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COSTA, llvania Silva. Expressédo heterologa, purificagdo e imobilizacdo de lipases para
melhoramento do processo de producdo enzimética de biodiesel. 2016. 114 f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federa da
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RESUMO

Biodiesel € um combustivel verde que pode substituir o diesel de petrdleo sem modificagdes
no motor do ciclo diesel. Sua produgdo por via enzimatica é destague para a substituicéo do
método quimico atual de produgdo. Porém na catélise enzimatica o alto custo do catalisador
onera o preco do produto final, o que impede a sua aplicagdo industrial. Neste sentido, esse
trabalho tem como avo o estudo de estratégias de reducéo do preco ndo apenas do catalisador
mas em todas as etapas de producio de biodiesel por catélise enzimética. E proposto o uso de
0leo e gorduras residuais como uma escolha econdmica de matéria prima, uma vez que 90%
dos custo producdo desse biocombustivel estd na matéria prima que € escolhida. Lipases
mutantes sd0 sugeridas como novos catalisadores com capacidade de se adaptarem melhor ao
meio reacional da producdo de biodiesel. Para isso, as lipases mutantes apresentaram
modificagbes na tampa que cobre o sitio catalitico. A expressdo heteréloga ocorreu com
sucesso e as lipases possuem atividade. Estas enzimas foram usadas em um novo método
onde as suas purificacdo e a imobilizacdo ocorrem em uma Unica etapa, 0 que garante
diminuicdo dos custos no processo. Além disso, foi mostrado a producdo enzimatica de
biodiesel em reator de leito fixo utilizando a lipase comercial Novozyme 435 e também em
reator de tanque agitado utilizando uma enzima reticulada, no sentido de uma comparagéo
futura com as lipases imobilizadas no referido estudo.

Palavras-chave: Biodiesdl. Lipase. Enzimas. Imobilizaco.
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lipases for improving the enzymatic production of biodiesel process. 2016. 114 f. Thesis
(Doctorate in Biotechnology) - Institute of Heath Sciences, Federal University of Bahig;
Northeast Biotechnology Network (RENORBIO), Salvador, 2016.

ABSTRACT

Biodiesdl is a green fuel that can be considered as an option to replace petroleum diesel
without modification in a diesel engine cycle. Its enzymatic production is being emphasized
to replace the existing chemical production methods. However, in the enzymatic catalysis the
high cost of the catalyst charges the price of the final product, which prevents its industrial
application. In this sense, this work aimed to study price reduction strategies not only the
catalyst but in all biodiesel production steps by enzymatic catalysis. It is proposed the use of
oil and waste fat as an economical choice of raw material, because 90% of the cost of
production of this biofuel is in the raw material that is chosen. Mutants lipases are suggested
as new catalysts ability to adapt better to the reaction medium of biodiesel production. For
this, the mutant lipases showed changesin the lid covering the catalytic site. The heterologous
expression was successful and lipases have activity. These enzymes were used in a new
method in which its purification and immobilization occur in a single step, which ensures
reduction of costs in the process. Furthermore, it was shown the enzymatic production of
biodiesel in afixed bed reactor using a commercial lipase Novozyme 435 as well stirred tank
reactor using a crosslinked enzyme towards a future comparison with immobilized lipases in
the study.

Keywords: Biodiesal. Lipase. Enzymes. Immobilization.



COSTA, llvania Silva. Expression hétérologue, purification et immobilisation de lipases
pour améiorer la production enzymatique de production de biodiesel. 2016. 114 f. These
(Doctorat en biotechnologie) - Institut des Sciences de la Santé, Université Fédérale de Bahig;
Northeast Réseau de biotechnologie (RENORBIO), Salvador 2016.

RESUME

Le biodiésel est un carburant vert qui peut remplacer le diésel de pétrole sans modification
dans le moteur de cycle diésel. Sa production par voie enzymatique est en train d'étre mise en
avant pour le remplacement de la méthode existante de production chimique. Toutefois, le
catalyseur de la catalyse enzymatique a un colt élevé, ce qui augmente le prix du produit final
et empéche son application industrielle. Dans ce cas, ce travail vise al'étude des stratégies de
réduction des prix non seulement du catalyseur, mais aussi dans toutes les étapes de
production de biodiésel par catalyse enzymatique. Nous proposons, comme choix
économique, |'utilisation de I'huile et de la graisse usagée comme matiére premiere, puisgque
90% du co(t de production de ce biocarburant vient de la matiére premiére choisie. Un
nouveau catalyseur est proposé a partir de lypases mutantes avec une meilleure capacité
d'adaptation au milieu réactionnel de la production de biodiésel. Pour cela, les lipases
mutantes ont montré des changements dans le couvercle recouvrant le site catalytique.
L'expression hétérologue a été couronnée de succes et les lipases ont eu des activités. Ces
enzymes ont été utilistes dans un nouveau procédé dans lequel la purification et
I'immobilisation se produisent en une seule étape, ce qui assure une réduction des colts du
processus. En outre, nous avons montré la production enzymatique de biodiésel dans un
réacteur alit fixe en utilisant une lipase commerciale Novozyme 435 et aussi dans un réacteur
a cuve agitée en utilisant une enzyme réticulée, pour une comparaison future avec des lipases
immobilisées pour cette éude.

Mots-clés: Biodiésel. Lipase. Enzymes. Immobilisation.
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1INTRODUCAO

Em todo 0 mundo, a intensificagdo da produc&o agricola tem sido impulsionada por um
grande uso de recursos ndo-renovaveis, que muitas vezes prejudicam a sustentabilidade
ambiental (LEMAIRE et al., 2014). Para a luta contra as mudangas climéticas, é
indispensavel a transicdo de uma economia baseada em combustiveis fésseis para uma
economia de baixo carbono, ou sga, implantacdo de ferramentas eficazes para realgar 0 uso
de fontes de energias renovaveis.

Um combustivel renovéavel que tem recentemente sido considerado como o melhor
candidato para a substituicdo do diesel de petroleo € o biodiesal. Isto ocorre porque ndo sdo
necessarias modificagdes em motores, podendo intercambiar diretamente biodiesel em
motores do ciclo diesel (LEUNG et al., 2010; HUANG et al., 2015). Este biocombustivel
fornece uma excelente oportunidade para a mitigagéo das emissdes de gases de efeito estufae
do aquecimento global, seguindo os principios da quimica verde (PANWAR, KAUSHIK &
KOTHARI, 2011). Por definicdo, o biodiesel € um constituido de ésteres mono-alquilicos de
&cidos graxos de cadeia longa, onde a porcéo do éster que esta ligado diretamente a carbonila
€ derivado de fontes renovaveis como 6leos vegetais (triglicerideos) ou gorduras animais,
enquanto que um &cool (metanol ou etanol) dara origem a por¢do que ndo esta ligada
diretamente a carbonila.

A reacdo de transesterificacdo € a principal forma para a producdo deste
biocombustivel. Trata-se de uma reagdo de triésteres de cadeias longas (triglicerideos) com
um & cool de cadeira curta para producéo de outro éster (biodiesel). Este processo ocorre na
presenca de um catalisador (&cidos, bases fortes ou enzimas) e temos como sub-produto desta
reacdo a glicerina (ZHANG et al., 2003). No Brasil, a maioria do biodiesel fabricado utiliza
como matéria-prima o 6leo de soja (MME (b), 2015), metanol como receptor de acila e um
catalisador acalino, sendo que na Europa a fonte de triglicerideos mais usada é o 6éleo de
canola (DEMIRBAS, 2008).

O que onera os custos em 60 a 80% da producdo de biodiesel atualmente € o uso de
matérias-primas com alto grau de pureza, uma vez gue os catalisadores alcalinos empregados
ndo permitem outra alternativa (ATADASHI et al., 2012). A formagdo de sab&o é a reacdo
secundaria mais inconveniente que ocorre quando as matérias-primas ndo Sao puras, ou sgia,

possuem mais do que 0,5% de acidez. Além disso, outros inconvenientes sao esperados no
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processo de catdlise acalina como: ato consumo energético, necessidade de remogdo do
catalisador alcalino e dificuldade em recuperar o glicerol (SHIMADA et al., 1999;
WATANABE et al., 2000; ZHANG et al., 2003).

Seria ideal se, no sistema de produgdo, ndo houvesse uma preocupacéo com grau de
pureza da matéria-prima, podendo-se utilizar matérias-primas com alto indice de acidez,
como os 6leos e gorduras residuais (OGRs), 0 que teria uma relacdo positiva com o preco do
produto final e, a0 mesmo tempo, possibilitaria reciclar compostos que seriam possivel mente
descartados na natureza. Esta realidade industrial esta cada vez mais préxima, por meio do
desenvolvimento de catalisadores enzimaticos, 0s quais s80 promissores na substituicdo dos
catalisadores alcalinos.

Recentemente, pesquisas para a introducao de catalisadores enzimaticos na producgéo de
biodiesal tém sido conduzidas em todo o mundo. A lipase (EC 3.1.1.3) € o catalisador ideal
para producdo de biodiesel, catalisando a hidrélise e a sintese de ligacOes ésteres de
acilglicerdis de cadeialonga e liberando ou consumindo écidos graxos e glicerol (JAEGER &
EGGERT, 2002). Parte dos problemas encontrados com os catalisadores alcalinos
(incapacidade de utilizar AGL, produtos com menor grau de pureza, dificuldade de recuperar
o catalisador alcalino) podem ser superados pelos métodos enziméticos para fabricagdo de
biodiesel. Todavia, 0s métodos enziméticos ainda ndo tém sido utilizados em escala industrial
porque o custo da enzima é elevado e os efeitos causados pelo excesso de metanol (necessario
para que a reagdo ocorra) e glicerol (produzido durante a reagdo) na enzima sdo, até entéo,
negativos (SHIMADA et al., 1999; WATANABE et al., 2000; LI et al., 2006; ROYON et al.,
2007).

O presente trabaho foi realizado com o intuito de produzir catalisadores enziméticos
especificos para 0 meio reacional da producdo de biodiesel, capazes de serem usados em
OGRs, através da expressao heterdloga, purificacdo e imobilizagdo de lipases.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRANSICAO ENERGETICA NO BRASIL

O Brasil apresenta atualmente um periodo de crise politica e econémica com altas
continuas do juros, da inflacdo, do desemprego e dos pregos administrados. 1sso foi bem
refletido nos dados do Ministério de Minas e Energia com relagdo aos estudos de 2015 da
Oferta Interna de Energia (OIE) que representa a energia necessaria para mover a economia
do pais. A OIE ou demanda brasileira de energia, € um indice que reflete o somatério da
producdo interna com as importacoes de energia, menos as exportagoes e perdas de todas as
fontes disponiveis no pais. Embora as expectativas fossem de crescimento em 2% ao longo do
ano de 2015, uma vez que o crescimento da OIE de 2014 foi de 3,1%, existiu na verdade um
recuo de 0,5% até agosto de 2015, chegando a mais de 1,4% na demanda de energia no ano
(MME (a), 2015).

Embora ocorra essa reducdo da oferta total de energia demandada pelo pais, quando
observamos a OIE das energias renovaveis € possivel perceber que houve um aumento. O
Brasil tem 41% da sua OIE oriunda de fontes renovaveis (Figura 1). Esse perfil resulta uma

dependéncia menor da energiaimportada. (MME (@), 2015).

Figura 1 - Ofertalnterna de Energia renovaveis, comparagédo 2014 - 2015
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Fonte: Boletim Mensal de Energia (2015)
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producdo de biodiesel finalizou com alta no ano de 2015 e ficou em 62 milhdes de

barris por dia (mil bbl/dia) em dezembro, porém com baixa de 11,9 % sobre igual més em
2014 (Figura 2). No ano de 2015, a producédo acumulou alta de 14,9 % (MME (@), 2015).
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Figura 2 - Produc&o de biodiesel em milhdes de barris/ dia
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Fonte: Boletim Mensal de Energia (2015)

Em 2014 o Brasil foi 0 segundo maior produtor e consumidor de biodiesel do mundo

(Figura
(Figura

3 e 4). Os Estados Unidos se destacaram sendo o primeiro na produgdo e consumo
3 e 4). Na producdo, a Alemanha manteve a segunda posi¢do, assim como o Brasil,

com 3,4 milhdes de m*. Na sequéncia, vém Indonésia, Argentina, Franca, Tailandia e China
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Em 2014 a oferta mundial de biodiesel foi de 29,7 milhées de m* (Figura 3) (MME (b),
2015). Em 2015, o consumo Brasileiro foi em torno de 3,9 milhdes de m® contra 3,4 milhdes
de m® em 2014 (MME, 2016).

