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16 
Biotecnologia Microbiana 

Nelson Lima 

INTRODU<;:AO 

Durante seculos OS alimentos fermentados 
(e.g. vinho, vinagre, "sauerkraut" e iogurte) 
foram produzidos por microrganismos des­
conhecidos. S6 no fim do seculo passado e que 
os principios da microbiologia comec;aram a 
ser compreendidos, permitindo a cultura indi­
vidual das especies e o desenvolvimento de 
processos de produc;ao em grande escala. Estas 
primeiras aplicac;oes de microrganismos se­
leccionados para processos especfficos deram 
origem a biotecnologia das fermentac;oes. 

A industria moderna de fermentac;oes, com 
estirpes seleccionadas e geneticamente me­
lhoradas produz milh6es de toneladas por ano. 
de compostos titeis. Podemos definir quatro 
principais classes de compostos produzidos 
pela industria: metabolitos primdrios; meta­
bolitos secunddrios; enzimas e microrganis­
mos. No Quadro 16. l estao compilados exem­
plos destes compostos, pertencentes a estas 
principais classes, produzidos por diferentes 
microrganismos, bem como as suas respec­
tivas aplicac;oes industriais. A Figura 16.1 
evidencia uma estimativa da distribuic;ao das 
diferentes quatro grandes classes de enzimas 
microbianas produzidas pela indtistria: pro­
teases, carbohidrases, lipases e uma miscelanea 
de outras enzimas para fins analfticos, farma­
ceuticos e cientfficos. 

A biotecnologia e uma area de aplicac;ao 
do conhecimento das ciencias da vida. A sua 
tecnologia envolve a aplicac;ao de organismos 
ou componentes celulares para servir a indus­
tria qufmica e farmaceutica, servir a tecnologia 
alimentar e ambiental, e servir outras areas tais 

como, a agricultura, a energia, a recuperac;ao 
de metais, etc. As principais etapas por nos 
consideradas num processo biotecnol6gico e as 
suas interdependencias estao representadas na 
Figura 16.2. 

MATERIA-PRIMA 

A materia-prima (Figura 16.2) utilizada 
como substrato para transformac;ao constitui 
um aspecto importante a considerar tendo em 
atenc;ao a sua adequabilidade ao processo, a 
sua abundancia e o seu custo. Neste sentido, 
tem-se procurado utilizar desperdfcios, efluen­
tes ou subprodutos de outras actividades que a 
nao serem aproveitados e reconvertidos cons­
t~tuiriam eles pr6prios uma seria ameac;a 
a;Tibiental. Resfduos celul6sicos, efluentes da 
ind~Stria dos lacticinios, hidrocarbonetos, entre 
outros, tern sido utilizados com vista a obter 
produtos de alto valor acrescentado. 

ESTERILIZA<;:AO 

A esterilizac;ao (Figura 16.2) da materia­
-prima nem sempre e necessaria num processo 
biotecnol6gico, principalmente quando o sis­
tema e aberto. Temos, por exemplo, o caso 
do tratamento biol6gico de aguas residuais e 
a compostagem. Nestes casos, o controlo dos 
COntaminantes e feito naturaimente OU por 
manipulac;ao das condic;oes ambientais. No 
entanto, a partir dos anos 40, com o advento 
de novas tecnicas e controlos de engenharia 
com vista ao aumento dos rendimentos e a 
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3 12 MICROBIOLOGIA 

Quadro 16.1 
Principais produtos com interesse industrial produzidos par microrganismos 

Classes Produtos Aplica~iles Microrganismos 

Acidulante, 
Ac. cftrico Antioxidante e Aspergi/lus niger 

Detergentes 
Ac. gluconico lndustria Aspergillus sp. 
e gluconato de c:ilcio farmaceutica Penicillium sp. 

Ac. itac6nico 
Detergentes e Aspergillus iraconicus 
Plasticos Aspergillus re~reus 

Ustilago zeae 

Metabolitos Ac. fumarico Acidulante Rhizopus arrhizus 
Primaries Candida blankii 

Ac. glutamico 
Aspergillus oryzae 

lndustria alimentar Penicillium chrysosenum 
Rhodotoru/a glutinis 
Cephalosporium sp. 

Triptofano lndustria alimentar Hansenu/a anomala 
Etanol Bebidas e Saccharomyces cerevisiae 

Solventes Zymomonas sp. 

Penicilinas G e V lndustria farmaceutica Penicillium chrysogenum 

Metabolites Penicilina N lndustria farmaceutica Emericel/opsis sp. 

Secundarios Cefalosporina C lndustria farmaceutica Cephalosporium acremonium 
Ac. fusfdico lndustria farmaceutica Fusidium coccineum 

Produ9ao de :icido 
Glucose oxidase gluconico e bebidas Aspergillus niger 

dieteticas 
a-Amilase Panifica~ao Aspergil/us oryzae 

Bacillus srearorhermoohilus 

13-Glucosidase Sacarificac;ao Trichoderma reesei 
Celulases Indlistria alimentar Trichoderma reesei 

Ce/lulomonas sp. 

Enzimas Lipases lndustria alimentar Mucor sp. ,, Rhizopus sp. 
Pectinases C!arificac;:io de, Aspergillus sp. 

sumos de fruta Borrytis cinerea 
Proteases Detergentes e Aspergil/us oryi;ae 

Panificac;ao Bacillus licheniformis 
lnvertase Preparac;:io de Saccharomyces sp. 

chocolates e caramelo 
Lactase lndustria alimentar Aspergillus niger 

Kluyveromyces lactis 

Protefna (Single Cell Alimemac;ao Fusarium sp. 
Protein • SCP) animal Candida utilis 

Microrganismos Paecilomyces sp. 
Cogumelos lndustria alimentar Agaricus campestris 

Leveduras Panificac;ao Saccharomyces cerevisiae 

obtem;ao de produtos de quimica fina (e.g. 
enzimas, vitaminas e antibi6ticos), a este­
rilizai;iio tornou-se parte integrante dos pro­
cessos biotecnol6gicos. Assim, com este pro­
cesso, evita-se a invasao de microrganismos 
contaminantes que, por competii;iio com os 
microrganismos industriais, afectariam a re-

lai;iio dos nutrientes disponiveis. Evita-se, 
igualmente, que a composii;ao final dos pro­
dutos desejados seja alterada pela preseni;a de 
produtos contaminantes ou ainda, que se 
verifique degradai;iio do produto desejado (e.g. 
a libertai;iio pelos microrganismos conta­
minantes de proteases extracelulares pode levar 
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Figura 16.1 - Distribui9ao mundial da produ9ao industrial das enzimas microbianas. A e B representam, 
respectivamente, a distribui9ao das carbohidrases e proteases. 

a degradai;:ao das enzimas que se desejam 
produzir). Associado a todo o processo de 
esterilizai;:ao do fermentador e do meio de 
cultura e necessario assegurar a pureza do 
in6culo a usar no processo fermentativo, bem 
como assegurar uma boa pratica laboratorial 
que permita a que o manuseamento seja feito 
em condii;:oes de assepsia. 

RASTREIO E SELEC\:AO 

O rastreio e seleci;:ao dos microrganismos 
(Figura 16.2) e. no nosso ponto de vista, uma 
das etapas deste processo mais importances e 
condicionantes. Sabendo da existencia de 
milhares de microrganismos e tarefa diffcil 
organizar programas de rastreio bem desenha­
dos que permitam identificar e seleccionar os 
microrganismos com as potencialidades pre­
-definidas. A seleci;:ao de uma estirpe apro­
priada entre uma enorme variedade de especies 
naturais de microrganismos requer um conhe­
cimento geral de microbiologia combinado 
com conhecimentos de bioqu!mica que per­
mitam saber como procurar o microrganismo 
e aonde o procurar. 

Neste sentido, os contributos pioneiros 
de Martinis W. Beijerinck com a utilizai;:ao 

de culturas de enriquecimento para o iso­
lamento de microrganismos com proprie­
dades metab6licas especificas e de Albert 
J. Kluyver com a utilizai;:ao de estudos com­
parativos de bioqufmica, e a sua conse­
quente origem de estudos de fisiologia mi­
crobiana, marcaram definitivamente a me­
todologia moderna de qualquer programa 
de rastreio industrial de microrganismos 
(Figura 16.3). 
' . Pelo que acabamos de referir, estamos a 

defender o rastreio racional onde existem 
criterios de pre-seleci;:ao e um programa de 
rastreio bem definidos que nos permitam 
seleccionar com simplicidade, especificidade, 
rapidez e baixos custos, um grande mimero de 
microrganismos com o fen6tipo desejado e 
obter o produto industrialmente procurado. 
Pelo contrario, nao defendemos o rastreio 
aleat6rio e nao selectivo por este envolver um 
enorme ntimero de isolamentos, ensaios e 
dispendio de tempo e de dinheiro. Do exito de 
um programa de rastreio e da correcta seleci;:ao 
de uma estirpe, depende, normalmente, as 
taxas obtidas do produto desejado criando um 
retorno financeiro compensador para a in­
dtistria. Encontrado o microrganismo pro­
curado o passo seguinte e melhorar as suas 
capacidades. 

