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Introducao |

A busca por novas lipases e esterases que sejam
capazes de se adaptar a condicbes néo-
convencionais de biocatalise tém sido
empreendidal. Diferentes abordagens vém sendo
utilizadas para a obtencdo de biocatalisadores que
possam melhor se adaptar em condigbes néo-
fisiologicas. Entre elas esta a triagem em bibliotecas
metagen(“)micas2 (colecdo de clones obtidos a partir
de fragmentos de DNA coletados de amostras
ambientais). O objetivo deste trabalho foi isolar e
caracterizar uma nova lipase de uma biblioteca
metagendmica para utilizagdo em biocatalise.

Resultados e Discussao |

O clone C6G9 foi selecionado segundo a formacéo
do seu halo de hidrolise contra trioleina, na
biblioteca metagendmica SLP°. Para o]
sequenciamento, foi utlizada a técnica de
transposon. Apds sequenciamento, a seqiéncia
consenso C6G9 foi submetida a andlise “in silico”
pelo programa BLASTX (NCBI)*. O gene da lipase
(lipC6GY9) apresentou 87% de identidade com a
lipase de Aeromonas hydrophila hydrophila e o gene
da foldase (lifC6G9), 65% de identidade com
foldase da lipase do mesmo microrganismo. Foi
realizada a co-expressdo da lipase e de sua
chaperona, uma vez que a expressdo somente da
lipase a produziu inativa. Testes de atividade para
oito diferentes  co-expressdes da lipase mais
chaperona (inteira e N-truncada) indicaram uma co-
expressdo de maior atividade, sendo esta
selecionada para a purificacdo e caracterizacdo da
enzima. Para verificar a conservacdo da atividade
lipolitica ap6s o processo de purificagdo, foi
realizado um zimograma da fracdo purificada da
proteina LipC6G9. Foi possivel verificar que a
enzima continua ativa quando associada a sua
chaperona.Foram realizados testes de atividade em
pH stat usando o método titulométrico® com
modificacdes, usando como substrato tricaprilina
(Sigma). A enzima apresentou atividade de 1852,
1566 e 817 U/mg, respectivamente, contra 0s
substratos tributirina, tricaprilina e trioleina, a 30 C,
pH 7,5. A enzima apresentou uma elevada atividade
(1566 U/mg) a 30 €, pH 7,5. Entre 10-50 € a
34% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

enzima apresentou-se estavel, a 60 T a atividade
diminui a metade. As medidas foram efetuadas
depois da incubacéo por 1 h e a atividade residual
foi medida a 30C, pH 7,5. A atividade da enzima foi
medida a 30 T em uma ampla faixa de pH 5-11 e
sua atividade manteve-se até o pH 10,5 (Figura 1).

1800 7
1600 -
1400

s e xst
OIII

=
£ 1200 |
S
2 1000
3
8 800 I
S
2 600 .
400
200 - S
0 - ‘ ..
4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 1 . Atividade da LipC6G9 em diferentes pH.

Conclusoes |

Neste trabalho, foi isolada e caracterizada uma nova
lipase, ainda nado descrita na literatura, a partir de
uma bilbioteca metagenémica. Os testes de
expressdo da lipase mostraram que ela precisa ser
expressa concomitantemente com a sua chaperona
para exibir atividade. A enzima apresenta
caracteristicas de alta atividade e estabilidade a
temperatura e ao pH, que a tornam interessante
para desenvolvimento de aplicacdes em biocatdlise.
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