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O uso de enzimas em diferentes segmentos industriais € crescente. A obtencéo de
enzimas compreende o0 processo fermentativo, as etapas de separacdo e concentracao
de produto, seguidos ou ndo da sua purificacdo e secagem. Com vistas ao uso do
setor biotecnoldgico, a lipase foi produzida a partir da Yarrowia lipolytica, o extrato
bruto obteve a atividade enzimatica de 75 U/mL. Com esse extrato foram utilizadas
duas formas de purificacdo parcial, por sistema aquoso bifasico (SAB) com o uso de
polietilenoglicol (1500 Da) e fosfato de sodio (20%m/m) com variacdo de pH (6 e 8)
em 4°C e 25°C, e o sistema de ultrafiltracdo tangencial (UF), em membranas de 10
kD. Os resultados demonstram que a purificacdo realizada pelo SAB, o fator de
purificacdo (FP) quantificado foi de 34,74, ja para a ultrafiltracdo o FP foi 6,55.
Todos os tratamentos apresentaram tolerancia a uma ampla faixa de temperatura (20
a 50°C) e pH (4 a 8,5) a 150 min de exposicdo, como atividade relativa superior a
50%.

1. INTRODUCAO

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas em seu ambiente
natural. Estas possuem a funcdo de catalisar a hidrolise de triacilglicerdis aos correspondentes acidos
graxos e glicerol (ZAREVUCKA et al., 1995). Elas representam um grupo de biocatalisadores
acessiveis e de baixo preco, que em geral, sdo flexiveis quanto a sua especificidade. Sdo as enzimas
mais empregadas tanto em nivel industrial (industria alimenticia, de cosméticos e perfumes,
biomédica, pesticidas, detergentes, entre outras) como académico (BREUER et al., 2004). As lipases
sdo capazes de catalisar ndo apenas reagdes de hidrolise, mas também de sintese em meio aquo-
restritos, como reacdo de esterificacdo, interesterificacdo, transesterificacdo, alcodlise e aminolise.
Além disso, as lipases usualmente atuam sobre substratos ndo naturais (JAEGER e EGGERT, 2002).

A maioria dos custos de producdo para um produto biologico simples reside na estratégia de
purificacdo. Existe uma grande necessidade de se estabelecer técnicas de biosseparacdo eficientes,
efetivas e econdbmicas em larga escala, que permitam atingir elevado grau pureza e rendimento de
recuperacdo, mantendo a atividade bioldgica da molécula. A utilizagdo dos SABs, compativel com 0s
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processos de biosseparacBes, permite isolar moléculas com atividade biologica de misturas
complexas, e oferece vantagens como curto tempo de processamento, baixo custo e facilidade de
aplicacdo tanto em escala piloto como em escala industrial (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009).

A maioria das lipases microbianas sdo extracelulares e o processo de cultivo é usualmente
seguido pela remocao das células do meio de cultivo. O meio livre de células pode ser concentrado
por ultrafiltracdo, ou com o uso dos Sistemas Aquosos Biféasicos (SABs), compativel com o0s
processos de biosseparacBes, permite isolar moléculas com atividade biologica de misturas
complexas, e oferece vantagens como curto tempo de processamento, baixo custo e facilidade de
aplicacdo tanto em escala piloto como em escala industrial (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009).

O objetivo deste trabalho foi a purificacdo da lipase produzida com a levedura Yarrowia
lipolytica através da ultrafiltracao tangencial e com o uso do sistema aquoso bifasico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo

A levedura empregada no presente trabalho foi uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica
583 (IMUFRJ 50682) selecionada de um estuario da Baia de Guanabara no Rio de Janeiro, Brasil
(HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1981) e identificada pelo Instituto de Microbiologia do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro (AMARAL, 2007).

As células foram conservadas a 4°C apds 24 horas de crescimento em tubos de ensaio com
meio YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v): extrato de 1évedo 1%,
peptona 2%, glicose 2% e Agar-agar 2% (AMARAL, 2007).

