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RESUMO 

Os biocombustíveis drop-in são constituídos de biohidrocarbonetos (ou hidrocarbonetos 

renováveis), formados por cadeias médias e longas de alcenos/alcanos, os quais apresentam 

composições químicas e características físicas semelhantes aos combustíveis convencionais de 

petróleo. Essas propriedades garantem o compartilhamento da infraestrutura já utilizada na 

distribuição da gasolina, diesel e combustível de aviação e compatibilidade com os atuais 

motores dos veículos de transporte rodoviário, marítimo e aéreo. Entretanto, um dos maiores 

desafios para a produção de drop-in a partir de biomassas vegetais é a presença de 

intermediários oxigenados, uma vez que, o oxigênio presente na estrutura química do 

biocombustível pode danificar peças e motores dos veículos. Atualmente, a desoxigenação 

ocorre via processos termoquímicos baseados no uso de hidrogenação (grande quantidade de 

H2), altas temperaturas e metais pesados. Esses processos são agressivos ao meio ambiente, o  

que se faz necessário estudos de rotas biológicas mais brandas que cause menos dano ambiental. 

Com isso, a identificação e o completo entendimento de enzimas capazes de produzir 

alcanos/alcenos se tornam cada vez mais fundamentais, como foi recentemente enfatizado em 

uma publicação na Science – “Enzymes make light work of hydrocarbon production (Scrutton, 

2017). Nos últimos anos, a descarboxilase/peroxigenase denominada OleTJE pertencente à 

família 152 da superclasse P450 ganhou grande notoriedade das comunidades científica e 

industrial devido ao fato de apresentar uma propriedade única que é remover o oxigênio do 

ácido graxo de cadeia longa (C12-C20), produzindo como produto, 1-alceno. No entanto, ainda 

pouco se conhece sobre a mecanística funcional/molecular das peroxigenases, visto que poucas 

enzimas dessa família foram reportadas até o momento. Diante do exposto, esse projeto de 

pesquisa propõe descobrir e explorar novas peroxigenases P450 que são funcionalmente ativas 

na descarboxilação de ácidos graxos. Com o referido projeto, pretendemos entender a 

especificidade à diferentes cadeias de ácidos graxos de novas peroxigenases já isoladas em 

nosso laboratório. Para isso, utilizaremos uma combinação de métodos espectroscópicos e 

bioquímicos que já são extensivamente utilizados em nosso grupo de pesquisa. Nosso grupo é 

um dos pioneiros na elucidação dessa nova família de P450 e poderemos contribuir para gerar 

conhecimento inédito e relevante para a área de biotecnologia industrial.  
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1. FUNDAMENTAÇÃO CIENTÍFICA  

 

1.1.  Potencial aplicação biotecnológica das enzimas citocromos P450 

 

Os citocromos P450 (P450s ou CYPs) são uma superfamília de enzimas mono -

oxigenases que contém o grupamento heme e estão presentes em archaea, bactérias e eucariotos 

(Munro et al., 2018). Essas enzimas participam do metabolismo oxidativo de esteroides, ácidos 

graxos, prostaglandinas, leucotrienos, aminas biogênicas, feromônios e metabólitos de plantas, 

além de metabolizarem inúmeras drogas, químicos carcinógenos, mutagênicos e outros 

contaminantes ambientais (Nebert & Gonzalez, 1987). Alguns exemplos de reações catalisadas 

pelas P450: oxidação alifática, desalogenação oxidativa/redutiva, N-hidroxilação, N-oxidação, 

formação de sulfóxidos, N-S-O-desalquilação, oxidação alifática, hidroxilação aromática, 

hidroxilação, descarboxilação (Meunier et al., 2004). Sendo assim, estão envolvidas em 

diversas aplicações das diferentes áreas biotecnológicas, como biorremediação, agricultura e 

desenvolvimento de fármacos (Liu et al., 2014; Guengerich et al., 2017). A maioria das P450s 

catalisa a cisão redutiva do dioxigênio ligado ao seu ferro heme, contando com a entrega de dois 

elétrons doados via parceiros redox (Denisov et al., 2005). Por outro lado, outras são conhecidas 

catalisar a oxidação do substrato por meio do mecanismo conhecido como “peroxide shunt”, no 

qual o H2O2 converte o substrato ligado diretamente. Em muitas P450s, essa reação é ineficiente 

ocorrendo um dano oxidativo a proteína e ao seu grupamento heme. Entretanto, algumas P450s 

evoluíram no uso eficiente do mecanismo de “peroxide shut” para oxidar seus substratos 

(Groves, 2006; Rittle & Green, 2010). Esse é o caso das peroxigenases P450 da f amília 152 

(CYP152). As CYP152 são um subgrupo das P450 que evoluíram em micróbios para catalisar o 

metabolismo oxidativo de ácidos graxos usando peróxido de hidrogênio como única fonte de 

oxigênio e agente oxidante ao invés de sistemas dependentes da redução de co-fatores e 

dioxigênio (O2), tornando o processo menos complexo (Wang et al., 2017; Munro et al., 2018). 