© LIDEL - EDl<;CES TECNICAS 
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Figura 16.2- Organigrama de um processo biotecnol6gico. 

GENETICA APLICADA 

A genetica aplicada (Figura 16.2) permite 
realizar modifica96es no microrganismo se­
leccionado para este produzir mais do produto 
desejado ou mesmo, mais recen_temente, pro­
duzir novas produtos. Neste sentido, um longo 
e frutuoso trabalho tern sido realizado re­
correndo a tecnicas convencionais de genetica: 
mutagenese, processos sexuais e parasexuais. 
A moderna tecnologia do DNA recombinante 
e outros contributos da Biologia Celular e 
Molecular tern sido relevantes no melhora­
mento das estirpes industriais. 

As muta96es espontaneas e induzidas sao 
uma fonte de variai;:ao genetica de grande 
impacto na microbiologia industrial, tendo em 
considerai;:ao que importantes microrganismos 
usados industrialrnente (e.g. Penicillium chry­
sogenum, Aspergillus oryzae) nao apresentam 
possibilidades de reprodui;:iio sexuada. Por esta 
razao, a variai;:ao rneiotica e substitufda por 
programas de mutagenese coma unica pos­
sibilidade de aumentar a produtividade dos 
microrganismos. A seleci;:ao das estirpes foi, 
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inicialrnente, dependente da variabilidade es­
pontanea encontrada dentro das popula96es 
naturais dos microrganisrnos. Actualmente, 
mesmo conhecendo um grande numero de 
agentes mutagenicos fisicos e quirnicos, a 
selec,ao de mutantes espontaneos continua a 
ser irnportante nos estadios iniciais de qua!quer 
programa de melhoramento de microrganismos 
com interesse industrial. E o caso dos fungos 
produtores de micelio que, quando isolados do 
meio natural, norrnalrnente, sao heteroca­
rioticos. A seleci;:ao de esporos isolados, 
uninucleados, !eva a obter diferentes tipos de 
colonias em que algumas podem apresentar 
melhores caracteristicas para o produto em 
questao. 

Por outro !ado, a submissiio de estirpes a 
mutagenese fisica ou qufmica permite obter, 
nurna perspecti va industrial, dais tipos de 
muta96es: muta96es maiores e muta96es me­
nores. As prirneiras, rnuta96es maiores, en­
volvern a seleci;:iio de mutantes com uma 
alterai;:iio acentuada de urn caracter genetico 
com interesse pratico. Como exernplo de mu­
tai;:oes maiores temos a se!eci;:ao do Peni-

~ '. 
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Figura 16.3 - Organigrama de um processo de rastreio de microrganismos de interesse industrial 
(Adaptado de Steele e Stowers, 1991). 

cillium chrysogenum nao pigmentado com 
grande capacidade de prodm;:ao de penici­
lina e as mutai;:oes de grande utilidade em 
trabalhos de genetica que permitem a cria­
<;:ao de marcas geneticas em estirpes (auxo­
trofia, resistencia aos antibi6ticos e metais 
pesados, etc.). Pelo contrario, as. mutai;:oes 
menores mostram alterai;:oes subtis num parti­
ticular caracter genetico levando ao melho­
ramento de 5 a 10% da formai;:ao do produto 
desejado. Por defini<;:ao, este tipo de mutai;:oes 

afecta a quantidade do produto sintetizado pelo 
que os mutantes distinguem-se fenotipicamente 
das estirpes parentais por esta caracteristica 
(Elander, 1987). 

0 gradual melhoramento feito no Peni­
cillium chrysogenum NRRLl 951, genealo­
gia da famflia das estirpes da Universidade 
de Wisconsin e da Industria Lilly Lta, na 
produi;:ao da penicilina, e o melhor exem­
plo para as mutai;:oes menores (Figura 
16.4 ). 

© L!DEL - EDt<;:OES TECNICAS 
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A mutagenese classica niio pode ser total­
mente substituida pelas novas tecnicas do 
DNA recombinante. Por isso, a seguir aos 
metodos de rastreio e seleci;ao, a mutagenese 

daria brevicollis, Sordaria fimicola ou Neuros­
pora crassa. 

Como ja referimos, poucos microrga­
nismos com interesse industrial possuem a 

3mg/l Penicillium notatum Estirpe de Fleming 

+ 60mg/l Penicillium chrysogenum NRRL1951 Estirpe dos 

l s Laborat6rios. USDA 

150mg/l B25 

l x Estirpes do 
300mg/l Xl612 Inst. de Carnegie e da 

l Univ. do Minnesota 
UV 

550mg/l Wis Ql76 

l Estirpes da Universidade 

UV, MN e S de Wisconsin 

l 
Wis 51-20 

l UV 

E-1 I Estirpes da lndustria Lilly Lta j 

l 
MN e S 

l 
I 1ooomg/l I E-15.l. Estirpe Final 

Figura 16.4 - Genealogia do melhoramento das es!irpes produtoras de penicilina. S, muta96es 
espontaneas; X, irradia96es par raios-X; UV, irradia96es por ultra-violetas; MN, tratamento com mostarda 
nitrogenada. ' 

e 0 metodo mais efectivo para aumentar a taxa 
de formai;ao de um produto. 0 maior obstaculo 
e que as mutai;oes ocorrem com baixas fre­
quencias e tern de ser seleccionadas dentro de 
uma grande populai;ao de nao mutantes. 

No processo sexual, micleos hapl6ides de 
sinais contrarios fundem-se numa unica celula. 
Esta nova celula dipl6ide, ao sofrer a meiose, 
ter:i rearranjos nos cromossomas resultante de 
crossing-overs. Esta recombinai;ao hom6loga 
e muito efectiva na produi;ao de novos ge­
n6tipos, razao pela qual tern sido utilizada na 
produi;ao comercial de cogumelos de Agaricus 
bisporus, Lentinus edodes e Volvariella vol­
vacea. Sao classicos os estudos de genetica 
(segregai;6es e recombinai;oes) usando Sor-

© L!OEL - EDIQOES TECNICAS 

capacidade de se reproduzirem sexuadamente. 
Os mecanismos parasexuais podem permitir 
uma recombinai;ao genica em celulas ve­
getativas com aplicai;oes praticas muito im­
portantes em biotecnologia. Iremos referir, 
dentro destes processos parasexuais, os me­
canismos de conjuga~ao, transdu~ao, trans­
forma~ao (Ver capitulo 8 - Genetica Micro­
biana), recombina~ao mit6tica e, por ultimo, 
mas nao menos importante, a fusiio de pro­
toplastos. 

A conjuga~ao e um processo em que a 
informai;ao genetica e transferida de uma 
celula bacteriana para outra por meio do con­
tacto ffsico, celula-a-celula, atraves de um tubo 
de conjugai;ao (Figura 16.5). Nao se da a fusao 



celular nem se misturam os seus citoplasmas. 
Da-se a passagem de DNA plasmfdico da 
celula dadora para a celula receptora. As 
bacterias possuindo plasmfdeos com o factor 
sexual F. siio celulas dadoras ao passo que 
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molecular responsavel pela informa9iio gene­
tica era um acido nucleico. 

A transforma9iio de fungos filamentosos 
surge com os trabalhos do grupo de E.L. 
Tatum na Universidade de Rockefeller no 

DNA da Bacteria A 

DNA da Bacteria B ----
r~-~ 

Pla9.eo © 
Figura 16.5 - Conjugac;:ao entre bacterias. Parte da informac;:iio genetica da bacteria A passa para a 
bacteria B pelo tuba de conjugac;:iio. Esta nova segmento de informac;:iio pode permanecer na bacteria 
B na forma de plasmideo ou integrar-se permanentemente no cromossoma bacteriano. 

as bacterias sem estes plasmfdeos siio celulas 
receptoras. Este mecanismo de transmissiio 
de informa9iio genetica pode ser importante no 
disseminar de caracteristicas, como por exem­
plo os factores de resistencia a antibi6ticos •. 
associadas a estes plasmfdeos. · 

A transformac;ao e a modifica9ao do 
gen6tipo de um organismo em outro, pela 
introdu9iio de DNA ex6geno. A transforma9iio 
foi descoberta por Griffith em 1928 e de­
monstrada em 1944 pelo grupo Avery, Mc­
Leod e McCarty do Instituto Rockefeller em 
Nova York. Esta transferencia unidirecional de 
material genetico originado numa celula e 
adquirido e mantido por outra, tern sido obser­
vada em diferentes tipos de celulas. 0 DNA a 
utilizar na transforma<;:iio pode ser submetido 
in virro a tr:i.tamentos e manipula96es antes de 
ser introd11zido na celula hospedeira capaz de 
ser transformada (competente). A transforma­
<;:iio com DNA fagico e referida como trans­
fecc;ao. A transforma9iio tornou-se um dos 
metodos principais em engenharia genetica, 
usando plasmfdeos ou DNA fagico como 
vefculos transportadores dos genes deseja­
dos (vectores) e constituiu, historicamente, a 
primeira prova concludente de que a especie 

infcio da decada de 70, com o uso da Neuro­
spora crassa inosito!-dependente e DNA na­
tivo desta estirpe se!vagem contendo a marca 
para o inositol. Desde entiio, e ate aos nossos 
dias, os sistemas de transformac;ao tern sido 
desenvolvidos no sentido de melhorar os vec­
to_res para a transforma<;:iio, os procedimentos 
para a transforma9iio, a regenera<;:iio e selec<;:iio 
dos fransformantes, a amilise dos transfor­
mantes e a analise das fun96es e regula96es 
genicas. 

