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Partição da lipase de Burkholderia cepacia 
em sistema bifásico aquoso PEG 4000/fosfato

Lipase partitioning from Burkholderia cepacia by aqueous two phase system 
PEG4000/phosphate

Este trabalho teve como objetivo mostrar como purificar a lipase de 
Burkholderia cepacia com o uso do sistema bifásico aquoso (SBA) PEG4000/
fosfato. Esse sistema é baseado no equilíbrio do polietileno glicol e sal fos-
fato. Um planejamento fatorial 22 foi usado para avaliar o efeito do pH (6, 
7 e 8) e linhas de amarração (concentração de equilíbrio entre o PEG e sal 
fosfato) no coeficiente de partição. O volume total do sistema foi de 7 mL. A 
lipase foi obtida a partir de meio com óleo de soja por fermentação usando a 
cepa de Burkholderia cepacia. A combinação dos melhores dados otimizados 
de coeficiente de partição apresentou o SBA PEG 4000/fosfato a pH 8 como 
o melhor sistema a ser utilizado na purificação da lipase.

Palavras-chave: Burkholderia cepacia. Lipase. Sistema bifásico aquoso.

This work aimed to show how to purify the lipase from Burkholderia 
cepacia by PEG 4000/phosphate aqueous two phase system (ATPS). This 
system is based on the equilibrium of the polyethylene glycol (PEG) and 
phosphate salts. A factorial design 22 was used to evaluate the effect of pH 
(6, 7 and 8) and tie lines (PEG and phosphate salt equilibrium concentra-
tions) on the partition coefficient. Total volume systems were of about 7 mL. 
Lipase was obtained from medium containing soy oil by fermentation using 
Burkholderia cepacia yeast. The combination of the best data optimized 
partition presented pH 8 of ATPS PEG 4000/phosphate as the best system 
for being utilized in the purification of lipase.
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1 Introdução

Técnicas de isolamento e purificação de bio-

moléculas têm apresentado acentuado crescimento 

nos últimos anos. Métodos convencionais muitas 

vezes não são adequados para separar produtos de 

origem biológica, por isso novos sistemas de se-

paração estão sendo estudados e desenvolvidos. 

Uma das técnicas que possuem bom rendimento 

na separação da biomolécula, sem interferir em 

sua atividade e com boa viabilidade econômica, 

é a partição em sistemas bifásicos aquosos (SBA) 

de proteínas, enzimas e ácidos nucléicos (PESSOA 

e KILIKIAN, 2005; DIAMOND e HSU, 1992). 

Os SBAs podem ser formados por soluções aquo-

sas de dois polímeros hidrofílicos ou por soluções 

aquosas de um polímero e um sal. Entre os siste-

mas bifásicos aquosos mais estudados em partição 

aquosa, destaca-se o formado por PEG/dextrana, 

que apresenta, no entanto, o grande inconvenien-

te do elevado custo da dextrana. Para combater 

a falta de competitividade econômica dos SBAs 

constituídos por PEG e dextrana tem-se recorrido 

aos SBAs PEG/sal. Sistemas formados por PEG e 

sal são empregados por apresentarem rápida sepa-

ração de fases, baixo custo e elevada seletividade 

na separação de moléculas com base na solubilida-

de (PESSOA e KILIKIAN, 2005; ALBERTSSON, 

1971). Embora existam diversos sais que formem 

duas fases com o PEG, o sal fosfato de potássio é 

utilizado por apresentar alto coeficiente de parti-

ção de biomoléculas em relação a outros sais, tais 

como o NaCl e o Na2SO4, além de ser uma boa 

alternativa de baixo custo aos processos conven-

cionais (PEG/dextrana) (ALBERTSSON, 1971). 

Os SBAs polímero/polímero ou polímero/sal 

oferecem ambientes físico-químicos apropriados 

para as biomoléculas, apresentando baixas dife-

renças de potencial, tensão superficial em torno de 

10-7 N/m, contendo 80 a 90% em massa de água 

em suas fases (DIAMOND e HSU, 1992). Entre as 

diversas biomoléculas a serem particionadas por 

SBA, encontram-se as lipases. 

As lipases (triglicerol acil-hidrolases E.C. 

