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RESUMO

O biodiesel ¢ uma fonte de energia ambientalmente menos impactante do que os combustiveis
fosseis. Sua fabricagdo heterogénea por via enzimatica ¢ ambientalmente atraente pois exige
menos passos para a purificacdo do que a catalise quimica atualmente usada industrialmente e
permite a recuperacao da lipase, que € o catalisador. Lipases j& produzidas industrialmente
para outros fins tém sido utilizadas para producao de biodiesel com pouco sucesso, uma vez
que a presencga de alcodis de cadeia curta diminui drasticamente sua atividade, aumentando o
tempo reacional. Outro fator relacionado ao seu uso ¢ o seu alto custo de produgdo. Para
reduzir os custos, estratégias como a imobilizagdo enzimatica (permite reutilizacdo) e o uso de
matérias-primas de baixo valor agregado podem ser usadas. Todavia, empregar 6leos e
gorduras residuais (OGRs) no atual processo alcalino de producao ¢ um desafio, uma vez que,
a alta acidez destes, facilita a producdo de sabao e dificulta a remocdo do subproduto glicerina
o que nado ocorre quando o catalisador ¢ a lipase. No presente estudo, foi feita uma prospeccao
para avaliar o crescimento desta tecnologia no mundo. Paralelamente, lipases B de
Pseudozyma antarctica mutantes foram projetadas por meio de substituicdo da regido da
tampa (lid), que cobre o sitio catalitico, por residuos do aminoacido glicina. Estes mutantes
foram submetidos a simula¢des de Dinamica Molecular (DM). Os mutantes com substitui¢des
de 1 a 8 residuos de glicina possuiram baixo valor de energia potencial sendo bons candidatos
para os testes de expressdo e atividade. O mutante PantAlidG3, que possui sua tampa
substituida por 3 residuos de glicina, foi escolhido para os testes de expressdo juntamente com
a lipase selvagem de Pseudozyma antarctica. Tanto a lipase selvagem quanto a mutante foram
expressas. Um novo e rdpido método para produzir biodiesel € aqui exposto, utilizando
matérias-primas residuais brutas. Esterificacdo de dacidos graxos livres (AGL) e
transesterificacdo de triacilglicerois (TAG) sdo simultaneamente conduzidos em um meio
reacional onde AGL agem como surfactantes impedindo a inativacdo da enzima por alcodis
de cadeia curta e glicerol. Uma equagdo empirica foi deduzida para determinar o
comportamento da cinética em toda producao de biodiesel em funcao do tempo. A partir dos
dados obtidos nas condicdes experimentais utilizadas poderd entdo ser realizado um
escalonamento para a viabilizagdo do processo industrial de forma economicamente viavel, ou
seja, com uso de baixas temperaturas, menor quantidade de alcool e tempo reacional reduzido,
que leva a um custeio baixo da producdo do biodiesel pela lipase. Os estudos sobre os
mecanismos da catdlise enzimatica requerem aprofundamento para permitir o
desenvolvimento de lipases mais especificas para a sintese de biodiesel.

Palavras-chave: Biodiesel. Lipase. Enzimas.
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ABSTRACT

Biodiesel is an energy source, environmentally friendly causing less impact than fossil fuels.
Their heterogeneous manufacture by enzymatic route is environmentally attractive because it
requires fewer steps for purification than chemical catalyst and allows recovery the lipase
which is the catalyst. Lipases already produced industrially for other purposes have been used
for the production of biodiesel with little success, since the presence of short chain alcohols
dramatically decreases its activity, increasing reaction time. Another factor related is the high
production cost. To reduce expenses strategies such as enzyme immobilization (allows reuse)
and the use of raw materials with low added value is recommended. However, residual oil and
fat employed in the current production process of alkali is a challenge, since the high acidity
of these, facilitates the production of soap and hinders the removal of the glycerin by-product
which does not occur when the catalyst is lipase. In the present study, we conducted a survey
to assess growth of this technology in the world. In addition, Pseudozyma antarctica lipase B
mutants were designed by replacing the region of the lid, which covers the catalytic site, to
residues of glycine. These mutants were subjected to simulations of molecular dynamics
(MD). The mutant replacements with 1-8 residues of glycine presented a low value of
potential energy being a good candidate for testing expression and activity. The mutant
PantAlidG3, which has its lid replaced by three glycine residues was chosen for expression
tests together with the wild type Pseudozyma antarctica lipase. Both the wild type and the
lipase mutant were expressed. In addition a new and rapid method to produce biodiesel is
shown here, using residual crude feedstock. Esterification of free fatty acids (FFA) and
transesterification of triacylglycerols (TAG) are simultaneously carried out in a reaction
medium where FFA act as surfactants preventing the inactivation of the enzyme by short-
chain alcohols and glycerol. An empirical equation was derived to determine the kinetic
behavior of the whole production of biodiesel a function of time. The data obtained in the
experimental conditions can then be used for enabling scaling up for an industrial process
economically viable, that is, using low temperatures, lower quantity of alcohol and reduced
reaction time, which leads to a low cost of biodiesel production by lipase. Studies on the
mechanisms of enzyme catalysis require study to enable the development of more specific
lipases for the synthesis of biodiesel.

Keywords: Biodiesel. Lipase. Enzymes.
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1 INTRODUCAO

Paises com controle rigoroso na emissao de poluentes tém seguido os principios da
quimica verde, definida como utilizacao de técnicas quimicas e metodologias que reduzem ou
eliminam o uso de solventes e reagentes ou geracdo de produtos e sub-produtos toxicos, que
sd0 nocivos a saude humana ou ao ambiente (ANASTAS & WILLIAMSON, 1996;
ANASTAS & EGHBALI, 2010). Tecnologias de energia renovavel, como o biodiesel,
oferecem uma excelente oportunidade para a mitigacao das emissdes de gases de efeito estufa
e do aquecimento global, seguindo os principios da quimica verde (PANWAR, KAUSHIK &
KOTHARI, 2011).

O crescimento da economia e da populagdo tem gerado uma diminui¢ao da qualidade
ambiental em todo mundo. Ao longo das ultimas trés décadas, o aumento da urbanizacao e
industrializagcdo, ao mesmo tempo que disponibiliza uma melhor qualidade de vida, por outro
lado, vem causando pressdo sobre os recursos de combustiveis fosseis (KELES, 2011).
Baseado em necessidades econdmicas e sociais, investigagdes por novas fontes alternativas de
energia tém fomentado pesquisas em tecnologias renovaveis. Entram em foco as fontes
limpas de energia, partindo de recursos sustentdveis que minimizam impactos ambientais e

com infima producdo de residuos secundarios (PANWAR, KAUSHIK & KOTHARI, 2011).

A introdugdo do biodiesel na matriz energética do Brasil em 2005 originou amplos
beneficios ambientais, econdmicos e sociais. A lei 11.097/2005 tornou obrigatdria, desde
2008, a adi¢ao do biocombustivel no diesel (B2 - 2% de biodiesel e 98% de diesel de
petréleo) em todo territorio nacional. Atualmente essa mistura € de 5% (Resolugdo n® 6/2009
- CNPE), os motores que ja utilizam-na emitem menos 57% de gases poluentes (APROBIO,
2012). O Brasil obteve um ganho de aproximadamente US$ 5,2 bilhdes na balanga comercial,
porque deixou de importar 7,9 bilhdes de litros de diesel no periodo desde o langamento do
Programa Nacional de Producao e Uso de Biodiesel (PNPB), em dezembro de 2004, até o fim
de 2011 (BRASIL, 2012; MME, 2011). As estratégias sociais do PNPB sdo operacionalizadas
pelo Ministério do Desenvolvimento Agrario (MDA), onde a insercdo de agricultores na
cadeia de producdo do biodiesel ¢ garantida através da concessao do Selo Combustivel Social
as empresas produtoras que promovem a inclusdo social e o desenvolvimento regional

(SAF/MDA, 2010).

O biodiesel ¢ um biocombustivel definido pela National Biodiesel Board como ésteres

mono-alquilicos de &cidos graxos de cadeia longa, derivado de fontes renovaveis como 6leos
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vegetais (triglicerideos) ou gorduras animais, para uso em motores de igni¢do por compressao
(motores de ciclo diesel), e ¢ considerado como um dos promissores substitutos aos
combustiveis fosseis. O seu uso traz vantagens ambientais como: baixas emissdes de CO;
evita o aumento da quantidade total de CO, na atmosfera, pois o CO, pode ser reciclado por
fotossintese, minimizando o impacto sobre o efeito estufa (CVENGROS &
CVENGROSOVA, 1994; SHIMADA et al., 1999; FUKUDA, KONDO & NODA, 2001;
ZHANG et al., 2003); reducao da maioria das emissdes de gases e de particulados totais de

um motor (KNOTHE et al., 2005; HOEKMAN & ROBBINS, 2012).

A principal forma utilizada atualmente para produzir biodiesel ¢ através do processo de
transesterificacdo de triglicerideos, uma rea¢do quimica estimulada por um catalisador
(acidos, bases fortes ou enzimas) envolvendo Oleos vegetais (ou gorduras animais) € um
alcool comum (etanol ou metanol), para produzir ésteres alquilicos de &4cidos graxos
(biodiesel) e glicerina como sub-produto (ZHANG et al., 2003). Em termos mundiais o
metanol ¢ o alcool mais utilizado por ser mais barato (KNOTHE et al., 2005). No Brasil, a
maioria do biodiesel fabricado utiliza como matéria-prima o 6leo de soja (ANP, 2012),
metanol e um catalisador alcalino, sendo que na Europa, a fonte de triglicerideo mais usada ¢

o0 6leo de canola (DEMIRBAS, 2008).

O emprego de catalisadores alcalinos tem uma real necessidade de usar matérias-primas
com um certo grau de pureza, o que onera em 60 a 80 % os custos de producdo (ATADASHI
et al.,2012). Além disso, em seu processo industrial sdo esperados inconvenientes como: alto
consumo energético, necessidade de remocdao do catalisador alcalino, dificuldade em
recuperar o glicerol e formagao de sabao (SHIMADA et al., 1999; WATANABE et al., 2000;
ZHANG et al., 2003). Seria ideal um sistema de producdo no qual fosse possivel fazer uso de
Oleos e gorduras residuais (OGRs) para mitigar o preco do produto final e, a0 mesmo tempo,

reciclar compostos que seriam possivelmente descartados na natureza.

Recentemente, pesquisas para a introducdo de catalisadores enzimaticos na producao de
biodiesel tém sido conduzidas em todo o mundo. Parte dos problemas encontrados com os
catalisadores alcalinos podem ser superados pelos métodos enzimdticos para fabricacao de
biodiesel. Estes utilizam as lipases (EC 3.1.1.3), que sdo enzimas do tipo carboxilesterase, que
catalisam a hidrélise e a sintese de ligagdes ésteres de acilglicerdis de cadeia longa liberando
ou consumindo acidos graxos e glicerol (JAEGER & EGGERT, 2002). Todavia, os métodos
enzimaticos ainda nao tém sido utilizados em escala industrial porque o custo da enzima ¢

elevado e os efeitos causados pelo excesso de metanol (necessario para que a reagdo ocorra) €
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glicerol (produzido durante a reacdo) na enzima sdo, até entdo, negativos (SHIMADA et al.,

1999; WATANABE et al., 2000; LI et al., 2006; ROYON et al., 2007).

O presente trabalho vem se desenvolvendo com o designio de produzir catalisadores
enzimaticos especificos para o meio reacional da produgdo de biodiesel, capazes de serem

usados em OGRs, através da expressao heterologa, purificagdao e imobilizagdo de lipases.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fontes Renovaveis de Energia e o Biodiesel

Hoje, os combustiveis fosseis (petroleo, carvao e gas natural) produzem a maior parte
da energia que utilizamos. Em consequéncia do fato destes combustiveis estarem sendo
produzidos pelo calor e pressdo da matéria organica fossilizada subterranea, o seu consumo
torna-se mais rapido do que a sua produgdo. Por esse motivo, os combustiveis fosseis sao
considerados nao-renovaveis, ou seja, eles nao sdao substituidos logo apds seu consumo

(DEMIRBAS, 2008).

A humanidade nao pode continuar baseando as suas atividades no consumo de recursos
energéticos finitos. As fontes de energia renovaveis como a biomassa, hidroelétrica,
hidrogénio, edlica, solar (térmica e fotovoltaica), geotérmica e marinha irdo desempenhar um
papel significativo no futuro abastecimento energético mundial (EREC, 2006). Estima-se que
em 2040 cerca de metade da oferta mundial de energia serd proveniente de energias
renovaveis, ¢ a producao de eletricidade a partir dessas fontes sera mais de 80% do total

global de distribuig¢do de energia elétrica (EWEA, 2005; EREC, 2006).

Dois tipos de combustiveis renovaveis, também conhecidos como verdes ou
biocombustiveis a partir da biomassa, tém atingido maturidade técnica e aceitacdo no
mercado: o biodiesel € o etanol (SCHARMER, 1999). O biodiesel como combustivel
alternativo tem muitas vantagens sobre os combustiveis convencionais principalmente por ser
produzido a partir de material biodegradaveis, podendo ser usado como combustivel em
motores do ciclo diesel sem grandes modificacdes no motor (RYAN, 2004; FJERBAEK,
CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009; MA & HANNA, 1999).

Comparado com o diesel de petrdleo, este biocombustivel tem um perfil mais favoravel,
pois estd relacionado com uma menor emissao de gases poluentes, tais como monoxido de
carbono (CO), material particulado (fuligem) e hidrocarbonetos ndo oxidados (nao
queimados) presentes na queima do diesel (SHIMADA et al., 1999; ISO et al., 2001;
JAEGER & EGGERT, 2002; ZHANG et al., 2003). Desta forma o biodiesel ¢ um
combustivel que tem uma correlacdo positiva com o desenvolvimento sustentdvel,

conservagao da energia, gestao, eficiéncia e preservacao ambiental (AGARWAL, 2007).
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2.2 Produgao de Biodiesel

2.2.1 Catélise Homogénea

No processamento industrial quimico convencional a sintese de biodiesel ¢ obtida por
uma reacdo de transesterificacdo alcalina ou acida (MA & HANNA, 1999; AL-ZUHAIR,
2005; LI et al., 2006). Os catalisadores basicos mais utilizados sio NaOH e KOH (FUKUDA,
KONDO & NODA, 2001; MA & HANNA, 1999; SHIMADA et al., 1999; WATANABE et
al., 2000). Acidos fortes tais como o sulfiirico, cloridrico e organossulfonicos sdo geralmente
utilizados como catalisadores acidos, ndo obstante apresentam uma grande desvantagem por
necessitarem de temperaturas reacionais muito altas. Sua principal vantagem em relagdo aos
catalisadores basicos ¢ a auséncia da formacdo de sabdo na reagdo (MA & HANNA, 1999;

RANGANATHAN et al., 2008).

Os catalisadores alcalinos apresentam transesterificagdes mais rapidas e com alta
conversao de triacilglicerdis aos seus correspondentes ésteres do que os catalisadores acidos
(FREEDMAN, PRYDE & MOUNTS, 1984; FREEDMAN, BUTTERFIELD & PRYDE,
1986; MA & HANNA, 1999; WATANABE et al., 2000). S3o menos corrosivos para os
equipamentos industriais do que os 4acidos, sendo mais utilizados nas industrias

(FREEDMAN, BUTTERFIELD & PRYDE, 1986; MA & HANNA, 1999).

Ainda assim, alguns inconvenientes sdo encontrados na catdlise basica como:
dificuldades em recuperar o glicerol; o catalisador alcalino tem que ser removido do produto;
gasto intensivo de energia; Oleos que contém &cidos graxos livres e/ou agua sao
incompletamente transesterificados; 4gua durante a reacdo leva a ocorréncia de hidrolise de
alguns ésteres, com posterior saponificacdo dos acidos graxos livres; formagao de sabao causa
aumento da viscosidade e interfere na separagao do glicerol; requer tratamento de aguas
residuais alcalinas (FREEDMAN, PRYDE & MOUNTS, 1984; NELSON, FOGLIA &
MARMER, 1996; SHIMADA et al., 1999; MA & HANNA, 1999; WATANABE et al., 2000;
FUKUDA, KONDO & NODA, 2001; ISO et al., 2001; SHIMADA et al., 2002; AL-
ZUHAIR, 2005).

Por causa dos inconvenientes supracitados, a catalise enzimatica € uma opg¢ao
interessante para a fabricagdo de biodiesel em escala industrial porque pode reduzir os custos

da producdo (FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).
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2.2.2 Catélise Enzimatica Heterogénea

Enzimas sdo proteinas com atividade catalitica. Sdo utilizadas industrialmente para os
mais diversos fins: na produg¢do de alimentos, bebidas e medicamentos, no tratamento de
tecidos e couro, producao de testes diagndsticos, entre outros. Mais recentemente tem se

tentado aplicar enzimas na producao de biocombustiveis como o biodiesel.

As enzimas aplicadas na produgdo de biodiesel sdo as lipases. Porém, ainda nao foram
encontradas condigdes economicamente viaveis para que se faga o uso industrial da catalise
enzimatica na produ¢do de biodiesel. Varios estudos tém sido conduzidos com dois objetivos:
produzir lipases mais especificas para esse fim e otimizar as condi¢cdes reacionais para as
reacoes conduzidas com as enzimas disponiveis comercialmente, como foi realizado no

presente trabalho.

2.3 Lipases: enzimas de aplicacdo biotecnolédgica

As lipases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases (E.C.3) e atuam sobre
ligacdes éster (E.C.3.1). Esta nomenclatura ¢ codificada pela NC-IUBMB (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology). A enzima em
estudo ¢ a triacilglicerol lipase (E.C.3.1.1.3), cuja defini¢ao classica descreve como glicerol
¢éster hidrolases, que atua sobre ligagdes éster presentes em acilglicerois, liberando acidos
graxos e glicerol (PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000; JAEGER & EGGERT, 2002;
GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004).

As lipases podem ser extraidas de tecidos de plantas e animais ou produzidas por
fermentagdo através de microrganismos (fungos, leveduras e bactérias), que sdo facilmente
cultivaveis (PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000; GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004).
As derivadas de microrganismos encontram imensa aplicagdo industrial, pois podem catalisar
uma grande variedade de reagdes hidroliticas e de sintese (SAXENA ef al., 1999; PAIVA,
BALCAO & MALCATA, 2000; CARVALHO et al., 2003; HAMA et al., 2006; GUPTA,
GUPTA & RATHI, 2004).

Os parametros ideais para o uso de uma lipase especifica dependem da sua origem bem
como da sua formulagdo (JAEGER & REETZ, 1998; FJERBAEK, CHRISTENSEN &
NORDDAHL, 2009). Lipases de fungos e bactérias sdo as mais usadas nas reagdes de

transesterificacao de 6leos e gorduras. As fontes fungicas tém sido valorizadas porque, em sua
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maioria, nao sdo toxicas, sendo GRAS (Generally Regarded as Safe) reconhecidas pelo FDA
(Food and Drugs Administration) por ndo levar risco a saide humana (SOUZA & SOMMER,
2002). Além disso, suas lipases sao extracelulares, sendo mais facil a purificacdo e
recuperacdo (SAXENA et al., 1999). No entanto as lipases bacterianas podem ser obtidas
mais rapidamente, visto que bactérias apresentam, em geral, um crescimento celular mais

rapido do que os fungos (JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999).

Verificou-se que o rendimento maximo de producdo do biodiesel ¢ influenciado
fortemente pela origem da lipase, atividade de agua ideal, temperatura de reacdo,
imobilizacdo ou ndo da enzima, escolha do 4lcool, tempo da reagdo, estabilidade da enzima e

razdo molar do 6leo (FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

As pesquisas realizadas com lipases microbianas tém despertado o interesse das
industrias biotecnologicas por serem biocatalisadores importantes e possuirem diversas
aplicagdes. Atualmente as industrias tém feito uso das lipases como catalisadores na quimica
fina ou para fabricacdo de outros produtos como: alimentos, detergentes, couros, téxteis,
cosméticos, perfumarias, farmacéuticos, agroquimicos, oleoquimicos, entre outros. Isto esta
relacionado principalmente por seu rapido desenvolvimento tecnologico, versatilidade e

facilidade de produg¢ao em massa (HASAN, SHAH & HAMEED, 2006).

2.3.1 Reagoes catalisadas por lipases

As lipases realizam reacdes em meios aquosos (hidrolise) e ndo aquosos (esterificacao,
interesterificacdo, transesterificagdo, alcoolise e aminolise) (Figura 1) (JAEGER & EGGERT,
2002; SHIMADA et al., 2002; SAXENA et al., 1999; GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004).
Isto ocorre por causa da capacidade de utilizar varios substratos, ndo requerer cofatores, ter
alta estabilidade para extremos de temperatura, pH e solventes organicos bem como
apresentar uma alta quimio-régio-enantioseletividade (JAEGER & REETZ, 1998; SAXENA
etal., 1999; ISO et al., 2001).

Reacao de Hidrolise

A Py
R—C—0—R,+ H,0 = R—C —0H + HO—R,
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Reacao de Esterificaciao

e

—_— - _ -
R—C—OH + HO—R, —— R—C—0—R,+ H,0
Reacao de Interesterificacdo
Aciddlise (reagdo de éster com acido)

P P P

Ri-C—0—R, T R;~C—0H ——R;~C—0—R," R;-C—OH

Transesterificacdo

a)reagdo de éster com alcool

A A

R—C—0—R, * HO—R, ——=R;~C—0—R, " HO—R,
b)reagdo de éster com éster

AP A A AP

—C—O—R tp—C—n— —C—— —C—0—
R—C—0—R,"R;7~C—0—"R,——R{C—0—R,TR;-C—0—R,

Figura 1 - Esquema das reacdes de hidrdlise, esterificacio e interesterificaciio catalisadas por lipases.

2.3.2 Aspectos Estruturais das Lipases

A estrutura terciaria das lipases ¢ geralmente formada por um entrelagado de o/
hidrolase, possuindo uma arquitetura comum composta por uma sequéncia de 8 diferentes
fitas B paralelas ligadas por seis a-hélices (OLLIS et al., 1992; PETERSEN, 1996; JAEGER
& REETZ, 1998).

O sitio ativo € formado por cadeias laterais de residuos dos aminoacidos serina (Ser),
acido aspartico (ou glutamico) (Asp/Glu) e histidina (His), que representam a triade catalitica
composta por uma rede de pontes de hidrogénio entre os aminoacidos citados (OLLIS et al.,

1992; JAEGER & REETZ, 1998; GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004).

Uma superficie entrelagada, constituida por uma sequéncia peptidica em a-hélice,

conhecida como “tampa” anfipatica ou “lid”, da acesso e protege o sitio catalitico da lipase
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(VERGER, 1997; JAEGER & REETZ, 1998). Quando a tampa interage com a interface
lipidio/agua sofre uma mudanca conformacional para sua “forma aberta” (VERGER, 1997;
JAEGER & REETZ, 1998) expondo a triade catalitica agora acessivel ao substrato (YAHYA,
ANDERSON & MOO-YOUNG, 1998).

A face da tampa voltada para o sitio catalitico possui cadeias laterais hidrofobicas, que
facilitam a interagdo da lipase com a interface de lipidios (YAHYA, ANDERSON & MOO-
YOUNG, 1998; JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999). J4 a superficie oposta ¢
razoavelmente hidrofilica, estabilizada por interagdes com a superficie da enzima (YAHYA,
ANDERSON & MOO-YOUNG, 1998). Todavia, ndo sdao todas as lipases que apresentam
esta ativagdo interfacial (JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999).

2.3.3 Especificidade da Lipase Frente a Diferentes Substratos

Para a aplicacdo da lipase no campo comercial ¢ necessario a sua classificagdo quanto a
especificidade (CASTRO & ANDERSON, 1995). As enzimas distinguem os grupos
funcionais situados em diferentes regides do mesmo substrato pela sua estrutura
tridimensional, desta forma geralmente ha duas classes de lipases: nao-especificas e 1,3-

especificas (Figura 2) (TOMBS, 1995; CASTRO & ANDERSON, 1995).

As lipases 1,3-especificas (regiosseletivas) clivam acidos graxos das posi¢des terminais
do glicerol e formam como sub-produtos &cidos graxos livres, 1,2(2,3)-diacilglicerois e 2-

monoacilglicerdis (PAQUES & MACEDO, 2006).

L A

Vs
Y .
H,c—0—C—R, H,C—O—OH H,c-0—C~R, H,C-O0—C—R,

| ipase na A A |
HC—O— —R2 Lipase nio especifica HC—O—C-RZ ou HC—O—C—RZOU HC—O—OH

0
P )
H,C—0—C—R, HZC—O—C)—)R3 H,C—O—OH H,C-0—C—R,
& /
H,C-0—C—R, H,C—O—OH H,C-O0—C—R,
P D
HC—O—C—R2 Lipase 1,3 espemﬁce‘:‘ HC—O—C—R2 ou H(‘:—O—C _R2
AP . p
H,C—O0—C—R, H,C—0—C—R, H,C—O—OH

Figura 2 - Reacdes catalisadas por lipases do tipo nio especifica e 1,3 especifica (Fonte: PAQUES &
MACEDO, 2006, p.94).
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J4 as lipases nao-especificas catalisam a hidrolise de triacilglicer6is para acidos graxos
livres e glicerol de forma aleatoria, liberando acidos graxos na posi¢ao 1(3) ou 2 (CASTRO &
ANDERSON, 1995; CARVALHO et al., 2003; CASTRO et al., 2004). Estas ndo possuem
especificidade com relagdo a natureza da ligacdo éster ou a posicdo em que este estd

esterificado no glicerol (CASTRO & ANDERSON, 1995; CARVALHO et al., 2003 ).

As lipases para produgdo de biodiesel a partir de triacilglicerdis nao devem ser
regiosseletivas, para que todos os di e monoacilglicerois (intermediarios da reacdo de
transesterificacdo) possam ser convertidos para ésteres de acidos graxos (biodiesel) e também
para catalisar a esterificacdo de acidos graxos livres (FJERBAEK, CHRISTENSEN &
NORDDAHL, 2009).

2.4 Lipase B de Pseudozyma (Candida) antarctica

Lipase B de Pseudozyma antarctica (PalB), anteriormente chamada de lipase B de
Candida antarctica, destaca-se dentre os membros da familia das lipases. Sua importancia
para industria de biotecnologia deve-se as suas caracteristicas biocataliticas para conversao
indiscriminada de substratos (LARSEN, 2009; UPPENBERG et al., 2004). Isto inclui a
seletividade e estabilidade em solventes organicos. No entanto, apesar de sua importancia
para sintese organica e biotecnologica, apenas recentemente PalB foi acrescida ao pequeno

grupo de lipases alvos selecionadas para engenharia de proteinas (LUTZ, 2004).

2.4.1 Estrutura e mecanismo catalitico

PalB ¢ uma enzima extracelular isolada dos basidiomicetos da levedura Pseudozyma
antarctica, com peso molecular de 33kDa e um Ponto Isoelétrico (PI) de 6,0. Sua sequéncia
(DNA e aminoacidos) e estrutura cristalina foram resolvidas em 1994, revelando que esta
enzima tem um tipico entrelacado de o/f hidrolase com o sitio ativo formado pela triade
catalitica Ser105-Aspl187-His244 (UPPENBERG et al., 1994, 1995). PalB tem uma alta
termoestabilidade, estavel em pH alcalino e quimio-régio-enantioseletividade (KIRK &

CHRISTENSEN, 2002).

A reagdo natural de PalB ¢ de hidrolisar ésteres e sua forma imobilizada tem sido
conhecida como o biocatalisador mais comum na reacao de transesterificagdo para a producao

de biodiesel (LUTZ, 2004; XU et al, 2008). Apesar de a PalB ser uma lipase 1,3-especifica



22

(KIRK & CHRISTENSEN, 2002), ela realiza migragdo alquila, ou seja, converte 1,2 (2,3)-
digliacilglicerol em 1,3-diacilglicerol, que € seu substrato preferido, contudo tal a etapa nao €

determinante de taxa para esta enzima (TURKAN & KALAY, 2006).

Tabela 1 - Caracteristicas da lipase B de Pseudozyma antarctica

Peso molecular (kDa) 33

Ponto isoelétrico (pl) 6,0

pH 6timo 7

Atividade especifica (IU/mg) 435
Termoestabilidade a 70°C ? 15[0]

pH estabilidade ° 7-10
Ativacdo interfacial Nao
Especificidade posicional para triacilglicerol 1-3 especifica

* Uma atividade residual apos incubagio a 60°C em tampdo tris 0,1 M (pH 7.0) por 20 min ¢ 120 min. ° pH no
qual a atividade maior que 75% é mantida apds incubac¢do de 20h em temperatura ambiente.

Fonte: KIRK & CHRISTENSEN, 2002, p. 446.

Lipases “tipicas” apresentam ativagao interfacial e sdo menos adaptadas para a catélise
em meios organicos do que PalB que ¢ uma lipase “atipica” (SALIS et al., 2003). Este fato ¢
explicado devido a necessidade de grandes mudangas conformacionais na regido da tampa
(lid) quando as lipases “tipicas” sdo convertidas de uma conforma¢do fechada para uma

conformagdo aberta, exigindo grande mobilidade interna diferente com o que ocorre com

PalB (SALIS et al., 2003).

Figura 3 - Estrutura geral de lipase B de Pseudozyma antarctica derivada da estrutura cristalina 1'TCA
(UPPENBERG et al., 1994) retirada do Protein Data Bank (www.rcbs.org).
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PalB ndo apresenta uma tampa comum, mas uma hélice pequena com grande
mobilidade que pode agir como uma tampa. Também, expressa plena atividade, tanto em
solucdes aquosas quanto em meios organicos, devido a sua forte esteroespecificidade sobre
substratos quirais (UPPENBERG et al., 1994). Apoderando-se deste privilégio, variantes de
lipases com atividade aumentada em meio organico podem ser projetadas com base em um
modelo tridimensional através de substitui¢do de aminodcidos na regido da tampa (lid) para

que esta seja removida ou tenha seu tamanho diminuido, tal como o da PalB.

2.4.2 Expressao funcional de lipase B de Pseudozyma antarctica em Escherichia coli

Anteriormente, PalB foi expressa com sucesso em sistemas eucaridticos como
Aspergillus oryzae (HOEGH et al., 2005), Pichia pastoris (ROTTICCI-MULDER et al.,
2001) e em Saccharomyces cerevisiae (ZHANG et al., 2003). Todavia, uma expressao
heter6loga em Escherichia coli (E. coli) seria muito vantajoso devido a simplicidade do
processo, crescimento rapido da bactéria, baixo custo do meio utilizado, cultivo bem

caracterizado, cultivo com alta densidade celular e genética bem conhecida (LARSEN, 2009).

