008). H4 um interesse considerdvel no
desenvolvimento de sistemas enziméticos encapsulados para a aceleracdo do tempo de
maturacdo e para aumentar o flavor de queijos. KAILASAPATHY e LAM (2005)
encapsularam a enzima protease durante o processamento de queijos. As enzimas
encapsuladas foram incorporadas ao leite durante a fabricacao do queijo. O teor de umidade
dos queijos foi superior, assim como todos os queijos tratados com a enzima encapsulada
mostraram maiores taxas de protedlise do que o queijo controle durante o processo de
maturagao.

Ainda na drea de alimentos, Ré (2001) desenvolveu microcapsulas de sulfato de
ferro (FeSO4) na fortificacdo de alimentos. Adicionadas ao leite em pd reconstituido,
aumentaram em mais de quatro vezes a absor¢do do ferro pelo organismo em relagdo ao
leite enriquecido com FeSO4 ndo encapsulado: a quantidade saltou de 2% a 3% para 13%
(http://revistapesquisa.fapesp.br/).

Dietas microencapsuladas para peixes também tem sido desenvolvidas. O material
de recheio pode ser hidrofébico ou hidrofilico. ALVIM (2005) produziu microcédpsulas
desidratadas por spray-drying, onde o material de parede foi uma mistura de gelatina com
goma ardbica e como recheio foi feita uma dieta para producao de particulas com potencial

para serem utilizadas como ra¢des para larvas de Pacu.
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Também na drea de pesticidas as microcdpsulas encontram aplicagdo. Os
agrotoxicos encapsulados tém sua atividade prolongada por liberacdo controlada do
principio ativo. H4a ainda outros beneficios, como a redug¢do da volatilizacdo, da
fitotoxicidade e da degradacdo ambiental, além da questdo de seguranga, pois os pesticidas
encapsulados reduzem o perigo de intoxica¢@o a que o usudrio é exposto (Souza, 2010).

Na inddstria de tintas, o encapsulamento de pigmentos tem como principal
objetivo promover uma melhor intera¢do entre o material inorganico (pigmento) e a matriz
polimérica, melhorando desta forma as propriedades mecanicas do sistema composto.
OLIVEIRA e colaboradores (2002) apresentaram uma metodologia de encapsulamento do
TiO; pela técnica de polimerizacdo em emulsdo. O pigmento foi previamente modificado
pelo titanato em heptano. O titanato usado foi o tri-isoestearato iso-propoxi de titanio, que
reage com os grupos hidroxilas da superficie do TiO,. O pigmento modificado foi
encapsulado em metacrilato de metila (MMA), usando persulfato de amdnio como iniciador
e dodecil sulfato de sédio (SDS) como emulsificante.

A microencapsulacido € muito usada pela maioria dos fabricantes de detergentes e
cosméticos, em produtos sem enxagiie como os desodorantes, perfumes e cremes € em
produtos com enxdgiie: shampoos, sabdes e detergentes. No caso especifico das fragrancias,
a encapsulacdo ¢é utilizada para protegé-las dos ataques externos; aumentar a sua
estabilidade e permitir liberacdo progressiva e controlada. Essa liberagdo pode ser imediata
(sistema primério) ou em duas fases (sistema bindrio). Em sistema primaério, a fragrancia é
percebida imediatamente ao se borrifar o produto ou abrir o pacote. No sistema bindrio, por
exemplo, em um produto sem enxdgiie para cuidado dos cabelos, a fragrancia pode ser
armazenada em cdpsulas de polimero catidnico, que se quebram quando o cabelo é
penteado, liberando a fragrincia. Em desodorizante do tipo bastdo, pode se perfumar a
massa séOlida (fragrancia primdria) e lhe incorporar perfume encapsulado em membrana
hidrossolivel que ird liquidificar-se pelo suor e, em segundo tempo, liberar o perfume.
Assim, pode-se usar uma variedade de elementos para prolongar ou mudar um efeito
olfativo nos produtos (Revista Cosméticos & Perfumes, 2005).

Com a finalidade de aprimorar o design de novos produtos, a inser¢do de
microcdpsulas mostra-se promissora por agregar diferentes propriedades. HAMMESTER e

colaboradores (2008) produziram microcdpsulas aromadticas para aplicagdo em diferentes
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tecidos utilizados na confeccdo de brinquedos que interagem com o olfato dos usudrios. Os
pesquisadores aplicaram o produto no algodao, viscose e feltro que mantiveram o cheiro
caracteristico das frutas nos tecidos mesmo apds lavagens.

Na inddstria téxtil, com a finalidade de desenvolver tecidos inteligentes, a
introducdo de microcdpsulas traz beneficios para o organismo. Essas microcdpsulas,
envolvidas em uma membrana especial, cont€ém principios ativos que interagem com o
corpo. A membrana se rompe pela acdo da acidez da pele, pelo aumento da temperatura ou
pelo atrito com o tecido, liberando as substancias. As microcdpsulas contém produtos ativos
como o pcm (phase change materiais), € podem ter a liberacdo controlada de produtos tais
como fragrancias, O6leos essenciais, antibacterianos, e outros, com o objetivo de
acrescentarem propriedades funcionais especificas aos artigos téxteis. Podem ser aplicadas
por impregnacdo e pulverizacdo seguidas de termofixa¢do. No caso de produtos como
malhas o processo de aplicacdo pode ser também por esgotamento, uma vez que as
microcdpsulas t€ém maior afinidade com as fibras, reagindo com elas durante o processo. A
ligacdo quimica das microcapsulas de liberacdo controlada as fibras confere-lhes uma
resisténcia a lavagem superior as atuais microcdpsulas coladas por estamparia ou
impregnacdo (Gomes et al., 2009).

A microencapsulacdo de enzimas para utilizacio nas técnicas de esterificacdo e na
aplicacdo de catdlise enzimatica para reagOes sintéticas em solventes orginicos também é
usada. Por razdes praticas e econOmicas, € muitas vezes vantajoso usar enzimas
imobilizadas visto que, com poucas excecdes, elas sdo insoliveis em solventes organicos.
Uma das grandes vantagens da imobiliza¢do é poder utilizar o catalisador repetidamente
sem considerdvel perda da atividade catalitica. VECCHIA e colaboradores (1998)
imobilizaram a lipase de Rhizomucor miehei em cépsulas de
quitosana/alginato/glutaraldeido e utilizaram na esterificacdo do 4cido ldurico com alcodis
de C2 a Cl12. A presenca de ramificagdes proximas ao centro nucleofilico do &dlcool
também foi analisada. As conversdes mais elevadas foram obtidas com alcodis lineares de
C3 a C6 com conversdoes entre 84-90% e C8-C12 entre 23-50%. Com os alcodis
ramificados terc-butanol, 1-metil-butanol nao foi observada formacdo de produtos. Com o

3-metil-butanol, a conversio foi de 80%.
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A imobilizacdo de células vivas para producdao de enzimas também tem
encontrado destaque na literatura. GOMES CARNEIRO e BAUER GOMES (1997)
encapsularam o fungo Paecilomyces lilacinus utilizando uma mistura de alginato de sédio,
argila e sulfato de estreptomicina. Para a obten¢do das microcdpsulas, essa mistura foi
gotejada em solugdo de CaCl, 0,25 M. O objetivo do trabalho foi avaliar a viabilidade do
fungo encapsulado nas matrizes alginato de sddio/argila quando armazenado em duas
temperaturas, durante um periodo de 12 meses. Os autores observaram que em 7°C e 12
meses o fungo manteve a sua viabilidade e 5 meses para temperatura ambiente. Para manter
as células vivas ativas por um maior periodo de tempo, obter maiores rendimentos da
atividade enzimética e maior estabilidade operacional, WOLSKI (2008) avaliou a producao
da lipase com o Penicillium sp na forma livre e imobilizada em alginato de sédio. Os
resultados mostraram que a atividade do microorganismo imobilizado foi praticamente

100% superior quando comparado a forma livre.

2.4.2 Microencapsulacio por gelificacao ionica

A preparacdo de microcdpsulas através da gelificacdo idnica ou polimerizacdo
ionica envolve a gelificacdo de uma solug¢do polimérica aquosa com um fon de baixa massa
molecular, onde polieletrélitos de cargas opostas interagem formando um complexo (Thies,
1995). Os ions de baixa massa molecular t€m por funcdo manter as cadeias de alginato
juntas pelas interacdes iOnicas apds a formacdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias,
produzindo gel com estrutura de rede tridimensional. Mediante essa técnica, o material de
recheio € extrusado como gota dentro de uma solu¢do, formando uma gota gelificada. Essa
técnica de microencapsulamento apresenta condi¢des brandas, € simples, rdpida e de baixo
custo (King, 1983).

Como material de cobertura, cdpsulas de alginato ou pectina de baixo teor de
metoxilacdo s@o muito usadas com fons cdlcio como agente de reticulacdo. A concentragao
de polissacarideo e cations, a forca idnica e o pH determinam a cinética da formacao do gel,
bem como o volume, estabilidade e porosidade das cédpsulas, podendo influenciar na
difusdo de solutos para dentro e para fora da matriz polimérica. A partir da década 80 tem

sido observado um interesse crescente no desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de
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enzimas e/ou microrganismos, visando minimizar os efeitos causados pelo seu uso em
ambientes adversos, tais como solventes organicos, variagdes no pH e/ou altas
temperaturas. A imobilizacdo do biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua
atividade por um periodo razodvel de tempo, pode assegurar sua repetida utilizacdo ou
mesmo O uso em reatores continuos, resultando em economia nos processos industriais.
Assim, de modo geral, a utilizagdo de materiais imobilizados além de diminuir o custo por
andlise, aumenta a rapidez e a exatidao do processo. O uso de lipases imobilizadas tem sido
crescente devido as grandes vantagens operacionais, de estabilidade e armazenamento em
relacdo a enzima livre (Sebrdo et al., 2007).

Geralmente dietas protéicas, carboidratos e particulas insoliveis em 4gua sdo
imobilizados eficientemente mantidos por microcdpsulas fabricadas por gelificacdo i0nica.
Embora existam diversas técnicas para imobiliza¢do, nenhum trabalho de imobilizacio da
lipase por gelificacdo i6nica, a partir do extrato bruto obtido por fermentacio da bactéria de

Burkholderia cepacia, foram encontrados na literatura.

2.4.3 Materiais encapsulantes

Um dos principais fatores que influenciam a estabilidade de compostos
encapsulados € a natureza do material encapsulante. A escolha do material a ser utilizado
deve levar em consideracdo as propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da parede, tais
como porosidade e solubilidade; viscosidade, propriedades mecanicas, temperatura de
transicdo vitrea, capacidade de formagdo de filme, além da compatibilidade do nicleo com
a parede e mecanismo de controle. Fundamentalmente, o material de parede nio deve reagir
com o recheio e nem ser soluvel neste, sendo que os dois muitas vezes tém polaridades
opostas, ou seja, recheios de caracteristicas apolares sdo microencapsulados por materiais
de parede polares e vice-versa (Jakson e Lee, 1991).

