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Biotecnologia Microbiana

Nelson Lima

INTRODUGAO

Durante séculos os alimentos fermentados
(e.g. vinho, vinagre, “sauerkraut” e iogurte)
foram produzidos por microrganismos des-
conhecidos. S6 no fim do século passado é que
os principios da microbiologia comegaram a
ser compreendidos, permitindo a cultura indi-
vidual das espécies e o desenvolvimento de
processos de produgdo em grande escala. Estas
primeiras aplicagBes de microrganismos se-
leccionados para processos especificos deram
origem 2 biotecnologia das fermentagdes.

A indistria moderna de fermentagdes, com
estirpes seleccionadas e geneticamente me-
thoradas produz milhdes de toneladas por ano,

de compostos iteis. Podemos definir quatro

principais classes de compostos produzidos
pela indistria: metabolitos primdrios; meta-
bolitos secunddrios; enzimas e microrganis-
mos. No Quadro 16.1 estdo compilados exem-
plos destes compostos, pertencentes a estas
principais classes, produzidos por diferentes
microrganismos, bem como as suas respec-
tivas aplicagdes industriais. A Figura 16.1
evidencia uma estimativa da distribui¢io das
diferentes quatro grandes classes de enzimas
microbianas produzidas pela inddstria: pro-
teases, carbohidrases, lipases € uma miscelanea
de outras enzimas para fins analiticos, farma-
céuticos ¢ cientificos.

A biotecnologia é uma drea de aplicagio
do conhecimento das ciéncias da vida. A sua
tecnologia envolve a aplicagio de organismos
ou componentes celulares para servir a indds-
tria quimica e farmacéutica, servir a tecnologia
alimentar e ambiental, € servir outras dreas tais

como, a agricultura, a energia, a recuperagio
de metais, etc. As principais etapas por nés
consideradas num processo biotecnolégico € as
suas interdependéncias estdo representadas na
Figura 16.2.

MATERIA-PRIMA

A matéria-prima (Figura 16.2) utilizada
como substrato para transformacfio constitui
um aspecto importante a considerar tendo em
atencfio a sua adequabilidade ao processo, a
sua abundincia e o seu custo. Neste sentido,
tem-se procurado utilizar desperdicios, efluen-
tes ou subprodutos de outras actividades que a
ndo serem aproveitados e reconvertidos cons-
tituiriam eles proprios uma séria ameaga
ambiental. Residuos celuldsicos, efluentes da
industria dos lacticinios, hidrocarbonetos, entre
outros, tém sido utilizados com vista a obter
produtos de alto valor acrescentado.

ESTERILIZAGAO

A esterilizagio (Figura 16.2) da matéria-
-prima nem sempre € necessdria num processo
biotecnolégico, principalmente quando o sis-
tema é aberto. Temos, por exemplo, 0 caso
do tratamento bioldgico de dguas residuais e
a compostagem. Nestes casos, o controlo dos
contaminantes ¢ feito naturalmente ou por
manipulagdo das condi¢des ambientais. No
entanto, a partir dos anos 40, com o advento
de novas técnicas e controlos de engenharia
com vista ao aumento dos rendimentos e 2
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Quadro 16.1