Os vectores para transforma9iio de fungos 
filamentosos apresentam, como componentes 
basicos, a marca que pode ser usada para 
selec<;:iio dos transformantes fungicos e se­
quencias de plasmideos bacterianos que pos­
sam ser usados para selec<;:iio e propaga<;:iio do 
vector na celula hospedeira. As marcas se­
lectivas podem ser agrupadas em tres grupos 
funcionais: l) marcas auxotr6ficas, i.e., genes 
que complementam muta96es pre-existentes 
permitindo o crescimento prototr6fico; 2) ge­
nes que fornecem uma nova fum;ao e permitem 
o crescimento em meio normalmente inibidor 
desse crescimento, (e.g. presen9a de anti­
bi6ticos como a oligomicina - inibidor da 
A TP-sintetase mitocondrial - e o c!oranfe-
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nicol - inibidor da sfntese das protefnas mi­
tocondriais): 3) marcas mutagenicas que re­
sultam da integrai;:iio de fragmentos de DNA 
no genoma receptor em posii;:oes especificas, 
provocando mutai;:oes selectivas (e.g. dis­
rupi;:iio genica). As marcas selectivas usadas na 
transformai;:iio de Aspergillus niger estiio 
organizadas no Quadro 16.2. 

Por outro !ado, os genes podem ser mutados in 
vitro e as actividades dos novos alelos podem 
ser estudadas na preseni;:a ou ausencia da 
actividade do alelo selvagem. Estas meto­
dologias tern permitido tambem a produi;:iio de 
protefnas heter6logas com a utilizai;:iio de 
promotores de Aspergillus. Sao exemplos os 
compostos de origem humana, interferiio a.2 e 

Quadro 16.2 
Marcas selectivas para a transformac;:ao de Aspergil/us niger 

Marca Ori gem Fenotipo Referencia 

hph E. coli Resistencia a higromicina B Punt et al., 1987 

oiiCR A. niger Resistencia a oligomicina Ward et al., 1988 

amdS+ A. nidulans Utilizac;:ao da acetamida Kelly e Hynes, 1985 

niaD_,. A. niger U tilizac;:ao do nitrato Unkles et al., 1989 

argB+ A. nidulans Sfntese da arginina Buxton et al., 1985 

pyrG+ A. niger Sintese de pirimidina Hartingsveldt et al .. 1987 

trpC+ A. nidulans Sfntese do triptofano Goosen et al., 1989 

lacz-r E. coli Actividade da ~-galactosidase Luo, 1992 

0 DNA usado na transformai;:iio, quando 
est:i dentro das celulas dos fungos filamentosos, 
tern corno destino a sua integrai;:iio no DNA 
crornossomal para se poder perpetuar gerando 
transformantes est:iveis. Os plasrnfdeos podem 
integrar o genorna, quer em locais horn6logos 
quer heter6logos. Local hom6logo define-se 
como o local em que existe uma grande 
identidade entre as sequencias do plasrnfdeo e 
do DNA gen6mico raziio pela qua!, este local 
favorece a integrai;:iio do plasmfdeo. Por sua 
vez pode verificar-se a integrai;:iio heter6loga 
quando se usa plasrnfdeos com sequencias de 
DNA com baixa identidade corn o DNA ge­
n6mico. 

A tecnologia da transformai;:iio para fungos 
filarnentosos abriu a oportunidade de estudar 
os mecanisrnos de controlo da expressiio dos 
genes e das suas funi;:oes e actividades. 
Promotores e elementos regulat6rios a eles 
associados podern ser fundidos com genes 
heter6logos e as suas actividades podem ser 
estudadas sern interferir nos genes end6genos. 
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a interleuquina 6, corn a utilizai;:iio do pro­
motor da glucoarnilase. 

A transduc;ao e urn processo que envolve 
a··transferencia de material genetico de uma 
celula e a sua incorporai;:iio por recombinai;:iio 
noutra celula atraves de um vector viral. 
Existern dois tipos de transdui;:iio: a gene­
raiizada e a especifica. A transduc;iio ge­
neralizada consiste no ernpacotamento aci­
dental de urn fragrnento de DNA bacteriano 
dentro das particuias fagicas, quando ocorre um 
ciclo litico de fagos ternperados ou virulentos 
OU quando urn fago ternperado lisogenico e 
induzido para a lise. A transduc;iio especifica 
e mediada por fagos ternperados, por exemplo 
do tipo I, em que o profago invariavelrnente se 
insere nurn local geneticarnente bem definido 
do crornossoma bacteriano (locus especifico). 
Neste caso, pode verificar-se a separac;iio 
defeituosa do profago do DNA cromoss6mico 
da bacteria lisogenica e a consequente inclusiio 
de genes bacterianos adjacentes ao ponto de 
integrac;iio por parte do DNA fagico. Assirn, o 



fago transdutor, ao infectar uma nova celula, 
transfere para esta, por transdu<;ao, genes 
cromoss6micos da celula anterior (Archer, 
1976). 

A recombinai;iio mit6tica consiste num 
processo de mitose em que as celulas filhas 
dipl6ides apresentam uma combina<;ao de 
genes diferentes das suas celulas parentais 
dipl6ides. Os cromossomas hom6logos em­
parelham-se para que ocorra a mitose, e em 
que o cromatfdeo de um cromossoma se 
recombina com o cromatfdeo do cromossoma 
hom6logo correspondente. Este tipo de per­
muta genica tern tido um particular interesse 
em fungos filamentosos. Nestes fungos, na fase 
vegetativa, um pequeno numero de nucleos 
hapl6ides podem fundir para formar nucleos 
dipl6ides. Esta fase dipl6ide, no ciclo as­
sexuado dos fungos, resulta de uma condi<;ao 
de heterozigotia. Assim, depois da fusao 
nuclear e do crossing-over mit6tico com os 
nucleos dipl6ides criando trocas intercro­
moss6micas, da-se a haploidiza<;ao onde os 
nucleos dipl6ides sao reduzidos, por mitose, a 
nucleos hapl6ides. Esta recombina<;ao mit6tica 
torna possfvel a ana!ise genetica e o controlo 
dos cruzamentos em microrganismos sem ciclo 
sexuado. Comparando a eficiencia entre a 
recombina<;ao mit6tica e a recombina9ao se­
xual (mei6tica), verificamos que a primeira e 
muito menos efectiva do que a segunda. Este 
fen6meno de hibridiza<;ao parasexual e conhe­
cido em Aspergillus oryzae, Penicillium chry­
sogenum e Cephalosporium acremonium e 
manifosta-se, por exemplo, criando diferentes 
sectores fenotfpicos numa col6nia de Asper­
gillus. 

A fusao de protoplastos e um metodo 
utilizado para promover a recombina9ao ge­
netica em celulas que naturalmente nlio se 
cruzariam. A principal barreira para a re­
combina9ao entre fungos nao identicos e 
normalmente a parede celular. Uma vez 
removida a parede celular, e como as mem­
branas citop!asmaticas tern afinidades e 
composi<;6es quimicas identicas, e passive! 
induzir a fuslio destas celulas criando celulas 
hibridas. Para Brenner et al. (1958), pro­
toplastos slio celulas osmoticamente frageis 
resu!tantes da remo<;ao completa de material 
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constituinte da parede celular. Assim, os 
protop!astos podem ser manipulados para os 
fundir usando, para o efeito, compostos fu­
sogenicos, polietilenoglicol (PEG) e iOes de 
calcio, ou campos electricos (electrofusao). 
A aplica<;ao com sucesso da fusao de pro­
toplastos depende: da escolha correcta de 
marcas geneticas complementares como au­
xotrofia, resistencia a antibi6ticos e defi­
ciencias respirat6rias que permitam facilmente 
isolar os protoplastos fusantes. dos protoplastos 
parentais; da eficiencia da prepara9ao de 
protoplastos; da sua frequencia de fusao e, 
ainda, da capacidade de regenera<;ao dos pro­
top las tos fundidos e do seu no

0

rmal cresci­
mento, aspecto relacionado, nalguns casos, 
com a intensidade de digestao enzimatica da 
parede celular. No Quadro 16.3 apresentamos 
a metodologia para obter protoplastos em 
leveduras e em fungos filamentosos. 

