Otimizac¢ao do cultivo de Burkholderia gladioli
BRM 58833 por fermenta¢ao submersa
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Resumo

O objetivo do estudo foi entender as melhores condi¢cdes de fermentacdo da Burkholderia
gladioli BRM 58833 submersa a partir de condi¢cOes encontradas na literatura para a producdo de
enzima com atividade lipolitica elevada. Para isso, foi realizado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), considerando trés varidveis (pH, concentracdo de fosfato de amodnio e d6leo de
dendé) em cinco niveis e em cinco diferentes tempos. Resultou-se entdo em cinco conjuntos de
analises estatisticas e 15 cinéticas. As analises estatisticas dos dados indicaram que apenas o cultivo
de 24 horas apresentou um coeficiente de ajuste adequado do modelo gerado, porém com ativida-
des lipoliticas inferiores aos tempos mais longos. O modelo gerado indica que menor concentracido
de fosfato de amonio e pH proximo da neutralidade tendem a mostrar atividades lipoliticas mais
elevadas. Essa tendéncia foi verificada nos tempos subsequentes (48 horas, 72 horas, 96 horas e
168 horas).

Termos para indexagdo: Burkholderia gladioli, otimizagado, cinética, lipase.

Introducao

A producdo de lipases por microrganismos tem sido objeto de intensa pesquisa, por sua
ampla aplicacdo em diversas industrias, incluindo a de alimentos, detergentes e biocombusti-
veis. Burkholderia é um género de bactérias conhecido por sua capacidade lipolitica, e a espécie
Burkholderia gladioli BRM 58833 mostrou-se promissora para essa finalidade.

Com o objetivo de determinar as melhores condi¢des para a producdo da lipase de B. gladioli
BRM 58833 por fermentacdo submersa, realizou-se uma pesquisa bibliografica detalhada sobre a
producdo de lipases de outras espécies de Burkholderia por esse método. Oliveira et al. (2015) ob-
servaram que o cultivo de B. lata em meio contendo gordura de frango e fosfato de amoénio resultou
em uma alta atividade lipolitica em seu extrato.

O presente estudo teve como objetivo otimizar as condi¢des de fermentacdo submersa para a
producdo de lipase por B. gladioli BRM 58833, partindo das condi¢des étimas para o mesmo género
encontradas na literatura. Buscou-se, assim, obter um extrato enzimatico com atividade lipolitica
elevada, que pudesse ser potencialmente utilizado em diversas aplica¢des industriais.
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Materiais e métodos

Planejamento experimental

A otimizacdo da producao de lipases por fermentacdao submersa utilizando a cepa B. gladioli
BRM 58833 foi planejada por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) em
cinco tempos diferentes, que consideraram trés varidveis (pH, concentracdo de fosfato de amoé-
nio e 6leo de dendé) em cinco niveis, conforme apresentado nas Tabelas 1A e 1B a seguir. Assim,
foram originados cinco DCCRs e 15 cinéticas.

Tabela 1A. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com trés variaveis.

1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1

3 -1 1 -1

4 1 1 -1

5 -1 -1 1

6 1 -1 1

7 -1 1 1

8 1 1 1

9 -1,68 0 0
(9p]

10 1,68 0 0 )
>

11 0 -1,68 0 \®©
>

12 0 1,68 0 ©)
]

13 0 0 -1,68 i

14 0 0 1,68 %
Q0]

15 0 0 0 IS

16 0 0 0 D
Q0]

17 0 0 0 >

Tabela 1B. Codificacdo de cada condicdo do DCCR.

pH 6 6,81 8 9,19 10
[(NH,),PO,] 5 9,05 15 20,95 25
[6leo de dendé] 1 5655 12,5 29,345 24

Preparo do inéculo

A cepa bacteriana Burkholderia gladioli BRM 58833 utilizada neste trabalho pertence a Colecao
de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABio) da Embrapa
Agroenergia. Retirou-se a cepa do estoque no ultrafreezer (-80 °C) e estriou-se em uma placa de
Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) com agar para obtencdo de colonias isoladas. A placa foi in-
cubada na estufa a 30 °C para o crescimento das colonias.

Apds o crescimento de coldnias isoladas, uma col6nia foi inoculada em frasco contendo o
meio de cultivo LB e incubada sob agitacdo a 150 rpm a 28 °C por 24 horas. Quando a densidade



Otica (DO) atingiu a absorbancia de 0,5, retirou-se 1 mL para cada um dos 17 experimentos des-

critos na Tabela 2B.

Preparo dos meios de cultivo

Foram preparadas as soluc¢des descritas na Tabela 2A a seguir.

Tabela 2A. Composicdo e preparacgdo das solugdes A, B, C, D e E utilizadas no experimento. Os pesos e volumes
indicados foram utilizados para obter as concentracGes desejadas de cada componente nas solucdes.

m O 0o w >

(NH,),PO, 50 g/L

K,HPO, 10 g/L (10x concentrada)
MgSO,.7H,0 5 g/L (10x concentrada)
NaCl 3,8 g/L (10x concentrada)
FeSO,.7H,0 1 g/L (100x concentrada)

1,02
0,50
0,382
0,0103
15,04

100
100
100
10
300

A seguir, foram preparados os meios de cultivo conforme a Tabela 2B a seguir.

Tabela 2B. Quantidades de cada componente (A, B, C, D e E) e volumes de agua e dleo de
dendé utilizados em cada um dos 17 experimentos de preparo de meio de cultivo.