Principais produtos com interesse industrial produzidos por microrganismos

Classes Produtos Aplicagoes Microrganismos
) Acidulante,
Ac. citrico Antioxidante e Aspergillus niger
Detergentes
Ac. gluchnico Indiistria Aspergiilus sp.
e gluconato de cilcio farmacéutica Penicillium sp.
) Detergentes ¢ Aspergillus itaconicus
Ac. itacdnico Plésticos Aspergillus terreus
Ustilago zeae
Metabolitos Ac. fumirico Acidulante Rhizopus arrhizus
Primdrios Candida blankii
3 Aspergillus oryzae
Ac. glutdmico Inddstria alimentar Penicillium chrysogenum
Rhodotorula glutinis
Cephalosporium sp.
Triptofano Indistria alimentar Hansenula anomala
Etanol Bebidas e Saccharomyces cerevisiae
Soiventes Zymomonas sp.
Penicilinas G e V Indidstria farmacéutica Penicillium chrysogenum
Metabolitos Penicilina N Indistria farmacéutica Emericellopsis sp.
Secundérios Cefalosporina C Indidsuia farmacéutica Cephalosporium acremonium
Ac. fusidico Indisiria farmacéutica Fusidium coccineum
- Producdo de 4cido
Glucose oxidase glucdnico e bebidas Aspergillus niger
dietéticas
a-Amilase Panificagio Aspergillus oryzae
Bacillus stearothermophilus
B-Glucosidase Sacarificagio Trichoderma reesei
Celuiases Indiistria alimentar Trichoderma reesei
Cellulomonas sp.
Enzimas Lipases Indistria ailimentar Mucor sp.
™~ Rhizopus sp.
Pectinases Clarificagio de, Aspergillus sp.
sumos de fruta Botrytis cinerea
Proteases Detergentes ¢ Aspergillus oryzae
Panificacdo Baciilus licheniformis
[nvertase Preparagio de Saccharomyces sp.
chocolates e caramelo
Lactase Indistria alimentar Aspergiilus niger
Kluyveromyces lactis
Proteina (Single Cell Alimentagio Fusarium sp.
Protein - SCP) animal Candida urilis
Microrganismos Paecilomyces sp.
Cogumelos Induistria alimentar Agaricus campestrts
Leveduras Panificagio Saccharomyces cerevisiae

obtengdo de produtos de quimica fina (e.g.

enzimas, vitaminas e antibidticos), a este-
rilizagdo tornou-se parte integrante dos pro-
cessos bictecnolégicos. Assim, com este pro-
cesso, evita-se a invasdo de microrganismos
contaminantes que, por competicio com os
microrganismos industriais, afectariam a re-

© LIDEL - EDICOES TECNICAS

lagio dos nutrientes disponiveis. Evita-se,
igualmente, que a composicio final dos pro-
dutos desejados seja alterada pela presenga de
produtos contaminantes ou ainda, que se
verifique degradagio do produto desejado (e.g.
a libertacio pelos microrganismos conta-
minantes de proteases extracelulares pode levar
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Figura 16.1 - Distribuicdo mundial da produgdo industrial das enzimas microbianas. A e B representam,
respectivamente, a distribuigdo das carbohidrases e proteases.

a degradagdo das enzimas que se desejam
produzir). Associado a todo o processo de
esterilizacio do fermentador ¢ do meio de
cultura é necessdric assegurar a pureza do
indculo a usar no processo fermentativo, bem
como assegurar uma boa prdtica laboratorial
Que permita a que o manuseamento seja feito
em condi¢Oes de assépsia.

RASTREIO E SELECCAO

O rastreio ¢ seleccio dos microrganismos
(Figura 16.2) é, no nosso ponto de vista, uma
das etapas deste processo mais importantes e
condicionantes. Sabendo da existéncia de
milhares de microrganismos € tarefa dificil
organizar programas de rastreio bem desenha-
dos que permitam identificar e seleccionar os
microrganismos com as potencialidades pré-
-definidas. A selec¢do de uma estirpe apro-
priada entre uma enorme variedade de espécies
naturais de microrganismos requer um conhe-
cimento geral de microbiologia combinado
com conhecimentos de bioquimica que per-
mitam saber como procurar ¢ microrganismo
e aonde o procurar.

Nestz sentido, os contributos pioneiros
de Martinis W. Beijerinck com a utilizagiio

de culturas de enriquecimento para o iso-
lamento de microrganismos com proprie-
dades metabdlicas especificas e de Albert
J. Kluyver com a utilizagdo de estudos com-
parativos de bioquimica, 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
critérios de pré-selec¢do e um programa de
rastreio bem definidos que nos permitam
seleccionar com simplicidade, especificidade,
rapidez e baixos custos, um grande nimero de
microrganismos com o fendtipo desejado e
obter o produto industrialmente procurado.
Pelo contririo, ndo defendemos o rastreio
aleatério e ndo selectivo por este envolver um
enorme nidmero de isolamentos, ensaios e
dispéndio de tempo e de dinheiro. Do &xito de
um programa de rastreio e da correcta selecgio
de uma estirpe, depende, normalmente, as
taxas obtidas do produto desejado criando um
retorno financeiro compensador para a in-
ddstria. Encontrado ¢ microrganismo pro-
curado o passo seguinte é melhorar as suas
capacidades.