A selecao do material de parede a ser utilizado para processos de encapsulacdo
envolve procedimentos empiricos com base em critérios, entre os quais: eficiéncia de
encapsulacdo, estabilidade durante a estocagem, grau de protecdo do nicleo e
caracteristicas microscopicas da superficie. Segundo CARDELLO e CELESTINO (1996),

o bom agente encapsulante deve apresentar as seguintes propriedades: estabilidade em
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emulsdo, boa capacidade de formacdo de pelicula, baixa higroscopicidade e baixa
viscosidade.
Os materiais mais utilizados como encapsulantes sao:
1. Carboidratos: amido, dextrina, aguicar, xarope de milho, celulose;
2. Gomas: goma ardbica, alginato de sédio, carragena;
3. Lipidios: cera, parafina, triestearina, &4cido estedrico, monoglicerideos e
diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas;
4. Poliésteres naturais: poli (hidroxialcanoato), poli (3-hidroxibutirato) P(3HB),
poli (3- hidroxivalerato) P(3HV) e seus copolimeros;
5. Polimeros sintéticos: poli (D, L-4dcido lactico) (PDLA), poliacrilatos,
copolimeros de polietileno-co-propileno, poli (e-caprolactona) (PCL);
6. Proteinas: gliten, caseina, gelatina, albumina;
7. Quitosana: fonte alternativa extraida da casca de crustaceos (Suave et al., 20006).
Dentre esses, os biopolimeros sdo muito utilizados como material de parede por
apresentarem caracteristicas interessantes, como a liberacao controlada de compostos, além
da possibilidade de modificagdo da formagdo de sua estrutura, que possam influenciar
diretamente na difusividade e porosidade da particula formada. Ingredientes e
modificadores adequados (enzimas, plastificantes, reticulantes, multiplas coberturas)
podem ser introduzidos fisica ou quimicamente para alterar caracteristicas como
solubilidade, permeabilidade, textura, entre outras (Jakson e Lee, 1991; Suave et al., 2006).
Na microencapsulacdo de substdncias, como citado acima, tanto os polimeros
como alguns materiais inorganicos (silicatos, argilas) sdo utilizados (Jakson e Lee, 1991). O
procedimento mais comum utilizado para a microencapsulacido envolve a unido de dois ou
mais polimeros, em especial polissacarideos, como alginatos e carragenas que sao
encontrados em algas marinhas. Estes formam géis em contato com cloreto de célcio ou
potdssio e sdo muito utilizados para inclusdo de proteinas e enzimas (Dalla-Vecchia et al.,
2004).
Neste trabalho, entre os diversos polimeros, foi utilizado o alginato de sédio para
encapsular a lipase de Burkholderia cepacia. A estrutura complexa das proteinas e enzimas,
responsavel pela sua atividade bioldgica, leva a problemas de formulagdo porque sao

multiplos os parametros que podem causar a sua alteracdo quimica ou fisica. Por isso, na
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microencapsulacdo de enzimas e proteinas, a escolha do suporte e do método de
imobilizacdo nesse suporte € particularmente condicionada pela garantia da estabilidade do
material a encapsular. Dispde-se atualmente de varias técnicas de imobilizagao de enzimas,
assim como de um grande nimero de matrizes, englobando materiais orginicos e
inorganicos, naturais ou sintéticos. PAULA e colaboradores (2008) imobilizaram a lipase
de Candida rugosa em suporte hibrido POS-PVA empregando diferentes métodos de
imobilizacdo: adsorcdo fisica, ligacdo covalente e encapsulagdo. As lipases imobilizadas
pelas técnicas de adsor¢do e de ligacdo covalente apresentaram rendimento de 96,50 e
81,05%, respectivamente. No entanto, ndo foi possivel recuperar a atividade da lipase de C.
rugosa imobilizada em POS-PVA por encapsulacdo. Apds a imobilizacdo foi observada
alteracdo nos parametros de pH o6timo e de temperatura Otima para ambas lipases
imobilizadas. Foi ainda detectada mudanca na afinidade da enzima imobilizada pelo
substrato. Enquanto o K, da enzima livre foi de 170 uM, as lipases imobilizadas
apresentaram os valores de K,,: 409 uM, para a enzima imobilizada por adsor¢do e 210 uM,
para a imobilizada por ligacdo covalente. Os resultados também mostram que dentre as
técnicas testadas para imobilizagdo de lipase de Candida rugosa, o sistema imobilizado
obtido por ligacdo covalente foi o mais estdvel tanto em condi¢des de estocagem como em
condi¢des operacionais.

Em outro trabalho, ALLOUE e colaboradores (2008) estudaram a imobiliza¢do de
lipase de Yarrowia lipolytica usando métodos diferentes de imobilizacdo: inclusdo,
adsor¢do e ligacdo covalente. O alginato de sédio e quitosana foram os polimeros
selecionados para imobilizar a lipase por inclusdo. Entre eles, a quitosa foi o polimero que
melhor se adaptou a inclusdo da lipase. As microcdpsulas de lipase imobilizada foram secas
por liofilizacdo e fluidizacdo, contudo observaram queda na atividade enzimdtica nas que
foram liofilizadas em comparacdo a atividade enzimdtica das secas por fluidizagdo. A
imobilizacdo por adsor¢do foi com celite e silica gel, onde os autores observaram maior
atividade lipolitica ao usarem celite como suporte (76%) contra 46% ao usarem silica gel.
Embora nas duas técnicas, a enzima apresentou maior estabilidade a temperatura de 50°C e
a solventes nao polares (isooctano, n-heptano e n-hexano). A lipase imobilizada por ligagdo
covalente manteve uma atividade residual de 70% e apds 5 meses de armazenamento ainda

manteve 80% da atividade.
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2.4.2.1 Alginato de sédio

Os alginatos foram descobertos no final do século 19, sdo extraidos das paredes
celulares de algas marinhas marrons (Phaeophyta), onde agem como componente estrutural
na parede celular e nos espagos intracelulares, promovendo rigidez e a0 mesmo tempo
flexibilidade a parede celular, compreendendo cerca de 40% da matéria seca destes
organismos. Anualmente, a indudstria produz cerca de 30 mil toneladas de alginatos, o que
ndo chega a 10% do material biossintetizado anualmente pelas algas marinhas naturais.
Embora as paredes celulares das algas marinhas marrons possuam muito em comum com as
paredes celulares de plantas superiores, o dcido alginico encontrado em todas as espécies
conhecidas de Phaeophyceae ndo esta presente em outros tecidos vegetais. Embora as algas
marinhas seja a fonte comercial de alginatos, os de origem bacteriana vém sendo sugeridos
como possiveis substitutos para os alginatos de algas. Até o momento dois gé€neros de
bactérias foram descritos na literatura por produzir o alginato: Burkholderia e Azotobacter.
Ambos o0s géneros produzem o alginato como um exopolissacarideo durante a fase de
crescimento vegetativo, mas a fungdo bioldgica difere entre os dois géneros. Enquanto a
funcdo bioldgica do alginato de algas marrons é de componente estrutural de formacao, a
funcdo dos alginatos das bactérias sdo mais diversificadas (Remminghorst e Rehm, 2009;
Garcia-Cruz et al., 2008).

Os alginatos sdo polimeros lineares de alta massa moleculares, formados por
mondmeros de dcido B-D-manurdnico (M) e 4cido a-L-gulur6nico (G), unidos linearmente
por meio de ligacdes glicosidicas a-1,4, onde existem trés tipos de estruturas de blocos: de
acido B-D-manur6nico (M), de 4cido a-L-gulurdnico (G) e uma mistura desses blocos
(Remminghorst e Rehm, 2009). A composi¢do molecular especifica de uma amostra de
alginato depende do tipo de alga de que foi extraido e das condi¢des sazonais e ambientais,
podendo ocorrer variagdes nas porcentagens de d4cido manurdnico (M) e gulurdnico (G) A
composi¢cdo e a extensdo das seqiiéncias, bem como a massa molecular, determinam suas
propriedades fisicas (Gombotz e Wee, 1998; Gibbs et al., 1999).

O alginato € insoluvel em 4agua a temperatura ambiente, tornando-se soluvel em
temperaturas elevadas. Portanto, os sais de sédio, célcio e potdssio do dcido alginico,

soliveis em 4gua, sdo preferidos para o emprego na inddstria de alimentos. O composto
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mais amplamente usado € o alginato de s6dio. Em muitas aplicacdes, o alginato de sédio
soldvel torna-se insolivel por meio da adi¢do de cétions divalentes, geralmente cdlcio,
resultando em géis ou filmes (Garcia-Cruz et al., 2008). A principal vantagem do gel de
alginato € sua habilidade em ser termoestdvel, podendo ser armazenado em temperatura
ambiente. Entretanto, a erosdo dos géis de alginato é um problema importante, uma vez que
pode ocorrer a aceleracdo na liberacdo do material de recheio (Sezer e Akbuga, 1999).

A maior aplicacdo dos alginatos € na inddstria alimenticia como agente
estabilizante, espessante e gelificante. Como agente encapsulante, o alginato de sédio tem
sido bastante empregado nas industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas, devido a facilidade
de formar géis, boa propriedade gelificante, baixo custo, facilidade de uso e auséncia de

toxicidade (Guerra et al., 1998).
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido no Departamento de Sistemas de Processos
Quimicos e Informatica (DESQ), no Laboratério de Processos de Separagdo II da
Faculdade de Engenharia Quimica, UNICAMP — SP. A producdo e caracterizacdo da
enzima foram feitas no Laboratério de Processos Fermentativos e Tratamento de Aguas
Residudrias no Departamento de Engenharia de Alimentos (DEA) da Faculdade de
Engenharia de Alimentos, UNICAMP — SP. A etapa de gelificacdo idnica foi feito no
Laboratério de Controle de Qualidade do Departamento de Nutricio (DEPAN) da
Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP — SP.

3.1 Materiais
3.1.1 Microorganismos

Foi utilizada a cepa de Burkholderia cepacia, obtida da Fundacao André Tosello,

mantido em tubos de ensaio a 4°C, em agar nutriente.

3.1.2 Equipamentos

Para garantir condicdes estéreis de crescimento dos microrganismos, dos meios
sOlidos de propagacdo, do inéculo e de producdao, bem como todos os materiais utilizados
estes foram esterilizados em autoclave a 121 °C, durante 15 min. O agitador orbital
utilizado para a producdo lipolitica e caracterizacdo enzimdtica foi o TE-421 da Tecnal e

para producdo enzimadtica usou-se o reator BIOFLO III da New Brunswick Scientific.
3.1.3Reagentes
Os reagentes utilizados no presente trabalho - etapa de produgdo e caracterizagdo

enzimatica, purificacdo e imobilizacdo da enzima - bem como a sua procedéncia e grau de

pureza, estdo citados na Tabela 6.
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TABELA 6. Reagentes utilizados durante o trabalho experimental.

Reagente Marca Grau de pureza
Acetona Synth p-a
Acido acético Merck p.a
Acetato de so6dio Merck p.a
Albumina de soro bovino Sigma 98%
Alginato de sédio Synth p.a
Agar nutriente Oxoid -
Azeite de oliva Gallo Grau alimentar
Bicarbonato de sédio Merck p-a
Carbonato de sédio Ecibra 99,5%
Cloreto de aluminio Ecibra 99%
Cloreto de bario Ecibra 99,5%
Cloreto de célcio Nuclear p.a
Cloreto de cobalto Sigma 98,9%
Cloreto de potéssio Synth p-a
Cloreto de merctirio Ecibra p-a
Etanol Synth p-a
Extrato de levedura Oxoid -
Fosfato monobdsico de sédio Synth p.a
Fosfato dibasico de s6dio Synth p.a
Fosfato monobdsico de potdssio Synth p.a
Fosfato dibésico de potéssio Synth p-a
Fenolftaleina Synth p-a
Goma arabica Oxoid -
Iodeto de potassio Ecibra 99,5%
Oleo de soja Liza Grau alimentar
PEG 1500 Da Synth -
PEG 4000 Da Synth -
PEG 6000 Da Synth -
Sulfato de cobre Synth p.a
Sulfato ferroso Synth 98%
Sulfato de magnésio Synth 99,5%
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparo do indculo e sistema fermentativo

O microrganismo foi transferido a partir de tubos de ensaio com agar inclinado
para Erlenmeyers de 125mL contendo extrato de levedura (3g/L), peptona (3g/L), K,PO4
(4g/L) e MgS04 (0,2g/L) e 3% de 6leo de soja. A adaptagdo do microrganismo foi realizada
durante 48h a 30°C e 150 rpm em agitador orbital. Apds adaptacdo do microrganismo, o
in6culo foi transferido para um biorreator tipo Bioflo III (com volume util de 5000mL
contendo 3000mL de meio). O ar foi fornecido por compressor, esterilizado por filtro de 1a
de vidro e a vazdo foi controlada por meio de rotametros. O meio de cultivo estudado por
CASTIGLIONI ¢ MONTE ALEGRE (2007) apresentou as mesmas concentragoes
preparadas para o indculo, porém com 6% (v/v) de 6leo de soja para induzir a produgdo da
lipase. A fermentagdo foi conduzida a 30°C, pH 7, aeracdo de 1,5vvm e agitacdo de 150rpm
durante 96 horas.

Neste trabalho, para a producio enzimaética foi utilizada a fermentacdo submersa

onde os substratos foram dissolvidos no meio liquido descrito acima (Figura 11).

FIGURA 11. Representacio da fermentacao submersa.
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3.2.2 Obtenciao do extrato enzimatico

Ap6s as 96 horas de fermentacdo, o meio foi coletado e centrifugado a temperatura
ambiente durante 10 min a 2016g. O sobrenadante foi utilizado como extrato enzimaético,

uma vez que a Burkholderia cepacia produz lipase extracelular (KORDEL et al., 1991).

