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Producao de lipase recombinante (Lip B) de Candida antarctica em
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As lipases apresentam uma grande versatilidade de propriedades, tais como
termoestabilidade, resisténcia a solventes organicos, especificidade,
regioseletividade e estereoseletividade, razdo pela qual sua participacdo no
mercado mundial de enzimas industriais vem crescendo significativamente.
Entretanto, as lipases comerciais disponiveis no mercado sdo importadas e de
elevado custo, o que inviabiliza a utilizacdo deste biocatalisador em aplicacdes

em larga escala ou para produgéo de “commodities”.

Deste modo, a ampla utilizacdo de lipases no setor industrial nacional requer
como premissa basica a reducdo de seus custos de producdo. Dentre as
estratégias utilizadas para este fim esta o aumento da concentracdo e
produtividade da enzima no meio de cultivo e 0 uso de residuos agroindustriais
na producdo de lipase B de Candida antartica. Neste trabalho a levedura
metilotrofica Pichia pastoris foi utilizada como hospedeira para expresséo
heterdloga, associado a um promotor constitutivo pPGK, da enzima Lipase B de
Candida antartica (CalB). O meio e os parametros de cultivo bem como o modo
de conducdo do processo foram investigados visando o aumento da
produtividade enzimética com concomitante diminuicdo de custos de producao.

Os cultivos tiveram controle de temperatura e pH ajustados automaticamente, e
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a agitacado e vazao de ar variaram na faixa entre 250-700 rpm e 0-1 vvm,
respectivamente, de acordo com necessidade definida por uma cascata com o
objetivo de manter um nivel de 30% de saturacdo de oxigénio dissolvido no meio.

Na melhor condicdo de cultivo (meio minimo de sais, 100 g/L de glicerina loira
inicial, 30°C, pH 7), em batelada alimentada com pulso Unico de glicerina loira,
foi possivel alcangar um aumento de 50,6% e 4,7 vezes na produtividade e na
atividade, com valores finais de 18,5 U/g.h e 28.733 U/L, respectivamente. O
custo final do meio de cultivo foi reduzido em 97%, tornando possivel aumentar

o cultivo até a escala piloto de 100L.

Palavras-chave: Pichia Pastoris; Lipase B de Candida antarctica; Melhorias em
meio de cultivo; glicerina loira; aumento de escala; Promotor constitutivo
pPGK.
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Lipases have great properties versatility as such thermal stability, resistance to
organic solvents, specificity, regioselectivity and stereoselectivity. These are
the reasons why its participation on world market of industrial enzymes is
growing significantly. However, the commercials lipase available on the market
are imported and have a high cost, which makes the utilization of the biocatalyst
not possible to large scale applications or to production of least valuable
products, called commodities.

Therefore, the wide use of lipase on the national industrial sector requires low
production costs. Among the strategies used to obtain the reduction of this cost
is the increase of concentration and productivity of the enzyme on the
cultivation media and the use of agribusiness residues.

On this work the methylotrophic yeast Pichia pastoris was used as host for the
heterologous expression, associated with the constitutive promoter pPGK, of
the Lipase B enzyme from Candida antarctica (CalB). The cultivation media
and parameters as the operation modes of the process were investigate aiming
the increase of enzymatic productivity and the reduction of production costs.
The fermentation had temperature and pH controls automatically adjusted. A
cascade controller try to maintain 30% of dissolved oxygen on the media by

adjusting stirring and aeration between 250-700 rpm and 0-1 vvm, respectively.
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The best cultivation condition (salts medium, 100 g/L of initial crude glycerin,
30°C and pH7), using feed batch with single pulse as operation mode, showed
a 50,6% increase on the productivity and a 4,7 fold increase on the activity,
reaching the results of 18,5 U/g.h e 28.733 U/L. The final cost was reduce on
97%, making it possible to scale up the production successfully to a pilot plant
with 100L capacity.

Keywords: Pichia Pastoris; Lipase B from Candida antarctica; Improvements
on cultivation media; crude glycerin; scale up aumento de escala; Promotor
constitutivo pPGK.
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agitacao e aeracgao variando de acordo com controle em cascata entre 250-700
rom e 0-1 vwm, respectivamente, a fim de manter a concentragdo de oxigénio
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1. Introducéo

O crescimento populacional e o desenvolvimento tecnoldgico somado
com 0 uso exagerado dos recursos naturais proporcionam um desequilibrio
ambiental com o aumento desordenado na producédo de residuos. Assim, o mal
gerenciamento dos residuos gerados em diversos setores produtivos da
sociedade vem criando uma oportunidade para o uso de estratégias
biotecnoldgicas. Dentre estas estratégias as enzimas representam um dos
pontos mais importantes para a transformacao de matérias-primas em produtos

biotecnologicos de alto valor agregado.

O aumento da pesquisa e desenvolvimento de atividades; pressao de Orgaos
ambientais para reduzir a poluicdo; desejo de aumentar os lucros reduzindo os
custos de manufatura e os avangos biotecnologicos tem colocado o mercado de
enzimas cada vez mais em evidéncia e, desta forma, processos enzimaticos
estdo se tornando mais viaveis economicamente e sdo alternativas ecologicas

para os processos quimicos tradicionais (Bcc Research, 2014).

As enzimas vem ganhando destague com amplo e crescente mercado que em
2012 movimentou cerca de 5130 milhdes de ddlares e com previsdo de
crescimento de 6.3% ao ano, segundo estudos do grupo Freedonia (Grupo
Freedonia, 2014). No caso especifico das lipases estas possuem uma ampla
gama de utilizacdes, que vao desde a producéo de biodiesel e uso como aditivos
em sabdes em p6 até resolucdo de mistura racémicas para producdo de
farmacos e producéo de biolubrificantes. Tais aplicaces sO sédo possiveis devido
as diversas reacoes que estas enzimas podem catalisar, dentre as quais podem
ser destacadas: hidrdlise, esterificacdo, transesteficacédo, aciddlise, amindlise
etc. No grupo destas enzimas a lipase B de Candida Antarctica (LipB) € um dos
biocatalisadores mais amplamente utilizados em sintese organica, pois além de
apresentar alta atividade e estabilidade em meios aquosos e aquo restritos
possui especificidades variaveis frente a diversos substratos e € extremamente

eficiente em sintese de ésteres.



Entretanto, a levedura Candida antarctica selvagem néo é capaz de produzir esta
enzima em elevadas concentragdes com produtividade satisfatoria. Deste modo,
uma das estratégias passiveis de ser empregada € a utilizacdo da levedura
Pichia pastoris, como plataforma de expressdo heteréloga desta enzima. A
levedura metilotréfica Pichia pastoris é considerada a plataforma de expresséao
eucarittica para proteinas mais utilizada no meio cientifico, tanto em processos
em pequena escala (laboratoriais) quanto na industria. Dentre as caracteristicas
gue tornam este microrganismo uma plataforma de expressao interessante
podemos destacar: uso de meios de cultivo e condi¢cdes de processo simples;
facil de manipular geneticamente; poder atingir altos niveis de expressao
proteica (intra e extracelular), além de ser capaz de fazer modificacbes pos-
traducionais como: glicosilagéo, formacéo de pontes de dissulfeto e protedlise.
Aléem disso, esta levedura pode crescer até altas densidade celulares,
preferencialmente em processos aerobios e a proteina secretada € mais
facilmente purificada, ja que o nivel de diferentes proteinas secretadas

naturalmente no meio € baixo (Cregg et al., 2000).

O modo de producéo para biomoléculas secretadas por Pichia pastoris esta
atrelada ao promotor com o qual o gene ¢ ligado, sendo o mais estudado o AOX
(Macauley-Patrick et al., 2005; Kim et al., 2013; Potvin et al., 2012). Neste caso,
a ativacao do gene inserido € dependente da inducdo com metanol e deve ser
precedido de uma etapa de crescimento de biomassa. No entanto, as diversas
etapas envolvidas, bem como o uso de metanol tornam a ampliacdo de escala
muito complexa e dependendo do produto até mesmo inviavel. Visando
suplantar os inconvenientes dos processos que se utilizam do promotor AOX,
promotores de expressao constitutiva vem sendo bastante explorados, ja que é
possivel obter producdo associada ao crescimento facilitando o processo. O
promotor constitutivo PGK, referente a enzima fosfoglicerato kinase I, que é
regulado pela via glicolitica serd utilizado no presente trabalho. Por outro lado
apesar de ser uma plataforma de expressdo bastante versatil a eficiéncia de
producdo nao depende somente do micro-organismo, mas também do meio de
cultivo e principalmente das condi¢cdes do processo. Desta forma, estratégias de
producéo objetivando o cultivo em altas densidades celulares de Pichia pastoris,
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expressando biomoléculas recombinantes com promotor constitutivo, s&o muito

importantes ja que a expressado da biomolécula é associada ao crescimento.

Portanto, a proposta aqui apresentada visou o aumento da produtividade da
lipase recombinante (CalB) de Candida antarctica expressa em Pichia pastoris,
contemplando utilizacdo de meios de baixo custo contendo um residuo (glicerina
bruta) como fonte de carbono, além do estudo de diferentes estratégias de
processo para aumento de densidade celular e finalmente a ampliagéo de escala
até unidade piloto (100L) nas condi¢des de processo anteriormente definidas.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Enzimas

Enzimas sdo um grupo de substéncias orgéanicas de natureza proteica que
apresentam atividade catalitica e que podem estar associadas a outros tipos de
moléculas como carboidratos e lipidios. Algumas enzimas requerem ligacdo com
cofatores para fazer corretamente sua funcéo de catalise. O poder catalitico de
uma enzima esta relacionado a energia livre liberada da formacao de ligacGes
fracas e interacdes entre enzima e substrato (Nelson & Cox, 2006). Diferente do
gue se acreditava previamente, o sitio ativo da enzima ndo € totalmente
complementar ao substrato e sim ao estado intermediario da reacédo, portanto,
fracas interacbes entre 0 complexo enzimatsubstrato sdo formadas
gradativamente durante a catalise e liberam energia para que a reacao total

aconteca.

Com os avanc¢os na biologia molecular, manipular a sequéncia genética para
tornar as enzimas mais eficientes ou ainda inserir o gen de uma proteina de
interesse em um micro-organismo que ndo o0 possua (expressdo heterdloga)
tornou-se mais acessivel e por isso a utilizacdo de enzimas em aplicacdes

industriais aumentou consideravelmente.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico

2.2. Mercado de enzimas

Segundo o relatério da Business Communications Company Incorporated
(2012) o mercado mundial de enzimas valia perto de 4,5 bilhdes de dolares
e, no ano seguinte, 4,8 bilhdes. Ja de acordo com o grupo Freedonia (2014),
a taxa de crescimento anual esperada até 2017 é de 6,3 %. A Figura 1 mostra

0 crescimento projetado até 2022.

Demanda internacional de enzimas

2002 2007 2012 2017 2022

=
o

Bilhdes de dolares
o = N w Y [0,] [e)] ~ 0] (Vo)

Figura 1: Mercado mundial de enzimas em 2002, 2007 e 2012 com projecdes para 2017 e 2022. (Estudo

industrial do grupo Freedonia, 2014)

Até o ano de 2012, 71% do mercado eram enzimas industriais, por exemplo,
destinadas para a industria alimenticia, de bebidas, detergentes e racao
animal. No entanto, o empolgante crescimento previsto para 0os proximos
anos sera destinado ao grupo de enzimas ditas especiais, que abrangem as
areas de pesquisa, diagnéstico e biotecnologia. A Figura 2 apresenta como

0 mercado de enzimas estava distribuido em 2012 (Grupo Freedonia, 2014).



Distribuicao do mercado de enzimas em
2012

B Alimentos e Bebidas

M Produtos de limpeza

M Producdo de biocombustivel
Rag¢do animal

B Outros usos industriais

B Pesquisa e biotecnologia

M Diagnostico

B Outras enzimas especiais

Figura 2: Mercado mundial de enzimas dividida por mercados, em 2012 (Estudo industrial do grupo

Freedonia, 2014)

Neste mercado as empresas que comercializam enzimas de maior destaque no
cenario mundial sdo: AB Enzymes; Advanced Enzyme Technologies Limited;
Biocatalysts LTD.; Buckman Laboratories INC.; DuPont; DSM; Enzyme Solutions
PTY. LTD.; Novozymes A/S e Specialty Enzymes & Biotechnologies CO (Bcc
Research, 2014). Essas empresas representam juntas mais de 50% do mercado

de enzimas.

Dentre os varios tipos de enzimas comercializadas, as que se destacam sao as
carboidrases, proteases, polimerases, nucleases, fitases e lipases. Esta ultima
representa 5% do mercado atual e a projecdo € que cresc¢a 6,2% ao ano até
2017. Dentre as suas diversas utilizacdo que serdo discutidas a seguir, 0S ramos
gue prometem maior crescimento para esta classe de enzimas € o de alimentos
e bebidas, produtos de limpeza e producdo de biocombustiveis (Grupo
Freedonia, 2014).