3.1.1.3) são enzimas que hidrolisam ligações éste-

res de triacilgliceróis. Em razão do desenvolvimen-

to de tecnologias baseadas no uso destas enzimas 

para a síntese de novos compostos, a tecnologia 

das lipases está em constante expansão. A aplica-

ção das lipases tem sido cada vez mais promissora 

no processamento de formulações de detergen-

tes, modificações de óleos e gorduras, nas indús-

trias farmacêuticas e de cosméticos e laticínios. 

Também podem ser usadas na catálise de algumas 

reações de interesterificação, como alcoólise e aci-

dólise, e como catalisadoras nas reações de este-

rificação e transesterificação (PENCREAC’H e 

BARRATI, 1996; SHARMA et al., 2002; SINGH 

e BANERJEE, 2007).

As lipases são encontradas em diversos or-

ganismos, incluindo animais, plantas, fungos e 

bactérias. Dentre os microrganismos produto-

res de lipase, destacam-se fungos dos gêneros 

Rhizopus, Aspergillus e Mucor, bactérias do gê-

nero Pseudomonas (Burkholderia) e leveduras do 

gênero Candida (KORDEL et al., 1991). O rápi-

do crescimento celular, em relação aos fungos, é 

uma das vantagens das fontes bacterianas como 

produtoras destas enzimas, além de serem consi-

deradas de alto potencial biotecnológico em razão 

da estabilidade em elevadas temperaturas e em sol-

ventes orgânicos. Dependendo da fonte, as lipases 

podem ter massa molecular variando entre 20 a 75 

kDa, atividade ótima em pH na faixa entre 6 a 8 

e em temperaturas entre 30 e 40°C (BEISSON et 

al., 2000; BORGSTRÖM e BROCKMAN, 1984; 

KORDEL et al., 1991; PASTORE et al., 2003). 

Pastore e colaboradores (2003) obtiveram li-

pases de Rizopus sp após fermentação em meio 

contendo azeite de oliva. Depois, estas enzimas 

foram purificadas usando fracionamento com 

sulfato de amônio e cromatografia em resina 
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SEPHADEX, o fator de purificação ficou próxi-

mo de 5 e a recuperação da atividade ficou abaixo 

dos 3%. Sharma e colaboradores (2002) purifi-(2002) purifi-

caram uma lipase de Bacilus sp. A purificação se 

deu em cinco etapas: centrifugação, precipitação 

com sulfato de amônio, diálise, cromatografia de 

troca iônica e filtração em gel. Após a última eta-

pa alcançou-se um fator de purificação acima de 

200, embora a recuperação da atividade enzimá-

tica tenha sido inferior aos 20%. Outras técnicas 

empregadas na purificação de lipases são citadas 

por Saxena e colaboradores (2003), como, por 

exemplo: dois processos usados para obtê-las de 

C. viscosum por meio do uso de micelas reversas 

de AOT/iso-octano tendo uma recuperação da 

atividade em 91% e fator de purificação de 4,3; 

e outro com o emprego de cromatografia usando 

Amberlite CG e Shefadex com recuperação da ati-

vidade de 2,8% e fator de purificação de 23; ou 

ainda de B. Streamthermofilus por cromatografia 

com CM-Sefarose e DEAE-Sefarose, obtendo uma 

recuperação da atividade enzimática de 62,2% e 

fator de purificação de 11,6. Padilha e colaborado-

res (2009) purificaram a lipase de Pseudomonas 

cepacia usando cromatografica de troca iônica 

por adsorção em leito expandido. Para o grau 

de expansão 1,5 vezes a altura do leito fixo, os 

autores recuperaram a atividade enzimática em 

102,45%, com fator de purificação próximo a 80.

Neste trabalho foi feito estudo de otimização 

de purificação da lipase, a partir de planejamento 

fatorial, utilizando o pH e o comprimento da li-

nha de amarração como fatores que influenciam 

no coeficiente de partição no sistema bifásico 

aquoso (SBA) PEG 4000/fosfato. Embora diversas 

técnicas sejam empregadas na purificação dessas 

enzimas, dados acerca de etapas de recuperação 

da lipase de Burkholderia cepacia usando siste-

mas bifásicos aquosos PEG/fosfato de potássio 

ainda não foram encontrados na literatura.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais
Microrganismo: Foi utilizada a cepa de 

Burkholderia cepacia, obtida da Fundação André 

Tosello, mantida em tubos de ensaio a 4°C, no 

ágar nutriente.

