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RESUMO

Com o mercado de enzimas aquecido nos Ultimos anos o interesse para producdo de
enzimas recombinantes cresce também. A utilizacdo de meios de baixo custo e que reutilizem
subprodutos gerados por outras industrias, como a de biocombustiveis, é vital para a
expansao sustentavel de novas tecnologias que agreguem valor aos seus produtos. Neste
cendrio a utilizacao da glicerina loira para producao de uma lipase recombinante une estas
duas vertentes gerando um produto com ampla gama de utilizacdo em diversos setores
industriais. Este trabalho teve como objetivo estudar a producgdo de lipase B de Candida
antarctica expressa em Pichia pastoris com a insercdo do promotor constitutivo pPGK, o
estudo da melhor concentracgéo inicial de fonte de carbono (glicerina loira) juntamente com
a alimentacdo em batelada por pulsos possibilitou um grande aumento na producéo (8,3

vezes) desta enzima, chegando a atingir uma atividade lipasica de cerca de 50.000U/L em
76h de cultivo.
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INTRODUCAO

O mercado de enzimas j& movimentou 4,8 bilhGes de ddlares em 2013, segundo
relatorio do Business Communications Company Incorporated e a projecéo é que cresca 6,3%
ao ano até 2022. Dentre os diversos tipos de enzimas comercializadas, as lipases (EC 3.1.1.3)
representam 5% deste montante e sua parcela deve aumentar para 6,2% em até 2017 (Grupo
Freedonia, 2014). Para a expressao eucariotica da lipase B de Candida Antarctica a levedura
Pichia pastoris foi escolhida pois é uma excelente plataforma, amplamente utilizada, que nao
requer meio de cultura complexos, pode atingir alta densidade celular, é capaz de realizar
modificacbes pds-traducionais e, além disso, prefere o metabolismo aerdébio (Cregg et al.,
2000).

O promotor mais utilizado em transformacgdes de enzimas recombinantes em Pichia
pastoris € 0 AOX1 (Macauley-Patrick et al., 2005), no entanto, a producdo neste caso precisa
ser induzida pela adigdo de metanol como fonte de carbono no meio de cultivo apds o
crescimento da biomassa. A necessidade da utilizacdo de metanol ¢ um fator preocupante
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quando se considera 0 aumento de escala da producdo, pois hd necessidade de medidas de
seguranga mais restritas que, em geral, elevam o custo do bioprocesso (Kim et al., 2013). Para
contornar este problema, a utilizacdo de promotores constitutivos, como 0 pGAP ou pPGK,
podem ser excelentes opgOes (Wang et al., 2012; Garcia-Ortega et al., 2013).

Visando obter um meio de cultivo para este micro-organismo de baixo custo, com alta
produtividade e em consonéncia com a quimica verde, torna-se interessante o uso de residuos
e/ou coprodutos agroindustriais. Neste contexto, apenas a producdo de biodiesel no Brasil
gera cerca de 300 mil toneladas por ano de glicerina loira com tendéncia de aumento de 5,7%
a.a., segundo ANP. Este coproduto pode ser aproveitado como fonte de carbono em diversos
bioprocessos aumentando seu valor agregado na cadeia do biodiesel. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo estudar a producéo de lipase B de Candida antarctica em Pichia
pastoris visando a diminui¢do do custo de producgédo e aumento de produtividade utilizando
este coproduto da industria do biodiesel.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo: O microrganismo utilizado neste trabalho foi a levedura Picha
pastoris da linhagem selvagem X-33 transformadas pela insercdo de um vetor de expressao
constitutiva pPGKA3 PRO LIPB, construido a partir de um gene sintético de lipase B de
Candida antarctica (LipB) (Castro et al, 2011).

Meios de cultivo: O meio de cultivo utilizado para fermentacdo foi o utilizado por
Maurer e colaboradores (2006) e a composicdo do trago de sal apresentada por Zhang e
colaboradores (2007).

Processo fermentativo: O biorreator utilizado foi da marca New Brunswick, modelo
Bioflo 310 de 7L. Durante o processo fermentativo tentou-se manter, por meio de um controle
em cascata, o nivel de saturacdo de oxigénio em 30%, com agitacdo variando entre 250-700
rpm e a vazdo de gas entre 0-1 vvm. A temperatura foi mantida a 30°C e o pH de trabalho foi
controlado em 7 com H2S04 5% e NH40H 20%.

Glicerina loira: O oriunda da producéo de biodiesel de soja, foi cedida pela Petrobrés e
possui 84% de pureza, menos que 1000 ppm de metanol e 7 g/L de NaCl em sua composicéo.

Analises, estocagem e indculo: Medidas de biomassa, concentracdo de glicerol e
atividade lipasica espectrofotométrica e titulométrica foram medidos de acordo com
metodologia descrita por Robert (2015).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Visando a utilizacdo de materiais “ecofriendly”, a substituicdo do glicerol por outra
fonte de carbono, a glicerina loira, foi estudada em concentragdes crescentes partindo da
concentragcdo mais utilizada na literatura (Jahic et al., 2003), 40g/L, em bateladas distintas.