Houve varias tentativas para expressao funcional de PalB em E. coli, sendo que o
primeiro relato de sucesso aconteceu em 2006 (LIU et al., 2006). Existem alguns problemas
que sdo potenciais para a expressao de proteinas heterdlogas em E. coli: ndo ha modificagdes
pos-traducionais (glicosilagdo, pontes dissulfeto), uso de diferentes codons e formagao de

corpos de inclusao (JUNG & PARK, 2008).

A glicosilagdo nao foi necessaria para o correto enovelamento de PalB (LARSEN,
BORNSCHEUER & HULT, 2008). Porém, a formacao de pontes dissulfeto ¢ um passo
crucial para o enovelamento e fungao de PalB (LARSEN, BORNSCHEUER & HULT, 2008;
XU et al., 2008). O citoplasma de E. coli em condigdes normais encontra-se no estado
reduzido, dificultando a formacao das trés pontes dissulfeto presentes em PalB, que sdo
responsaveis pela sua conformacao funcional (UPPENBERG et al., 1994; LIU et al., 2006;
LARSEN, BORNSCHEUER & HULT, 2008). Para permitir a correta formacgao destas pontes
dissulfeto € necessario direcionar esta enzima para o espago periplasmatico (BLANK et al.,

2006).

Outro inconveniente ¢ que a sequéncia de PalB contém varios codons raros que nao sao
normalmente utilizados por E. coli, havendo a necessidade de otimizagdo da producao desses

codons (JUNG & PARK, 2008; LARSEN, BORNSCHEUER & HULT, 2008).
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Adicionalmente, a temperatura tem um profundo efeito sobre a quantidade de expressao
da enzima ativa (LARSEN, BORNSCHEUER & HULT, 2008). PalB ¢ funcionalmente ativa
quando a temperatura da expressao ocorre em torno de 15a 25°C (XU et al., 2008; LARSEN,
BORNSCHEUER & HULT, 2008; SEO et al., 2009).

No presente trabalho, uma cepa especial de E. coli foi usada. A cepa Rosetta-gami'
2(DE3) de céluas eletrocompetentes combina as vantagens de suavizar a preferéncias de
codons e aumentar a formacdo de pontes dissulfeto no citoplasma quando proteinas
heter6logas sdo expressas em E. coli. Esses mutantes trxB/gor sdo compativeis com vetores
resistentes a kanamicina, e carregam a resisténcia a clorafenicol no plasmideo (pRARE2), que
a abastece com sete tRNAs raros. DE3 indica que a cepa possui um gene oriundo do profago
(ADE), e portanto, carrega uma copia cromossomica do gene da RNA polimerase T7 sobre
controle do promotor lacUVS5. Tais cepas sao adequadas para a producdo de proteinas de
genes alvos clonados em vetores pET por inducdo com IPTG. Genotipo: A(ara-leu)7697
AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F' [lact+ laclq pro]
gor522::Tnl0 trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR).

2.5 Transesterificagdo Enzimatica

A transesterificacdo (também chamada de alcoolise) € uma reagcdo quimica estimulada
por um catalisador (acidos, bases ou enzimas), envolvendo Oleos vegetais (ou gorduras
animais) e um alcool comum (etanol ou metanol), para produzir metilésteres de acidos graxos
(MEAG) — biodiesel — e como co-produto a glicerina (ZHANG et al., 2003; MA & HANNA,

1999). A reacdo ¢ mostrada na Figura 4:

A a
HZT—O—C—Rl HIT—DH R —C—O—R,
’70 Catalisador . ’70
HC—0—C—R, +3R—OHZ HC—OH + R—C—O0—R,
o p | p
H,C —0—C—R, H,C—OH  R—C—O—R,
Triacilglicerol Alcool Glicerol Esteres

Figura 4 - Reacao global da reacio de transesterificacio de trigliacilglicerol com alcool.
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O oleo vegetal utilizado possui triacilglicerois (TAG) como principal componente,
constituido por trés acidos graxos de cadeia longa ligados ao glicerol (ZHANG et al., 2003).
A estequiometria desta rea¢ao requer 3 moles de alcool para 1 mol de triglicerideo para um
rendimento de 3 moles de éster de acido graxo (biodiesel) e 1 mol de glicerol (FREEDMAN,
PRYDE & MOUNTS, 1984; MA & HANNA, 1999).

A transesterificacdo envolve etapas de conversdes consecutivas e reversiveis. A Figura
5 representa as etapas do mecanismo reacional da sintese de biodiesel. Nota-se que metanol
foi o insumo utilizado. Deste modo MEAG sdao obtidos e representam o biodiesel. Na
primeira etapa (Figura 5a) ocorre a conversao dos TAG em diacilglicerdis (DAG). Logo apos
(Figura 5b) os DAG sao convertidos em monoacilglicerois (MAG). Na terceira etapa (Figura
5¢) os MAG sdo convertidos em glicerdis. Uma molécula de éster (metilico) € liberada em
cada etapa anterior (FREEDMAN, BUTTERFIELD & PRYDE, 1986; MA & HANNA, 1999;
FUKUDA, KONDO & NODA, 2001; ZHANG et al., 2003).

Diacilglicerol
P O
a) Triacilglicerol )J\ o O/Y\OH
o]
T = e s
R SO

o)
| Metanol  Metiléster (Biodiesel) R2

R2

Metanol Monoacilglicerol
~No— Diacilglicerol

o HO
\/OJ\/WO/\O: — \o)ka 1 ' O\;

b) H

R o ~ Metiléster (Biodiesel) R2
R2

©) Monoacilglicerol o Glicerol

+
HO/\K\OH - )L Ho/ﬁ/\OH
o -0 R OH
e Metiléster (Biodiesel)
— O R2

Metanol

Figura 5 - Esquema reacional da sintese de Biodiesel por transesterificacido de triacilglicerol.
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A utilizagdo das lipases na sintese de biodiesel tem vantagens sobre os catalisadores
quimicos, pois apresenta maior rendimento (mais de 98%), menor gasto de energia, reducao
da quantidade de agua residual (FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009),
recupera o glicerol de forma mais simples e com melhor qualidade (NELSON, FOGLIA &
MARMER, 1996; FUKUDA, KONDO & NODA, 2001), proporciona a transesterificacao de
glicerideos com maior conteido de 4acidos graxos e a transesterificagdo total dos &cidos
graxos livres (NELSON, FOGLIA & MARMER, 1996; FJERBAEK, CHRISTENSEN &
NORDDAHL, 2009).

Em contrapartida, a atual tecnologia utilizada para biocatdlise ainda ndo alcancou
condigdes ideais para ser aplicada em escala industrial (ROYON et al., 2007). Se o custo das
lipases nao fosse tdo elevado e elas fossem reaproveitadas apds o término do processo,
teriamos condi¢des que viabilizariam o uso industrial da biocatalise (JAEGER & EGGERT,
2002).

2.5.1 Efeitos dos Tipos de Alcoois na Producao de Biodiesel

Entre os alcodis escolhidos na transesterificagdo o etanol e o metanol sao usados com
maior frequéncia, especialmente este ultimo por seu baixo custo e suas vantagens fisicas e
quimicas (polar e alcool de cadeia curta) (MA & HANNA, 1999; FJERBAEK,
CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009). Na pratica, a relacdo molar entre alcool/6leo
precisa ser maior que 3:1, ou seja, o excesso de alcool ¢ usado para conduzir o equilibrio a um
rendimento maximo de ésteres (MA & HANNA, 1999), além de aumentar a velocidade da

alcoolise (WATANABE et al., 2000).

No meio reacional o excesso de metanol (>1.5 mol/L) permanece como gotas insoluveis
dispersas no 6leo (SHIMADA et al., 1999). O contato da lipase com estas gotas de metanol ¢
suficiente para inativar a referida enzima, com consequente diminuicdo da metanolise, sendo
a inativagdo enzimatica irreversivel (SHIMADA et al., 1999; SHIMADA et al., 2002;
WATANABE et al., 2000). Algumas estratégias sao adotadas para solucionar este problema
como: adicdo de metanol em etapas (passo-a-passo) (WATANABE et al., 2000), que
apresenta-se efetiva para a completa conversdo e evitar inativacao da lipase; uso de solventes
organicos que permite uma melhor dissolugdo do metanol no meio (NELSON, FOGLIA &
MARMER, 1996; SHIMADA et al., 1999; ISO et al., 2001).
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Quando a redugdo da emissdo de gases estufa estd em questdo a origem do alcool tem
grande destaque. Hoje a maior parte do metanol provém de fonte fossil (gas natural ou
carvao). Contudo, o objetivo principal do uso do biodiesel ¢ a redu¢ao da dependéncia de
combustiveis fosseis. Para isso, o etanol ¢ largamente produzido a partir de fontes renovaveis,
contribuindo para diminuicdo dos gases de efeito estufa (FJERBAEK, CHRISTENSEN &
NORDDAHL, 2009).

2.5.2 Uso de Solventes Organicos na Producao de Biodiesel

Para que os catalisadores enzimaticos sejam ecoldgica, econdmica e energeticamente
superiores aos catalisadores tradicionais, a utilizagdo de um método enzimatico reacional livre
de solventes organicos (#-butanol, n-hexano, éter de petréleo) deve ser meta para a futura
producao industrial (SHIMADA et al., 1999; ISO et al., 2001; SHIMADA et al., 2002;
CHEN & WU, 2003; FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

O risco de explosdao, o aumento do reator para acomodar solventes e reagentes € a
necessidade de remogdo do solvente por destilagdo ou extracdo, necessitando de maior gasto
energético, tornam o uso de solventes organicos inviaveis para a aplicagdo industrial
(SHIMADA et al., 1999; ISO et al., 2001; SHIMADA et al., 2002; FJERBAEK,
CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009). Em contrapartida, a producao de biodiesel em um
sistema livre de solvente € caracterizada por um menor rendimento de ésteres, necessitando

ser otimizada para tornar-se viavel (FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

2.5.3 Produgdo de biodiesel usando matérias-primas com alto contetdo de acidos graxos

livres (AGL)

A eleicao da matéria-prima para a fabricacdo de biodiesel ¢ fortemente influenciada
pelos arranjos produtivos locais. Além disso tem importancia essencial, uma vez que seu
impacto sobre os custos de produgdo ¢ altamente expressivo, em torno de 60-75%
(ATADASHI et al., 2012). Embora o Brasil possua uma diversidade de matérias-primas para
produgdo de biodiesel (dendé, girassol, pinhao manso, macauba, canola, linhacga, gergelim,
dentre outras), a soja € a oleaginosa mais utilizada (75,74%) (Figura 6) (ANP, 2012; RAMOS,
2006). Considerada uma oleaginosa com baixo teor de 6leo por unidade de peso, sua lideranca
¢ favorecida em razao do custo-beneficio. O 6leo da soja € um subproduto do processamento

de seu farelo protéico, o qual possui alta demanda comercial (DALL’AGNOL, 2007).
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Oleode Fritura  Gordura de
Outros Materiais | Usado, 0,66% _ p

orco, 0,34%
Graxos, 2,54% » Vr Gordura de
Frango, 0,03%

Oleo de Algodio,
2,88%

Figura 6 - Matérias-primas utilizadas para producao de biodiesel (perfil nacional). Més de referéncia:
Marco/2012. Fonte: ANP - Boletim Mensal de Biodiesel, Abril de 2012.

Matérias-primas alternativas, como o6leos e gorduras residuais (OGRs), tém sido
empregadas visando reduzir o custo da producao do biodiesel, tornando-o um combustivel
comercialmente competitivo (VERAS et al, 2011). OGRs sio interessantes ambiental e
economicamente, uma vez que estdo relacionados com aproveitamento de um residuo que ¢
normalmente descartado diretamente em esgoto doméstico (RAMOS, 2006). Todavia, a
catalise alcalina — principal método de producdo de biodiesel — exige a utilizacdo de 6leos
com alto grau de pureza, baixos teores de acidos graxos livres (AGL) e umidade. OGRs
possuem altas taxas de AGLs ocasionando inconvenientes na catalise alcalina: formagao de
sabdo (Figura 7), consumo do catalisador alcalino, baixa eficiéncia catalitica, aumento da
viscosidade do biodiesel e formacdo de géis, tornando a purificagdo do biodiesel bruto
complicada (ATADASHI et al., 2012). Esses problemas podem ser minimizados
consideravelmente através da aplicagdo da catélise heterogénea que usa catalisadores solidos

ou enzimas.

A)
0 0
11 A 11 .
R-C-OH+NaOH = R-C-ONa"+H,0
AGLs  Hidroxido Sabdo Agua

de sédio
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B)
O 0O
11 . H,0 11 . .
R-C-OR +KOH = R-C-0OK" +ROH
Esteres  Hidroxido Sabao Alcool
alquilicos de potéssio simples

Figura 7 — Reacoes de saponificacio com acidos graxos livres (AGLs) (A) e com ésteres alquilicos (B).
Fonte: ATADASHI et al., 2012.

2.5.4 Lipases Imobilizadas

O elevado custo da lipase ¢ uma das principais desvantagens da catdlise enzimatica
(BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996; SHIMADA et al, 1999; 1SO et al, 2001;
JAEGER & EGGERT, 2002; FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009) e ¢ um
problema crucial para a utilizagdo do processo enzimatico na produ¢ao industrial de biodiesel
(WATANABE et al., 2000; KUMARI ef al., 2009). Uma estratégia para reduzir o custo da
lipase seria a imobilizagdo enzimdtica — uma técnica que permite a utilizacdo do catalisador

enzimatico repetidamente (ISO et al., 2001; KUMARI ef al., 2009).

Algumas fungdes designadas como vantagens da técnica de imobilizagdo sdo: separar
fisicamente a enzima do meio de reacdao para manter a conformacao tridimensional da enzima
cataliticamente ativa em meio organico (BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996); facilitar a
recuperagdo do catalisador para posterior reutilizagdo (VILLENEUVE et al.,2000; KUMARI
et al., 2009); aumentar a estabilidade, com aumento do tempo de vida util do catalisador
(JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999; VILLENEUVE et al.,2000); impedir a inativagao da
enzima por substancia quimicas (VILLENEUVE et al.,2000); dispersar homogeneamente a
enzima no meio organico, o que € essencial, para uma eficiente reacao enzimatica (CASTRO

& ANDERSON, 1995).

A enzima comercial lipase B da Candida antarctica (Novozym435) utilizada neste
estudo em reacdes para producao de biodiesel, ¢ imobilizada em resina acrilica macroporosa,

que ¢ um suporte rigido e estavel (PETKAR et al., 2006).

2.6 Variantes de Lipases

As lipases, em sua maioria, atuam sobre micelas, sendo capazes de fazer a hidrélise da
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gordura em AGL, DAG, MAG e glicerol. Estas micelas possuem o seu interior preenchido

por lipidios (substrato) e o meio externo € formado por dgua, local onde a lipase estéa soluvel.

Para que a lipase possa exercer sua funcdo catalitica ¢ necessario um sistema de
emulsdo onde haja uma interface lipidio-agua. Por esse motivo, a tampa que cobre o sitio
ativo da maioria das lipases funciona como uma interconexao entre 0 meio aquoso € 0 meio

organico.

Muitos processos reacionais industriais ndo sdo viaveis nesta condicdo. Em alguns
casos, a lipase deve exercer sua acdo em um meio homogéneo composto pelos lipidios
substratos e por um receptor de acila que pode ser dagua em pequenas quantidades ou um
alcool (WATANABE et al., 2000; SHIMADA et al., 1999). Co-solventes podem ser
adicionados para garantir uma mistura homogénea entre os lipidios substratos e o éalcool
(FERRAO-GONZALES et al., 2011; ROYON et al.,2007; ISO et al.,2001). Nesses casos
especiais, as lipases precursoras nao exercem a funcao catalitica adequadamente devido ao
fato das mesmas terem desenvolvido, durante o processo evolutivo das espécies que as
originaram, caracteristicas proprias para funcionarem em sistema emulsificado. Por isso, as

lipases disponiveis comercialmente nao sdo adequadas para estes processos industriais.

A remocao da tampa presente nas lipases devera exercer agao positiva sobre sua fungao
em meio organico homogéneo ou continuo. Para manter a integridade dos outros dominios
protéicos das lipases variantes, diversas modificagdes podem ser apresentadas para garantir
uma ligacdo adequada entre aminoacidos localizados imediatamente anteriores a regido da
tampa com os imediatamente posteriores na estrutura primaria da proteina. O aminodcido
glicina pode ser um bom candidato para compor esta referida ligacdo devido a sua alta

mobilidade e pequena cadeia lateral, quando comparado aos outros aminoacidos.

Desta forma, lipases variantes com atividade aumentada de hidrolise, esterificagdo e
transesterificacdo em meio organico podem ser projetadas com base em um modelo
tridimensional através de substituigdes dos aminoacidos na regido caracterizada como “lid”

ou tampa das lipases precursoras.

2.7 Modelagem Molecular classica: Mecanica Molecular e Dinamica Molecular

A Modelagem Molecular surgiu da necessidade de se representar a estrutura da matéria

no nivel molecular (SANTOS, 2001). Atualmente, ¢ possivel a interpretacdo das relagdes
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entre a estrutura e atividade biologica de moléculas, pois a Modelagem Molecular possui
ferramentas que auxiliam na construgdo, visualizacdo, analise e armazenamento de modelos
de sistemas moleculares complexos (SILVA, 2006). De modo geral, duas aproximagdes tém
sido usadas nos célculos de Modelagem Molecular, sdo elas a cldssica, como Mecanica
Molecular (MM) e Dindmica Molecular (DM), e a aproximagdo quantica, que inclui os
métodos ab initio e semi-empiricos (SILVA, 2006; SANT’ANNA, 2009). Todavia, a
preferéncia entre estes dois métodos ¢ motivada pelo atributo que se anseia avaliar, pela
precisdo, bem como pela capacidade computacional disponivel para a realizacao dos calculos

(SANT’ANNA, 2009).

A MM caracteriza as moléculas como uma colecdo de atomos unidos por forgas
harmoénicas (SILVA, 2006). Para predizer a estrutura e energia das moléculas, sdo
desprezados os movimentos dos elétrons e considerados os movimentos nucleares. A energia
total das moléculas pode ser calculada pela soma individual de pardmetros chamados de
forcas potencias (campo de forca) (NAMBA, 2008). Essas for¢as podem ser referentes as
interacdes ligantes (comprimento de ligacdo, angulo de ligacdo e angulo diedro) e ndo-
ligantes (eletrostaticas e de van der Waals - RODRIGUES, 2001). Para estruturas moleculares
que possuirem valores de parametros que se afastam dos valores de referéncia sdo atribuidos
penalidades energéticas: quanto maior o desvio, maior a penalidade energética e maior a

energia (SILVA, 2006; SANT’ANNA, 2009).

A energia cinética dos atomos permite a ocorréncia de colisdes intermoleculares e o
alcance variado de conformagdes estaveis pelas moléculas (SANT’ANNA, 2009). Estas
oscilagdes moleculares podem ser simuladas por equagdes de movimento da Dindmica
Molecular, uma vez que sejam conhecidos os potenciais de interagdo entre estas particulas
bem como as equagdes que regem seu movimento (MARTINEZ, 2007; NAMBA, 2008).
Algumas propriedades dependentes do tempo (difusdo, dobramento de cadeias moleculares,
distribuicao de moléculas de solvente ao redor de um soluto) podem ser estudadas através do
uso da evolucdo temporal dos movimentos moleculares, para isso a DM serve-se dos

principios de Mecanica Estatistica (MARTINEZ, 2007; SANT’ANNA, 2009).
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3 JUSTIFICATIVAS

A escassez de combustiveis fosseis tem trazido a tona a necessidade de
desenvolvimento de formas renovaveis de energia. Entre elas, o biodiesel tem se mostrado
bastante vidvel, embora padeca de entraves para satisfazer a adigdo cada vez maior de
biodiesel ao diesel. Esta demanda nao poderd ser atendida sem melhorias na capacidade de
producdo e aproveitamento de novas matérias-primas por vias economicamente vidveis. A
catalise alcalina € o processo que domina o mercado. No entanto, ¢ consenso na comunidade
cientifica e produtiva que novos processos devem ser desenvolvidos para aproveitamento de
maior gama de matérias-primas. O processo de producdo enzimdtica, por exemplo, traz
diversos beneficios como a diminui¢do de passos de lavagem, a plena recuperagdao do
catalisador e a possibilidade de uso de material com alta acidez, como residuos graxos
(OGRs). Adicionalmente, a inibicao observada nas lipases comerciais pelos alcoois usados na
sintese de biodiesel fazem com que grandes quantidades de catalisadores e longos tempos de
reacdo sejam requeridos, tornando o processo economicamente invidvel. Este projeto prevé o
desenvolvimento de processos laboratoriais, escalondveis para fins industriais, de processos
de expressao heterologa, purificagdo e imobilizacdo de enzimas lipases para serem aplicadas
como catalisadores economicamente viaveis na sintese de biodiesel. Estas alternativas serdo
importantes no desenvolvimento da produgdo de biodiesel por rota etilica, assim como para o
aproveitamento de matérias-primas de baixo custo como residuos graxos e¢ 6leos com alta
acidez. Tais estratégias trazem como principal beneficio o aumento da viabilidade econdmica

da producao de biodiesel.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Produzir catalisadores enzimaticos especificos para o meio reacional da producao de

biodiesel, capazes de serem usados em OGRs, através da expressao heterdloga de lipases.

4.2 Objetivos especificos

* Prospectar o crescimento e desenvolvimento da tecnologia de producdao enzimatica de

biodiesel no mundo do ano de 1990 até o ano de 2011.

* Produzir etil esteres de acidos graxos por catalise enzimatica a partir de um processo de

adi¢do tnica de alcool, sem acréscimo de co-solventes e curto tempo reacional.

* Desenhar clones de lipases a partir da sequéncia da lipase B de Pseudozyma antarctica.
» Avaliar a estabilidade dos clones de lipases desenhados por Dindmica Molecular
» Expressar lipase B de Pseudozyma antarctica selvagem e mutante em sistema de alta

saida.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Material

5.1.1 Meios Utilizados para Crescimento e Transformacgao de Bactérias

* Meio Luria-Bertani (LB) — Liquido (SABROOK et al.,v.3, A 2.2)

Triptona 10g
NacCl 10g
Extrato de levedura S¢g

Agua destilada (q.s.p) 1.000 mL

Os reagentes foram dissolvidos em agua destilada e o pH foi ajustado para 7,0 com

NaOH 5 mol/L. O meio foi autoclavado a 120°C por 20 min.
* Meio Luria-Bertani (LB) com agar (SABROOK et al.,v.3, A 2.2)

Este meio foi preparado conforme o LB descrito anteriormente, adicionando-se apenas

2% de agar.

* Meio GYT (SABROOK et al.,v.3, A 2.2)

Glicerol 10% 10 mL
Extrato de levedura 0,125¢
Triptona 0,25g

Agua ultrapura (q.s.p) 100 mL

Os reagentes foram dissolvidos em agua ultra-pura. O meio foi autoclavado a 120°C por

20 min e estocado a 4°C.

* Meio SOB (SABROOK et al.,v.3, A 2.3)

Triptona 20g
Extrato de levedura S5¢g
NacCl 0,58¢g
KCl 0,18g

Agua ultra-pura (q.s.p)  1.000 mL

A solugdo foi aultoclavada a 120°C durante o periodo de 20 min e, posteriormente,

adicionou-se 10 mM de MgCl,.
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*  Meio SOC (SABROOK et al.,v.3, A 2.3)

Este meio foi feito conforme o SOB, descrito anteriormente, adicionando-se 20mM de

glicose.

5.1.2 Reagentes e Solugdes Utilizados na Eletroforese Unidimensional de Proteinas

* Gel de Concentracao 5% (5 mL) (SABROOK et al.,v.3, A 8.43)

Agua 3,4 mL
Acrilamida 30%  830uL

Tris1 MpH 6,8  630ulL

SDS 10% 50uL
PSA 10% 50uL
TEMED SuL

* Gel de Separacao 12% (10 mL) (SABROOK et al.,v.3, A 8.43)

Agua 3,3 mL
Acrilamida 30% 4,0 mL

Tris ,L,5MpH&88  2,5mL

SDS 10% 100uL
PSA 10% 100uL
TEMED 4uL

* Acrilamida 30%
Acrilamida 29% 14,5¢
Bisacrilamida 1% 0,5g

Agua ultra-pura (q.s.p) 50 mL

Guardar a solucdo ao abrigo da luz.

* Tris IMpH 6,8

Tris 6,06g

Agua ultra-pura (q.s.p) 50 mL
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Tris 1,5M pH 8,8

Tris 9,08¢g

Agua ultra-pura (q.s.p) 50 mL

SDS 10%

SDS 5g

Agua ultra-pura (q.s.p) 50 mL

Guardar em temperatura ambiente.

PSA 10%

PSA 0,lg

Agua ultra-pura (q.s.p) 1mL

Estocar em aliquotas de 100 uL em freezer.

Tampao de corrida 10X concentrado

Tris 25 mM 30,28g
Glicina 250 mM 187,67¢g
SDS 0,1% 10g

Agua ultra-pura (q.s.p)  1.000 mL

Diluir antes de usar.

e Tampao de amostra

Tris 50 mM pH 6,8 0,06g
SDS 2% 0,2g

Azul de bromofenol 0,1%  0,01g
Glicerol 10% I mL

Agua (q.s.p) 10 mL

Misturar os reagentes e adicionar DTT 1M ou B-mertaptoetanol 1uL./mL de tampao na

hora que for usar.
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* Solugao Corante Azul de Coomassie

Azul de Coomassie Brilhante 0,25¢g

Metanol:Acido aético glacial 100 mL

*  Solugdo Metanol:Acido acético glacial

Metanol 500 mL
Agua 400 mL

Acido acético glacial 100 mL

* Solucao Descorante

Metanol 50% (v/v)
Agua 40% (v/v)

Acido Acético Glacial 10% (v/v)

5.1.3 Solugdes Utilizadas na Expressao das Proteinas Recombinantes

* Solugdo de IPTG ImM

IPTG Ig

Agua ultra-pura 4,19 mL

* Solugdo estoque de Kanamicina 50 ug/mL

Kanamicina 250 mg

Agua ultra-pura 5 mL

A solugdo foi esterilizada por filtragao em sistema Milipore 0,22 um. Aplicar 0,5 mL

para 500 mL de meio.

5.2 Metodologia experimental
5.2.1 Simulagdes de Dinamica Molecular

Para investigar a estrutura da lipase B selvagem de Pseudozyma antarctica e seus 10
mutantes, foram efetuadas simulagdes de DM. Este método consiste em resolver as equagdes
de Newton acopladas para todas as particulas do sistema. Para isso, foi usado um programa

tipo “core” (programa que realiza calculos cientificos), 0o GROMACS 4.0. A minimizacdo de
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energia para a otimizagdo da estrutura foi feita utilizando-se do campo de forca GROMOS 96.
O campo de forga ¢ um conjunto de equagdes e parametros que descreve o comportamento
dos atomos. Cada campo de forca tem particularidades para descrever melhor as propriedades
moleculares do sistema a ser simulado. Para realizar a minimizacdo de energia, ¢ preciso
determinar uma caixa onde a proteina esta imersa. A simulacdo foi realizada em caixas

cubicas de aproximadamente 365.000 nm® contendo em torno de 10.600 moléculas de 4gua.

O algoritmos de minimizagdo usados foram: o “Steepest-descent” com restricdo de
posicdo (position restrained) de ligantes e critério de convergéncia de 100.00 Kcal.mol™. A™,
seguido por “Steepest-descent” sem restricdo de posicdo, o método dos Gradientes
Conjugados e finalmente, 0 método Quazi-Newton Rapson até uma energia de 1.00 Kcal.
mol™. A Os sistemas minimizados foram entdo submetidos as simula¢des de DM em duas
etapas. Inicialmente, foi feita uma DM com restri¢ao de posi¢ao de 500 ps a 300 K para todo
o sistema, exceto as moléculas de agua, para assegurar um equilibrio das moléculas do
solvente em torno dos residuos da proteina. Posteriormente, foram realizados 20.000 ps de
DM sem restri¢ao de posicao a 300K, usando 2 fs como tempo de integragdao ¢ um corte de 10
A para interagdes de longa distincia. Um total de 300 conformagdes foram obtidas durante
cada simulagdo. Nesta etapa, as listas dos vizinhos foram atualizadas a cada 500 passos, aos
residuos de Arg e Lys foram atribuidas cargas positivas e aos residuos de Glu e Asp foram
atribuidas cargas negativas. Para analisar as estruturas geradas apds as etapas de otimizacao e
DM, foram usados os programas VMD e Swiss-Pdbviewer. Graficos da variagdo da energia
total, distancia, variagcdo de RMSD e ligacdes de hidrogénio formadas durante as simulagdes
de DM foram gerados pelo programa Origin. Imagens qualitativas espaciais de RMSD foram
geradas pelo programa MolMol e as figuras dos quadros de simulagdo de DM foram gerados

pelo programa PyMol.

5.2.2 Preparo de células eletrocompetentes e transformagao de E. coli por eletroporagao

A linhagem bacteriana para producdo de células competentes foi a Rosetta-gami "
2(DE3) Competent cells (Novagen®, catdlogo 71351). O esquema abaixo ilustra a
metodologia (Figura 8). O vetor de expressao usado foi o pET-28b(+) (Novagen®, catalogo
69258). Para introducao do DNA plasmidial em E. coli foi feita a técnica de transformacao

por eletroporacao (Figura 8). Esse método foi descrito por SAMBROOK et al., 1989.



39

i Z20mb, ™, 20mL
® o ol
/\

‘ Shaker
. - Shaker / 300rpm
“ wp 200 m‘ ‘ 37'% .
T1 37°C / | S s Medira ... c
L / \ Ovemight A @ D.0. até 0.# rapidamente
400mL
ccon gome JCETI 1
‘ det8 -
200mL™ ¥
‘ Descartar o Centrifugar
h}f’rﬁ\ ‘Contrifugar meio e 2500rpm
Banho de Gelo 2500rpm ‘5?331‘63 ’.‘_"35‘ - o
200mL agua pura
Pa—
Decantar,
Descartar e transferir para 2 Centrifu ressus nder
) ressuspender I 25%%trlfuq2ar =) tubos & =) 2500 rngZaO' =) p 4,?.?_ de
em S0mL de a4°C ressus nder em meio GYT
glicerol 10% e glicerol gelado
gelado b 0% galado N
dlcionar 80'0|.|L - -~ 4
‘c"“"‘f“ga =) . MediraD.O. zfy DNA 1
Orpm A A 600 diluicao de 0,8uL =)
ali uotas de
e \ /
eppe%do’r?s : Banho de Gelo
7 oloubSompatonies  0°C 60"
‘_. R s . ‘ a N 'ﬁ\‘
1 ki
| --;m%ig".-b'!',;im%
SOC 37°C 1h
Elog‘[%g'_orar
olgtggggmdq%o ncia
2.5kV e 200 ohm
gelada de resisténcia
= i
Plaquear

Figura 8 - Fluxograma do procedimento experimental utilizado para transformacio de E. coli por
eletroporacio.