© LIDEL - EDICOES TECNICAS
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Figura 16.2 - Organigrama de um processo bictecnolégico.

GENETICA APLICADA

A genética aplicada (Figura 16.2) permite
realizar modificacGes no microrganismo se-
leccionado para este produzir mais do produto
desejado ou mesmo, mais recentemente, pro-
duzir novos produtos. Neste sentido, um longo
e frutuoso trabalho tem sido realizado re-
correndo a técnicas convencionais de genética:
mutagénese, processos sexuais e parasexuais.
A moderna tecnologia do DNA recombinante
e outros contributos da Biologia Celular e
Molecular tém sido relevantes no methora-
mento das estirpes industriais.

As mutacdes espontdneas e induzidas sio
uma fonte de variacio genética de grande
impacto na microbiologia industrial, tendo em
consideracdo que importantes microrganismos
usados industrialmente (e.g. Penicillium chry-
sogenum, Aspergillus oryzae) nio apresentam
possibilidades de reprodugdo sexuada. Por esta
razio, a variagdo meidtica é substituida por
programas de mutagénese como dnica pos-
sibilidade de aumentar a produtividade dos
microrganismos. A selecgdo das estirpes foi,

© LIDEL - EDIGOES TECNICAS

inicialmente, dependente da variabilidade es-
pontinea encontrada dentro das populagdes
naturais dos microrganismos. Actualmente,
mesmo conhecendo um grande ndmero de
agentes mutagénicos fisicos e quimicos, a
selecgdo de mutantes espontineos continua a
ser importante nos estddios iniciais de qualquer
programa de melhoramento de microrganismos
com interesse industrial. E o caso dos fungos
produtores de micélio que, quando isolados do
meio natural, normalmente, sdo heteroca-
ridticos. A selecgio de esporos isolados,
uninucleados, leva a obter diferentes tipos de
colénias em que algumas podem apresentar
melhores caracteristicas para o produto em
questdo.

Por outro lado, a submissdo de estirpes 3
mutagénese fisica ou quimica permite obter,
numa perspectiva industrial, dois tipos de
mutagdes: mutacdes maiores e mutagdes me-
nores. As primeiras, mutagdes maiores, €f-
volvem a selecgio de mutantes com uma
alteragdo acentuada de um cardcter genético
com interesse pritico. Como exemplo de mu-
tagdes maiores temos a selecgdo do Peni-
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Figura 16.3 - Organigrama de um processo de rastreio de microrganismos de interesse industrial

cillium chrysogenum ndo pigmentado com
grande capacidade de producdo de penici-
lina ¢ as mutacdes de grande utilidade em
trabathos de genética que permitem a cria-
¢io de marcas genéticas em estirpes (auxo-
trofia, resisténcia aos antibidticos e metais
pesados, etc.). Pelo contririo, as. mutagdes
menores mostram alteragdes subtis num parti-
ticular cardcter genético levando ao melho-
ramento de 5 a 10% da formagdo do produto
desejado. Por definicdo, este tipo de mutagdes

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

O gradual melhoramento feito no Peni-
cillium chrysogenum NRRL1951, genealo-
gia da familia das estirpes da Universidade
de Wisconsin e da Inddstria Lilly Lta, na
producdo da penicilina, é o melhor exem-
plo para as mutagdes menores (Figura
16.4).

© LIDEL - EDIGOES TECNICAS
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A mutagénese cldssica ndo pode ser total-
mente substituida pelas novas técnicas do
DNA recombinante. Por isso, a seguir aos
métodos de rastreio e selecgio, a mutagénese

daria brevicollis, Sordaria fimicola ou Neuros-
pora crassa.
Como jd referimos, poucos microrga-

nismos com interesse industrial possuem a

Penicillium notatum r Estirpe de Fleming J
60mg/i Penicillium chrysogenum NRRL1951 Estirpe dos
8 Laboratérios. USDA
150mgft B25
X Estirpes do
300mgft X1612 Inst. de Carnegie e da
Univ. do Minnesdta
uv
550mgnl Wis Q176
Estirpes da Universidade
l UV,MNeS de Wisconsin
Wis 51-20
uv
E-1 LEstirpes da Industria Lilly Lta J
MNesS
E-15.1

7000mg/l

l Estirpe Final

nitrogenada.