Figura 4 - Consumo de Biodiesel em Paises Selecionados

Consumo de Biodiesel
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Fonte: Boletim Mensal dos Combustiveis Renovaveis (Edicdo 97, Marco, 2016)

A transic8o energética do Brasil tem como base introduzir fonte energética sustentével
para diminuir a dependéncia do diesel importado. O biodiesel é um combustivel com
beneficios ndo apenas ambientais, mas também econdmicos e sociais. A introducdo deste
biocombustivel na matriz energética brasileira em 2015 por meio da lei 11.097/2005 tornou
obrigatoria, desde 2008, a adicdo deste no diesel em todo o territério naciona. Desde
novembro de 2014 essa mistura é€ de 7% (B7 - 7% de biodiesel e 93% de diesel de petréleo)
(Lei 13.033/2014) e a cada 1% de biodiesel adicionado ao combustivel convencional, é
reduzido 0,7% naemissdo de gases nocivos (BRASIL, 2014).

2.2 PRODUCAO DE BIODIESEL

2.2.1 Catélise homogénea

Convencionamente, o processamento quimico na industria de biodiesel se da por uma
reacao de transesterificacdo acida ou alcalina (MA & HANNA, 1999; AL-ZUHAIR, 2005; LI
et al., 2006). Os é&cidos sulfurico, cloridrico e organossulfonicos sao acidos fortes geralmente
empregados. A catalise acida normamente necessita de temperatura reacional muito alta, o

que é considerado uma grande desvantagem. Todavia, sua principal vantagem em relacdo aos
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catalisadores bésicos é a auséncia da formagéo de sabdo na reacdo (MA & HANNA, 1999;
RANGANATHAN et al., 2008).

Os hidroxidos de sodio e potassio sdo os catalisadores alcalinos mais utilizados e por
sua vez, produzem transesterificagdes mais rapidas e alta conversdo de triacilglicerdis aos
seus correspondentes ésteres do que os catalisadores écidos (SHIMADA et al., 1999,
WATANABE et al., 2000; FUKUDA, KONDO & NODA, 2001). S0 ainda menos
COrrosivos para 0s equipamentos industriais e consequentemente os mais utilizados nas
industrias de biodiesel (FREEDMAN, BUTTERFIELD & PRYDE, 1986; MA & HANNA,
1999).

A catdlise basica, conquanto, apresenta alguns inconvenientes como: dificuldades em
recuperar o glicerol; o catalisador alcalino tem que ser removido do produto; gasto intensivo
de energia; Oleos que contém acidos graxos livres e/ou agua sdo incompletamente
transesterificados; agua durante a reagéo leva a ocorréncia de hidrélise de alguns ésteres, com
posterior saponificagdo dos acidos graxos livres, formagdo de sabdo causa aumento da
viscosidade e interfere na separagdo do glicerol; requer tratamento de aguas residuais
acainas (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).

Em virtude dos inconvenientes supracitados, a catalise enzimética se apresenta como
uma permuta interessante porque tem capacidade de sobrepujé-los e ainda reduzir os custos
de producéo (FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

2.2.2 Catélise enzimética heter ogénea

Lipases sd0 enzimas que atuam em ligacOes éster presentes em acilglicerdis, liberando
&cidos graxos e glicerol (PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000; JAEGER & EGGERT,
2002; GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004). As industrias tém feito uso das lipases como
catalisadores na quimica fina ou para fabricagdo de outros produtos, tais como: alimentos,
detergentes, couros, téxteis, cosméticos, perfumarias, farmacéuticos, agroquimicos,
oleoquimicos, entre outros. Isto estd relacionado principamente por seu rapido
desenvolvimento tecnolégico, versatilidade e facilidade de producdo em massa (HASAN,
SHAH & HAMEED, 2006).
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A catalise enzimatica pode ser homogénea ou heterogénea, o que vai distinguir entre
ambos € o estado fisico deste catalisador. Quando o catalisador esta em estado fisico diferente
dos produtos, ele é classificado como heterogéneo. Neste estudo, iremos tratar de
catalisadores enziméticos heterogéneos porgue a lipase é imobilizada em resinas solidas o que

possui varias vantagens como sera detalhado mais adiante.

Recentemente as lipases tem sido empregadas na transesterificaco de triacilglicerdis
para a producdo de biodiesel. A transesterificacdo (também chamada de acodlise) é uma
reacdo quimica estimulada por um catalisador (&cidos, bases ou enzimas), envolvendo 6leos
vegetais (ou gorduras animais) e um acool 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 5:

Figura5 - Reac&o global dareacdo de transesterificacdo de trigliacilglicerol com écool.

Vs %
H,C—0—C—R, H,C—OH R —C—O0—R
/P Catalisador /})
HC—0—C—R, +3R—OH 3 HC—OH +R,—C—0—R
p p
H,C —0—C—R; HC—OH R,—C—0
Triacilglicerol Alcool Glicerol Esteres

Triacilglicerdis (TAG) sdo os principais componentes dos 6leos vegetais utilizados
como matéria-prima, eles sdo constituidos por trés &cidos graxos de cadeia longa ligados a um
glicerol (ZHANG et al., 2003). A estequiometria desta reacdo requer 3 moles de alcool paral
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).

Os passos do mecanismo reacional da sintese do biodiesel sdo representados pela Figura
6. A transesterificagcdo possui passos de conversdes subsequentes e reversiveis. O metanol foi
o acool utilizado como aceptor do grupamento acila. Isto posto, MEAG sdo obtidos e
correspondem o biodiesel. No primeiro passo (Figura 6a) acontece a conversdo dos TAG em
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diacilglicer6is (DAG). Prontamente (Figura 6b) os DAG sdo transformados em
monoacilglicer6is (MAG). No terceiro passo (Figura 6¢c) os MAG sdo convertidos em
glicerdis. Em cada passo supracitado, uma molécula de éster (metilico) é liberada
(FREEDMAN, BUTTERFIELD & PRYDE, 1986; MA & HANNA, 1999; FUKUDA,
KONDO & NODA, 2001; ZHANG et al., 2003).

Figura 6 - Esquema reacional da sintese de Biodiesel por transesterificaco de triacilglicerol
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O aumento do interesse no uso da lipase para a producéo enzimatica de biodiesel tem
suporte nas diversas vantagens destes catalisadores sobre os catalisadores quimicos, visto que
exibe um rendimento maior (acima de 98%), um menor gasto de energia e uso de &gua
(FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009), facilidade de recuperar o glicerol e
com qualidade superior (NELSON, FOGLIA & MARMER, 1996; FUKUDA, KONDO &
NODA, 2001), permite a transesterificagdo de glicerideos com maior contelido de &cidos
graxos e a esterificacdo total dos acidos graxos livres (Tabela 1) (NELSON, FOGLIA &
MARMER, 1996; FIERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).
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De maneira timida o uso dessa tecnologia estd4 alcancando uma aplicacdo industrial
(TAFESH, 2014). Empresas como Viesd Fuel, Novozymes, Tactical Fabrication,
Transhiodiesel, estdo elaborando técnicas de tornar essa tecnologia uma realidade industrial.
Até agora a sua adocdo em escala comercial ndo € economicamente vidvel, mas alguns
processos tem tornado o custo comparavel ao de catalisadores tradicionais. Mas o verdadeiro
beneficio econdmico das enzimas vem da sua capacidade de lidar com uma variedade de
matérias-primas baratas (HOBDEN, 2014).

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens dos processos quimico e enzimatico na producgéo de biodiesel

Processos

Vantagens

Desvantagens

Quimico » Tempo dereacdo: 1-5 h * Produtos com menor grau de pureza

NaOH * Alto rendimento * N&o recupera o catalisador

KOH  Simplicidade do processo * N&o recuperao glicerol puro

* Baixo custo * Neutralizacdo

* Lavagem
(SHIMADA et al., 1999; SHIMADA et al.,
2002; WATANABE et al., 2000; ZHANG et
al., 2003)

Enzimético * Recuperacdo do catalissdor - | < Alto custo do catalisador

Lipase reuso * Curtavida operacional

* Recuperagdo da glicerina » Efeitos negativos pelo excesso de metanol e

e Produtos com maior grau de | dlicerol
pureza - .

» Tempo de reagdo: aproximadamente 24h
(SHIMADA et al., 1999; WATANABE et al.,
2000; ISO et al., 2001; LIN et al., 2006;
ROYON et al., 2007; RANGANATHAN et al.,
2008)

2.2.3 Escolha do élcool na producéo de biodiesel

O metanol e o etanol sdo dcoois de cadeia curta e estdo entre os mais preferidos na
transesterificagdo, especialmente o metanol por seu baixo custo e suas vantagens fisicas e
guimicas (MA & HANNA, 1999; FJIERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).
Todavia, a origem do dcool tem grande relevancia quando a reducdo das emissdes de gases
estufa esta em questdo. Atualmente, boa parte do metanol procede de fontes fosseis (gas
natural ou carvdo). Contudo, o objetivo principal do uso do biodiesel € a reducdo da

dependéncia de combustiveis fésseis. Para isso, o etanol é largamente produzido a partir de
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fontes renovaveis, contribuindo para diminuicdo dos gases de efeito estufa (FJERBAEK,
CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

Para dirigir o equilibrio da reagdo de transesterificacdo para um rendimento méximo de
ésteres € primordial que a relagdo molar entre dcool/6leo sgja maior que 3:1 (MA &
HANNA, 1999). Além disso esse excesso molar aumenta a velocidade da alcodlise
(WATANABE et al., 2000).

N&o obstante, o excedente de metanol (>1,5 mol/L) no meio reacional mantém-se como
gotas insolUvels dispersas no 6leo (SHIMADA et al., 1999). Isto pode acarretar uma
diminuicdo da metandlise, posto que o contato da lipase com estas gotas de metanol é
suficiente para inativar a reportada enzima de modo irreversivel (SHIMADA et al., 1999;
SHIMADA et al., 2002; WATANABE et al., 2000). Algumas téticas sdo adotadas para
resolver este transtorno como: o acréscimo de metanol em etapas (WATANABE et al., 2000)
pois apresenta-se efetivo para a completa conversdo e evitar inativagdo da lipase; uso de
solventes organicos pois permite uma melhor dissolucdo do metanol no meio reacional
organico (NELSON, FOGLIA & MARMER, 1996; SHIMADA et al., 1999; ISO et al.,
2001).

2.2.4 Solventes or ganicos na producéo de biodiesel

Uma meta para a futura producéo industrial seria a utilizagdo de um método enzimatico
reacional livre de solventes orgéanicos (t-butanol, n-hexano, éter de petréleo). Isto faria com
gue os catalisadores enziméticos fossem superiores aos tradicionais de maneira ecoldgica,
econdmica e energética (SHIMADA et al., 1999; ISO et al., 2001; SHIMADA et al., 2002,
CHEN & WU, 2003; FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

Alguns fatores tornam impraticivel o uso de solventes organicos na industria, tais
como: risco de explosdo, expansdo do reator para comportar 0s solventes e reagentes,
indispensabilidade de remocéo do solvente por destilagdo ou extracdo e maior gasto
energético (SHIMADA et al., 1999; 1SO et al., 2001; SHIMADA et al., 2002; FJERBAEK,
CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

Conquanto, precisa-se otimizar a producéo de biodiesel para que esta sgja viavel sem o
uso de solventes. Isto porque um sistema livre de solventes é caracterizado por um menor
rendimento de ésteres (FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).
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2.2.5 Matérias-primas com alto conteido de acidos graxos livres (AGL)

As disposicdes dos cultivos locais sugestiona a eleicdo da matéria-prima para a
producéo do biodiesel. A escolha da matéria-prima € primordia visto que tem um impacto
relevante no preco do produto final, algo em torno de 60-70% (ATADASHI et al., 2012;
HUANG et al., 2015).