5.2.3 Expressao heterdloga de PalB selvagem e mutante

Cepas de E. coli Rosetta-gami 2 (DE3) foram usadas para expressar PalB selvagem e
mutante (pET-28b (+) PalB). Para fazer o pré-indculo, uma colonia de uma placa recém
semeada foi usada para inocular 10 mL de meio LB suplementado com o antibidtico
kanamicina (50 pg/mL). Incubou-se por no maximo 16h em shaker a 37°C e 200 rpm. A partir
desta pré-cultura, uma aliquota del mL foi usada para inocular 100 mL de LB suplementado
com kanamicina (50 pg/mL) em frascos de 500 mL. O in6culo foi incubado a 37°C e 200

rpm até uma Densidade Otica (D.O) a 600 nm entre 0.5 e 0.6. Posteriormente, a cultura foi
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resfriada em gelo e IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranoside) foi adicionado para uma
concentracdo final de 1 mM e a expressao da proteina foi realizada a 25°C por 20 horas e a

37°C durante 3 horas.

5.2.4 Andlise por SDS-PAGE

As proteinas totais das amostras foram visualizadas por eletroforese em gel SDS-PAGE
a 12%. As amostras da expressao foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi usado. Junto ao pellet adicionou-se 20 uL de
tampao de amostra com DTT (Ditiotreitol) (agente redutor). Apds, as amostras foram
aquecidas a 100°C durante 5 minutos. Em seguida, 5 pL de cada amostra foram aplicados nos
pocos do gel. O marcador de padrao de peso molecular de proteina (Benck Mark Protein
ladder, Invitrogen) utilizado como referéncia foi de 10 a 220 kDa. Por ltimo a cuba ¢ fechada

e ligada a uma fonte de energia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Prospeccao Tecnoldgica da Producao Enzimatica de Biodiesel

A evolugdo anual de patentes da producao enzimatica de biodiesel aponta o panorama
do desenvolvimento desta tecnologia no mundo. Uma prospecgdo de patentes que abordavam
a produgdo enzimatica de biodiesel foi realizada em maio de 2012. A busca foi feita através
do Banco Europeu de Patentes, o Espacenet®, utilizando-se das palavras-chave e codigos
constantes na Tabela 2. Para o estudo estatistico aqui representado foram identificadas 236

patentes.

Tabela 2 - Pesquisa por Palavras-chave e Cédigos de Classificacao Européia1

Palavras-chave Cédigos Espacenet®
2 [0
% ;:%g % ¢ m Quantidade
S M jm M mm =m0 010 0 [0 10 0 0 10 O
X X 26.148
X| X 453
X X 325
X X 141
X X 138
X X 125
X X 83
X X 67
X X 65
X X 44
X| X X 42
X X 42
X X 38
X X 34
X| X| X 14
X X 11
X X 10

! Pesquisa realizada na base Worlwide em 29 de maio de 2012. Item: Keyword(s) no titulo ou no resumo.
Classificacdo Européia.
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X X 10
X X 10
X X X 5
X X 4
X X 3
X X 0
Legenda de Cédigos
C10L1 Combustiveis liquidos carbonosos
Producdo de misturas de hidrocarbonetos liquidos a
C10G3 partir / contendo oxigénio ou materiais organicos, por
exemplo, 6leos graxos, acidos graxos
Recuperagdo de gorduras, 6leos graxos ou acidos
C11B13 .
graxos de residuos
Gorduras, 6leos ou acidos graxos por modificacao
C11C3 . . L .
quimica de gorduras, 6leos ou acidos graxos obtidos
C11C3/00B por esterificacdo de acidos graxos com alcoois
C11C3/02 por esterificacdo de acidos graxos com glicerol
C11C3/04 por esterificacdo de gorduras ou 6leos graxos
C11C3/08 com acidos graxos
C11C3/10 modificacao de éster
CI12N9 Enzimas; proenzimas; e suas composi¢oes

Quadro 1 - Legenda dos Codigos da tabela 1. Fonte: http://worldwide.espacenet.com

Os dados (Figura 9) mostram que até o fim do século XX nao ha depdsitos expressivos
dessa tecnologia, situacdo esta que muda significativamente apos o século XXI. A
justificativa para este aumento, muito provavelmente, estd associada as preocupacdes
ambientais. Uma vez que estas tornaram-se um novo fator social, desde a definicao dos
Objetivos do Milénio em 2000, com a integracdo dos principios do desenvolvimento

sustentdvel nas politicas dos paises.

Existe relacdo entre o aumento do deposito de patentes de biodiesel, a qualidade do
sistema de produgdo deste biocombustivel e a preocupagdo para tornd-lo ambientalmente
favoravel. Nesse sentido o uso de enzimas para producao de biodiesel, mais especificamente a
lipase, ¢ atrativo ambientalmente, por ser um catalisador renovavel que diminui os residuos

do processo (ISO et al., 2001).



43

199¢
199;
1992
1993
1994
1995
1994
1997
199¢
1999
2000
2007
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2019
2017

Figura 9 - Evolucdo Anual de Patentes da Produ¢io Enzimatica de Biodiesel

Dentre os principais paises depositantes, a China detém o maior nimero de patentes

nessa area (Figura 10), seguida pelos Estados Unidos, Japao, Coréia do Sul e Franca. Em

percentuais a participagdo da China equivale a 41,9%.

China 99
Estados Unidos 37
Japao 31
Coréia do Sul 17
Franca 4
0 20 40 60 80 100

Figura 10 - Evolu¢io do numero de patentes apropriadas pelos principais paises depositantes.

Segundo dados da Agéncia Internacional de Energia — IEA (2010), a China assume o
primeiro lugar no consumo de energia mundial, ultrapassando os Estados Unidos, por ter sido
menos atingida pela crise financeira mundial. O pais também € o maior emissor de gases de
efeito estufa, responsavel por 22% das emissoes globais, e isso pode justificar a sua lideranga
no pesado investimento em tecnologias relacionadas ao Biodiesel (INPI, 2010) pois o pais

esta buscando maneiras de limitar o crescimento das emissoes de CO,.

O perfil da titularidade das patentes da produgdo enzimadtica de biodiesel ¢ apresentado
na Figura 11. Verifica-se uma maior tendéncia de prote¢ao da tecnologia por pessoas fisicas

39%) (Figura 11 A), todavia ha um equilibrio com as outras duas vertentes: empresas €
g
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academias. Dentre as academias depositantes (Figura 11 B), 60% foram chinesas, destas a

Universidade de Tsinghua, que tem um forte programa de engenharia e ciéncia aplicada,

contribuiu com 20 patentes.

(A)

Estados ¢y,
Unidos

gapura Italia
2% 2%_Iraque
Federagio
Russa
4%
Japdo
4%
Franca
4%
__ Espanha
4%

_

Coréiado
Sul /
16%

(B)

Figura 11 - Detentores de patentes da producio enzimatica de biodiesel: (A) por tipo de depositante
(pessoa fisica, academia e empresas), (B) detalhe da localizagcdo das academias por pais.

Hé uma parceria da Coppe-UFRJ com a Universidade de Tsinghua, em Pequin, através

do Centro China-Brasil de Mudangas Climdticas ¢ Tecnologicas Inovadoras para Energia,

inaugurado em 2009 (COPPE-UFRJ, 2010). O Centro China-Brasil tem o objetivo de

promover cooperacoes tecnologicas e académicas com énfase nas areas de energia e meio

ambiente, incluindo tecnologias limpas e desenvolvimento sustentavel. Um dos projetos

envolve a utilizacdo do bagago da cana-de-acucar destinados das industrias de Etanol para
producao de Biodiesel (JORNAL DA CIENCIA; COPPE-UFRJ, 2010). A China quer se

tornar referéncia na area da produgdo de biodiesel e faz destaque para utilizagcdo da lipase

como principal catalisador na geracao de energia.
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ABSTRACT

This work aims to demonstrate the enzymatic production of fatty acid ethyl ester biodiesel from highly
acidic feedstock in a single-step reaction, without co-solvents and avoiding the inhibition of the enzyme
by ethanol and glycerol. Additionally, an empirical equation is proposed to predict the kinetics of the pro-
duction reaction as a function of the used feedstock and catalyst concentration. Biodiesel production from
highly acidic feedstock perform via simultaneous esterification of free fatty acids and transesterification
of triacylglycerols. Enzymatic catalysis is one of the most promising alternative technologies for the bio-
diesel production. Increasing of the enzymatic bioactivity is crucial for the success of such process in
industrial scale. Currently, stepwise addition of the alcohol or the use of co-solvents have been proposed
to avoid enzyme inhibition, such strategies add downstream processes to the production. These results
can be applied to the development economical-viable enzymatic production of biodiesel in industrial

One-step scale.

1. Introduction

Biodiesel has become an important renewable fuel as an
alternative to petroleum-based energy. Biodiesel is considered a
carbon-neutral fuel because the carbon present in its exhaust origi-
nally comes from the plant taking in atmospheric carbon and fixing
it. Considering the existing restrictions on greenhouse gas
emissions, biodiesel provides significant advantages compared with
petroleum-based fuels. Biodiesel consists either of fatty-
acids-methyl-esters (FAME) from methanolysis reactions or fatty-
acids-ethyl-esters (FAEE) when using ethanolysis reactions.
Industrial sources routinely produce biodiesel from vegetable oil
using alkaline transesterification of triacylglycerols (TAG), which
generates glycerol as a by-product and requires additional purifica-
tion steps. Additionally, the presence of even a small amount of
contaminating free fatty acid (FFA), less than 4%, impairs the transe-
sterification reaction by forming soaps when alkaline catalyst is
added (Ma and Hanna, 1999; Fukuda et al., 2001).

Abbreviations: FA, fatty acid; FFA, free fatty acid; FAEE, fatty acid ethyl ester;
FAME, fatty acid methyl ester; TAG, triacylglycerol; HAWF, high-acidity waste
feedstock; POFA, palm oil fatty acid; CRO, chicken residual oil; TLC, thin layer
chromatography; HPLC, high performance liquid chromatography.

* Corresponding author at: Laboratério de Biotecnologia e Ecotoxicologia - LBE
Faculdade de Tecnologia e Ciéncias — FTC Av. Luiz Vianna Filho, 8812, Mod.], sala
504 CEP: 41741-590, Salvador, BA, Brazil. Tel.: +55 71 3281 8193.

E-mail address: vhmoreau@pq.cnpq.br (V.H. Moreau).

0960-8524/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biortech.2011.08.012

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The high cost of feedstock for biofuel production can represent
up to 95% of the total cost of production and acts as one of the main
bottlenecks to its universal production and consumption (Kulkarni
and Dalai, 2006; Zhang et al., 2003). Most Biodiesel plants are cur-
rently using refined edible vegetable oils as their main feedstock;
therefore, the cost of refined vegetable oils contributes to most of
the overall production cost. Thus, the price of biofuel feedstock
controls the global price of biodiesel (Lam et al., 2010). Using low
cost feedstocks, such as waste cooking oil and other high-acidity
fats, can reduce this cost (Lou et al., 2008; Watanabe et al., 2005;
Zafiropoulos et al., 2007), but these sources can form soap during
alkaline-catalyzed transesterification, which inhibits the biofuel
production reaction (Zhang and Jiang, 2008). Furthermore, large
amounts of soap can aggregate and prevent the separation of glyc-
erol from biodiesel (Demirbas, 2009; Zhang and Jiang, 2008). Acid-
catalyzed transesterification has been proposed as a method for
biodiesel production from high-acid oils. Many chemical methods
have been developed to produce biodiesel by esterification of FFAs
(Berchmans and Hirata, 2008; Lou et al., 2008; Zafiropoulos et al.,
2007; Zhang and Jiang, 2008). Both processes provide the opportu-
nity to use low-cost, high-acidity substrates for biodiesel produc-
tion (Cavalcanti-Oliveira et al., 2011; Kusdiana and Saka, 2004).

Recently, researchers have proposed methods to produce biodie-
sel by enzymatic transesterification using immobilized lipases as
the catalytic agent. Lipases (E.C.3.1.1.3) have become popular in
the last 10 years because they are active in mild reaction conditions
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while also generating fewer undesirable by-products. These enzy-
matic reactions make the recovery of biofuel products easy and
are insensitive to the presence of FFA (Kulkarni and Dalai, 2006).
The catalysts can also be recovered after reaction, which lowers
the cost of biofuel production. Although lipase-catalyzed biodiesel
production has certain advantages, the process has not been fully
implemented on an industrial scale due to the high cost of enzymes,
slow reaction rates and the deactivation of enzymes due to reaction
by-products (Bajaj et al., 2010). The large amount of enzyme needed
for each reaction makes this process extremely expensive. Paired
with long reaction times of about 24 h, these systems are cost-pro-
hibitive to industrial producers. Commercial lipases are inhibited
by the polar coating effect that short-chain alcohols, such as meth-
anol and ethanol, and glycerol have on the surface of the enzyme,
which decrease their interaction with TAG (Fu and Vasudevan,
2010; Lara and Park, 2004; Tan et al., 2010). To avoid this inhibition,
strategies such as the use of co-solvents like t-butanol (Ferrdo-
Gonzales et al., 2011; Fu and Vasudevan, 2010; Lara and Park,
2004; Li et al., 2006; Royon et al., 2007), the use of longer-chain
alcohols (for instance, n-butanol) as acyl acceptors (Iso et al.,
2001) and the stepwise addition of short-chain alcohols, as metha-
nol and ethanol (Hama et al., 2007; Matassoli et al., 2009; Wang
et al., 2010) have been suggested; however, such strategies require
additional downstream processing that makes production more
expensive and time-consuming. Presently, there are no processes
that produce biodiesel in an industrially-viable manner and with
a one-step addition of short chain alcohols.

This work presents a new method of biodiesel production by
simultaneous enzymatic esterification of FFA and transesterifica-
tion of TAG, two products that are present in high-acidity waste
feedstocks (HAWFs) from palm oil (Elaeis guineensis) refinement
and the chicken processing industry, called chicken residual oil
(CRO). The HAWFs used in this work have different ratios of FFA
and TAG. The results suggest that the FFA present in HAWFs can
act as a surfactant to avoid the coating effect that causes lipase
inhibition. Additionally, an empirical equation is proposed, based
on the rate constants for the esterification and transesterification
reactions, that predicts the yields of the enzymatic FAEE produc-
tion from HAWFs with high efficiency. Our results may help devel-
op enzymatic processes for biodiesel production that have the
potential to be both economically and technically viable for indus-
trial applications.

2. Methods
2.1. Enzymatic reactions

FAEE Biodiesel synthesis was performed in a Tec-Bio-1,5 reactor
(Tecnal, Piracicaba, SP) attached to a reflux condenser. Tempera-
ture and agitation were controlled automatically by the reactor
software interface. HAWFs, including palm oil fatty acid (POFA) ob-
tained from distilling oil palm from (E. guineensis) oil or chicken
residual oil (CRO) obtained from broiler chicken processing in the
food industry, were equilibrated with ethanol at a ratio of 1:5 at
60 °C. The molar excess of ethanol was calculated using the aver-
age fatty acid composition and density of the used feedstocks.
The fatty acid (FA) compositions of the HAWFs were obtained from
Dubois et al. (2007) and from Feddern et al. (2010). Immobilized
lipase from Candida antarctica (Novozym 435) was then added at
the weight-to-volume concentrations described in Figures caption.
The system was reacted at 60 °C at a constant stirring speed of
400 rpm. A filter was installed in the bottom sampler of the reactor
flask to separate the catalyst from the collected aliquots during
sampling. Aliquots were collected using a 1 mL syringe through
the bottom sampler of the reactor without stopping the agitation.

The thin layer chromatography (TLC), high performance liquid
chromatography (HPLC) or titrimetric analysis were performed
using 200 pL of the samples, as described below.

2.2. Titrimetric analysis of free fatty acid

For titrimetric analysis, reaction aliquots were diluted in 15 mL
of ethanol and 6 drops of 0.1% phenolphthalein. Titration of free
fatty acid was then performed against a standardized 0.05 N KOH
solution until the phenolphthalein changed color. Blank titrations
of 15 mL of ethanol were performed to measure the basal acidity
of the alcohol. All titrations were conducted in triplicate. All re-
agents used were of analytical grade of purity.

2.3. Measurement of fatty acid methyl esters and triacylglycerols

To measure the FAEE and TAG contents, 800 LL of hexane was
added to each sample and mixed vigorously, and then, 150 pL of
this mix was diluted in 850 pL of methanol and analyzed by chro-
matography in a Hitachi Elite Lachrom HPLC equipped with a 20 pL
sample loop. HPLC analyses were performed using a C18 Lichro-
sphere column (Merck) equilibrated at 40 °C. UV absorption was
measured at 210 nm. Chromatographic runs were performed by
isocratic elution using a mixture of methanol:hexane (85:15) for
FFA, FAEE and TAG analysis (Royon et al., 2007). Yields of FAEE pro-
duction were determined by the fraction of FAEE in the samples
measured by the absorbance at 210 nm using FAEE standards from
Supelco. All solvents and standards used were of chromatographic
grade.

Immobilized lipase from C. antarctica (Novozym 435) was
kindly given by Novozymes Latin America. POFA was donated by
Petrobras (Biodiesel Production Unity, UBC Candeias, BA). CRO
was provided by Biotank Gestdo de Residuos LTDA, Lauro de Fre-
itas, BA. All other reagents were of analytical grade.

3. Results and discussion

This work demonstrates an enzymatic process for the produc-
tion of FAEE-based biodiesel from HAWF. Two HAWFs were used
in this work: FFA from palm oil (POFA) and chicken residual oil
(CRO). A 50-50 blend of the two feedstocks was also used to eval-
uate the effect of the feedstock acidity on the kinetics of the enzy-
matic production of FAEE. Both feedstocks were used in raw form,
with no pre-treatment. The acidities and TAG content of HAWF
were determined as described in the Section 2. Table 1 summarizes
the main properties of POFA, CRO and the blend of these two HAW-
Fs, hereafter referred to as Blend. Acidity is expressed as acidity
index (I;) what reflects the concentration of FFA in fraction of
equivalent mols of oleic acid. TAG content is expressed as TAG
index (Itac) what reflects the fraction of FA in TAG form.

Although the oil to alcohol molar ratio is one of the parameters
that usually affect the production yields of biodiesel, there is no
agreement on the influence of this parameter on the rate constant
of the lipase activity in different reaction media, mainly if
high-acidity feedstocks are used (Fjerbaek et al., 2009). Thus, each

Table 1

Acidity index (I,), fraction of TAG (Itac) and density (D) of feedstocks.
Feedstock I Itac (mol/mol)® D (g/ml)
POFA 0.805 +0.002 0.120 £ 0.008 0.8991°¢
CRO 0.089 +0.002 0.824 £0.016 091124
Blend 0.455 +0.004 0.479 +£0.028 0.9009¢

2 In equivalent mol of oleic acid.

" Considering the average fatty acid composition (see Material and Methods).
€ At 40°C.

4 At25°C
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reaction system must be analyzed in detail in order to determine it
particular dependence on the oil to alcohol ratio. It has been de-
scribed that the influence of oil to alcohol ratio on Novozym 435
was minimized when high-acidity substrates are used (Du et al.,
2007). In this work, an oil to ethanol ratio of 1:5 was used since
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Table 2
Rate constants for esterification and trasesterificationa of HAWF.
Feedstock ke (h71) kr (h™1)
POFA 0.92+0.23 0.13+0.03
CRO 1.20+0.28 0.12+0.03
Blend 1.01£0.59 0.11+0.02

we have found that the rate constant of FAEE production from
HAWEF has a small dependence on the oil to alcohol ratio up to
1:10 (data not shown).

Three approaches were used to assess the production of FAEE:
(i) measurements of the decay of the acidity to track the conver-
sion of FFA and ethanol into FAEE by esterification; (ii) measure-
ments of the decay of TAG content to assess the conversion of
TAG and ethanol into FAEE by transesterification; and (iii) mea-
surements of appearance of FAEE levels in the reaction products
from both the esterification and transesterification reactions. These
combined analytical strategies allowed us to independently deter-
mine the rate constants for the simultaneous esterification and
transesterification reactions during FAEE production.

Fig. 1 shows the kinetics of FAEE production using 1.5% (w/v)
Novozym 435 as the catalyst and POFA (open circles) or CRO
(closed circles) as feedstock. FAEE production was assessed by
measuring the amount of esterification of FFA (Panel A) and transe-
sterification of TAG over time (Panel B). This data shows that the
esterification and transesterification reaction kinetics are not af-
fected by the concentration of FFA or TAG present in the initial
feedstock. Table 2 summarizes the rate constants for the esterifica-
tion of FFA and for the transesterification of TAG in POFA, CRO and
the Blend. kr and k; are the rate constants of esterification and
transesterification reactions, respectively, measured as first order
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Fig. 1. Enzymatic production of FAEE by simultaneous esterification and transe-
sterification: Production kinetics of FAEE using 1.5% (w/v) Novozym 435 as the
catalyst were determined in a unique reaction, as shown in the Section 2. Panel A
shows FAEE production reaction followed by esterification of FFA, while Panel B
shows FAEE production followed by transesterification of TAG. Esterification of FFA
was followed by the measurement of the residual FFA content and transesterifi-
cation of TAG was followed by measurement of the fraction of residual TAG, as
described in Section 2. FAEE enzymatic production was performed using both POFA
(open circles) and CRO (closed circles). Data-fitting lines were calculated using a
single exponential decay model. The results represent a single representative
experiment.

reactions The reaction kinetics for both esterification and transe-
sterification occur in a single exponential fashion (R? > 0.98) as
previously demonstrated for transesterification in t-butanol sys-
tem (Ferrao-Gonzales et al., 2011). Nevertheless, the rate constants
for both esterification (kg) and transesterification (kr) could be
determined by fitting the data to single exponential equations.
Rate constants for esterification and transesterification are not sig-
nificantly influenced by the acidity of the feedstock, as demon-
strated by the similar kinetics values for the POFA, CRO and
Blend feedstocks. These results indicate that common kinetic
behaviors might exist during the enzymatic production of FAEE
when acidity and TAG content are taken into account.

To investigate the reaction rate constant’s dependence on cata-
lyst concentration, a range of catalyst concentrations was used to
produce FAEE and measured the reaction kinetics, as shown in
Fig. 2. The rate constant of the production reaction increased in a
linear fashion with the concentration of the catalyst. This behavior
was also observed for the transesterification reaction (data not
shown), which allowed us to include the catalyst concentration
as another parameter in our empirical FAEE rate constant predic-
tion equation. As shown in Fig. 1 and Table 2, rate constants for
both esterification (kg) and transesterification (kr) are not depen-
dent on the acidity of the HAWF. This is noted by the similar rate
constants measured for the three HAWFs used. The magnitude of
the exponential growth for the reaction yields is proportional to
the acidity index (I,) for esterification and to the TAG content (Itag)
for transesterification. These two parameters measure the molar
fraction of fatty acids and thus reflect the amount of FA converted
to FAEE by these two pathways.

Based on a series of independent measurements of esterifica-
tion and transesterification reaction rate constants, the following
empirical equation was derived to determine the kinetic behavior
of overall FAEE production as a function of the time:
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Fig. 2. Catalyst concentration influences FAEE production kinetics: Kinetics of FAEE
production by esterification using POFA were determined by titrimetric analysis as
shown in the Section 2, in the presence of 1% (closed circles), 3% (open circles), 5%
(closed triangles), 7% (open triangles), 10% (closed squares) and 15% (open squares)
Novozym 435 (w/v). Inset shows the reaction rate constants as a function of the
catalyst concentration. Error bars represent MSD from three experiments.
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f(t) =1l e e 4 Irpg - e~ (1)

where I, and Irac are the fraction of FFA and TAG, respectively (see
Table 1), C is the concentration of Novozym 435 (in % w/v) in rela-
tion to the reaction mixture, kg and kr are the absolute rate con-
stants for esterification and transesterification, and t is the time in
hours.

Using this equation, it is possible to predict the reaction kinetics
of FAEE production from any HAWF given only its acidity index and
TAG content. Eq. (1) was used to predict the kinetics of FAEE pro-
duction as a function of the acidity of the feedstock and the con-
centration of the catalyst. Fig. 3 shows predictions of the
enzymatic FAEE production by simultaneous esterification of FFA
and transesterification of TAG. Panel A shows the predicted kinet-
ics as a function of the concentration of the catalyst in a feedstock
with a high acidity index (0.8), and Panel B shows predicted kinet-
ics as a function of the acidity index of the feedstock, holding the
catalyst concentration constant at 1.5%. The symbols are experi-
mental points measured for the FAEE production by HPLC (see Sec-
tion 2). Our prediction using I, = 0.09 fit well to the experimental
data corresponding to CRO feedstock (I,=0.089 +0.002), while
our predictions using I,=0.45 and I,=0.80 fit the experimental
data corresponding to the Blend (I, =0.455+0.004) and POFA
(I, =0.805 + 0.002), respectively. As shown in Fig. 3, there is excel-
lent agreement between the experimental and predicted kinetics
for FAEE production for each feedstock and catalyst concentration
used. In previous work, Ferrdo-Gonzales et al. (2011) demonstrated
that the enzymatic production of FAEE using neat rapeseed oil
showed a mono-exponential rate constant, suggesting a first (or
pseudo-first) order reaction. Here, it was observed that FAEE yields
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Fig. 3. Predicting the kinetics of FAEE production: FAEE production kinetics were
predicted using Eq. (1). Predictions were made as a function of the concentration of
the catalyst (Panel A) and the acidity of the feedstock (I,) (Panel B) and were then
compared to the corresponding experimental data. Panel A: Lines represent the
predicted kinetics of enzymatic FAEE production using the following catalyst
concentrations (C): from 0.5%, 1.5%, 5%, 10%, 20% and 30% (w/v) (from bottom to
top). Experiments were performed with 1.5% (closed circles) and 10% (open circles)
Novozym 435 (w/v). Panel B: Lines represent the predicted kinetics of enzymatic
FAEE production using the acidity index (I,) values of different HAWFs (from
bottom to top): 0.09, 0.45, 0.65 and 0.80. Experiments were performed with CRO
(closed circles), the Blend (closed triangles) or POFA (open circles).

varied over time in a second order exponential manner, where the
first rate constant is similar to that observed for the esterification
reaction, while the second rate constant reflected observed values
for the transesterification reaction (see Table 2). Similar results
were observed if Itac was substituted by 1 -1, in Eq. (1) (data
not shown).

The enzymatic production of FAEE from HAWFs using Novozym
435 performed faster than most processes presented in literature,
even those that include stepwise addition of an alcohol or co-solvent
(Fjerbaek et al., 2009; Marchetti and Errazu, 2008). As seen in Fig. 3,
even faster reaction speeds could be achieved by using higher con-
centrations of catalyst. Reaction times as short as 20 min were seen
at catalyst concentrations above 10%. These results can be used to
predict the behavior of enzymatic FAEE production for different
reactor designs as a function of the available feedstock.

Although lipase-catalyzed production of biodiesel presents
many advantages compared to chemical catalysis, the process
has not yet been fully implemented on an industrial scale due to
the high cost of enzyme production, slow reaction rates and en-
zyme deactivation (Bajaj et al., 2010). Biodiesel production by the
enzymatic transesterification of vegetable oils lacks efficiency
due to the interference of short-chain alcohols with lipase activity
in the presence of TAG. To avoid this toxic affect, stepwise addition
of alcohols (Hama et al.,, 2007; Matassoli et al., 2009; Wang et al.,
2010) and the use of co-solvents (Ferrdao-Gonzales et al., 2011; Fu
and Vasudevan, 2010; Lara and Park, 2004; Li et al., 2006; Royon
et al.,, 2007) have been proposed. These strategies, though effective
for a laboratory-scale reaction, add downstream steps to produc-
tion that reduce their viability for industrial application. Enzymatic
production of biodiesel has been also proposed in supercritical
fluid (Ciftci and Temelli, 2011). Although the production in super-
critical fluid is a promise technology, it still requires expensive and
time-consuming process. Our results suggest that the toxic effect
exerted by low-chain alcohols on the lipase can be drastically re-
duced if FFA and ethanol are used as reactants.

The enzymatic production of biodiesel by transesterification of
TAG oils requires further strategies to avoid the inhibition of lipase,
such as the addition of co-solvents (Ferrao-Gonzales et al., 2011; Fu
and Vasudevan, 2010; Lara and Park, 2004; Li et al., 2006;Royon
et al., 2007) or stepwise addition of the alcohol (Hama et al., 2007;
Matassoli et al., 2009; Wang et al., 2010). Both solutions, though fea-
sible, add downstream processes to the production, making it
expensive and time-consuming. Short-chain alcohols and glycerol
inhibit enzymes by forming a hydrophilic coat on the enzyme’s sur-
face that exclude TAG from the active site (Fu and Vasudevan, 2010;
Hamaetal., 2007; Tan et al., 2010). The use of co-solvents is believed
toreduce the interfacial tension that arises in solution due to solubil-
ity issues between methanol (or ethanol) and TAG. By interacting
with the enzyme active site, TAG can consequently be transesterified
(Li et al., 2006; Tan et al., 2010). Such low solubility is not observed
for ethanol in FFAs or FFA-rich feedstocks, such as most HAWF oils.
In the presence of Novozym 435, FFAs are quickly esterified with
ethanol to form FAEE, suggesting that these conditions at least par-
tially inhibit ethanol’s toxic effect by lowering the superficial ten-
sion between FFA and ethanol. These results demonstrate that
Novozym 435 is able to not only esterify FFA but also transesterify
TAG present in HAWFs at a kinetic rate constant comparable to those
observed for co-solvent systems (Ferrdo-Gonzales et al., 2011; Fu
and Vasudevan, 2010; Lara and Park, 2004; Li et al., 2006; Royon
etal., 2007). This outcome suggests that FFA and ethanol can act to-
gether as solvents, preventing the toxic enzyme-coating effect and
allowing TAG to access the lipase active site.