3.2.3 Determinacao da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada segundo a metodologia descrita por
MACEDO e colaboradores (1997). Para isso foi utilizado uma emulsao contendo 5SmL de
azeite de oliva e goma ardbica a 7%, 2mL de tampao fosfato de sédio pH 8 (10mM) e 1mL
de extrato enzimdtico. A mistura foi incubada por 30 minutos e 150 rpm em agitador
orbital. A reacdo foi interropida pela adi¢cdo de 15mL de solucdo acetona/etanol (1:1 em
volume). Os 4cidos graxos liberados durante a reacdo foram titulados com NaOH 0,05N
usando fenolftaleina como indicador. Um branco contendo o mesmo meio reacional que os
ensaios com a enzima inativa foi utilizado. Calculou-se a atividade enzimadtica segundo a
Equacdo 5.

(V, =V, )M.D.10°
tv

A (umol/ g.min) = Equacéo 5

Onde: A € a atividade lipolitica, V, € o volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra
(mL); V}, € o volume do NaOH gasto na titulagdo do branco; D € a diluicdo da amostra; M €
a concentracdo da solucdo de NaOH, v € o volume de extrato bruto (mL) e ¢ € o tempo de
reacdo (min). Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de

enzima que libera 1 pmol de acido graxo por minuto

As etapas de caracterizacdo da enzima foram estudadas com o extrato bruto. Os
ensaios foram feitos com a finalidade de conhecer as propriedades bioquimicas da lipase
produzida por cepas de Burkholderia cepacia. Em todos os ensaios as atividades foram

determinadas com o método titulométrico descrito acima.
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3.2.4 Efeito da temperatura na atividade

Para determinar o efeito da temperatura sobre a atividade lipolitica do extrato
bruto em diferentes condi¢des de temperatura foi utilizando agitador orbital a 25, 30, 35,

37, 40, 45 e 50°C, em tampao fosfato 10mM pH 8.
3.2.5 Efeito do pH na atividade e estabilidade

Para determinar o efeito do pH na atividade lipolitica do extrato bruto, ensaios
foram feitos variando-se o pH do meio reacional entre 3 e 11. Para isso utilizou-se
diferentes solugdes tampdo seguindo a metodologia descrita por MORITA e
ASSUMPCAO (1995): tampao citrato (pH de 3 a 5), tampao fosfato (pH de 6 a 8) e tampao
carbonato-bicarbonato (pH de 9 a 11). A estabilidade ao pH foi determinada pela incubagdo
do extrato bruto em tampdes nos valores de pH 5, 8 e 11 por 4 horas a 37 °C. A
temperatura de 37 °C foi escolhida para garantir a estabilidade da enzima, de modo que o
efeito observado fosse devido apenas ao pH e nio devido a desnaturagcdo por efeito da

temperatura.
3.2.6 Efeito dos ions na atividade e estabilidade

Para estudar o efeito dos fons (Mn?*, K'*, Ba**, Fe**, Co™*, Hg**, 1", Ca®, Cu™,
Al3+) na atividade da lipase, adicionou-se 0,3mL de solu¢do salina 10mM aos tubos de
ensaio que continha 10mL de extrato bruto. Os tubos foram armazenados a 4°C. Em um dos
tubos foi mantido somente o extrato bruto e usado como controle considerando 100% de
atividade. A estabilidade e atividade enzimdtica residual (%) ap6s os 30 dias de
armazenagem foram determinadas com o método titulométrico descrito por MACEDO e

colaboradores (1997).
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3.2.7 Efeito do tempo na atividade

Para determinar o efeito do tempo de incubac@o sobre a atividade lipolitica, o
extrato bruto foi incubado em tampao fosfato 10mM pH 8. A reacdo e medida do volume
de NaOH gasto foram monitorados de 1 a 60 minutos. A cada diferente tempo foi feita a

titulacdo conforme o método descrito na Se¢do 3.1.3.

3.2.8 Efeito dos parametros cinéticos na atividade

Para a determina¢do da energia de ativacdo catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia, foi construido o grafico de ARRHENIUS considerando as temperaturas de 25 a
50°C. A curva foi tragada entre os valores de temperatura de 25 a 37°C, onde ocorrem
valores crescentes de atividade enzimatica. O valor da E, foi calculado pela tangente da
curva. O griafico de MICHAELIS-MENTEN foi obtido através da variacao da concentragcdo
de substrato (0,1 a 50% v/v). Os valores de K,, € V,;, foram calculados a partir do ponto

que intercepta o eixo 1/[S] e 1/V no grafico de LINEWEAVER-BURK.

3.2.9 Determinacio do teor de proteinas

Para determinacao da concentracdo de proteinas no extrato enzimético foi usada a
metodologia descrita por BRADFORD (1976), tendo como padrao a albumina de soro
bovino (BSA). A curva de calibragdo (Anexo A) foi feita a partir de uma solugdo estoque
de BSA entre 0 e 1000 mg/L, a estas dilui¢cdes adicionou-se o reagente e a leitura de
absorbancia foi feita a 595nm.
3.3 Métodos para preparacao das solugoes para purificaciao

3.3.1 Solucao estoque sal fosfato

Foram preparadas as solucdes tampao pHs 6, 7 e 8 a partir de 20% m/m de fosfato

de potdssio monobdsico e fosfato de potdssio dibasico (KH,PO4/K,HPO,), seguindo a
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metodologia descrita por MORITA e ASSUMPCAO (1995). As solugdes foram agitadas

em agitador magnético sem aquecimento até a dissolu¢do completa dos sais.

3.3.2 Solucao estoque de PEG

Em temperatura ambiente, dissolveram-se os PEGs com massa molecular 1500,

4000 e 6000 Da em dgua deionizada a fim de obter a concentragdo de 50% m/m.

3.3.3 Determinacao do diagrama de equilibrio de fases

A constru¢do dos diagramas de fases foi realizada utilizando diferentes
composi¢oes de PEG e sal fosfato, segundo a metodologia descrita por ALBERTSSON
(1986). Para isso utilizou-se uma balanca analitica (10~ g) para pesagem da massa dos
sistemas e um agitador de torque (vortex) para agitacao dos tubos até completa dissolucao.

Virios sistemas bifdsicos com volume total de 7mL foram preparados. Em tubos
de centrifuga graduados, solu¢do de fosfato a 20% (m/m) foi adicionada lentamente a
temperatura ambiente (25 + 2 °C) em solucdo de PEG a 50% (m/m) até atingir a turbidez.
Com o surgimento dessa segunda fase anotou-se a massa do sistema, o que forma um ponto
com alta concentracdo de sal e baixa concentracdio de PEG. O mesmo procedimento foi
realizado para obtencdo dos resultados com alta concentragdo de PEG. A construgdo dos
diagramas de fases foi a partir das diferentes composi¢des das solucdes de PEG e sal. As
diferentes composi¢des permitiram a constru¢do da curva binodal do sistema para cada
condicao de processo (massa molecular de PEG para todos os pHs do sistema). Por
convengdo, a concentracdo do sal que se distribui favoravelmente na fase inferior foi
plotado na abscissa e a concentracio do PEG que se distribui favoravelmente na fase

superior foi plotado na ordenada.

3.3.4 Determinacao das linhas de amarracao

Os pontos que deram origem as linhas de amarracdo (tie-lines) foram obtidos para

cada condicdo de pH a partir da massa de solu¢do concentrada de PEG (50% m/m) e sal
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fosfato (20% m/m), onde se observou a formacdo das fases superior e inferior de igual
volume. Todos os pontos obtidos foram feitos em triplicata. Para cada sistema PEG/fosfato
com pH e massa molecular do polimero variado, foram encontrados trés pontos. A
determinagao das composi¢des das linhas de amarracao foi feita utilizando-se o método dos
minimos quadrados e obedeceram a uma correlagdo minima de 0,999. No Anexo B estdo as
representacdes graficas das linhas de amarracdo dos SBAs para cada PEG e pH. Ao
prolongar a linha de amarragdo até a curva binodal determina-se o ponto critico (PC) de

cada sistema.

3.3.5 Obtencao do coeficiente de particao da lipase

Visando a redug¢do da quantidade de experimentos a serem realizados e uma
melhor avaliacio dos resultados obtidos, foi utilizado um planejamento fatorial 2’
(TABELA 7), onde foram investigados a massa molecular do PEG (1500, 4000 e 6000 Da),
a influéncia do pH (6, 7 e 8), e o comprimento da linha de amarragdo (tie-line) (1, 2 e 3)
sobre o coeficiente de particdo da lipase. Os pHs foram nessa faixa por serem valores
proximos ao pH 6timo da lipase de Burkholderia cepacia e as linhas de amarragcdo foram as
obtidas nas composicdes das fases.

Cada fator foi variado em trés niveis para o planejamento fatorial 2} pelo método

do ponto central (+1, 0, -1), com triplicata nos pontos centrais, totalizando 11 ensaios.

TABELA 7. Condicoes de processo para o estudo de particao da lipase de Burkholderia cepacia.

Varidveis de nivel inferior ponto central nivel superior
Processo (-1) 0) (+1)
MMPEG 1500 4000 6000
pH 6 7 8
Tie-line 1 2 3

Para cada ensaio, os pontos das linhas de amarraciao (PADILHA et al., 2010)
foram reproduzidos em tubos graduados com volume total do sistema de 7mL. A estes

tubos foi adicionado ImL do extrato bruto que continha a lipase. Assim que o equilibrio
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difusivo foi atingido (entre 12 e 24 horas), coletou-se 1mL de amostra de cada fase. A
determinac¢do da atividade lipolitica e da concentracdo de proteinas totais nas fases inferior
e superior foi determinada segundo a metodologia descrita por MACEDO e colaboradores
(1997) e através do método de BRADFORD (1976), respectivamente. A distribui¢do da
biomolécula entre as fases de um sistema bifasico aquoso foi caracterizada pelo coeficiente

de parti¢cao (K), conforme a Equacgdo 6.

K=— Equacio 6
onde: Cs; e C; sdo as concentragdes de equilibrio nas fases superior e inferior,
respectivamente.

As Equagoes 7 e 8 foram utilizadas para célculo dos pardmetros Ko, Kasiv, Onde

FL € a fase leve (PEG) e FP a fase pesada (sal fosfato).

proteind FL) .
prot = o Equacao 7
proteind FP)
AtividadéFL) .
ativ = .. Equacio 8
Atividadé FP)
Para o célculo do fator de purificacdo (FP), utilizou-se da Equacao 9.
FP= L Equaciio 9
AE(Bruta)
E para a atividade especifica usou-se da Equagao 10.
AE = atzvzda%eipase : Equacio 10
concentradioproteina

Sendo:
- AE: atividade especifica das fases leve e pesada.

- AE(Bruta): atividade especifica da enzima bruta.
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Pela metodologia de andlise de varidncia ANOVA, segundo BARROS NETO e
colaboradores (1995), foram analisadas a significincia do modelo, o ajuste de dados, o
calculo das médias quadraticas, os erros puros de cada estimativa de parametro, a
correlacdo multipla e as porcentagens de varidveis explicdveis para a particdo da lipase.
Modelos com os valores de K na forma logaritmica foram testados. Assim como também
foi testado modelos usando a atividade especifica da lipase. A otimizacdo foi observada
através da andlise de superficies resposta (RSM) geradas a partir das equagdes dos modelos

otimizados.

3.3.6 Eletroforese SDS-PAGE e focalizacao isoelétrica (Isoelectric Focusing — IEF)

As amostras de lipase antes e apds a purificacao no sistema bifasico aquoso foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE, realizadas no equipamento Mini Protean III
(BioRad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida, conforme protocolo apresentado por
LAEMMLI (1970), na concentracdo de 7,5%, sendo as amostras tratadas com tampoes
contendo SDS em condi¢des desnaturantes e redutoras (com a presenca de f3-
mercaptoetanol). A desnaturacdo das proteinas das amostras foi realizada por aquecimento
a 100 °C por 10 minutos. Aliquotas de 15 pL de cada amostra e 5 pL. de marcador de baixa
massa molecular foram aplicadas nos géis de 7,5%. Estes géis foram submetidos a uma
voltagem de 180 V, em cuba vertical. O marcador de baixa massa molecular contém as
seguintes proteinas: fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), a-lactalbumina (14,4 kDa),
ambos os kits adquiridos da GE Healthcare (EUA). Para a eletroforese de focalizacio
isoelétrica (Isoelectric Focusing - IEF) foi usado o equipamento PhastSystem (Pharmacia,
Sweden) a 410 Vh e géis gradientes de acrilamida na concentragdo de 5% na faixa de pH 3
a9 da GE Healthcare (USA) de acordo com o método descrito pelo fabricante. Em ambas
as técnicas, a coloracdo dos géis foi feita com nitrato de prata, de acordo com
MORRISSEY (1981).