Supõe-se que essas enzimas tenham evoluído em procariontes antigos em um ambiente 

desprovido de oxigênio, mas relativamente rico em peróxido de hidrogênio e outros compostos 

orgânicos peroxigenados (Mattews et al., 2017).  

Até meados de 2011, as duas principais peroxigenases representantes da família 

CYP152 eram as: P450SPα (CYP152A1) isolada de Sphingomonas paucimobilis (Matsunaga et 

al., 1996; Matsunaga et al., 1997) e a P450BSβ (CYP152B1) oriunda de Bacillus subtilis 

(Matsunaga et al, 1999), com identidade na sequência de aminoácido de 44% entre si. 

Tipicamente, a P450SPα catalisa a reação específica de α-hidroxilação de ácidos graxos, 
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enquanto que a P450BSβ apresenta catálise tanto de α-hidroxilação quanto de β-hidroxilação de 

ácidos graxos, tendo uma proporção de 40:60 (α:β). Em 2011, houve a descoberta da 

peroxigenase/descarboxilase OleTJE (CYP152L1) isolada do microrganismo Jeotgalicoccus sp. 

8456 por meio de engenharia reversa, capaz de predominantemente catalisar a descarboxilação  

de ácidos graxos e produzir alcenos (Rude et al., 2011). Em 2014 foi publicada (Belcher et al. , 

2014) a primeira estrutura tridimensional da OleTJE (41% de identidade na sequencia primária 

com as outras peroxigenases P450BSβ e P450SPα) e a partir daí pesquisadores de grupos de 

pesquisa internacionais estão se esforçando para entender o mecanismo dessa catálise além de 

encontrar outras peroxigenases que possuem preferencialmente atividade de descarboxilação 

devido à importância industrial do produto gerado (Yan et al., 2015; Wang et al., 2016; Herman 

& Zhang 2016; Fang et al., 2017; Matthews et al., 2017; Xu et al., 2017; Albertolle et al., 2018; 

Girvan et al., 2018; Yu et al., 2019). Para constar, descarboxilar ácidos graxos para a produção 

de alcenos pode contribuir para solucionar um dos maiores entraves da produção de 

biocombustíveis drop-in, já que há a remoção do oxigênio da cadeia. 

 

2. OBJETIVO GERAL 

 
A proposta desse projeto é entender os mecanismos moleculares da atividade de 

descarboxilação de novas peroxigenases P450 da família 152, em diferentes cadeias de ácidos 

graxos. Sendo assim, os objetivos específicos contemplam: 

 

2.1 Produção das enzimas em plataforma bacteriana 

2.2 Purificação por cromatografia líquida para obtenção de enzimas solúveis com alta 

pureza;  

2.3 Caracterização espectroscópica das heme-proteínas purificadas;  

2.4 Ensaios de atividade enzimática para diferentes substratos ácidos graxos (C12-C20)  
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3 PLANO DE TRABALHO  

 

Atividades 
Objetivo 

Específico 

Trimestre 

Primeiro Segundo Terceiro Quarto 

Produção enzimática em diferentes 

cepas de bactéria, temperatura, tempo 

e concentração de indutor 
1 

    

Ensaios cromatográficos para a 

purificação de enzimas em diferentes 

colunas de afinidade, troca iônica e 

exclusão molecular 

2 

    

Caracterização espectroscópica  
3 

    

Ensaios enzimáticos 
4 

    

 

4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

Para a execução desse projeto de pesquisa, serão realizados experimentos que envolvem 

ferramentas de biologia molecular, bioquímica, biofísica molecular e estrutural (Zanphorlin et 

al., 2010; Zanphorlin et al., 2011; Santos et al., 2014; Zanphorlin et al., 2014; Zanphorlin et al., 

2016a; Zanphorlin et al., 2016b; Santos & Zanphorlin, 2016; Ramos et al., 2016; Adão e 

Zanphorlin et al., 2019; Zanphorlin et al., 2019).  
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