2.3. Lipase

As lipases (EC 3.1.1.3) séo carboxil esterases que catalisam a hidrdlise (e a
sintese) de triacilglicerdis de cadeia longa, a diacilglice6is, monoacilglicerois,
glicerol e &cidos graxos livres, como mostra a Figura 3. Além disso, sdo enzimas
extremamentente versateis, que catalisam rea¢Bes, como: hidrélise,
transesterificacdo, esterificacéo, alcodlise, acidolise e amindlise (Joseph et al.,
2008).
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Figura 3: Reac&o de hidrélise catalisada por lipase

A Figura 4 mostra o mecanismo de atuacao aceito para hidrélise feita por esta

classe de enzimas, as etapas sao:

a) Ataque nucleofilico ao atomo de carbono suscetivel da ligacdo éster do
substrato pelo grupamento hidroxila da serina, ativado pela formacao de
uma ligacéo de hidrogénio com a histidina vizinha, abrindo a ligacdo C=0
e dando origem ao intermediario tetraédrico. Nesta fase, a histidina da
triade tem um papel fundamental, aceitando, em seu anel imidazélico, o
hidrogénio liberado pela serina. O aspartato ou o glutamato estabilizam a

carga positiva que se formou na histidina.



b)

d)

Estabilizacdo do intermediario tetraédrico formado por ligacdes de
hidrogénio com os grupamentos NH do esqueleto peptidico (cavidade do
oxianion). Doacdo de um préton da histidina, retorno da ligacdo C=0 e
consequente clivagem da ligacéo éster e liberagdo da porcéo alcool.
Formacdo do intermediario covalente enzima “acilada”, onde o
componente acido do substrato encontra-se esterificado com o residuo
serina da enzima. A molécula de 4gua que se aproxima e € ativada pelo
residuo histidina vizinho, e o ion hidroxila resultante promove o ataque
nucleofilico ao atomo de carbono da carbonila do intermediario covalente.
Ativacdo do carater nucleofilico de uma molécula de agua que se
aproxima, acentuado pela acdo basica da histidina protonada, e ataque
nucleofilico ao carbono suscetivel do intermediario acil enzima, abrindo a
ligacdo C=0, formando um segundo intermediario tetraédrico.

Retorno da ligacdo C=0O, rompimento do segundo intermediario

tetraédrico e liberacdo do acido carboxilico e da enzima livre.
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Figura 4: Mecanismo de transesterificacao da reacao catalisada por lipase. A triade catalitica esta

3

numerada de acordo com a enzima Cal B de Candida antarctica. (Traduzido de Simas et al., 2011).

A lipase € capaz de transesterificar moléculas de acidos graxos de elevada
massa molar e sabendo-se que as varias matérias-primas agropecuarias sao
ricas em gorduras e 6leos, o emprego delas como fonte de biocombustiveis

ganha notavel importancia tecnoldgica, social e econdmica (Lee et al, 2002).

Apesar de todas as vantagens destas enzimas ainda é necessario aumentar a
produtividade dos processos produtivos por meio da utilizacdo de micro-
organismos que sejam melhores produtores, otimizacéo das condi¢fes de cultivo
(Hadeball et al, 1991) ou ainda modificacdo genética de micro-organismos que

sirvam como plataforma de expressao (Jaeger; Eggert, 2002).

Embora lipases sejam produzidas também por eucariotos superiores (plantas e
animais), as principais utilizadas sdo as de origem microbiana. As lipases de
origem microbiana sdo muito apreciadas por suas caracteristicas peculiares
como atividade e estabilidade em solventes organicos e em condicfes extremas
de pH e temperatura, seletividade pelo substrato, régio- e/ou
enantiosseletividade. As propriedades destas enzimas variam de acordo com

sua procedéncia e 0S micro-organismos que podem produzi-las sé&o

8



arqueobactérias, bactérias, actinomicetos e fungos (Messias et al., 2011). Dentre
os fungos, alguns géneros leveduriformes sdo capazes de sintetizar lipases,
como: Candida sp., Saccharomyces sp., Saccharomycopsis sp. e Yarrowia sp.
(Almeida, 2009) e o reconhecimento como melhores produtores de lipases ficam
com os fungos filamentosos (Cardenas et al. 2001).

No entanto, é preciso levar em conta que a escolha do micro-organismo é
preponderante na escolha da forma de cultivo que sera adotada. Para cultivo de
fungos filamentos a fermentag&o no estado so6lido vem sendo bastante utilizada
(Gutarra et al, 2007) e, para leveduras, a fermentacdo submersa €, em geral,
mais indicada (Brozzoli et al, 2009). Ambas as formas de cultivo serdo abordadas

mais a frente.

2.4, Lipase B de Candida antarctica

A lipase B de Candida Antarctica (CalB) é um dos biocatalisadores mais
amplamente utilizados em sintese orgéanica, pois além de apresentar alta
atividade e estabilidade em meios aquoso e ndo aquoso (Anderson et al, 1998)
possui especificidades variaveis frente a diversos substratos e € extremamente

eficiente em sintese de ésteres.

A CalB é uma proteina globular, composta por 317 aminoacidos com massa
molar de 33kDa (WO Patent 1988002775; 1986). Na Tabela 1 estdo descritas

algumas propriedades e caracteristicas da CalB (Kirk; Christensen, 2002).

Tabela 1: Propriedades e caracteristicas da CalB, adaptado de Kirk e Christensen, 2002.

CalB
Massa Molar (KD) 33
Ponto isoelétrico 6,0
pH 6timo 7
Atividade especifica (LU/mQ) 435




Termoestabilidade a 70°C 2 15 [0]
Eastabilidade ao pH ° 7-10

Régioespecificidade na hidrélide de TAG* Sn-3

(a) Atividade residual ap6s incubagédo a 70°C em pH 7 por 20 min [120 min].

(b) pH no qual houve retengédo de pelo menos 75% da atividade apds incubagéo por 20 min a
temperatura ambiente. * TAG (Triacilglicerol)

O primeiro a caracterizar estruturalmente a CalB foi Uppenberg e colaboradores
em 1995. Como muitas lipases, ela apresenta o tipico dobramento a/f hidrolase,
seu sitio ativo € composto pela triade Ser-Asp-His, e consiste em uma bolsa de
ligacéo acil de pequenas e grandes porcdes de bolsas secundarias de ligacéo
alcool. Diferente da maioria das lipases, a entrada do sitio ativo da CalB né&o
possui nenhum impedimento e ndo exibe ativacdo interfacial (Martinelle et al,
1995). Essa estrutura do seu sitio ativo garante a enzima excelente
enancioseletividade (Gotor-Fernandez, 2006). A Figura 5 apresenta a estrutura

tridimensional desta lipase.

Figura 5:Estrutura tridimensional da Lipase B de Candida antarctica, enfatizando a triade catalitica (em azul) e as

estruturas secundarias alfa hélice e folha beta.
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Alguns fatores precisam de uma atencéo especial quando lipases sédo utilizadas
em processos industriais tais como: custo e estabilidade. Assim, a técnica mais
utilizada para minimizar estes inconvenientes € a imobilizacdo, pois além de
permitir uma reducao de custos, visto que o biocatalisador pode ser reutilizado
algumas vezes, permite também a separacao dos produtos do meio reacional de
forma relativamente facil e, em alguns casos eficiéncia catalitica da enzima pode
ser aumentada devido a um fenémeno conhecido como hiperativacdo enziméatica
(Wang e Hsieh, 2008; Manoel et al, 2013).

Apesar das inUmeras vantagens esta técnica representa, em alguns casos ha
perda de atividade enziméatica, inibicdo enzimética e limitagdes difusionais. Ha
portanto necessidade de conhecer as propriedades do suporte, além da forma
como este interage com a enzima de interesse de acordo com a metodologia de

imobilizacdo escolhida (Bryjak et al, 2008).

2.5. AplicacOes das lipases

Devido a sua grande versatilidade, como mencionado anteriormente, diversos
segmentos industriais utilizam lipases em seus produtos, tais como: adicdo em
detergentes para utilizacdo doméstica e industrial, devido a capacidade de
catalisar a hidrolise de lipideos (Sharma et al, 2001), na industria de papel, para
remover componentes hidrofébicos como triglicerideos e ceras da madeira
(Jaeger; Eggert, 2002) , na obtencdo de combustiveis alternativos como o
biodiesel (Aguieiras et al., 2014) , na industria farmacéutica para diferenciacéo
de enantibmeros (Manoel et al, 2013), dentre outras utilizacbes que estédo

resumidas na Tabela 2, abaixo.

Tabela 2: Exemplos de aplicagdes industriais de lipases (Paques e Macedo, 2006; Hasan et al., 2006; Freire

e Castilho, 2008; citado em Machado, 2011)

Area _
Industrial Aplicacao Produto
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Alimentacéao

Hidrolise de gordura do leite
Sintese de ésteres
Transesterificacao de 6leos
Melhorar textura

Hidrdlise de Oleos e gorduras
Remocgé&o de manchas/gordura
Sintese de ésteres

Agentes flavorizantes para produtos
matinais Aromas para alimentos e
bebidas

Manteiga de cacau

Fabricacéo de paes

Acidos graxos, di e monotriglicerideos

Detergentes

Esteres, emulsificantes

Transesterificacao de 6leos Biodiesel

Quimica vegetais
Pré-tratamento enzimético de Residuos contendo menos gorduras
efluentes oriundos de abatedouros
e industria de laticinios.

o Dosagem de triglicerideos do Kits diagndésticos

Médica sangue

Resolucao enantiosseletiva (R,S)-ibuprofeno, (R,S)-naproxeno
Cosmeéticos Sintese de ésteres Fragrancia para perfumes

Além das aplicacdes industrias, conforme a Tabela 2, diversos grupos de
pesquisa vem estudando a otimizacdo da producdo de Lipase B de Candida

Antarctica, visando novos usos. Dentro deste contexto, podemos destacar:

Jin e colaboradores (2012) investigaram a producdo de ésteres flavorizantes
utilizando um sistema onde toda a célula produtora de lipase B de Candida
antarctica foi utilizada como biocatalisador. O biocatalisador mostrou grande
tolerancia a altas concentracdes de substrato, além de possibilitar a producéo de
10 ésteres flavorizantes com conversdes acima de 95% apdés 4h de reacédo. Apés

10 reutilizacBes o biocatalisador ndo apresentou perda significativa de atividade.

Idris e Bukhari (2012) investigaram a sintese do acido polilatico (PLA)
combinando diferentes técnicas de imobilizacdo e o uso de liquidos ibnicos
utilizando a lipase B de Candida antarctica. Os autores obtiveram 63% de

rendimento quando a converséo foi feita a 90°C em liquido idnico.
12



Kim e colaboradores (2013) utilizaram com sucesso a lipase de Staphylococcus
haemolyticus L62, como biocatalisador na producdo de biodiesel. Conversdes
em torno de 89,4% foram obtidas apds 96h de reacao a 30°C.

Taher e colaboradores (2014) utilizaram a enzima Novozym®435 para catalisar
a producdo de biodiesel em fluido supercritico CO.. A transesterificacdo
apresentou conversao maxima de 80% apds 4h de reacéo (47°C, 200bar).

Mangas-Sanchez e colaboradores (2015) sintetizaram, com 76% de
conversdo, a 2-monoleina utilizando a lipase de Rhizopus oryzae com
composicdo de isbmeros de 99:1. Os autores também sintetizaram a 1,2-
Dioleina com a lipase de Pseudomonas fluorescens que atingiu 58% de
conversdo com composicao de isbmeros de 93:7. Estes compostos sao usados
como emulsificantes e surfactantes na industria de alimentos, e possuem acao

antimicrobiana e antioxidante.

Roby e colaboradores (2015) produziram um éster fendlico de acido
docosahexaenoico (DHA), utilizando a lipase B de Candida antarctica. O éster
produzido se mostrou capaz de mimetizar os efeitos benéficos de duas
biomoléculas naturais e, por isso, foi considerado como um promissor

ingrediente funcional na industria de alimentos.

2.6. A levedura Pichia pastoris

O avanco da manipulacéo genética ao longo das ultimas décadas possibilitou o
uso de micro-organismos recombinantes para producao de diversas proteinas.
Assim, muitos estudos tém sido efetuados com o objetivo de encontrar modos
de producéo eficientes de proteinas em sua forma funcional (ativa), o que esta
intimamente ligado a maquinaria celular do organismo que a produz (Macauley-
Patrick et al., 2005).

A levedura metilotrofica Pichia pastoris € considerada uma plataforma de
expressao eucaridtica para proteinas com melhor custo/beneficio entre os

pesquisadores, tanto em escala laboratorial quanto industrial.
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Quando comparada com células animais, P.pastoris ndo requer um meio de
cultivo ou condic¢des de cultura complexos, é geneticamente facil de manipular,
pode atingir altos niveis de expressao proteica (intra e extracelular), além de ser
capaz de fazer modificacdes pos-traducionais como: glicosilacédo, formacéo de
pontes de dissulfeto e protedlise (Cregg et al., 2000). Ela pode crescer até altas
densidade celulares (Wegner, 1990), prefere o metabolismo aerébio ao
anaerdébio e a purificacdo da proteina secretada é facilitada, ja que a variedade

de proteinas secretadas naturalmente € pequena (Cregg et al, 1993).

2.7. Tipos de promotores para proteinas recombinantes

2.7.1. Produg3o ndo associada ao crescimento

O cultivo em sistemas ndo-associados possui duas fases de crescimento, a
primeira sendo uma batelada comum e a segunda uma alimentacdo com o
indutor da producédo que, no caso da P. pastoris, € o metanol. A producdo da
proteina alvo ndo associada ao crescimento celular é interessante quando néo
ocorre inibicdo pelo produto ou este pode ser retirado continuamente do meio de

cultivo.

Os promotores mais usados na constituicao do vetor de proteinas recombinantes
para este tipo de producédo em P. pastoris sdo 0 pAOX1 e pAOX2 (referente as
enzimas alcool oxidase | e Il), porém o primeiro se destaca e € o responsavel
pelo sucesso desta levedura como sistema de expressao heterdloga. Ele foi
isolado e utilizado primeiramente para o desenvolvimento de vetores e
protocolos de manipulacdo genética pelo Salk Institute Biotechnology/Industrial
Associates Inc. (SIBIA) (Macauley-Patrick et al., 2005).

O primeiro passo reacional para produzir uma dada proteina em P. pastoris neste
sistema € a expressao do AOX1 nos peroxissomos, ela depende do fluxo de
metanol e oxigénio na presenca do cofator, FAD, e gera formaldeido e peroxido
de hidrogénio como produtos. O formaldeido € metabolizado por vias de
desassimilacdo e assimilacdo. JA a espécie reativa (H202) induz um stress

oxidativo que é associado com a condicao fisiologica da P. pastoris durante a
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fase de inducdo (Xiao et al, 2006; Kim et al., 2013). A Figura 6 apresenta o

mecanismo de assimilagcdo do metanol pela levedura.