Na andlise eletroforética, assim como na determinagcdo do ponto isoelétrico foi

usado o melhor ponto obtido no planejamento fatorial 2° (PEG1500/fosfato a pH 6).
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3.4 Métodos para encapsulamento da enzima lipase

3.4.1 Solucao de alginato de s6dio

A solucdo polimérica (4% m/v) foi agitada em agitador magnético a 70°C com

agitacdo lenta até completa dissolucdo do alginato de sédio.

3.4.2 Solucao de cloreto de calcio

Em temperatura ambiente, dissolveu-se o cloreto de cdlcio em 4gua deionizada a

fim de obter as concentragdes de 2 e 4% (m/v).

3.4.2 Producao das microcapsulas por gelificacao

Apo6s resfriar a solucdo de alginato de soédio a 25°C, esta foi misturada, na
propor¢do 1:1, com o extrato bruto. A mistura foi homogeneizada em Turrax a 10.000 rpm
durante 2 minutos. Essa solu¢@o foi pulverizada em solu¢do de CaCl, a 25°C com um
atomizador duplo fluido com pressio de ar de 0,90Kgf/cm” em agitacdo lenta constante
(Figura 12). A altura entre o atomizador e o banho foi de 12 cm. Foi feito um planejamento
fatorial 2% variando o didmetro do bico atomizador (2 e 0,5 mm) (Figura 13) e a
concentracdo de CaCl, (2 e 4% m/v) totalizando 4 ensaios, conforme a Tabela 8. A falta de
um ponto central neste planejamento foi devido a auséncia de um terceiro bico para a
atomizacdo. Apds a atomizacdo, as microcdpsulas foram mantidas no banho i6nico por 30

minutos (tempo de cura), e entdo separadas em peneiras (25um) e lavadas com 700mL de

dgua destilada.

TABELA 8 - Condicoes de processo para o encapsulamento da lipase de Burkholderia cepacia.

Varidveis de Processo nivel inferior nivel superior
(-1) (+1)
Bico atomizador (mm) 0,5 2
Concentracdo de CaCly(%) 2 4
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FIGURA 12. Equipamento usado na gelificacio ionica.

FIGURA 13. Didmetro dos bicos atomizadores A) 2mm; B) 0,5mm.
3.4.3 Secagem das microcapsulas

Ap6s a producdo, as microcdpsulas fabricadas foram secas em estufa a 30°C. Este
procedimento foi utilizado na secagem para que a atividade da enzima fosse mantida, ja que
a liofilizagdo pode inativar a lipase de Burkholderia cepacia devido a queda brusca de
temperatura (Alloue et al., 2008).

3.4.4 Estabilidade da lipase antes e apds a encapsulacao

Em triplicada, verificou-se a estabilidade da lipase antes e apds a imobiliza¢io

com o método titulométrico descrito na Se¢do 3.2.3.
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3.4.5 Caracterizacao fisico-quimica

3.4.5.1 Distribuicao de tamanho e diAmetro médio

O Microscépio Optico da JEINS, Modelo JENAVAL do Laboratério de
Microestrutura de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP foi
utilizado para analisar a distribui¢ao e tamanho das microcdpsulas.

Neste microscopio estd adaptada uma camera digital colorida modelo TA-0124-
XS da ANDS com o objetivo de capturar as imagens das superficies analisadas e transferi-
las para o computador em imagem digital. O aumento da lente objetiva usada nas andlises
foi de 12,5 vezes e o aumento da lente ocular de 1,25 vezes. Utilizou-se do programa EDN?2
Microscopy Image Processing System para determinag¢do do didmetro das microcapsulas.
Para obter o didmetro médio, o programa fez medi¢cdes em aproximadamente 300

microcdpsulas de cada amostra.

3.4.3.1 Morfologia e microestrutura

O microscépio eletronico de varredura LEO, modelo LEO 440i, do Laboratério de
Uso Comum da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP foi utilizado para
verificar a morfologia das microcdpsulas. As amostras foram cortadas em formato
retangular de aproximadamente 0,7 por 0,4 cm e adaptados no porta-amostra para a
metalizacdo com ouro. Esta técnica permitiu também analisar as microestruturas formadas
na superficie das microcapsulas, para isto foi utilizado um aumento de 1.500 e 5.000 vezes
para amostras com bico de 0,5 e 2,0 mm, respectivamente. As condi¢des de tensdo foram

de 15 KV e de corrente 50 pA.
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CAPITULO 4 —- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da lipase de Burkholderia cepacia

4.1.1 Efeito da temperatura na atividade

A atividade catalitica das enzimas ¢é bastante dependente da temperatura, no
entanto, a medida que a temperatura se eleva, dois efeitos ocorrem: a taxa de reacdo
aumenta e diminui a estabilidade da enzima devido a desativagdo térmica, por isso, a
temperatura € um dos agentes criticos sobre a atividade enzimética. Neste trabalho, ensaios
de 25 a 50°C foram feitos para determina¢do da temperatura Otima de atuacdo da lipase
conforme mostra a Figura 14. Com base nos resultados, observou-se que a 37°C a atividade
da lipase apresentou valor méximo (1,85 U/mL), correspondendo a atividade especifica de
29,30 U/mg. A maior variacdo encontrada para os valores de atividade foi de 17% (entre 25
e 37°C). No entanto, a 50°C houve perda de atividade de apenas 10% em relagdo a
temperatura de 37°C. Algumas enzimas podem perder sua atividade com pequenas
variacdes na temperatura, pois a mudanca em sua conformac¢do faz com que seu sitio ativo
perca a especificidade de reagir com o substrato. Pela variagao dos resultados da atividade é
provavel que a lipase produzida por Burkholderia cepacia tenha um ou dois sitios ativos,
pois dependendo da mudanca conformacional da molécula, a enzima ndo perde totalmente
sua atividade. Em 1996, PENCREAC’H E BARRATI observaram que a temperatura 6tima
de atuacdo da lipase de Pseudomonas cepacia coincide com este resultado. Valores
semelhantes (40°C) foram encontrados por MAKHZOUM e colaboradores (1996), para a
lipase de Pseudomonas fluorescens e PASTORE e colaboradores (2003) utilizando lipases
de Rhizopus sp. No entanto, KOJIMA e SHIMIZU (2003) caracterizaram lipases de
Pseudomonas fluorecens HU380 e obtiveram 45°C como temperatura 6tima, por outro
lado, NAWANI e colaboradores (2006), encontraram como temperatura 6tima a faixa de
60-65°C para as lipases mobilizadas e 60°C para as lipases livres de Bacillus sp.

A energia de ativacdo da hidrdlise do azeite pela lipase foi obtida pela regressdao
linear do logaritmo natural da velocidade de reacdo (mol/min.g de enzima) em funcdo do

inverso da temperatura (K), seguindo o método de ARRHENIUS (Aguilar et al., 2000)
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(Figura 15). Considerando-se o valor da constante dos gases ideais igual a 8,31451
J/(mol.K), pode-se dizer que o valor da energia de ativacido desta reacdo foi proxima de
10,1 kJ/mol. Até o presente momento ndo foram encontrados na literatura dados acerca do

célculo da energia de ativacdo da lipase de Burkholderia cepacia por outros autores.
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FIGURA 14. Efeito da temperatura na atividade da lipase de Burkholderia cepacia (5,0 mL de emulsao
de azeite de oliva 7,5% e goma arabica 2,5% em tampao fosfato de sédio 10mM pH 8).
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FIGURA 15. Determinacio da energia de ativacio pelo grafico de ARRHENIUS da reacéio de hidrolise
do azeite de oliva por lipase de Burkholderia cepacia. Equacao da reta tangente: y= - 1214 x - 2,385
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4.1.2 Efeito do pH na atividade e na estabilidade

O efeito do pH sobre a hidrélise do azeite de oliva pela lipase de Burkholderia
cepacia foi investigado na faixa de pH de 3 a 11. Foram mantidas aproximadamente 80%
da atividade nos pHs 5 a 7, com atividade maxima no pH 8 (1,85 U/mL e atividade
especifica de 29,30 U/mg). Pequenas variacdes na atividade da enzima foram encontradas
em pHs mais 4cidos, porém em condi¢des bdsicas observou-se maior sensibilidade da
lipase. Perda de 80% de atividade da enzima foi verificada a pH 11. Esses resultados sao
apresentados na Figura 16, onde nota-se que a lipase de Burkholderia cepacia € alcalina e
andloga a lipase de Pseudomonas fluorescens 2D estudado em 1995 por MAKHZOUM e
colaboradores. Resultados semelhantes foram encontrados em 2002 por SHARMA e
colaboradores, apos a purificagdo da lipase de Bacillus sp nos pHs 8 e 9, entretanto,
BRADOO e colaboradores (1999) encontraram como pH 6timo para a lipase do Bacillus
stearothermophilus SB-1 valores entre 3 e 6. Lipase de Pseudomonas fluorecens HU380
apresentaram 7 como pH 6timo (Kojima e Shimizu, 2003). Esses valores demonstram que a
lipase pode ser trabalhada em diferentes faixas de pHs. Assim como na temperatura, as
enzimas apresentam melhor atividade a uma faixa de pH, o efeito do pH sobre as enzimas
deve-se as variagdes do estado de ionizacdo dos componentes do sistema a medida que o
seu valor varia. Como as enzimas sdo proteinas com muitos grupos ionizdveis € em
diferentes estados de ionizacdo, a atividade catalitica fica restrita a uma pequena faixa de

pH (Almeida et al., 2008).
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FIGURA 16. Efeito do pH na atividade da lipase de Burkholderia cepacia (5,0 mL de emulsao de azeite
de oliva 7,5% e goma arabica 2,5% a 37°C).

A estabilidade da atividade enzimética do extrato bruto de Burkholderia cepacia
em diferentes tampdes com valores de pH 5, 8 e 11 também foi investigada. A atividade
maxima (100%) foi observada no pH 8 em tampao fosfato, apés incubagdo de 4 horas a
37°C, enquanto que no pH 5 a atividade foi 35% menor em relacdo a maior atividade ao
final de 4 horas. Em pH 11 a atividade reduziu consideravelmente, embora nessa condi¢ao
mais alcalina e com atividade relativamente mais baixa, a enzima manteve-se estavel
durante as 4 horas de incubacgdo (Figura 17).

Essa enzima mostrou boa estabilidade em pHs alcalinos e 4cidos nas 4 horas de

andlise, podendo ser empregada em diversos seguimentos industriais que trabalhem dentro

da faixa de pH estudada.
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FIGURA 17. Efeito na estabilidade do pH da lipase de Burkholderia cepacia (5,0 mL de emulsao de
azeite de oliva 7,5% e goma arabica 2,5% a 37°C).

4.1.3 Estabilidade com diferentes ions

Um estudo para verificar quantos dias o extrato bruto enzimatico manteria sua
atividade frente a adi¢do de diferentes fons foi realizado e os resultados sdo apresentados na

2 e
*  diminuiram

Figura 18. Esse estudo demonstrou que fons como Fe®* e Hg
significativamente a atividade lipolitica, causando inativacdo em menos de 10 dias de

- . 2 2 2 .
armazenagem. Por outro lado, a adi¢do dos fons Ba=",Ca™ e Mn~", conseguiram manter boa
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atividade enzimética durante os 30 dias, observando queda de atividade mais significativa a
partir do 15° para os fons Ba** e Ca®* e 7° dia para o0 Mn>*. Esses fons mantiveram ainda
grande porcentagem de atividade enzimdtica no 30° dia em relacdo ao 1° dia. O fon I"
reduziu rapidamente sua atividade lipolitica nos primeiros dias de armazenagem, embora
ap6s esse periodo manteve-se 23% de atividade enzimatica até o 30° dia. fons como Al
Co®, Cu** e K'* fizeram com que a atividade lipolitica diminuisse em 75, 40, 45 e 50% até
o 10° dia, respectivamente. Foi feito também um estudo de atividade enzimadtica no extrato
bruto, onde verificou-se queda de atividade gradativa no decorrer dos dias de armazenagem
e no final do 30° dia houve queda de atividade de aproximadamente 80% em relacdo a
armazenagem inicial. Estudos semelhantes com lipases de Pseudomonas fluorescens 2D
foram feitos por MAKHZOUM e colaboradores em 1995 onde os ions Co™ e Hg2+
mostraram ser fortes inibidores dessa enzima, enquanto Cu®* e Ba® causaram inibicao

2 ~ . . . P N
moderada e o Fe”" ndo causou nenhum efeito sobre as lipases, o que pode ser atribuido a

complexacdo desses ions com a enzima.
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FIGURA 18. Efeito dos ions na atividade da lipase de Burkholderia cepacia (5,0 mL de emulsido de
azeite de oliva 7,5% e goma arabica 2,5% em tampao fosfato de sédio 10mM pH 8 a 37°C).