2.2. Cultivos

A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio sélido YPD (descrito no item
2.1) inoculava-se, de forma estéril com uma alca de platina, 200 mL de meio de cultivo YPD em
erlenmeyers de 500 mL. Apds cerca de 70 horas em um incubador rotatério a 29°C, 160 rpm, a
absorbancia. (570 nm) de uma amostra deste cultivo foi determinada e, em seguida as células
foram centrifugadas de forma estéril a 3.000 g por 10 minutos e ressuspensas em 10 mL de meio
de cultivo servindo de inoculo dos experimentos que foram descritos nos itens posteriores. O
volume centrifugado desse pré-inoculo era suficiente para se obter uma concentragdo inicial de
células de, aproximadamente, 1,0 £ 0,1 mg p.s. cel/mL nos meios de cultivo % (AMARAL,
2007).

2.3. Obtencdo do extrato enzimatico

Ap0s o periodo 6timo de fermentacdo, o meio foi coletado e centrifugado a temperatura
ambiente durante 10 min a 2016g. O sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico, uma
vez que a Yarrowia lipolytica produz lipase extracelular (KORDEL et al., 1991).
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2.4. Determinacdo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada segundo a metodologia descrita por Macedo e
colaboradores (1997). Para isso foi utilizado uma emulsdo contendo 5mL de azeite de oliva e
goma arébica a 7%, 2mL de tampao fosfato de sédio pH 7 (10mM) e 1mL de extrato enzimético.
A mistura foi incubada por 30 minutos e 150 rpm em agitador orbital. A reacéo foi interrompida
pela adi¢do de 15mL de solucdo acetona/etanol (1:1 em volume). Os &cidos graxos liberados
durante a reacdo foram titulados com NaOH 0,05N usando fenolftaleina como indicador. Um
branco contendo 0 mesmo meio reacional que os ensaios com a enzima inativa foi utilizado. O
calculo da atividade enzimatica foi efetuado segundo a Equacéo 1.

H——.min) = {Eq.1)

4 ( mol ) (V- v,).M.D.10°
t.w

Onde:

A é a atividade lipolitica, Va é o volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra (mL);
Vb € o volume do NaOH gasto na titulacdo do branco;

D é a diluicdo da amostra; M é a concentracdo da solucao de NaOH;

v € 0 volume de extrato bruto (mL) e

t € o tempo de reacao (min).

Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima que libera
1 umol de 4cido graxo por minuto.

2.5. Determinacdo do teor de proteinas totais
A concentracdo de proteinas no extrato enzimatico foi determinada segundo a
metodologia descrita por Bradford (1976), tendo como padrao a aloumina de soro bovino.

2.6. Sistema aquoso bifasico (SAB)

Foi utilizado o sistema proposto por Padillha et al. (2010). Foram preparadas solucGes de
PEG 1500 a 50% p/p e solucdes tampdo fosfato de pHs 6 e 8, durante 12 horas em incubadora
BOD. Apo0s esse processo a solucdo que apresou maior atividade especifica enzimética foi
submetida a um sistema com membranas de dialise (850 SIGMA) para recuperacdo final do
produto.

As Equaces 2 e 3 serdo utilizadas para calculo dos parametros Kprot, Kativ, Onde FL € a
fase leve (PEG) e FP a fase pesada (sal fosfato).

_proteina (FP)  (Eq. 2
prot = proteinaiFL) (Eq-2)
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atividade (FF)_ (Eq, 3)

Ay tvidade(FL)

2.7. Ultrafiltracdo tangencial

O extrato bruto clarificado livre de particulas foi submetido a uma ultrafiltracdo
tangencial, utilizando-se uma membrana de polipropileno em com diametro de corte de 10 kDa
em temperatura ambiente, 150 psi de presséo e com 200 rpm.

2.8. Célculo do fator de purificacéo
Para o célculo do fator de purificagdo (FP), utilizou-se da Equacéo 5.

FP  aE (Eq. 4)

" AE(Bruta)

E para a atividade especifica usou-se da Equacao 6.