A producdo de biodiesel no Brasil é beneficiada pela variedade de matérias-primas
disponiveis como o dendé, girassol, pinhao manso, macatba, canola, linhaca, gergelim,
dentre outras. Porém a soja € a oleaginosa mais requisitada (78,3 %) (Figura 7). A figura 7
apresenta a evolugdo da participacdo das matérias-primas na producdo de biodiesel nos
ultimos 8 anos. Pode-se afirmar que a soja vem perdendo espago para produtos de baixo valor
agregado como a gordura bovina e outros materiais graxos (ANP, 2012; RAMOS, 2006;
MME (b), 2015).

Figura 7 - Matérias-primas utilizadas para producéo de biodiesel (perfil nacional)
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Fonte: Boletim Mensal dos Combustiveis Renovéveis (Edicdo 92, setembro de 2015)

O custo-beneficio € o principal motivo no qual a lideranca da soja € favorecida. Apesar
dela ser considerada uma ol eaginosa com baixo teor de 6leo por unidade de peso, o0 seu 6leo é
um subproduto do processamento do seu farelo protéico, o qual possui alta demanda
comercial (DALL’AGNOL, 2007).

Para que o biodiesel seja um combustivel comercialmente competitivo é fundamental
reduzir os custos da producdo por meio do emprego de matérias-primas alternativas como
Oleos e gorduras residuais (OGRs) e a transesterificagdo enzimética tem destague na
utilizag&o desse tipo de matéria-prima (VERAS et al., 2011).
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Aproveitar residuos que é normalmente descartado diretamente em esgotos domésticos,
faz com gque os OGRs se tornem uma matéria-prima de interesse ambiental e econdmico
(RAMOS, 2006). Entretanto, o principal método de producdo — catdlise alcalina — requer o
emprego de 6leos com alto grau de pureza, baixos teores de acidos graxos livres (AGL) e
agua.

Os OGRs podem causar varios inconvenientes na catédlise alcalina por possuirem um
alto contetido de AGLS, sdo estes. formagdo de sabdo (Figura 8), consumo do catalisador
alcalino, baixa eficiéncia catalitica, aumento da viscosidade do biodiesel e formagédo 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 imobilizadas.

Figura 8 — Reagdes de saponificagdo com acidos graxos livres (AGLS) (A) e com ésteres alquilicos
(B)
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Fonte: ATADASHI et al. (2012)

2.3 LIPASE: CONTEXTO BIOTECNOLOGICO

A lipase € um tipo de enzima digestiva em animais e secretada pelo pancreas para o
duodeno sendo necessaria para a absor¢do e digestéo de nutrientes. Ela também é secretada
pela boca e pelo estbmago. Para fins biotecnolégicos, as lipases podem ser extraidas dos
tecidos de animais e vegetais ou produzidas por fermentagcdo microbiana (fungos, leveduras e
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bactérias) (PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000; GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004). A
grande atracdo industrial por lipases de origem microbiana se d& por serem facilmente
cultivaveis e encontram imensa aplicagdo nas reacfes hidroliticas e de sintese (SAXENA et
al., 1999; PAIVA, BALCAO & MALCATA, 2000; CARVALHO et al., 2003; HAMA et al.,
2006; GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004).

Alguns fatores influenciam diretamente no rendimento méximo de producdo do
biodiesel como: origem da lipase, atividade de é&gua idea, temperatura de reacéo,
imobilizacdo ou ndo da enzima, escolha do & cool, tempo da reacdo, estabilidade da enzima e
razdo molar do 6leo (FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

A origem e formulagdo da lipase influenciam nos parametros ideias para 0 Seu uso
(JAEGER & REETZ, 1998; FIERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009). Para
reacOes de transesterificacdo de 6leos e gorduras sdo utilizadas frequentemente lipases de
fungos e bactérias. As fontes fungicas sdo muito apreciadas por ndo levarem risco a saide
humana, porque sdo reconhecidas pelo FDA (Food and Drug Administration) como atéxicas e
GRAS (Generally Regarded as Safe) (SOUZA & SOMMER, 2002). Ademais, existe uma
facilidade de recuperacdo e purificacdo de lipases fungicas por serem extracelulares
(SAXENA et al., 1999).

Do ponto de vista industrial biotecnoldgico, apesar de todas essa vantagens das lipases
fangicas, as fontes bacterianas sdo ainda mais atrativas por serem obtidas mais rapidamente,
uma vez que as bactérias apresentam geralmente um crescimento celular mais rapido do que
os fungos (JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999).

2.3.1 Reacg0es catalisadas por lipases

Posto que as lipases processam reag0es em melos nNdo agquosos (esterificagdo,
interesterificacdo, transesterificagdo, alcodlise e amindlise) e aguosos (hidrélise) (Figura 9),
elas tém aptiddo de utilizar vérios substratos (JAEGER & EGGERT, 2002; SHIMADA et al.,
2002; SAXENA et al., 1999; GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004). Além disso, €las nédo
requerem cofatores, tém alta estabilidade para extremos de temperatura, pH e solventes
organicos bem como apresentam uma ata régio-seletividade (JAEGER & REETZ, 1998;
SAXENA et al., 1999; 1SO et al., 2001).
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Figura 9 - Esquema das reacdes de hidrdlise, esterificacdo e interesterificacdo catalisadas por lipases
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2.3.2 Especificidade das lipases

As diferentes regides situadas no mesmo substrato sdo distinguidas pelas lipases devido
asua estrutura tridimensional, isto é caracterizado pela sua especificidade. A classificagéo das
lipases quanto a especificidade € importante para direcionar sua aplicagdo no campo
comercial (CASTRO & ANDERSON, 1995). Desta forma, as lipases sdo classificadas de
lipases néo-especificas e 1,3-especificas (Figura 10) (TOMBS, 1995; CASTRO &
ANDERSON, 1995).

As lipases 1,3-especificas (regiosseletivas) clivam écidos graxos das posi¢des terminais
do glicerol e formam como sub-produtos acidos graxos livres, 1,2(2,3)-diacilgliceréis e 2-
monoacilglicerdis (PAQUES & MACEDO, 2006).
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Figura 10 - Reagdes catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e 1,3 especifica
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Fonte: PAQUES & MACEDO (2006, p.94)

Ja as lipases ndo-especificas catalisam a hidrdlise de triacilglicerdis para acidos graxos
livres e glicerol de formaaleatdria, liberando &cidos graxos na posi¢do 1(3) ou 2 (CASTRO &
ANDERSON, 1995; CARVALHO et al., 2003; CASTRO et al., 2004). Estas ndo possuem
especificidade com relacdo a natureza da ligacdo éster ou a posicdo em que este esta
esterificado no glicerol (CASTRO & ANDERSON, 1995; CARVALHO et al., 2003).

A especificidade da lipase é de grande importancia na producéo de biodiesel porque
estas ndo devem ser regiosseletivas aos triacilgliceréis, para que todos os di e
monoacilglicerdis (intermediarios da reacdo de transesterificagdo) possam ser convertidos
para ésteres de acidos graxos (biodiesel) e também para catalisar a esterificacdo de acidos
graxos livres (FIERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

2.3.3 Aspectos estruturais das lipases

Formada por um entrelacado de o/ hidrolase, a estrutura terciaria das lipases possuem
uma arquitetura comum composta por uma sequéncia de 8 diferentes fitas p paralelas ligadas
por seis a-hélices (OLLIS et al., 1992; PETERSEN, 1996; JAEGER & REETZ, 1998).

O sitio ativo é formado por uma rede de pontes de hidrogénio que une a triade catalitica

representada por cadeias laterais de residuos dos aminoécidos serina (Ser), &cido aspértico (ou
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glutdmico) (Asp/Glu) e histidina (His) (OLLIS et al., 1992; JAEGER & REETZ, 1998;
GUPTA, GUPTA & RATHI, 2004).

O sitio catalitico da lipase é protegido por uma superficie entrelacada constituida por
uma sequéncia peptidica em o-hélice, conhecida como “tampa’ anfipatica ou “lid”
(VERGER, 1997; JAEGER & REETZ, 1998). Essa tampa pode mover-se quando interage
com uma interface lipidio/agua, mudando conformacionalmente de sua forma "fechada' para
sua forma "aberta’ (VERGER, 1997; JAEGER & REETZ, 1998) expondo a triade catalitica
agora acessivel ao substrato (Figura1l) (YAHYA, ANDERSON & MOO-YOUNG, 1998).

Figura 11 - Acdo da lipase sobre os triglicerideos de uma bicamada lipidica. A) O sitio ativo (em
vermelho) juntamente com a tampa interagem entre si pois possuem interacdo hidrofébica, o que
garante o fechamento da tampa. B) a tampa sofre abertura com a aproximac&o de uma superficie de
lipidios. C) Triacilglicerol interagindo com o sitio ativo da lipase. D) A lipase retoma a sua posi¢céo
fechada de origem.
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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, DIKSTRA & REETZ, 1999). JA a supeficie oposta é
razoavelmente hidrofilica, estabilizada por interagdes com a superficie da enzima (YAHYA,
ANDERSON & MOO-YOUNG, 1998). Todavia, ndo sdo todas as lipases que apresentam
esta ativagdo interfacial (JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999).
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24VARIANTES DE LIPASES

As lipases em sua maioria atuam sobre micelas. No interior das micelas encontram-se as
regides hidrofdbicas dos lipideos (substrato da lipase) excluindo a agua que vai formar o meio
externo, local onde a parte hidrofilica da micelaficaem contato e alipase esta solGvel.

Este sistema de emulsdo, onde ocorre a interface lipidio-agua, é necessario para que a
lipase possa exercer sua funcdo catalitica. Desta forma, a tampa que protege o sitio ativo da

maioria das lipases funciona como uma interconexdo entre 0 meio aquoso € 0 meio organico.

Muitos processos reacionais industriais ndo sdo vidvels nesta condicdo. Em alguns
casos, a lipase deve exercer sua agdo em um meio homogéneo composto pelos lipidios
substratos e por um receptor de acila que pode ser agua em pequenas quantidades ou um
acool (WATANABE et al.,, 2000; SHIMADA et al., 1999). Co-solventes podem ser
adicionados para garantir uma mistura homogénea entre os lipidios substratos e o écool
(FERRAO-GONZALES et al., 2011; ROYON et al., 2007; 1SO et al., 2001). Nesses casos
especiais, as lipases precursoras ndo exercem a funcéo catalitica adequadamente devido ao
fato das mesmas terem desenvolvido, durante o processo evolutivo das espécies que as
originaram, caracteristicas préprias para funcionarem em sistema emulsificado. Por isso, as
lipases disponiveis comercialmente ndo sdo adequadas para estes processos industriais.

A remocdo da tampa presente nas lipases devera exercer acdo positiva sobre sua fungéo
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 aminoécidos localizados imediatamente anteriores a regido da
tampa com os imediatamente posteriores na estrutura priméria da proteina. O aminoécido
glicina pode ser um bom candidato para compor esta referida ligagdo devido a sua alta
mobilidade e pequena cadeialateral, quando comparado aos outros aminoacidos.

Desta forma, lipases variantes com atividade aumentada de hidrolise, esterificacdo e
transesterificagdo em meio organico podem ser projetadas com base em um modelo
tridimensional através de substituicdes dos aminoécidos na regido caracterizada como “lid”

ou tampa das lipases precursoras.
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2.5 LIPASE B DE Pseudozyma (Candida) antarctica

A lipase B de Pseudozyma antarctica (PalB), anteriormente chamada de lipase B de
Candida antarctica, destaca-se entre os membros da familia das lipases por possuir
caracteristicas biocataliticas para conversdo indiscriminada de substratos, seletividade e
estabilidade em solventes orgéanicos (LARSEN, 2009; UPPENBERG et al., 2004). No
entanto, apesar de sua importancia para sintese organica e biotecnolégica, apenas
recentemente PalB foi acrescida ao pequeno grupo de lipases alvos selecionadas para
engenharia de proteinas (LUTZ, 2004).