MeOH
Peroxissomo [
NADH
e B
FAD FADH, f
Desassimilicao
MeOH Form DAS
CHgoH HZCO —— ~
AOX Assimilacao

02 H202 *

* CAT Biomassa

L % 0, + H,0 / Titer

Figura 6: Proposta de fluxo metabdlico do metanol durante a etapa de indug@o em cultura de Pichia

pastoris. (Kim et al, 2013)

Apesar de ser um sistema efetivo e muito utilizado, o metanol pode representar
perigo de explosdo e a saude do trabalhador visto que, em escala industrial,
grandes quantidades precisariam ser estocadas na prépria planta. Além disso a
alimentacéo precisa ser bem controlada a fim de manter a viabilidade celular. As
desvantagens supracitadas geram entraves tecnolégicos na evolucdo de

processos que utilizam um promotor de inducdo por metanol.

2.7.2. Produgdo associada ao crescimento

Como alternativa para contornar os inconvenientes trazidos pela utilizacdo do
metanol, promotores de expressao constitutiva vem sendo explorados. Neste
sistema de expressdo o crescimento e a producdo acontecem em paralelo, ou

seja, em apenas uma etapa de fermentacéo.

O promotor pGAP, primeiramente isolado por Waterham em 1997, é o mais
utilizado sendo considerado um promotor forte, uma vez que estd associado a
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase que participa da via glicolitica, que

€ bem regulada (Zhang et al., 2009). O que foi utilizado no presente estudo € o
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promotor referente a enzima fosfoglicerato kinase | (PGK) que, assim como o

GAP, também é regulado pela mesma via.

Apesar do pGAP ser 0 mais estudado, existem outros promotores constitutivos
sendo investigados como: pPICZAgfp, pGHg, pSAOHS5, pDS56, pPGK1, dentre
outros (Qin et al., 2011; Stadlmayr et al., 2010).

Na Figura 7 estdo ilustradas as vias metabodlicas que envolvem ambos 0s

promotores citados. O GAP participa da quinta etapa da via glicolitica e 0 PGK

da sexta e portanto geram produgcdes comparativas dependendo da fonte de

carbono fornecida a célula.
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Figura 7: Via glicolitica, em destaque nos quadrados pretos onde glicose e glicerol comegam a ser
metabolizados, em destaque os quadrados azuis a localiza¢do dos dois promotores constitutivos citados

(GAP e PGK) (modificado de Pelicano et al, 2006)

2.7.3. Aplicagbes dos promotores de Pichia pastoris

Apesar de possuir promotores que possibilitam dois modos de produgdo bem
distintos, quando comparada com outras espécies de leveduras (por exemplo,
Saccharomyces sp), o nimero de promotores passiveis de utilizacédo € pequeno
e limitado quando se tratando de promotores com forte regulacdo (Stadimayr et
al., 2010). A segquir, estdo descritos alguns estudos recentes que avaliaram a
producdo de diferentes proteinas alvo, utilizando os promotores ja consagrados

e alguns alternativos na levedura P. pastoris.

Stadlmayr e colaboradores (2010) testaram 24 promotores alternativos, tal
como o PGK, para P.pastoris além dos ja bem utilizados AOX1 e GAP. O
trabalho apresentou a correlacdo entre atividade do promotor e taxa especifica
de crescimento na expressao soro albumina humana. Foram detectados alta
correlacdo e altos niveis transcricionais com os promotores p GAP, pTEF1 e
pTHI11, sendo o ultimo o primeiro promotor regulado que pode ser controlado
independentemente dos principais componentes nutricionais (carbono e

nitrogénio).

Qin e colaboradores (2011) elaboraram uma biblioteca de promotores para
P.pastoris baseada na mutagénese do promotor constitutivo GAP. Foram
selecionados 33 mutantes que mostraram uma atividade de 0,6 a 19,6 vezes

maior em relacdo ao promotor selvagem.

Wang e colaboradores (2012) avaliaram a producao da lipase de Yarrowia
lipolytica em Pichia pastoris usando o promotor GAP. Em biorreator de 10L foi
possivel alcancar por meio de batelada alimentada 120g/L de biomassa e 13.500

U/ml de atividade lipolitica.

Garcia-Ortega e colaboradores (2013) avaliaram a producdo em batelada
alimentada de fragmento de um ligante de antigeno humano (Fab) recombinante,

usando o promotor constitutivo GAP em Pichia pastoris. O efeito da taxa
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especifica de crescimento na producao foi estudado e os melhores resultados
foram com p = 0,15h2.

Kim e colaboradores (2013) investigaram como o0 AOX1 e peroxissomos sao
regulados de acordo com a disponibilidade da fonte de carbono. Verificaram que
a atividade do AOX1 comecou a cair depois de 34h, o que sugere que a
disponibilidade de metanol é limitada pelo crescimento de biomassa e vazao de
alimentacao. O processo limitado por oxigénio foi efetivo e teve uma minima lise

celular na producao de anticorpos.

Noseda e colaboradores (2014) otimizaram a producédo e purificacdo da
guimosina bovina recombinante atrelada a um promotor AOX1 utilizando uma
cepa de P.pastoris, onde a maior producao foi obtida com uma taxa especifica
de crescimento de 0,01 h! durante a fase de inducgéo. Utilizando a cromatografia
de gel filtracdo os autores obtiveram 95% de pureza do produto com 6400
IMCU/mg.

Como fica evidente nos estudos acima e na literatura em geral, para maximizar
a produtividade volumeétrica de proteinas recombinante, € ideal que a P.pastoris,
seja cultivada em alta densidade celular. Desta forma, além de ser influenciada
pela construcdo e numero de copias do gen, a produtividade de uma proteina
também varia de acordo com o meio de cultivo, métodos de cultivo e parametros
do processo (Zhu et al, 2011).

Assim, a fim de alcancar elevadas produtividades, os processos fermentativos
precisam ser compreendidos e estudados para que uma estratégia adequada

possa ser tracada.

2.8. Processos fermentativos

Independente da origem escolhida, as enzimas microbianas sdo produzidas
principalmente por dois tipos de processos fermentativos: a fermentacao

submersa (FS) e a fermentacédo no estado sélido (FES).

Como dito anteriormente, certos micro-organismos se adaptam melhor a

determinado tipo de processo, como por exemplo, os fungos filamentos, em
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geral, s&o melhores adaptados a FES. No entanto, deve-se considerar que, as
principais diferencas entre a FES e FS é que a primeira ocorre com a quantidade
de agua minima para o desenvolvimento microbiano, enquanto que na FS os
nutrientes, estéo dissolvidos em agua, e sao utilizados principalmente leveduras,

bactérias e algas (Fernandes, 2007).

Por definicdo, a FS é aquela na qual o micro-organismo produtor se desenvolve
no interior do meio de cultivo, geralmente agitado. Majoritariamente, a producao
de enzimas em escala industrial € realizada por processo submerso devido as

suas vantagens em relagéo a FES (Lima et al, 2001; Pereira, 2007):

¢ Relativa facilidade de cultivo e no controle de grandes volumes;

e Os micro-organismos sao submetidos as mesmas condi¢des
fisicoquimicas, devido a homogeneidade do meio, o que facilita o

acesso aos nutrientes;

e Parametros de controle de processo podem ser facilmente
controlados (pH, temperatura, concentracéo de oxigénio dissolvido
no meio, concentracao do produto e substrato);

Entretanto, devido a alta atividade de agua e dependendo da composicdo do
meio de cultivo, hd maior facilidade de contaminacdo pois a FS pode

proporcionar um ambiente ideal para desenvolvimento de diversos micro-

organismos.

2.9. Modos de conducéo de processos fermentativos

2.9.1. Batelada

Por sua simplicidade operacional, processos conduzidos em batelada fornecem
0 conhecimento béasico sobre a cinética de crescimento do micro-organismo,

consumo de substrato e geracado de produto. Geralmente € usado como base
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para comparagdo com eficiéncias atingidas em processos mais complexos
(Schmidell et al, 2001).

Em uma batelada o volume é constante e somente é adicionado oxigénio (caso
0 processo seja aerobio), além de acido e base a fim de controlar o pH. Por ser
um sistema fechado, ele é menos propicio a contaminacdes e é altamente

indicado para quando a assepsia € um fator indispensével.

Para a industria este ndo é o tipo mais comum de processo adotado pois 0s
rendimentos sdo baixos e o fato dos nutrientes se extinguirem e metabdlitos
secundarios se acumularem limitam a obtenc¢&o do produto de interesse (Calik
et al., 2015). Além disso, o tempo morto que é necessario para a limpeza,
esterilizacdo e recomeco da fermentacdo € uma desvantagem para producao
industrial (Schmidell et al, 2001).

2.9.2. Batelada alimentada

Diferente de uma batelada convencional, neste caso ha inclusédo de nutrientes e,
portanto, o volume é variavel e ndo ha retirada de produto ou células.
Normalmente, este tipo de processo fermentativo € indicado para diversos
produtos biotecnoldgicos, ja que, com a alimentacédo ajustada de nutrientes, é
possivel alcancar a alta densidade celular e ainda impedir o efeito de repressao
por substrato (Schmidell et al, 2001; Calik et al., 2015).

Ha varios modos como a alimentacao do substrato pode ser conduzida, a saber:

alimentacéo constante, exponencial, por pulso e por feedback.

As alimentacfes constante e exponencial inserem continuamente no meio de
cultivo os nutrientes selecionados depois da primeira fase de batelada. No caso
de alimentacéo constante € mantida a mesma taxa de alimentacdo durante todo
0 processo, Goodrick e colaboradores (2001) utilizaram essa estratégia para
producédo da enzima quitinase com sucesso. Ja a alimentacéo exponencial é feita
com o objetivo de controlar a taxa especifica de crescimento. Para calcular a
guantidade de substrato necessaéria para que a célula mantenha a taxa desejada
é utilizada uma equacéo (Equacao 1) derivada do balanco de massa construido
para célula e substrato (Calik et al., 2015).

20



Q6) = 222 exp(uot) Eq 1

Onde Q é a vazao volumétrica (L/min), po € a taxa especifica de crescimento
(min't) pré-determinada, Vo é o volume inicial da fermentagdo (L), Cx é a
concentracdo de células (g de célula/L), Cso € a concentracdo do substrato na
alimentacao (g de substrato/L) e Yys € 0 rendimento de célula por substrato (g

de célula/g de substrato).

As alimentacOes por pulso e por feedback, diferente das outras apresentadas,
sédo baseadas em um ou mais parametros do progresso da reacéo. A diferenca
entre elas é que a por pulso depende do monitoramento do operador e a
guantidade de pulsos € pré-determinada. Kottmeier e colaboradores (2012)
realizaram a alimentacdo por pulsos na producdo de hidrofobinas classe 2
(HFB1) de Trichoderma reesei em Pichia pastoris. Foram feitos dois pulsos de
11 e 85 mL de uma solucéo 0,5 g/mL de glicose depois de 9 e 13h de cultivo,

respectivamente, em reator com volume util de 550mL.

No caso da alimentacdo por feedback esta depende do controle automatizado
de variaveis indiretas (concentracao de fonte de carbono, DO e concentracdo de
etanol). Zhao e colaboradores (2008) iniciaram uma alimentacdo exponencial
ao final da batelada que foi disparada pelo aumento da oxigénio dissolvido (OD)
acima de 50%. A alimentacéo foi regida por uma equacédo que relaciona taxa
especifica de crescimento, volume inicial do reator e concentracao inicial de
células e a concentracdo de glicose foi controlada para néo ultrapassar 40 g/L.
Ja no caso estudado por Baumann e colaboradores (2008), a alimentacao foi
continua e iniciada ap6s uma batelada de 24h. A taxa de diluicdo foi de D=0.1 h

L ajustando a vazdo massica para 100g/h.
2.9.3. Continuo

Quando um processo é conduzido de forma continua a alimentacao de nutriente

e remocao de produto ocorre a uma vazao constante com o objetivo de controlar
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0 crescimento e atingir uma produtividade 6tima (Schmidell et al, 2001). Além
disso é possivel manter a célula produzindo por um tempo maior que nos outros
processos supracitados. Para se ter esse controle € importante que ndo haja
arraste das células (wash-out), essa condicao critica € determinada pela taxa de

diluicdo que é calculada pela Equacéo 2.

Onde D é a taxa de diluicdo (h!), F é a vazéo de saida do reator (m3h) e V é o
volume do reator (m3). Essa taxa precisa ser ajustada a fim de que, num primeiro
momento, a biomassa cresca e posteriormente a taxa especifica de crescimento

seja mantida.

Na indastria quimica este € um modo de conduc¢do muito utilizado, no entanto,
para 0s bioprocessos existem algumas desvantagens, a saber: maior
possibilidade de contaminacdo, pois € um sistema aberto; ndo pode ser
implementada para organismos filamentosos; ndo € possivel produzir compostos
gue nao estdo associados ao crescimento celular; e a possibilidade de ocorrerem
mutacdes prejudiciais e perda plasmidial em microrganismos recombinantes é
muito grande (Schmidell et al, 2001).

O processo continuo a primeira vista se mostra muito tentador, mas, a dificuldade
de sua implementacéo e as restricdes do processo torna-o pouco indicado para

producédo de proteinas recombinantes em hospedeiros heterdlogos.

2.10. Parametros que influenciam o processo e podem ser

controlados

2.10.1. Composi¢cdo do meio

Na composicdo do meio de cultivo para o crescimento celular, dois componentes
principais precisam ser levados em consideracdo: Fonte de carbono e de
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nitrogénio. A relagdo entre ambos € conhecida como relagcdo C/N e impacta
diretamente no crescimento pois, a escassez de um ou outro afeta diretamente

0 crescimento celular.

No caso de leveduras, como a P. pastoris, a principal fonte de carbono utilizada
€ a glicerol, no entanto, acido oleico e glicose podem ser fontes alternativas.