By using ethanol to produce biodiesel from HAWFs minimizes, or
even abolishes, the inhibitory effect observed when edible oils and
fats are used as the feedstock. As a consequence, our method
can take place in less than two hours if anhydrous ethanol and 7%
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catalyst are used, whereas other biodiesel processes in the literature
can take hours to complete (Fjerbaek et al., 2009). The reaction kinetics
increase linearly with catalyst concentration up to 15% wjv, which cor-
responds to a reaction time of approximately 30-40 min (Fig. 2). This
process may be considered for use in continuous flow reactions in a
bed reactor where enzyme concentrations can be even greater.

In a previous work, the dependence of the kinetics of enzymatic
FAEE production on the temperature was demonstrated using Nov-
ozym 435 (Ferrdo-Gonzales et al., 2011). The rate constant for enzy-
matic transesterification increases with temperature up to 60 °C. In
this work, production experiments were performed at 60 °C because
Novozym 435 has shown to be stable at 50-60 °C for our reaction
times (Chen et al., 2011; Du et al., 2008; Royon et al., 2007; Talukder
et al.,, 2008). Additionally, the use of Novozym 435 in a continuous
packed-bed reactor for 50 days at 60 °C without any loss of enzy-
matic activity has been reported (Séverac et al., 2011). Because Eq.
(1) was based on experiments performed at 60 °C, values for kg
and k; must be adjusted for processes that are carried out at other
temperatures to accurately predict the kinetics of FAEE. The optimal
temperature of reaction for performing enzymatic catalysis is a
trade-off between the speed|/yields of the reaction and the catalyst
life time. As immobilization of the enzyme allows its reutilization,
processes in which the enzyme remains stable and, consequently
can be reusable for several times with minimal deactivation, are
desirable in order to improve the viability of the biodiesel produc-
tion. For economic reasons, the best processes are those that give
the highest yields in the shortest time and at the lowest tempera-
ture. However, inactivation of the enzyme over time must be consid-
ered as well.

Most of the biodiesel produced worldwide is made using meth-
anol. However, methanol is mostly obtained from fossil sources.
Ethanol, however, can be obtained from renewable sources, such
as corn or sugarcane, which makes FAEE-based biodiesel a fully
renewable biofuel. Ethanol-based biodiesel production could be
an economically viable alternative in ethanol-producing countries,
such as USA and Brazil.

As long as enzyme production and immobilization become fas-
ter and cheaper, the enzymatic production of biofuels could be
industrially viable because of its short reaction times and its use
of ethanol and HAWF as feedstocks. Developing reactors for this
purpose is a crucial step toward economically competitive biodie-
sel. This work could aid in the development of such reactors by
simulating production conditions for a range of HAWFs and exper-
imentally determining conditions for the available feedstocks.

4. Conclusion

This work demonstrates an enzymatic process for the produc-
tion of FAEE from HAWF through simultaneous esterification and
transesterification. The enzymatic production of FAEE performed
faster than most processes presented in literature, even those that
include stepwise addition of alcohol or co-solvents. An empirical
equation was derived to determine the kinetic behavior of FAEE
production. The kinetics of FAEE production from any HAWF can
be predicted given only its acidity index and TAG content. These
results can be used to predict the behavior of enzymatic FAEE pro-
duction as a function of the available feedstock.
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6.3 Patente 1: “PROCESSO PARA PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR
LIPASE”

1/14

“PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE”

CAMPO DA INVENCAO
A presente invengdo relaciona-se a um novo processo de producdo de biodiesel
5  catalisado por lipase, mais particularmente a partir de matérias-primas graxas de alta
acidez, preferencialmente oriunda dos residuos de 6leos e gorduras (OGRs). A sintese
de biodiesel ocorre através de reacdes concomitantes de esterificacdo de dcidos graxos
livres (AGL) e transesterificacdo de triacilgliceréis (TAG) presentes nas referidas
matérias-primas, utilizando dlcoois de cadeia curta. Nesta inven¢do hd um rendimento
10  maior de ésteres em curto tempo reacional, pois ndo hd inibi¢ao da lipase pelo dlcool de

cadeia curta.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

15 No processamento industrial quimico convencional a sintese de biodiesel é
usualmente obtida por uma reagdo de transesterificacéio alcalina (Ma & Hanna 1999; Al-
Zuhair 2005; H.-C. Chen et al. 2011). Os catalisadores alcalinos proporcionam
transesterificacdes rdpidas e com alta conversdo de triacilgliceréis aos seus
correspondentes ésteres (Ma & Hanna 1999).

20 Contudo, a catalise basica apresenta alguns inconvenientes como: dificuldades
em recuperar o glicerol; gasto intensivo de energia; incompleta transesterificacdo na
presenca de pequena quantidade de dcidos graxos livres e/ou; dgua durante a reacdo leva
a ocorréncia de hidrdlise de alguns ésteres, com posterior saponificagdo dos dcidos

graxos livres; formacdo de sabdo causa aumento da viscosidade e interfere na separagdo
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20

2/14

do glicerol; requer tratamento de dguas residuais alcalinas (Yuji Shimada et al. 1999;
Ma & Hanna 1999; Yomi Watanabe et al. 2000; H Fukuda et al. 2001). A variavel mais
importante que afeta o preco do biodiesel é a matéria-prima, responsavel por 70-95% do
custo total do éster (Zhang et al. 2003; Kulkarni & Dalai 2006; Lam et al. 2010). A
maioria dos esquemas para producio de biodiesel utilizam como principal matéria-
prima, dleos vegetais refinados, que contribui com 80% das despesas globais de
producdo industrial. A redugdo dos custos de producdo pode ser alcangadas utilizando-
se de matérias-primas de baixo custo como: éleo de cozinha, residuos de gorduras de
alta acidez e dleos vegetais ndo comestiveis (Lou et al. 2008; Yomi Watanabe et al.
2005; Zafiropoulos et al. 2007). Devido aos inconvenientes supracitados, alternativas
tém sido buscadas para evitar os problemas relacionados a catdlise alcalina. Neste
sentido, a catdlise enzimdtica é uma opcdo interessante para a fabricacdo de biodiesel
em escala industrial porque pode reduzir os custos da produgdo (Fjerbaek et al. 2009).

As enzimas aplicadas na producdo de biodiesel sdo as lipases. O uso industrial
das lipases para este fim ainda ndo € vidvel economicamente, pois o custo da enzima &
elevado e os efeitos causados pelo excesso de metanol (necessdrio para que a reagdo
ocorra) e glicerol (produzido durante a reacdo) na enzima sdo negativos (Y Shimada et
al. 1999; L. Li et al. 2006; Royon et al. 2007). Vdrios estudos tém sido conduzidos com
dois objetivos: produzir lipases mais especificas para esse fim e otimizar as condi¢des
reacionais para as reagdes conduzidas com as enzimas disponiveis comercialmente.

Foi observado que a lipase imobilizada é inativada na presenca de razdo molar
entre dlcool e 6leo acima de 1.5 com alcodis de cadeia curta, pois estes apresentam
pouca miscibilidade com o éleo contendo altas quantidades de triacilglicerol (H.-ching

Chen et al. 2011; Yuji Shimada et al. 1999). A superficie polar das enzimas, assim
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como as resinas acrilicas usada para imobilizacdo das mesmas adsorvem compostos
polares como metanol e etanol, bloqueando a entrada de triglicerideos no sitio ativo
causando a interrup¢do da reacdo (H.-ching Chen et al. 2011). Algumas estratégias sdo
adotadas para solucionar este problema como: adi¢do de metanol em etapas (Y
Watanabe et al. 2000) para evitar que a razdo molar entre o metanol e o 6leo fique
acima de 1:1; e uso de solventes orginicos, fert-butanol) para permitir uma melhor
dissolucao do metanol no meio contendo triacilglicerol (Yuji Shimada et al. 1999; Iso et
al. 2001).

Para que os catalisadores enzimdticos sejam ambiental, econdmica e
energeticamente superiores aos catalisadores tradicionais, a utilizagdo de um método
enzimadtico reacional livre de solventes organicos (z-butanol, n-hexano, éter de petréleo)
deve ser meta para a futura produc¢do industrial de biodiesel (Yuji Shimada et al. 1999;
Yuji Shimada et al. 2002; Iso et al. 2001; H.-ching Chen et al. 2011; Fjerbaek et al.
2009).

O risco de explosdo, o aumento do reator para acomodar solventes e reagentes e
a necessidade de remocdo do solvente por destilacdo ou extracio, necessitando de maior
gasto energético, torna o uso de solventes organicos invidveis para a aplica¢do industrial
Yuji Shimada et al. 1999; Yuji Shimada et al. 2002; Iso et al. 2001; H-ching Chen et al.
2011; Fjerbaek et al. 2009). Em contrapartida, a producdo de biodiesel em um sistema
livre de solvente € caracterizada, até o momento, por um menor rendimento de ésteres,

necessitando ser otimizada para tornar-se vidvel (Fjerbaek et al. 2009).
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TECNICA RELACIONADA

O artigo apresentado por ROYON et al., [“Enzymatic production of biodiesel
from cotton seed oil using t-butanol as solvent’, Bioresource Technology, v. 98, p.
648-653, 2007], mostra a producdo de biodiesel usando lipase imobilizada de Candida
antarctica como catalisador e #-butanol como solvente, tendo as vantagens de eliminar o
efeito negativo do metanol insolivel pela adi¢do de z-butanol no meio reacional e
rendimento de 97% na producdo de ésteres. No entanto apresenta como desvantagens
possuir um elevado tempo de reagcdo de 24 horas e a necessidade do uso de solvente
orginico, como o f-butanol, na reacdo para obter o rendimento desejado de ésteres,
sendo necessario se acrescentar passos adicionais para a separacdo do solvente do
produto, onerando assim os custos da reacao.

O artigo apresentado por WATANABE et al., [“Continuous Production of
Biodiesel Fuel from Vegetable Oil Using Immobilized Candida antarctica Lipase”.
Journal of the American Oil Chemists' Society, v. 77, n. 4, 2000], mostra a producio
de biodiesel usando lipase de Candida Antarctica, tendo as vantagens de um rendimento
de 95%, no entanto apresenta a desvantagem de adicionar o metanol em etapas
(paulatinamente) no curso da reacdo havendo, entdo, a necessidade de procedimentos
para adig¢do deste dlcool por diversas vezes no decorrer da reacdo. Adicionalmente, o
tempo total de reagdo passa a ser muito elevado, em torno de 36 horas havendo
necessidade de uma quantia alta de catalisador em torno de 4% de lipase.

O artigo apresentado por ISO et al., [“Production of Biodiesel Fuel from
Triglycerides and Alcohol Using Immobilized Lipase”. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, v. 16, p. 53-58, 2001], mostra a produg@o de biodiesel usando

lipase de Pseudomonas fluorescens, tendo a vantagem de um rendimento de 90% de
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ésteres, no entanto apresenta as desvantagens de o tempo reacional ser em torno de 25
horas, necessidade de adi¢do de solvente organico como o 1,4-dioxano. A adi¢io deste
solvente também traz a necessidade de passos adicionais para a sua separacdo do
produto final, onerando assim o processo.

O artigo apresentado por SHIMADA et al., [“Conversion of Vegetable Oil to
Biodiesel Using Immobilized Candida antarctica Lipase. Journal of the American Oil
Chemists' Society, v. 76, n. 7, p.789-793, 1999”], mostra a produgdo de biodiesel
usando lipase de Candida Antarctica, tendo a vantagem de apresentar um rendimento de
98,4%, porém apresenta as desvantagens da conversdo total ser apds 72 horas e
necessitar da adigdo paulatina de metanol.

Todos os processos apresentados no Estado da Técnica utilizam um dos dois
seguintes artificios: adicionar paulatinamente o dlcool de cadeia curta utilizado como
matéria-prima ou adi¢do de um solvente para melhorar a mistura homogénea das
matérias-primas. Nos dois casos, hd necessidade de passos adicionais durante ou ao
final do processo. No caso do uso de solvente, é preciso proceder a separacdo deste
solvente do produto final durante a purificacdo; um processo adicional de destilagdo
normalmente € utilizado para este fim. No caso da adicdo paulatina do referido dlcool, é
preciso proceder a adi¢do de matéria-prima durante a reacdio em intervalos de tempo
determinados. O PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO
POR LIPASE apresentado na presente invencdo traz como vantagem em relacdo ao
Estado da Técnica, o uso de matérias-primas compostas por acidos graxos livres em
triacilgliceréis em propor¢cdes que permitam a interagdo favordvel entre a referida

matéria-prima com o dlcool de cadeia curta utilizado e o sitio ativo da enzima. O
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referido processo tem como vantagem ndo apresentar a necessidade do uso de solventes,
tampouco da necessidade de adicional o dlcool de cadeia curta de maneira paulatina.

O uso do processo contido nesta invengdo permite a producdo de biodiesel com

todas as vantagens ja conhecidas no Estado da Técnica para a catdlise por lipase e, ainda

5 com a vantagem adicional de possibilitar a utilizagdo de matérias-primas graxas de

quaisquer valores de acidez desde de que combinadas para se obter uma mistura com

acidez que permita a reacdo sem adi¢do paulatina de dlcool ou uso de solvente para

evitar a inibicdo da enzima pelo dlcool de cadeia curta ou pelo glicerol. Em

consequéncia da aboli¢do da inibi¢do da lipase, os tempos de reagdo se tornam mais

10 curtos e o processo mais viavel técnica e economicamente.

SUMARIO DA INVENCAO
Magnificamente, os inventores trazem um novo método para producdo de biodiesel
15 livre de solventes organicos a partir de matérias-primas graxas de alta acidez. A
presente invengdo possui as seguintes caracteristicas:

a) A sintese de biodiesel ocorrer através de reagcdes concomitantes de esterificagao
de 4cidos graxos livres e transesterificacdo de triacilglicerdis presentes nas
matérias-primas graxas de alta acidez. Preferencialmente dleos ou gorduras

20 residuais (OGRs).
b) A sintese de biodiesel ser livre de adig¢do de solventes organicos.
¢) Naio adicionar paulatinamente (vdrias etapas) o dlcool de cadeia curta durante a

reacao.
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d) Favorecer maior rendimento de ésteres pela ndo inativagdo da enzima por
alcodis de cadeia curta.
e) O 4cido graxo livre funcionar como solvente adequado para evitar a inibicdo da

lipase pelo dlcool de cadeia curta.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

No processo de acordo com a presente invencdo, a matéria-prima é composta
por 4cidos graxos livres com a presenga ou ndo de tracilglicerdis, preferencialmente
6leos e gorduras residuais (OGRs).

O referido élcool de cadeia curta é preferencialmente etanol, sendo mais
preferencialmente ainda etanol anidro.

A referida lipase € preferencialmente uma lipase produzida por microorganismo,
sendo preferencialmente NOVOZYM 435. Sendo, preferencialmente, utilizada em
reator de batelada, batelada continua ou de fluxo. A concentragdo da referida lipase
pode variar entre 0,5% e a 30% (p/v) em relagdo ao volume total do meio de reacéo.
Em reatores de fluxo continuo, a referida lipase pode ser empacotada em leito fixo
podendo sua concentragdo chegar até 60% (p/v) em relacdo ao volume total do meio de
reagao.

A temperatura do processo € preferencialmente entre 50°C e 70°C sendo o
frasco de reacdo mantido em contato com a pressdo atmosférica através de um

condensador de refluxo no caso de reagao por batelada ou batelada continua.
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Em reacgdo utilizando-se reator de fluxo, o meio de reagcdo é bombeado através
de um leito fixo contendo lipases imobilizadas em uma base que permite a permeacio
do referido meio de reagdo.

Em reagdo utilizando-se reator de fluxo, o meio de reacdo contendo a referida
matéria-prima graxa de alta acidez e o referido dlcool de cadeia curta introduzido por
um ducto de entrada referido reator e o produto final (biodiesel) os co-produtos e
componentes ndo reagentes sao coletado por um ducto de saida do referido reator.

Em uma reacdo tipica efetuada nas condic¢des ideais a conversdo de acidos
graxos em biodiesel se mostrou acima de 94%.

As vantagens do processo da presente invengdo compreendem a utilizacdo de
matérias-primas baratas como residuos de 6leos e gorduras (OGRs), reagdo
concomitante de transesterificacdo e esterifica¢do, adi¢do dnica do dlcool, evita o uso
de co-solventes ou coadjuvantes no meio da reacdo, diminuindo os custos operacionais.
Esse novo sistema reduz a influéncia negativa dos dlcoois de cadeia curta,
principalmente do etanol, na lipase, devido aos referidos dlcoois serem soliveis nos
acidos graxos livres, dispensando a utilizacdo de solventes e abolindo o referido efeito
selante que os dlcoois de cadeia curta apresentam na presenca de matérias-primas de
triacilglicerol. O tempo da reagdo curto (em torno de 40 minutos a 5 horas) ¢ uma
vantagem sobre os outros processos demonstrados no Estado da Técnica nos quais a
reacdo costuma durar dezenas de horas.

A presente invencdo € ainda ilustrada pelos seguintes exemplos:
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Exemplo 1:
Em um reator Tecbio-1,5 da Tecnal foram adicionados dleo residual de frango (6leo
com aproximadamente 8% de acidez obtido do processamento de cortes de frango da
industria de alimentos) e etanol anidro na razdo molar aproximada de 5:1 (362,7 g de
6leo residual de frango e 337,3 g de etanol) com condensador de refluxo. O reator foi
equilibrado a temperatura de 60 °C e agitagdo de 400 rpm. NOVOZYM 435 foi
adicionada na propor¢do de 1,5% (10,5 g) em relacdo ao volume total do meio de
reagdo. A reacdo seguiu por cinco horas. O glicerol e o etanol residual foram retirados
do meio de reacdo por lavagem do biodiesel trés vezes com dgua destilada em

quantidade igual a 10% do volume do meio de reacéo.

Exemplo 2:

Em um reator Tecbio-1,5 da Tecnal foram adicionados &4cido graxo bruto
(matéria-prima com acidez em torno de 80% oriundo do refino por destilagdo de 6leo
de palma) e etanol anidro na razdo molar aproximada de 5:1 (362,7 g de 4cido graxo
bruto e 337,3 g de etanol) com condensador de refluxo. O reator foi equilibrado a
temperatura de 60 °C e agitacdo de 400 rpm. NOVOZYM 435 foi adicionada na
propor¢do de 1,5% (10,5 g) em relagcdo ao volume total do meio de reacdo. A reagdo
seguiu por cinco horas. O glicerol e o etanol residual foram retirados do meio de reagdo
por lavagem do biodiesel trés vezes com dgua destilada em quantidade igual a 10% do

volume do meio de reacio.

59



20

10/14

Exemplo 3:

Em um reator Tecbio-1,5 da Tecnal foram adicionados uma mistura de acido
graxo bruto (matéria-prima com acidez em torno de 80% oriundo do refino por
destilag¢do de 6leo de palma) e 6leo residual de frango (6leo com aproximadamente 8%
de acidez obtido do processamento de cortes de frango da industria de alimentos), de
modo que a mistura, ou blenda, obteve uma acidez de aproximadamente 40%; e etanol
anidro na razdo molar aproximada de 1:1:10 (181,3 g de 6leo residual de frango, 181,3
g de 4cido graxo bruto e 337,3 g de etanol) com condensador de refluxo. O reator foi
equilibrado a temperatura de 60 °C e agitacdo de 400 rpm. NOVOZYM 435 foi
adicionada na proporcdo de 1,5% (10,5 g) em relacdo ao volume total do meio de
reagdo. A reacdo seguiu por cinco horas. O glicerol e o etanol residual foram retirados
do meio de reacdo por lavagem do biodiesel trés vezes com dgua destilada em

quantidade igual a 10% do volume do meio de reacéo.

Exemplo 4:

Em um reator de fluxo formado por um tubo preenchido com um leito de lipase
imobilizada NOVOZYM 435 foi bombeado a fluxo constante uma mistura contendo
dcido graxo bruto (matéria-prima com acidez em torno de 80% oriundo do refino por
destilagdo de 6leo de palma), Sleo residual de frango (6leo com aproximadamente 8%
de acidez obtido do processamento de cortes de frango da inddstria de alimentos) e
etanol anidro na razdo molar aproximada de 1:1:10 (181,3 g de dleo residual de frango,
181,3 g de 4cido graxo bruto e 337,3 g de etanol). O reator foi equilibrado a
temperatura de 60 °C por imersdo em uma jaqueta termostatizada. O produto final foi

coletado na saida do tubo e armazenado. O glicerol e o etanol residual foram retirados
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do meio de reacdo por lavagem do biodiesel trés vezes com dgua destilada em

quantidade igual a 10% do volume do meio de reacdo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Afim de melhor demonstrar o alcance da invencdo, sdo apresentadas a seguir
diversas figuras ilustrativas do processo envolvido na presente invengao:

Figura 1: Producdo de biodiesel, a partir da 6leo residual de frango, acompanhado
por titulacdo da acidez da matéria-prima e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A titulacdo obedeceu parametros técnicos da RDC n° 482, de 23 de setembro
de 1999 (ANVISA) e as andlises cromatogréficas utilizaram metodologia especifica
para andlise de triacilglicerol total (TAG) e biodiesel sob forma de etilésteres de dcidos
graxos (EEAG) (Royon et al. 2007). Como mostrado na Figura, circulos negros
mostram o desaparecimento de TAG devido a transesterificacdo enquanto os tridngulos
mostram a reducio da acidez devido a esterificagdo doa 4cidos graxos livres. Ambos os
processos seguem curvas de tendéncia de decaimento exponencial simples, sendo a
esterificacdo mais rdpida e a transesterificagdo mais lenta. Os circulos abertos mostram
o aparecimento do biodiesel na forma de EEAG. Este processo segue uma curva de
tendéncia de crescimento exponencial duplo, sendo o componente mais rdpido de
constante semelhante ao da esterificagdo e o componente mais lento de constante
semelhante ao da transesterificagdo.

Figura 2: Producao de biodiesel, a partir de 4cido graxo de dendé, acompanhado por
titulagdo da acidez da matéria-prima e por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE). A titulagdo obedeceu parametros técnicos da RDC n°® 482, de 23 de setembro
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de 1999 (ANVISA) e as andlises cromatogréficas utilizaram metodologia especifica
para andlise de triacilglicerol total (TAG) e biodiesel sob forma de etilésteres de dcidos
graxos (EEAG) (Royon et al. 2007). Como mostrado na Figura, circulos negros
mostram o desaparecimento de TAG devido a transesterificacdo enquanto os tridngulos
mostram a reducio da acidez devido a esterificagdo doa 4cidos graxos livres. Ambos os
processos seguem curvas de tendéncia de decaimento exponencial simples, sendo a
esterificacdo mais rdpida e a transesterificagdo mais lenta. Os circulos abertos mostram
o aparecimento do biodiesel na forma de EEAG. Este processo segue uma curva de
tendéncia de crescimento exponencial duplo, sendo o componente mais rdpido de
constante semelhante ao da esterificacdo e o componente mais lento de constante

semelhante ao da transesterificagdo.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE
caracterizado por:

a. areferida lipase catalisar reacdes de esterificacdo e de transesterificacio;

b. as referidas reacdes de esterificacio e de transesterificacdo ocorrerem
simultaneamente;

c. as referidas reacdes de esterificacdo e de transesterificagdo envolverem uma

matéria-prima graxa de alta acidez e um dlcool de cadeia curta;

2. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicacdo 1, caracterizado por a referida matéria-prima graxa de alta

acidez conter moléculas de 4cidos graxos livres e/ou de triacilglicerdis;

3. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicag¢do 1, caracterizado por a referida matéria-prima graxa de alta
acidez possuir um valor de indice de acidez entre 8% e 98%.

4. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicacdo 1, caracterizado por a referida matéria-prima graxa de alta
acidez ser obtida através de uma mistura de matérias-primas graxas.

5. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicaclio 4 caracterizado por a referida mistura de matérias-primas
graxas ser feita com matérias-primas graxas com indices de acidez distintos para obter o

referido valor de indice de acidez na referida mistura de matérias-primas graxas.
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6. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicagdo 1, caracterizado por as referidas reagdes de esterificacio e de
transesterificaciio ocorrerem em um mesmo meio reacional.

7. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicacdo 1, caracterizado por as referidas reacdes de esterificacéio e de
transesterificagdo ocorrerem sem adi¢cdo de um co-solvente ou de um adjuvante.

8. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicac@o 1, caracterizado por o referido dlcool de cadeia curta ser o
etanol ou o metanol.

9. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL CATALISADO POR LIPASE de
acordo com reivindicacdo 1, caracterizado por o referido dlcool de cadeia curta ser

acrescentado em uma tnica dose.
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Figura 1:
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Figura 2:
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RESUMO

A presente invencdo refere-se a um processo de producdo de biodiesel catalisado por
lipase a partir de matérias-primas graxas de alta acidez através de reacdes simultaneas
de esterificagdo de acidos graxos livres e transesterificacdo de triacilglicerdis presentes
nas referidas matérias-primas. A presente invencdo refere-se a sintese de biodiesel a
partir de matérias-primas de alta acidez utilizando-se alcodis de cadeia curta, como
etanol ou metanol. Nos processo demonstrados de producdo de biodiesel por catilise
por lipase, observa-se a inibi¢do da lipase pelo dlcool de cadeia curta. Normalmente,
este efeito € evitado utilizando-se co-solventes, como fert-butanol ou adicionando-se o
dlcool de cadeia curta paulatinamente em vdrias etapas durante a reacdo. O referido
processo traz como avanco a combinacio de matérias-primas e condigdes reacionais que
permitem com que a reagdo de producdo de biodiesel ocorra sem inibi¢do da lipase. O
processo concebido na presente invengdo permite que a lipase catalise simultaneamente
as reacOes de esterificacdo e transesterificagdo para que tanto os dcidos graxos livres
quanto os constituintes de gliceridios possam ser convertidos em biodiesel. A presente
inven¢do traz um processo no qual o préprio dcido graxo livre funciona como solvente
adequado para agir como co-solvente e evitar a inibi¢do da lipase pelo dlcool de cadeia

curta.
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6.4 Variantes de lipases

Lipases variantes foram projetadas basendo-se no modelo tridimensional do
polipeptideo precursor (PalB) gerando a patente 2, exibida em seguida, que foi depositada
junto ao INPI. Foram usadas 57 sequéncias de lipases precursoras SEQ ID NO: 1-57 (Patente
2 — Figura 1). Em cada sequéncia foram identificados e selecionados os residuos de
aminoacidos correspondentes a regido do “lid” (tampa), ou seja, residuos de posi¢ao 137 a
157 da SEQ ID NO: 9, na Figura 1 da patente 2, pertencente a lipase B de Pseudozyma
antarctica. Ap6s as tampas de cada sequéncia precursora terem sido identificadas (Patente 2,
Figura 2, SEQ ID NO: 59-116), foram feitas substituicdes de parte ou da totalidade destas
sequéncias por um segmento correspondente a uma cadeia peptidica contendo de 1 a 10
residuos do aminoacido glicina. Estas alteragdes tem como objetivo aumentar a atividade de

hidrdlise, esterificagdo e transesterificagdo em meio organico (Patente 2). A glicina foi o

aminoacido de escolha porque possui alta mobilidade e pequena cadeia lateral.

Figura 12 - Representacio da estrutura tridimensional da principal cadeira de lipase B de P. antarctica. A
regido da tampa (lid) estad destacada. No detalhe é mostrado a distincia entre o atomo do carbono
carbonilico do residuo de glicina na posi¢ao 137 e o nitrogénio amidico do residuo de glutamina na posicio
157 (PDB codigo 1TCA).

A Figura 12 mostra o modelo tridimensional da PalB que esta publicado no servidor do
Protein Data Bank (PDB) sob o codigo 1TCA (UPPENBERG et al., 1994). A remocdo dos

residuos correspondentes a tampa cria a necessidade de complementagdo da cadeia
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polipeptidica entre os residuos de glicina na posi¢ao 137 e de glutamina na posigdo 157
correspondentes na lipase de P. antarctica (Figura 12). Na PalB esta distancia ¢ de 4,48
angstrons (4.48 x 107" metros), o que corresponde ao comprimento de dois residuos de
glicina (Figura 12). Por isso a mutagd@o escolhida para expressdo foi a que possui substitui¢ao

por trés glicinas, contando com a glicina presente na posig¢ao 137.

A substituigdo dos residuos de aminoacidos baseou-se na manutenc¢ao da integridade
estrutural do polipeptidio produzido pela alteragdo prevista. A Figura 13 mostra a sequéncia
FASTA da lipase B selvagem de P. antarctica e logo em seguida, o mutante PantAlidG3. A
regido da tampa (137-157) onde no mutante foi substituida por trés residuos de glicina, esta

destacada em vermelho.

> Lipase B de P. antarctica (selvagem)
LPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTCQGASPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQLGYTPCWISPPPFMLNDTQVNT
EYMVNAITALYAGSGNNKLPVLTWSQGGLVAQWGLTFFPSIRSKVDRLMAFAPDYKGTVLAGPLDALAVSAPSVWQQOTTG
SALTTALRNAGGLTQIVPTTNLYSATDEIVQPQVSNSPLDSSYLFNGKNVQAQAVCGPLFVIDHAGSLTSQFSYVVGRSA
LRSTTGQARSADYGITDCNPLPANDLTPEQKVAAAALLAPAAAAIVAGPKONCEPDLMPYARPFAVGKRTCSGIVTP
>Lipase PantD1idG3
LPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTCQGASPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQLGYTPCWISPPPFMLNDTQVNT
EYMVNAITALYAGSGNNKLPVLTWSQGGLVAQWGLTFFPSIRSKVDRLMAFAPDYKGGGQTTGSALTTALRNAGGLTQIV
PTTNLYSATDEIVQPQVSNSPLDSSYLFNGKNVQAQAVCGPLFVIDHAGSLTSQFSYVVGRSALRSTTGQARSADYGITD
CNPLPANDLTPEQKVAAAALLAPAAAAIVAGPKONCEPDLMPYARPFAVGKRTCSGIVTP

Figura 13 - Sequéncia FASTA da lipase B de P. Antarctica, tipo selvagem (topo) e o mutante PantAlidG3.
A regido da tampa da lipase selvagem e sua substituicio por trés residuos de glicinas no mutante estao
destacados em vermelho.

6.5 Simulagdes de Dinamica Molecular

A funcdo biologica de uma proteina deve-se ao arranjo tridimensional dos atomos na
estrutura terciaria. Esse arranjo ocorre através de um processo conhecido como folding, no
qual a proteina dobra-se sobre si mesma e torna-se ativa. No sentido de investigar a atividade
da lipase sob os efeitos de substituigdes de 0 a 10 residuos de glicinas na regido da tampa
(137-157), modelos mutantes de PalB foram construidos a partir do tipo selvagem (codigo

PDB 1TCA) e submetidos a simulagdes de DM.