Quando Eddy e Williamson ( 1957) 
produziram protoplastos de Saccharomyces 
carlsbergensis com enzimas liticas de Helix 
pomatia (caracol), criaram possibilidades para 
a constru9ao de hibridos intraespecies, interes­
pecies e intergeneros atraves da fusao de pro­
toplastos. Saccharomyces cerevisiae tern sido 
amplamente utilizada para fus6es intraespe-

', cificas. A Figura 16.6 apresenta o esquema, 
por nos desenvolvido experimentalmente, de 
fusao de protoplastos de leveduras floculantes 
com Iexeduras com maior resistencia ao etanol. 

Por outro !ado, encontramos trabalhos de 
fuslio interespecfficas entre Schizasaccharo­
myces pombe e Schizasaccharomyces octos­
porus, Aspergillus niger e Aspergillus oryzae 
e, finalmente, Trichoderma koningii e Tri­
chodenna reesei. Quanto a exemplos de fus6es 
intergenericas, encontramos entre Trichodenna 
viride e Neurospora crassa, entre Saccharomy­
ces cerevisiae e Aspergillus niger, entre Sac­
charomyces cerevisiae e Saccharomycopsis 
lipolytica, entre Candida tropicalis e Saccha­
romyces fibuligera. Finalmente, Saccharomy­
ces cerevisiae e Saccharomyces diastaticus 
foram usadas para obter hibridos entre estas 
especies e Pichia membranaefaciens, Hanse­
nula capsulata e Schizosaccharomyces pombe. 

A fusao de protoplasms e um metodo com 
grande impacto e claras vantagens no me-

© lJOEL - EDIC::CES TECNICAS 



320 MICROBIOLOGIA 

Quadro 16.3 
Metodologia para obter protoplastos de Saccharomyces cerevisiae 

e de Aspergillus niger 

S. cerevisiae 

I. Recolha de celulas em fase exponencial 

,., Tratamento das celulas com tampao: 

0.1 M Tris/HCI pH7,0 
0.01 M EDTA 
0.6 M KC! 
0.1 M P-Mercaptoetanol 

3. Digestao enzimatica: 

0,05 M Tampao fosfato pH7,5 
0.6 M KC! 
200 u Liticase/ml 

lhoramento de estirpes comerciais, permitindo 
ultrapassar os problemas caracterfsticos destas 
estirpes como a poliploidia (e, consequente­
mente, a sua redm;ao na incidencia de mu­
tar;:5es fenotipicamente detectaveis), a inca­
pacidade de esporular;:ao e a baixa viabilidade 
dos esporos. 

A tecnologia do DNA recombinante tem­
-se centrado na analise e manipulai;ao do ma­
terial genetico in vitro permitindo, atraves de 
tecnicas de clonagem o isolamento, purificar;:ao 
e amplificai;ao selectiva de fragmentos dis­
cretos de DNA, oriundos de organismos vivos. 
Para a obtenr;:ao destes fragmentos podemos 
utilizar diferentes estrategias, como a digestao 
enzimatica do DNA por enzimas de restrir;:ao, 
por fragmentar;:ao meciinica, a sintese de 
cDNA de cadeia dupla e, ainda, a sintese 
quimica directa. 

A etapa seguinte e a ligar;:ao do fragmento 
de DNA a um vector, entidade com capacidade 
de penetrar;:ao e perpetuar;:ao numa celula hos­
pedeira. Para tanto, pode recorrer-se a varias 
alternativas: terminar;:5es coesivas ab initio que 
espontaneamente aderem ao vector, introdur;:ao 
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I. 

2. 

3. 

4. 

A. niger 

Recolha de pellets jovens crescidos a partir 
de esporos 

Tratamento de pellets com tampao: 

0,6 M MgS04.7H20 
10 mM Tampao fosfato pH5',8 

Digestao enzimatica: 

IOrnM Tampao fosfato pH5,8 
l,2M MgS04.7H20 
20 mg Novozym 234/g micelio 
15000 U P-Glucoronidase/g micelio 
3 mg Albumina Serica Bovina (BSA)/g 

micelio 

Isolamenco dos protoplastos em gradientes de 
sorbitol 

de ligandos coesivos ou produ9ao de extens5es 
homopolimericas. 

Numa estrategia de clonagem e fundamen­
tal introduzir o vector com o fragmento de 

·. DNA a clonar numa celula hospedeira. Para o 
efeito recorre-se a transformai;ao quando o 
veclor e um plasmideo, a transfecr;:ao quando 
utilizainos um DNA fagico recombinante ou, 
por ultimo, ao empacotamento in vitro do 
DNA numa capside fagica, seguido de trans­
dur;:ao. 

A selecr;:ao dos transformantes pode ser 
feita por complementar;:ao genetica como e o 
sistema que utiliza o gene que codifica para a 
~-galactosidase (lacZ), pela perda ou ganho da 
resistencia a um antibi6tico especifico, pela 
hidridizar;:ao de DNA complementar ao DNA 
clonado e marcado de ta! forma que permita a 
sua identificar;:ao. A analise por enzimas de 
restrir;:ao pode ser usada para determinar se o 
DNA clonado produz os mesmos fragmentos 
que a molecula de DNA clonada. 

Toda esta estrategia de clonagem esta 
resumida na Figura 16.7 onde se p5e em evi­
dencia a construr;:ao do vector (V) a partir do 



SIOTECNOLOGIA MICRCBIANA 321 

• S. cerevisiae NCYC869 • S. cerevisiae sake !AM 

• Mat ex • Desconhecido 

• Floculante (Flo l) • Niio Floculante 

• Auxomitica ( ura3) • Protocr6tica 

• Competence Respirat6ria • Deticiente Respirat6ria 

• Menor Rcsistencia ao Etanol • Maior Resistencia ao Etanol 

Fusiio de Protoplasms 

Selec~iio cm Meio 
Minimo com Glicerol I 

l 
HIBRIDOS 

• Prototr6ticos 

• Competences Respirat6rios 

• Floculantes 

• Maior Resistencia ao Etanol 

Figura 16.6 - Esquema de fusao de protoplastos em Saccharomyces cerevisiae para a obtem;:ao de 
estirpes com interesse industrial, floculantes e resistentes ao etanol. 

plasmfdeo (P) e com a inser<fii.O do gene a 
clonar (G) que teve origem no fragmento de 
DNA (F) ou no RNA mensageiro (M). De 
referir ainda o facto de existirem um conjunco 
de enzirnas que nos perrnitem optar por di­
ferentes vias na metodologia do DNA recom­
binante. Enzirnas de restri<fii.O (endonucleases), 
transcriptase reversa. fosfatase alcalina. ligase­
-DN A T4. enzima de Klenow. nucleases Sl e 
Bal 3 l, polirnerases, exonucleases, metilases, 
topoisornerases, DNase e RNases, forrnam urna 
pleiade de enzirnas que tern perrnitido de­
senvolver a tecnologia do DNA recornbinante 

(Figura 16. 7). 
Desde o prirneiro gene clonado no infcio 

da decada de 70, passando pela primeira 
vacina animal ate a produ<fii.O de insulina 
humana, a tecnologia do DNA recombi­
nante tern trazido novas perspectivas a in­

dustria. 
No entanto, continua a haver grandes lacu­

nas na caracteriza<fii.O genetica dos organismos 
mais irnporrantes para a industria, coma e o 

Aspergillus oryzae e o Penicillium chryso­
genum. Dois destes aspectos tern sido a 
irnpossibilidade de obter vectores apropriados 
para estes organisrnos, i.e., estaveis e com 
replica<fii.O aut6norna, e a falta de cornpreensii.o 
detalhada dos principais passos de conversii.o 
enzirnatica em irnportantes processes indus­
triais. Apesar de tudo, muito trabalho tern 
vindo a ser realizado no sentido de ultrapas­
sar estas dificuldades. E de referir a obten­
<fii.o, pelo grupo do Prof. Clutterbuck da 
Universidade de Glasgow, do plasmfdeo 
ARpl com capacidade de replica<fiiO aut6-
noma em Aspergillus nidulans, Aspergillus 
oryzae e Aspergillus niger e, consequen­
temente, com o aumento da frequencia de 
transforrna<fii.O (super-transforrnantes) (Gems et 
al., 1991). 