A escolha da fonte de carbono inadequada pode além de inibir o crescimento,
também desviar o metabolismo do micro-organismo. O uso de glicose, por
exemplo, como fonte de carbono, em sistemas onde a indu¢cdo com metanol é
necessaria reprime a expressao de proteinas heterélogas (Minjie; Zhongping,
2013). Apesar de entrarem no metabolismo de carbono frutose, sorbitol, manitol

e trealose ndo sado substratos usuais em cultivos microbianos (Calik et al., 2015).

Além do carbono, o nitrogénio também é importante para o crescimento celular,
sendo assim, Choi e Park (2006) investigaram os efeitos de fontes de nitrogénio
organicas e inorganicas para crescimento de P. pastoris e expressao de alfa-
amilase de roedor. O nitrogénio organico proporcionou melhores resultados,
porém o estudo néo excluiu a possibilidade de uso do nitrogénio inorganico, uma

vez que o custo de obtencado deste é muito inferior aos de fontes organicas.

Além de levar em consideracdo os principais componentes do meio (fonte de
Carbono e Nitrogénio), a decisdo entre usar meios definidos e ndo definidos recai
principalmente sobre o custo. Chauhan e colaboradores (1999) utilizaram meio
definido com 5% de glicerol como fontes de C e 0 uso de meio com composicao
basal aumentou o crescimento celular em 44,4% e uma quantidade limitada de
casamino acidos foi adicionada durante a fase de indugcdo com metanol,
dobrando os niveis de expressdo de um antigeno da superficie do virus de
Hepatite B(HBSAQ).

2.10.2. Temperatura

Em geral, a temperatura de crescimento padrdo é bem estabelecida para cada
espécie de micro-organismo e deve ser mantida durante todo o processo
fermentativos e, caso ndo haja referéncia anteriores na literatura, ensaios
experimentais devem ser conduzidos para defini-la. Recentemente, alguns

23



pesquisadores como Jahic e colaboradores (2003) e Dragosits e colaboradores
(2009), mostraram que a diminuicdo de temperatura (10 °C) durante a fase de
producdo foi benéfico para que a expressédo de proteinas heteréloga devido ao
melhor enovelamento da proteina e consequentemente obtencdo de maiores

atividades enziméticas.

2.10.3. pH

O pH tem papel muito importante no crescimento e producao, principalmente
guando a producédo da proteina heterdloga € extracelular, uma vez que a taxa
especifica de crescimento do hospedeiro e a funcionalidade da proteina sao
parametros afetados diretamente por esta variavel (Minjie; Zhongping, 2013).

No caso da levedura P. pastoris o pH 6timo de crescimento se situa em torno de
3,5a5,5(Inan et al, 1999), contudo isto ndo exclui a possibilidade de se trabalhar
com pHs mais altos. A escolha deste parametro é funcdo da produtividade da
proteina alvo. Por exemplo, Choi e Park (2006) obtiveram melhor atividade da o-
amilase de rato controlando o pH em 6,0 com variacédo na faixa 5 a 7 no cultivo

de Pichia pastoris.
2.10.4.  Concentragdo de oxigénio dissolvido

Outro parametro importante e que nao pode ser negligenciado em processos
aerobicos é a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD). Para assegurar uma
alta disponibilidade de oxigénio, o coeficiente de transferéncia de massa precisa
ser maximizado por meio do ajuste dos seguintes parametros: diametro e
guantidade de saidas de ar, geometria e posicionamento dos impelidores dentro
do reator, agitacdo e concentracdo de oxigénio no gas de aeracdo (Minjie;
Zhongping, 2013).

Em geral, para a producéo de proteina heteréloga em P. pastoris, o ideal é que
a OD seja mantida em torno de 10 a 30% da saturacédo (Celik e Calik, 2012). O
metabolismo desta levedura € conhecido como um processo altamente
consumidor de oxigénio. O sucesso da fermentacao esta intimamente ligado a
taxa de consumo de oxigénio, parametro conhecido como OUR (taxa de

consumo de oxigénio) (Jahic et al., 2002) porém, manter uma OD maior que a
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recomendada pode acarretar problemas de estresse oxidativo, ja que a fluidez e
permeabilidade da membrana celular podem aumentar (Baumann et al., 2010).

2.11. Aumento de escala da producao

O objetivo de qualquer processo de otimizagcdo, para producdo de uma
biomolécula, em geral, visa a producdo industrial de forma a atender uma
determinada demanda estipulada e maximizar o lucro. Um estudo muito
promissor foi conduzido por Zhao e colaboradores (2008) para a producéo de
uma lipase estavel de Candida rugosa em Pichia pastoris utilizando promotor
GAP. Inicialmente em uma escala de 5L e batelada simples os autores chegaram
a 74 g/L de peso seco e 670 U/ml de atividade. Apos diversas otimizagdes
guando a producéao foi levada a escala de 800L, utilizando batelada alimentada,
a producéo atingiu 14.000 U/ml de atividade lipasica e uma concentracao celular
de 500g/L de peso umido, demonstrando grande potencial para comercializacéo

desta enzima.

A maior causa de falhas nos processos de aumento de escala ocorrem devido a
falta de estudos técnicos adequados e organizacédo do processo de aumento de
escala (Merrow, 2011; Lager, 2012). As seguintes caracteristicas do processo

devem ser levadas em consideracao neste processo (Harmsen, 2013):

e Reatividade quimica, incluindo corroséo, que pode variar de um
fator de 1-10° por pequenas mudangas como quantidade de agua

ou acido nas correntes.

e O numero de parametros do processo pode facilmente exceder 103

e o efeito combinado destes parametros é nao-linear

e Adinamica do processo pode levar longo periodos para estabilizar,

particularmente quando envolve reciclos.
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e O comportamento hidrodinamico quase sempre sofre alteracéo

com o aumento de escala.

A soma dos fatores acima néo pode ser, ainda, predita por modelos, e por isso,
escalonar um processo sem estudos experimentais prévios ndo é adequado.
Alguns estudos apresentam simulagdes em escala industrial, como feito por
Goldrick e colaboradores (2015) para producao de penicilina e por Yu (2008)
para producédo de drogas genéricas, entretanto trata-se de uma area que ainda

precisa ser mais explorada.

2.12. Glicerina bruta

Um modo de diminuir o custo do meio de cultivo é incluir residuos no mesmo e,
com a produgcdo de biocombustiveis liquidos em larga escala sendo uma
tendéncia mundial, a oferta de glicerina tem se situado em nivel superior a
demanda. Isto se deve ao fato de que a glicerina é um coproduto inevitavel da
producéo de biodiesel, que aumentou para mais de 2 milhées de toneladas por

ano, em pouco mais de uma década (Gazzoni, 2011).

A glicerina bruta pode ser dividida em duas classes principais: a glicerina bruta
hidrolisada, que é derivada da hidrolise dos triglicérides e contém tracos de sais
inorganicos; e a glicerina bruta salgada, obtida residualmente da industria de
sabdes e da industria de biodiesel. Ambas podem ser refinadas para grau
alimenticio ou farmacéutico. A glicerina bruta, proveniente da producdo de
biocombustiveis, € especialmente interessante como matéria-prima para 0s
produtores da Europa, uma vez que é creditada como emisséo zero de dioxido
de carbono, até o processo de coleta, segundo a Agéncia internacional de
energia (IEA) (2010).

2.12.1.  Obtencgdo

O Biodiesel é um combustivel liquido, biodegradavel, ndo toxico, produzido a
partir de diferentes matérias-primas, tais como O6leos vegetais diversos
(mamona, dendé, soja, girassol, amendoim, algod&o, etc.), gorduras animais,

Oleos e gorduras residuais, por meio de diferentes processos. A evolucdo
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tecnologica evidencia a adocao da transesterificacdo como principal processo de
producdo, ela consiste numa reacdo quimica em meio alcalino, onde se fazem

reagir 6leos vegetais (ou gorduras animais) e um alcool (Macedo, 2005).

Essa reacao tem como produto preponderante o biodiesel e como subproduto,
tem-se a glicerina. A Figura 8 mostra a rota tecnoldgica de transesterificacdo
metilica em que se utiliza o metanol como agente de transesterificacdo, obtendo-
se como produtos os ésteres metilicos e o glicerol. R1, R2 e R3 sdo cadeias
longas de hidrocarbonetos (Gerpen et al, 2004).

0

(0]
] I

H,C —O0—C—R,

R,—C—0—CH;
0 THQOH 0
| | Catalisador | |
HC O—C_Rz + 3 CHon —_— HT_OHZ + Rz_C_O_CHQ
(0]
ﬁ CH,OH I

H,C—O—C—R; Ry——C—0—CH,

Triglicerideo Metanol Glicerol Esteres de acido graxo

Figura 8:Reacdo de transesterificacdo metilica para producao de biodiesel (GERPEN et al, 2004)

Para Parente (2003), o processo de producédo de biodiesel, partindo de uma
matéria-prima, envolve 6 etapas operacionais, sao elas: preparacdo da matéria
prima; reacdo de transesterificacdo; separacdo de fases; recuperacdo e
desidratacdo do alcool; destilacdo da glicerina (sendo esta etapa opcional) e
purificacdo do biodiesel. A Figura 9 mostra o fluxograma do processo de
producéo do biodiesel.
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Figura 9: Fluxograma do processo de producéo de biodiesel (PARENTE, 2003)

A reacdo € catalisada por um acido ou uma base, na maioria das vezes utiliza-
se 0 KOH (hidréxido de potassio) ou NaOH (hidréxido de sodio). Nessa reacéo
as moléculas principais dos 6leos e gorduras, os chamados triacilgliceréis, séo
separados em acidos graxos e glicerol. A molécula de glicerol possui trés grupos
hidroxilicos (OH-) hidrofilicos que s&o responsaveis por sua solubilidade em
agua. Seu ponto de fusédo é 17,8 °C e evapora com decomposicdo a 290 °C
sendo miscivel com agua e etanol (Larsen, 2009). A geracao deste composto,

numa producdo massica, é de 10:1 de biodiesel:glicerina (Robra, 2006).
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Existem quatro tipos de glicerina que podem ser obtidas: a bruta (contém
residuos do processo de fabricacéo do biodiesel, como catalisador, alcool, 4gua,
acido graxos e sabdes); a loira (possuindo entre 75 e 85% de glicerol, apds a
bruta receber tratamento acido, seguido de remoc¢éo dos acidos graxos); a de
grau farmacéutico (a loira ap0s ser bidestiiada a vacuo e tratada com
absorventes, apresentando mais de 99% de pureza); e a de grau alimenticio
(completamente isenta de etanol podendo ser obtida pela hidrélise de éleos e
gorduras) (Biodieselbr, 2008).

Visto isso, para atender as exigéncias das industrias farmacéutica e alimenticia,
a glicerina bruta proveniente da fabricacdo do biodiesel precisa atingir um
elevado grau de pureza e este sO pode ser alcangcado por meio de processos
complexos e dispendiosos como a destilacdo e, especialmente no caso da
glicerina oriunda da transesterificacéo de 0leos e gorduras residuais da cadeia
alimentar (OGR), o processo €& tecnicamente complexo e economicamente
inviavel e € dominada por apenas algumas empresas brasileiras (Robra, 2006).
Segundo Larsen (2009), os custos de implantacdo de uma fabrica para
purificacao da glicerina bruta sdo maiores que 0s necessarios para instalacéo da
prépria planta de producédo do biodiesel. Entdo fica claro a necessidade de se

explorar novas utilizacdes para agregar valor a glicerina bruta.

2.12.2. Mercado

Sendo a maior parte da glicerina comercializada como um coproduto, a oferta da
glicerina é determinada entdo pela demanda do produto principal. O Brasil, ao
produzir biodiesel para adicdo de 5% no Oleo diesel (aproximadamente 2,6
milhdes de toneladas do biocombustivel por ano, Lei n° 11097), gera em média
guase 300 mil toneladas de glicerina por ano. No entanto, esta quantidade nao
€ totalmente absorvida e o excedente de glicerina vem saturando o mercado,
sendo sua oferta maior que a procura, levando assim a queda do preco desse

coproduto e a estocagem do mesmo sem um destino certo (Santos, 2011).

Segundo a Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) a producdo de glicerina

aumentou de 2012 para 2013 em 5,7% e a tendéncia é de crescimento para 0s
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préximos anos. Na Figura 10 estad representado o cenario do mercado da

producéo de glicerina no Brasil.

Glicerina gerada na producao de biodiesel (B100)
350
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Figura 10: Produgdo de glicerina bruta segundo o biodiesel de 2005 a 2013 (ANP/SPD conforme

resolucdo ANP n°® 17/2004)

O crescimento observado da margem ao declinio do preco da glicerina bruta que,
no Brasil, em 2010, variou de 200 a 400 R$/toneladas. Em 2011 este valor caiu
para aproximadamente 150 R$/tonelada (Quispe et al., 2013). Por outro lado, o
valor do glicerol demetilado (glicerina loira) variou de de 600 a 800 R$/toneladas

(Melo, 2011).

2.12.3.  Utilizagado

O glicerol purificado é amplamente utilizado, suas finalidades mais tradicionais

segundo Vasconcelos (2012) e Quispe (2013) sao:
e Medicamentos - Na composicao de embalagens e de farmacos;
e Alimentos - Mantém a umidade de varios produtos;
e Cosmetico - Evita o ressecamento de cremes, locdes e sabonetes,
e Tecidos - Amaciam e flexibilizam as fibras;
e Papel - Usada como nplastificante para elevar a resisténcia e a

maleabilidade;
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e Explosivos - Faz parte da nitroglicerina utilizada na fabricacdo de
dinamite;

e Tabaco - Torna as fibras mais resistentes e evita o ressecamento das folhas;

e Lubrificantes - Na lubrificacdo das maquinas e equipamentos industriais;

e Tintas - Também presente na composicdo de vernizes e detergentes;

e Plasticos - Producdo de PET, plasticos dos veiculos automotores e
eletrodomésticos.