A Tabela 9 mostra a atividade residual da lipase de Burkholderia cepacia ao final
de 30 dias de armazenagem. A atividade lipolitica teve considerdvel ativacdo (40% de
aumento na atividade) com o anion I'. Os fons Mn?**, Co®" e Ca’* mantiveram a

. . . . 2 2 3
estabilidade da enzima durante esse periodo e os fons Fe=*, Hg”" e AI’* atuaram como
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inibidores, causando considerdvel inativacdo enzimatica. A adi¢do de ions as lipases de
Bacillus sp RSJ-1 estudados por SHARMA e colaboradores (2002) mostraram que na
presenca de Ba’* a enzima manteve-se estdvel, por outro lado, ions como K'* e Co** foram
grandes inibidores da enzima lipolitica, no entanto Ca’* manteve a enzima bastante ativa
(125% de aumento na atividade em relagdo ao controle). Nos estudos de MAKHZOUM e
colaboradores (1995), em lipases de Pseudomonas fluorescens os ions Co** e Ba®™*
corroboraram com esses resultados e LIMA e colaboradores (2004) para a lipase de
Penicillium aurantiogriseum encontraram alguns resultados semelhantes aos desse
trabalho, onde fons Ba**, Ca®*, Co**, Cu®* e Hg** mantiveram 70, 79, 105, 69 ¢ 0% da
atividade residual, respectivamente. Trabalhos sobre o efeito de fons na estabilidade e
atividade enzimatica de lipases de Burkholderia cepacia ndo foram encontrados até o

presente momento.

TABELA 9. Efeito dos ions a 10mM sobre a atividade da lipase de Burkholderia cepacia apés 30 dias de
armazenagem.

Solucoes 10m M Atividade residual (%)
MnSO, 100
KCl 60
BaCl, 60
FeSO, 0
CoCl, 100
HgCl, 0
KI 140
Ca(Cl, 100
CuSO, 60
AICl, 0
Controle 100

4.1.4 Efeito do tempo em relacio a atividade lipolitica

Um estudo da medida de volume de NaOH gasto na titulacdo versus tempo de
incubacdo do meio reacional foi feito. Este estudo serviu de parametro para analisar se

tempos menores do que 30 minutos de incubag¢do para medida de atividade lipolitica
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poderiam ser utilizados. Na literatura, métodos titulométricos de andlises da lipase propdem
tempos de andlise de 30 minutos de incubacdo para medida de atividade. Conforme
observado na Figura 19, nota-se a partir de 10 minutos at¢ 30 minutos de incubagdo, a
quantidade de NaOH gasto na titulacio entre um tempo e outro foi muito pequeno,
deixando os valores praticamente na mesma ordem de grandeza. Por isso, nas etapas de
purificacdo da lipase de Burkholderia cepacia neste trabalho, reduziu-se o tempo de
incubagdo de 30 para 15 minutos para medir a atividade. Esse procedimento auxiliou para
minimizacdo dos tempos de andlise da lipase purificada e pode ser usada também para

minimizar o tempo de andlise em trabalhos posteriores.
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FIGURA 19. Efeito do tempo de incubaciao na atividade da lipase de Burkholderia cepacia (5,0 mL de
emulsao de azeite de oliva 7,5% e goma arabica 2,5% em tampao fosfato de sédio 10mM pH 8 a 37°C).

4.1.5 Cinética da reacao de hidrdlise do azeite de oliva por lipases de Burkholderia

cepacia

A determinagdo dos parametros cinéticos foi realizada a temperatura de 37 °C e pH
8. Os dados obtidos experimentalmente permitiram a obtencdo da curva cinética, que
mostra a influéncia da emulsdo azeite - dgua contendo diferentes propor¢cdes de azeite de
oliva (0,1 a 50% v/v) na velocidade de reacdo da lipase de Burkholderia cepacia.
Observou-se que a atividade aumenta de acordo com o aumento da concentragdo do

substrato, conforme a Figura 20.
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FIGURA 20. Efeito da concentracio de substrato na atividade da lipase de Burkholderia cepacia (5,0
mL de emulsdo de azeite de oliva e goma arabica com diferentes concentracoes em tampao fosfato de

sodio 10mM pH 8 a 37°C).

Para tentar descrever o comportamento cinético da lipase de Burkholderia cepacia,

os dados foram analisados segundo a equacdo de MICHAELIS-MENTEN (Equagdo 11).

V :Vde*[S]

0 KM n [S] Equacao 11

A Figura 21 € a linearizacdo dos dados cinéticos de acordo com a metodologia de
LINEWEAVER-BURK. Através da equacdo, foi possivel determinar os valores de K,
43,90 mg/mL e V40,0258 U/mg.
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FIGURA 21. Grafico de LINEAWEAVER-BURK para a lipase de Burkholderia cepacia (5,0 mL de
emulsio de azeite de oliva e goma arabica com diferentes concentracoes em tampao fosfato de sédio
10mM pH 8 a 37°C).

4.2 Purificacao da lipase de Burkholderia cepacia
4.2.1 Diagrama de fases

4.2.1.1 Efeito da massa molecular do PEG sobre o diagrama de fases

Os diagramas de fases referentes aos PEG 1500, 4000 e 6000 Da para os pHs 6, 7
e 8 sdo mostrados respectivamente, nas Figuras 22, 23 e 24. Nesse estudo, foi observado o
comportamento desses sistemas ao se fixar o pH e variar a massa molecular do polimero.
Observando as figuras, foi possivel perceber um leve deslocamento das binodais de menor
massa molecular do PEG se afastando dos eixos, ou seja, quanto menor a massa molecular
do polietileno glicol, maior a concentragdo necessdria para a formac¢do do sistema bifasico
aquoso, essa observacao corrobora com ALBERTSSON (1986). O mesmo comportamento
foi observado por VENANCIO e colaboradores (1995) ao se estudar o sistema PEG 4000 e
8000 Da/goma de Guar e SARUBBO (2000) para o sistema PEG1500, 4000 e 6000

Da/goma de cajueiro.
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FIGURA 22. Comportamento do SBA PEG/fosfato a pH 6 para diferentes massas moleculares de PEG.
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FIGURA 23. Comportamento do SBA PEG/fosfato a pH 7 para diferentes massas moleculares de PEG.
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FIGURA 24. Comportamento do SBA PEG/fosfato a pH 8 para diferentes massas moleculares de PEG.

4.2.1.2 Efeito do pH sobre o diagrama de fases

A fim de observar o efeito do pH sobre o comportamento dos diagramas de fases
do SBA PEG/fosfato fixou-se a massa molecular do polimero variando o pH, como pode
ser visto nas Figuras 25, 26 e 27. Ao analisar os graficos nota-se que em menores valores
de pH uma maior concentracdo dos componentes foi usada para a formagdo do SBA. Essa
observacgao foi feita em 1992 por FRANCO, em sistemas PEG/sal onde o autor observou
que a diminui¢cdo do pH provocou um deslocamento da binodal no sentido de maior
concentracdo dos constituintes das fases. Estudos realizados por VIDEIRA e AIRES-
BARROS (1994) para SBAs PEG/fosfato, a reducdo do pH de 8 para 7 aumentou a
concentracdo de polimeros e sais requeridos para a formacdo das fases. Os autores
concluiram que quando o pH diminui, a propor¢dao de H,PO,/HPO,* aumenta devido a
rejeicdo do PEG por grupos anions multivalentes, neste caso, uma maior concentragdo de
sal e/ou polimero torna-se necessdria para obter um sistema bifdsico. Por outro lado,
PADILHA e colaboradores (2010) verificaram que o comportamento desses sistemas em
diferentes valores de pHs apresentou um deslocamento ndo significativo das binodais. O
que leva a concluir que a estabilidade destes sistemas frente as variagcdes de pH e seu efeito

sobre os SBAs ndo possuem caracteristicas proprias (Diamond e Hsu, 1992).
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FIGURA 25. Comportamento do SBA PEG1500/fosfato em diferentes pHs.
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FIGURA 26. Comportamento do SBA PEG4000/fosfato em diferentes pHs.
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FIGURA 27. Comportamento do SBA PEG6000/fosfato em diferentes pHs.

4.2.2 Estudo do comportamento das tie-lines

A partir da caracterizacdo dos diagramas de fases foram obtidas as linhas de
amarracdo para posterior purificacdo das enzimas. As linhas de amarragdo para as
diferentes condi¢cdes de pH e massas moleculares de PEG sao apresentadas na Tabela 10. A
partir dos resultados foi possivel verificar que ndo houve variagdo significativa entre as
composi¢des das linhas de amarragdo (tie-lines) para as diferentes massas moleculares do

PEG em relacao a variacao do pH do sistema.
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TABELA 10. Composicao total do sistema com diferentes massas moleculares de PEG e pHs.

Tie Composigdo total do Composigcdo da fase Composicdo da fase
pH line sistema (%om/m) superior (%om/m) inferior (%om/m)

PEG SAL H,O0O PEG SAL H;O PEG SAL H,;0
1 17,8 12,9 69,3 31 5,6 63,4 5 19,5 75,5
6,0 2 16,6 12,7 70,7 27,2 7 65,8 6,5 17,9 75,6

- 3 14,8 12,6 72,6 21 9,3 69,7 9 16 75
% 1 19,3 12,3 68,4 37,5 3,1 59,4 1,5 21 77,5
5 7,0 2 16,3 12,3 71,4 31 4,6 64,4 2 19,4 78,6

= 3 14,7 11,7 73,6 25 6,6 68,4 4,5 16,5 79
R 1 17,9 12 70,1 35 3,2 64,8 0,7 20,5 78,8
8,0 2 16,8 11 72,2 33 3,6 63,4 0,6 18,7 80,7
3 15,8 10,6 73,6 29 4.4 66,6 1,9 16,8 81,3
1 16,7 13,3 70 32 4,6 63,4 1,4 21,7 76,9

6,0 2 11,4 13,8 74,8 21 7,9 71,1 1,5 19,5 79

= 3 5,7 15,3 79 12,5 9 78,5 2 17,9 80,1
g 1 16,2 13,5 70,3 26 5,3 68,7 6,4 22 71,6
:; 7,0 2 12,4 13,4 74,2 21 6,6 72,4 3,3 20 76,7
= 3 8,5 13,5 78 18,5 2,1 79,4 8.3 14,5 77,2
~~ 1 19,5 11 69,5 19,5 2,2 78,3 2.4 37 60,6
8,0 2 17,1 10,1 72,8 33 3 64 0,3 17 82,7

3 14,7 9 76,3 28,5 4 67,5 1 14 85
1 19 12,3 68,7 36 3,4 60,6 1,7 21 77,3
6,0 2 13,1 12,6 74,3 25 6 69 1,3 18 80,7
= 3 9,7 12,3 78 17 8,5 74,5 2,2 16 81,8
g 1 21 11,6 67,4 38,5 2,3 59,2 4,2 21 74,8
5 7,0 2 17,5 11,1 71,4 34 3,3 62,7 1,2 18,5 80,3
= 3 14,6 10,8 74,6 29 4,2 66,8 0,3 17,5 82,2

~ 1 23,7 10,5 65,8 43,6 1,4 55 20 3 77
8,0 2 21,1 10,1 68,8 39 2 59 19 1,8 79,2
3 18,3 99 73,5 35 2,8 62,2 18 0,5 81,5

4.2.3 Avaliacao do coeficiente de particao (K) da lipase de Burkholderia cepacia

As Tabelas 11 e 12 apresentam o resultado do planejamento fatorial 2° com os

valores de atividade da enzima e da proteina, atividade especifica (AE) e fator de

purificacdo (FP) para a fase superior e inferior, respectivamente. A partir desses resultados

foi possivel avaliar a influéncia da massa molecular do polimero, do pH e da linha de

amarragao (tie-line) (TL) sobre a parti¢do no sistema PEG/fosfato.
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TABELA 11. Resultados obtidos de particao da lipase de Burkholderia cepacia para cada condiciao do
planejamento fatorial 2° na fase superior do SBA PEG/fosfato.