Os modelos mutados foram utilizados para calculos de DM, sendo introduzidos em
caixas d’agua medindo aproximadamente 365.000 nm?, contendo cerca de 10.600 moléculas
de agua em condi¢des periddicas de contorno. A Figura 14 mostra uma ilustra¢ao da lipase B

inserida na caixa d’4gua no arquivo PDB pronto para a simulacao de DM.
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Figura 14: Lipase B de Pseudozyma antarctica inserida em uma caixa d’agua de 365.000 nm* contendo
10.600 moléculas de Agua aproximadamente.

A energia potencial de cada mutante foi calculada como funcdo das coordenadas dos
nlcleos dos atomos (Figura 15). Através da minimizacdo da energia potencial foi possivel
predizer estruturas e sequéncias de aminoacidos mais estaveis, ou seja, mais proximos da
estrutura nativa da lipase selvagem. No presente estudo, a DM foi usada para simular a
interacdo entre as moléculas da lipase B de P. antarctica em relagdo a sua estrutura, funcao e

movimento.

As andlises de energia total foram monitoradas em funcdo do tempo durante a DM por
20000 ps. Apos este tempo, a Energia Potencial média nao variou em fun¢do do tempo. Os
graficos para a variagdo da energia total ao longo das simulacdes de DM mostraram que para
todos os sistemas estudados a energia total tende a estabilidade ap6s 2000 ps de simulagao,
com uma variagio de energia cerca de -0.04 kJ.mol™, indicando que a energia média

permanece constante, sugerindo estabilizacao estrutural (Figura 15).
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Figura 15 - Perfil dos 20000 ps para a Energia Potencial calculada por DM. A partir da esquerda do topo
para a direita da parte inferior , os mutantes: PantAlidG0, PantAlidG1, PantAlidG2, PantAlidG3,
PantAlidG4, PantAlidGS, PantAlidG6, PantAlidG7, PantAlidG8, PantAlidG9, PantAlidG10 e
PantAlidG11. As linhas vermelhas tragam as curvas polinominais de ajuste aos dados.
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A andlise do perfil de Energia Potencial como fun¢ao do tempo em simulagdes pode dar
uma ideia de como a estrutura tridimensional tem flutuado ao longo do tempo, bem como,
permitir o monitoramento de flutuagdes locais, por exemplo, os residuos com alta mobilidade
ao longo das simulacdes de DM. Os célculos temporais foram realizados através das médias e
desvios padrdes dos ultimos 10 ns de cada dinamica, caracterizando o momento onde as
dindmicas atingiram seus estados estacionarios de Energia Potencial (Figura 15).
Considerando que os complexos poderiam flutuar na caixa d’agua, cada estrutura foi ajustada

pelo método do menor desvio quadratico médio para o célculo de desvio padrao.
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Figura 16 - Estado da energia total e potencial (10 a 20 ns) da simulacio de DM de lipases mutantes

PantAlidGn. O nimero (n) de residuos de glicinas presentes nas substituicoes na tampa (lid) esta no eixo
X. As barras de erros representam uma média +/- MSD.

A Figura 16 mostra a variagdo da energia total e potencial em relagdo ao nimero de
substituicoes da tampa por residuos de glicina. Nota-se que uma substitui¢do da tampa por 2
glicinas apontou como o menor estado de energia potencial, sugerindo um mutante promissor.
Todavia, a variacao no valor de energia potencial entre as substituicdes de 1 a 8 residuos de
glicina ndo tem diferenca significativa. Isso garante que esses mutantes sao bons candidatos

para serem usados nos testes de expressao e atividade.
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6.6 Patente 2: “VARIANTES DE LIPASES, SEQUENCIA DE DNA, VETOR DE
EXPRESSAO, CELUAS HOSPEDEIRAS TRANSFORMADAS E METODO PARA
PRODUCAO DE VARIANTES DE LIPASES”

1/12

“VARIANTES DE LIPASES, SEQUENCIA DE DNA, VETOR DE
EXPRESSAO, CELULAS HOSPEDEIRAS TRANSFORMADAS E
METODO PARA PRODUCAO DE VARIANTES DE LIPASES”

5 CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo fornece variantes de lipases através de mutacdes por
substituicdo de residuos em uma regido identificada na respectiva lipase precursora
permitindo melhor interagdo do sitio ativo com os substratos em reagdes de hidrolise,

esterificacdo, transesterificagdo entre outras.
10
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases (E.C.3)

e que atuam sobre liga¢des éster (E.C.3.1), presentes em acilglicerois, liberando acidos
graxos e glicerol (JAEGER & EGGERT, 2002). E muito vantajoso a aplicagdo

15  industrial das lipases em meios organicos sem a presenga de fase aquosa (SALIS et al,
2003). Porem a maioria das lipases apresentam baixa ativagdo interfacial em meio
organico. Isto sugere que a tampa (lid) anfipatica, que da acesso a triade catalitica,
permanece fechada em meios ndo aquosos, contribuindo para uma menor atividade

enzimatica (VERGER, 1997).

20 Estudos mostraram que lipases “tipicas”, ou seja, que apresentam ativacdo
interfacial, ndo estdo bem adaptadas para catalise em meios orginicos (SALIS etal,
2003). Pois sdo rigidas neste meio e ha uma grande exigéncia de mobilidade interna e
mudancas estruturais da proteina para a abertura da tampa levando a uma reducio na

atividade especifica destas enzimas.

25 Lipase B de Candida antarctica (CALB) é uma enzima com atividade de
transesterificagdo e sua forma imobilizada tem sido conhecida como o biocatalisador
mais comum para a produgio de biodiesel (XU et al, 2008). CALB n&o apresenta uma

tampa tipica, mas tem uma hélice pequena com grande mobilidade que pode agir como
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uma tampa. CALB pode expressar plena atividade tanto em solu¢des aquosas quanto em
meios organicos e apresenta maior atividade em meios organicos que as lipases
“tipicas”. Neste sentido, variantes com atividade aumentada em meio organico podem
ser projetadas com base em um modelo tridimensional através de substituicao de
aminoacidos na regido da tampa (lid) das lipases para que essa tampa seja removida ou

tenha seu tamanho diminuido, tal como o da CALB.

TECNICA RELACIONADA

A patente de numero EP2236611 e titulo Lipolytic enzyme variant mostra o
processo de alteragdo de propriedades de uma enzima lipolitica fungica por substitui¢do
dos residuos de aminoacidos em lipase de T. Lanuginosus, porém a propriedade alterada
pode ser, por exemplo, um aumento de termoestabilidade, uma alteracdo da dependéncia
do ph, ou uma especificidade do substrato alterada, além de servir para a preparacao de
uma massa ou de um produto de padaria preparado a partir da massa, a qual compreende

adicionar a enzima lipolitica.

A patente de nimero W02010065455 e titulo Enzymes with Lipase Activity
mostra uma composi¢cdo detergente compreendendo um polipeptidio selecionado a
partir do grupo consistindo de Srill, ScollA, ScolIB, Cefll, e seus variantes, porém a

propriedade alterada pode ser para a remogao de nodoas oleosas de tecido.

A patente de nimero US20090029440 e titulo Lipase Variants fornece
variantes de Thermomyces lanuginosus com reduzida tendéncia de gerar odor, obtida
por introdugdo de muta¢cdes em uma ou mais regides indefinidas na lipase precursora,
porém as suas propriedades sdo aumentadas para uso em detergentes e diminuir a

formagdo de odor de acidos graxos de cadeia curta.

A patente de numero EP094367 e titulo Lipase variants fornece lipases
variante de Pseudomonas sp. cepa SD 705 com melhoria de eficiéncia de lavagem,
incluindo um bom desempenho na lavagem com detergente tendo alto teor de

tensoativos anidnicos em baixas temperaturas de lavagem e tempo curto de lavagem
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todavia estas enzimas tem finalidade para uso em detergentes para remover manchas de

lipidios ou gordura de roupa e outros téxteis.

SUMARIO DA INVENGCAO

Surpreendentemente os inventores descobriram que lipases variantes com
atividade aumentada de hidrdlise, esterificac@o e transesterificacdo em meio orgénico
podem ser projetadas com base em um modelo tridimensional através de substitui¢des
dos aminoacidos na regido caracterizada como “lid” ou tampa das lipases precursoras.
Como tampa na maioria das lipases funciona como uma interface entre 0 meio aquoso
onde a lipase se encontra ¢ o meio organico onde o lipidio substrato se encontra, ¢
necessario um sistema de emulsio onde haja uma interface lipidio agua para que a
lipase possa exercer sua acdo catalitica. A maioria das lipases agem na natureza em
sistema com micelas de detergentes nas quais o interior ¢ preenchido com o lipidio

substrato e 0 meio externo ¢ formado por agua, onde a lipase esta dissolvida.

Muitos processos reacionais industriais ndo sdo viaveis nesta condi¢do. Em
alguns casos, a lipase deve exercer sua acdo em um meio homogéneo composto pelos
lipidios substratos e por um receptor de acila que pode ser agua em pequenas
quantidades ou um alcool (WATANABE et al., 2000; SHIMADA et al., 1999). Em
alguns casos, co-solventes sdo adicionados para garantir uma mistura homogenia entre
os lipidios substratos e o alcool (W0O2005075615; CN101353587; FERRAO-GONZALES
et al., 2011; ROYON et al.,2007; ISO et al.,2001). Nesses casos especiais, as lipases
precursoras ndo exercem a fungdo catalitica adequadamente devido ao fato das mesmas
terem sido, durante o processo evolutivo das espécies que as originaram, para
funcionarem em sistema emulsificado. Por isso, as lipases disponiveis comercialmente
ndo sdo adequadas para estes processos industriais. Desta forma, a remocdo da tampa
presente nas lipases devera exercer agdo positiva sobre sua fungdo em meio orginico
homogéneo ou continuo. Para manter a integridade dos outros dominios protéicos das
lipases variantes, diversas modificacdes podem ser apresentadas para garantir uma

ligagdo adequada entre os aminoacidos localizados imediatamente anteriores a regido da
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tampa com os imediatamente posteriores na estrutura primaria da proteina. O
aminoacido glicina pode ser um bom candidato para compor esta referida ligagdo
devido a sua alta mobilidade e pequena cadeia lateral, quando comparada aos outros

aminoacidos.

Assim, a invengdo fornece um método de alteracdo da cadeia polipeptidica de

lipases que compreende:

a) Identificar e selecionar em cada sequéncia polipeptidica de lipase precursora SEQ ID
NO: 1-57 mostradas na Figura 1 os residuos de aminoacidos correspondentes a regido
de tampa em cada polipeptideo precursor, correspondente a posi¢do dos residuos 162 a

180 da SEQ ID NO: 1, na Figura 1, correspondente a lipase B de Candida antarctica.

b) Produzir sequéncias de polipeptideos com atividades lipasicas contendo, a partir das
respectivas seqiiéncias precursoras, a substituicdo de parte ou da totalidade de uma das
respectivas sequéncias SEQ ID NO: 59-116, determinada na Figura 2 por uma segmento
correspondente a uma cadeia peptidica contendo de 1(um) a 10 (dez) residuos do
aminoacido glicina.

d) Produzir polipeptideos com atividade lipasica em meio organico homogéneo ou

continuo possuindo a seqiiéncia alterada de aminoéacido.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra as sequéncias polipeptidicas das lipases a serem utilizadas
como precursoras para as variantes de lipases propostas na invengdo e as respectivas
espécies de microorganimos de origem das mesmas:

SEQ ID NO: 1 Aeromicrobium marinum
SEQ ID NO: 2 Arthrobacter arilaitensis
SEQ ID NO: 3 Aspergillus clavatus

SEQ ID NO: 4 Aspergillus fumigatus
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SEQ ID NO

SEQ ID NO

SEQ ID NO

5 SEQIDNO

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

10 SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

15 SEQID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

20 SEQ ID NO:

5/12
: 5 Aspergillus niger
: 6 Aspergillus oryzae
: 7 Aspergillus terreus
: 8 Botryotinia fuckeliana
: 9 Candida Antarctica
10 Catenulispora acidiphila
11 Conexibacter woesei
12 Corynebacterium efficiens

13 Corynebacterium genitalium

15 Corynebacterium jeikeium
16 Debaryomyces hansenii

17 Frankia sp.

18 Gibberella zeae

19 Janibacter sp.

20 Meyerozyma guilliermondii
21 Pichia guilliermondii

22 Micromonospora aurantiaca
23 Micromonospora sp.

24 Nakamurella multipartita

14 Corynebacterium glucuronolyticum
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SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

5 SEQID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

10 SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

15 SEQID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

20 SEQ ID NO:

6/12

25 Neosartorya fischeri

26 Neurospora crassa

27 Nocardia farcinica

28 Penicillium chrysogenum

29 Phaeosphaeria nodorum

30 Propionibacterium acnes

31 Pyrenophora triticirepentis
32 Renibacterium salmoninarum
33 Rhodococcus jostii

34 Rhodococcus opacus

35 Salinispora arenicola

36 Salinispora tropica

37 Sclerotinia sclerotiorum

38 Sordaria macrospora

39 Streptomyces albus

40 Streptomyces avermitilis

41 Streptomyces bingchenggensis
42 Streptomyces cinnamonensis
43 Streptomyces cinnamoneus

44 Streptomyces coelicolor
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SEQ ID NO: 45 Streptomyces flavogriseus
SEQ ID NO: 46 Streptomyces fradiae

SEQ ID NO: 47 Streptomyces griseoflavus
SEQ ID NO: 48 Streptomyces hygroscopicus
SEQ ID NO: 49 Streptomyces lividans

SEQ ID NO: 50 Streptomyces pristinaespiralis
SEQ ID NO: 51 Streptomyces roseosporus
SEQ ID NO: 52 Streptomyces sviceus

SEQ ID NO: 53 Streptomyces violaceusniger
SEQ ID NO: 54 Streptomyces viridochromogenes
SEQ ID NO: 55 Talaromyces stipitatus

SEQ ID NO: 56 Thermomonospora curvata

SEQ ID NO: 57 Ustilago maydis

A Figura 2 mostra as sequéncias polipeptidicas SEQ ID NO: 58-114
correspondentes as regides substituidas nos variantes de lipases propostos na invengao,
assim como os numeros referentes as posi¢des iniciais da mutacdo nas respectivas

sequéncias precursoras SEQ ID NO: 1-57 mostradas na Figura 1.

A Figura 3 mostra uma representacdo tridimensional da cadeia principal da
lipase B de Candida antarctica, codigo PDB 1TCA. A regido correspondente a tampa da
lipase de Candida antarctica esta destacada.

A Figura 4 mostra a representagio da cadeia principal da estrutura
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tridimensional da lipase B de Candida antarctica com detalhe na regido da tampa,
mostrando a distancia entre o atomo de carbono carbonilico de residuo de glicina na
posicdo 137 e o nitrogénio amidico do residuo de glutamina na posi¢do 157. A tampa é

mostrada em destaque.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Polipeptidio precursor

A invengdo utiliza um polipeptideo precursor com a atividade da enzima hidrolitica. As
sequéncias de aminodcidos das lipases usadas como sequéncias precursoras sdo listadas
na Figura 1 SEQ ID NO 1-57. As sequéncias precursoras foram selecionadas pela sua

similaridade com a sequéncia primdria da lipase B de Candida antarctica.

Modelo tridimensional e selecido de residuos de aminoacidos:

A invengdo € baseada em um modelo tridimensional do polipeptideo precursor de
Candida antarctica onde os residuos de aminoacidos correspondentes a regifio da tampa
foram identificados. A Figura 3 e a Figura 4 mostram o modelo tridimensional da lipase
B de Candida antarctica que estd publicado no servidor do Protein Data Bank (PDB)
sob o cdédigo 1TCA (UPPENBERG e cols.,, 1994). A remocdo dos residuos
correspondentes a tampa cria a necessidade de complementacdo da cadeia polipeptidica
entre os residuos de glicina na posicdo 137 e de glutamina na posi¢cdo 157
correspondentes na lipase de Candida antarctica. Na lipase B de Candida antarctica,
esta distAncia corresponde a 4,48 angstrons (4,48 x 10" metros). Esta distincia
corresponde ao comprimento de dois residuos de glicina. Por isso, a mutagdo por
remogdo da tampa na lipase B de Candida antarctica deve ser acompanhada da insercio
de preferencialmente dois residuos de glicina para a manutencdo do posicionamento

adequando dos residuos de aminodcidos do polipeptidio.
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Sequéncia de aminoacidos alterada

A substituicdo dos residuos de aminodcidos propostas nesta invengdo se baseia
na manutencdo da integridade estrutural do polipeptidio produzido pela alteracdo
prevista. Com a remogdo dos residuos de aminodcidos da regido da tampa das lipases, o
ultimo residuo imediatamente anterior a regido retirada deve ser conectado ao primeiro
residuo imediatamente apds a regido retirada. Para isso, esta invencdo propde a
substituicdo dos residuos que compdem a tampa das respectivas lipases, caracterizadas
pelas sequéncias peptidicas mostradas na Figura 2 (SEQ ID NO 58-114) por um
segmento de residuos do aminodcido glicina. O ndmero de residuos de glicina
necessdria para compor o referido segmento pode variar dependendo da enzima lipase
utilizada como precursora. Baseado em observagdes computacionais, um nidmero de
residuos de glicina compreendido entre 1 e 10 € suficiente para manter a estabilidade e

integridade das lipases modificadas.

As mutagdes propostas nesta invencdo podem ser realizadas por técnicas de
bdsicas de biologia molecular contidas no Estado da Técnica (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001).

Nomenclatura para alteracoes de aminoacidos

As lipases variantes obtidas pelas altera¢des dos polipeptidios propostos nesta
invencdo sdo nomeadas segundo o organismo de origem da sequéncia precursora e a

modifica¢do proposta seguindo a seguinte regra:

a) Primeira letra do termo genérico do organismo de origem da sequéncia

precursora, seguida de;
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b) Duas primeiras letras do termo genérico do organismo de origem da sequéncia

precursora, seguida da;

c) Letra grega delta (A) e da palavra inglesa “lid”, referindo-se a mutacéo por

dele¢d@o da tampa “lid” da lipase, seguidas da;

d) Letra G, em referéncia ao residuos do aminoécido glicina e de um nimero
subscrito de 1 a 10, referente ao nimero de residuos de glicina introduzidos em

substituicdo a tampa.
Para melhor explicacdo da nomenclatura, seguem os exemplos:

CanAlidG; — Lipase de Candida antarctica cujo a tampa foi substituida por 3

residuos de glicina.

CanAlidG; — Lipase de Candida antarctica cujo a tampa foi substituida por 7

residuos de glicina.

AniAlidG, - Lipase de Aspergillus niger cujo a tampa foi substituida por 1

residuos de glicina.
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REIVINDICACOES

. VARIANTES DE LIPASES caracterizados por:

a. serem constituidos por um polipeptidio com uma sequéncia de residuos de
aminoacidos obtida a partir de uma muta¢do em uma das sequéncias
precursoras SEQ ID NO 1-57;

b. areferida mutacéo consistir de uma substitui¢@o das sequéncias SEQ ID
NO 58-114 presentes nas referidas sequéncias precursoras SEQ ID NO 1-
57 respectivas, por um segmento polipeptidico distinto;

c. o referido segmento polipeptidico ser constituido por residuos do

aminoacido glicina.

. VARIANTES DE LIPASES, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizados

por possuirem sequéncia polipeptidica com, pelo menos 80% de identidade

com o referido polipeptidio.

. SEQUENCIA DE DNA caracterizada por codificar os referidos variantes de

lipases, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2.

. VETOR DE EXPRESSAO caracterizado por abrigar a referida sequéncia de

DNA, de acordo com a reivindicagéo 3.

. CELULAS HOSPEDEIRAS TRANSFORMADAS caracterizadas por

conterem a sequéncia de DNA, de acordo com a reivindicagdo 3.

. METODO PARA PRODUCAO DE VARIANTES DE LIPASES caracterizado

por compreender o cultivo das referidas células hospedeiras transformadas

com o referido vetor de expressdo contendo a referida sequéncia de DNA, de
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acordo com as reivindicagdes 3 a 5 sob condi¢des necessdrias para a

recuperacao dos referidos variantes de lipases do caldo resultante.

88



1/15

FIGURA 1: SEQUENCIAS DOS POLIPEPTIDIOS UTILIZADOS COMO
PRECURSORES PARA AS MODIFICACOES NAS LIPASES. SEQ ID NO 1-57.

SEQ ID NO 1:
MPVSRARQRWSWPAARLLVVPLLLIGAAATPVGAAVPVEPPGPALSVTDADLDRALTCSGDLADADRTPV
LLTPAFSTDKQSYGWNYLQSLPRAGYPTCSLSLPDRGYGDLQVAAEYVVAATRRMHEAAGRPITLMGHQH
GALNGLWALRFWPDVAPVVEDFIALATPFRGTATSALACRTLRSCPPAAWQIATGSAYLAALDGPLPTGP
SYTSIATVFDPLIVPQPRASRLEGASNVLVQDVCPLRPVEHFAILGDHVAYSLVLDALQHEGPADRRRIS
RLTCFRAGMPGLDASGLPRLVVAAGGAVTGALTQVPATSVGQEPALADYAR

SEQ ID NO 2:
MQRRILSVLGALCLAAATLTAPAIMPSAGSTAQAETVSSLNISPSGANDWDCAPDAEHPYPVVLVHGTFT
TMDVNWISLSPKLKRNGYCVFALNYGLENGISGAAHVPDSAAELRDFIDRVRQATGANKVDIVGHSQGGM
MPRWYMGHMGGAKHVNELVAIAPSSHGTQGILVPSATGVKIAGNYAGWICDACADQVAGSEFMTELNSIG
DTVAGPDYTVISTKYDEVVMPYKSQFLQGNSARVTNVLLQDKCPLDVSGHAGVAVDPVVHRWVLNALSTD
GPADPGYRPSCYL

SEQ ID NO 3:
MKWSSFLEAALLCGAILSPVTSGAALPSDTASTASDQGLVSTLSAVANDPAINDTQITTTVSSIVSGIDE
TQRKQTTKGDESVERAFKKLQSVFSDGTPDFLRLAREIVRIGLVPADILSLLNGYLKQELNSINNRNPVL
NNQIIYPAKAPGDVPYSVAEKALRAAIYIPSSFGYGKNGKKPVILVPGTATPAGTTYHFSFAKLGSATNV
DVVWLNIPQASLNDIQINAEYVAYAINYISALTGSNVAVISWSQGGPDTQWALKYWPTTRDVVDDFIAIS
PDFHGTVASSLACPWLKSLLCSPALWQQAWDSEFISTLRADGGDSAYVPTTTIYSSFDEIVQPMSGSQAS
AILGDARAVGVSNNQVQTVCGSKPAGGIYTHEGVLYNPLAWALAVDALTHDGPGDPSRLNLDDVCGRLLP
PQLGLDDFLGTEGLLLVGLAEALAYMPKTLREPPIAGYAA

SEQ ID NO 4:
MRWSSLLKAAVLYRAILSPLVSGAVIPRGAVPVASDLSLVSILSSAANDSSIESEARSIASLIASEIVSK
IGKTEFSRSTKDAKSVQEAFDKIQSIFADGTPDFLKMTREILTVGLIPADILSFLNGYLNLDLNSIHNRN
PSPKGQAIYPVKAPGDARYSVAENALRAAIHIPASFGYGKNGKKPVILVPGTATPAGTTYYFNFGKLGSA
ADADVVWLNIPQASLNDVQINSEYVAYAINYISAISESNVAVLSWSQGGLDTQWALKYWPSTRKVVDDFI
AISPDFHGTVMRSLVCPWLAALACTPSLWQQGWNTEFIRTLRGGGGDSAYVPTTTIYSTFDEIVQPMSGS
QASAILSDSRAVGVSNNHLQTICGGKPAGGVYTHEGVLYNPLAWALAVDALSHDGPGDPSRLDLDVVCGR
VLPPQLGLDDLLGTEGLLLIALAEVLAYKPKTFGEPAIASYAH

SEQ ID NO 5:
MSERVQDKSGKQINEGDYVYTKYRGGSHEGEVDKVVTDDAGAHEEEVANPPKMTQAWGTVTVLWFPHSEL
VAEHKRCLCFPIALGWPADWVTGHTKTATGSWPSPGQDRNSMTKEYEARFAGYIHQHFLSSGSTFTLGPL
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LDSPSCTLNLHNMRLSALTRRLLYGVFLSPVCLCISIPQQPSHVPISDHDLVSVLSNAVKDPMVDRRVSS
VASDIMLGLATNENLQHPGNEQLQAALKKIEAIFTKKSSSTMLDLAKDIVASGLVPPKILAFLNGYLDAK
INSAHNLNPDLKSGSIYPSKATEDAPYSIPEAALREAIHMPNLFSGESNSGRKPVILVPGTAAPAGTSFY
YNFGKLGNAIPEIDVSWVNIPQASLGDVQVTAEYIAYSINYISSLYRSKVNVISWSQGGLNTQWALKYWP
STRDSVEDFIAISPDFRGTIETRLVCPWLAGIMCTPALWQQGWDAKFVRTLRGFGGESAYVHTTTIYSSF
DEIVQPMYGDQASAILQDARGVGVSNNHLQSICAHEPAGGMYTHRGVLYNPLAWALTIDALTHDGPGRPS
RVNVTTVCQQSIPPQLGLDDLLGTEGLLLVSLSETLRYRPKTFAEPDILGYAASAPGVGGEIWDLKDEQF

SEQ ID NO 6:

MRFFTALSLFISGAAIASALPSSSETVEANCVKPYLCCGELKTPLDSTLDPILLDLGIDAASIVGSVGLL
CLIPSKALTCLNGYAIIDLNSIHRHNPSPENLSIYPYKAKSDAPYSIAENTLRAAIHIPRSFSHKRDKKI
PVLLVPGTAVPAAITFYFNFGKLRRALPESELVWIDLPQASLDDIQLSAEYVAYALNYVSALTSSKIAVI
SWSQGALDIQWALKYWPSTRSVVNDFIAISPDFHGTIVKWLVCPLLNDLACTPSIWQQGWDANFIQALRS
QGGDSAYVTTTTIYSSFDKIVRPMSGENASARLLDYRGVGVSNNHLQTICANNAAGGLYTHEGVLYNPLA
WALTVDALLHDGPSNITRIDTQKICEQVLPPYLELTDMLGTEALLLVALAKILTYSPKVSGEPDIAKYAY

SEQID NO 7:
MVWPSYNRDSHGDAHQSFDVKRDLHWHVKVGSGCPRRLHSTTTMYPPVAMAVFTGVLLGQSITTAALSMD
RRSLPETLLMVTNGVKALGFLGASALQEVDLLVSHLLDLSTGKKSPVTSVDGTIKELSDLLDSHNGTFDH
IAYALDLVARGLLPSNVLDLLEGVTDDEINSSNNINTKSPSSPIYPQKAPEDAPYSVDEATLRSALYIPS
SFEYGANGKTPVLLVPGTAVPAGLTYHFNFVKLLLATSFADPVWLNIPRNSLDDVQINAEYVAYAINYLS
GMSNNSTIGVISWSQGGLDTQWALKYWSSTRAVVQDFMPVSPDFHGTLMGGPCPGFPSRLCTPSLIQQAH
NTSLLRTLRSNGGDSAYVPTTTLYSSLDEVVQPQIGTEASAFLRDARAVGVTNNQVQLRPPWLRAS

SEQ ID NO 8:
MYPYAFLAVITAPLVLAAPAPVPAPFPKPQLTGDPVTGLLSGVGNAVLDIGSLSSAIPAVLSDIGQVSTA
ANLVVAATIANGTILGTDVPVIAKKLFSAAQPTAKPSSVSQAISWAAGAWGVSDPSASPTPPANIVTNALG
LVLNGFTSNDLQAVASGASPFANSVNNVNNPVPPNKRFYNNVNRNARFSVDETTLRAAIYIPPGFTWGKK
QPVIMSPGTGAFGYGTFASNIGKLLATTNYADPVYLNIPFALLDDAQTNAEYVAYALQYFYAMTSRKTAI
VTWSQGSLNAQWAFKYWPSIPKTVTDHIAISPDYHGTVLSYILCPGFESGNDVACTPSILQQQYQSNFVN
RLRSNNGDSAYVPTTTVYSLTDEIVQPQIGTAASGFLNDARGVGASNTFLQGACLGLPAGTLYTHAGVLF
NPVAYALVTDALQNDGPGSFDRVSDQCGNLVAPGISLADVIETEALIPLAALNVLAYEKKITNEPALMSY
ATY

SEQ ID NO 9:

LPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTCQGASPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQLGYTPCWISPPP
FMLNDTQVNTEYMVNAITALYAGSGNNKLPVLTWSQGGLVAQWGLTFFPSIRSKVDRLMAFAPDYKGTVL
AGPLDALAVSAPSVWQQTTGSALTTALRNAGGLTQIVPTTNLYSATDEIVQPQVSNSPLDSSYLFNGKNV

90



3/15

QAQAVCGPLFVIDHAGSLTSQFSYVVGRSALRSTTGQARSADYGITDCNPLPANDLTPEQKVAAAALLAP
AAAAIVAGPKQNCEPDLMPYARPFAVGKRTCSGIVTP

SEQ ID NO 10:
MRKRRILHALSALLLVAPLVALAAPAQAATSSGINDFSCKPSAAHPRPVVLVHGTFGNASDNWLVGAPYI
AARGYCVFELDYGQEPGIPLFHGLAPVAQSAQQLSDYVNQVLGATGASQVDIVGHSQGGMMPRYYLKFLG
DAAKVHTLVGLAPSNHGTNLDDIETLAADYFPAALGLIGTACPSCSDQIVGSPLMQQLNAGGDTVPGVQY
TVISTLFDEVVTPWQSQRLSGANVHNILLQNLCPTDLSEHVLIGTTDKIALHEAVNALDPSHATPTTCLS
AFS

SEQ ID NO 11:
MGISSPAARLRRGSIGAVCAAVVVLLFAALVAPAARADLPVVYNFPTALAIGTFAPNDDPPGANDYGCRP
SAAHPRPVVLVHGTVENKNVNWRALSPLLKNNGYCVFALNYGAWLPGPYLGLGPIPDSARQLSTFVDGVL
AATGAREVDVVGHSQGGMMPRWYIKFLGGAAKVHTLVGLTPSNHGTTLLGLSTLARFIPGASAVLRAGGP
ALEDQRQGSTFNRTLDAGGDTIAGVNYTVIASIYDEVVTPYTNGFLSGATNITLQSGCIINFTEHLGVAY
DRRALRLTLNALDPATARTPPCVPTIPGVGG