A Figura 12 apresenta a divisdo em termos percentuais, em escala mundial,

destas utilizagOes.

s Almmentos

s Cosméticos

# Produtos de tabaco
g Poliuretanos

g Farmacéuticos

* Resinas alquilas
6-8% * Outros produtos

1= 9-10%

Figura 11: Aplicac6es tradicionais da glicerina em porcentagem mundial (STELMACHOWSKI, 2011)

Ja em relacdo a glicerina bruta, diversos processos tém sido desenvolvidos
objetivando sua utilizagcdo sem a necessidade das etapas de purificacdo. Um
deles € o uso de glicerina bruta como fonte de carbono para crescimento

microbiano em meio definidos quimicamente.

Melo (2011) utilizou a glicerina bruta para o crescimento de bactérias a serem

empregadas em biorremediagéo de solos contaminados por hidrocarboneto;

Adhikari e colaboradores (2008) utilizaram a glicerina bruta para converté-la a
hidrogénio por reforma a vapor. O processo foi feito utilizando catalisadores

niquelados, onde o que obteve maior area superficial e dispersdo de metal foi o
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Ni/CeOa. A seletividade maxima de H: foi de 74,7% e temperatura e 600°C e a
converséao de glicerina bruta foi de 99% nessas condi¢0es;

Sabourin-Provost e Hallenbeck (2009) utilizaram a bactéria fotossintética
Rhodopseudomonas palustres para conversao da glicerina bruta até hidrogénio.
Os rendimentos encontrados foram de 6 moles de Hz/mol de glicerina bruta (75%
do rendimento tedrico) e ndo foi observado efeitos de inibicdo e toxicidade;

Arechederra e Minteer (2009) utilizaram a glicerina bruta para producédo de
energia por meio de ceélulas biocombustiveis que a oxidam a CO2 por uma
cascata de 3 enzimas. O rendimento maximo de energia destas células

biocombustiveis de glicerol/ar foi de 1,32 mW/cm? para 100mM de glicerol;

Krug e colaboradores (2011) usaram a glicerina bruta para substituir o uso de
formol em laboratorios de anatomia pela técnica de glicerinacdo sem perder a
gualidade da conservacdo das pecas anatdbmicas e carcacas de animais e

diminuindo o risco a saude dos usuarios;

Lage (2009) incluiu a glicerina bruta na dieta de cordeiros em substituicdo ao
milho. O preco do milho pode representar até 70% da dieta destes animais e a
adicdo na alimentacédo traz beneficios econémicos e ndo promovem efeitos na

gualidade da carne;

Cordoba (2011) utilizou a combustéo direta da glicerina bruta como alternativa
de aproveitamento energético sustentavel. Os niveis de acroleina né&o
representam perigo para populacdo e a energia produzida a partir da glicerina
bruta ficou mais barata em 61% e 58% comparativamente ao 6leo diesel e

glicerina loira, respectivamente.
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3. Objetivo

3.1. Geral

Estudar a composigéo do meio de cultivo com a finalidade de obter elevadas
produtividades com concomitante reducdo de custos para a producdo de

Lipase B de Candida antarctica em P. pastoris e ampliacao de escala.

3.2. Objetivos especificos

e Estudar a utilizacdo de um residuo da producao de biodiesel como

fonte de carbono (glicerina loira);

e Avaliar a melhor concentracdo de fonte de carbono para

crescimento e producéo da enzima,

e Avaliar a melhor temperatura para o crescimento e producdo da

enzima;

e Estudar diferentes estratégias de modo de conducéo do cultivo

para maximizacao do crescimento celular e producao da enzima;
e Avaliar alternativas de fornecimento de oxigénio ao cultivo;

e Estudar a producdo da a LipB recombinante em escala piloto

(100L), mantendo a produtividade obtida em menor escala.

4. Materiais e métodos

4.1. Materiais

A glicerina loira foi gentilmente cedida pela Petrobras proveniente da producéo

de biodiesel a partir de 6leo de soja.
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Os reagentes utilizados e seus respectivos fabricantes sao descritos na Tabela
3.

Tabela 3: Fornecedores de cada reagente utilizado.

Dextrose; sulfato de magnésio heptahidratado; cloreto de cdlcio; agar agar; cloreto
de potdssio; fosfato de amonio dibasico; goma ardbica; sulfato de cdlcio; hidréxido
de potassio; hidroxido de sddio; acido citrico; glicerol P.A.; hipoclorito de sédio;

Vetec | nitroprussiato de sédio; cloreto de zinco; cloreto de cobalto; sulfato de manganes;
hidroxido de amonio; acido sulfurico; acido fosfdrico; sulfato cuprico; acido bérico;
sulfato ferroso; etileno diamino tetra-acético (EDTA); salicilato de sédio; iodeto de
potassio

Himedia extrato de levedura; peptona
Tedia @ dimetil sufoxido; acetronitrila grau HPLC
Merck molibdato de sédio

Sigma- . el s
aldrich antiespumante 204; tributirina
4.2. Micro-organismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a levedura Picha pastoris da
linhagem selvagem X-33 transformadas anteriormente pela insercédo de um vetor
de expressao constitutiva pPGKA3_PRO_LIPB, construido a partir de um gene
sintético de lipase B de Candida antarctica (LipB) (Pedido de patente P10905122-
8), para expressao de lipase B de C. antarctica recombinante (LipB). A cepa foi
produzida no laboratério do professor Fernando Torres na Universidade de

Brasilia.

4.3. Estocagem e in6culo

As células de Pichia pastoris transformadas foram armazenadas em glicerol 20%
e mantidas a -80°C para estoque e em placas de petri com meio YPD 2% (extrato
de levedura 1%, peptona 2% e dextrose 2%) com agar-agar 2% para serem

utilizadas como inéculo.

As células conservadas na placa de petri foram propagadas em frascos agitados,
a 200 rpm e 30°C, em meio YPD 2%.
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4.4. Meios de Cultivo

Para a fermentacdo nos biorreatores dois meios minimos de sais foram

utilizados, a composicao deste esta apresentada na Tabela 4:

Tabela 4: Composicao de sais dos dois meios minimos utilizados, pH utilizado e a fonte que foram obtidos.

Meio BSM Meio minimo

(9/L) (9/L)
Acido citrico 11,50 2,00
MgSOa4 7.H20 14,90 0,50
CaSO04 2.H20 0,93 -/l-
K2S0O4 18,20 -/l-
KOH 4,13 -/l-
(NH4)2S04 5,00 -
H3POa4 4,25 ml -/l-
(NHa)2HPO4 1l 12,40
CaClz 2.H20 -/l- 0,02
KCI -/l- 0,90
pH 6 7
Traco de sal 4,35 ml 4,60 mL
Fonte de carbono 40 40
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Zhang et | Maureretal.,

Fonte
al., 2007 2006

A composicao do traco de sal PTMs apresentada por Zhang e
colaboradores (2007) e utilizada em ambos os meios, contém (por
litro): 2 g CuS045.H20; 0,08 g KI; 3 g MnSO4H20; 0,2 MnSO4 H20;
0,02 g H3BOs3; 0,5 g CoCl2 6.H20; 6,7 g ZnCly; 21,7 g FeS04 7.H20;

0,2 g biotina; 1,7 ml H2SOa.
4.5. Condicbes de cultivo

O biorreator utilizado foi da marca New Brunswick, modelo Bioflo 310 de2 e 7 L.
Durante o processo fermentativo tentou-se manter, por meio de um controle em
cascata, o nivel de saturacédo de oxigénio em 30%, com agitacao variando entre
250-700 rpm e a vazao de gas, que neste caso foi ar comprimido, entre 0-1 vvm.
A temperatura foi mantida a 30°C e o pH de trabalho foi controlado em 7,0 com
H2S04 5% e NH4OH 20%.

Para os testes com oxigénio puro e estudo da concentracdo de inoculo foi
utilizado o sistema multifor da Inforce, que consiste de quatro biorreatores de
500 mL que podem ser operados independentemente em diferentes condicdes.
Assim efetuou-se um cultivo em replicatas bioldgicas dos ensaios conduzidos no
biorreator de 2 e 7 L, mantendo-se os parametros acima, substituindo-se o ar por

oxigénio puro, mantendo a OD em 30% da saturacgao.

Para os testes em escala piloto foi usado um sistema da Inforce modelo Techfors
de 100 L, onde as condi¢cdes de controle foram equivalentes as usadas nos

biorreatoresde 2 e 7 L.
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4.6. Medida de concentracao celular

A quantificacdo do crescimento celular foi realizada por meio de uma curva
padrdo de massa seca relacionada a medida da densidade 6tica a 600nm em
espectrofotometro. Para se obter a curva padrdo da medida em massa seca,
realizou-se um crescimento do micro-organismo em frasco agitado a 200rpm e
30°C, até fase estacionaria de crescimento. A partir dele foram efetuadas
diversas dilui¢cOes e leituras sucessivas e paralelamente, uma amostra de 15 mL
do meio fermentado foi filtrada a vacuo com membrana 0.45 nm. Em seguida, a

membrana com célula foi seca em estufa, a 60°C, até massa constante.

Desta forma, foi possivel correlacionar Concentracdo celular com Absorbancia

por meio de uma reta com coeficiente angular 0,4382.

4.7. Medida de  atividade Ilipasica por meio

espectrofotomeétrico

Este método foi utilizado para acompanhamento cinético da producéo da lipase
de interesse. Ele se baseia na formac¢do de um produto croméforo (p-nitrofenol)
a partir da reacao de hidrolise do p-nitrofenil palmitato catalisada por lipases de

acordo com a Figura 13.

.

/ﬁ —(CH,),4CH; H
o}
Lipase | |
+H,0 —— +  HO——C——(CH,);4,CH;
N02 N02
p-nitrofenil palmitato ~ Agua p-nitrofenol (amarelo)  Acido palmitico

Figura 12: Reacao de hidrdlise do p-nitrofenil palmitato por lipases
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Foi utilizado o leitor de microplacas ELISA para acompanhar a cinética de
formacé&o do p-nitrofenol a 412 nm e 30°C. A reacéo foi iniciada pela adicao de
20 pL da solucao de p-nitrofenil palmitato 2,5 mM, juntamente com 176 L de
tampdo fosfato de sodio 25 mM, pH 7,0 e 4 uL de amostra. Uma unidade de
atividade lipasica (U) é definida como a quantidade de enzima necesséria para
produzir 1,0 pmol de p-nitrofenil fenol por minuto nas condi¢gdes de ensaio. O
calculo da atividade enzimatica foi feito segundo a Equacéo 3:

Onde:
AL = atividade (U/mL)
a = coeficiente angular da reta (Abs. x tempo)
F = fator da curva padréo (Abs. x concentracao de p-nitrofenol)
V¢ = volume final (mL)
Va = volume de amostra (mL)
Fq = fator de diluicdo
4.8. Medida de atividade lipasica por meio titulométrico
O calculo de rendimento e produtividade final de cada ensaio foi feita pela
avaliacdo da atividade lipasica pelo método titulométrico utilizando tributirina
como substrato. A tributirina (56mM) foi emulsionada por 3 minutos com goma
arabica (5% m/v) em tampao fosfato de sédio (50 mM, pH 7,0). O extrato

enzimatico (1 mL) foi adicionado a 19 mL de emulsao e incubado por 15 minutos

(condicdo de velocidade inicial) a 40°C em banho com agitacdo de 200 rpm. A
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reacao foi interrompida pela adicdo de uma solucao de acetona: etanol (1:1 v/v),
gue também promove a extracdo dos acidos graxos liberados (Figura 14).

i
H
o] i {CHZ)CH, 1|3H:—DH
lipase 0

3 H—0— /
0oL ¥ 2 ETOTE ——— " o+ 3 (CHa0Hy — <L,
)J\ CHr—0H oH
0 {CHZ)zCH;
Tributirina Apua Glicerol Acido butirico

Figura 13: Reacdo de hidrolise da tributirina catalisada por lipase

Os acidos graxos foram titulados com solucédo 0,06 N de NaOH em titulador
automatico até um valor de pH final de 11,0. Os brancos reacionais foram obtidos
adicionando-se o preparado enzimatico ap0s a solugcao acetona: etanol. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima
gue produz 1 pmol de acido graxo por minuto, nas condi¢bes do ensaio (Freire

et al., 1997). O calculo da atividade enzimatica foi feito segundo a Equacéao 4.

_(V-V,)-M-1000
£V

a

AL

Onde:

AL = atividade lipasica (U/mL)

V = volume de solucdo de NaOH gasto para a titulacdo da amostra (mL)
Vp = volume de solucdo de NaOH gasto para a titulagdo do branco (mL)
M = molaridade da solu¢do de NaOH (mmols/mL)

t = tempo de reacéo (min)

Va = volume de amostra (mL)
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4.9. Concentracao de proteinas totais

A reacdo do corante coomassie brillant blue G-250 com proteinas modifica a cor
refletida de vermelho para azul e possibilita a quantificacdo das proteinas totais
na amostra, o procedimento se encontra descrito por Bradford (1976). A leitura
foi feita no leitor de microplacas ELISA a 595 nm em microplacas de 96 pocgos
contendo 0,01 mL da amostra e 0,19 mL do reagente de Bradford da Bio-Rad.

4.10. Concentracao de nitrogénio

A reacdo entre amonia, fenol e hipoclorito possibilita a quantificacdo do
nitrogénio da ureia formada de acordo com a metodologia adaptada de Fawcett
e Scott (1960) e Tabacco e colaboradores (1979). A leitura foi feita em leitor de
microplacas ELISA a 600nm, em microplacas de 96 pocos contendo 0,01 mL de
amostra, 0,095 mL do reagente 1 e 0,095 mL do reagente 2 (ambos identificados

nas metodologias de referéncia).

4.11. Concentracao de glicerol

A determinacéo de glicerol foi efetuada por HPLC (HPLC Agilent Tecnologies)
equipado com coluna HPX-87H (BioRad - 300mm x 7.8 mm). A temperatura foi
mantida em 65°C, utilizando como fase movel uma solucdo 0,005 M de &cido

sulfurico a vazao de 0,6 mL/mim. O volume de amostra injetado foi de 20 pL.