Atividade Proteina AE

Andlise PEG pH TL (U/mL) (mg/L) (U/mg) FpP
Bruta 33 786 41,98 1
1 6000 8 3 6.01 122,33 49.15 11,71
2 6000 8 1 2.40 121,22 19.84 473
3 6000 6 3 18.72 222,10 84.29 20,08
4 6000 6 1 9.44 181,89 51.92 12,37
5 1500 8 3 9.52 73,77 129,03 30,73
6 1500 8 1 3.34 35,80 93.29 22,22
7 1500 6 3 1.44 214,87 6.68 1,59
8 1500 6 1 17.66 99,08 178.24 42,45
9 4000 7 2 3.63 53,08 68.29 16,27
10 4000 7 2 3.51 60,58 57.89 13,79
11 4000 7 2 3.50 69,92 50.06 11,92

TABELA 12. Resultados obtidos de particao da lipase de Burkholderia cepacia para cada condiciao do
planejamento fatorial 2° na fase inferior do SBA PEG/fosfato.

Atividade Proteina AE

Andlise PEG pH TL (UmL)  (mg/L)  (U/mg) FP
Bruta 3,3 786 41,98 1
1 6000 8 3 7,16 1031,89 6,94 1,65
2 6000 8 1 11,98 1411,56 8,49 2,02
3 6000 6 3 20,12 141523 14,22 3,39
4 6000 6 1 24,26 271823 8,92 2,13
5 1500 8 3 2,56 2134,34 1,20 0,29
6 1500 8 1 3,84 206,64 18,59 4,43
7 1500 6 3 0,02 625,25 0,03 0,01
8 1500 6 1 14,98 337,92 44,33 10,56
9 4000 7 2 18,67 2099,70 8,89 2,12
10 4000 7 2 19,47 1928.53 10,10 2,40
11 4000 7 2 19,84 2075,20 9,56 2,28

Ao analisar os resultados obtidos, pode-se notar que a purificacdo foi maior na

fase superior do sistema, ja que os valores de atividade especifica e de fator de purificagao
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foram mais altos do que os encontrados na fase inferior. Em ambas as fases, o valor do
fator de purificacdo foi maior quando usou menores massas moleculares de PEG, pH e
linha de amarragao.

Na Tabela 13 estdo representados os valores do coeficiente de particdo (K) da
atividade lipolitica, proteina e atividade especifica da lipase de Burkholderia cepacia. Os
dados de atividade especifica foram usados no planejamento fatorial 23, pois ao comparar
as respostas observadas com os valores previstos pelos modelos, observou-se que a
linearizacdo (In) da atividade especifica da lipase apresentou resultados estatisticos mais
favoraveis e melhor qualidade do ajuste do modelo em relacdo as demais formas (Figuras

28, 29 e 30).
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FIGURA 28. Correlacao dos valores observados da lipase na forma normal e linearizada em relacio
aos valores previstos.
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FIGURA 29. Correlacio dos valores observados da proteina na forma normal e linearizada em relagao
aos valores previstos.
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FIGURA 30. Correlacao dos valores observados da atividade especifica na forma normal e linearizada
em relacao aos valores previstos.

TABELA 13. Resultados de particao da lipase de Burkholderia cepacia por SBA PEG/fosfato.

Fatores Coeficiente de Partigcdo (K)
Analise MMPEG pH Tie Line Lipase Proteina AE
1 6000 8 3 0,839 0,119 7,079
2 6000 8 1 0,201 0,086 2,337
3 6000 6 3 0,930 0,157 5,928
4 6000 6 1 0,389 0,067 5,818
5 1500 8 3 3,725 0,035 107,781
6 1500 8 1 0,870 0,173 5,019
7 1500 6 3 0,022 0,344 208,959
8 1500 6 1 1,179 0,293 4,021
9 4000 7 2 0,194 0,025 7,680
10 4000 7 2 0,180 0,031 5,733
11 4000 7 2 0,176 0,034 5,236

Na Tabela 13 observa-se que maiores valores de coeficiente de particdo da
atividade especifica da lipase de Burkholderia cepacia ocorreu com a diminui¢do da massa
molecular do PEG, em pH 6 e 8 e maior tie-line.

Analisando-se a influéncia da massa molecular do PEG no coeficiente de parti¢ao,
resultados semelhantes a este trabalho foram encontrados por HUDDLESTON e
colaboradores (1991) ao estudarem o resultado o efeito da massa molecular do PEG no
coeficiente de particdo da Saccharomyces cerevisae em SBA PEG/fosfato. Os autores

observaram que houve uma preferéncia das proteinas pela fase superior do sistema em PEG
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400 e 1000 Da, enquanto que para o PEG 3350 Da, a maioria das proteinas se
concentraram na fase inferior do sistema.

Em relacdo aos diferentes pHs usados neste trabalho, os resultados nao
demonstraram alteracdes significativas ao variar os pHs do sistema. Em 1998, ALMEIDA
e colaboradores também observaram pouca alteraciao no coeficiente de parti¢cdo da cutinase
(pI=7,8) ao variar o pH (4, 6, 8 ¢ 9) do SBA PEG/Hidroxipropilamido. Os autores
encontraram valores mais significativos de particdo com o aumento do pH de 4 para 8,
sendo que a pH 9, o coeficiente de parti¢cdo da proteina foi menor. Isto pode ser explicado
com base nas propriedades hidrofébicas do PEG que pode se ligar aos residuos
hidrofébicos da proteina. FORCINITI e colaboradores (1991) reportaram que as interagoes
hidrofébicas sdo maiores perto do ponto isoelétrico da proteina.

Neste trabalho, ao analisar os resultados da influéncia da tie-line no coeficiente de
particdo da lipase de Burkholderia cepacia notou-se que houve uma tendéncia ao aumento
do coeficiente de particdo com o aumento do comprimento da tie-line. Esses resultados
corroboram com SARMENTO e colaboradores (1994) ao purificar o citocromo b5 em
sistemas PEG/sais e RITO-PALOMARES e HERNANDEZ (1998) ao purificar as
proteinas do soro do queijo em SBA PEG/fosfato.

As influéncias da massa molecular do polimero, pH e comprimento da tie-line
sobre o coeficiente de particdo da atividade especifica da lipase de Burkholdeira cepacia
foram verificadas através da analise de variancia (ANOVA) (Tabela 14). Com esses dados
pode-se obter a significancia da regressdo e da falta de ajuste com 95% de confianca (p <
0,05), utilizando o teste F para o planejamento estudado. A andlise de varidncia (ANOVA)
mostrou que o modelo ajustado para a atividade especifica da lipase foi significativo,
satisfazendo o critério sugerido por BARROS NETO e colaboradores (1995), visto que a
razdo MQr/MQ, (Fcalculado) fol maior que o valor tabelado de Fyos64 (6,16) € a razdo
MQy,/MQ,., foi menor do que o valor de Fy s, (19,00). O coeficiente de determinagdo (RZ)
foi de 0,9549, indicando que o modelo explicou aproximadamente 96% da variacdo dos

dados observados.
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TABELA 14. Resultados da ANOVA para a variavel coeficiente de particio (K) da atividade especifica
da lipase de Burkholderia cepacia.

Coeficiente de partigcdo da lipase de Burkholderia cepacia

Fonte de Variagdo SO GL MQ Fcalculado Ftabelado R’
Regressao 18,88 6 3,15 14,32 6,16 95,49
Residuo 0,89 4 0,22 - -

Falta de ajuste 0,81 2 0,41 10,25 19,00

Erro Puro 0,080 2 0,04 - -

Total 19,77 10 - -

O Diagrama de Pareto (Figura 31) apresentou os principais efeitos e interagdes
significativas no coeficiente de particdo da atividade especifica da lipase. Foram
considerados significativos os termos cujos valores de fcalculado (representado pelas barras
no grafico de Pareto) apresentam-se superiores ao valor de ttabelado (4,30) (representado
pela linha tracejada do grafico), para distribuicio de Student, a 95% de confianca.
Analisando o Diagrama de Pareto os fatores massa molecular do polimero e comprimento
da tie-line (TL), bem como a interacdo entre eles sdo estatisticamente significativos.
Enquanto que o pH, bem como a interacio pH e massa molecular do polimero e pH e

comprimento da tie-line ndo foram fatores significativos.

(3)Tie Line t 14,38

(1)Ml\/bollmer0 - -11,79

1by3 -10,40

2by3 ¢ 348
1by2 ¢ 2,07

(@PHE 052

p=,05
F
IGURA 31. Estimativa dos efeitos através do grafico de Pareto - varidvel resposta do coeficiente de

particio (K) da atividade especifica da lipase de Burkholderia cepacia.
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Os modelos codificados propostos para representar o coeficiente de particdo da
lipase (K) para as condi¢des de processo massa molecular do polimero e pH, massa
molecular do polimero e tie-line (TL) e tie-line (TL) e pH sdo apresentados nas Equacgdes

11, 12 e 13, respectivamente.

KAE,,,,.=2,25—-0.83* MMpolimero-0,37* pH — 0,15+ MMpolimerd* pH  Equacao 12
KAE,, .= 2,25—-0.83* MMpolimerot+ 1,02*TL—0,73* MMpolimerd*TL Equacdo 13
KAE,,,,=2,25-0,04*TL+1,02* pH +025*TL* pH Equacio 14

As Figuras 32, 33 e 34 apresentam as superficies de resposta e curvas de nivel para
a particdo da atividade especifica da lipase de Burkholderia cepacia nas diferentes
condi¢Oes de processo. Conforme mostra a Figura 32, maiores valores de atividade
especifica podem ser obtidos usando a menor massa molecular do polimero e aumentando o
pH do sistema. Na Figura 33 € possivel observar que se a massa molecular do polimero for
fixada em seus menores valores (1500 Da) e a linha de amarracao for elevada ao seu valor
maximo (tie-line 3), pouco se perderd de atividade enzimdtica. No entanto, analisando a
Figura 34 em relacdo a linha de amarragdo e ao pH do sistema, nota-se que havera reducio
na atividade especifica se a linha de amarrac@o estiver no seu menor valor (tie-line 1) e o

pH for variado do seu maximo (pH 8).
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FIGURA 32. Avaliacao RSM das influéncias da massa molecular do polimero e do pH sobre a atividade
especifica da lipase de Burkholderia cepacia.
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FIGURA 33. Avaliacio RSM das influéncias da massa molecular do polimero e da tie-line sobre a
atividade especifica da lipase de Burkholderia cepacia.
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FIGURA 34. Avaliacio RSM das influéncias da tie-line e pH do sistema sobre a atividade especifica da
lipase de Burkholderia cepacia.

4.2.4 Eletroforese SDS-PAGE e de focalizacao isoelétrica (IEF)

As fragdes protéicas obtidas do material purificado por SBA PEG1500/fosfato a
pH 6 e do extrato bruto enzimdtico foram analisadas por eletroforese via SDS-PAGE que
revelou uma banda de proteina com massa molecular aproximada em 33 kDa, conforme a
Figura 35. Comparando-se os valores encontrados com os resultados da literatura, LIN e

colaboradores (1996) obtiveram 32 kDa para lipase purificada de Pseudomonas
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pseudoalcaligenes F-111. Esse resultado corrobora com BARON (2008), que apds a
purificacdo da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 em coluna de interacdo hidrofébica
Octyl Sepharose CL-4B encontrou também a massa molecular de 32 kDa. Resultados
semelhantes foram obtidos por KORDEL e colaboradores (1991), onde a massa molecular
obtida para a lipase de Pseudomonas sp foi de 35 kDa. E LIMA e colaboradores (2004)
encontraram 40 kDa para a lipase de Bacillus megaterium. Os valores das massas
moleculares da lipase de diferentes fontes encontram-se normalmente entre 19 e 65 kDa
(Bandmann et al., 2000), mas podem variar de 8 kDa a 180 kDa (Oh, et al., 1999). Neste
trabalho, o valor de massa molecular demonstra que a técnica do SBA PEG/fosfato para
purificacdo das lipases de Burkholderia cepacia foi eficiente, a0 comparar a maior pureza
da lipase purificada por SBA PEG/fosfato (banda 1) com a lipase comercial obtida da

mesma fonte bacteriana (banda 2).