CONSERVA<;AO 

A conserva<fii.O (Figura 16.2) e uma pra­
tica universal em todo o trabalho microbio-
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F s 3' 
M I I II I Ii I I I Ii Ii I I Ii ill Iii 

3' ! s 5'------AAA 3' 

Digescao com 
Enzimas de Restriciio 

Sintese de cDNA com a 
Transcritase Reversa 

Lineariza9iio com 
Enzimas de Restri iio 

5' 3' 
!II !I !II II !I II I ![(tr * 

3' 1 5' 

ONA-Polimerase I ou 
Nuclease Sl 

G 5• G s 3' 3' U
s·; 

111111111111111111111 3'111111111111111111111***5' 

j l "'S , I Liga9iio Directa do DNA e I +----------""! 
do Plasmfdeo Aberto 

4 j 
I .,.-,,..,,.--:'--,-....,.:----, 

I 
Modifica9iio das I._ _____ .,.. ,Desfosforila9:io do Plasmideol I Modifica9:io das Excre-

Extremidades do DNA I com a Fosfatase Alcalina ,-------ti midades do Plasmfdeo 
I 

I Cria9iio de Extremidades-GC com Transferase Terminal l+----t '-------------...--,------------' 
Jun9iio de Ligandos com Ligase-DNA T4 l+----i '------------'---.,.....,-------------' 

I Enchimenco de Extremidades Coesivas com Enzima de Kienow 1----i 
I Digestao de Extremidades Coesivas com Nuclease Sl l+----l '------=---------.,......,------------' 
I Degrada9iio de Extremidades com Nucleasl! Bal 31 1+----l ..._ ____________ .,....., ____________ ...... 
: Degrada<;ao· de Extremidades 3'0H com Exonucleases Ill , ___ _. 
'----""~~~~-i~~~~~~~ 

I Liga9iio do DNA e Plasmideo I 
com Li1mse-DNA T4 

Transforma9iio das Celulas 
com o DNA Recombinante 

Figura 16.7 - Diferentes estrategias de construc;:ao de um vector e respectiva utilizac;:ao de enzimas 
modificadoras do DNA. F: fragmento de DNA; M: RNA mensageiro; P: plasmideo; G: gene a clonar; 
V: vector (Adaptado de Perbal, 1988). 
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16gico, uma vez que e necessario conservar os 
microrganismos com que se trabalha. 0 tipo de 
trabaiho que e feito com OS microrganismos 
pre-determina as necessidades da conserva-
91io, i.e., e e necessario conservar os micror­
ganismos s6 por um curto espa90 de tempo 
teremos um problema, essencialmence, de 
manuteni;:iio mais do que de conservai;:ao; por 
outro !ado, se e necessario conservar os mi­
crorganismos por um periodo ilimitado de 
tempo, como acontece nos dep6sitos das 
colec9oes de culturas tipo, a conserva91io 
passani a ser perpetuai;:iio. 

A grande variedade de metodos usados 
para a manuten91io e conserva91io dos mi­
crorganismos deriva, em parte, das diferentes 
escalas de tempo usadas para a conserva9iio 
mas tambem da diversidade biol6gica dos mi-
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crorganismos. Contudo, qualquer que seja o 
metodo de conserva91io, ele ter:i que manter a 
cultura viavel, nao contaminada e, por ultimo, 
inalterada nas suas propriedades. Um quarto 
objectivo podera ser adicionado aos ja men­
cionados, quando se trata de servii;:os de 
colec96es de culturas tipo, e que e, o de existir 
sempre um lote adequado e sistemas apro­
priados para a reposii;:ao de lotes, quando 
necessario. No Quadro 16.4 estiio referidas 
algumas colec96es de culturas fornecedoras 
de microrganismos para os trabalhos expe­
rimentais. Estas colec96es siio as principais 
responsaveis pela manuteni;:ao de estirpes 
industriais, ou com potencial interesse indus­
trial, patenteadas. 

Os metodos usados para a manuteni;:ao e 
conserva9iio viio desde a subcultura dos mi-

Quadro 16.4 
Colecc,:oes de culturas de microrganismos 

Coleci;:io de Cultura Acronimo da Coleci;ao Enderei;o 

American Type Culture ATCC 12301 Parklawn Drive, Rockville, 
Collection Maryland 20852, USA 
International Mycological IMI Bakekam Lane, Egham, Surrey 
Institute TW 20 9TY. UK 
National Collection of Yeast NCYC Norwich Laboratory, Colney Lane, 
Cultures Norwich NR4 7UA, UK 
Portuguese Yeast Culture IGC ·- SA Biotecnologia. Fae. Ciencias e 
Collection I'- Tecnologia, Universidade Nova 

de Lisboa, Quinta da Torre, 
2825 Monte da Caparica. Portugal 

Culture Collection of Algae CCAP Institute of Freshwater Ecology, 
and Protozoa The Farry House, Far Sawrey, 

Ambleside, Cumbria LA22 OLP, 
UK 

Deutsche Sammlung von DSMZ Mascheroder Weg lb, D-38124 
Mikroorganismen und Zellkul- Braunschweig, Alemanha 
turen GmbH 
Centraalbureau voor CBS Oostertraat l. P.O. Box 273, 3740 
Schimmelcultures AG Baarn. Holanda 
North Regional Research NRRL US Department of Agriculture, 
Laboratory Peoria, Illinois, USA 
Micoteca da Universidade MUM Centro de Engenharia Biol6gica. 
do Minho Campus de Gualtar, 4709 

Braga Codex. Portugal 
Coleccicin Espaiiola CECT Departamento de Microbiologfa. 
de Cultivos Tipo Faculdad de Ciencias Biol6gicas, 

46100 Buriasot (Valencia), Espanha 
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crorganismos, passando pela secagem em 
areia, solo, gel de silica ou discos de papel, 
pela liofilizac;iio ou pelo congelamento a -80°C 
com perolas de vidro, a - I 40°C em azoto 
na fase de vapor, ou - I 96°C em azoto na 
fase lfquida usando para o efeito criopro­
tectores. 

N as culturas de fungos filamentosos 
torna-se importante OS metodos de luta e 
controlo contra os insectos da ordem Coleo­
ptera, principalmente os generos Tyrotly­
phus e Tarsonemus, por serem predadores 
dos fungos filamentosos. Assim, para evitar 
quer a destruic;iio das colecc;oes quer as 
possfveis contaminac;oes cruzadas, as pre­
cauc;oes contra estes :icaros siio: a higiene, a 
utilizac;iio de acaricidas (e.g. Acteltic, da ICI 
Agrochemicals), a fumigac;ao com p-diclo­
robenzeno, a criac;iio de barreiras mecanicas 
e qufmicas como a utilizac;ao, a volta das 
culturas, de oleo, agua OU vaseJina, a Utili­
zac;ao de papel de cigarro colado com gelatina 
e sulfato de cobre na boca do tubo e, por 
ultimo, a utilizac;ao de baixas temperaturas 
(4 a 8°C) para diminuir a propagac;ao dos 
acaros ou -18°C para destruir os acaros e os 
seus ovos. 

BIO-REACTORES 

Os bio-reactores (Figura 16.2) siio apare­
lhos onde os materiais siio tratados para 
promover transformac;oes bioqufmicas por 
acc;iio in vivo de celulas ou por acc;iio in vitro 
de componentes celulares. Historicamente 
o primeiro fermentador no laborat6rio foi o 
baliio Erlenmeyer com agitac;iio. Com o 
desenvolvimento da produc;ao da penicilina 
depois da II Grande Guerra, os fermentadores 
foram desenvo\vidos passando pelos jarros 
de vidro com agitac;ao ate aos tanques de 
ac;o inoxidavel com vlirias formas e tama­
nhos. Estes bio-reactores, existentes nos nos­
sos dias para produc;ao em grande escala, siio 
versoes resultantes de um estudo e melho­
ramento a escala laboratorial onde a opti­
mizac;iio do processo envolve a minimizac;ao 
dos materiais de alimentac;iio e de energia e a 
maximizac;iio da pureza e qualidade do produto 
desejado. 
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CONTROLO DO PROCESSO 
E ISOLAMENTO DO 

PRODUTO 

0 controlo do processo (Figura 16.2) apa­
rece assim como vector fundamental na opti­
mizac;ao da fermentac;iio, permitindo dominar 
os parametros ffsicos e quimicos associados ao 
processo. Neste sentido a instrumentac;ao dos 
bio-reactores tem-se desenvolvido em direcc;ao 
aos conhecimentos fisiol6gicos e bioqufmicos 
dos seres vivos usados nas fermentac;oes, per­
mitindo controlar parametros como a tem­
peratura, pH, oxigenio dissolvido e consumido, 
di6xido de carbono produzido, arejamento e 
agitac;iio, produc;iio de espuma, etc. Neste con­
texto, as diferentes variaveis do processo siio 
monitorizadas perrnitindo a sua analise e con­
trolo atraves de equipamentos de fermen­
tac;iio. 

0 processo de separac;iio (Figura 16.2) re­
laciona-se com a fase de separac;iio e puri­
ficac;iio do produto originado pelo processo 
fermentativo. Como na maior parte dos pro­
cessos biotecnol6gicos o produto desejado 
se encontra em baixas concentrac;oes num 
grande volume de lfquido, os processos de 

. separac;iio levam, numa primeira etapa, a 
· separac;ao da fase lfquida e da fase so Iida 
utilizando a sedimentac;iio, a filtrac;iio, a cen­
trifilgac;iio, etc.; e, noutra etapa, a purificac;iio 
e concentrac;ao do produto a partir da fase 
lfquida utilizando a evaporac;iio, a destilac;ao, 
a precipitac;iio, a cromatografia de afinidade, de 
troca i6nica ou de filtrac;iio em gel, etc. Esta 
etapa final no processo biotecnol6gico repre­
senta a maior percentagem dos custos de todo 
o processo. Um melhoramento na separac;iio 
do produto melhorara a eficiencia global do 
processo e consequentemente os custos a ele 
associados. 