1 5 5 5 500
2 5 5 5 500
3 5 5 5 500
4 5 5 5 500
5 5 5 5 500
6 5 5 5 500
7 5 5 5 500
8 5 5 5 500
9 5 5 5 500
10 5 5 5 500
11 5 5 5 500
12 5 5 5 500
13 5 5 5 500
14 5 5 5 500
15 5 5 5 500
16 5 5 5 500
17 5 5 5 500

9,05
9,05
20,95
20,95
9,05
9,05
20,95
20,95
15
15
5
25
15
15
15
15
15

25,45
25,45
13,55
13,55
25,45
25,45
13,55
13,55
19,5
19,5
29,5
9,5
19,5
19,5
19,5
19,5
19,5

282
282
282
282
967
967
967
967
625
625
625
625
50
1200
625
625
625

Analise da atividade lipolitica

Uma curva padrdo de p-nitrofenol foi preparada em microplaca de 96 pogos, com nove pontos
em triplicata (200 pL por pogo) nas seguintes concentragdes em pmol/L: 450, 300, 150, 90, 60, 45,

30,15e7.
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Prepararam-se as seguintes solug¢des: solugdo A*, contendo, 3 mg/mL de p-NPP (palmitato de
p-nitrofenila) em isopropanol; e a solugdo B*, contendo tampao fosfato de sédio 50 mmol/L (pH 7),
triton X-100 0,44% e goma ardbica 0,11%.

Apds 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 168 horas de cultivo, aliquotas de 1.200 pL de
cada frasco foram retiradas em ambiente estéril e centrifugadas a 10.000 rpm e 4 °C por 15 min para
separar a fracdo das células e o sobrenadante do cultivo. Entdo, 20 uL de cada sobrenadante foram
misturados com 180 pL da solucdo C* (A*:B*, 1:9) em triplicatas na placa de 96 pocos. A placa foi
entdo incubada a 37 °C, e a leitura foi feita em intervalos de 10 s por 1 min a 410 nm. A atividade foi
calculada em funcdo de U/mL, em que U é definido como a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 umol de p-nitrofenol por minuto sob as condicdes de ensaio.

Analise estatistica do DCCR

Os dados de atividades enzimaticas de cada tempo foram tratados no programa PROTIMIZA,
gerando cinco conjuntos de analises estatistica. Dentre eles, estdo a ANOVA, a andlise de Pareto
para avaliacdo do efeito de cada variavel e suas interacdes, a equacdo gerada para modelar os valo-
res experimentais, o grafico de superficie das varidveis estatisticamente significativos e o coeficiente
de determinacdo (R?) que mede o ajuste entre os valores experimentais e preditos pelo modelo.

Cinética
De forma a complementar, os dados de atividades enzimaticas de cada um dos 15 tratamentos

do DCCR foram compilados num grafico que permite visualizar comparativamente os niveis de ativi-
dades obtidas no decorrer do tempo.

Resultados e discussao

As analises estatisticas (Tabela 3) indicaram que os dados referentes ao cultivo de 24 horas
atendem aos critérios para construcdo de um modelo preditivo. A andlise de Pareto (nivel de signi-
ficancia de 0,1) mostrou que as varidveis pH e concentracdo de fosfato de amdnio sdo estatistica-
mente significativas para o modelo de cultivo no tempo de 24 horas. A Figura 1 mostra a superficie
de contorno para essas varidveis, mostrando uma tendéncia de melhores resultados em pH mais
neutro e menores concentracdes de fosfato de amonio. No entanto, observou-se que as atividades
lipoliticas obtidas em 24 horas sdao consideravelmente inferiores as observadas em tempos mais
avancados de cultivo (Figura 2). As condi¢Ges de cultivo referentes aos frascos 1 e 2 resultaram em
atividades lipoliticas mais elevadas e em menor tempo. A terceira condicdo com maior atividade
lipolitica correspondeu ao ponto central do experimento estatistico e foi considerado o ponto de
6timo para o trabalho de referéncia com B. lata.

Tabela 3. Dados estatisticos do DCCR. x1 — pH do cultivo. x2 — concentragao de fosfato de amodnio. x3 — dleo de dendé.

24 Ha diferencga entre os tratamentos x12, x2, x1.x2, x1.x3 91,49
48 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -
72 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -
96 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -

168 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -
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Fitted Surface; Variable: U/mL
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=7,068712
DV: U/mL

I > 16
<15
B <13
O<n
<9
<7
<5
<3
<1

Figura 1. Superficie de resposta do cultivo para as variaveis estatisticamente significativas
(pH e concentracdo de fosfato de amonio) no tempo de 24 horas.
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Figura 2. Cinéticas de cultivo por fermentagdo submersa. Burkholderia
gladioli BRM 58833 nas diferentes condi¢ées do DCCR.
Conclusao

As analises estatisticas dos dados indicaram que apenas o cultivo de 24 horas apresentou um
coeficiente de ajuste adequado do modelo gerado, porém com atividades lipoliticas inferiores aos
tempos mais longos. O modelo gerado indica que uma menor concentragdo de fosfato de amo-
nio e um pH préximo da neutralidade tendem a mostrar atividades lipoliticas mais elevadas. Essa
tendéncia foi verificada nos tempos subsequentes (48 horas, 72 horas, 96 horas e 168 horas). Os
resultados sugerem que a producao da lipase de Burkholderia gladioli BRM 58833 por fermentagao
submersa apresenta potencial de melhoria.
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