4.12. Eletroforese em gel de resolucéo

A mistura para o gel de resolucdo 12%, desnaturante, foi preparada misturando-
se em um recipiente 11 mL de solucéo estoque de mistura de acrilamida 30%,
3.8 mL de tampéo Tris/HCI 1,5M pH 8,8, 4,9 mL de H20, 6 pL de TEMED, 150
pL de persulfato de aménio e 150 pL de SDS 10%. A mistura foi suavemente
agitada e entdo aproximadamente 10 mL foram adicionados entre as placas de
vidro do sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell, da BioRad,
até que o topo da cuba fosse atingido. Imediatamente apos a adicdo da mistura,

0 pente para a criacdo de pocos foi colocado, e o sistema deixado em repouso
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por aproximadamente 1h a temperatura ambiente. A eletroforese foi feita a
temperatura ambiente, 300 mV, 30 mA por gel, durante 30 minutos.

4.13. Calculo dos parametros

A fim de realizar comparacdes entre as fermentacées quatro parametros
principais foram utilizados: Rendimento de atividade de lipase produzida por
biomassa obtida, produtividade massica, atividade lipasica especifica e taxa

especifica de crescimento.

A equacdo 5 mostra o céalculo do rendimento de atividade de lipase produzida
por biomassa obtida.

= U Eq. 5

P/X T x-X;

Sendo, Ypx = rendimento de atividade de lipase produzida por biomassa obtida
(U/g); Uy = atividade lipasica por titulometria ao final da fermentacdo (U/L); Xt =
biomassa presente ao final da fermentacédo (g/L); Xi = biomassa presente ao

inicio da fermentacao (g/L).

A equacdo 6 mostra o célculo da produtividade massica.

_ Yy
Qp = X, Eq. 6

Sendo, Qp = produtividade massica (U/g.h); Uy = atividade lipasica por
titulometria ao final da fermentagéo (U/L); Xt = biomassa presente ao final da
fermentagao(g/L); Tt = tempo final da fermentacao (h - definido pelo esgotamento

da fonte de carbono).

A equacéao 7 mostra o célculo da atividade lipasica especifica.

U
Upsp = th Eq. 7

Sendo, Uesp = atividade lipasica especifica (U/mg); Uy = atividade lipasica por
titulometria ao final da fermentacéo (U/L); p = proteinas totais presentes ao final

da fermentagcao (mg/L).
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A taxa especifica de crescimento () foi calculada através do ajuste exponencial
da fase log de crescimento a unidade em que se apresenta é h.

5.Resultados e Discussao

5.1. Definicdo do meio de cultivo

Inicialmente foram analisadas diferentes fontes de carbono e concentragcfes de
sais a fim de reduzir os custos associados ao meio de cultivo com concomitante

aumento da produgéo.

Foram testados dois meios minimos de sais encontrados na literatura. O primeiro
com maior concentracdo de sais, descrito por Zhang e colaboradores (2007),
chamado de BSM e o segundo com uma concentracdo mais baixa, descrito por
Maurer e colaboradores (2006). Ambos foram comparados com 0 meio rico em
nutrientes YPD 2%, que é largamente utilizado em cultivos microbianos ja que
seus nutrientes sdo facilmente assimilados e proporcionam um ambiente

propicio ao crescimento celular.

Este teste inicial foi realizado em frascos agitados com o objetivo de investigar a
influéncia do meio de cultivo nos parametros fermentativos, tais como:
produtividade, crescimento microbiano e atividade especifica. E importante
destacar que a cepa de Pichia Pastoris com a insercdo da lipase B de Candida
antarctica acoplada a um promotor constitutivo faz com que a producédo seja

associada ao crescimento.

Na Figura 15 estdo descritos os resultados utilizando meio YPD 2%, BSM e
minimo para os cultivos realizados em frascos agitados aletados de 1L com 200

mL de meio de cultivo a 250 rpm, 30 °C e pH inicial de 7,0.
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Figura 14: Comparag&o dos parametros obtidos ap6s 24h de crescimento nos meios YPD 2%, BSM e minimo
com glicerol a 30°C, pH 7, agitacdo e aeracdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700

rpm e 0-1 vwwm, respectivamente, a fim de manter a concentracéo de oxigénio dissolvido em 30%.

Os resultados indicam que no meio BSM nao houve producédo nem crescimento
expressivo em até 24 horas de cultivo. Este meio possui uma elevada
concentracdo de sais e pode ter exposto as células a uma elevada presséo
osmotica. Nesta situacéo a fase de adaptacao celular foi de 20 horas e somente
apos 48 horas a fonte de carbono foi completamente exaurida do meio indicando
final do crescimento. Nestas condicbes o meio BSM produziu atividade
enzimatica e rendimento de lipase produzida por grama de biomassa (Y p/x)
equivalentes aos demais meios testados, entretanto sua produtividade foi muito

baixa devido a extensdo da fase de adaptacao celular.

O rendimento (Yp/x) e a produtividade obtidos no meio minimo foram bem
similares quanto aos obtidos no meio rico. No entanto, a atividade especifica, foi
4,2 vezes superior a obtida no meio rico. Este resultado pode ser explicado pela

complexidade do meio rico que ja apresenta uma certa quantidade de proteinas
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em sua composic¢ao, provenientes do extrato de levedura e peptona de carne,
influenciando desta forma, no valor deste parametro. O meio minimo, por ser
quimicamente definido, além de maximizar a atividade especifica ainda facilita a

purificagao posterior da enzima de interesse.

O custo do meio de cultivo YPD e minimo foi de 51,98 reais por litro e 5,77 reais
por litro, respectivamente. Nesta avaliagdo preliminar comparativa foram
considerados precos de mercado no varejo do ano de 2014. A diminuicdo de
88,9% no custo do meio somado aos resultados de atividade especifica superior
(aumento de 4 vezes), produtividade e rendimento similares levou a escolha

deste meio quimicamente definido para a continuidade deste trabalho.

5.2. Comparacgéo entre meios quimicamente definidos em

biorreator

Os dois meios de cultivo quimicamente definidos foram novamente estudados
em biorreator ja que as condi¢cbes operacionais mais estaveis e controladas

poderiam gerar em resultados diferentes dos obtidos em frascos agitados.

Os cultivos foram conduzidos em biorreator de 7,5 L com 5L de volume util onde
o pH foi controlado em 7,0 com hidréxido de aménio 20% e acido sulfarico 5%.
A oxigenacao foi realizada por injecédo de ar comprimido definida por um controle
em cascata, cuja agitacao variou de 250 a 700 rpm e a entrada de ar na faixa de
0 a 1 vwm (volume de ar por volume de meio por minuto) para manutencao do

oxigénio dissolvido em 30%.

Nas Figuras 16 e 17 estdo representadas as cinéticas de producédo e consumo
em meio BSM e meio minimo, respectivamente, com 40 g/L iniciais de fonte de

carbono e 30 °C.

44



Concentracdes (g/L)

Concentracdes (g/L)

Cinética meio BSM

507 =S= Biomassa (g/L) - 100
=== Glicerol (g/L)
=80 >
Atividade (U/L) g
<.
B o
60 o
o
@
=40 o
@
F
=20 ~
T -u 0
0 5 10 15 20
Tempo (h)
Consumo meio BSM
1001
=== Glicerol (g/L)
—~ 80+ —— Proteina (mg/L)
= == Nitrogénio (g/L)
o
S
©
£
()
o
o

0 5 10 15 2

o

Tempo (h)

Figura 15: Cinética do cultivo de P.pastoris utilizando meio BSM com 40g/L de glicerol iniciais a 30°C, pH
7, agitacdo e aeracdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm,

respectivamente, a fim de manter a concentracao de oxigénio dissolvido em 30%.
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Figura 16: Cinética do cultivo de P.pastoris utilizando meio minimo com 40g/L de glicerol iniciais a 30°C,

pH 7, agitacdo e aeracdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm,

respectivamente, a fim de manter a concentracao de oxigénio dissolvido em 30%.
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Observando as cinéticas nos dois meios é possivel verificar que, em ambos os
casos (Figura 16A e 17A), a producédo da LipB é associada ao crescimento pois
a concentracdo desta no meio aumenta juntamente com o0 aumento da
concentracdo celular. Além disso, observa-se que nao houve limitacdo de
nitrogénio ao longo do cultivo, visto que o hidroxido de aménio atuou como fonte
de nitrogénio além de manter o pH do meio de cultivo. A manutencdo do pH em
7,0 e o cultivo em condi¢des n&o limitantes em nitrogénio foram importantes para
a manutencado da atividade enzimatica ao longo de cultivo, uma vez que esta
enzima nao é estavel em pHs &cidos e a producédo de proteases € evitada com
a condicao de nitrogénio ndo limitante. (Lattari, 2011).

Outro ponto a se observar é que o rendimento de célula por substrato (Yx/s) em
ambos os casos ficou em torno de 0,5 e a taxa especifica de crescimento () em
0,2 h', este resultado estd de acordo com os resultados obtidos por outros
autores como Zhang e colaboradores (2007) que obtiveram cerca de 28g/L de
concentracgao celular ao final do cultivo com uma taxa especifica de crescimento
(1) de 0.17 ht utilizando o meio BSM e Maurer e colaboradores (2006), que
obtiveram, utilizando meio minimo, cerca de 21g/L de células em batelada

comum e 0,2 h! de taxa especifica de crescimento.

Usualmente, o promotor indutivo controlado pela presenca de metanol, o AOX1,
€ 0 mais amplamente utilizado na literatura. Tal promotor € ativado pelo consumo
de metanol, e neste cenario Eom e colaboradores (2013) e Vadhana e
colaboradores (2013) utilizaram o meio BSM em biorreatores para producao de
lipase B de Candida antarctica expressa em P.pastoris. Os autores obtiveram 12
U/ml e 300 U/ml de atividade enzimatica apdés 5 e 6 dias de inducéao,
respectivamente. No segundo caso, 0s autores testaram peptideos sinais

diferentes e o resultado se refere ao melhor entre eles.

A Figura 18 compara produtividade, atividade e atividade especifica obtidas em
bateladas a 30°C, pH 7,0, com 40 g/L iniciais de glicerol em ambos 0s casos

estudados.
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Figura 17: Produtividade, atividade e atividade especifica obtidas com meio BSM e minimo com 40g/L de
glicerol a 30°C, pH 7, agitacao e aeracao variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm

e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentragdo de oxigénio dissolvido em 30%.

A atividade especifica os dois meios quimicamente definidos atingiram valores
similares, no entanto, a atividade por litro de sobrenadante foi 2 vezes maior no
meio minimo. Outro parametro importante na definicAo de um processo
fermentativo € a sua produtividade, pois o resultado gerado nos fornece
informacdes sobre a atividade enzimatica, crescimento celular, além do tempo
de fermentacdo. O meio minimo apresentou uma produtividade 45,9% maior

comparativamente ao meio BSM.

5.3. Avaliacao da fonte de carbono

Além da avaliacdo do meio de cultivo inicial mais apropriado, onde diferentes
sais e suas respectivas concentracdes foram avaliadas, a utilizacdo de residuo
como substrato foi avaliada objetivando a reducédo de custos e o aumento da

produtividade. No entanto, a mudanca da fonte de carbono deve ser avaliada
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com cautela, ja que residuos, por apresentarem grande variabilidade entre lotes
podem gerar sérios problemas no processo, tais como: formacgéo de subprodutos
(por exemplo, acido acético), lise celular, efeitos inibitérios e metabdlitos

desconhecidos (Kim et al., 2013a).

Neste trabalho, optou-se em substituir o glicerol P.A. pela glicerina loira
proveniente da producao de biodiesel de soja. Apesar de ndo estar totalmente
caracterizada, este residuo apresenta 84% de pureza, em torno de 1000 ppm de
metanol e 7g/L de cloreto de sodio (dados fornecidos pela Petrobras).

A Figura 19 mostra a cinética de producéo da Lip B, proteinas totais, crescimento

de biomassa e consumo de glicerina loira, com 40 g/L de fonte de carbono inicial.
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Figura 18: Acompanhamento de fermentacfes com meio minimo e glicerina loira a 30°C, pH 7, agitacéo e
aeracao variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim

de manter a concentragdo de oxigénio dissolvido em 30%.
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A producéao de enzima para ambas as fontes de carbono apresenta-se associada
ao crescimento e ambos cultivos foram conduzidos em condigdes n&o limitantes

de nitrogénio.

O tempo até o consumo total da fonte de carbono foi de 18h (Figura 19) e 24h
(Figura 17), para os cultivos conduzidos com glicerina loira e glicerol PA,
respectivamente. Este fato provavelmente ocorreu em fungdo das impurezas
presentes na glicerina loira, principalmente o metanol, que também pode ser
utilizado como fonte de carbono para esta levedura.

A Figura 20 resume os parametros calculados em bateladas com 40 g/L iniciais

de fonte de carbono utilizando glicerol P.A. e glicerina loiraa 30 °C e pH 7,0.
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Figura 19: Produtividade, atividade e atividade especifica obtidas com meio minimo utilizando 40g/L de
glicerol e glicerina loira a 30°C, pH 7, agitacéo e aeragdo variando de acordo com controle em cascata
entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracdo de oxigénio dissolvido em

30%.
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Comparando os parametros obtidos nos cultivos conduzidos com diferentes
substratos é possivel verificar que tanto a produtividade (13,4 U/g.h) quanto a
atividade (6138 U/L) sao similares, considerando os desvios padrdes.

Os valores da atividade especifica obtidos para os cultivos realizados com
glicerol PA e glicerina loira foram 148 U/mg e 65 U/mg, respectivamente. O fato
do valor ser menor quando o cultivo foi realizado em glicerina loira pode estar
associado a presenca de impurezas que podem afetar a quantificacdo das
proteinas totais no sobrenadante da fermentacao.