97 kDa

66 kDa ! =
45 kDa pe_o
| wT
*. —
30 kDa ‘
LMW

20,1 kDa
14,4 kDa

FIGURA 35. Eletroforese SDS-PAGE em gel de 12,5%, amostra em condicoes desnaturantes e
redutoras. (LMW) marcador de baixa massa molecular; (1) amostra de lipase purificada em sistema
bifasico aquoso PEG/fosfato; (2) lipase comercial de Burkholderia cepacia; (3) extrato enzimatico bruto.

A Figura 36 mostra a eletroforese de focalizacdo isoelétrica (Isoelectric Focusing -
IEF) da lipase purificada em SBA. O IEF revelado com nitrato de prata mostrou um pl de
6,0. KORDEL e colaboradores (1991) encontram um pl de 4,5 a 4,6 para a lipase de

Pseudomonas sp, pl de 7,3 foi encontrado por LIN e colaboradores (1996) para a lipase de
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Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111, resultados de pl para a lipase de Burkholderia

cepacia nao foram encontradas na literatura até o0 momento.

pl

9,30
8,65

8,15

7,35

6,55
5,85 -

5,20

4,55 4.
3,50

IEF L

FIGURA 36. Eletroforese de focalizacdo isoelétrica em pHs de 3 a 9. (IEF): marcador de ponto
isoelétrico; (L): amostra de lipase purificada em sistema bifasico aquoso PEG/fosfato.

4.3 Encapsulamento da lipase de Burkholderia cepacia

4.3.1 Estabilidade da lipase antes e apos o processo de gelificaciao ionica

Um estudo para verificar a estabilidade da lipase imobilizada em relagdo ao extrato
bruto foi feito nesse trabalho. A medida inicial de atividade do extrato bruto e da lipase
imobilizada seca (em todas as condi¢des de processo) foi de 2,46 U/mL e 1,23 U/mL,
respectivamente. Através desse resultado, notou-se que ndo houve perda de atividade apds
o processo de gelificacdo i0nica (Figura 37). O extrato bruto foi misturado a solucdo de
alginato, nas diferentes concentracdes de CaCl,, na proporgao 1:1.

Durante 28 dias foram feitas andlises de atividade e verificou-se, em todas as
condicdes de processo, que a enzima encapsulada manteve maior atividade. Apds 14 dias
de encapsulamento, a lipase manteve sua atividade 40% maior em relagdo ao extrato bruto.
Ap6s esse periodo observou-se queda mais significativa da atividade, embora no 28° dia, as

microcdpsulas ainda mantiveram sua atividade maior em 10% em relacdo a enzima livre.
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Esses resultados mostraram que a técnica de encapsulamento por gelificagdo idnica foi
eficiente para imobilizar a lipase de Burkholderia cepacia, e com alguns ajustes no
processo talvez seja possivel manter a lipase imobilizada ativa por mais tempo. E neste
caso, como a atividade inicial da lipase ndo foi perdida no processo de gelificacdo, assim
como no processo de secagem, pode-se indicar eficiéncia de encapsulacdo (E.E.) de 100%.
A estabilidade e aumento da atividade da lipase encapsulada também podem ser atribuidos
aos fons Ca* presentes no processo de gelificagdo. PADILHA e colaboradores (2010), ao
avaliar o efeito de diferentes fons na atividade da lipase de Pseudomonas cepacia,
verificaram que com fons célcio foi possivel manter uma boa atividade enzimética durante
os 30 dias de andlise. Os autores observaram queda mais significativa da atividade a partir
do 15° dia de incubagdo. Esses resultados corroboram com a Figura 37.

STAMATIS e XANAKIS (1999) imobilizaram a lipase de Pseudomonas cepacia
em géis de gelatina, agarose e k-carragenanas. A lipase manteve sua atividade catalitica
quando confinada em sistemas organo-gel de microemulsdo, na esterificacdo do 4cido
laurico com propanol. Neste estudo, foram obtidos rendimentos elevados para o laurato de
propila (80%) com o organo-gel de agarose e k-carragenana. Os sistemas puderam ser
reutilizados por cinco vezes e a atividade foi dependente do biopolimero utilizado na
formacgdo do organo-gel. CHECHINEL e colaboradores (2009) avaliaram a estabilidade da
Lipozyme TL imobilizada em gel de gelatina para sintese de ésteres em meio organico. O
sistema enzima-suporte obtido foi aplicado na esterificacdo do 4cido octandico pelo n-
butanol, utilizando nhexano como solvente externo. O tempo de reagdo foi fixado em 48
horas, bem como a massa de catalisador mantida em 7 gramas. Essa lipase imobilizada foi
utilizada como catalisador em 12 ciclos consecutivos, com o objetivo de avaliar a sua
estabilidade frente ao nimero de reutilizacdes. Com os resultados obtidos, os autores
mostraram que apds esses ciclos, a enzima manteve boa estabilidade, apresentando queda

na sua atividade catalitica menor que 10%.
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FIGURA 37. Estabilidade da lipase imobilizada em comparacao ao extrato bruto durante 28 dias.

4.3.3 Morfologia e microestrutura

As microcédpsulas apresentaram formas esféricas com variacdes de tamanho. A
morfologia das microcdpsulas hidratadas, incluindo o seu tamanho e sua distribuicdo
contendo a lipase imobilizada, foi facilmente observada através de microscopia Optica. As
Figuras 38 e 39 ilustram as micrografias nas diferentes concentracdes de CaCl, com bico

atomizador de 2 e de 0,5 mm, respectivamente.

FIGURA 38. Imagem obtida por microscopia éptica das microcapsulas de alginato produzidas por
atomizacio com bico de 2 mm(A) 2% de CaCl, (B) 4% de CaCl,,
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atomizacio com bico de 0,5 mm (A) 2% de CaCl, (B) 4% de CaCl,.

Ao observar as figuras acima pode-se notar a formagdo das microcdpsulas que
contém a lipase imobilizada. A parte mais clara das figuras é referente ao meio em que as
microcdpsulas foram mantidas, isto pode ser melhor visualizado na Figura 35, pois devido a
formacdo de maiores microcdpsulas, € possivel visualizar um espacamento entre elas.
Como essas andlises ocorreram com as microcdpsulas hidratadas, foi feito uma medida de
atividade da dgua de conservagdo das microcdpsulas a fim de verificar se havia atividade
lipolitica, o qual nao foi constatado.

A observacdo em microscopia eletronica de varredura (MEV) para a morfologia
das microcdpsulas secas e os resultados de distribuicdo de tamanho das microcdpsulas
hidratadas das amostras produzidas com bico atomizador de 2 e 0,5 mm sdo apresentados

nas Figuras 40 e 41, respectivamente.
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FIGURA 40. Aspecto morfologico das microcapsulas secas e distribuicio de tamanho das

microcapsulas hidratadas com bico atomizador de 2 mm.

Por MEV foi possivel notar que as microcdpsulas continuaram esféricas mesmo

apods a secagem em estufa. As microcapsulas produzidas com bico atomizador de 0,5 mm

mostraram-se mais lisas € homogéneas quando comparadas com as produzidas com bicos

de 2 mm. Esse fato pode ser atribuido ao préprio tamanho da microcdpsula formada.

Segundo ROSENBERG e colaboradores (1993), a estrutura das microcapsulas pode estar

relacionada a capacidade de protecdao apresentada pelo uso dos biopolimeros, em que as

indicacdes dessa capacidade sdo fornecidas pelo grau de integridade e porosidade das

microcdpsulas.
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FIGURA 41. Aspecto morfologico das microcapsulas secas e distribuicio de tamanho das
microcapsulas hidratadas com bico atomizador de 0,5 mm.

Ao comparar as andlises por MEV e por microscopia 6ptica, foi possivel notar a
alteracdo de tamanho das microcdpsulas secas para as microcdpsulas hidratadas. Essa
observacdo pode ser justificada pela elevada quantidade de 4gua que essas matrizes
apresentavam quando tmidas. Para o bico atomizador de 2 mm nas concentracdes de 2% e
4% (m/v) de CaCl,, a microcapsula seca analisada por MEV apresentou um tamanho de
139 e 150 pm, respectivamente, contra a média de 400 pm das hidratadas, embora ao

analisar as imagens obtidas por microscopia éptica, na concentragdo de 2% houve maior
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distribuicao do diametro das microcdpsulas quando comparado a concentracdo de 4% de
CaCl,.

Para os bicos atomizadores de 0,5 mm, o didmetro médio das microparticulas
hidratadas foi mais uniforme e unimodal nas diferentes concentracdes de CaCl, Analisando
por MEV notou-se uma reducdo mais significativa das microcdpsulas secas para o bico
atomizador de 0,5 mm nas concentracdes de 2 e 4% (m/v) de CaCl,, que apresentaram
tamanhos de 15 e 6 um, respectivamente. Neste caso, as microcdpsulas secas reduziram
aproximadamente 85% em relacdo as hidratadas.

A média de tamanho de 300 microcdpsulas hidratadas obtidas por microscopia
optica foi de 400 e 100 pm para os bicos de 2 e 0,5 mm, respectivamente. Neste caso, a
solucdo de CaCl, em diferentes concentragdes ndo alterou o tamanho das esferas formadas,
assim como a atividade da lipase apds o encapsulamento nas diferentes condi¢Oes de
processo (Tabela 15), esses resultados corroboram com WON e colaboradores (2005) ao
fazer um estudo de diferentes concentragdes de CaCl, no encapsulamento da lipase de

Candida rugosa.

TABELA 15. Medida de atividade e tamanho das esferas da lipase imobilizada em todas as condic¢oes
de processo.

Ensaio x; x; Bico(mm) Solucdo CaCL, Atividade Tamanho das
(%) (U/mL) esferas (um)

1 -1 -1 0,5 2 1,23 100

2 1 -1 2,0 2 1,23 400

3 -1 1 0,5 4 1,23 100

4 1 1 2,0 4 1,23 400

Segundo MUKAI-CORREA e colaboradores (2004), o tamanho da particula pode
ser manipulado pela variacdo do tamanho do orificio do bico atomizador, pela taxa de fluxo
de ar e de solucdo a ser pulverizada, e pela relacdo entre os mesmos. A viscosidade da
solucdo também pode ter ligacao direta e pode estar associada ao tipo de emulsdo formada
na producdo das microcapsulas gelificadas.

Embora, na literatura ndo tenham sido encontrados trabalhos acerca da
imobilizacdo da lipase produzida a partir da cepa de Burkholderia cepacia, utilizando o

alginato como material de parede, alguns trabalhos utilizando a lipase comercial foram
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destacados. WON e colaboradores (2005) otimizaram o encapsulamento da lipase
comercial de Candida rugosa por gelificacdo idnica usando alginato e CaCl,. Os autores
investigaram os efeitos da concentracdo de alginato e de CaCl,, percentagem total da
enzima imobilizada e rendimento de imobilizacdo (relacdo entre a atividade da enzima
imobilizada e a enzima livre). Com o aumento da concentracdo de alginato de 1 para 2%,
aumentou a quantidade de enzima encapsulada, mas houve diminui¢do do rendimento da
imobilizacao. No entanto, quando a concentracao de CaCl, foi aumentada de 50 para 300M
a quantidade de enzima encapsulada nao foi alterada. Para evitar o vazamento das lipases
de dentro das microparticulas, os granulos gelificados foram revestidos com quitosana e
silicato. Os autores observaram que as microcdpsulas revestidas apresentaram maior
reutilizagdo e maior atividade lipolitica. Em outro trabalho, MONDAL e colaboradores
(2006), pelo método de adsorcdo simples, fizeram um bioconjugado da lipase de
Pseudomonas cepacia com o alginato. Pelas imagens de microscopia de forca atomica
(AFM), os autores mostraram que o bioconjugado resultou em adsorcdo ao invés de
aprisionamento da enzima, devido as moléculas da enzima ficarem visiveis na superficie do
gel. Através dessa técnica, houve um aumento na efetividade de imobilizagdo e aumento de
25 vezes o valor de V,,,/Km apds a imobilizac@o. O bioconjugado também mostrou-se mais
estavel a 55°C, em comparacdo com a enzima livre, podendo ser reutilizado para a hidrélise
de dleo até 4 ciclos sem perda significativa de atividade.