0 produto isolado obtido a partir de um 
processo biotecnol6gico (Figura 16.2) deve 
apresentar estabilidade para poder ser guar­
dado, atractivos na sua qualidade e prec;o ou na 
sua originalidade e inovac;iio para poder ser in­
dustrializado. Como exemplos praticos da utili­
zac;ao da tecnologia do DNA recombinante e 
de todos os conceitos biotecno16gicos ja de­
senvolvidos, iremos apresentar a produc;iio da 
insulina humana, atraves da transformac;ao he-



ter6loga. em Escherichia coli e a produc;:ao 
da enzima pectina metilesterase, atraves da 
transformac;:ao hom6loga, em Aspergillus 
niger. 

PRODU<;AO DE INSULINA 
HUMANA EM c. COL/ 

No homem, um dos processos de manu­
tenc;:iio da homeostase e da responsabilidade do 
sistema hormonal. Dentro das hormonas, en­
contramos a hormona insulina, pequena pro­
teina formada por duas cadeias, a cadeia A 
de 21 aminoacidos e a cadeia B de 30 ami­
noacidos, ligadas entre si por duas pontes 
bissulfito. Esta protefna e sintetizada pelas 
celulas beta das Ilh6tas de Langerhans do 
pancreas e tern a func;:iio de controlar o ni­
vel de glucose na corrente sanguinea (Fi­
gura 16.7). Uma deficiencia na produc;:ao 
da insulina, traduz-se num conjunto de 
sintomas que pode levar a morte do indi-. 
vfduo. 

30 Aminoacidos 
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quencia de aminoacidos da insulina humana. 
Assim, a insulina de porco e a mais pr6xima 
da insulina humana, substituindo na cadeia B 
na pane do c-terminal a treonina pela alanina 
ao passo que, a insulina de boi difere em tres 
posic;:6es. A estas diferenc;:as esta associado o 
grau de imunogenicidade destas moleculas, 
sendo elevado no caso da insulina bovina 
comparativamente a de origem suina. Outro 
aspecto pratico e a real dificuldade de produzir 
hormonas isentas de contaminantes de 'origem 
bovina ou suina. Ora, doentes tratados com 
estas hormonas acabam por desenvolver anti­
corpos contra a insulina. Em consequencia 
destes problemas secundarios encontrarrios, 
nos diabeticos, atrofia do tecido adiposo sub­
cutaneo e urna necessidade crescente de au­
mento de dose de tratamento devido a insulina 
adrninistrada ser neutralizada pela presenc;:a na 
circulac;:ao sangufnea de anticorpos contra a 
insuiina. 

Sabendo que as necessidades de insulina 
siio cada vez maiores, quer pelo crescente 
mimero de diabeticos quer pela necessidade de 

J ... 1 .. 1~·-·:::~~l!llllL----,· Cadeia B 

._ __ ....._ .... ------'-· .., __ __, Cadeia A 
'·-., 

21 Aminoacidos 

Figura 16.7 - Representai;:ao esquematica da estrutura da molecula de insulina humana. 

Em 1922, corn a possibilidade do iso­
lamento e purificac;:ao da insulina a partir do 
pancreas de animais de abate para o consumo 
humano (e.g. porco e boi), criou-se o tra­
tarnento clfnico da diabetes mellitus atraves de 
programas de injecc;:ao desta hormona per­
mitindo, assirn, aliviar fortemente o sofrimento 
deste tipo de doentes. De notar que 1 a 2% da 
populac;:ao da Europa e da America sofre da 
diabetes e que 20% destes doentes siio 
dependentes da insulina. 

Por outro !ado, as moleculas de insulina de 
origem animal diferern, ligeirarnente, na se-

maiores doses para o seu tratamento; sabendo 
que a produc;:ao necessaria de insulina pelo 
fomecirnento dos pancreas de anirnais niio esta 
garantida no futuro; sabendo, igualrnente, que 
ha uma impossibilidade de elirninar os pro­
blemas secundarios criados pela utilizac;:iio da 
insulina animal, a procura da utilizac;:iio da 
insulina humana e da sua produc;:iio em grande 
escala criaram fortes motivac;:oes cientificas, 
terapeuticas e cornerciais para concretizar este 
desiderata. 

Neste contexto, e ultrapassados os pri­
meiros receios existentes no inicio da decada 
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de 70 sobre a utilizai;ao do DNA recombi­
nante, o primeiro passo para a produi;ao de 
insulina por bacterias foi dado quando Ullrich 
et al. (1977) prepararam RNA mensageiro de 
celulas das Ilhotas de Langerhans de rato para, 
posteriormente, sintetizarem o cDNA com a 
ajuda da enzima transcriptase reversa. Com 
estas moleculas clonaram plasmideos qui­
mericos em E. coli. Uma col6nia desta bacteria 
transformada e produtora de insulina foi se­
leccionada e crescida para isolar em grande 
escala o plasmideo. Depois do fragmento de 
cDNA ter sido isolado do plasmideo que o 
continha, e ter sido determinada a sequencia de 
nucle6tidos, foi possivel identificar a regiii.o 
completa codificadora da pr6-insulina do rato, 
identificar parte da sequencia pre-peptidica e, 
finalmente, identificar a sequencia inteira da 
regiii.o 3' terminal do mRNA nii.o traduzido. 

Um ano mais tarde, Villa-Komaroff et al. 
(1978) evoluiram com este trabalho, utilizando 
o plasmideo pBR322 e cDNA com a infor­
mai;ao da pr6-insulina de rato. Obtem clones 
identificados por ensaios radio-imunol6gicos. 
Estas bacterias eram capazes de segregar 
a insulina, ainda que esta fosse muito imper­
feita por conter grandes pori;oes da protefna 
(~-lactamase) codificada pelas sequencias 
adjacentes do local de clonagem. Contudo, 
estes dois trabalhos pioneiros demonstra­
ram, experimentalmente, a possibilidade de 
proteinas de rato serem produzidas por bac­
terias atraves da tecnologia do DNA recom­
binante. 

Os passos seguintes foram dados por 
Goedde/ et al. (1979) e encontram-se su­
mariados na Figura 16.8. 

Estes investigadores clonaram no gene da 
~-galactosidase presente no plasmfdeo bacte­
riano o gene sintetico da cadeia A ou da cadeia 
B da insulina humana contendo, para cada 
caso, um resfduo extra para a metionina na 
extremidade 5'. Esta estrategia, permitiu se­
parar as cadeias de insulina, A ou B, dos 
fragmentos da ~-galactosidase contidos nas 
proteinas recombinantes, por tratamento pro­
teolitico com brometo de cianogenio que 
ataca especificamente os resfduos de metio­
nina (as cadeias A e B nao possuem este 
aminoacido). As cadeias A e B foram pos-
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teriormente sujeitas a processo de purificai;ao 
por HPLC. Esta estrategia de clonagem 
permitiu igualmente colocar os genes sinte­
ticos das cadeias A ou B sob o controlo de 
um forte promotor (lac) induzido na preseni;a 
da galactose e na completa ausencia de glu­
cose. 

Estes resultados experimentais permitiram 
que industrias como a Eli Lilli & Co. em 
colaborai;ao com Genetech Inc., tenham adop­
tado esta metodologia para produzirem e 
comercializarem a insulina humana recom­
binante. Assim, em 1982 e lani;ada no mercado 
pela Genetech Inc. a primeira insulina humana 
recombinante - a Humulin. Este produto mos­
trou-se isento de protefnas de £. coli, en­
dotoxinas e pir6genos, com comportamento 
quimico e fisico em tudo identico a insulina 
isolada do pancreas humano e com actividade 
biol6gica normal. 

Mais recentemente, como alternativa ao 
procedimento descrito, foi adoptada a uti­
lizai;iio do gene da molecula percursora da 
insulina, a pr6-insulina, clonado em E. coli. 
Ap6s purificai;iio desta molecula. a insulina 
nativa surge como derivado da pr6-insulina 
pela digestiio provocada pela tripsina e car­
boxipeptidase ~· 

, PRODU<;AO DE PECTINASE 
., EM ASPERGILLUS NIGER 

A moderna tecnologia de sumos de frutos 
e de vegetais utiliza uma grande variedade de 
materias-primas maximizando o seu aprovei­
tamento, procurando ainda aumentar a rapidez 
do processo e o fornecimento de uma vasta 
gama de produtos finais. Alguns destes as­
pectos foram alcani;ados atraves do me­
lhoramento dos sistemas ou da introdui;iio de 
novos processos industriais bem como de 
novos equipamentos. Em muitas destas novas 
abordagens o uso de enzimas tornou-se uma 
pratica corrente. 

As enzimas sao responsaveis por alte­
rai;oes nos alimentos, durante o crescimento 
dos produtos, colheita, armazenamento, pro­
cessamento e subsequente revenda. Muitas 
destas enzimas induzem alterai;oes nao fa-



Slmese do gene A 
correspondence a Cadeia A 

i 
Inser<;iio do gene A na 
parte distal do gene da 
~-galactosidase existence 

no plasmideo 
I .. 