SEQ ID NO 12:
MCAPSWSAWPAWGETVKLEGMPSQPVQTAQQTKPLKLPDLRRELTAALKAVWRNLPTGDQAPPATELPDE
VVQEIITNYAEDPRRSATLIDDTTASLPLLARARHRGLFEDDWRARTTPERPWPVILIHGTGTTKGDWQE
LGADLRRDGWAVFAPDFGTRATGPVHQSAEQVGAYIEAVLGATGAEQAILVGHSQGGVVARYWMRILGGY
PKVRHLVSLACPHHGTTMGGVVSPLLKTNRGEAVAQSVVQSWFGGAGLELITGHETIEKINEGGDLDPGV
TYTNIATHFDTVIQPPETCFLTAEDPGDAERIRNLWVENLDSDAVVLHPNMPFDHRVRALVRADLARLVE
EL

SEQ ID NO 13:
MLFNDPSFDAQHATPVLYVHGINSRTIAFRRNARLISSHGHWVWGYDYGRMLIPGLAGTGRIEDMVDELG
ENVDHVLSETGASKVNVVAHSQGGLLTKLFIAAGGAERVERVVAMGANFHGTDLRGYAARINPITGRNPK
FWERMASPSAVQQLAGSEWSHELATVPDTNPRVMYTSLYSRRDHVVTPVETSILTPIDGADVVNLEIPGA
PLHPLMPRDRETAELTLWGLEREPGETAPS

SEQ ID NO 14:
MMKTIGAVATAFALTIGATAGTATAAEPAFDNLSANLSSAFSGSSETLPLEPSLPVVPGGTGEAIDYTQP
LPGNAAKDAQYGFPTGVALGPENDFYAALMKTLVYTGQYPKGMNDFSCTSEKNPVILLPGTTTNIYNDFS
KMAPALMDAGYCVYGFNHNPGTIPATQFAGDIKDSARALGLVVDRVLKETGAEKVTLVGHSQGGGIMPIY
YINNYGGDKKVDHLIGLAPSNNGTTVGGMFKASEFTNGVVDFFAGVASRQQLIGSDLVNEVYHNGPVTRP
GVKYTMIASATDQTVTPYTNSFIDEPGVTKITVQDHHPGFVSDHNNMTYYEQVIDLTLHALKA

91



4/15

SEQ ID NO 15:
MKADSRNLGRGRRSFLAGAAALSVSLSTLFSLTPSALAADAEASGVIPDAAVPAGLEGNHVAKAPVNNPT
CVPSPEHPNPVVFLHGTSDNSTRWQKAANALSNQGFCTWAFNYGKPTDGKPNLLGHYAMTDIDDSAKEIA
STIDYILSVTGAEKVDLVGHSQGGLHLKKYIAENGGGDKVDRVVGVAPTYHGTTLAGMDKMLRPIIERNP
KLAESVAGKAGVQQLVGSELIDRLNKLPDTDKRVQYTNLYSSADTTATPNKTSMLESVDGADVANVEVGA
ACKLPIAPAHAAMPQNNPTIGLILWGLSREAGDHTPATEHCTNPGRGSASSSAASS

SEQ ID NO 16:
MKVSLVKIAFTALMVSGISAHPTKELERRDLISNIDDIVNSTIDNGEAHKDNAKSAITDIFDKINDGIKQ
DIDNLKEVGKSIADLIKSVVPTEDLSTPEGVQAYLGQLFENGEDLFKNSIDMVGHGLKPGSIAGNFEGFS
DEINTSDNFNVKEPEGSVYPQAESEDPSFSLSEEQLRSAIQIPEEFQYGNGSKSPVILVPGTGSKGGMTY
ASNYAKLLKETDFADVVWLNVPGYLLDDAQNNAEYVAYAINYISGISNNKNVSIISWSQGGLDTQWALKY
WASTRSKVSDFIPISPDFKGTRMVPVLCPSFPKLSCPPSVLQQEYNSTFIETLRADGGDSAYVPTTSIYS
GFDEIVQPQSGKGASGLINDNRNVGVTNNEVQTICPDRPAGKYYTHEGVLYNPVGYALAVDALTHEGPGQ
LSRIDLDTECGRIVPDGLTYTDLLATEALIPEALVLILSYDDKTRDEPEIRSYAQ

SEQ ID NO 17:
MLSAGLVAGVVGLVGGAPASAAAQPGPLPVLYNFPAAALISLANPNADPPGANDFSCRPSATHPLPVVLV
HGTLANKTNEWQAVAPLLKNDGYCVFAPNLGGDTPTSFLQATRPIEEIAAQLGVFVDQVLATTGAAKVDI
VGHSLGGMLPRYYINNLGGDTKVNSLIGLSPSNHGTTLLGLAKLGEAIGVTGPIESFCASCIQQIAGSPF
LTALNANGGLRPGVRYTVIQTRYDEIVTPYTSAFLSGPNVRNITLQDACILDGVDHTATIANDRVALRHVQ
NALDPAHPRPAICVPVLPTIGG

SEQ ID NO 18:
MRFPVHIISLCVFSGLGLAAPSYSDLESRQLIGGLLKGVDGTLETVVGGLLGTLRKAIDSGDRDKTLDIL
HVLEPAKKHKNVEEAFAALEKISKSKPKTIIDYSAQLIVNGLISGNTLDLFAYAKGLVSAQNGSNNKNRN
PPKEVYPKVANCDASYTTSEAKLRAAIHIPPTFTYGEKPPVILFPGTGSTGFTTYRGNFIPLLTDVEWAD
PVWVNVPVLLLEDAQVNAEYAAYALNYIASLTKRNVSVIAWSQGNIDVQWALKYWPSTRKVTTDHVAISA
DYKGTILANIGGATGLINTPAVVQQEAGSTFINTLRSNDGDSGYIPTTSLYSSLFDEVVQPQEGAGASAY
LLDARDVGVTNAEVQKVCTGKLGGSFYTHESMLANPLTFALAKDALTHEGPGTISRLDLADVCNRSLAPG
LGLKDLLITENAVVIAALSLVLYLPKQIDEPAIKQYALEATGTC

SEQ ID NO 19:
MELSMPLRLTRVMPALVAAAAAVALLPQSASAATVAADPVGPEQISFLPAKLYSSLAPTALPPGTNDWTC
QPSAAHPRPVVLVHGTWANRYDSFAMIAPHLKRAGYCVYALNYGDENVSVLGQLPGLYATQTIKPAGGEI
SSFVDQVLDSTGADQVDMFGWSQGGIAARSYLKFYGGTNAANPAANKVKNLITFGATNHGTTLSGLGALA
GQLAPATIPPVLGPAAADQLIDSPFLTELNAGGDTQPGVTYTIIGSRYDEVSTPYQRTFLTAGPGATVNN
ITLQNGCEIDLSDHLSGLYSYRLVGLVKKALDPTGNVYVPCLPNAPVL
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SEQ ID NO 20:
MKPVNLAIGFCLATNYVHGYPTVLDKRNLLLDGFANLFNSSGDLNASISEGIFQDVKDLGGIILSLDLMI
ESVVDTSEIHGISGAFNYLKEIFESQTWKSIYSGIIKLVFEENGLETVIINYSQRLNNLNNTNARSPKSA
VYPSANSKDAPYSLLEQKLRSAIEIPSGYEYGKGDKKPVLLVPGTGSYGGNGFYTNYIKLLNQTDFADVA
WLNIPNYLLEDSQLNAEYVAYGVNYLSGISEGKKVSVISWSQGGLITQWALKYWPSLRENMGEFIPVAAD
FHGTKLAPAICPSFPKLSCAPSVLQQEYNSNYVRTLRENDGDSAYVPTTSLFSGFDEIVQPQSKNASAAL
KDARNVGVGNYQFQNLCPNNTAGRYYTHEGSLYNPVGYALAADALKHGGVGDPSRIDLEHLCTLPFPEEL
DYADVLTTEVELLYCGFNIIFGKGKVKEEPRIRDYAK

SEQ ID NO 21:
MKPVNLAIGFCLATNYVHGYPTVLDKRNLLLDGFANLFNSSGDLNASISEGIFQDVKDLGGIISSLDLMI
ESVVDTSEIHGISGAFNYLKEIFESQTWKSIYSGIIKSVFEENGLETVIINYSQRLNNLNNTNARSPKSA
VYPSANSKDAPYSLSEQKLRSAIEIPSGYEYGKGDKKPVLLVPGTGSYGGNGFYTNYIKLLNQTDFADVA
WLNIPNYLLEDSQSNAEYVAYGVNYLSGISEGKKVSVISWSQGGLITQWALKYWPSLRENMGEFIPVAAD
FHGTKLAPAICPSFPKLSCAPSVLQQEYNSNYVRTLRENDGDSAYVPTTSLFSGFDEIVQPQSKNASAAL
KDARNVGVGNYQFQNLCPNNTAGRYYTHEGSLYNPVGYALAADALKHGGVGDPSRIDLEHLCTLPFPEEL
DYADVLTTEVELLYCGFNIIFGKGKVKEEPRIRDYAK

SEQ ID NO 22:
MLLRTILAATTAATVLLVPAAAQAATAEPAAPSNTAAAATAAQRAAAAAADPVIVVGGLSGISIAYEPIA
ARLRADGYRVSIFQLPNLGLGDIRESARALSSYVDRVRATTGAARVDLVGHSEGGLVSRWYVKYLGGAAT
VDQYVSLGSPQYGTYVANLVAVLGLGSCAGVIACQQMTIGSSFLADLNAGDDTPGPVRWATVRTWQDELV
RPVDNAVLADGATNILVQAWCPLRVVGHLGLVLDGTTYTAVRQVLAGAPVQPNCFAV

SEQ ID NO 23:
MLLRTILAATTAATVLLVPAAAQAATAEPATPSNTAAVATAAQRAAAAAADPVIVVGGLSGISIAYEPIA
ARLRADGYRVSIFQLPNLGLGDIRESARALSSYVDRVRATTGAARVDLVGHSEGGLVSRWYVKYLGGAAT
VDQYVSLGSPQYGTYVANLVAVLGLGSCAGVIACQQMTIGSSFLADLNAGDDTPGPVRWATVRTWQDELV
RPVDNAVLADGATNILVQAWCPLRVVGHLGLVLDGTTYTAVRQVLAGAPVQPNCFAV

SEQ ID NO 24:
MRRTVRAGRPASVLVGLLLAVGACSAAGAPTDPATTAVPTTAVPTTAAPTPSSSVPTLAPTASPSRIRSP
LPDVHVPGVNDPSCRSAERPVVLLPGTFSTVQSNFTALAAALQAGGRCVYGLNYSLAGVAPVRDSASAAA
GFVQDVRAATGADQVDVVGFSQGGLVLRTALRLDGLAPAVASAVLIAPSFHGSTADLLTGVPAAACPACA
DQTAGSALLTELDAGGDLDGQVRYATISSRDDTVVTPVDGQSPVGPADRVRSLVIQDRCPRATVSHLDLP
ADPGVVGWVGAALDSDGRPEPTAYRCP
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SEQ ID NO 25:
MRWSSLLKAAVLYRAIFSPLVSGAVLPRGALPAASDSSLVSILSSAANDSSIKSEAQSTASSIVSKIDET
ENSRSTKDAESVQEAFDKIQSIFADGTPDFLKMARKILTVGLIPADILSFLNGYLNLDLNSIHNRNPSPK
GQAIYPIKAPGDARYSVAENALRAATIHIPASFGYGKNGKKPVILVPGTATPAGTTYYFNFGKLGSAADAD
VVWLNIPQASLNDVQINSEYVAYAINYISALSESNVAVLSWSQGGLDTQWALKYWPSTRKVVDDFIAISP
DFHGTVVRSLVCPWLAALACTPSLWQQGWNTEFIRTLRGDGGDSAYVPTTTIYSTFDEIVQPMSGSQASA
ILSDSRAVGVSNNHLQTICGGKPAGGVYTHEGVLYNPLAWALAVDALTHDGPGDPSRLDLDVVCGRALPP
QLGLDDLLGTEGLLLIALAEVLAYRPKTFGEPAIASYAG

SEQ ID NO 26:
MIFTSSPAVLLSTITLFAQLALGLPTTSEPVHHESVRAIGELSHRDELHDAGVVWNKVVRQSPLVAPTDP
RDSFNNQNPDVPGVGYPRSSDADPAFTIPEAKLRSAIYLPSGFNSSTNRQVVLFVPGTGAYGHESFADNL
LKVITNAGAADAVWVNVPNAMLDDVQSNAEYIAYAISYVKALIGDDRDLNVIGWSQGNLATQWVLTYWPS
TAPKVRQLISVSPDFHGTMLAYGLCAGNFGKVAKAGAPCPPSVLQQLYSSNLINTLRAAGGGDAQVPTTS
FWSRLTDEVVQPQAGLTASARMGDARNKGVTNVEVQTVCGLSVGGGQYGHSTLMAHPLVAAMTLDALKNG
GPASLSRIRSQMFRACSNVVAPGLQLTDRAKTEGLLATAGARMGAFPTKLLREPALRQYAA

SEQ ID NO 27:
MVTVSVLAVTVSGSPAHADPDAGTSVSEQALAAIIAEGRTLAPTAGGTGSACTSGSGAGSGNGSGNCYGG
SGSSSGSAGGYASDTVGHGPEMSSWLAAFGYGLGNPDVAPPGANDWNCKPTAEHPRPVVLLHGTWMNAYN
GFAYMSQPIKDAGFCTFTLNYGRSNLLEGGGLGSVLPGVMGTGYIQDSAKQVATFVDRVLAATGADEVDI
IAHSQGGALANWYTKYEGGADKVKNLITYGATHHGTTLVGIGALGRAINNFGIDVLGFVEIFVGHAGIQQ
TVGSDFINKLNENGDTIAGVDYTVVGTRYDEITNPYELTFLQAVPGATVQNITLQDGCEQDMSDHLTMMY
SPRGLSIALRALDPEGHPDLVCTGNPWLLGGGGSL

SEQ ID NO 28:
MRCHKVLRFVFFVSISLGSPVPSYTSKGAQDGPGIFNKLFNTSTSRAPFSTDIYQELSQLQAKISDIATG
KIKPVSTIEKGLSVLSSIPHDNNRTSLQNAIDIVSLGLVPSSITDILNGITNHEINSIANNNTKNPTPRI
HPTRSFEDAPYDIPEERLRSAIYIPPAFSYGENNKIPVLLVPGTADPAGSTYYFSYAKLFTANPHTDPVW
VNIPENSLGDIQSNAEYVAYAINYISALSQRPIGVLTWSQGSIDVQWALKYWPSTRAAVSDFMAVSGDFH
GTLLATLCVFAKPFCSPAVQQQAYDTRFIRALRGGGGDSAFVPTTSVYSGDDFIVQPQSGDWASAALGDV
HGVGVSNVQVQVACAGGAAGGSYSHSAMLVNPLAYALFVDALVHDGPGKLERIDLDAICGESLAPGLDVD
DFLGIEDVSNVIGVLNVLLYGYNRNEEPPLRDYVHY

SEQ ID NO 29:

MRCSVPSLALLSLIPAATIAAPAPAAEPAPVQAPAPTPAPSLDDALALEERQLGGLLGGILGGVNGVVTGL
LGSVESAAAAKNPAAVGSALVKIVAPNRPTNIADCMTRASKVWASPTGRTDIYPAIASQVAVGLGPLLDG
TLLTALTGGLAVGENSINNNNPNPPKSVWNIKGDAPYSLSESALRKAIFIPPTFKYGAGKKRPIIMVPGT
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GAFGGVNFANNLRKLLVNQPFADPVWLNIPGAMLGDAQLNSEYVAYAINYISAISKSNSNNMAVISWSQG
GLDTQWAFKYWPSTRKVVKDFLPISPDFRGTVLANALCLTADSKLMLNPLCPPSVIQQEATSDYVNTLRT
ANGDSAYVPTTTFYSGFFDEIVEPQQGNFASAFMNDGRNVGVSNNEVQKVCAGGLAGTFYGHAGVLFNPL
TYALIVDALTHDGPGNTSRINLASVCSTYAAPGLDLDDVIATSGLIPIAGVMLLTYPDKRLAEPGLKSYA
R

SEQ ID NO 30:
MKINARFAVMAASVAVLMAAAPIAQAVTSPGDIHPLVQAAHSPDGIPGNGVGPEFHTSSMARSYSEKHLG
VAPRGVNDFSCKVKPGDRPVILIPGTGGNAFATWSFYGPHLAHEGYCVYTFTTNVPVGILDEGWGFTGDV
RASAQALGAFVDRVRKATGSEKVDFVGHSQGGGILPNAYIKMYGGASKVDKLIGLVAANHGTTAVGLDKL
VDGLPEAVKDFLSTWSYDHNMEAYGQQLKGSALMQQVYRDGDTVPGIAYTVISTRLDTTVTPYTQAFLKG
AKNMTVQDACPLDTYGHGRLPYDPVAYQMVLNALDPNHPREISCTWRPRVLPVSTTDAA

SEQ ID NO 31:
MRLHGVSLAVWGIVSQSFAVPTPAPDGLLPGLLPGVVSFVQNLLGDINRAVAEGDPTKVLNILKQLQPLT
RPTNIEDAMGRAAYIWTKPSPRQDLYSAAAEQIVDGLVLDETLKAALTGGLPVGENNINTNNPSPPTIIY
PKKNATDAPYTLSESALRKAIYIPPSFVYGAGSKRPVIFVPGTGAYGGTNFASNLRKLLTGKSYADPVWL
NIPGAMLGDAQTNAEYIAYAINYISAISKQNKENIAIISWSQGGLDTQWVFKHWPSTRPLVKDFLAVSPD
FKGTVLANLLCLSPDSNLGLLPCAPSVIQQEATSDYVRSLRSNGGDSAYVPTTTFYSSFFDEVVQPQEGT
AASAFINDARNVGVSNNEVQAVCKGQAGGSFYGHSGVLLNPLTYALIVDALQHEGPGSLERIDVKSVCDS
YAAPGLDLDDVLATTGLIPVALVLILAYPQKSLTETPVRAFAG

SEQ ID NO 32:
MEVSMTKIKVFARAVVVSFVAGGLLLTGLPASFAAATPEPGPVLQTPTAQLFSALKCSADLAPPNKTPVL
LVPGFGESVNDAYSGGYEKYFRDQGRPLCLLTIPGRGFGDMQVTVEYVVSAIRSMNEKSGEKISAIGHSE
GGMLLTWAVKFWPDLATRLDDVINIASPINGTSFTGIIPTCKPNEWYSSCPPVGFQVSRGSDWTTALAAR
RLPGDFHTRRSPPTMMSSFFLRLARPTWLVPATSSCRISVQAELHCILAY

SEQ ID NO 33:
MWKARHGSRFALLAAVVCICALGVAPAQAAEVPTLPGPAQSDAGSAISYAKHHPHSAPPGTNDFSCRPGP
AHPHPVILVHGSDGSAYSNWAGLSPKLKAAGYCVYALNYGRKPGTEHFGMQTMTDGAAELEVFVDDVLAS
TGADEVDLVGHSQGATVARYYINRLGGASKVNRWVGLASPSYGGTFFGIATALQTLPGGNELIVGIGSEA
LAEQVQGSPFLTALNAGGDTVPGVEYTTIGTRYDEVIQPYTNVALHDPGATNILVQDLCPLDQTGHFNLP
YDPFSQQLVLNTLDPAHAIVPPCTFVPLGTGIAGVIIASNF

SEQ ID NO 34:
MRFRGAGAVVAGVVLLMSGAVSTARADDASPSPPAVPATAGLPQTGRSAAALYAHEHPGSAPAGSNDFSC
TPSPDRPDPVVLAHGTDASAYADWAALSPMLAADGYCVFALNYGGAPGAESFGTEDIVASAEEFGRFVDR
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VRDATGAGKVDVVGYSQGANVTRYYVNKLGGAPFVDHWVGLASPSYGGVMYGLVPVVQALPGGPDFARTV
TSVAVSQQMQGSPFMTDLNAGGDTVPGVAYTTIGSRYDEMIQPYTNMALRGAGAENILIQDRCPEDGTGH
FRAPYDPFALDLVRAALDPAATPLARCGFVPIGADIPQVIVDSNR

SEQ ID NO 35:
MLLRKTAVALALALGATLAVPGVAASAAPADAAVEGASAPHSTVGDARDTAAGTAAATDNPVIIVGGLSG
IAVAYGPLAARLKHDGFRPFVYELPGLGFGDIPTSARAFADYVDQVRATTGAAQVDLVGHSEGGLVARYY
LKRLGGTGSVGRYVSLGSPQYGTYVANILAFLGLGSCAGVVACQQMTIGSDFITDLNAGDDTPGSVSYTA
VRTRQDQLVRPVDNAMLADGATNVLIQSSCPWRLVGHLGLVLDGTTYTVIRQALRDESIRPRCLAL

SEQ ID NO 36:
MLLRKTAIVLAFALGVTLAVPGVAASAASASAAPAGAAAEPASTSHVPPSSVHNATAGPAVAADNPVIIV
GGLSGFAFAYGPLAARLDADGFRSFVYELPGLGFGDIPTSARAFADYVDQVRATTGANRVDLVGHSEGGL
VARYYLKQLGGTGAVGRYVSLGSPQYGTYVANIVAFLGLGSCAGVVACQQMTIGSDFLADLNAGDDTPGS
VSYTTIRTWQDQLVRPVGNAALADGARNVLIQSWCPLRLVGHLGLALDGTTYTVIRQALRDESIRPNCLA
\

SEQ ID NO 37:
MRPHMGIFLAVVTAPITLAAPALVPGPSPKPQNSTDSSSCPTSSGGNRVSHIGSLTSLIPAVLSDVTNVL
TAADEVANAIANGTVFGTDVPVLVKKLFSAVQPTATPTSISQAQELAAGVWGVTNPSASPTAPANIIANV
LELVLDGFTSSDLQALSSGVNPAANSVNNVNDAVSSNKTFYNTVKGDAPFSVNEETLRAAIYIPPSFTWG
KKQPVIMLPGTGGYGYVTYASNIGKLLSATDYADPVYLSIPNAFTSDAQINAEYVAYALQYFYAMTSRKP
AIVTWSQGSLDAHWAFKYWPSVRNIVTDHIAISPDYHGTVLAYILCPGFALGNGIACTPSVLQQTYESNF
VKRLRSTDGDSAYVSTTSIYSLTDEIVQPQAGTAASGFIKDVRGVGVSNTFLQGACAGLPAGGLYTHAGV
LYNPVAYALLTDALKNDGPGLFERRGGRLFVVVLDWFLYIPNLF

SEQ ID NO 38:
MILTSKTAVLFSTVTLFAQVAFGLPTTSGPERHNRARAVRQLSYTNKTSTFRNAPDSESDLQSRLDSIWD
STAGSSTTGTFWDKVVLQAHQNILPGQGIDINYIDDPNSITDVLVGPTDPRDSFSNLNNPDVPGVHYPRF
SDVDPLYTISEAGLRAAIYLPPGFTASSNRQVVLFSLPNPAPPTTVWLNVPGAMLNDVQSNAEYIAYAIS
YVKALIGDGRELNVIGWSQGNLATQWVFTYWPSTSPKVRQLISVSPDFHGTALANGLCLNAGNLTNGIEE
GLPCAPSVLQQEYNSNLISTLRAAGGGDAYVPTTSFWSSLFDEIVQPQIGLTASARIGNARRKGVTNVEV
QTVCGLSPGGGFYGHASLLSHPLVAALTLDALKNGGPASLGRIASDIRDICKNVLAPGLDGADGAQTAGA
IVLAGVRLIAYPSKLKEEPALRAYAA

SEQ ID NO 39:
MLPWKRWLRPLAALALTAAAVLTPAATASAAPTAQATASSGWNDYSCKPSAAHPRPVVLVHGTFANSVDN
WLVLAPYLVNRGYCVFSLDYGQLPGVPLIHGLGPIDKSAEQLRDFVDKVLAATGAPEADLVGHSQGGMMP
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RHYLKFLGGADKVNALVGIAPDNHGTTLLGLTKLLPHFPGAEKFLNDKTPALADQIAGSPFLTRLNEGGD
TVPGVQYTVIATRYDQVVTPYRSQYLDGPNVRNVLVQDLCPVNISEHVAIGTIDRIAFHEVANALDPANA
TPTNCGSVIN

SEQ ID NO 40:
MLPWKRVLRPLTALLLTVAVALVPAATAHADSAPSSGWNDYSCKPSAAHPRPVVLVHGTLGNSVDNWLGL
APYLEHRGYCVFSLDYGQLSGVPFFHGLGPIDKSAEQLQVFVDKVLTATGATKADLVGHSQGGMMPRYYL
KFLGGAGKVNALVGIAPNNHGTTLSGLTNLLPYFPGAEDLLSTATPGLADQVVGSAFMAKLNAGGDTVAG
VHYTVIATQYDEVVTPYRTAFLSGSDVHNVLLQDLCPLDLSEHVAIGLIDRIAFHEVTNALDPAHATRTT
CASVFS

SEQ ID NO 41:
MSHWRRIRSLRRSLPALALAVAAVAAAMAPVAASAAPDESAAGQSATSNGWNDYSCKPSAQHPRPVVLVH
GTLGNSVDNWLGFAPYLVDRGYCVFSLDYGQLPGVPIFYGLGPIADSAKQLSAYVDRVRTATGAAKVDIV
GHSQGGMMPRYYLKFLGGAAKVNALVGLAPTNHGTTLSGLTKLLDYFPGAADVLAKHTPGLTDQVVGSAF
LTRLNEGGDTVPGVRYTVISTKYDEVATPYRAQFLTGSDVKNVVVQDLCPSDLSEHVTIAMTDRVAFHEA
VNALDPEHATPTTC

SEQ ID NO 42:
MRLSSWLGGLVAAVLAATVLPASAASAADVSSPPLEIPAAELAKALHCGTELGDLRDAGDKPTVLFVPGT
GLKGEENYAWNYMAELKKKGYQSCWVDSPGRGLRDMQESVEYVVYATRAIQEATGRKVDLVGHSQGGLLT
AWALRFWPDLPGKVDDMVTLGSPFQGTRLASPCRPIAEVAGCPASVLQFARDSNWSKALGADGTPMPAGP
SYTTIYSYADESVVADGEAPSLPGAHRIGVQDICPGRPWPTHIAMVVDQVSYDLVADAIEHPGPADTSRI
DRAHCAKPVMPLNSQEAVDALPGLLNFPIELLIHSQPWVDEEPPLRPYAR

SEQ ID NO 43:
MRLRRTVRFLIAAAATAALGLTGLSAPAAASVLDVPPGGANDWSCKPDSAHPQPVVLVNGTFKLMAENWS
KLSPKLKEAGYCVFAFNYGHFETDPIPESAAELRDFVEAVRGATGAAKVDIVGHSQGGMLPRYYVKFLGG
ADKVDDLVGIVPSNHGTKNPLAIPAGWTFCPSCVDQQAGSELLQKLNAGDETPAGPDYTVITTRYDEVVI
PYASALLTGDKEHLTNVVLQDKCPLDLYMHDQATKDPVVAQWVLDALARKGPADPGFQPRCLGGA

SEQ ID NO 44:
MLPWSRVLRPLAALLLAAAVALVPATAATAAPTADARPGSGWNDYTCKPSAAHPRPVVLVHGTFGNSVDN
WLGLAPYLKNRGYCVFSLDYGQLPGVPLFHGLGPVEKSAEQLAAHVDKVLAATGATETDLVGHSQGGMMP
RYYLKFLGGAAEVNALVGIAPSNHGTTLSGLTRLLPYFPGAEDLLNEHTPALADQVVGSDVLTRLNAGGD
TVPGVRYTVLATKYDEVVTPYRGQFLDGPGVRNVLLQDLCPLDLSEHLAIGLFDRIAFHEVTNALDPAHA
TPTTCASVFG
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SEQ ID NO 45:
MLPWTRPPRTPRARRTLAALLLTLAALVAPTATATAAPTQAAAPSRGWNDYSCKPSATHPRPVVLVHGTF
GNSIDNWLVLAPYLVSRGYCVFSLDYGQLPGVPLFNGLGPIDRSAGQLDVFVDKVLGATGAPKADLVGHS
QGGMMPHYYLKFLGGAEKVNALVGIAPDNHGTTLLGLTKLLPYFPGVEDLLTTNTPGLADQIAGSAFITK
LNAGGDTVPGVRYTVIATKYDEVVTPYRTQYLSGTNVRNVLLQDLCPVDLSEHVAIGTIDRIAFHEVANA
LDPARATPTTCASAVS

SEQ ID NO 46:
MLPPRPPAAPRRTLRALTALLLLAAALLFAPAATAHAATPPAATDRTAATAATAGASGAGWNDYACKPSA
AHPRPVVLVHGTFGNSVDNWLGLAPYLVRRGYCVFSLDYGQLPGVPFFHGPGLVAESAGQLDAYVDRVLG
ATGAREVDIVGHSQGGMMPRHYLKFLGGAEKVNALVGIAPDNHGTTLHGLTRLLPHFPGAADLISAKTPA
LADQIAGSPFLQRLNEGGDTVPGVRYTVIATRYDQVVTPYRSSFLDGPNVRNVLLQDLCPLDLSEHLAIG
LVDRIAFHEVANALDPARATPTTCASVLG

SEQ ID NO 47:
MLPWKRLIRPLAALLLAAGVTLPAAAGAQAAGAPSSGWNDYSCRPSAAHPRPVVLVHGTFGNSVDNWLGL
APYLKARGYCVYSLDYGQLPGVPLFHGLGPTEKSAEQLDAFVDKVLAATGAAETDIVGHSQGGMMPRYYL
RFLGGADEVNALVGIAPSNHGTTLNGLTRLLPHFPGAEDLLSEATPALADQIAGSAFLTKLNAGGDTVPG
VRYTVIATRYDEVVTPYHSGYLTGPNVRNVLLQDLCPLDLSEHLAIGLFDRVAFHEVANALDPAHARPTT
CASAFS

SEQ ID NO 48:
MLPWRNIRTLLPALTLAVAAATAAPAAAQSSQTTDSGWNDYSCKPSAQHPRPVVLVHGTLGNSVDNWLGL
APYLVDRGYCVFSLDYGQLPGVPFFHGLGPVDRSAGQLSSYVDRVLAATGAAEVDMVGHSQGGMMPRYYL
KFLGGAAKVNALVGLAPSNHGTTLSGLTKLLDLFPGLDDAVAKAAPGLMDQVAGSDLLNRLNAGGDTVPG
VRYTVIATRYDEVVTPYRSQFLTGPDVKNVVLQDLCASDLSEHLTIGMTDGLAFHEAANALDPAHATPTT
CASDD