Reagentes: todos os reagentes utilizados fo-

ram de grau de pureza analítico. Acetona, álcool 

etílico, fosfato monobásico de sódio, fosfato dibá-

sico de sódio, fostato monobásico de potássio, fos-

fato dibásico de potássio, hidróxido de sódio, sul-

fato de magnésio e o polietileno glicol com massa 

molecular de 1500 foram adquiridos pela Synth 

(Diadema, SP). A goma arábica, ágar-ágar, extra-

to de levedura e peptona bacteriológica foram ob-

tidos da Oxoid (Londres, UK). Foram obtidos no 

comércio local os óleos de soja (Liza) e azeite de 

oliva (Gallo) com acidez máxima declarada pelos 

fabricantes de 0,3% e 0,5%, respectivamente. A 

albumina de soro bovino (BSA) com 98% de grau 

de pureza foi adquirida da Sigma (EUA).

2.2 Métodos
Preparo do inóculo e sistema fermentativo: 

O inóculo foi transferido dos tubos de ensaio 

para Erlenmeyers de 125 mL contendo extrato 

de levedura (3g/L), peptona (3g/L), K2PO4 (4g/L) 

e MgSO4 (0,2g/L) e 3% (v/v) de óleo de soja. A 

adaptação do microrganismo foi realizada duran-

te 48h a 30°C e 150 rpm. Após adaptação do mi-

crorganismo, o inóculo foi transferido para bior-

reator tipo Bioflo III (com volume útil de 5000mL 

contendo 3000mL de meio). O ar foi fornecido 

por compressor, esterilizado por filtro de lã de vi-

dro e a vazão foi controlada por meio de rotâme-

tros. O meio de cultivo estudado por Castiglioni e 

Monte Alegre (2007) apresentou as mesmas con-

centrações preparadas para o inóculo, porém com 

6% (v/v) de óleo de soja para induzir a produção 

da lipase. A fermentação foi conduzida a 30ºC, 
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pH 7, aeração de 1,5vvm e agitação de 150rpm 

durante 96h.

Obtenção do extrato enzimático: Após 

as 96h de fermentação, o meio foi coletado e 

centrifugado em temperatura ambiente durante 

10min a 2683g. Os sobrenadantes foram utili-

zados como extrato enzimático, uma vez que a 

Burkholderia cepacia produz lipase extracelular 

(Kordel et al., 1991).

Determinação do teor de proteínas: Para de-

terminação da concentração de proteínas no ex-

trato enzimático foi usada a metodologia descrita 

por Bradford (1976), tendo como padrão a albu-

mina de soro bovino.

Obtenção do coeficiente de partição da lipa-

se: Visando a redução da quantidade de experi-

mentos a serem realizados e uma melhor avaliação 

dos resultados obtidos, foi utilizado um planeja-

mento fatorial 22 com pontos centrais, no qual fo-

ram investigados a influência do pH (6, 7 e 8) e do 

comprimento da linha de amarração (concentra-

ções do equilíbrio PEG/fosfato) sobre o coeficiente 

de partição da lipase. Cada fator foi variado em 

três níveis para o planejamento pelo método do 

ponto central (+1, 0, –1), com triplicata nos pontos 

centrais, totalizando 7 ensaios. Para cada ensaio, 

os pontos das linhas de amarração (Padilha et al., 

2007) foram reproduzidos em tubos graduados 

com volume total do sistema de 7 mL. A estes tu-

bos foi adicionado o extrato fermentado que con-

tinha a lipase. Assim que o equilíbrio difusivo foi 

atingido (entre 12 e 24 horas), coletou-se 1 mL de 

amostra de cada fase. A determinação da ativida-

de e da concentração de proteínas totais nas fa-

ses inferior e superior foi determinada segundo a 

metodologia descrita por Macedo e colaboradores 

(1997) e por meio do método de Bradford (1976), 

respectivamente. A distribuição da biomolécula 

entre as fases do SBA foi caracterizada pelo coefi-

ciente de partição (K), conforme a Equação 1.