2.5.1 Estrutura e mecanismo catalitico

PalB é uma enzima extracelular isolada dos basidiomicetos da levedura Pseudozyma
antarctica. Possui alta termoestabiliade, um Ponto Isoelétrico (Pl) de 6,0 e é estavel em pH
alcalino (Tabela 2) (KIRK & CHRISTENSEN, 2002). Com peso molecular de 33 kilodaltons
(kDa), a sequéncia (DNA e aminoécidos) e estrutura cristalina de PalB foram resolvidas em
1994, revelando que esta enzima tem um tipico entrelagado de o/f hidrolase com o sitio ativo
formado pela triade catalitica Ser105-Aspl187-His244 (Figura 12) (UPPENBERG et al., 1994,
1995).

Tabela 2 - Caracteristicas dalipase B de Pseudozyma antarctica

Peso molecular (kDa) 33

Ponto isoelétrico (pl) 6,0

pH étimo 7

Atividade especifica (1U/mg) 435
Termoestabilidade a 70°C 2 15[0]

pH estabilidade 7-10
Ativacdo interfacial N&o
Especificidade posicional paratriacilglicerol 1-3 especifica

2 Uma atividade residual apds incubaggo a 60°C em tamp3o tris 0,1 M (pH 7.0) por 20 min e 120 min. ® pH no
qual a atividade maior que 75% é mantida ap6s incubacdo de 20h em temperatura ambiente.

Fonte: KIRK & CHRISTENSEN (2002, p. 446)
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Figura 12 - Estrutura geral de lipase B de Pseudozyma antarctica derivada da estrutura cristalina
1TCA (UPPENBERG et al., 1994)

Fonte: Protein Data Bank (www.rcbs.org)

A formaimobilizada de PalB tem sido conhecida como o biocatalisador mais comum na
reacdo de transesterificacdo para a producdo de biodiesel (LUTZ, 2004; XU et al, 2008). A
reacdo natural de PalB é hidrolisar ésteres e apesar de ser uma lipase 1,3-especifica (KIRK &
CHRISTENSEN, 2002), ela redliza migragdo alquila, ou segja, converte 1,2 (2,3)-
digliacilglicerol em 1,3-diacilglicerol, que é seu substrato preferido, contudo tal a etapa nédo é
determinante de taxa para esta enzima (TURKAN & KALAY, 2006). Também, expressa
plena atividade, tanto em solugbes aquosas quanto em meios organicos, devido a sua forte
esteroespecificidade sobre substratos quirais (UPPENBERG et al., 1994).

PalB é umallipase "atipica’, ou seja, ndo apresenta ativacdo interfacial, tornando-a mais
adaptada para catalise em meios organicos do que lipases "tipicas"' (SALIS et al., 2003). A
ativacdo interfacial ocorre quando a tampa de lipases "tipicas’ sdo convertidas de uma
conformagdo fechada para uma conformagdo aberta, sendo que isto exige grandes mudangas
conformacionais na regido da tampa (lid) e mobilidade interna, diferentemente com o que
ocorre com PalB (SALIS et al., 2003).

A superficie que cobre a triade catalitica de PalB n&o possui um formato comum, mas
ela é constituida de uma pequena hélice com grande mobilidade que pode agir como tampa
(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 substituicdo de aminoécidos na regido da tampa (lid) para que esta

sgjaremovida por completo ou tenha seu tamanho diminuido, tal como o da PalB.
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2.5.2 Expressao funcional delipase B de Pseudozyma antarctica em Escherichia coli

Sistemas eucaridticos foram usados para expressdo de PalB tais como: Aspergillus
oryzae (HOEGH et al., 2005), Pichia pastoris (ROTTICCI-MULDER et al., 2001) e em
Saccharomyces cerevisiae (ZHANG et al., 2003). Estas expressdes obtiveram sucesso, porém
uma expressao em sistemas procarioéticos tal como expresséo heterdloga em Escherichia coli
(E. coli) seria muito vantgjoso devido a simplicidade do processo, crescimento rgpido da
bactéria, baixo custo do meio utilizado, cultivo bem caracterizado, cultivo com alta densidade
celular e genética bem conhecida (LARSEN, 2009).

Frente a vérias tentativas de tornar a expressdo de PalB em E. coli funcional, o primeiro
relato de sucesso aconteceu em 2006 (LIU et al., 2006). Todavia, aguns problemas de
expressao de proteinas de eucariotos em sistemas procariéticos séo encontrados tais como:
ndo ha modificacbes pods-traducionais (glicosilacdo, pontes dissulfeto), uso de diferentes
codons e formagéo de corpos de inclusdo (JUNG & PARK, 2008).

No caso da expressdo de PalB em E. coli aglicosilacdo ndo foi necessaria para o correto
enovelamento de PalB (LARSEN, BORNSCHEUER & HULT, 2008). Todavia a PalB possui
3 pontes dissfulfetos que sdo importantes no seu enovelamento e atividade (LARSEN,
BORNSCHEUER & HULT, 2008; XU et al., 2008)

Com relacdo aos codons presentes na sequéncia de PalB, varios ndo sdo norma mente
utilizados por E. coli. Isto mostra a necessidade de otimizagdo, ou sgja, uso de E. coli
engenheiradas para a producdo desses cddons raros (JUNG & PARK, 2008; LARSEN,
BORNSCHEUER & HULT, 2008).

Adicionalmente, a temperatura tem um profundo efeito sobre a quantidade de expresséo
da enzima ativa (LARSEN, BORNSCHEUER & HULT, 2008). PalB é funcionalmente ativa
guando a temperatura da expressao ocorre em torno de 15a25°C (XU et al., 2008; LARSEN,
BORNSCHEUER & HULT, 2008; SEO et al., 2009).

2.6 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Um problema crucial que impede a substituicdo dos métodos atuais de producdo de
biodiesel para a producdo enzimética € o elevado custo da lipase (WATANABE et al., 2000;
KUMARI et al., 2009). Esta é uma das principais desvantagens da catdlise enzimética
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(BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996; SHIMADA et al., 1999; ISO et al., 2001;
JAEGER & EGGERT, 2002; FJERBAEK, CHRISTENSEN & NORDDAHL, 2009).

A imobilizacdo enzimdtica € uma alternativa para reduzir o custo da lipase. Essa
técnica permite a utilizagdo do catalizador enzimatico repetidamente (1ISO et al., 2001,
KUMARI et al., 2009). As principais vantagens da técnica de imobilizagdo sdo citadas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Principais vantagens da técnica de imobilizac&o enzimética

Vantagens Referéncias

Separa fisicamente a enzima do meio de reacdo para manter a | BALCAO, PAIVA & MALCATA, 1996
conformaco tridimensional da enzima cataliticamente ativa em meio

organico

Facilita a recuperacdo do catalisador para posterior reutilizagdo VILLENEUVE et al.,2000; KUMARI et
al., 2009

Aumenta a estabilidade, com aumento do tempo de vida Util do | JAEGER, DIJKSTRA & REETZ, 1999;

catalisador VILLENEUVE et al.,2000
Minimiza ainativagdo da enzima por substéncia quimicas VILLENEUVE et al.,2000
Dispersa homogeneamente a enzima no meio orgénico, o que é CASTRO & ANDERSON, 1995

essencial, para uma eficiente reagdo enzimatica

Com base na Tabela 3, os métodos de imobiliza¢go sdo utilizados de uma maneira geral
para melhorar a estabilidade da lipase. A lipase em sua forma livre tem baixa estabilidade e
dificilmente pode ser recuperada para umareutilizagdo (DONG et al., 2014).

A imobilizagdo consiste em confinar ou acomodar enzimas em uma regido definida do
suporte, no intuito de conservar sua atividade catalitica e permitir o uso de forma repetida ou
continua (KATCHALSKI-KATZIR & KRAEMER, 2000).

O tipo do suporte bem como a metodologia empregada na imobilizacdo é de suma
importancia para que os custos de producdo se tornem vidveis. A qualidade desses dois
fatores ir4 garantir a principal finalidade da imobilizagdo que € o reuso (TISCHER &
WEDEKING, 1999).

A técnica de imobilizagdo deve ser conduzida de uma maneira que permita a enzima

manter sua conformagao ativa e flexibilidade catalitica. No presente estudo, um novo método
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de imobilizagdo € apresentado com a finalidade de facilitar o processo de producdo de
catalisadores para a sintese de biodiesd.

2.6.1 Imobiliza¢do enzimatica por encapsulacéo

A imobilizagdo enzimética por encapsulacdo pode ser em matriz ou membrana (Figura
13). O principio do método consiste em confinar uma proteina em um polimero insolGvel ou
em uma microcdpsula. Cria-se uma cela artificial delimitada por uma membrana porosa.
Moléculas grandes, tais como as enzimas, ndo sdo capazes de se difundir através desta
membrana, enquanto que pequenas moléculas, como substratos e produtos, se difundem. A
enzima mantém sua mobilidade uma vez que ndo existe interagcdes quimicas ou fisicas entre a
enzimae o suporte (DALLA-VECCHIA et al., 2014).

A principal vantagem desse método é a grande &rea superficial de contato entre o
substrato e a enzima. Ja as principais desvantagens sdo: a inativagdo durante o processo de
imobilizagdo, inibicdo por substratos ou produtos e a necessidade de alta concentragdo de
enzimas para garantir a encapsulacdo. Os filmes de polissulfonato de sodio (PSS), polioxido
de etileno (PEO) e blendas PSS/PEO com diversas composicoes sdo exemplos de material
gue pode ser utilizado (DALLA-VECCHIA et al., 2014).

2.6.1 Imobilizacdo enzimatica por ligacdo

As imobilizagtes enziméticas por ligac&o estéo bem representadas na figura 13. No caso
da ligagdo por adsor¢éo, a enzima € adsorvida na superficie de suportes insolGveis. As
interagcOes de baixa energia sdo responsaveis pela fixagdo da enzima, tais como: interactes de
van der Waas ou hidrofébicas, pontes de hidrogénio e ibnica (CHIBATA, 1978;
BICKERSTAFF, 1997; DALLA-VECCHIA et al., 2014).

As principais vantagens desse método é que ele ndo modifica a estrutura nativa da
enzima. Ja a principal desvantagem € a perda da enzima durante a utilizacdo. Exemplo de
material que pode ser utilizado: polietileno, polipropileno, celite, resina sintética, celulose,
sefadex (DALLA-VECCHIA et al., 2014).

A imobilizagdo por ligacdo covalente pode ser feita no suporte ou por ligagdo cruzada
entre as enzimas. A ligacdo no suporte € baseada na ligacdo forte da enzima e o suporte por



meio de uma modificacdo quimica de um residuo de aminoécido da enzima. Ocorre entdo
ligacdo covalente da enzima em um material hidrofébico, ou ligagdo covalente da enzima com
uma matriz, ou ligagdes cruzadas entre a enzima e a matriz (CHIBATA, 1978, KENNEDY e
CABRAL, 1987; DALLA-VECCHIA et d., 2014).

A ligacéo forte é uma vantagem que garante estabilidade para a enzima e impede a
perda da mesma para a solucdo, além disso, pode resistir a atas temperaturas, condicdes
desnaturantes e a solventes organicos em geral. A principa desvantagem é que aligagdo pode
alterar a estrutura nativa da enzima e o centro ativo ocasionando diminui¢do da atividade ou
perda da especificidade (DALLA-VECCHIA et al., 2014).

A imobilizagdo por ligagdo cruzada € um método que ndo utiliza suporte onde as
enzimas sdo ligadas entre si ou a proteinas inativas formando um emaranhado complexo.
Pode ser feita por método fisico ou quimico. Exemplo de material que pode ser utilizado:
poli(etilenoglicol) (PEG), resinas epoxi, gluteraldeido (DALLA-VECCHIA et a., 2014).