A Tabela 1 mostra a concentracdo celular final, os rendimentos, a produtividade, a
atividade e taxa especifica de crescimento obtido para as diferentes concentragdes de

glicerina loira utilizada.
Tabela 1: Pardmetros fermentativos obtidos da fermentacdo de Pichia pastoris para produgéo de lip B de Candida
antarctica com meio minimo utilizando glicerina loira como substrato em diferentes concentracdes.

40g/L 60g/L 80g/L 100g/L 150g/L
Biomassa (g/L) 15,7 33,9 39,6 50,3 62,9
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Yx/s (g/g) 0,39 0,55 0,53 0,50 0,42
Yp/x (U/g) 383 493 480 546 392
Qp (U/g.h) 18,24 18,97 15,02 13,33 8,71
Atividade (U/L)  6.013 16.745 19.042 27.491 24.662
u(h?) 0,21 0,18 0,17 0,23 0,19

A concentracdo celular aumentou progressivamente nas concentracGes de 60, 80 e
100g/L, entretanto, o rendimento de biomassa por substrato ficou em torno de 0,5 g/g, que é o
valor normalmente reportado para o crescimento desta levedura em glicerol como fonte de
carbono (Calik et al.,, 2015). Por outro lado, a produtividade decai com o aumento da
concentracdo devido ao maior tempo de cultivo necessario para o esgotamento do glicerol (em
torno de 21h até 60g/L chegando as 60h na fermentacdo de 150g/L). A atividade lipasica,
aumenta gradualmente até a concentracdo de 100g/L de glicerina e sofre uma queda de 13%
na concentracdo de 150g/L. A Figura 1 apresenta a cinética de crescimento de biomassa,
atividade de lipB e consumo de glicerol em meio minimo, no cultivo com 100g/L de glicerina
loira (Tabela 1).

150 7 200
=S= Biomassa (g/L)

’_T === Glicerol (g/L)
o =S=  Atividade (U,/L) 150 5
» 1004 =
s o
0 a
o -100 o
= c
o 504 E
© ~
o 50 :
o
O

Tempo (h)

Figura 1: Progressdo da fermentacdo de Pichia pastoris utilizando meio minimo com 10% de glicerina loira como
substrato a 30°C, pH 7 e controle em cascata variando agitacéo entre 250-700 rpm e aeracéo entre 0-1 vvm.

E possivel observar que a producio é associada ao crescimento, como esperado devido
ao uso de um promotor constitutivo. A fase lag se estendeu por mais 7 horas quando
comparado a batelada de 40 g/L.

Uma estratégia para aumentar a produtividade e manter o cultivo em elevadas
densidades celulares é a implementacdo da alimentacdo em pulsos da fonte de carbono (Jahic
et al., 2003). A fim de determinar se somente um pulso de alimentagdo geraria ou ndo alguma
inibicdo celular foi feita a alimentagdo com um pulso de 100g/L e quatro pulsos separados de
25 g/L, partindo de uma batelada com 100 g/L iniciais de glicerina loira. Os resultados

comparativos estdo sumarizados na Tabela 2.
Tabela 2: Paré@metros fermentativos obtidos da fermentacdo de Pichia pastoris para producéo de lip B de Candida
antarctica com meio minimo utilizando 10% de glicerina loira inicial e pulsos somando 100 g/L.

4 pulsosde 25 g/L. 1 pulso de 100 g/L
Biomassa (g/L) 102,84 79,73
Yx/s (9/9) 0,46 0,45
Yp/x (U/g) 561,34 472,96
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Qp (U/g.h) 7,74 10,26
Atividade (U¢/L) 50040 37709
u(h™) 0,14 0,19

A divisdo da concentragéo total (100g/L) de glicerina em quatro pulsos permitiu que o
glicerol introduzido fosse consumido rapidamente e ocorreu um aumento de 18,6% no
rendimento e na concentracdo celular. A atividade lipasica final foi 32,7% maior
comparativamente a batelada com um pulso. Somente a produtividade decaiu cerca de 24,6%
devido ao aumento do tempo total de fermentacéo.

CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou a viabilidade de utilizacdo de um coproduto da industria do
biodiesel para a obtencdo de um bioproduto de alto valor agregado e ampla utilizagdo
industrial como a lipase B de Candida antartica. O aumento da concentracdo inicial de
glicerina loira nos cultivos para 100 g/L possibilitou um aumento de 357% na atividade
lipasica quando comparada com o normalmente encontrado na literatura (40g/L). Além disso,
a estratégia de batelada com quatro pulsos levou a um aumento de 32,7% na atividade
comparativamente a batelada com um pulso.
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