SEQ ID NO 49:
MPWSRVLRPLAALLLAAAVALVPATAATAAPTADARPGSGWNDYTCKPSAAHPRPVVLVHGTFGNSVDNW
LGLAPYLKNRGYCVFSLDYGQLPGVPLFHGLGPVEKSAEQLAAHVDKVLAATGATETDLVGHSQGGMMPR
YYLKFLGGAAEVNALVGIAPSNHGTTLSGLTRLLPYFPGAEDLLNEHTPALADQVVGSDVLTRLNAGGDT
VPGVRYTVLATKYDEVVTPYRGQFLDGPGVRNVLLQDLCPLDLSEHLAIGLFDRIAFHEVTNALDPAHAT
PTTCASVFG

SEQ ID NO 50:
MLPWKRALRPLSALMLAVAVALTPAATATADTTTAAPSSGWNDYDCKPSAAHPRPVVLVHGTLGNSVDNW
LVLAPYLVKRGYCVFSLDYGQLPGVPFFHGLGPVDKSAEQLDAYVDKVLAATGAPEADIVGHSQGGMMPR

98



11/15

YYLKFLGGAAKVNALVGIAPSNHGTDLNGFTALLPYFPGAADLLGRHTPALADQVTGSAFLTRLNADGDT
VAGVRYTVIATRYDEVVTPWRSQYLSGPNVRNVLLQDLCPLDLSEHVAIGVFDLIAYHEVANALDPAHAT
PTTCASVFG

SEQ ID NO 51:
MPWIRAARVPRTRSLLAALLLALTVLVAPTATASAAPAAEAATSRGWNDYSCKPSAAHPRPVVLVHGTFG
NSIDNWLVLAPYLVNRGYCVFSLDYGQLPGVPFFHGLGPIEKSAEQLDVFVDKVLDATGAPKADIVGHSQ
GGMMPNYY LKFLGGADKVNALVGIAPDNHGTTLLGLTKLLPFFPGVEKFISDKTPGLADQVAGSPFITKL
TAGGDTVPGVRYTVIATKYDQVVTPYRTQYLDGPNVRNVLLQDLCPLDLSEHVAIGTIDRVAFHEVANAL
DPARATPTTCASVIG

SEQ ID NO 52:
MLPWKRLLRPLAALLLTATVAVVPAATAAQAANAPTRGWNDYSCKPSAAHPRPVVLVHGTFANSVDNWLA
LAPYLESRDYCVFSFDYGELSGVPLFHGLGPIDKSAEQLKTFVDKVLTATGAAETDLVGHSQGGLMPRYY
LRFLGGAAKVNALVGIAPDNHGTTLSGLTNLLPYFPGVGDFLTTNTPALADQVVGSAFLTKLNEGGDTVP
GVKYTVLATKYDEVVTPYRSQFLSGSGVHNVLLQDLCPLDLSEHVAIGLFDRIAFHEVANALDPAHATAT
TCASALS

SEQ ID NO 53:
MLPRRRIRRFRKTTKTKPRTLLPALALAVAATAATPTAALATDTASQGVSSGWNDYSCKPSAQHPRPVVL
VHGTLGNSVDNWLGFAPYLVKRGYCVFSLDYGQLPAVPFFHGLGAVDQSAKQLSTHVDRVLAATGAAKVD
MVGHSQGGMMPRYYLKFLGGAPKVNALVGVAPTNHGTTLSGLTKLLDYFPGAGDLIAKGAPGLMDQVVGS
DFLRRLNEGGDTVPGVRYTVIATKYDEVATPYQAQFLSGPNVKNVVIQDLCATDISEHLAIGLTDGLAFH
EAVNALDPDHATPTTCASDD

SEQ ID NO 54:
MLPWKRVLRPLSALLLTAAALTVPATTAQAAGAPSSGWNDYSCKPSAAHPRPVVLVHGTLGNSVDNWLGL
APYLKVRGYCVFSLDYGQLEGVPFFHGLGPAEKSAGQLKDFVDQVLAATGAAETDVVGHSQGGMMPRYYL
KFLGGAAKVNALVGIAPSNHGTDLNGFTKLLPYFPGAADLLSKNTPALADQVTGSAFLTKLNTGGDTVPG
VRYTVIATQYDEVVTPWRSQYLSGPDVRNVLLQDLCAVDLSEHVAVGLLDRIAFHEVANALDPGRATPTT
CASAFD

SEQ ID NO 55:

MLALLLLPTISFALAAIWLGASVREKRLVYHKNNVTFTGPDPVYLVDERQLDEAVSCPSSRPQAKGTVLL
VHGTGMAPQINWEYTLVPPLIHEGFRPCYVAVPHRLFDDAQISAEYISHAIKKLADKNDTQISIISWSAG
ALITQWTLTFYPETRSKVKRHIALGPDYRGSWSMVPLFYFNMFTEAVVQQIPWSNFLNTLNRFGGDIARV
PTTNIGSSTDLIVQPGFYGEGWPMFKDSWRLNGPQARNIDLFKLCAAKSLMHRALPHVVSHDSLLWEPAS
HQIIFDALNNEETYVGSADSVTFDHCRGGQANHLPPGSETRHSEIMPELVDYASKMPVKGWPEVPLRDYA
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LLE

SEQ ID NO 56:
MRRRRMRAWSALAASAVTAAAMLLAAPGTAHADTSPPGANDWTCKPTPQRPRPVVLVHGTFENMAFNWQW
LSPVLKRHGYCVFALNYGGKTPESPIQGTEDIPTSAGQLAAFVDAVLKATGAAEVDIIGHSQGGMMPRYY
VRFLGGADKVHHLIGLAPSNYGTTFWGLVVEGGLMRLTELAVRLAPAVGQQIEGSQFLRKLNDGGDTVPG
VVYTVIASRYDEVVTPYTNSFLKDGRARNLTIQDLCPLNPVEHLAIIWDKPTQLVILNTLAGLDPRTPVE
CAFPRP

SEQ ID NO 57:
MKTTSVISALVTLASIIRAAPLASSDPAFSTPKATLDAGLECQTGSPSSQTKPILLVPGTGANGTQTFDS
SWIPLSAKLGFSPCWISPPPFMLNDSQVNVEYIVNAVQTLYAGSGSKKVPVLTWSQGGLATQWALTFFPS
IRNQVDRLMAFAPDYKGTIEAGLLSTFGLASQSVWQQQAGSAFVTALKNAGGLTSFVPTTNLYSFFDEIV
QPQVFNSDADSSYLGNSKNIQAQTVCGGFFVIDHAGSLTSQFSYVVGKSALTSSSGVANSADYSSKDCKA
SPADDLSAKQKADASALLFVAAGNLLAGPKQNCEPDLKPYARQFAVGKKTCSGTIN
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FIGURA 2: SEQUENCIAS DE POLIPEPTIDEOS DAS REGIOES DA TAMPA
(“LID”) IDENTIFICADAS NAS RESPECTIVAS LIPASES A SEREM MUTADAS

SEQ ID NO: 58-114
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SEQIDNO  Sequéncia precursora  Posigdo na sequéncia
precursora Sequéncia

58 SEQID NO 1: 171 GTATSALACRTLRSCPPAA
59 SEQ ID NO 2: 167 GTQGILVPSATGVKIAGNYAGWICDACAD
60 SEQ ID NO 3: 285 GTVASSLACPWLKSLLCSPALW
61 SEQ ID NO 4: 288 GTVMRSLVCPWLAALACTPSLW
62 SEQ ID NO 5: 438 GTIETRLVCPWLAGIMCTPALW
63 SEQ ID NO 6: 245 GTIVKWLVCPLLNDLACTPSIW
64 SEQ ID NO 7: 326 GTLMGGPCPGFPSRLCTPSLI
65 SEQ ID NO 8: 316 GTVLSYILCPGFESGNDVACTPSIL
66 SEQ ID NO 9: 137 GTVLAGPLDALAVSAPSVW
67 SEQ ID NO 10: 157 GTNLDDIETLAADYFPAALGLIGTACPSCSD
68 SEQ ID NO 11: 185 GTTLLGLSTLARFIPGASAVLRAGGPALED
69 SEQ ID NO 12: 225 GTTMGGVVSPLLKTNRGEAVAQSVVQSWFGGAGLEL
70 SEQ ID NO 13: 121 GTDLRGYAARINPITGRNPKFWERMASPSAV
71 SEQ ID NO 14: 233 GTTVGGMFKASEFTNGVVDFFAGVASR
72 SEQ ID NO 15: 192 GTTLAGMDKMLRPIIERNPKLAESVAGKAGV
73 SEQ ID NO 16: 300 GTRMVPVLCPSFPKLSCPPSVL
74 SEQIDNO 17: 179 GTTLLGLAKLGEAIGVTGPIESFCASCI
75 SEQID NO 18: 284 GTILANIGGATGLINTPAVV
76 SEQ ID NO 19: 200 GTTLSGLGALAGQLAPATIPPVLGPAAAD
77 SEQ ID NO 20: 283 GTKLAPAICPSFPKLSCAPSVL
78 SEQ ID NO 21: 283 GTKLAPAICPSFPKLSCAPSVL
79 SEQ ID NO 22: 153 GTYVANLVAVLGLGSCAGVIAC
80 SEQ ID NO 23: 153 GTYVANLVAVLGLGSCAGVIAC
81 SEQ ID NO 24: 192 GSTADLLTGVPAAACPACAD
82 SEQ ID NO 25: 284 GTVVRSLVCPWLAALACTPSLW
83 SEQ ID NO 26: 227 GTMLAYGLCAGNFGKVAKAGAPCPPSVL
84 SEQ ID NO 27: 245 GTTLVGIGALGRAINNFGIDVLGFVEIFVGHAGI
85 SEQ ID NO 28: 281 GTLLATLCVFAKPFCSPAVQ
86 SEQ ID NO 29: 310 GTVLANALCLTADSKLMLNPLCPPSVI
87 SEQ ID NO 30: 201 GTTAVGLDKLVDGLPEAVKDFLSTWSYDHNMEAYG
88 SEQ ID NO 31: 283 GTVLANLLCLSPDSNLGLLPCAPSVI
89 SEQ ID NO 32: 171 GTSFTGIIPTCKPNEWYSSCPPVGF
90 SEQ ID NO 33: 183 GGTFFGIATALQTLPGGNELIVGIGSEALAE
91 SEQ ID NO 34: 187 GGVMYGLVPVVQALPGGPDFARTVTSVAVS
92 SEQ ID NO 35: 162 GTYVANILAFLGLGSCAGVVAC
93 SEQ ID NO 36: 167 GTYVANIVAFLGLGSCAGVVAC
94 SEQ ID NO 37: 318 GTVLAYILCPGFALGNGIACTPSVL
95 SEQ ID NO 38: 260 GTALANGLCLNAGNLTNGIEEGLPCAPSVL
96 SEQ ID NO 39: 165 GTTLLGLTKLLPHFPGAEKFLNDKTPALAD
97 SEQ ID NO 40: 161 GTTLSGLTNLLPYFPGAEDLLSTATPGLAD
98 SEQ ID NO 41: 174 GTTLSGLTKLLDYFPGAADVLAKHTPGLTD
99 SEQ ID NO 42: 166 GTRLASPCRPIAEVAGCPASVL
100 SEQ ID NO 43: 156 GTKNPLAIPAGWTFCPSCVD
101 SEQ ID NO 44: 165 GTTLSGLTRLLPYFPGAEDLLNEHTPALAD
102 SEQ ID NO 45: 171 GTTLLGLTKLLPYFPGVEDLLTTNTPGLAD
103 SEQ ID NO 46: 184 GTTLHGLTRLLPHFPGAADLISAKTPALAD
104 SEQ ID NO 47: 161 GTTLNGLTRLLPHFPGAEDLLSEATPALAD
105 SEQ ID NO 48: 161 GTTLSGLTKLLDLFPGLDDAVAKAAPGLMD
106 SEQ ID NO 49: 164 GTTLSGLTRLLPYFPGAEDLLNEHTPALAD
107 SEQ ID NO 50: 164 GTDLNGFTALLPYFPGAADLLGRHTPALAD
108 SEQ ID NO 51: 170 GTTLLGLTKLLPFFPGVEKFISDKTPGLAD
109 SEQ ID NO 52: 162 GTTLSGLTNLLPYFPGVGDFLTTNTPALAD
110 SEQ ID NO 53: 176 GTTLSGLTKLLDYFPGAGDLIAKGAPGLMD
111 SEQ ID NO 54: 161 GTDLNGFTKLLPYFPGAADLLSKNTPALAD
112 SEQ ID NO 55: 170 GSWSMVPLFYFNMFTEAVV
113 SEQ ID NO 56: 162 GTTFWGLVVEGGLMRLTELAVRLAPAVG
114 SEQ ID NO 57: 157 GTIEAGLLSTFGLASQSVW
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FIGURA 3: REPRESENTACAO DA CADEIA PRINCIPAL DA ESTRUTURA TRIDI-
MENSIONAL DA LIPASE B DE Candida antarctica.
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FIGURA 4: DETALHE DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA LIPASE B DE
Candida antarctica.
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RESUMO

A presente invengdo fornece variantes de lipases, sequéncia de DNA, vetor de
expressdo, células hospedeiras transformadas e método para produgdo de variantes de
lipases. Variantes de lipases, preferencialmente, com maior atividade em meio organico,
continuo e homogéneo pela introdugdo de mutagdes que substituem a regido conhecida
como tampa (“lid”), identificadas nas lipases precursoras, responsavel pelo fendmeno de
ativacdo interfacial das lipases naturais quando exercem sua agdo catalitica em meio
emulsificado, por um segmento de ligagdo composto de um ou mais residuos do

aminoacido glicina
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6.7 Preparo de células eletrocompetentes e transformacao de E. coli por eletroporagdo

Clones de lipase selvagem e modificada foram desenhados, submetidos a simulacdes de
DM e encomendados a empresa Genescript. Células eletrocompetentes foram preparadas e
transformadas por eletroporagdo para a inser¢ao dos plasmideos possuindo a PalB mutante ¢ a
PalB selvagem. O mutante escolhido para os testes de expressdao foi o PantAlidG3. Houve
crescimento de células transformadas em meio seletivo as quais foram utilizadas para o

método de expressao.

6.8 Expressao heterologa de PalB selvagem e mutante

Expressdo de proteinas em sistema E. coli cepa Rosetta-gami 2(DE3) Competent cells
foi investigado em diferentes temperaturas (37 e 25°C) e tempos de cultivo. Incubagao
prolongada foi realizada a 25°C para compensar parcialmente uma taxa mais lenta de
crescimento especifico, portanto, variando de 3 horas (37°C) a 20 h (25°C) (Dados nao

mostrados).

% 1 2 3 4 5 6

Figura 17 - SDS-PAGE de expressio heteréloga de lipase B de P. antarctica em E. coli Rosetta-gami 2
(DE3). Linhas 1-3: amostras ndo induzidas de lipase mutante, lipase selvagem, plasmideo sem inserto
respectivamente; linhas 4-6: amostras induzidas com 1 mM IPTG por 3 horas de lipase mutante, lipase
selvagem, plasmidio sem inserto respectivamente. SDS-PAGE foi corado com Comasie Brilliant Blue.

O extrato bruto da proteina produzida foi visualizado em gel SDS-PAGE (Figura 17).
Os géis foram carregados com o mesmo volume de amostra. Utilizando-se o plasmideo sem

inserto como negativo (Figura 17: 6), verificou-se a expressao de PalB apds 3 horas de
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inducdo com IPTG 1 mM a 37°C. A lipase mutante apresenta reducdo no ntmero de
aminoacidos em sua cadeia, desta forma, mostrou uma banda mais leve que a lipase selvagem
(Figura 17: 4). Todavia a lipase selvagem e mutante ficaram aproximadamente dentro da faixa

de peso molecular de PalB de 33 kDa.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Projetos que promovem o desenvolvimento de tecnologias limpas devem ser
valorizados na tentativa de reduzir os danos que ja foram causados ao meio ambiente. A
utilizacao do biodiesel como combustivel renovavel ¢ fortemente influenciada por ele ser uma
fonte de energia menos impactante do que os combustiveis fosseis. Isso deve-se, ndo sé pela
fonte renovavel de produgdo, mas também pela formagao de co—produtos e efluentes menos

danosos ao meio ambiente.

A lipase estd sendo apreciada como principal catalisador na geracdo de energia, uma
prova disso ¢ o aumento do deposito de patentes sobre producdo enzimatica de biodiesel.
Estratégias tecnoldgicas para a otimizacdo do processo da producdo de biodiesel por via
enzimatica foram os principais focos deste estudo. De acordo com os resultados de DM
obtidos, variantes de lipases com substituigdes na tampa de 2 a 8 glicinas possuem valores

baixos de energia potencial o que justifica futuros ensaios de expressao e atividade.

Os testes de expressdao foram bem sucedidos tanto com a lipase selvagem quanto para a
lipase mutante. Os proximos passos de purificagdo e ensaios de atividade ja estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de mensurar as alteragdes na atividade catalitica e a influéncia

da mutagdo feita na tampa.

Este trabalho demonstra um processo enzimatico para a producdo de biodiesel a partir
de oleos e gorduras residuais através da esterificagdo e transesterificagdo simultaneas. A
producao de etil ésteres de acidos graxos (EEAGQG) realizada ¢ mais rapida do que a maioria
dos processos apresentados na literatura, mesmo aqueles que incluem a adicao gradual de

alcool ou de co-solventes.

-CKEt

A equagdo empirica f (t)=1-Ia . e + Irac. €™ foi deduzida para determinar o

comportamento cinético em toda producao de biodiesel em fungdo do tempo. Usando esta
equagdo sera possivel predizer a cinética reacional de producdo de biodiesel para qualquer
OGR usando apenas o indice de acidez e teor de TAG. Estes resultados podem ser utilizados
para prever o comportamento da producdo enzimatica de EEAG em funcao da disponibilidade

da matéria-prima.

O presente trabalho constitui mais um passo na elucidacdo do mecanismo de catalise
enzimatica a fim de desenvolver lipases mais especificas para produg¢do de biodiesel. Os
mecanismos da produgdo enzimdtica de biodiesel ndo foram exaustivamente estudados e

requerem mais estudos.
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Biodiesel is a biofuel expected to become a substitute for petroleum diesel. One of the most promising
technologies for production of biodiesel is enzymatic catalysis. However, low catalytic performance of most of
the enzymes employed makes such processes expensive and time-consuming. This work describes a kinetic
study of the enzymatic production of biodiesel at different temperatures using either methanolysis or
ethanolysis, using immobilized lipase from Candida antarctica (Novozym 435) as catalyst. Reactions kinetics
were followed by GC, and data were used to perform thermodynamic analysis of the transition state using
Arrhenius equation. We found that methanolysis is faster than ethanolysis at temperatures above 13 °C.
Thermodynamic analysis of the kinetics of reactions showed that methanol is favored as acyl acceptor due to
the positive activation entropy change of reaction. These data may be useful in the development of new
enzymes and new processes for enzymatic production of biodiesel.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Biodiesel has become an important renewable biofuel since it was
demonstrated to be an alternative to petroleum-based energy.
Biodiesel is considered a carbon-neutral fuel and a pivotal advantage
related to the emission of greenhouse gases because the carbon
present in its exhaust is removed by the plant source from the
atmosphere. Biodiesel can be produced by transesterification of
triacylglycerol (TAG)* usually obtained from vegetable oils or beef
tallow, to short-chain alcohols forming fatty acid alkyl esters and
glycerol [1,2]. Usually, biodiesel is produced by alkaline chemical
catalysis with methanol as acyl acceptor, forming fatty acid methyl
ester (FAME). However, longer-chain alcohols, such as ethanol, can be
used, in which case fatty acid ethyl esters (FAEE) are formed [2].
Although chemical transesterification yields high levels of conversion
of TAG into FAME with short reaction times, recovery of glycerol and
removal of catalyst constitute energy consuming drawbacks. Further,
the alkaline or acid waste water that is produced requires further
treatment. Also, the presence of free fatty acids (FFA) and the water in

Abbreviations: FAME, fatty acid methylester; FAEE, fatty acid ethylester; TAG,
triacylglycerol; DAG, diacylglycerol; MAG, monoacylglycerol; FA, fatty acid; FFA, free
fatty acid.
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Tecnologia e Ciéncias, Av. Luiz Vianna Filho, 8812, mod.], sala 504, CEP: 41741-590,
Salvador, BA, Brazil. Tel.: +55 71 3281 8193.

E-mail address: vhmoreau@pq.cnpq.br (V.H. Moreau).

0378-3820/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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the feed stock oil interfere to the chemical reaction. Lately, many
heterogeneous catalysts have been tested in transesterification
reactions, including immobilized lipases [3]. Lipases (E.C.3.1.1.3) are
enzymes with potential for use in biodiesel production since
enzymatic reactions can overcome the problems mentioned above.
Although lipase-catalyzed biodiesel production possesses certain
advantages, the process has not yet been adopted on an industrial
scale due to certain constraints like the high cost of enzyme
production, exhaustion of enzyme activity, and enzyme inhibition by
methanol. This inhibitory effect is attributed to the polar coating effect
alcohol has on the surface of the enzyme [4,5], and many strategies
have been studied in order to overcome this problem. Among these
strategies, one can note the use of co-solvents, such as t-butanol [6-8],
long-chain alcohols (butanol) as acyl acceptors [9], and the stepwise
addition of methanol [10-13]. For this work, we chose t-butanol as co-
solvent since, this system configuration is the best experimental
design for such kinetics studies.

Lipases from different sources have been tested for biodiesel
production by transesterification of vegetable oils, most of them using
methanol. Methanol is the alcohol mainly utilized for industrial
production of biodiesel due to its low cost and abundant availability
[3]. However, ethanol-based production would be an economically
viable alternative in ethanol-producing countries, such as USA and Brazil.
Ethanol can be obtained from vegetable sources, such as corn or
sugarcane, which makes the resulting FAEE-based biodiesel a fully
renewable biofuel. The high cost associated with the dehydration of
ethanol is one of the major problems encountered in the industrial
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production of FAEE. Enzymatic production could prove useful in
overcoming this problem, since it has been demonstrated that minor

water-related activities do not interfere in enzymatic reactions [5,14,15].

The thermodynamics of enzymatic production of biodiesel has not
been investigated thoroughly and it is the kinetics studies of these
enzymes that provide the essential parameters for the selection of the
best systems for production of biodiesel [16]. In this paper, the
kinetics of enzymatic production of FAME and FAEE from rapeseed oil,
as a function of reaction temperature, was investigated using
immobilized Candida antarctica lipase (Novozym 435) as catalyst.
Lipases catalyze the conversion of TAG into biodiesel in at least three
reversible steps with diacylglycerol (DAG) and monoacylglycerol
(MAG) as intermediates. Novozym 435 has been shown to convert
TAG into FAME without significant accumulation of MAG and DAG,
indicating that the conversion of TAG to DAG is the rate-determining
step of the reaction [17]. Assuming that the rate constant of TAG
conversion to DAG reflects the rate constant of the whole reaction, we
analyzed the rate of consumption of TAG during the enzymatic
biodiesel production process using GC to determine the effect of
temperature on enzymatic activity. For this purpose, we used either
methanol or ethanol as the acyl acceptor. Changes in the rate constant
of FAME and FAEE production as a function of temperature enable us
determine the transition energies involved in enzymatic biodiesel
production. To analyze this data, we used the Arrhenius plot method,
which correlates the dependence of the rate constants of the reaction
on temperature and enables estimation of the changes in enthalpy
(AH*), entropy (ASY) and Gibbs free energy (AGY) of the transition
state. These data form the basis necessary for studies on the
improvement of the enzymatic processes using lipases to make the
enzymatic industrial production of biodiesel viable.

2. Materials and methods

FAME and FAEE (biodiesel) were synthesized in a 50 ml round-
bottom reaction flask, attached to a reflux condenser, containing
10 ml of rapeseed oil, methanol or ethanol in a 6:1 alcohol to oil molar
excess, 1% (w/v) immobilized lipase from Candida antarctica (5000 U/
g), and 20% (v/v) t-butanol. Using magnetic stirring to keep the system
vigorously stirred the reaction temperatures were controlled between
30 and 60°C in a silicon oil bath. The alcohol-to-oil ratio was
calculated based on the average molecular mass of rapeseed oil based
on its fatty acid composition [19]. At the times noted under the
figures, 500 Wl samples were collected and added to 500 pl of hexane
in order to arrest the reaction. The samples were centrifuged at
10,000 rpm for 5 min in a spin centrifuge at 5°C to separate the
immobilized enzyme from hexane-soluble reactants and products.

500
400
> 300
- 18:249,12
200
18:349,12,15
100

Gas chromatography (GC) analysis was performed using 50 pl aliquots
of clear supernatant diluted in 5 ml hexane.

The GC analyses were carried out in a Varian CP-3800 gas
chromatograph equipped with a 15mx320 pm capillary Select™
biodiesel for glycerides column. The injection was done at 100 °C.
Temperature gradient sequences between 50 °C and 380 °C were as
follows: 50 °C for 1 min; from 50 °C to 180 °C at 15 °C/min; from
180 °C to 230 °C at 7 °C/min, and from 230 °C to 380 °C at 30 °C/min.
Detection was by FID at 380 °C. Retention times, as well as integration
of TAG, DAG, and MAG peaks were determined using GC standards
from Merk (Darmstadt, Germany).

The yields of FA conversion from TAG to FAME were calculated
from GC peak integrations derived using Eq. (1):

(Apame / MMgav)
(Arame / MMgayie) + (Aviag / MMyag) + 2(Apag / MMpag) + 3(Aag / MMyag)

M

R=

where Arame, Amac, Apac, and Arag are the integration peaks of FAME,
MAG, DAG and TAG, respectively; mmgayg, MMmyac, MMpag, and
mmrac are the average molecular masses of FAME, MAG, DAG, and
TAG, respectively, of rapeseed oil taking into account its fatty acid
composition [19].

All reagents used were of analytical grade purity. Hexane, ethanol,
methanol, and t-butanol utilized were anhydrous. In order to remove
residual water present in the rapeseed oil, the sample was heated at
120 °C for 10 min before the production experiments were conducted.

The immobilized lipase (Novozym 435) used was kindly provided
by Novozymes Latin America.

3. Results and discussion

Kinetics of the enzymatic transesterification reaction of rapeseed
oil was measured using either methanol or ethanol as acyl acceptor.
Enzymatic activity, carried out with Novozym 435, was evaluated by
computing the reduction of area of the TAG peak in the gas
chromatogram. As conversion of TAG to DAG is the rate-limiting
step in enzymatic production of biodiesel [18], this step was used to
determine the rate constant of the overall reaction. Control experi-
ments have been performed in order to evaluate the reproducibility of
the reaction system regarding temperature control and agitation
velocity. No influence of agitation velocity on the reaction rate
constant were observed if the magnetic steering was kept above
~200 rpm (data not shown), suggesting that at such steering speed
the reactions’ rate were not limited by mass transfer processes. Fig. 1
is a typical chromatogram of FAME obtained after 22 h of enzymatic
transesterification of rapeseed oil at 60 °C. The sample was prepared

FAME

18:149
00 203
MAG DAG TAG
— A

01 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Min

Fig. 1. Gas chromatogram of a typical product of enzymatic production of biodiesel. Samples from methanolysis reaction performed at 60 °C were taken after 22 h of reaction and
analyzed as described in Material and methods. Peaks for FAME, MAG, DAG, and TAG are depicted. FAME peaks can be observed for the major FAs present in rapeseed oil. The

composition of FAME is in accordance with the FA composition of rapeseed oil [19].
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Fig. 2. Kinetics for integrations of TAG, DAG, and MAG peaks. Area of TAG, DAG, and
MAG peaks were automatically integrated in each reaction time sample. TAG (circles)
consumption follows a single-decay fashion. DAG (squares) and MAG (triangles)
cannot be quantitatively measured and, in these experiments, were of concentrations
too small to be precisely measured by GC.

as described in Materials and methods. The fatty acid composition of
the FAME produced tallies with the fatty acid composition of rapeseed
oil: 60.1% oleic acid, 21.5% linoleic acid, 9.9% o-linolenic acid, 5.1%
palmitic acid, 1.7% stearic acid, and 1.4% 11-eicosanoic acid [19]. Yields
of biodiesel production were calculated as described in Materials and
methods and in a typical FAME production experiment 98% of TAG
was seen to have been converted into FAME at 60 °C. Such conversion
is similar to the highest conversion yields reported for enzymatic
biodiesel production elsewhere [3].

As described by other authors [6-8], no enzymatic FAME or FAEE
production was observed in the absence of t-butanol. Furthermore, no
conversion was observed if immobilized enzyme was not added as
well (data not shown).

Fig. 2 shows the integration of the TAG, DAG, and MAG peaks as a
function of the reaction time. It was observed that the diminution in

1009

therefore, be used to measure the rate constant of the whole reaction
because it has been shown to be the limiting step for enzymatic
transesterification when Novozym 435 is used [18]. In this sense, the
diminution of the TAG peak in gas chromatography was used to
estimate the kinetics of the transesterification reaction for enzymatic
production of biodiesel from rapeseed oil.