Figura 13 - Principais métodos para imobilizacdo de enzimas

Principais métodos para Imobilizag¢ao de Enzimas
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3JUSTIFICATIVAS

O biodiesal € um biocombustivel proveniente de fonte renovavel de energia e garante
substituicdo do combustivel fossil, o diesel de petréleo, sem grandes modificagdes no motor.
A adicdo cada vez maior deste biocombustivel ao diesel expbe as fragilidades da sua
capacidade de producdo por meio das industrias desse setor. Desta forma, melhorias na
tecnologia de obtencdo sdo necessarias para que a demanda desta fonte de energia sgja
suprida. Uma das alternativas para atender o exposto, seria 0 aproveitamento de novas
matérias-primas por meios economicamente viaveis. Paraisso, 0 método atual de producdo de
biodiesal, a catdlise alcalina, deve ser substituido por um processo que garanta superar 0S
inconvenientes normal mente encontrados, de maneira que seja possivel diminuir os passos de
lavagem, plena recuperacéo do catalisador e a possibilidade de uso de material com alta
acidez, como OGRs. A producdo enzimética é o processo defendido por este trabalho e tem as
caracteristicas citadas para garantir a substituicéo do método antigo. Anteriormente, ja foram
relatas, por meio da mesma equipe deste projeto, a producéo e expressdo heterdloga de lipases
selvagens e mutantes para uso como catalisadores enziméticos. Neste momento, este projeto
prevé um novo método de purificagcdo e imobilizacdo em uma Unica etapa. Isto ird garantir
aproveitamento da lipase produzida de maneira rentdvel, diminuindo os passos de
processamento apos a producdo. Tais estratégias trazem como principal beneficio o aumento
da viabilidade econdmica da producéo de biodiesdl.
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenhar lipases selvagens e mutantes, otimizar expressdo heterdloga e desenvolver
método de purificacdo e imobilizagdo em uma Unica etapa utilizando o meio reaciona

derivado de expresséo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desenhar clones de lipases a partir da sequénciadalipase B de Pseudozyma antarctica;

» Expressar lipase B de Pseudozyma antar ctica selvagem e mutante em E. coli;

» Desenvolver processo de purificagdo e imobilizagdo em passo Unico de enzimas
recombinantes;

» Estabelecer par@metros reacionais da producdo enzimética de biodiesel em reator de leito
fixo;

» Estabelecer parémetros reacionais da producéo de biodiesel utilizando enzimas reticuladas.
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5MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIAL

5.1.1 Meios utilizados par a crescimento e transfor macéo de bactérias

* MeioLuriaBertani (LB) — Liquido (SAMBROOCK et al.,v.3, A 2.2)

Triptona 10g
NaCl 10g
Extrato de levedura 59

Agua destilada (q.s.p) 1.000 mL

Os reagentes foram dissolvidos em &gua destilada e o pH foi gjustado para 7,0 com
NaOH 5 mol/L. O meio foi autoclavado a 120°C por 20 min.

* MeoLB comégar (SAMBROCK et al.\v.3, A 2.2)

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

2% de égar.

* MeloGYT (SAMBROCK etal.v.3, A 2.2)

Glicerol 10% 10 mL
Extrato de levedura 0,125g
Triptona 0,259

Agua ultrapura (g.s.p) 100 mL

Os reagentes foram dissolvidos em &gua ultra-pura. O meio foi autoclavado a 120°C por
20 min e estocado a4°C.

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

Triptona 20g
Extrato de levedura 59

NaCl 0,589
KCl 0,189
Aguaultra-pura(g.sp)  1.000 mL

A solucéo 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 (SAMBROCK et al.,v.3, A 2.3)

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

e Meo2xYT
Triptona 169
Extrato de levedura 10g
NaCl 5g

Aguaultra-pura(g.sp)  1.000 mL

Os reagentes foram dissolvidos em &gua ultra-pura. O meio foi autoclavado a 120°C por
20 min e estocado a4°C.

* Meo2x YT com agar

Este meio foi preparado conforme o 2x YT descrito anteriormente, adicionando-se
15g/L de agar.

5.1.2 Reagentes e solugdes utilizados na eletr ofor ese unidimensional de proteinas

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

Agua 34mL
Acrilamida 30% 830uL
Tris1M pH 6,8 630uL
Dodecil Sulfato de 50uL
Sodio (SDS) 10%

Persulfato de Amonio 50uL
(PSA) 10%

TEMED SulL

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

Agua 3,3mL
Acrilamida 30% 4.0 mL




Tris1,5M pH 8,8 25mL
SDS 10% 100uL
PSA 10% 100uL
Tetrametiletilenodiamina  4ulL
(TEMED)
Acrilamida 30%
Acrilamida 29% 14,59
Bisacrilamida 1% 0,59
Aguaultra-pura(g.s.p) 50mL
Guardar a solucéo ao abrigo daluz.
Tris1M pH 6,8
Tris 6,069
Aguaultra-pura(g.s.p) 50mL
Tris1,5M pH 8,8
Tris 9,089
Aguaultra-pura(g.s.p) 50mL
SDS 10%
SDS 59
Aguaultra-pura(g.s.p) 50mL
Guardar em temperatura ambiente.
PSA 10%
PSA 0,19
Aguaultra-pura(g.sp) 1mL

Estocar em aliquotas de 100 uL em freezer.

Tampéo de corrida 10X concentrado
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Tris 25 mM 30,289
Glicina 250 mM 187,679
SDS0,1% 10g
Aguaultra-pura(g.s.p) 1.000 mL
Diluir antes de usar.

* Tampéo de amostra
Tris50 mM pH 6,8 0,069
SDS 2% 0,29
Azul de bromofenol 0,1%  0,01g
Glicerol 10% 1mL
Agua(g.s.p) 10 mL

Misturar os reagentes e adicionar DTT 1M ou 3-

horaque for usar.

Solucdo Corante Azul de Coomassie

mertaptoetanol 1ul/mL de tampéo na

Azul de Coomassie Brilhante

Metanol:Acido aético glacial

0,259
100 mL

Solug&o Metanol:Acido acético glacial

Metanol
Agua

Acido acético glacia

500 mL
400 mL
100 mL

Solucdo Descorante

Metanol 50% (v/v)

Agua 40% (v/v)

Acido Acético Glacial 10% (v/v)




5.1.3 Solugdes utilizadas na expr essdo das proteinas recombinantes

* Solugdo de I sopropil-tio-f-D-galactopiranosideo (IPTG) 1mM

IPTG 19

Aguaultra-pura 4,19 mL

* Solugéo estogque de Kanamicina 50 ug/mL

Kanamicina 250 mg

Aguaultra-pura 5 mL

A solucdo foi esterilizada por filtragdo em sistema Milipore 0,22 um. Aplicar 0,5 mL
para 500 mL de meio.

5.1.3 Solugdes utilizadas na lise e purificagdo das proteinas recombinantes

e Tampéo delise (JUNG & PARK, 2008)

NaHzPO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 300 mM

Ajustar o pH para 8.0 com NaOH. Usar 5mL/g de células.

e Tampdo TE-SDS (XU et al., 2008)

TrisHCI 10 mM

Acido etilenodiamino
tetracético 0,1 mM

Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS) 1%

Ajustar o pH para 8.0 com NaOH.
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5.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.2.1 Preparo de células eletrocompetentes e transfor macéo de E. coli por eletroporacdo

Desenho e mutagénese sitio dirigida de lipases selvagem e mutante foram produzidas e
encomendadas pela GeneScript Corporation.

No presente trabal ho, uma cepa especial de E. coli foi usada (Tabela4). A cepa Rosetta-
gami ™ 2(DE3) (Novagen, catalog 71351) combina as vantagens de minimizar as preferéncias
de cdédons e aumentar a formagdo de pontes dissulfeto no citoplasma quando proteinas
heterdlogas sdo expressas em E. coli. Esses mutantes trxB/gor sdo compativeis com vetores
resistentes a kanamicina, e carregam aresisténcia a clorafenicol no plasmideo (pPRAREZ2), 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 lacUV5. Tais cepas sdo adequadas para a producdo de proteinas de
genes avos clonados em vetores pET por indugdo com IPTG.

Tabela 4 - Cepa e plasmideo usados na expressao heterdloga de PalB

Cepa e plasmideo Gendtipo ou fendtipo relevante Fonte ereferéncia

E. coli

Rosetta-gami ™ 2(DE3) A(ara-leu)7697 AlacX 74 AphoA Novagen pET
Pvull phoR araD139 ahpC galE Manual, 2006
gaK rpsL (DE3)F [lact+ laclq pro]
gor522::Tn10 trxB pRARE2
(CamR, StrR, TetR)

Plasmideo

pET-28b(+) Pr7, Kan®, ori f1, His-Tag C/N- Novagen pET
terminal fusion, T7-Tag N terminal  Manual, 2006
fusion, Thrombin protease site

O plasmideo pET-28b(+) (Novagen, catalog 69258) foi escolhido como vetor de
expressao por ser compativel com a cepa de E. coli e por possui cauda de histidina, o que vai
garantir facilidade na purificagdo e imobilizagcdo da enzima expressa (Tabela 4).

Para introduc@o do DNA plasmidia em E. coli, foi feita a técnica de transformacéo por
eletroporagdo (Figura 14) de acordo com SAMBROOK et al., 1989.
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Figura 14 - Esguema do procedimento experimental utilizado para transformacéo de E. coli por
eletroporacéo
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5.2.2 Expressao heter 6loga de PalB selvagem e mutante

As células retiradas do estoque de glicerol foram reativadas por coleta da superficie por
remocdo de uma alg¢ada para inocular 10 mL de meio 2xY T (Novagen pET Manual, 2006). O
meio foi suplementado com 50 ug/mL de kanamicina e 34 ug/mL cloranfenicol. O meio foi
agitado "overnight” em shaker a 37°C e 220 rpm. 5 uL desta cultura foi usada para inocular
uma placa com o meio 2x YT por estriamento. A placa foi incubada a 37°C por
aproximadamente 15h. Uma col6nia isolada foi usada para inocular 10 mL do meio 2x YT, o



gual foi incubado a 37°C em shaker a 220 rpm por aproximadamente 16 h (LARSEN, et al
2008). A expressdo heterologa foi feita em um biorreator TecBio-1,5 em ata densidade de
células (S'VASHANMUGAM et al., 2009). 700 mL de meio 2x YT foi inoculado com 7 mL
do pré-indculo e foi conduzido a 37°C até que a densidade das células tenham a cangado uma
densidade relativa a metade da fase exponencia de crescimento antes da saturacdo que € a
densidade 6ptica (DO)goo de aproximadamente 7. O meio foi suplementado com 100 mL do
meio 2x YT dez vezes concentrado. Em seguida a culturafoi deixada por 1 h de reagdo sem a
adicdo de isopropil p-D-tio galactopiranosideo (IPTG) a 37°C. IPTG a 1 mM foi entdo
adicionado para induzir a producdo da proteina por 3 h. Amostras foram coletadas em cada
hora de reacdo. Apds ainducdo, as células foram colhidas por centrifugacéo.

5.2.3 Lisecelular eisolamento da lipase dos cor pos de inclusdo

Amostras das culturas foram centrifugadas a 4 °C e 12.000 xg por 1 min. O pellet foi
entdo ressuspendido em tampéo de lise (JUNG & PARK, 2008). A suspensdo de células foi
sonicada por 30 segundos e entdo centrifugada a 4°C e 12.000 xg por 20 minutos. O
sobrenadante contendo as proteinas sollveis foi usado para ensaios de atividade. O pellet
contendo as proteinas insolUveis e restos celulares foi lavado com tampéao fosfato (0,05 M, pH
7), ressuspendido em tampao TE-SDS, e aquecido a 100°C por 5 minutos (XU et al., 2008). O
sobrenadante e o conteldo proteico do pellet foram analisados como fragdes solUveis e
insolGveis, respectivamente.