Figura 16.4 - ngealogia do meihoramento das estirpes produtoras de penicilina. S, mutagges
espontaneas; X, irradiagdes por raios-X; UV, irradiagdes por uitra-violetas; MN, tratamento com mostarda

~

é o0 método mais efectivo para aumentar a taxa
de formagio de um produto. O maior obstdculo
é que as muta¢des ocorrem com baixas fre-
queéncias e tm de ser seleccionadas dentro de
uma grande populagio de ndc mutantes.

No processo sexual, nicleos hapldides de
sinais contrdrios fundem-se numa tdnica célula,
Esta nova célula dipldide, ao sofrer a meiose,
terd rearranjos nos cromossomas resultante de
crossing-overs. Esta recombina¢o homodioga
é muito efectiva na produ¢io de novos ge-
nétipos, razdo pela qual tem sido utilizada na
produgio comercial de cogumelos de Agaricus
bisporus, Lentinus edodes e Volvariella vol-
vacea. Sdo cldssicos os estudos de genética
(segregagdes ¢ recombinacdes) usando Sor-

© LIDEL - EDICOES TECNICAS

capacidade de se reproduzirem sexuadamente.
Os mecanismos parasexuais podem permitir
uma recombina¢do génica em células ve-
getativas com aplicagdes prdticas muito im-
portantes em biotecnologia. Iremos referir,
dentro destes processos parasexuais, os me-
canismos de conjugacio, transducio, trans-
formacdo (Ver capitulo 8 - Genética Micro-
biana), recombinagfio mitética e, por dltimo,
mas nioc menos importante, a fusdo de pro-
toplastos.

A conjuga¢io € um processo em que a
informacdo genética € transferida de uma
célula bacteriana para outra por meio do ¢on-
tacto fisico, célula-a-célula, através de um tubo
de conjugagio (Figura 16.5). Ndo se d4 a fusdo



celular nem se misturam os seus citoplasmas.
Di-se a passagem de DNA plasmidico da
célula dadora para a célula receptora. As
bactérias possuindo plasmideos com o factor
sexual F, sdo células dadoras ao passo que
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molecular responsdvel pela informagio gene-
tica era um dcido nucleico.

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

Plasmideo @

DNA da Bactéria A

DNA da Bactéria B

e,

Figura 16.5 - Conjugacdo entre bactérias. Parte da informagdo genetica da bactéria A passa para a
bactéria B peio tubo de conjugacio. Esta novo segmento de informagédo pode permanscer na bactéria
B na forma de plasmideo ou integrar-se permanentemente no cromossama bacteriano.

as bactérias sem estes plasmideos sdo células
receptoras. Este mecanismo de transmissdo
de informacdo genética pode ser importante no
disseminar de caracteristicas, como por exem-

plo os factores de resisténcia a antibidticos,

associadas a estes plasmideos.

A transformacio ¢ a modificacio do
gendtipo de um organismo em outro, pela
introducio de DNA exdgeno. A transformacio
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 transferéncia untdirecional de
material genético originado numa célula e
adquirido e mantido por outra, tem sido obser-
vada em diferentes tipos de células. O DNA a
utilizar na transformagdo pode ser submetido
in vitro a tratamentos ¢ manipulacdes antes de
ser introduzido na célula hospedeira capaz de
ser transformada (competente). A transforma-
¢do com DNA fédgico € referida como trans-
feccio. A transformag¢fio tornou-se um dos
métodos principais em engenharia genética,
usando plasmideos ou DNA fdgico como
veiculos transportadores dos genes deseja-
dos (vectores) e constituiu, historicamente, a
primeira prova concludente de que a espécie

inicio da década de 70, com o uso da Neuro-
spora crassa inositol-dependente e DNA na-
tivo desta estirpe selvagem contendo a marca
para o inositol. Desde entdo, e até aos nossos
dias, os sistemas de transformacio tém sido
desenvolvidos no sentido de melhorar os vec-
tores para a transformacio, os procedimentos
para a transformagdo, a regeneragio e selecgdo
dos transformantes, a andlise dos transfor-
mantes e a andlise das fungdes e regulagdes
génicas.