Transforrna<;:io da E. coli 

l 
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Sfncese do gene B 
correspondence a Cadeia B 

i 
Inser<;:io do gene B na 
parce distal do gene da 
~-galactosidase existence 

no plasmideo 

i 
Transforrna<;:io da E. coli 

l 

Lise celular 

i 
Tracamento de clivagem com 

bromeco de cianogenio 

i 
~urificac;:io 

Oxida<;:io~ 
1 

Jli-------1 It 
Figura 16.8 - Sintese do procedimento experimental para a pi:oduc;:ao de insulina humana recombinante 
(Adaptado de Miller e Baxter, 1980). '-, 

voraveis ao normal processamento industrial 
destes alimentos. No entanto, enzimas ha que 
promovem alterac;:oes desejaveis melhorando as · 
qualidades do produto alimentar. E neste 
equilfbrio entre as acti vidades enzimaticas e 
a durac;:ao da sua actuac;:ao que a industria 
alimentar, e em particular a da industria dos 
sumos de frutos, tern desenvolvido a sua 
tecnologia e as caracterfsticas dos seus pro­
dutos. 

As pectinases sao as enzirnas que ocupam 
maior destaque neste sector industrial sendo 
utilizadas com diferentes objectivos (Qua­
dro 16.5). 

O substrata para estas enzimas e formado 
por um complexo grupo coloidal, natural, lo-

calizado principalmente na lamela media da 
celula vegetal. Estes hidratos de carbono siio 
formados quimicamente pelo acido poliga­
lactur6nico com extens5es variaveis de me­
toxilac;:iio. 0 acido pectico e forrnado pelo 
acido poligalactur6nico praticamente isento de 
grupos merilo ao passo que o acido pectfnico 
apresenta grandes porc;:oes esterificadas com 
grupos metilo. Pectatos e pectinatos siio os sais 
respectivos dos dois acidos atr:is referidos. Por 
outro !ado, a pectina e uma mistura hidros­
soluvel de acidos pectfnicos capaz de formar 
geis quando aquecida e, em condic;:oes de 
grande concentrac;:iio de ac;:ucares e ambiente 
acido, esta propriedade gelificante esta na 
origem do fabrico das. geleias. 
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. .. .. .· ·· ,, :· Quadro ~&.5 : . .·· . . . .·. - . 
Aplica<;:oes de pectinases comei"Ciais ha tecnologia. de sumos de frutos e vegetais 

Aplicai;io 

Clarificac;:io 

Macerac;:io 

Liquefac;ao 

Ou tr as 

Efeito 

A despectinizac;:io dos sumos permite a sua concentrac;:io 
sem gelificac;ao e sem desenvolver turbidez 

A desintegrac;:io por separac;:io celular permite obter bases 
de nectar e alimentos para bebes 

A solubilizac;ao de s6lidos e aumentada quando os produtos 
sao tratados com pectinases em combinac;ao com celulases 

A preparac;ao e limpeza de mac;as para o fabrico de 
marmeladas e doces; aumento na recuperac;ao de 6leo da 
polpa de azeitonas e amendoim 

As pectinases formam um grupo de en­
zimas que incluem: enzimas de desesteri­
ficai;:ao - a pectina metilesterase (PME) - e as 
enzimas de despolimerizai;:ao - as poligalactu­
ronases (PG) e as pectato/pectina liases (PL) -
(Figura 16.9). 

A enzima pectina metilesterase tern o 
nome sistematico de pectina pectil-hidrolase 
(EC 3 .1.1.11) e pertence ao grupo das enzimas 
carboxilester-hidrolases. Na literatura surge 
vulgarmente, para esta enzima, expressoes como 
pectinesterase, pectina desmetoxilase e pectina 

COOH 

/o~o\ 
~H 

OH 
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metoxilase. Esta enzima catalisa a hidr61ise 
dos grupos metilo dos residuos dos acidos 
D-galactur6nicos da pectina com liberta<;iio de 
metanol. Este processo de desesterifica<;iio e de 
extrema importancia na degrada<;iio da pectina 
tornando o polimero susceptivel ao c:ilcio 
devido a fonna<;iio de grupos carboxilo livres. 

As enzimas, colectivamente chamadas poli­
galacturonases [EC 3.2.1.15, poli(l->4-a-D­
-galactur6nido)-glucanohidrolase], actuam hi­
droliticamente nas liga<;6es ( l->4)-a-0-g!uco­
sfdicas dos substratos de natureza pectica. Estas 
enzimas fonnam quatro grupos de acordo com 
as suas preferencias para pectina ou pectato 
e de acordo com a sua actua<;iio terminal ou 
aleat6ria nas liga<;6es ( 1->4)-a-D-glucosidicas. 

As enzimas pectina/pectato liases [res­
pectivamente, EC 4.2.2.10, poli(metoxi-D­
-galactur6nido) liase e EC 4.2.2.2, poli( l->4-
-a-D-galactur6nido) liase] catalisam a quebra 
das ligai;:oes (l->4)-a-D-glucosidicas de 0-
-galacturonanos pelo mecanismo da ~-e!i­

minai;:iio. Este mecanismo transeliminativo re­
move 0 atomo de hidrogenio da posi<;iio cs 
com a forma<;iio de uma dupla liga<;iio para 
estabilizai;:iio da nova molecula. 

As pectinases tern sido encontradas nas 
plantas superiores, nomeadamente, nos frutos 
como o tomate, a laranja e o limao, ma<;ii, 
tabaco, etc. No entanto, tem-se observado que 
numerosos microrganismos produzem pecti­
nases, sendo os fungos filamentosos aqueles 
que maior destaque merecem. Temos como 
exemplos Penicillium chrysogenum [trabalho 
pioneiro em pectinases realizado por Phaff 
( 1947)], Monilia /axa, Sclerotinia sclerotio­
rum, os Botrytis allii, B. cinerea e B. squa­
mosa, Verticillium albo-atrum e V. dahliae, 
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Tri­
choderma reesei e, finalmente, os Aspergilli, 
coma o mais importance grupo produtor destas 
enzimas. Oentro deste grupo A. niger e aquele 
que maior ateni;:ao tern tido devido aos seus 
multiplos usos industriais. 

A maioria das pectinases microbianas siio 
induzidas pela pectina e acido pectico, e 
apresentam um pH 6ptimo dentro dos valores 
3-4, ao passo que para as enzimas nativas das 
plantas superiores encontram-se valores de pH 
compreendidos entre 7-8. 
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Uma vez que as pectinases tern vindo a 
adquirir uma maior importancia nos proces­
sos industriais, tem-se verificado uma preo­
cupa<;iio em compreender os seus mecanis­
mos de regula<;iio e expressiio genica levando 
ao iso!amento e sequencia<;iio dos genes que 
codificam para a pectina metilesterase em 
A. niger RH5344 (Khanh et al. 1990, e Khanh 
et al., 1992) e para a poligalacturonase em 
A. niger RH5344 (Ruttkowski et.al., 1990. 
Para pectato liase de A. niduians foram rea­
lizados escudos de regula<;iio do gene pelA por 
Dean e Timberlake (1989). 

Neste sentido, em consequen9ia do 
advento da tecnologia do DNA recombinante 
para os fungos filamentosos, o grupo alemiio 
Khanh e Ruttkowski, ja citado, em estreita 
colabora<;iio com a Rohm GmbH, principal 
produtora industrial de pectinases comerciais a 
nivel mundial, isolaram o gene pmeA (pectina 
metilesterase) de A. niger. Para este efeito 
utilizaram um banco gen6mico criado em 
fagos A. EMBL3 e, das cerca de 106 placas 
fagicas recombinantes sujeitas a hibridiza<;ao 
com uma sonda contendo o gene pmeA, obti­
veram 38 clones fagicos que foram purifi­
cados. Este gene pmeA de cDNA utilizado 
como sonda, foi obtido por sintese com a ajuda 
da enzima transcriptase reversa, depois de 
A. niger ter sido cultivado em condi<;6es in­
dutivas, ou seja, em meio de pectina, e o seu 
mRNA ter ·sido isolado e purificado em 
colunas de celulose oligo-dT. 

0 gene pmeA de cDNA apresentou uma 
sequencia de 993 pares de bases corres­
pondence a uma proteina de 314 aminoacidos 
e a um sinal peptidico n-tenninal de 17 ami­
noacidos. Esta sequencia (Figura 16.10) esta 
disponivel pelo numero X52902 no banco de 
dados da EMBL (European Molecular Biology 
Laboratory, Heidelberg). Por outro !ado, o 
gene gen6mico isolado do clone fagico 71 
mostrou ser formado por sete exoes e seis 
intr6es, e a sequencia nucleotfdica das regioes 
codificadoras serem identicas as encontradas 
no gene obtido via cDNA. 