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 expressdo 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
tampdo de amostra com DTT (Ditiotreitol) (agente redutor). Apds, as amostras foram
aguecidas a 100°C durante 5 minutos. Em seguida, 5 uL de cada amostra foram aplicados nos
pocos do gel. O marcador de padréo de peso molecular de proteina (Benck Mark Protein
ladder, Invitrogen) utilizado como referénciafoi de 10 a 220 kDa. Por ultimo a cuba é fechada
e ligada a umafonte de energia.
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5.2.5 Catélise continua de biodiesel em leito fixo por Novozyme 435

A catdise continua de biodiesel em leito fixo por Novozyme 435 foi feita no Instituto
de Ciéncias Moleculares (Institut des Sciences Moléculaires), na Universidade de Bordeaux 1
(Université de Bordeaux 1) na Franca, no periodo do doutorado sanduiche.

Uma coluna para HPLC de aproximadamente 25 cm foi usada como reator para
producdo de biodiesel em leito fixo. A coluna foi completamente preenchida com 5,05 g da
enzima Novozym 435. Em seguida a coluna foi acoplada a um sistema contendo um
aguecedor gue se manteve em temperatura 60°C (Figura 15 ¢) e uma bomba gjustada para
fluxo continuo de 0,1 mL/min em uma pressao de 8 bar (Figura 15 b). O meio reacional ficou
em um recipiente (Figura 15 @) onde, no seu interior, um cano conduziu 0 meio a entrada da
bomba e outro cano conduziu a saida do meio apds passagem no reator em coluna até o meio
reacional, formando um circuito fechado (Figura 15 d). Para o meio reacional foi utilizado 30
mL de dleo de canola comercial, 10,8 mL de etanol anidro e 9,9 mL de t-butanol. A reacéo
durou 42 h. Amostras foram retiradas para serem submetidas a Cromatografia em Camada
Delgada (CCD).

Figura 15 - Esquema do circuito fechado utilizado em reator de leito fixo. a) mostra a conducéo do
meio reacional até a bomba. b) 0 meio sai da bomba e entra no reator de leito fixo. ¢) 0 meio é
transformado em produto a temperatura de 60°C. d) o produto é conduzido de volta para o meio inicial
formando um circuito fechado.

a i
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5.2.6 Producéo de biodiesel por PalB comercial reticulada

A producdo de biodiesel por PalB comercial reticulada foi feita no Instituto de Ciéncias
Moleculares (Institut des Sciences Moléculaires), na Universidade de Bordeaux 1 (Université
de Bordeaux 1) na Franga, no periodo do doutorado sanduiche.

Em um reator de tanque agitado acoplado a um condensador foi adicionado 0,459 de
enzima PalB reticulada, 30mL de 6leo de canola comercial, 10,8 ml de etanol anidro, 9,9 mL
de t-butanol (proporcdo 6:1 dcool/6leo) (Figura 23). A reagdo ocorreu a 60°C e 200 rpm por
24 h. Amostras foram retiradas para serem submetidas & CCD (FERRAO-GONZALES et al.,
2011).

5.2.7 Cromatogr afia em camada delgada

Para determinagdo qualitativa e acompanhamento da producéo de biodiesel realizou-se
CCD com cromatofolhas de silicagel. Para tanto utilizou-se amostras da reacéo de producéo
de biodiesel. No preparo da fase mével usou-se uma cuba cromatogréfica onde foi adicionada
uma mistura dos solventes hexano, acetato de etila e &cido acético glacial (90-10-0,5%) em
propor¢des padronizadas em laboratério(Figura 16.a). A seguir colocou-se um papel filtro na
cuba para saturar a atmosfera com os solventes (Figura 16.b).

As amostras da reacdo foram semeadas com o auxilio de um pequeno capilar, na parte
inferior da cromatofolha, a 1 cm da base da placa e separadas entre s (Figura 16.¢). Formou-
se uma peguena mancha circular. A cromatofolha de silicagel foi colocada na cuba
cromatogréfica contendo o eluente (Figura 16.d). O nivel do eluente ficou abaixo do nivel das
manchas na cromatofolha. Apds o solvente ascender pela cromatofolha de silicagel esta foi

retirada da cuba e col ocada para secar até que ficasse livre do solvente (Figura 16.€).

Como as substancias analisadas eram compostos incolores, necessitou-se “revelar a
placa’ para visualiza-las. O método utilizado foi aimersdo da placa de silica gel em vapores
de iodo (Figura 16.f), preparado em uma cuba contendo uma mistura 1:1 de iodo e silica gel
triturados em almofariz.
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Figura 16 - Fluxograma do preparo da Cromatografia em Camada Delgada
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6 RESULTADOSE DISCUSSAO
6.1 VARIANTES DE LIPASES

No sentido de aumentar a atividade de hidrolise, esterificagdo e transesterificagdo em
meio organico, 57 sequéncias de polipeptideos precursores de PalB foram usados para
projetar lipases variantes. A patente 2 (Anexo A) mostra estas 57 sequéncia de lipases
precursoras SEQ ID NO: 1-57 (Anexo A - Figura 1). Em cada sequéncia, foi feita a
identificacdo e selecdo dos residuos correspondentes a regido datampa (lid) (Anexo A, Figura
2, SEQ ID NO: 59-116). No caso da lipase B Pseudozyma antarctica, esta posi¢éo foi da 137
a 157 da SEQ ID NO:9 (Anexo A - Figura 1). Em seguida, estabeleceu-se substituicoes de
parte ou da totalidade destes residuos por um segmento correspondente a uma cadeia
peptidica contendo de 1 a 10 residuos do aminoécido glicina. A glicina foi o aminoécido de
escolha porgue possui alta mobilidade e pequena cadeia lateral.

Figura 17 - Representagdo da estrutura tridimensional da principal cadeia de lipase B de P. antarctica.
A regido da tampa (lid) esta destacada. No detalhe é mostrado a distancia entre o &omo do carbono
carbonilico do residuo de glicina na posi¢do 137 e o nitrogénio amidico do residuo de glutamina na
posi¢do 157

Fonte: Protein Data Bank cédigo 1TCA
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A Figura 17 mostra o modelo tridimensional da PalB que esta publicado no servidor do
Protein Data Bank (PDB) sob o codigo 1TCA (UPPENBERG et a., 1994). Nalipase B de P.
antarctica, a posicdo onde houve a remoc¢do dos residuos (posicdo 137 a 157) possui uma
distancia de 4,48 angstrons (4.48 x 10™° metros). Esta distancia correspondem a dois residuos
de glicina, destaforma este aminoéacido foi escolhido parafazer as substitui¢des (Figura 17).

A substituicdo dos residuos de aminoécidos baseou-se na manutencdo da integridade
estrutural do polipeptidio produzido pela ateragdo prevista. A mutagdo escolhida para
expressao foi a que possui substituicdo por trés glicinas, contando com a glicina presente na
posicdo 137. A Figura 18 mostra a sequéncia FASTA da lipase B selvagem de P. antarctica e
logo em seguida, 0 mutante PantDIidG3. A regido da tampa (137-157) onde no mutante foi
substituida por trés residuos de glicina, esta destacada em vermel ho.

Figura 18 - Sequéncia FASTA da lipase B de P. Antarctica, tipo selvagem (topo) e o mutante

PantAlidG3. A regido da tampa da lipase selvagem e sua substitui¢do por trés residuos de glicinas no
mutante estdo destacados em vermelho.

> Lipase B de P. antarctica (sel vagem

L PSGSDPAF SQPKSVLDAGL TCQGASPSSVSKPI LLVPGTGTTGPQSFDSNW PLSTQLGYTPCW SPPPFMLNDTQVNT
EYMVNAI TALYAGSGNNKL PVL TWSQGGEL VAQAGL TFFPSI RSKVDRLMAFAPDYKGTVLAGPL DAL AVSAPSVWQQTTG
SALTTALRNAGGLTQ VPTTNLYSATDEI VQPQVSNSPL DSSYL FNGKNVQAQAVCGPL FVI DHAGSLTSQFSYVVGRSA
LRSTTGQARSADYA TDCNPL PANDL TPEQKVAAAAL LAPAAAAI VAGPKONCEPDL MPYARPFAVGKRTCSA VTP

>Li pase PantDl i dG3

L PSGSDPAF SQPKSVLDAGL TCQGASPSSVSKPI LLVPGTGTTGPQSFDSNW PLSTQLGYTPCW SPPPFMLNDTQVNT
EYMVNAI TALYAGSGNNKL PVLTWSQGGEL VAQAGL TFFPSI RSKVDRLMAFAPDYKGGGQTTGSALTTALRNAGGELTQ V
PTTNLYSATDEI VOPQVSNSPLDSSYL FNGKNVQAQAVCGPLFVI DHAGSL TSQFSYVVGRSALRSTTGQARSADYG TD
CNPLPANDL TPEQKVAAAAL L APAAAAl VAGPKQNCEPDL MPYARPFAVGKRTCSG VTP

6.2 PREPARO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES E TRANSFORMACAO DE E.
Coli POR ELETROPORACAO

Clones de lipase selvagem e modificada foram desenhados, submetidos a simulagdes de
Dinadmica Molecular e encomendados a empresa Genescript. Células el etrocompetentes foram
preparadas e transformadas por eletroporacdo para a inser¢do dos plasmideos possuindo a
PalB mutante e a PaB selvagem. O mutante escolhido para os testes de expressdo foi 0
PantDIidG3. Houve crescimento de células transformadas em meio seletivo as quais foram
utilizadas para o método de expressao.
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6.3 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. Incubagdo
prolongada foi realizada a 25°C para compensar parcidmente uma taxa mals lenta de
crescimento especifico, portanto, variando de 3 horas (37°C) a 20 h (25°C) (Dados néo
mostrados).

O extrato bruto da proteina produzida foi visualizado em gel SDS-PAGE (Figura 19).
Os géis foram carregados com 0 mesmo volume de amostra. Utilizando-se o plasmideo sem
inserto como negativo (Figura 19: 6), verificou-se a expressdo de PalB apds 3 horas de
inducdo com IPTG 1 mM a 37°C. A lipase mutante apresenta reducdo no numero de
aminoé&cidos em sua cadeia, desta forma, mostrou uma banda mais leve que alipase selvagem
(Figura 19: 4). Todavia alipase selvagem e mutante ficaram aproximadamente dentro da faixa
de peso molecular de PalB de 33 kDa.

Figura 19 - SDS-PAGE de expressao 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 PTG por 3 horas de lipase
mutante, lipase selvagem, plasmidio sem inserto respectivamente. SDS-PAGE foi corado com
Comasie Brilliant Blue.
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A Figura 20 mostra a expresséo heteréloga de PalB selvagem em E. coli. O mesmo
volume de amostras foi aplicado no gel. Na linha 1 temos o padréo de expressdo da amostra

ndo induzida por IPTG. A amostra com o padréo da expressdo apos 3 horas de inducdo com
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IPTG foi mostrada na linha 2. Apos expresséo, o meio de cultura foi submetido a colheita das
células e lise celular, no intuito de separar a PaB dos restos celulares. Porém percebeu-se a
presenca da grande maioria da lipase no pellet da amostra lisada (Figura 20; linha 3) e pouca
quantidade é sollvel no sobrenadante (Figura 20; linha 4). Isto indica que esta proteina forma
corpos de inclusdo, ou seja, ela ndo é corretamente enovelada pela E. coli e essa caracteristica

torna a proteinainsolivel, ficando no pellet do lisado.

Figura 20 - SDS-PAGE de expressdo heteréloga de lipase B de P. antarctica em E. coli Rosetta-gami
2 (DEJ). Linha 1: amostras ndo induzida de lipase selvagem; linha 2: amostras induzida com 1 mM
IPTG por 3 horas de lipase selvagem; linha 3: amostra do pellet apds lise da E. coli; linha 4: amostra
do sobrenadante apos lise da E. coli. SDS-PAGE foi corado com Comasie Brilliant Blue.
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O motivo daineficacia do enovelamento ainda ndo foi estudado, porém, presume-se que
esta relacionado com a formacdo de pontes dissulfetos, pois € um passo crucia para o
enovelamento correto e funcéo de PalB (LARSEN, BORNSCHEUER & HULT, 2008; XU et
al., 2008). A formagéo das trés pontes dissulfeto presentes em PalB é dificultada no ambiente
citoplasmético da E. coli, uma vez que as reagdes de reducdo que acontecem nesse meio,
mantém as proteinas num estado reduzido e essas pontes sdo responsaveis pela conformacao
funcional da PalB (UPPENBERG et al., 1994; LIU et al., 2006; LARSEN, BORNSCHEUER
& HULT, 2008). Para permitir a correta formagdo destas pontes dissulfeto é necessario
direcionar esta enzima para 0 espago periplasmético (BLANK et al., 2006). No periplasma
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essas pontes sdo catalisadas por oxidoredutases tiol-disssulfeto conhecidas como proteinas
Dsb (DsbA e DsbC) (KADOKURA et al., 2004) .