Os vectores para transformacdo de fungos
filamentosos apresentam, ¢omo componentes
bdsicos, a marca que pode ser usada para
selecgiio dos transformantes fingicos e se-
quéncias de plasmideos bacterianos que pos-
sam ser usados para selecgdo e propagagio do
vector na célula hospedeira. As marcas se-
lectivas podem ser agrupadas em trés grupos
funcionais: 1) marcas auxotrdficas, i.e., genes
que complementam mutacdes pré-existentes
permitindo o crescimento prototréfico; 2) ge-
nes que fornecem uma nova fungdo ¢ permitem
0 crescimento em meio normalmente inibidor
desse crescimento, (e.g. presenga de anti-
bidticos como a oligomicina - inibidor da
ATP-sintetase mitocondrial —e o cloranfe-
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nicol — inibidor da sintese das proteinas mi-
tocondriais); 3) marcas mutagénicas que re-
sultam da integracdo de fragmentos de DNA
no genoma receptor em posi¢des especificas,
provocando mutagdes selectivas (e.g. dis-
rupcio génica). As marcas selectivas usadas na
transformagio de Aspergillus niger estio
organizadas no Quadro 16.2.

Por outro lado, os genes podem ser mutados in
vitro e as actividades dos novos alelos podem
ser estudadas na presenga ou auséncia da
actividade do alelo selvagem. Estas meto-
dologias tém permitido também a producio de
proteinas heterélogas com a utilizagdo de
promotores de Aspergillus. Sio exemplos os
compostos de origem humana, interferdo o2 e

Quadro 16.2 '

Marcas selectivas para a transformagdo de Aspergillus niger
Marca Origem Fendtipo Referéncia
hph E. coli Resisténcia 2 higromicina B Punt et al., 1987
oliCR A. niger Resisténcia 4 oligomicina Ward er al., 1988
amdS* A. nidulans Utilizagdio da acetamida Kelly e Hynes, 1985
niaD* A. niger Utilizagdo do nitrato Unkles er al., 1989
argB* A. nidulans Sintese da arginina Buxton er al., 1985
pyrG* A. niger Sintese de pirimidina Hartingsveldt er al., 1987
trpC* A. nidulans Sintese do triptofano Goosen et al., 1989
lacZ* E. coli Actividade da B-galactosidase Luo, 1992

O DNA usado na transformagdo, quando
estd dentro das células dos fungos filamentosos,
tem como destino a sua integracio no DNA
cromossomal para se poder perpetuar gerando
transformantes estdveis. Os plasmideos podem
integrar o genoma, quer em locais homdlogos
quer heterélogos. Local homologo define-se
como o local em que existe uma grande
identidade entre as sequéncias do plasmideo e
do DNA gendmico razio pela qual, este local
favorece a integracio do plasmideo. Por sua
vez pode verificar-se a integragdo heteréloga
quando se usa plasmideos com sequéncias de
DNA com baixa identidade com o DNA ge-
némico.

A tecnologia da transformagdo para fungos
filamentosos abriu a oportunidade de estudar
os mecanismos de controlo da expressdo dos
genes e das suas fungdes e actividades.
Promotores e elementos regulatérios a eles
associados podem ser fundidos com genes
heterdlogos e as suas actividades podem ser
estudadas sem interferir nos genes enddgenos.

© LIDEL - EDICOES TECNICAS

a interleuquina 6, com a utilizagdo do pro-
motor da glucoamilase.

A transdugio é um processo que envolve
a~transferéncia de material genético de uma
célula e a sua incorporagdo por recombinagio
noutra célula através de um vector viral.
Existem dois tipos de transdugdo: a gene-
ralizada e a especifica. A transdugio ge-
neralizada consiste no empacotamento aci-
dental de um fragmento de DNA bacteriano
dentro das particulas figicas, quando ocorre um
ciclo litico de fagos temperados ou virulentos
ou quando um fago temperado lisogénico é
induzido para a lise. A transdugdo especifica
é mediada por fagos temperados, por exemplo
do tipo 1, em que o profago invariavelmente se
insere num local geneticamente bem definido
do cromossoma bacteriano (locus especifico).
Neste caso, pode verificar-se a separagio
defeituosa do profago do DNA cromossémico
da bactéria lisogénica e a consequente inclusdo
de genes bacterianos adjacentes ao ponto de
integragiio por parte do DNA fdgico. Assim, o



fago transdutor, ao infectar uma nova céluia,
transfere para esta, por transdugdo, genes
cromossomicos da célula anterior (Archer,
1976).