K = 
Cs

Ci

(1)

Onde: Cs e CI são as concentrações de equilí-

brio nas fases superior e inferior, respectivamente.

Pela metodologia de análise de variância 

ANOVA, segundo Barros Neto e colaboradores 

(1995), foram analisadas a significância do mo-

delo, o ajuste de dados, o cálculo das médias qua-

dráticas, os erros puros de cada estimativa de pa-

râmetro, a correlação múltipla e as porcentagens 

de variáveis explicáveis para a partição da lipase. 

Modelos com os valores de K na forma logarítmi-

ca também foram testados. 

3 Resultados e discussões

A Tabela 1 apresenta o resultado do planeja-

mento fatorial 22 com os valores do coeficiente de 

partição (K) da atividade enzimática e proteína da 

lipase de Burkholderia cepacia. 

Para analisar as variáveis independentes, uti-

lizou-se do diagrama de Pareto, que representa os 

efeitos estimados, em ordem decrescente de mag-

nitude, das variáveis pH e comprimento da linha 

de amarração (LA) e suas interações das respos-

tas linearizadas de atividade enzimática (Figura 

1) e proteína (Figura 2) da lipase de Burkholderia 

Tabela 1: Resultados de partição (K) da lipase de 
Burkholderia cepacia por SBA PEG4000/fosfato

Ensaio x1 x2 pH LA Katividade Kproteína

1 -1 -1 6 1 0,050 0,020

2 1 -1 8 1 0,375 0,151

3 -1 1 6 3 0,541 0,007

4 1 1 8 3 0,441 0,191

5 0 0 7 2 0,194 0,025

6 0 0 7 2 0,180 0,031

7 0 0 7 2 0,176 0,034

Fonte: Os autores. 
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cepacia. Foram considerados significativos os 

termos cujos valores de tcalculado (representa-

do pelas barras horizontais no gráfico de Pareto) 

apresentam-se superiores ao valor de ttabelado = 

4,30 (representado pela linha tracejada vertical do 

gráfico), para distribuição de Student, a 95% de 

confiança. Analisando a Figura 1, os fatores pH e 

comprimento da linha de amarração, bem como a 

interação entre eles são estatisticamente significa-

tivos, onde observa-se que o pH e LA apresenta-

ram efeitos positivos, ou seja, usando os maiores 

níveis é possível aumentar o coeficiente de parti-

ção. Entretanto, na Figura 2 o comprimento da 

linha de amarração não foi fator significativo para 

a partição da proteína da lipase de Burkholderia 

cepacia, mas o pH apresentou efeito positivo no 

coeficiente de partição. 

As influências do pH e comprimento da li-

nha de amarração sobre o coeficiente de parti-

ção da atividade enzimática e proteína da lipase 

de Burkholderia cepacia foram verificadas por 

meio da análise de variância (ANOVA) (Tabela 

2). Com esses dados pode-se obter a significân-

cia da regressão e da falta de ajuste com 95% de 

confiança (p ≤ 0,05), utilizando o teste F para o 

planejamento estudado. A análise de variância 

(ANOVA) mostrou que o modelo ajustado para 

a proteína foi significativo, satisfazendo o cri-

tério sugerido por Barros Neto e colaboradores 

(1995), visto que a razão MQR/MQr (Fcalculado) 

foi maior que o valor tabelado de F0,95;3,3 (9,28) e 

a razão MQfaj/MQep foi menor do que o valor de 

F0,95;1,2 (18,51). No entanto, ao analisar o modelo 

para a atividade enzimática, notou-se que a ra-

zão MQfaj/MQep não foi significativa (F calculado 

superior ao F tabelado), embora o valor da razão 

MQR/MQr foi de 17,43. Comparado com F0,95;3,3 = 

9,28, este valor indica uma regressão significativa 

e também útil para fins preditivos. Em ambos os 

casos, o coeficiente de determinação (R2) foi de 

0,9460 e 0,9578, indicando que o modelo expli-

cou aproximadamente 96% da variação dos da-

dos observados da atividade da enzima e proteína, 

respectivamente. Nesse caso, o modelo pode ser 

utilizado para descrever o comportamento do coe-

ficiente de partição (K) sobre a influência do pH e 

da linha de amarração na recuperação da lipase de 

Burkholderia cepacia em SBA PEG 4000/fosfato.