6.4 PATENTE 1. “PROCESSO PARA PURIFI CA(;AO E IMOBILIZA(;AO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO”

Visto que o processo de purificagdo de proteinas € dispendioso, neste trabalho foi
produzida uma patente que possui 0 objetivo de reduzir os custos desse processo. Para isso, a
purificagdo e a imobilizacdo da proteina se d4 em uma Unica etapa. A patente Processo para
purificagdo e imobilizacdo de proteinas em Unica passo foi submetida ao Nucleo de Inovagéo
Tecnolégia (NIT) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) e possui nimero SIAD - UFBA:
23066.021706/14-42. A referida patente estd apresentada em sua integra nos resultados
subsequentes.
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“PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE PROTEINAS

RECOMBINANTESEM UNICO PASSO”

RESUMO

001. A presente invencéo fornece um processo paraimobilizag&o e purificacdo

concomitantes de proteinas recombinantes. O referido processo se presta a
minimizar as etapas de preparagdo de proteinas imobilizadas para uso industrial
fazendo uso da tecnologia de adig8o, por engenharia genética, de um segmento
peptidico contendo uma série de residuos do aminoécido histidina a um ou mais
dominios terminais da cadeia polipeptidica da referida proteina. Desta forma, a
presente invencdo tira proveito da afinidade do referido segmento peptidico por
cétions divalentes, para fazer com que a proteina se ligue especificamente a uma
resina insolvel, ligada com os referidos cétions, que servira de suporte para a
imobilizacdo da proteina. Devido ao fato da interacdo entre o segmento
peptidico com o referido suporte ser especifica, outras proteinas podem ser
retirar por lavagem, filtragdo ou técnicas de separacdo similares. Desta forma, a
presente invengdo possibilita a purificacdo da proteina de interesse em passo
concomitante a sua imobilizag&o no referido suporte. A presente invengéo polpa,
assim, passos preparativos quando comparado aos processos existentes no
estado da técnica, nos quais a purificagdo € feita em um passo e a imobilizagdo
da proteina purificada em um passo adicional. Desta forma, a presente invencdo
reivindica a diminui¢&o dos custos de preparacdo de proteinas imobilizadas, pela
reducdo do nimero de processos necessarios para a referida preparagdo, para 0s

mais diversos fins industriais, incluindo, mas ndo restrito & produgéo
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catalisadores enzimaticos, de antigenos e anticorpos imobilizados, de sistemas

de entrega de drogas e receptores, etc.



“PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE PROTEINAS

RECOMBINANTES EM UNICO PASSO”

Campo da Invencéo

001. A presente invencdo se refere a0 um processo de purificagdo e
imobilizagdo de proteinas recombinantes em um Unico passo processua ou
reacional. O referido processo permite que a referida proteina seja imobilizada
em um suporte macroscopico insollvel diretamente do caldo de fermentacdo
para a produgdo, sem necessidade de purificagdo prévia. Mais especificamente, a
presente invencdo envolve o uso de um segmento peptidico formado por
residuos do aminoécido histidina, associada por técnicas de Biologia Molecular
e Engenharia Genética a uma ou mais extremidade da cadeia polipeptidica de
uma proteina. Embora a presente invencdo possa ser aplicada a qualquer
proteina, €la trata mais especificamente da aplicagdo em polipeptidios com
atividade enzimética. Esta invencdo envolve, ainda, o uso da referida enzima
imobilizada como catalisador heterogéneo em, mas ndo restrito a, processos

industriais que utilizem catalisadores enziméti cos heterogéneos.

Fundamentos da I nvencéo

002. O interesse em torno dos processos de imobilizagdo e producdo de
biocatalisadores tem aumentado consideravelmente nos Ultimos anos.
Relativamente comum no mercado industrial, o uso de enzimas abrange diversos
setores, entre esses, alimenticio, de detergentes, biodiesel e especialidades
quimicas (HASAN, SHAH e HAMEED, 2006; FARIA, 2010; MENDES et 4.,

2011; MESSIAS et al., 2011).
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003. Grande parcela do mercado industrial ainda esta direcionada para o
emprego de catalisadores quimicos. No entanto, muitas sdo as limitacGes
encontradas neste processo industrial. Diferentemente das enzimas, o0s
catalisadores quimicos sd0 pouco versdtels, exigem atas temperaturas para
aingir razoavel velocidade de reaches, possuem baixa especificidade e
geralmente fornecem produtos de composicdo quimica mista ou contaminados.
(CASTRO, OLIVEIRA e SOARES, 1997; MENDES et al., 2011; FIAMETTI,
2012). Féaceis de controlar e eficientes energeticamente, o uso tecnolégico das
enzimas é vantajoso por uma série de propriedades que as tornam atamente
requisitadas como catalisadores: obtencdo de produtos atamente puros, ata
eficiéncia catalitica; condig¢des brandas de temperatura e pressdo atmosférica;
dta taxa de seletividade e especificidade (CASTRO, MENDES e SANTOS,
2004; DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004; SOUZA, 2010;
BORTOLAZZO, 2011; COLEN, 2006; SILVA, 2012), dém de reducdo no
consumo de energia e da extensdo da degradacdo térmica (HOUDE, KADEMI e

LEBLANC, 2004; HASAN, SHAH e HAMEED, 2006).

004. A imobilizagdo é uma técnica que consiste em manter as caracteristicas
fisicas do suporte retendo a atividade biol 6gica da enzima na sua forma soltvel.
O complexo enzima-suporte permite a conducdo de reagbes em reatores
continuos, facilitando a separacdo do catalisador-produto e proporcionando o
aumento da produtividade dos processos, com uma reducdo dos custos

(CASTRO et d., 2008; MENDES et al., 2011).

005. Os processos de imobilizagdo ainda encontram barreiras em seu uso
industrial e isso se deve principalmente ao custo de producdo e purificagdo da

enzima, custo dos suportes e reagentes, baixa eficiéncia dos métodos de
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imobilizagdo e baixa estabilidade operacional da enzima imobilizada. Para
viabilizar 0 uso industrial é necessario otimizar pardmetros como o custo da
imobilizagdo com a aguisi¢do de suportes mais resistentes e baratos e tornar a

enzima operaciona mente e funcionalmente mais estédvel (CASTRO et a., 2008).

006. A presente invencgdo traz uma tecnol ogia inovadora que associa processos
de purificagdo de enzimas recombinantes para proporcionar a imobilizagdo das
mesmas N0 mMesmo passo processual ou reacional. Desta forma, a mesma
tecnologia, baseada na afinidade do segmento peptidico formado por residuos do
aminoacido histidina por cations divalentes pode ser utilizada para purificagéo e,
simultaneamente, imobilizacdo da enzima recombinante no mesmo suporte
insolvel. Desta forma, passos processuais, reagentes e tempo Sao
economizados, fazendo com que a producgéo do catalisador possa ser mais répida

€ Menos onerosa.

Técnicasrelacionadas

007. Diversas patentes relacionadas a purificagdo e imobilizacdo de enzimas
podem ser encontradas nos bancos de patentes. No entanto, a grande maioria
trata dos processos separadamente ou, ainda, de somente um dos dois processos
voltados para uma certa enzima ou um certo processo. Entre as patentes mais
relevantes para o entendimento e reprodugéo da presente invengdo, destacamos
as que utilizam suportes da familia Amberlite para purificagdo de proteinas,
embora nenhuma delas utilize a capacidade dessas resinas de se ligar a Nill ou
Coll e se ligar especificamente a proteinas recombinantes expressas com cauda
de hexa-histidina. A patente CN103589706 envolve o uso de Amberlite IRC-50

como coluna de troca catiénica para purificagdo de Natokinase. Este processo
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ndo esta relacionado com a presente invencado e se aplica exclusivamente a esta
enzima. De modo semelhante, a patente JPS63177785 envolve o uso de
Amberlite CG-50 e IRC-50 para purificacdo da enzima isocitrato desidrogenase.
A patente GB2293824, envolve o uso de Amberlite IRA-420 para purificacdo de
hialuronidase e a patente GB938115 envolve o uso de vérios tipos de Amberlite
como colunas de troca catibnica para purificacdo de toxinas. Nenhuma das
referidas patentes faz uso de processos especificos para proteinas recombinantes,
sendo apenas um meio de separacdo por troca catidnica. A presente invencdo
traz, em relagcdo as referidas patentes a possibilidade de purificagcdo de,

virtualmente, qualquer proteina recombinante.

008. As patentes KR870001148, JPS5685298, JPS637788 envolvem o uso de
catalisadores enziméaticos imobilizados em resinas da familia Amberlite. O
processo de imohilizagdo em Amberlite é bastante conhecido e utilizado. No
entanto, o material de partida €, em todos os casos, a proteina ja purificada. A
presente invencdo traz como vantagem em relagdo a todos 0s processos
apresentados, o fato de que a purificagdo e aimobilizagdo da proteina é feita em
um passo Unico, o0 material de partida pode ser uma mistura de proteinas contida
no caldo de crescimento ou no lisado de céulas do organismo produtor da
proteina e o produto — catalisador heterogéneo - estar pronto para uso, purificado

eimobilizado em um suporte macroscépico insol Gvel.

Descrigdo detalhada da invencdo

009. Estratégias de purificacdo e imobilizacdo em um passo Unico foram
desenvolvidas e testadas. Estas estratégias baseiam-se na modificagdo de resinas

especificas para a adsorg@o seletiva das proteinas recombinantes através das
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propriedades quelantes da cauda de hexahistidina introduzidas na proteina
recombinante. Paratal propdsito, resinas acrilicas e matrizes queladoras de Ni2+
e Co2+ foram utilizadas. Desta forma, pretendeu-se ndo apenas acelerar o
processo de purificago, mas também, permitir a viabilizagdo econdmica das

lipases através da diminuicdo dos custos de producdo destes catalisadores.

0010. Diversas combinagGes de suportes macroscopicos insolUveis podem ser
utilizadas com a tecnologia descrita na presente invencdo. A presente invengdo
pode ser representada, mas nado esta restrita a, pelo seguinte exemplo do melhor

modo da invengao:

1. Preparacdo dos Suportes contendo Resinas do Grupo Amberlite:

2. Asresinas do grupo Amberlite selecionadas para o exemplo foram: IRC748,
200C, IRN77. O suporte foi montado tendo como base a técnica de coluna
com fluxo gravitacional onde colunas foram carregadas com 1g a 5g das
resinas. A preparacdo da seringa foi realizada com a colocacéo de filtro na
saida da coluna com o intuito de evitar 0 vazamento da resina durante o seu
uso. Depois, uma quantidade em peso conhecido da resina foi adicionado a
coluna. Em seguida, as colunas contendo as resinas foram lavadas com H20

deionizada ou Tampéao Tris-HCI (pH=7.0) até atingirem o pH neutro.

3. Ligagdo de ions e proteina inespecifica ao Suporte com Resinas do Grupo

Amberlite:

0011. Para a ligacdo dos ions, solugdes contendo 400mM NiSO4 e/ou CoSO4
em &gua deionizada, ou no referido tampéo Tris-HCI (pH7.0), foram adicionadas
nas colunas e monitoradas por espectrofometria quanto a adsor¢do do eluente a

722nm para Nill e 510nm para COIl. Para avaliago de ligagdo de proteinas, foi
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utilizado o método de Bradford (1976) onde foi dosada a quantidade de
proteinas presentes no eluente. Adicionalmente, eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) foi utilizado para
avaliar o perfil de eluicdo de proteinas da coluna. Para avaliagdo da ligacdo
inespecifica a proteinas, solugbes com 0,5mg/mL de albumina sérica bovina
(BSA) €/ou ovoalbumina de galinha foram preparadas. Baixa ligagdo de proteina

inespecifica € desgjavel para o bom funcionamento da presente invencgao.
4. Purificagdo e Imobilizag&io enzimética em passo Unico
0012. A presente invencdo pode ser sumarizada, embora ndo restrita a, nos

passos processuais a seguir que estdo esquematizados, ainda, na Figura 1.