Em trabalhos anteriores, SHARMA e GUPTA (2001) mostraram que lipases
obtidas de gérmen de trigo, pancreas suino ou de microorganismos ao se ligarem ao
alginato podem dispensar métodos de purificacdo. Neste caso, as lipases seletivamente
captadas por alginato (a partir de um extrato bruto) podem ser eluidas por causa das fracas
ligacdes, assim, o alginato estaria removendo seletivamente a enzima do extrato bruto.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que a lipase de Burkholderia
cepacia pode ser imobilizada em alginato sem perda da atividade e talvez com maior
concentracdo de enzima. Como o alginato é um polimero atéxico, a mistura lipase-alginato
pode ser usada como um biocatalisador em diversos segmentos industriais, principalmente

no processamento de alimentos, que € um dos setores que mais utilizam essas enzimas.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

As conclusdes desse trabalho para a caracterizacdo enzimdtica, purificacdo e

encapsulamento de uma lipase de Burkholderia cepacia foram as seguintes:

1? parte: Caracterizacao da enzima:

= Na etapa de caracterizacdo da lipase, foi possivel determinar parametros
importantes para se obter bons rendimentos da lipase de Burkholderia cepacia. O
processo de caracterizacdo foi de extrema importancia na etapa de purificacdo da
lipase, a fim de evitar a perda de atividade pelo uso de condicdes que pudessem
favorecer sua inativacao;

= QOs resultados do extrato bruto enzimdtico apresentaram condi¢des 6timas de
atividade a temperatura de 37°C. A energia de ativacdo da lipase de Burkholderia
cepacia foi de 10,1 KJ/mol;

* Numa faixa de pH entre 3 a 11, utilizando diferentes tampdes, obteve-se 8 como pH
6timo. A estabilidade da atividade enzimdtica do extrato bruto em diferentes
tampdes e pHs 5, 8, e 11 mostrou ser bastante estavel;

* Quanto a influéncia dos fons na atividade da lipase observou-se uma ativacao desta
na presenca do fon 1", os fons Mn**, Co™ e Ca** mantiveram a atividade, enquanto
o Fe**, Hg”* e AI’* atuaram como inibidores, prejudicando a atividade catalitica da
lipase;

= No estudo da estabilidade na presenca de diferentes fons conclui-se que atividade
enzimatica foi mantida nos 30 dias de armazenagem quando o extrato bruto foi
incubado junto aos fons Ba**, I', Ca** ¢ Mn**, onde a enzima manteve 100% ou
mais de atividade enzimdtica. Enquanto que fons Fe** e Hg** inativaram a enzima
em menos de 10 dias;

* No estudo da medida de volume de NaOH gasto na titulacdo mostrou que € possivel
trabalhar com tempos menores que 30 minutos. A partir de 10 minutos até 30
minutos de incubacdo, a variacdo da quantidade de NaOH gasta na titulacido foi

muito pequena;
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= Ao ajustar os dados experimentais ao modelo linearizado da equacdo de
LINEWEAVER-BURK, determinou-se os valores de Km 43,90 mg/mL e de V,;,
0,0258 U/mg.

2? parte: Purificacao da enzima por SBA:

= Para a caracterizagdo dos sistemas bifdsicos formados por PEG/fosfato foi
necessdrio determinacdo do diagrama de fases em diferentes pHs e massa molecular
do polimero;

= Na caracterizacdo dos sistemas bifdsicos aquosos, em relacdo a massa molecular do
polimero e manter fixo o pH do sistema, pode-se concluir que menores
concentracdes de solugdes sdo necessdrias para a formacdo de fases com PEG de
maior massa molecular;

*= Ainda na etapa de caracterizacdo dos SBAs, em relacdo ao pH ao fixar a massa
molecular do polimero, conclui-se que em menores valores de pH uma maior
concentracdo dos componentes foi usada para a formacao do SBA;

= Foi observado que nao houve um deslocamento significativo da binodal em relagdo
aos diferentes pHs estudados, assim como pouca influéncia nas composicoes das
linhas de amarragao;

= No planejamento fatorial 2% avaliou-se a influéncia da massa molecular do PEG, da
linha de amarrac@o e do pH sobre a particdo da lipase de Burkholderia cepacia no
sistema PEG/fosfato. Através dos resultados, conclui-se que os modelos
apresentaram boa significincia estatistica, com boas porcentagens de variacao
explicaveis e bons coeficientes de correlacao;

* Como a atividade enzimatica especifica € um indicador do grau de pureza da
enzima no material protéico, esta foi usada no planejamento fatorial. O modelo que
teve como resposta InAE foi o que teve um ajuste mais significativo
estatisticamente e foi o que demonstrou melhor a purificacdo que as demais formas
de InATIV e InPROT;

* Os resultados do planejamento fatorial 2 mostraram que maiores valores de
atividade especifica podem ser obtidos usando PEG 1500 Da no pH 8. Em relacdo a

massa molecular de PEG e comprimento da linha de amarracdo (TL), pouco se
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perderd de atividade enzimatica se usar o PEG 1500 Da e maior TL. No entanto, em
relacdo a TL e ao pH do sistema, nota-se que havera reducdo na atividade especifica
se a linha de amarragao estiver no seu menor valor (TL 1) no pH 6;

Analisando-se ainda a purificacdo da enzima, podemos concluir que esta foi melhor
nos sistemas de pHs 6 e 8. Isto se deve ao fato de que esses dois pHs sdo proximos
do ponto isoelétrico e do pH 6timo da lipase de Burkholderia cepacia;

Para complementar os estudos de caracterizacdo da lipase de Burkholderia cepacia
foram feitas andlises eletroforéticas SDS-PAGE e de ponto isoelétrico das enzimas
purificadas. Os resultados encontrados foram massa molecular de 33 kDa e pl 6,0;
Ao comparar, por eletroforese, a amostra purificada por SBA PEG/fosfato da lipase
comercial, concluiu-se a eficiéncia do método de purificacido devido a evidéncia da

banda correspondente as lipases verificadas por outros autores.

3? parte: Encapsulamento da enzima por gelificacio ionica:

As microcdpsulas foram produzidas por gelificagdo idnica usando alginato de sédio
e cloreto de cdlcio. O recheio foi o extrato bruto da lipase de Burkholderia cepacia;
Foi feito um planejamento fatorial 2* variando o tamanho do bico atomizador (2 e
0,5 mm), e a concentracdo de CaCl, (2 e 4%). Os resultados mostraram que ndo
houve perda de atividade em todas as condi¢des de processo apds o encapsulamento
por gelificacdo idnica;

Ao imobilizar a enzima, foi feito um estudo de estabilidade durante 28 dias onde
foi possivel verificar, em todas as condi¢des de processo, que a enzima encapsulada
manteve maior estabilidade em relagc@o ao extrato bruto;

Ao analisar as microcdpsulas hidratadas por microscopia Optica, estas apresentaram
formas esféricas com variacdes de tamanho. A média do tamanho de 300
microcdpsulas foi de 400 e 100 pum para os bicos de 2 e 0,5 mm, respectivamente.
Neste caso, a solucdo de CaCl, em diferentes concentragdes ndo alterou o tamanho
das microcédpsulas formadas;

Para as andlises por MEV, as microcdpsulas foram secas em estufa e mantiveram as

formas esféricas mesmo apds este processo;
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= Ao comparar as andlises por MEV e por microscopia Optica, foi possivel notar a
alteracdo de tamanho das microcdpsulas secas para as microcdpsulas hidratadas.
Usando o bico atomizador de 2 mm nas concentragdes de 2% e 4% de CaCl,, a
microcdpsula seca apresentou um tamanho de 139 e 150 um, respectivamente,
contra a média de 400 um das hidratadas.Para o bico atomizador de 0,5 mm nas
concentracdes de 2% e 4% de CaCl,, as microcdpsulas apresentaram tamanhos de
15 e 6 um, respectivamente. Neste caso, as microcdpsulas secas reduziram
aproximadamente 85% em relacdo as hidratadas.

= O método de gelificacdo iOnica mostrou-se eficiente para encapsular as lipases de

Burkholderia cepacia devido a enzima apresentar maior eficiéncia enzimdtica

quando comparada a forma livre.

Os resultados apresentados nesse trabalho sdo originais nos aspectos da proposta
da caracterizacdo completa da lipase de Burkholderia cepacia que mostrou ser ativa e
estdvel em diferentes condi¢des de processamento. Essas andlises abrem novas perspectivas
de trabalho para a utilizacdo dessa enzima em reagdes de interesse que envolva a
biocatélise, dentre elas encontra-se a sintese de ésteres na conversao de biodiesel que é uma
alternativa aos combustiveis derivados de petréleo.

Na etapa de purificagdo foi usado SBA PEG/fosfato. A lipase de Burkholderia
cepacia purificada aumentou a atividade enzimdtica, muito desejada por diversos
segmentos industriais e laboratoriais que utilizam essas enzimas. Isto porque ao utilizar
enzimas no estado impuro, a presenga de outras enzimas interfere nos substratos desviando
as reacoes especificas. Além disso, a purificacdo por esse sistema nao onera os custos do
processo pelo baixo custo dos reagentes utilizados, viabilizando a producio e
comercializa¢ido dessas enzimas.

E finalmente, na proposta de encapsular a lipase de Burkholderia cepacia por um
método comumente empregado no encapsulamento de ingredientes para a industria
alimenticia. O encapsulamento da lipase por gelificacdo i0nica apresentou vantagens
devido a maior atividade enzimatica quando comparada a enzima livre e ao custo, ja que o
método utilizado foi bastante simples e com reagentes convencionais. A lipase encapsulada,

além da estabilidade superior em relagdo a enzima livre, permite a sua reutilizacdo em meio
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organico, facilita sua recuperacdo possibilitando o desenvolvimento de processos

tecnoldgicos de conversao continuos.
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CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os trabalhos desenvolvidos nesta Tese ndo encerram as possibilidades adicionais
sobre o tema estudado. A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, sugere-se para

trabalhos futuros:

1. Estudar a recuperacdo da lipase Burkholderia cepacia em outros sistemas bifasicos
a fim de definir qual é o melhor sistema a ser utilizado na recuperacdo dessas
enzimas;

2. Aplicar o método de purificacio utilizado neste trabalho na purificacdo de outras
enzimas que estejam dentro da faixa de pH estudado;

3. Comparagdo do estudo de caracterizacdo enzimatica da lipase encapsulada com a
lipase livre;

4. Encapsular por gelificacdo i0nica a lipase purificada por SBA PEG/fosfato;

5. Encapsular a lipase de Burkholderia cepacia testando outros materiais de parede;

6. Estudar a capacidade de sintese da lipase encapsulada de Burkholderia cepacia para
a producao do biodiesel;

7. Fazer um estudo comparativo ao aplicar as lipases encapsuladas de Burkholderia
cepacia na producdo de biodiesel usando 6leos vegetais e 6leos residuais;

8. Aplicacdo da lipase livre e encapulada de Burkholderia cepacia em reacdes de

interesse.
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Anexo A

ANEXO A

TABELA ANEXO Al. Dados obtidos para a curva de calibracio pelo método de Bradford.
Macroensaio
Concentracdo (mg/L) Absorbancia1 Absorbadncia2 Absorbéancia3 Média

100 0,079 0,079 0,0711 0,076367
200 0,1938 0,2252 0,1742 0,197733
400 0,3489 0,2749 0,3337 0,319167
600 0,5042 0,5074 0,4022 0,471267
800 0,59 0,597 0,59 0,592333
1000 0,796 0,7826 0,72 0,766200

—_
1

o 08"
(3]
£ 0,6 -
2
§ 0,4 1 y = 0,0007x + 0,0253
2
< 0,2 - R? = 0,995
0 T T T T T 1
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FIGURA ANEXO Al. Curva de calibragio pelo método de Bradford.
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Anexo B
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FIGURA ANEXO Bl1. Linhas de amarracao PEG 1500 pH 6.
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FIGURA ANEXO B3. Linhas de amarracao PEG 1500 pH 8.
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FIGURA ANEXO B4. Linhas de amarracao PEG 4000 pH 6.
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FIGURA ANEXO BS. Linhas de amarracao PEG 4000 pH 7.
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FIGURA ANEXO B6. Linhas de amarracao PEG 4000 pH 8.
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FIGURA ANEXO B7. Linhas de amarracao PEG 6000 pH 6.
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FIGURA ANEXO B8. Linhas de amarracao PEG 6000 pH 7.
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FIGURA ANEXO B9. Linhas de amarracao PRG 6000 pH 8.
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