Os modelos codificados propostos para re-

presentar a linearização da partição da ativida-

de enzimática e proteína da lipase foram ajusta-

dos por meio de regressão em função dos fatores 

pH e comprimento da linha de amarração (LA), 

conforme as Equações 2 e 3. Os modelos mostra-

ram uma dependência linear dos coeficientes de 

partição para o pH e o comprimento da linha de 

amarração do SBA PEG 4000/fosfato, conforme 

descrito pelo modelo de Albertsson (1971).

Figura 1: Estimativa dos efeitos por meio 
do gráfico de Pareto – variável resposta do 
coeficiente de partição (K) da atividade 
enzimática da lipase de Burkholderia cepacia
Fonte: Os autores.

Figura 2: Estimativa dos efeitos por meio 
do gráfico de Pareto – variável resposta do 
coeficiente de partição (K) da proteína da 
lipase de Burkholderia cepacia
Fonte: Os autores.
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InKativ = 1,50+0,45 · pH + 0,63 · LA - 0,55 · pH · LA

(2)

InKativ = -3,28+1,33 · pH - 0,20 · LA - 0,32 · pH · LA

(3)

Por meio do software STATISTICA versão 

8.0 foi possível gerar as superfícies-resposta da 

partição da atividade enzimática (Figura 3) e pro-

teína (Figura 4) da lipase de Burkholderia cepacia 

por SBA PEG 4000/fosfato. Na Figura 1 observa-

se que maiores valores de K foram obtidos quan-

do os valores de pH e o comprimento da linha de 

amarração foram aumentados, ou seja, a melhor 

condição de partição dessas enzimas é no pH 8 

e na última linha de amarração. Na Figura 2, os 

maiores valores de K foram obtidos quando tam-

bém se aumentaram os valores de pH, mas não 

houve uma dependência do comprimento da linha 

de amarração, pois se mantiver o pH em sua re-

gião de máximo não será observada uma maior 

variação da partição ao deslocarmos da região de 

maiores valores para a de menores valores da li-

nha de amarração.

Conclusões

Por meio da otimização das respostas do co-

eficiente de partição da lipase de Burkholderia 

cepacia em SBA PEG 4000/fosfato foi possível 

verificar a influência do pH e da linha de amar-

Tabela 2: Resultados da ANOVA para a variável 
partição da enzima e proteína da lipase de 
Burkholderia cepacia

Fonte de 
Variação SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado R2

Partição da atividade da lipase de Burkholderia cepacia

Regressão 3,66 3 1,22 17,43 9,28 94,60

Resíduo 0,21 3 0,07 - -

Falta de 
ajuste 0,20 1 0,20 20,00 18,51

Erro Puro 0,01 2 0,01 - -

Total 3,87 6 - -

Partição da proteína da lipase de Burkholderia cepacia

Regressão 7,67 3 2,57 23,36 9,28 95,78

Resíduo 0,34 3 0,11 - -

Falta de 
ajuste 0,29 1 0,29 9,67 18,51

Erro Puro 0,05 2 0,03 - -

Total 8,01 6 - - -

Fonte: os autores 

Figura 3: Superfície-resposta na avaliação do pH 
e comprimento da linha de amarração (LA) no 
coeficiente de partição da atividade enzimática 
(Kativ) da lipase de Burkholderia cepacia
Fonte: Os autores.

Figura 4: Superfície-resposta na avaliação do 
pH e comprimento da linha de amarração (LA) 
no coeficiente de partição da proteína (Kprot) da 
lipase de Burkholderia cepacia
Fonte: Os autores.
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ração. A otimização RSM apresentou um modelo 

com as respostas linearizadas da atividade enzi-

mática e proteína que indicou a região de maiores 

pHs como sendo aquela onde se obtém os valores 

máximos do coeficiente de partição (K). Os resul-

tados indicaram que o melhor sistema a ser utili-

zado na recuperação da lipase é a última linha de 

amarração do SBA PEG 4000/fosfato a pH 8. 
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