Ap6s este trabalho, o gene pmeA foi 
inserido no plasmideo pSTAlO contendo o 
gene de seleci;:iio da nitrato redutase (niaD) de 
A. niger. Este novo plasmideo foi utilizado 
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para transforrnac;:ao de A. niger auxotr6fico -fosfato (gpd) de A. nidulans e o promotor da 
para o nitrato. Os transformantes obtidos, a.-amilase (amy) de A. oryzae foram utilizados 
capazes de crescerem em meio de nitrato, para a construc;:ao de novos plasmideos de 
mostraram por Southern que tinham integrado expressao. A selecc;:ao destes promotores esta 
o plasmideo no seu genoma e que a capacidade relacionada com o conhecimento experimental 
de segregar a enzima pectina metilesterase de serem, nos seus respectivos fungos, pro-
tinha aumentado, na melhor das situac;:oes, de motores muito eficientes na expressao destas 
25 vezes. Verificou-se, para este caso, que o duas enzimas. Ap6s transforrnac;:ao de A. niger 
aumento da produc;:ao enzimatica estava asso- com estes novos vectores, foram encontradas 
ciado ao mimero de c6pias do gene pmeA actividades enzimaticas surpreendentes, ou seja, 
integradas no genoma do fungo. 200 vezes superiores ao encontrado em A. niger 

Apesar deste aumento de produc;:ao en- selvagem. Estes resultados demonstraram que, 
zimatica ser significativo em terrnos de pro- atraves da tecnologia do DNA recombinante, 
duc;:ao industrial, mais tarde foi utilizado o foi possfvel obter rendimentos consideraveis 
mes mo gene pmeA para 0 colocar sobre na produc;:ao desta enzima, muito superiores a 
controlo de diferentes promotores. Assim, o qualquer programa que perspectivasse somente 
promotor da desidrogenase gliceraldeido-3- o melhoramento do processo industrial. 

ATG GTT AAG TCA ATT CTT GCA TCC GTT CTC TTT GCA GCG ACC 
M v K s I L A s v L F A A T 

GCG CTG GCC GCG AGC CGC ATG ACG GCT CCT TCC GGT GCG ATT 
A L A A s R M T A p s G A I 

GTT GTT GCC AAG TCC GGA GGT GAC TAC GAC ACG ATC AGC GCT 
v v A K s G G D y D T I s A 

GCC GTT GAT GCT CTC AGC ACG ACT TCG ACC GAG ACC CAG ACC 
A v D A L s T T s T E T Q T 

ATC TTC ATT GAG GAG GGA TCC TAC GAC GAG CAG GTG TAT ATT 
I F I E E G s y D E Q v y I 

CCC GCC CTC AGT GGA AAG CTG ATT GTC TAC GGT CAG ACT GAG 
p A L s G K L I v y G Q T E 

GAC ACT ACC ACC TAC ACC AGC AAC CTG GTC AAC ATC ACC CAC 
D T T T y T s N L v N I T H 

GCC ATC GCT TTG GCC GAT GTC GAC AAT GAC GAT GAG ACT GCA 
A I A L A D v D N D D E T A 

ACC CTC CGT AAC TAC GCT GAA GGC TCG GCC ATC TAC AAC CTC 
T L R N y A E G s A I y N L 

AAC ATT GCC AAC ACC TGC GGT CAG GCC TGC CAC CAG GCT CTC 
N I A N T c G Q A·-.. c H Q A L 

GCC GTG AGC GCC TAT GCC AGC GAG CAG GGA TAC TAC GCC TGC 
A v s A y A s E Q •. , G y y A c 

CAG TTC ACC GGA TAC CAG GAC ACC CTT CTG GCT GAG ACC GGC 
Q F T G y Q D T L L A E T G 

TAC CAG GTT TAC GCC GGA ACC TAC ATC GAG GGT GCC GTC GAC 
y Q v y A G T y I E G A v D 

TIC ATC TTT GGA CAG CAC GCC CGC GCC TGG TTC CAC GAG TGC 
F I F G Q H A R A w F H E c 

GAC ATC CGC GTC CTC GAG GGC CCC AGC TCC GCC TCC ATC ACC 
D I R v L E G p s s A s I T 

GCC AAC GGC CGC TCC TCC GAG TCG GAC GAC TCT TAC TAC GTG 
A N G R s s E s D D s y y v 

ATC CAC AAG TCC ACC GTC GCT GCT GCT GAT GGC AAC GAT GTT 
I H K s T v A A A D G N D v 

TCC TCC GGC ACC TAC TAC CTC GGC CGC CCC TGG TCC CAG TAC 
s s G T y y L G R p w s Q y 

GCT CGC GTC TGC TTC CAG AAG ACC TCC ATG ACC GAT GTG ATC 
A R v c F Q K T s M T D v I 

AAC CAC CTC GGC TGG ACT GAG TGG TCG ACC TCC ACC CCC AAC 
N H L G w T E w s T s T p N 

ACC GAG AAC GTC ACC TTT GTT GAA TAC GGC AAC ACC GGC ACT 
T E N v T F v E y G N T G T 

GGC GCT GAG GGT CCC CGT GCT AAC TTC TCT TCT GAG CTG ACT 
G A E G p R A N F s s E L T 

GAG CCC ATC ACT ATC TCT TGG CTT CTC GGA TCT GAC TGG GAG 
E p I T I s w L L G s D w E 

GAC TGG GTT GAT ACT AGC TAC ATC AAC IAa 
D w v D T s y I N STOP 

Figura 16.10-Sequencia de nucle6ttdos e sequencia deduzida de· aminoacidos.do gene·pmeA.de; 
A.niger(Khanltetal.,1990)_- ·•-.. -· - · ·. · ·· , ·• .. : .. :.: ., _ ;.-'..,.':; 
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1 PALA VRAS-CHAVE 

Aspergil/us niger, Bio-reactores, Biotecnologia microbiana, Conjugac;:ao, 
Controlo do processo, Conservac;:ao, Escherichia coli, Esterilizac;:ao, Fusao de 
protoplastos, Genetica aplicada, lnsulina humana, lsolamento do produto, 
Materia-prima, Microrganismos, Mutagenese, Pectina metilesterase, Processes 
parasexuais, Processes sexuais, Purificac;:ao do produto final, Rastreio racional, 
Recombinac;:ao mit6tica, Transduc;:ao, Transfecc;:ao, Transformac;:ao, Tecnologia 
do DNA recombinante. 

RESUMO 

A biotecnologia microbiana e uma area aplicada das ciencias da vida e l 
tecnologia que envolve aplicac;:6es praticas de microrganismos au das suas 11i 

componentes celulares para servir a industria quimica e farmaceutica e servir ~ 
a tecnologia alimentar e gestao ambiental. ~,',~ 

Colocando os bio-reactores no centre de um processo biotecnol6gico il 

tipico, encontramos uma forte ligac;:ao entre a materia-prima e o produto $ 
final. Nesta estrategia considera-se muito importante a existencia apropriada t1 
de microrganismos seleccionados a partir de, programas de rastreio racional ~i 
e sujeitos a uma correcta conserva<;ao para, numa fase seguinte, poderem ser ,~ 

melhorados no seu potencial biotecnol6gico. !1 
Para este efeito, a genetica aplicada permit'e realizar modificac;:6es no ~ 

microrganismo de mode a que este produza mais '(Jo produto desejado au ~,~~ 
mesmo, mais recentemente, produza novas produtos. As tecnicas utilizadas que ,~~ 
permitem esse melhoramento vao desde a mutagenese, processes sexuais .;l 
e processes parasexuais (conjuga<;ao, transdu<;ao, transformac;ao, trans- ; ... 
fec9ao, recombina<;ao mit6tica e fusao de protoplastos} ate a tecnologia ~­
do DNA recombinante. ;; 

--;.~ 

Para completar a visao sabre o processo e discutido as principios do ~ 
controlo do processo, da esteriiiza<;ao do substrata bem coma, as imper- ~, 
tantes processes a jusante do bio-reactor: o isolamento do produto e a sua i 
purificac;:ao. " 

A produc;:ao da insulina humana em Escherichia coli e a produc;:ao da 
enzima pectina metilesterase em Aspergillus niger utilizando, respectiva­
mente, a transformac;:ao heter61oga e a transformac;:ao hom61oga, sao dais 
exemplos praticos apresentados sabre a importancia crescente da tecnologia 
do DNA recombinante nos processes industriais. 

µ•··!".-:.' 
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? PERGUNT AS DE REVISAO • 
1. Nas fermenta96es quais sac as fases a montante e a jusante do bio-reac-

tor? Em que consiste cada uma delas? 

2. Quais sac os diferentes processes parasexuais utilizados no melhoramento 
genetico de estirpes com interesse biotecnol6gico? Em que consiste cada 
um deles? 

3. Quais as principais etapas na tecnologia do DNA recombinante? 

4. Qual o papel desempenhado pelas diferentes enzimas utilizadas na tecnologia 
do DNA recombinante? 

5. Quais os principais passes utilizados para a produ9ao industrial da insulina 
humana per E. coli? 

6. Quais os beneficios da industria das enzimas, ao procurar novas microrga-
nismos ou ao usar microrganismos geneticamente modificados? 
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