O custo do meio de cultivo com o glicerol PA e a glicerina loira foi de 5,77 reais
por litro e 1,63 reais por litro, respectivamente. Nesta avaliacdo preliminar
comparativa foram considerados precos de mercado no varejo do ano de 2014.
A diminuicdo de 72 % no custo do meio associado aos bons resultados obtidos
com o uso deste coproduto nos levou a utilizar, para continuidade deste estudo,

0 meio minimo de sais com glicerina loira como fonte de carbono.

Estes resultados demonstram a viabilidade de utilizacdo da glicerina loira para
producédo de produtos com valor alto agregado, como a lipase em questéo. Eles
estdo consonancia com o apelo da quimica verde de aproveitamento e aumento

de valor agregado de residuos e coprodutos que sdo tao importantes atualmente.

5.4. Estudo da concentracéo inicial de substrato

A avaliacao da concentracéo inicial de substrato é importante para o estudo do
comportamento fisiologico da cepa em relacdo a limitacdo ou excesso de
carbono no meio de cultivo. Estes experimentos visaram a obtencdo da maior

concentracdo de biomassa possivel, sem o efeito de inibicdo pelo substrato.

Esse tipo de inibicdo acontece principalmente no inicio de um cultivo descontinuo
ou em batelada, onde a concentracdo de substrato € elevada o suficiente para
gue esta molécula atue como inibidor. Caso a relacédo C/N seja elevada suficiente
para que o efeito inibitério ocorra a fase lag sera estendida diminuindo a

produtividade do sistema.
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A variagcdo da concentragdo de glicerol inicial nos cultivos em batelada de

P.pastoris para producdo de LipB s&do apresentadas na Figura 21. Foram

avaliadas 5 diferentes concentragdes iniciais de carbono (40, 60, 80, 100 e 150

g/L).
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Figura 20: Comparacdo entre paréametros de fermentacao nas diferentes concentragdes iniciais de carbono
(40, 60, 80, 100 e 150 g/L) a 30°C, pH 7, agitaco e aera¢éo variando de acordo com controle em cascata
entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracéo de oxigénio dissolvido em

30%.
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A atividade e a atividade especifica aumentaram gradativamente com o aumento
da concentracdo de substrato de 40g/L (6789 U/L e 71 U/mg) até 100g/L (24128
U/L e 163 U/mg). Este aumento proporcional era esperado, visto que a
concentracdo de células também aumentou (Figura 22). Tal fato sé nao é
observado quando se utilizou 150 g/L de glicerina loira, nesta concentragéo
ocorreu uma queda na atividade e atividade especifica possivelmente pela
inibicdo do crescimento celular em elevadas concentragbes de substrato que
chegou somente a 61 g/L, biomassa similar a concentracdo de 100 g/L, que
atingiu 51 g/L.

O rendimento de lipase produzida por grama de biomassa e a produtividade
atingiram o valor maximo no cultivo utilizando 100g/L de glicerina loira, ambos
decairam 22,2 e 45,5 %, respectivamente, quando comparado ao cultivo com
150g/L iniciais de fonte de carbono.

A Figura 22 apresenta o acompanhamento cinético de consumo de glicerol,
nitrogénio e producdo de biomassa, proteinas totais e lipase B de Candida

antarctica na melhor condicdo em batelada com 100 g/L de glicerina loira.
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Figura 21: Acompanhamento do cultivo em meio minimo com 100g/L de glicerina loira como fonte de

carbono a 30°C, pH 7, agitagéo e aeracao variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm

e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracao de oxigénio dissolvido em 30%.
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De acordo com a cinética acima, a fase lag da batelada com glicerina loira se
estendeu um pouco mais (5h) representando um aumento de 1,4 vezes em
relacdo a com glicerol. A producdo de enzima e proteina acompanha o
crescimento de biomassa, como esperado, e 0 nitrogénio ndo se esgota durante

todo o periodo.

5.5. Efeito da concentracdo de indculo

Com o objetivo de diminuir a fase de adaptacéo celular e desta forma, aumentar
a produtividade do processo, foram avaliadas diferentes concentragbes de
in6culo. Diferentes concentracdes foram testadas: 1g/L, concentracdo padrao na
qual todos os cultivos foram iniciados até aqui, 1,5 e 2 g/L.

No entanto, para atingir as duas ultimas concentracbes, seria necessario
adicionar um grande volume de pré-indculo ao biorreator para dar inicio a
fermentagdo. Desta forma, a fim de manter, no maximo, 10% de mistura do meio
de cultivo com o meio de pré-indculo, foi necessario centrifugar e resuspender

as células quando as concentracdes de indculo foram superiores a 1 g/L.

A Figura 23 apresenta a cinética de crescimento celular e consumo da fonte de

carbono por P. pastoris em diferentes concentragdes de indculo.
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Figura 22: Acompanhamento do consumo de glicerol e crescimento celular com indculo inicial de 1, 1,5 e

2g/L a 30°C, pH 7, agitacéo e aerac¢do variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e O-

1 vwm, respectivamente, a fim de manter a concentracéo de oxigénio dissolvido em 30%.
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Diferente do que se esperava, 0 aumento da concentracdo de inoculo nao
reduziu consideravelmente a fase de adaptacédo celular, pelo contrério, o tempo
de adaptacdo quase triplicou. Isso se deve, provavelmente ao fato de que o
inéculo que ndo é submetido a centrifugacdo (1 g/L), introduz no cultivo um
pouco dos nutrientes provenientes do meio rico (YPD 2%) que age como uma

suplementacéao e, por isso, pode ter reduzido a fase de adaptacéo celular.

Apbés 70h de cultivo o glicerol presente, nas fermentacées com maior
concentracdo de in6culo, ainda néo tinha sido totalmente consumido, enquanto
gue com indculo de 1g/L o glicerol ja havia terminado com 40h de cultivo (Figura
23).

5.6. Efeito da temperatura

A temperatura de conducdo de um determinado bioprocesso, especialmente no
caso deste estudo, onde o produto de interesse € uma enzima extracelular
extremamente relevante pois tanto o crescimento celular quanto a atividade final

séo afetados por este parametro.

A Figura 24 apresenta os resultados de atividade (A), produtividade e rendimento

(B) obtidos nos cultivos realizados nas temperaturas de 20, 30 e 35°C.
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Figura 23: Parametros obtidos ao final do cultivo em 20, 30 e 35°C com 100g/L de glicerina loira, pH 7,

agitagdo e aeracdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 wm,

respectivamente, a fim de manter a concentracgéo de oxigénio dissolvido em 30%.
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A temperatura de 30°C foi a melhor tanto para a atividade enzimética (24128
U/L) como para a produtividade (17 U/g.h) e rendimento do cultivo (471 U/g.h).
A biomassa final nesta condicdo é de 51 g/L com p=0,18 h, apés 40h de

fermentacéo.

Para o ensaio a 20°C foi possivel observar um aumento da fase de adaptacdo
celular, em torno de 200%, chegando a 54h, a taxa especifica de crescimento foi
de pu=0,08 h'le, ao final da fermentacdo (apés 84h) a biomassa atingiu valor
equivalente as outras temperaturas, de 48 g/L. Isso ocorre possivelmente devido

a desaceleracdo do metabolismo celular em menores temperaturas.

A 35°C a taxa especifica de crescimento foi a maior de todas, p=0,26 h' e a
concentracao celular foi equivalente as temperaturas anteriores, no entanto, ao
final da fermentacéo a atividade lipasica foi 4 vezes menor que na temperatura
de 30°C, este fato ocorre provavelmente em decorréncia a desnaturacédo de

enzimatica devido a alta temperatura.

Estes resultados ndo corroboraram com a hipotese levantada por Jahic e
colaboradores (2003). Estes autores propuseram que a diminuicdo da
temperatura de cultivo, reduziria a taxa especifica de crescimento, a morte
celular e a protedlise, aumentando assim o acumulo de produto. Segundo 0s
autores, as enzimas produzidas seriam enoveladas mais eficientemente e,

portanto, com maior atividade.

Outros autores como Sirén e colaboradores (2006) e Surribas e colaboradores
(2007) também suportaram essa hipotese verificando significante reducdo na
morte celular e um aumento de 1,3 vezes na produtividade e pureza final do

produto, para os cultivos entre 10°C e 30°C.
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Na Figura 25 é apresentado o resultado da eletroforese 1D feito com o
sobrenadante das trés temperaturas.
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Figura 24: Eletroforese em gel de resolucdo do sobrenadante obtido ao final das fermentacges em 20, 30 e
35°C com 100g/L de glicerina loira, pH 7, agitacéo e aeracdo variando de acordo com controle em cascata
entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentragé@o de oxigénio dissolvido em

30%.

Acima podemos ver que ha uma maior concentracdo de proteinas na banda
equivalente a 33 KDa na temperatura mais baixa (20°C), ou seja, apesar de ter
mais proteinas produzidas, as mesmas nao foram mais ativas o que indica que

esta temperatura nao é de fato interessante para este cultivo.

JA no caso de temperaturas superiores a 30°C, ocorre possivelmente
desnaturacao proteica e, portanto, reducao da atividade enzimatica e também o
desaparecimento da banda da enzima de interesse (Figura 25). A enzima
produzida pode ndo ser estavel (Lattari, 2011) e por isso ndo mantem sua

atividade até o final do cultivo.

Os resultados obtidos apds os experimentos (Figura 24 e 25) nao deixam duvida
de que 30°C é a temperatura ideal para este processo fermentativo, tanto para
o crescimento celular quanto para a producéo da lipase, que se mantem ativa ao

longo do processo.
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5.7. Avaliacéo das condi¢gbes de oxigenacao

Durante os cultivos foi observado que durante a fase exponencial de
crescimento, a taxa de transferéncia de oxigénio foi inferior a demanda de
oxigénio celular e, portanto, ndo ocorria a manutencao do oxigénio dissolvido
(OD) em 30% da saturagéo conforme definido na cascata de controle de acordo

com o utilizado por Arnau e colaboradores (2010).

A Figura 26 apresenta a curva de suprimento de oxigénio ao longo do cultivo
com injecéo de ar comprimido ao biorreator. E possivel verificar que entre 22 e
30 horas o oxigénio fornecido ndo foi suficiente para manter o nivel de

oxigenacao em 30% da saturacao.
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Figura 25: Padrdo de oxigénio dissolvido em cultivo de Pichia pastoris em batelada aerada com ar
comprimido com 100g/L de glicerina loira a 30°C, pH 7, agitacdo e aeracdo variando de acordo com
controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracao de

oxigénio dissolvido em 30%.

O consumo total do oxigénio dissolvido durante o intervalo citado de cultivo
significa que todo o oxigénio fornecido durante esse periodo foi imediatamente
consumido, ou seja, a demanda foi maior que o suprimento. Esse intervalo de

tempo corresponde a fase exponencial de crescimento, onde o metabolismo
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celular encontra-se totalmente ativado (Cereghino et al., 2002). Alguns trabalhos,
como o de Salehmin e colaboradores (2013), mostram um aumento no
crescimento de leveduras e bactérias quando foi adicionado perfluorocarbono, o
gual aumenta a transferéncia de oxigénio para o meio de cultivo, além de

influenciar positivamente na producéo de lipases.

Tendo como objetivo manter a concentracao de oxigénio dissolvido durante a
fase exponencial de crescimento, foi trocado a fonte de aeracdo de ar
comprimido (21% de oxigénio) para oxigénio puro.

A Figura 27 apresenta a curva de suprimento de oxigénio ao longo do cultivo

com injecao oxigénio puro ao biorreator.
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Figura 26: Padrdo de oxigénio dissolvido em cultivo de Pichia pastoris em batelada aerada com oxigénio
puro com 100g/L de glicerina loira a 30°C, pH 7, agitacéo e aeracdo variando de acordo com controle em
cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracdo de oxigénio

dissolvido em 30%.

E possivel verificar que a troca por oxigénio puro foi capaz de manter o nivel de
oxigénio em 30%, como esperado, durante todo o cultivo de P. pastoris no

biorreator.

Na Figura 28 podemos observar as cinéticas de atividade, crescimento celular e

consumo de glicerol ao longo do cultivo de P.pastoris quando ar (A) e oxigénio
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puro (B) foram usados para manter a DO em 30% e na Figura 29 a atividade,

atividade especifica e a produtividades com os dois tipos de aeracdo estédo

comparados.
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Figura 27: Acompanhamento do cultivo em meio minimo com 100g/L de glicerina loira aerado com oxigénio

puro a 30°C, pH 7, agitacdo e aeragéo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-

1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracéo de oxigénio dissolvido em 30%.
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Figura 28: Parametros obtidos ao final do cultivo com aeracéo de ar comprimido e oxigénio puro em meio
minimo com 100g/L de glicerina loira a 30°C, pH 7, agitacdo e aerac¢do variando de acordo com controle
em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracdo de oxigénio

dissolvido em 30%.

Apesar da utilizacdo de oxigénio puro ter sido eficiente ha manutencédo da DO
em 30% da saturacéo (Figura 27), o crescimento celular, e por consequéncia a
producéo da lipase, foram prejudicados. O rendimento de célula por substrato foi
de apenas 0.3 enquanto com ar comprimido chegou a 0.5. A producéo de lip B
e de proteinas também foi inferior (diminuicdo de 4,1 vezes) devido ao menor

crescimento celular (diminuicéo de 1,6 vezes).

A possivel explicacdo para esse resultado pode estar associada a uma maior
formacédo de radicais livres que, em altos niveis leva a morte celular e a forte
correlacdo entre disponibilidade de oxigénio e o metabolismo de lipidios
mostrada por Baumann e colaboradores (2010), onde a biossintese de
importantes componentes de membrana € oxigénio-dependente e portanto o alto
nivel de oxigénio disponivel desestabiliza esse balanco e prejudica o

crescimento celular normal.
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5.8. Estratégias de conducao do cultivo

Na literatura o0 modo de conducao do cultivo em modo batelada alimentada é o
tipo de processo mais utilizado e estudado para producao de diversas moléculas
com Pichia pastoris (Arnau et al., 2010; Garcia-Ortega et al., 2013; Maurer et al.,
2006) e inclusive em escala industrial, como no trabalho de Goldrick e
colaboradores (2015) para producao de penicilina.