AE_ _ aAtividads de lipase (Eq. 5)

concentragdo de proteina

Sendo:
AE: atividade especifica das fases leve e pesada.
AE(Bruta): atividade especifica da enzima bruta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o processo fermentativo a atividade da lipase (extrato bruto livre de células) atingiu 58,3
U/mL e a proteina soltvel 0,315 mg/mL, conforme demostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Sistema Aquoso Bifasico com PEG 1500
Sistema a 4°C

Fase oH Atiy!dade Protéina A_tiyidade Fa}tc_Jr de~
Enzimatica (U/mL) soluvel (mg/mL) Especifica (U/mg) Purificacdo
Superiort | 6 2,99 (£0,03) 0,183 (+0,09) 16,33 (+0,02) 0,08 (+0,05)
Inferior2 6 53,83 (+0,05) 0,0084 (+0,01) 6408,33 (+0,05) 34,74 (+0,03)
Superiort 8 40,91 (+0,01) 0,114 (0,02 358,85 (+0,02) 1,94 (+0,02)
Inferior2. 8 10,02 (+0,02) 0,11 (+0,02) 92,77 0,50 (+0,02)
Sistema a 25°C
Atividade Protéina Atividade Fator de
Fase pH

Enzimatica (U/mL) soluvel (mg/mL) Especifica (U/mg) = Purificacdo
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Superiort = 6 1,36 (+0,05) 0,15 (+0,03) 8,94 (+0,02) 0,05 (+0,03)

Inferiorz 6 12,83 (£ 0,1) 0,051 (+0,06) 251,56 (+0,02) 1,36 (+0,05)

Superiort = 8 10,02 (+0,02) 0,11 (+0,04) 92,77 (+0,02) 0,50 (+0,03)
Inferiorz 8 1,05 (x0,01) 0,25 (x0,01) 4,21 (x0,02) 0,023 (£ 0,04)

1 Fase constituida de aproximadamente 95% de PEG 1500

2 Fase constituida de aproximadamente 95% de tamp&o estoque fosfato de potassio

Os resultados demostrados na Tabela 1, as maiores atividades da lipase foram obtidas a 4°C,
apresentado um maior indice de purificacdo com o sistema tamponado ao pH 6 na fase inferior,
constituida basicamente por solucdo tampao fosfato, o que garante maior facilidade de recuperacdo da
biomolécula apds submissdo no sistema aquoso.

Com a ultrafiltracdo a atividade final da enzima lipase do extrato concentrado foi de 128,15
U/mL, com 0,106 mg/ml de proteina soltvel, com atividade especifica 1208,96. Assim o fator de
purificacdo (F.P.) foi estimado em 6, 55. No sistema de ultrafiltragdo o volume inicial foi 1 litro com
recuperacdo final de 200 mL.

Outras técnicas empregadas na purificacdo de lipases séo citadas por Saxena e colaboradores
(2003), como, por exemplo: dois processos usados para obté-las de C. viscosum por meio do uso de
micelas reversas de AOT/iso-octano tendo uma recuperacdo da atividade em 91% e fator de
purificacdo de 4,3; e outro com o emprego de cromatografia usando Amberlite CG e Shefadex com
recuperacdo da atividade de 2,8% e fator de purificacdo de 23; ou ainda de B. Streamthermofilus por
cromatografia com CM-Sefarose e DEAE-Sefarose, obtendo uma recuperacdo da atividade
enzimatica de 62,2% e fator de purificacdo de 11,6. Padilha e colaboradores (2009) purificaram a
lipase de Pseudomonas cepacia usando cromatografica de troca ibnica por adsorcdo em leito
expandido. Para o grau de expansdo 1,5 vezes a altura do leito fixo, os autores recuperaram a
atividade enzimatica em 102,45%, com fator de purificacdo préximo a 80.

Os ensaios de estabilidade a temperatura e pH séo apresentados nas Figuras 1 e 2, em a lipase
do processo de ultrafiltracdo foi mais estavel que a lipase purificada com o SAB, mas mesmo com
ambos tratamentos, a lipase apresentou tolerancia a uma ampla faixa de temperatura (20 a 50°C) e pH
(4 a 8,5) a 150 min de exposicao, como atividade relativa superior a 50%.
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Figura 1. Estabilidade a temperatura (a) e pH (c) para a lipase com o tratamento com SAB, estabilidade a temperatura (b) e ao pH
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4. CONCLUSAO

Com o uso dos sistemas de purificacdo é possivel estabelecer que o uso do SAB é mais
satisfatorio, porém o sistema de ultrafiltracdo gera um menor custo no processo total, ja que ndo é
necessario o uso de reagentes e nenhum processo adicional para recuperacao final da biomolécula. A
enzima é estavel a uma ampla faixa de temperatura e pH, mesmo apos os tratamentos de purificagéo,
0 que demostra aplicabilidade industrial futura.
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