A. Carregamento da coluna com a resina macroscopica insoluvel. Exemplo:

Amberlite ARN77;

B. Lavagem da resina com solugdo em composi¢do e volume apropriados.

Exemplos: agua destilada ou tamp&o pH7;

C. Carregamento da coluna com solugdo contento o cétion divalente a ser
utilizado, mais especificamente Niquel (Nill) ou Cobalto (Coll). Exemplo:

solugdo concentrada de Sulfato de Niquel ou Sulfato de Cobalto;

D. Lavagem da resina com solugdo em composi¢do e volume apropriados. Ex:

agua destilada ou tampéo pH7;

E. Carregamento da coluna com o caldo de crescimento contendo a mistura de
proteinas na qual a proteina de interesse, recombinante e adicionada do

segmento peptidico formado por residuos de histidina esta associado;
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F. Lavagem da coluna com solugdo em composi¢do e volumes apropriados a

retirada das proteinas ndo desgjdveis (inespecificas). Exemplo: &gua

destilada, tamp&o pH7 ou solugfo diluida de imidazol.

Breve descricdo das Figuras

0013.

Para melhor ilustracdo do processo envolvido na presente invengdo, a

Figura 1 mostra um esquema representando, embora ndo restrito a, 0 melhor

modo de produgdo do catalisador pela tecnologia de purificagdo e imobilizagdo

em passo Unico:

Coluna com filtro (f) para impedir a passagem do suporte macroscopico
insolivel. O suporte (R) € adicionado, sendo empacotado no interior da
colung;

Adic&o de um volume necessario de uma solucdo de equilibrio e lavagem
(S);

Adicdo de um volume necessario de uma solugdo contendo o cétion
divalente a ser impregnado no suporte. O excedente de cation elui através
dacoluna(c);

Adicéo de um volume necessério da solucdo S para remocéo do excesso
do cétion divalente, que elui através da coluna (s);

Adicdo da mistura de proteinas contendo a proteina recombinante
adicionada do segmento peptidico contendo residuos de histidina. As

proteinas contaminantes eluem da coluna (p);
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VII.
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Adicdo de um volume necessario de uma solucdo de lavagem para
remog&o das proteinas contaminantes. As proteinas contaminantes eluem
dacoluna (p);
Coluna empacotada com o catalisador heterogéneo formado pelo suporte
macroscopico insollvel, ligado ao cétion divalente e a proteinas de
interesse purificada e imobilizada. Biocatalisador heterogéneo pronto

para uso.
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Figuras
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Figura 1: Desenho esquemético do processo envolvido na presente invengao:
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“PROCESSO PARA PURIFICAGAO E IMOBILIZAGCAO DE PROTEINAS

RECOMBINANTES EM UNICO PASSO”

REIVINDICACOES

001. PROCESSO PARA PURIFICAGAO E IMOBILIZACAO DE

PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO car acterizado por
a) Produzir proteinas em grau de pureza suficiente que permita seu uso prético;
b) Produzir proteinas imobilizadas em suporte macroscopico insolGvel;

002. PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por os referidos processos de purificagcdo e

imobilizagdo sejam realizados em um Unico passo processual;

003. PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com as
reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por areferida proteina ser obtida de fonte

recombinante;

004. PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com as
reivindicacoes 1 e 2, caracterizado por areferida proteina ser adicionada, em
pelo menos uma de suas extremidades terminais, de uma cadeia polipeptidica

contendo de seis a dez residuos do aminoécido histiding;

005. PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZAGAO DE

PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com a
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reivindicacdo 1, caracterizado por o referido suporte macroscopico insolivel

seligar aum ion metélico divalente;

006. PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com a
reivindicacdo 1 e 5, caracterizado por o referido ion metédlico divalente ser

Niquel;

007. PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com a
reivindicacdo 1 e 5, caracterizado por o referido ion metdlico divalente ser

Cobalto;

008. PROCESSO PARA PURI FICAQAO E IMOBILIZAQAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com a
reivindicacdo 1 e 2, caracterizado por envolver as seguintes etapas. expressdo
heter6loga da referida proteina em um organismo recombinante por
fermentacdo submersa;, separacdo do caldo contendo a referida proteina da
biomassa celular; carregamento do referido suporte macroscopico insoltvel
com o referido ion metdlico; carregamento do referido suporte macroscépico
contendo o referido ion metalico com o referido caldo contendo a proteing;

lavagem com solucéo propria pararemogao de proteinas contaminantes.

009. PROCESSO PARA PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES EM UNICO PASSO, de acordo com a
reivindicacdo 1 e 2, caracterizado por o referido suporte, contendo o referido
ion metdlico e a proteina sggam utilizados como catalisadores em processos

industriais;
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6.5 CATALISE CONTINUA DE BIODIESEL EM LEITO FIXO POR NOVOZYME 435

A producdo de biodiesel (Figura 21) foi feita pela reagdo de metandlise do 6leo de
canola catalisada por lipase imobilizada de Candida antarctica (Novozyme 435). Novozyme
435 foi usada como modelo para o reator de leito fixo. A reagdo foi analisada por CCD,
através de amostras retiradas em cada etapa da reacéo (0, 15, 24, 41 h) (como descrito em
Métodos). O t-butanol foi utilizado como co-solvente para evitar a inibicdo da enzima pelo
excesso de metanol ou pelo glicerol formado (ROYON, et al., 2007). Na Tabela 5 mostra as
condi¢Oes ideais utilizadas para este experimento.

Figura 21 - Reator de leito fixo utilizado para a producéo enzimética de biodiesel

O curso da reagdo foi acompanhado qualitativamente por CCD, para verificar a
conversdo do TAG em MEAG, pelo aparecimento dos produtos e desaparecimento dos
reagentes.

Tabela 5 - Par@metros da producdo enzimética de biodiesel em reator de leito fixo

Parametro Condicao
Enzima Novozym 435
Solvente tert-butanol
Razao molar solvente/ 11
Oleo
Razao molar metanol / 6:1
Oleo

Temperatura 60°C
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A Figura 22 mostra uma CCD da metandlise do 6leo de canola obtido apds 41h de
transesterificagdo enzimética a 60°C. As setas indicam as posi¢oes relativas das manchas de
DAG, TAG e MEAG. Foi confirmada a conversdo dos TAG em MEAG. A amostra retirada
no tempo de 0 hora corresponde a0 TAG de 6leo de canola. Ao longo da reagdo, a mancha de
TAG foi ficando cada vez menor, uma vez que este estava sendo transesterificado em MEAG.
Percebe-se que os TAG apresentaram uma polaridade maior que os MEAG, devido
principamente, a contribuicdo dos trés grupos acilas presentes em sua estrutura. Os MEAG
mostram-se presentes nas amostras que foram retiradas nos tempos 15, 24 e 41h
respectivamente. Essa andlise qualitativa permitiu avaliar o andamento da reagéo.

Figura 22 - Acompanhamento da producéo enzimética de Biodiesel em leito fixo por cromatografia
de camada delgada. Reacdo foi executada a 60 °C com metanol, com pressdo de 8 bar e débito de 0,1
mL/min. Amostras foram retiradas nos tempos 0 (TG), 15h, 24h e 41h. As setas indicam as posi¢coes
relativas das manchas de DAG, TAG e MEAG.

Este estudo foi usado como modelo para estabelecer parametros para futura producgéo
utilizando as enzimas mutantes e selvagem produzidas e imobilizadas em |aboratorio.

6.6 PRODUCAO DE BIODIESEL POR CALB COMERCIAL RETICULADA

A Figura 23 mostra o reator usado na producéo de biodiesel pela reacdo de metandlise
do dleo de canola catalisada por lipase B de Candida antarctica reticulada. A reacdo foi
analisada por CCD, através de amostras retiradas em duas etapas da reagdo (0, 15h). t-Butanol
foi utilizado como co-solvente (ROYON, et al., 2007). Na Tabela 6 mostra as condic¢tes
ideais utilizadas para este experimento.
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Figura 23 - Reator utilizado para a producéo enzimética de biodiesel

-y g

Tabela 6 - Par@metros da producdo enzimética de biodiesel com enzima reticulada

Par ametro Condicao
Enzima CalB reticulada
Solvente tert-butanol
Raz&o molar solvente/ 11
Oleo
Razao molar metanol / 6:1
Oleo
Temperatura 60°C

Este experimento foi feito para verificar a adaptacdo da lipase reticulada no meio
reacional de producdo, se ela poderia ser inativada de alguma forma. Amostras foram
retiradas nos tempos 0 (TG) e 15h (Figura 24). As setas indicam as posicOes relativas das
manchas de MAG, DAG, TAG e MEAG. Observa-se uma mancha acimado TG o que indica
umaimpureza do 6leo de canola usado. De acordo com a CCD (Figura 24), em 15 h de reacé&o
amaior parte dos triglicerideos ja haviam sido convertidos em MEAG.



71

Figura 24 - Acompanhamento da produgdo enzimatica de Biodiesel em leito fixo por cromatografia
de camada delgada. Reac&o foi executada a 60 °C com metanol

A/
Y ) <
$\ -

Y B SIS

y —

DAG



72

7 CONSIDERACOESFINAIS

O presente estudo apresentou uma eficiente expressao heteréloga de CalB em E. cali.
Este sucesso foi obtido por modificagdes na estrutura genética do vetor, capacitando-o para
fazer modificagbes pds-traducionais, principalmente as trés pontes dissulfetos necessérias
para o correto enovelamento da lipase B. Além da expressdo, as etapas de purificagdo da
lipase foram exaustivamente repetidas em laboratério, o que gerou a producdo da patente
supracitada.

A patente "Processo para purificagdo e imobilizagdo de proteinas recombinantes em
anico passo” abordou uma nova tecnologia que serd muito Gtil principalmente para producéo
de novos catalizadores mais competitivos. E sabido que purificagio de enzimas é um processo
onerante e na industria de biodiesel é interessante um processo que faz este produto
competitivo ao diesel de petréleo. Esta metodologia dispensa etapas dispendiosas de
purificagdo, 0 que vai garantir a viabilidade do processo em nivel industrial. Futuramente a
continuidade desta pesquisa € utilizar as enzimas imobilizadas para comparar com um estudo
cinético de producdo de biodiesel com a enzima comercial mais usada que € aNovozyme 435.

Foi feito a producéo de biodiesel com a Novozyme 435 em reator de leito fixo em
pesquisa na Franga. Alguns parametros encontrados nesta produgdo n&o foram completamente
mostrados. Estes parametros serdo criteriosamente detalhados futuramente como fonte de
dados e modelo de comparagdo com catalisadores proprios que jé estédo sendo desenvolvidos
em |aboratorio.

O uso de enzimas reticuladas € uma ideia inovadora e que vai desvendar uma nova
tecnologia talvez ainda mais rentavel de imobilizagdo de enzimas em resinas de baixo custo.
Uma reacdo que utiliza-se agentes aglutinantes de enzimas, ndo é preciso de resinas para a
fixagdo. 1sso seriaideal se realmente for garantida a estabilidade da enzima. De toda forma,
foi obtido producéo conforme CCD em 15 h de reacdo, um tempo razoavel em comparagdo
com aenzimaem seu estado imobilizado.

Este estudo fechou um ciclo na pesquisa desde a expressado heterdloga de lipase em E.
coli até a purificagdo da enzima. Todavia adquiriu-se novas ideias para 0 processo de
imobilizagdo e ainda purificac8o. ldeias estas que ja estdo sendo colocadas em pauta para a
continuagao da pesquisa.
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