Kinetics of the enzymatic production of FAME and FAEE were
measured as a function of temperatures in the range between 30 and
60 °C (Fig. 3A and B). Rate constants of transesterification reactions
fitted a single-decay equation, suggesting a first-order reaction.
Darnoko and Cheryan [21] assert that alkaline (KOH)-catalyzed
conversion of TAG into DAG occurs in a second order reaction, while
Freedman et al. [22] found that acid-catalyzed transesterification was
a pseudo-first-order reaction. Our results suggests that enzymatic
conversion occurs in the first (or pseudo-first) order reaction, as is
observed in acid catalysis, since all kinetic data curves fitted mono-
exponential equations with a high correlation coefficient (R>0.99).
Double-order equations were also tried to fit the data, but the
regression results did not correlate so well (R<0.7; data not shown).
The dependence of the rate constant of enzymatic biodiesel
production as a function of temperature was used to calculate the
transition energies for this process using the Arrhenius plot (Fig. 3C).
The Arrhenius plot correlates the natural logarithm of the rate
constant of the reaction [In(k)] with the inverse of temperature (1/T),
in Kelvin. Transesterification performed by lipases can be considered
as combination of reversible reactions of different reactants/products
[16,17]. Considering the reversibility of the enzymatic transesterifica-
tion and assuming that In(k) changes linearly with 1/7, it is possible to
estimate the Gibbs free energy change (AGY), the enthalpy change
(AH*), and the entropy change (AS¥) of the transition state by use of
the Gibbs equations:

the TAG peak was mono-exponential. The transesterification reaction AGH = AHF—TASH @)
was almost complete at 10 h (94%) and no significant accumulations
of DAG and MAG were visible. DAG and MAG are not directly and
measurable with quantitative precision by GC [20]. However, TAG
peak integration quantitatively represents the mass of TAG present in i
the reaction medium. The rate constant for TAG consumption can, ~ AG" = —RT In(kh / k,T) 3)
0.6 0.6
A B
05 05
S 04 5 0.4
E o3 E o3
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Fig. 3. Kinetics of enzymatic production of biodiesel. Kinetics of the enzymatic production of biodiesel was measured by the consumption of TAG at 30 °C (circles), 40 °C (triangles),
50 °C (diamonds), and 60 °C (squares), using methanol (A) or ethanol (B) as acyl acceptor. Data points were fitted with a single-order equation to calculate the kinetic rate constants

of each reaction. Arrhenius analysis was done by plotting In(k) as a function of 1000/T (C),

ethanolysis (open circles) from the Arrhenius plots were determined by linear regression.

as described in the text. Slopes and intercepts for methanolysis (closed circles) and for
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where ki, is Boltzman's constant and h is Planck's constant. R and T
have their usual meanings.
Replacing AG! in Eq. (2):

—RT In(kh / k,T) = AH'—TAS* (4)
and rearranging the equation gives

In(kh / k,T) = —(AHI/RT) + (AS*/R), (5)

The Arrhenius plot treats Eq. (5) as a linear regression where
y=In(kh/k,T) and x =1/T. In such a case, the slope gives —AH¥/R, and
the intercept ASY/R.

Fig. 3C shows the Arrhenius plot of enzymatic biodiesel production
at temperatures of 30, 40, 50, and 60 °C. From Arrhenius plot, it is
possible to confirm that In(k) appears to change linearly with 1/T in
the studied temperature range as expected for a single rate-limited
thermally activated process [23]. When methanol is used as the acyl
acceptor, the enzymatic production of biodiesel displays higher AH*
than when ethanol is the acyl acceptor. This is obvious from the higher
slope of the methanolysis curve (Fig. 3C, open circles). Such
information in isolation would lead to the conclusion that methano-
lysis transesterification presents higher activation heat than ethano-
lysis and might take place at a slower pace, especially at low
temperatures. In fact, our calculations suggest that, if enzymatic
production of biodiesel was carried out at temperatures below 13 °C,
the ethanolysis reaction would be kinetically favored over methano-
lysis. However, in temperatures above 13 °C, methanol is kinetically
favored as the acyl acceptor due to differences observed in the
entropy change of the activation state (AS*), given by the intercept of
curves in the Arrhenius plot (Fig. 3C). The AS* for methanolysis
appeared quite positive at 60 °C, indicating that it is entropically
favorable. Fig. 4 displays the energy diagram for reagents and
intermediates (*) of enzymatic transesterification at 60 °C. The
estimated values for the transition state energies are summarized in
Table 1. These results suggest that when methanol is the acyl acceptor,
the kinetics of biodiesel production by enzymatic transesterification
of rapeseed oil is entropically favored. At high temperatures (above
13 °C), the positive TAS* component of activation Gibbs free energy
(AG*) compensates the difference between the AH¥ values for
methanolysis and ethanolysis. At 60 °C, AG* estimated for methanolysis
was 3.4 kj mol " lower than for ethanolysis (Fig. 4). This difference in

+
E (kJ/mol) +

I

132 T AS#
-

344 reeeen # ............... #
ac*

Methanolysis Ethanolysis

Fig. 4. Transition energy changes for the enzymatic production of biodiesel. Changes in
the energies of the transition state (*) for enzymatic methanolysis (left) and ethanolysis
(right) were estimated from Arrhenius plots. AHY, TASY, and AG™ were calculated as
described in the text. Energy values are shown in Table 1.

Table 1
Energies changes of the transition state of enzymatic production of biodiesel.

Acyl acceptor

Energy Methanol (kJ mol~') Ethanol (k] mol~1)
AH? 1395 1.1

TAS! 339 -98.0

AG* 105.6 109

activation free energy is responsible for the faster kinetics of the
methanolysis reaction at 60 °C.

The difference between the standard molar entropies (5°) of
methanol and ethanol could account for part of the entropic
differences observed. S° of methanol is 126.8] mol~ ' K~ ' and of
ethanol 160.7 ] mol~' K~' [23], which account for a difference of
11.3k] mol~! at 60 °C between the methanol and ethanol TS®
components. As shown in Fig. 4, if one assumes that the transition
states for methanolysis and ethanolysis reactions have similar S*
values, a difference of 132 k] mol~! would be observed between the
TAS® values of methanol and ethanol. While we believe that S° values
of methanol and ethanol could be part of the explanation, other
factors might be involved in the entropy compensation of enzymatic
methanolysis of biodiesel production. Intuitive conclusions point to a
possible lower organization of methanolysis intermediates. Thus, in
addition to the explanation based on the S° values of methanol and
ethanol, our present results might be due also to differences between
the bulk solution and/or in the enzyme active site organization when
alcohol molecules bind to the enzyme or to the distinct conforma-
tional surfaces of lipase molecules when dissolved in methanol rather
than when dissolved in ethanol.

Although enzymatic mechanisms of most lipases are well
described, they may be significantly distinct for the reaction in
biodiesel production for industrial purposes. Most lipases work in vivo
in the water—-micelles interface, while industrial biodiesel production
is carried out in oil-alcohol monophasic mixtures, where no micellar
systems are present. Inhibition of lipase activity in such media by
methanol has been reported when the alcohol/oil molar rate exceeds
1. Strategies used to avoid inhibition include stepwise addition of
methanol [10-13] and the use of co-solvents to reduce the superficial
tension between oil and methanol [7-9]. Even when co-solvents such
as t-butanol are used, the oil-alcohol mixture remains homogeneous.

The mechanism of the kinetics of the enzymatic production of
biodiesel has not been thoroughly investigated and more studies are
required to answer such questions. The mechanism of the enzymatic
catalysis for biodiesel production needs to be clearly elucidated to
enable the development of more specific lipases for biodiesel
production. Such development may involve the selection of new
classes of lipases and site-directed mutagenesis strategies in order to
find, or design, active sites and protein surfaces with chemical
properties more favorable for the transesterification reaction in the
industrial production of biodiesel.

4. Conclusions

In this work, kinetic studies on the biodiesel production by
enzymatic transesterification of rapeseed oil are presented using
immobilized lipase from Candida antarctica (Novozym 435) either
through methanolysis and ethanolysis. Thermodynamic analysis of
the transition states of reaction in several temperature indicate that
methanolysis is kinetically favored in relation to ethanolysis due to
the positive activation entropy observed in methanolysis reaction.
However complete explanations of lipase mechanism on the
transesterification reaction demands further studies, the present
results might be due to, at least one of the following: (i) partition of
methanol molecules from the bulk into the lipase active site generates
more molecular disorder in the bulk than by the partition of ethanol
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molecules; (ii) binding of ethanol to amino acid residues present in
the lipase active site must lead to a more ordered cluster of atoms than
with methanol binding; and (iii) as acyl acceptor alcohol is one of the
solvents present in the reaction media (16% for methanol and 22% for
ethanol), the higher polarity of methanol must affect the lipase
surface, making the entropy of the complex enzyme-TAG-methanol
higher than with enzyme-TAG-ethanol. In any case, the differences
observed in AS values between the methanolysis and ethanolysis
reactions may be due to the differences in the bulk solution and/or in
the enzyme active site organization when alcohol molecules bind to
the enzyme or to the distinct conformational surfaces of lipase
molecules when dissolved in methanol rather than when dissolved in
ethanol.
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PARTIR DE ACIDOS GRAXOS LIVRES POR CATALISE POR LIPASE EM
SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE”
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“PROCESSO PARA PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE ACIDOS
GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE EM SISTEMA LIVRE DE

SOLVENTES”

5 CAMPO DA INVENCAO

A presente invencgdo se relaciona com o campo da sintese de biocombustivel,
mais particularmente com um novo processo para producdo rapida de biodiesel a partir
de 4cidos graxos livres na presenca de catdlise por lipase em um sistema de reagdo sem
solventes organicos adicionais.

10

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A escassez de combustiveis fdsseis e os danos climdticos causados pelo

aumento da emissdo de diéxido de carbono na atmosfera tém trazido a tona a
necessidade urgente de desenvolvimento de formas mais limpas e renovaveis de

15  producdo de energia. Entre elas, a bioenergia proveniente de etanol e, recentemente,
biodiesel, tém se mostrado como alternativas mais vidveis para a substituicdo aos
combustiveis fésseis. O programa brasileiro Pro-dlcool, bem estabelecido em suas bases
tecnoldgicas, € um dos modelos mais bem sucedidos do mundo. O biodiesel, no
entanto, padece ainda no Brasil de escassez de matéria-prima que sustente as previsdes

20  de producdo para satisfazer a Lei 11.097/2005 que prevé a adicdo obrigatéria de
biodiesel ao diesel de petréleo na proporgdo de 3% (B3) e de 5% apds 2013 (BS). A
obrigatoriedade de adicdo de 5% de biodiesel ao diesel foi antecipada pela Resolugdo

n° 6/2009 do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) para janeiro de 2010

(ANP, 2010). Hoje, a metandlise com catdlise homogénea alcalina é o processo de
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producido que domina o mercado. No entanto, é consenso na comunidade cientifica que
a producdo por catdlise heterogénea traz beneficios em relagdo a homocatdlise e, entre
esta, a catdlise enzimadtica se destaca como meio potencialmente mais eficiente e limpo
de produgdo de biodiesel.

O biodiesel € obtido a partir da reagdo de transesterificacio de triglicerideos por
dlcoois de cadeia curta (Iso e cols., 2001). Essa reacdo é normalmente realizada com
dleos vegetais, metanol ou etanol, sob aquecimento e em presenca de um catalisador
(Mittelbach, 1990). Os principais produtos da reacdo de transesterificagdo sdo os ésteres
de 4cidos graxos e glicerol, que posteriormente devem ser retirados por decantaciio para
obtencdo do biodiesel (Fukuda e cols., 2001; Kose e cols., 2002). Para a reacdo de
transesterificagdo por catdlise quimica, os processos mais utilizados na produgdo de
biodiesel, inclusive em escala industrial, sdo a catalise 4cida e a basica. Na catélise
dcida é preferencialmente utilizado o 4cido sulfénico ou sulfirico, com rendimento
acima de 96% levando cerca de 8h para alcancar um valor assintético. A reacdo deve se
proceder em temperaturas acima de 100°C e é considerada lenta. Na catdlise basica sdo
utilizados alcodxidos (metoxido de sddio e etdéxido de s6dio) ou hidroxidos de metais
alcalinos (KOH e NaOH), assim com Na,CO; e K>CO;. Nas reacdes catalisadas por
metdxido de sédio o rendimento € elevado e tempo de reacéio é de aproximadamente 30
minutos (Sheeham e cols., 1998). A utilizacdo de KOH e NaOH com os catalisadores
apresenta o inconveniente de produzir 4gua durante a reacéo, o que leva a ocorréncia de
hidrélise de alguns ésteres, com posterior saponificacdo dos dcidos graxos livres. A
presenca de sais de dcidos graxos dificulta a recuperagdo do glicerol devido a formagdo
de emulsdes. Com o uso de Na,CO; e K,COs esse problema é minimizado, embora o

rendimento da reacdo seja inferior ao da catdlise bdsica. Os sais de carbonato formam
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bicarbonato durante a reacdo ao invés de dgua, o que diminui a hidrélise dos ésteres e,
conseqiientemente, a formacdo de emulsdes (Ma e Hanna 1999; Fukuda e cols., 2001).

As lipases (classificacdo bioquimica EC 3.1.1.3) sdo as enzimas do tipo
carboxilesterase, que catalisam a hidrdlise e sintese de acilglicerdis em dcidos graxos de
cadeia longa, utilizando trioleilglicerol com o substrato quando em meio aquoso
(Sharmaa e cols., 2001; Jaeger e Eggert, 2002), e também realizam processos de sintese
de ésteres em solventes organicos (Zaks e Klibanov, 1984; Ueda e cols., 2002), embora
alguns solventes possam afetar as propriedades da enzima por promover altera¢des na
sua estrutura tridimensional comprometendo sua atividade. A utilizacdo das lipases na
produgdo de biodiesel € relativamente recente (Theil, 1995), porém tem-se mostrado
muito promissora devido a uma série de vantagens sobre os catalisadores quimicos,
apresentando rendimento superior aos mesmos (mais de 98 % na producdo), uso de
condicdes brandas no processo, maior especificidade (sintetiza especificamente ésteres
alquilicos), permite a recupera¢do de forma mais simples do glicerol, a
transesterificacdo de glicerideos com alto conteido de d4cidos graxos e a
transesterificacdo total dos dcidos graxos livres (Verger, 1997, Schuchardta e cols.,
1998; Haas e cols., 2002). No entanto com a tecnologia atualmente utilizada para
biocatdlise ainda ndo se conseguiu condi¢des Stimas que permitam a sua realizacdo em
escala industrial principalmente devido ao longo tempo de reac@o envolvido, sendo este
entre 10 e 20 horas

Entre as vantagens da utilizacdo das enzimas como catalisadores para a
producdo de biodiesel, podemos ressaltar as condi¢des reacionais suaves, as emissdes
menos toxicas e as reagdes catalisadas por enzimas ndo sdo afetadas pelos 4cidos

graxos livres e pela pequena quantidade de dgua presente no meio de reacdo. Portanto, a
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biocatdlise é consistente com a exigéncia do desenvolvimento da quimica Verde, a
assim tém atraido mais e mais atencio.

Entre as desvantagens apontadas pela sintese de biodiesel por catélise
enzimatica estdo a baixa solubilidade dos alcoois de cadeia curta, como etanol e
metanol, na matéria-prima do 6leo vegetal (triacilglicerol). Além disso, o excesso de
alcool pode produzir um efeito téxico na enzima, causando a inativacdo da mesma.
Portanto, durante o processo de producdo de biodiesel por catdlise enzimadtica, é
geralmente adotada uma das seguintes estratégias:

1. Adicdo paulatina do élcool em diversas etapas reacionais, evitando assim o
excesso de dlcool toxico a enzima.

2. Uso de co-solvente com polaridades intermedidrias entre o dlcool de cadeia
curta e o 6leo que possam aumentar a solubilidade do referido dlcool na matéria
prima do 6leo vegetal.

Ambas solucdes requerem processos complicados e/ou adi¢do de cofatores que
aumentam o custo e complicagdo dos processos descritos. Adicionalmente, mesmo
evitando a intoxicagdo da enzima pelo dlcoois, os tempos de reacdo requeridos para que
estes processos ocorram sdo da ordem de, pelo menos, dez a vinte horas, fazendo com

que 0s mesmos sejam invidveis para uso em escala de produgao.

TECNICA RELACIONADA

A patente de nimero CN 101381614 (A) e titulo Technique for preparing
biodiesel by catalyzing oil using recovery of non-immobilized lipase mostra o processo
de sintese de biodiesel com lipase ndo imobilizada tendo as vantagens de reduzir a perda

da lipases nao imobilizada usada para a sintese de biodiesel podendo reutilizar a mesma,
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no entanto apresenta a desvantagem de possuir tempo de reacdo entre 5 e 15 horas
sendo muito elevado, tendo ainda a desvantagem adicional de necessitar de centrifugar
o produto final para remover as impurezas.

A patente de nimero WO 2005075615 (Al) e titulo A new process for
producing biodiesel from oils and fats catalyzed by lipase in organic medium reaction
system mostra o processo de produgdo de biodiesel a partir de 6leos e gorduras
catalisada por lipase em sistema de reacdo em meio organico tendo as vantagens de o
meio da reagdo ser constituido por solvente organico para que ndo haja efeitos negativos
do élcool sob a lipase prolongando o uso da lipase e encurtando o tempo da reag¢do, no
entanto apresenta a desvantagem de o rendimento de biodiesel ser de até 94%, tendo
ainda a desvantagem adicional da presenca de solventes organicos que encarece a
producdo enzimatica de biodiesel e ha maiores riscos de explosdo, aumento do reator
para acomodar solventes e reagentes e a necessidade de remocdo do solvente por
destila¢@o ou extra¢@o, causando de maior gasto energético.

A patente de nimero CN 101353587 (A) e titulo Method for improving lipase-
catalyzed production biodiesel production rate mostra o processo de melhorar a taxa de
producido de biodiesel catalisado e produzido por lipase, pela adi¢do Ectoina, em
sistema de reac@o que lipase catalisa 6leo da semente por alcodlise tendo a vantagem de
possuir solvente organico hidrofilico Ectoina com o objetivo de impedir os efeitos
negativos do dlcool na enzima, no entanto apresenta as desvantagens da necessidade da
presenca do solvente organico.

A patente de nimero CN 101085927 (A) e titulo Method for catalytically
synthesizing biological diesel oil by lipase mostra o processo de sintese de biodiesel

usando lipase tendo a vantagem de produzir biodiesel usando lipase, sem uso de
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solventes orginicos, no entanto apresenta as desvantagens da adicdo de metanol ser em
etapas e o tempo de cada etapa estar em torno de 6 a 10h.

A patente de nimero W0O2006050589 (A1) e titulo Biodiesel production from
soapstock mostra o processo para produgdo de ésteres de dcido graxo diretamente de
qualquer matéria-prima de sabdo gerada no processo de refino de alcali, tendo as
vantagens de usar matéria-prima de sabdo gerada no processo de refino de élcali, no
entanto apresenta a desvantagem da dura¢do da produg@o ser em torno de 3 a 5 dias,
tendo ainda a desvantagem adicional de necessitar de purificagdo do produto final e
rendimento méximo de biodiesel entre 80 a 90%.

A patente de nimero WO02008009772 (A1) e titulo Method for prdoducing
biodiesel using porcine pancreatic lipase as na enzymatic biocatalyst mostra o processo
para a producdo de biodiesel, tendo as vantagens produzir biodiesel com lipase
pancredtica e utilizar 6leo puro ou usado, no entanto apresenta a desvantagem do tempo
da produ¢do em torno de 8 a 72 horas, tendo ainda a desvantagem adicional de
necessitar de colocar base alcalina para manter o ph da lipase.

A patente de nimero W02008092207 (A1) e titulo Biodiesel production mostra
o processo para a producdo de ésteres de dcidos graxos para uso como combustiveis
e/ou lubrificantes, tendo as vantagens de tratar as matérias-prima contendo triglicerideos
e/ou dcidos graxos livres com a lipase, no entanto apresenta a desvantagem de necessitar

da presenc¢a de um catalisador 4cido.

SUMARIO DA INVENCAOQO

Portanto, o objetivo da presente invengdo € prover um novo processo para a

producdo de biodiesel através de catdlise por lipase em sistema de reacdo que nao
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requeira adicdo paulatina de reagentes tampouco adi¢des de co-solventes ou
coadjuvantes no meio de reacdo. Neste processo, € utilizado dlcool de cadeia curta
ROH, como receptor de acila e a matéria-prima de dcidos graxos livres provenientes de
fontes vegetais. A solubilidade dos dlcoois utilizados, principalmente do etanol, nos
dcidos graxos livres impedem que o excesso deste dlcool intoxique a lipase logo ndo
causa diminui¢do da atividade da enzima. Como consequéncia da combinagdo
adequada de matérias-primas para a produgdo, o processo pode ser completo em até 40
minutos, sendo mais vidvel do que os processos até entdo demonstrados.

A matéria-prima de dcidos graxos livres pode ser dcidos graxos purificados ou
matéria-prima bruta proveniente do refino de dleos vegetais, sem necessidade de
tratamentos adicionais. Preferencialmente com teor de triacilglicerdis abaixo de 1%.

O édlcool de cadeia curta pode ser tanto hidratado quanto anidro, sendo
preferencialmente anidro quando o objetivo for o melhoramento da cinética da reagdo
ou preferencialmente hidratado quando o objetivo for diminuir os custos do processo.

O processo da presente invengdo é caracterizado pelo fato de que um élcool de
cadeia curta pode ser anidro ou hidratado com até 5% v/v de dgua, na propor¢do molar
de 2:1 a 10:1, uma matéria prima consistindo de 4cidos graxos livres de origem vegetal,
e de 1% a 15%, em relacdo ao volume total de reacdo, de uma lipase imobilizada. A
mistura € aquecida a temperatura entre 30 a 70°C e agitada constantemente para reagir
por 40 minutos a 5 horas para converter a matéria-prima de 4cido graxo livre em
biodiesel pela reacdo de esterificagdo. O processo da presente invencdo traz como
vantagem o fato de atingir a completude da reacdo em menos de uma hora e nio requer

adi¢do de nenhum adjuvante, cofator ou co-solvente.
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MELHOR MODO DA INVENCAO

No processo de acordo com a presente invencdo, a matéria-prima de acidos
graxos com conteido de tracilglicerdis preferivelmente abaixo de 1% obtido da
destilag¢@o ou refino de 6leos vegetais, preferencialmente 6leo de dendé (palma) ou soja.

O referido dlcool de cadeia curta é preferencialmente etanol, sendo mais
preferencialmente ainda etanol anidro quando se tem como ideal o tempo de reagdo. O
referido édlcool de cadeia curta é preferencialmente o etanol, mais preferencialmente
ainda etanol hidratado (95% v/v) quando se tem como ideal reduzir o custo da matéria
prima.

A referida lipase € preferencialmente uma lipase produzida por microorganismo,
sendo mais preferencialmente NOVOZYM 435. Sendo, preferencialmente utilizada a
5% (p/v) em relagdo ao volume total do meio de reagao.

A temperatura do processo € preferivelmente entre 50°C e 70°C sendo o frasco
de rea¢@o mantido em contato com a pressdo atmosférica através de um condensador de
refluxo. Em uma reagéo tipica efetuada nas condicdes ideais a conversdo de acidos
graxos em biodiesel se mostrou acima de 94%.

As vantagens do processo da presente invencdo compreendem o
aperfeicoamento da reatividade e o prolongamento da vida ttil da lipase com aumento
da velocidade de conversao da matéria-prima em biodiesel. A utilizacdo de uma matéria
prima de dcidos graxos purificados ou bruto proveniente do refino de 6leos vegetais.
Nao hd necessidade de adicdo de co-solventes ou coadjuvantes no meio da reagdo,
diminuindo os custos operacionais. Esse novo sistema reduz a influéncia negativa dos
alcoois de cadeia curta, principalmente do etanol, na lipase pois 0 mesmo é bem soluvel

nos 4cidos graxos livres, dispensando a utilizacdo de co-solventes e abolindo o efeito
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selante que os dlcoois de cadeia curta apresentam na presenca de matérias-primas de
triacilglicerol.O tempo da reacdo curto é uma vantagem sobre os outro processos ji
patenteados que dura em torno de 40 minutos a 5 horas.

A presente invencdo € ainda ilustrada pelos seguintes exemplos:

Exemplo 1:

Em um baldo de reagdo de tré€s bocas foram adicionados acido oléico PA e
etanol anidro na razdo molar de 5:1 (8,95 g de 4cido oléico e 7,35 g de etanol). O baldo
foi acoplado a um condensador de refluxo refrigerado a d4gua e submerso em um banho

10 termostatizado de 6leo de silicone a 60°C. Uma barra magnética de teflon foi
introduzida no baldo e o sistema foi montado sobre uma placa de aquecimento e
agitacdo magnética. Um termdmetro digital foi acoplado ao baldo para controle da
temperatura. Apds o meio de reagdo atingir a temperatura de 60 °C, a lipase
NOVOZYM 435 foi adicionada na razdo de 5% (0,965 g) em relacdo ao volume total

15  de meio de reacdo. A reagdo prosseguiu por 5 horas.

Exemplo 2:
Em um baldo de reacdo de trés bocas foram adicionados acido graxo bruto
oriundo do refino por destilagdo de 6leo de palma e etanol anidro na razdo molar de 5:1
20 (8,73 g de 4cido graxo bruto e 7,35 g mL de etanol). O baldo foi acoplado a um
condensador de refluxo refrigerado a 4gua e submerso em um banho termostatizado de
6leo de silicone a 60°C. Uma barra magnética de teflon foi introduzida no baldo e o
sistema foi montado sobre uma placa de aquecimento e agitagdo magnética. Um

termometro digital foi acoplado ao baldo para controle da temperatura. Apds o meio de
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reacgdo atingir a temperatura de 60 °C, a lipase NOVOZYM 435 foi adicionada na razdo
de 5% (0,965 g) em relag@o ao volume total de meio de reagdo. A reacdo prosseguiu por

5 horas.

Exemplo 3:

Em um reator Tecbio-1,5 da Tecnal foram adicionados dcido graxo bruto
oriundo do refino por destilagdo de 6leo de palma e etanol anidro na razdo molar de 5:1
(316,8 g de 4cido graxo bruto e 266,5 de etanol) com condensador de refluxo. O reator
foi equilibrado a temperatura de 60 °C e agitacio de 400 RPM. NOVOZYM 435 foi
adicionada na propor¢do de 5% (35,18 g) em relacdo ao volume total do meio de
reacdo. A reacdo seguiu por duas horas. O etanol residual foi retirado do meio de reagdo

por lavagem do biodiesel duas vezes com 20% do volume de dgua destilada.

Exemplo 4:

Em um reator Tecbio-1,5 da Tecnal foram adicionados &cido graxo bruto
oriundo do refino por destilacdo de 6leo de palma e etanol hidratado (95%) na razdo
molar de 5:1 (316,8 g de dcido graxo bruto e 283,4 g de etanol) com condensador de
refluxo. O reator foi equilibrado a temperatura de 60 °C e agitagdo de 400 RPM.
NOVOZYM 435 foi adicionada na propor¢do de 5% (35,18 g) em relacdo ao volume
total do meio de reacdo. A reagdo seguiu por duas horas. O etanol residual foi retirado
do meio de reacdo por lavagem do biodiesel duas vezes com 20% do volume de dgua

destilada.

Exemplo 5:
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A lipase utilizada no Exemplo 4 foi filtrada e reutilizada nas mesmas condi¢oes
em um segundo lote, tendo resultado em uma producdo foi semelhante ao observado no
exemplo 4. A lipase foi entdo filtrada novamente e lavada 3 vezes com etanol anidro,
com conseguinte filtracdo, para retirada da matéria-prima adsorvida. Novamente, a
lipase lavada foi utilizada em uma reagcdo com as mesmas condi¢des que o exemplo 4,

tendo resultado em uma producdo semelhante ao exemplo 4.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS:

Afim de melhor demonstrar o alcance da invengdo, sdo apresentadas a seguir
diversas figuras ilustrativas do processo envolvido na presente invengao:

Figura 1: Cromatografia de camada delgada mostrando a producio de biodiesel
a partir de dcido oléico por catdlise por lipase utilizando etanol (Painel A) ou metanol
(Painel B) como aceptor de acila.

Figura 2: Efeito da relagdo molar etanol: dcido graxo na producio de biodiesel a
partir de matéria-prima de dcidos graxos brutos de palma por catalise por lipase.

Figura 3: Efeito da concentracdo de lipase na velocidade de producdo de
biodiesel a partir de dcidos graxos brutos de palma por catélise por lipase.

Figura 4: Produgdo de biodiesel na forma de etilésteres de &4cidos graxos

(EEAG) a partir de dcidos graxos brutos de palma por catdlise por lipase.
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REIVINDICACOES

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE em um sistema livre
de co-solventes ou adjuvantes, onde o receptor de acila é um dlcool de cadeia curta
ROH que ndo inativa a enzima, e uma matéria-prima de acidos graxos livres, sendo
catalisada por lipase para a producdo de biodiesel, por meio de uma reagcdo de
esterificacdo, caracterizado por serem adicionados em um reator enzimadtico e
misturados de maneira homogénea, o dlcool de cadeia curta, a matéria prima de
4cidos graxos livres com uma razdo molar dlcool/dcido graxo livre de 2:1 a 10:1 e a
lipase na concentracéo entre 1% a 15%, a mistura ser aquecida entre 30°C a 70°C,
para reagir completamente entre 10 minutos a 5 horas para converter a matéria
prima de 4cidos graxos livres em biodiesel.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por o dcido graxo livre ser oriundo do refino de éleos
vegetais, extraido de dleos e gorduras residuais e/ou extraido de escuma de esgoto.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado por o referido dcido graxo livre ser oriundo do refino
de dleos vegetais que compreende 6leo de palma (dendg) e soja.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado por o aceptor de acila ser um dlcool de cadeia curta
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ROH, onde R é um grupo alquila contendo de 1 a 5 dtomos de carbono, com razdo
molar dlcool/dcido graxo livre de 2:1 a 10:1.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com a
reivindicagdo 4, caracterizado por o referido dlcool de cadeia curta ROH ser
selecionado a partir do grupo que consiste de metanol, etanol, propanol, butanol e
pentanol.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE de acordo com as
reivindicagdes 4 e 5, caracterizado por o dlcool de cadeia curta ROH ser anidro ou
hidratado com até 20% (v/v) de dgua.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por a lipase ser de origem microbiana.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com a
reivindicacdo 7, caracterizado por a referida lipase produzida por microoganismo
compreende Lipozyme TL, Lipozyme RM, Novozym 435, e suas misturas.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por ndo necessitar da adi¢cdo de co-solventes ou
adjuvantes da reac@o.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE

ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE, de acordo com as
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reivindicacdo 1, caracterizado por nio necessitar de adi¢cdo paulatina ou multiplos
passos de adicdo do dlcool.

PROCESSO DE PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE caracterizado por o
produto de reagdo ser lavado com dgua para remocéo do édlcool e dos dcidos graxos

residuais ndo reagidos.
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FIGURA 2:
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FIGURA 3:
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“PROCESSO _PARA PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR DE ACIDOS

GRAXOS LIVRES CATALISADO POR LIPASE EM SISTEMA LIVRE DE

SOLVENTES”

5 RESUMO
A presente invengdo se relaciona com o campo da sintese de biocombustivel,
mais particularmente com um novo processo para producgdo rapida de biodiesel a partir
da reagdo de esterificagdo de acidos graxos livres e um alcool de cadeia curta na
presenga de catdlise por lipase em um sistema de reagdo sem solventes organicos
10adicionais. A invengdo traz como vantagem a aboli¢@o da inibi¢ao da lipase pelo alcool
de cadeia curta normalmente observada em reagdes de produgdo de biodiesel por
catdlise enzimatica. Utilizando o processo relacionado na inveng@o, pode-se produzir
biodiesel a partir de acidos graxos livres oriundos do refino de dleos vegetais por

catalise por lipases sem adi¢do de co-solventes em um tempo de reagdo de até 40

15minutos.
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