A alimentacao por pulso foi escolhida para ser avaliada, visto que € mais simples
de ser conduzida. Inicialmente foi estudado o tempo ideal de adicdo em pulso da
fonte carbono durante o processo. Duas estratégias foram comparadas:
alimentagcao com glicerinaloira ndo esterilizada durante a fase exponencial, onde
as células estdo completamente adaptadas, ativas e a taxa de consumo de
glicerol estd em seu apice; e alimentagdo com glicerina loira ndo esterilizada
apos o esgotamento da fonte de carbono, como é feito em geral, ou seja, com o

metabolismo celular no estado estacionario.

A nédo esterilizacdo da fonte de carbono utilizada no pulso € possivel, neste
processo, pois no momento da adicéo ja ha biomassa suficiente para nao permitir
gue nenhum micro-organismo consiga competir pela fonte de carbono, além de

significar uma reducéo no custo final do processo.

Na Figura 30 é possivel observar as cinéticas de consumo de glicerina loira e
producdo de biomassa e enzima obtidos ao longo do cultivo de uma batelada

alimentada por pulsos utilizando as duas estratégias mencionadas acima.
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Alimentacao ao final da fase exponencial
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Figura 29: Acompanhamento do cultivo em meio minimo com 100g/L de glicerina loira a 30°C, pH 7,

agitacdo e aeracdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 wwm,

respectivamente, a fim de manter a concentrac&o de oxigénio dissolvido em 30%. Area destacada indica o

momento da alimenta¢do. (A) Alimentacao feita ao meio da fase exponencial. (B) Alimentagéo feita ao meio

da fase exponencial.
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Nos gréficos da Figura 30 estdo destacados em cinza 0 momento em que foi
feita a alimentacdo (para fins comparativos foi adicionado apenas 25g/L de
glicerina loira), e pode-se perceber que, no primeiro caso ndo € visto nenhum
aumento de biomassa ou atividade quando comparado a uma batelada normal,
o que indica que todo o glicerol adicionado foi utilizado para manutencao celular
em vez de crescimento, 0 que causou queda no rendimento de célula por
substrato (0,45, neste caso). Ja no segundo caso, o crescimento foi ligeiramente
estendido, como esperado, mantendo o 0,5 de rendimento de célula por
substrato, valor similar ao obtido em uma batelada convencional. Além disso, a
producdo de lipase também sofreu um aumento (20%) em comparacao batelada
convencional (Figura 22 A).

Na Figura 31 é possivel observar que ao se calcular a atividade especifica e a

produtividade, as diferencas entre as duas estratégias ficam mais evidentes.
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Figura 30: Parametros obtidos ao final do cultivo apds alimentacdo em diferentes momentos da fase
exponencial de crescimento em meio minimo com 100g/L de glicerina loiraa 30°C, pH 7, agitacéo e aeracdo
variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter

a concentragao de oxigénio dissolvido em 30%.
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Estes resultados parecem estar relacionados ao estresse nutricional ocasionado
pela exaustao do glicerol por 16 h, quando o pulso foi introduzido ao reator. Neste
tempo de cultivo (40h) a atividade enzimética ja se encontrava em declinio
possivelmente pela producao de proteases associada a falta nutriente e a adicédo
de substrato nao foi capaz de reverter o processo de estresse celular ocasionado
pela privacdo da fonte de carbono, este fenbmeno também foi observado por
Freire e colaboradores (1997) que relacionaram a perda de atividade lipolitica
em culturas de Penicillium restrictum com o aumento da atividade proteolitica

apos o esgotamento da fonte de carbono no meio.

Além da estratégia da fase de crescimento ideal para adicdo de substrato, a

concentragéo da alimentacdo também foi estudada.

Tendo como referéncia a concentracdo maxima de glicerol que né&o inibe o
processo (100 g/L), bateladas alimentadas com pulso de concentragdes distintas
foram feitas, iniciando-se com a concentracdo ja definida e alimentando-as,

durante a fase exponencial com 25, 50, 75 e 100 g/L.

A Figura 32 apresenta os parametros de atividade, atividade especifica,
produtividade e Y p/x calculados em cada uma das bateladas alimentadas com

as diferentes concentracdes citadas acima.
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Figura 31: Parametros obtidos ao final do cultivo ap6s alimentagdo ao meio da fase exponencial com
diferentes concentragdes (25, 50, 75 e 100 g/L) em meio minimo com 100g/L de glicerina loira a 30°C, pH
7, agitacdo e aeracdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm,

respectivamente, a fim de manter a concentracao de oxigénio dissolvido em 30%.
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Como a lipase produzida neste caso esta associada a um promotor constitutivo,
ter uma maior concentragao de fonte de carbono consumida ao final do processo
significa uma maior concentragdo celular portanto, maior concentracdo de

enzima no meio de cultivo.

Na pratica o que se observou foi um ligeiro aumento em relagéo a atividade e
atividade especifica. J& em termos de produtividade essa diferenca é mais
explicita e € acompanhada pelo rendimento de célula por produto, sendo a
alimentacao de 100 g/L a que apresenta maiores produtividades.

Outra diferenca significativa entre os resultados deste experimento (pulsos com
75 e 100 g/L) € que, quando a glicerina loira é alimentada na concentracéo de
100 g/L, a concentracao final, depois da alimentacdo, ultrapassa a inicial e
mesmo assim ndo ocorre o fendbmeno de inibicdo pelo substrato, devido ao
rapido consumo da glicerina loira pois o metabolismo de duplicacéo e respiracao
celular ja estd totalmente ativo como demonstrado em Cereghino e
colaboradores (2002) e a concentracdo de fonte de carbono abaixa
rapidamente, ndo causando a inibicao (diferente de quando uma concentracao

mais alta é utilizada inicialmente e a célula ainda esta em fase de adaptacao).

5.9. Escalonamento da Producéao

Inicialmente o estudo de aumento de escala para producdo de qualquer
biomolécula ndo depende somente de uma otimizacdo em menor escala.
Normalmente, € necessario verificar a influéncia da geometria do biorreator e se
a reologia do meio de cultivo se mantera a mesma com o aumento da escala de
cultivo. Deste modo, um ensaio foi conduzido no biorreator da Infors mostrado
na Figura 33 (100 L de volume atil) em meio minimo com 100g/L de glicerol a
30°C, pH 7, agitacdo e aeracdo com ar comprimido variando de acordo com
controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, para
manutencdo da concentracdo de oxigénio dissolvido em 30%, conforme as

melhores condi¢cfes estudadas obtidas em biorreator de bancada.
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Uma consideragcdo importante precisa ser feita sobre este ensaio, 0 reator
utilizado estd instalado no Laboratorio de Bioprocessos do Programa de
engenharia quimica da COPPE que € distante de onde 0s outros ensaios foram
feitos e, por motivos técnicos, ndo foi possivel fazer o pré-indculo para este reator
no mesmo local. Isto significa que o pré-indculo foi bombeado e transportado em
recipiente autoclavado de um local a outro, ficando cerca de 15 minutos sem

aeragao ou oxigenacao.

Na Figura 34 podemos ver os padrdes de oxigénio dissolvido, temperatura, pH,
agitacdo e aeracao que foram obtidos durante a cultivo em biorreator de 100L.

Figura 32: Biorreator em escala piloto utilizado da marca infors
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Figura 33: Acompanhamento das variaveis de processo em meio minimo com 100g/L de glicerol a 30°C, pH
7, agitacdo e aeragdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm,
respectivamente, a fim de manter a concentracao de oxigénio dissolvido em 30%. (verde escuro) agitacao.

(azul) pH. (amarelo) temperatura. (rosa) Oxigénio dissolvido. (verde claro) aeracéo.

O padrao de resposta de todas as variaveis de processo foi equivalente as
obtidas no reator de 5 L, como pode ser visto da Figura 34. Uma pequena
oscilacao do pH ocorreu ao final do processo, devido ao esgotamento da solucéo
de hidréxido de amonio usada para o controle durante a noite. Esta oscilagéo de
duas unidades de pH pode ter desnaturado parte das enzimas produzidas, uma

vez que a estabilidade desta é baixa de pHs acidos (Lattari, 2011).

Pequenos picos de temperatura ocorreram devido ao tempo de resposta do
banho de recirculacéo ser lento. As demais variaveis de controle responderam
satisfatoriamente a cascata definida e o consumo de oxigénio dissolvido

manteve no padrao obtido em menor escala.

Na Figura 35 estdo apresentadas as cinéticas de crescimento de biomassa,

producéo de lipase e proteina total, além do consumo de glicerol e nitrogénio.
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Cinética em escala piloto
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Figura 34: Acompanhamento do cultivo em meio minimo com 100g/L de glicerina loira em escala piloto a
30°C, pH 7, agitacao e aeracdo variando de acordo com controle em cascata entre 250-700 rpm e 0-1 wm,

respectivamente, a fim de manter a concentracao de oxigénio dissolvido em 30%.

Mesmo nas mesmas condi¢cdes que 0S experimentos anteriores, a taxa de
consumo de glicerol foi duas vezes maior que no reator de bancada mas o tempo

de adaptacao celular foi o mesmo (em torno de 18 h). A biomassa atingiu 49 g/L,
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mantendo o Y x/s em 0,5 e a producdo de lipase e a de proteinas totais
proporcionais e acompanhando o crescimento. O nitrogénio se manteve estavel
durante o tempo de fermentacdo, indicando que n&o houve restricdo do
crescimento devido a falta desta molécula e sua taxa de consumo se manteve a

mesma que no reator de 5 L.

A Figura 36 mostra atividade, atividade especifica, produtividade e rendimento
de produto por célula (Y p/x) comparativamente entre bateladas em biorreator de

bancada e em escala piloto.
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Figura 35: Parametros obtidos ao final do cultivo em batelada em escala piloto em meio minimo com 100g/L
de glicerina loira em escala piloto a 30°C, pH 7, agitacao e aeracdo variando de acordo com controle em
cascata entre 250-700 rpm e 0-1 vvm, respectivamente, a fim de manter a concentracdo de oxigénio

dissolvido em 30% em comparacdo a uma batelada no biorreator de 5L nas mesmas condicdes.

Os parametros de fermentacéo obtidos em maior escala foram significativamente
menores que 0s obtidos no biorreator de 5 L. A produtividade e a atividade
diminuiram 15 e 37%, respectivamente, assim como o rendimento de produto
por célula e atividade especifica que foram 1,4 e 2,6 vezes menor em escala

piloto. No entanto, somente uma fermentacao pdde ser feita nesse sistema e o
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inconveniente de transporte e do controle de temperatura citados anteriormente

impossibilitaram a obtencéo de condi¢cdes operacionais comparativas.

6. Conclusao

Na Tabela 5 encontra-se sumarizado a diminuicdo do preco por litro de meio
obtida ao longo deste trabalho com as respectivas produtividades obtidas em
batelada a 30°C e 40g/L de fonte de carbono.

Tabela 5: Comparacéo do preco por litro dos diferentes meios de cultivo utilizados ao longo do trabalho e

as produtividade obtidas nas respectivas condicoes.

Preco -
(R$/L) Produtividade (U/g.h)
YPD 2% 51,78 9,7
BSM com glicerol 577 11,4
Melo_ minimo com 1,63 12.1
glicerina loira

Apo6s definir o meio de cultivo com melhor custo x beneficio e utiliza-lo para
estudos posteriores, foi possivel aumentar a produtividade de 10,0 U/g.h e
atividade de 2479 U/L em um meio de cultivo rico e de alto custo e alcancar,
respectivamente, 16,3 U/g.h e 28733 U/L de produtividade e atividade em um
meio quimicamente definido e de menor custo. Este progresso se deu devido a
verificagdo do desempenho de um meio minimo de sais para o cultivo; a
utilizac&o de residuo como fonte de carbono (glicerina loira); ao estabelecimento
da concentracéao inicial de substrato ideal (100 g/L); a escolha da temperatura
ideal de trabalho (30°C); e o uso de batelada alimentada como modo de
conducéo de cultivo. Atroca do gas de aeracao também foi estudada, no entanto,

nao houve contribuicdes positivas ao aerar o biorreator com oxigénio puro.

Além disso, foi possivel verificar que 0 aumento da escala da producédo de lipase
B com promotor constitutivo em Pichia pastoris ndo sofreu influéncias da reologia
do meio, fornecendo bons resultados e, portanto, mostrando que esta producéo

tem potencial para futuro aumento de escala.
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7. Perspectivas Futuras

e Conduzir batelada alimentadas em escala piloto a fim de verificar se sera
alcancada a mesma produtividade obtida por este modo de conducgao
em biorreator de 5L;

e Explorar outras estratégias de alimentagdo como mudultiplos pulsos,

constante e exponencial;

e Diminuir a fase de adaptacédo celular através da transferéncia imediata
do pré-inéculo em escala piloto e estratégias diferentes de alimentacéo,
como iniciar com menor concentracao de glicerol e fazer alimentacéo

sucessivas até atingir a concentracao final desejada.

¢ Novas modificacGes genéticas na cepa buscando a superexpressao da

lipase B de Candida antarctica;

e Elaborar uma metodologia para o acompanhamento da concentracdo de

glicerol em tempo real;

e Aplicar um controle de alimentacdo por feedback baseado na

concentracao de glicerol;

e Utilizar um sistema de mistura de gases (ar comprimido e oxigénio puro)
para suplementar oxigénio durante a fase exponencial de crescimento
sem que haja deficiéncia do crescimento devido a resposta do

metabolismo oxidativo;

e Implementar um sistema de oxigenacao nao-dispersiva para o cultivo a
fim de diminuir a formacdo de espuma no meio reacional e com isso

evitar a necessidade da utilizacdo de antiespumante.
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