A recombinacio mitdtica consiste num
processo de mitose em que as células filhas
dipidides apresentam uma combinac¢io de
genes diferentes das suas células parentais
dipléides. Os cromossomas homoélogos em-
parelham-se para que ocorra a mitose, e em
que o cromatideo de um cromossoma se
recombina com o cromatideo do cromossoma
homoéiogo correspondente. Este tipo de per-
muta génica tem tido um particular interesse
em fungos filamentosos. Nestes fungos, na fase
vegetativa, um pequeno nimero de nicleos
hapléides podem fundir para formar nicleos
dipléides. Esta fase dipldide, no ciclo as-
sexuado dos fungos, resulta de uma condigio
de heterozigotia. Assim, depois da fusdo
nuclear e do crossing-over mitético com 0s
niicleos dipléides criando trocas intercro-
mossémicas, dd-se a haploidizagio onde os
nicleos dipléides sio reduzidos, por mitose, a
nicleos hapldides. Esta recombinagido mitética
torna possivel a andlise genética e o controlo
dos cruzamentos em microrganismos sem ciclo

. sexuado. Comparando a eficiéncia entre a
recombinag¢do mitética e a recombinagdo se-
xual (meidtica), verificamos que a primeira é
muito menos efectiva do que a segunda. Este
fenémeno de hibridiza¢do parasexual € conhe-
cido em Aspergillus oryzae, Penicillium chry-
sogenum e Cephalosporium acremonium ¢
manifesta-se, por exemplo, criando diferentes
sectores fenotipicos numa colénia de Asper-
gillus.

A fusio de protoplastos € um método
utilizado para promover a recombinagio ge-
nética em células que naturalmente nio se
cruzariam. A principal barreira para a re-
combinagio entre fungos nfo idé€aticos &
normalmente a parede celular. Uma vez
removida a parede celular, e como as mem-
branas citoplasmdticas t€m afinidades e
composigdes quimicas idénticas, € possivel
induzir a fusdoc destas células criando células
hibridas. Para Brenner et al. (1958), pro-
toplastos sdo céluias osmoticamente frigeis
resultantes da remogdo completa de material
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constituinte da parede celular. Assim, os
protoplastos podem ser manipulados para os
fundir usando, para o efeito, compostos fu-
sogénicos, polietilenoglicol (PEG) e ides de
cdlcio, ou campos eléctricos (electrofusdo).
A aplicagio com sucesso da fusdo de pro-
toplastos depende: da escolha correcta de
marcas genéticas complementares como au-
xotrofia, resisténcia a antibiéticos e defi-
ciéncias respiratdrias que permitam faciimente
isolar os protoplastos fusantes dos protoplastos
parentais; da eficiéncia da preparagdo de
protoplastos; da sua frequéncia de fusdo e,
ainda, da capacidade de regeneracio dos pro-
toplastos fundidos e do seu normal cresci-
mento, aspecto relacionado, nalguns casos,
com a intensidade de digestdo enzimdtica 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 construgiio de hibridos intraespécies, interes-
pécies e intergéneros através da fusdo de pro-
toplastos. Saccharomyces cerevisiae tem sido
amplamente utilizada para fusGes intraespe-

~cfficas. A Figura 16.6 apresenta o esquema,

por nds desenvolvido experimentalmente, de
fusdo de protoplastos de leveduras floculantes
com leveduras com maior resisténcia ac etanoi.

Por outro lado, encontrdmos trabalhos de
fusdo interespecificas entre Schizosaccharo-
myces pombe ¢ Schizosaccharomyces octos-
porus, Aspergiilus niger e Aspergillus oryzae
e, finalmente, Trichoderma koningii ¢ Tri-
choderma reesei. Quanto a exemplos de fusdes
intergenéricas, encontrdmos entre Trichoderma
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
espécies e Pichia membranaefaciens, Hanse-
nula capsulata e Schizosaccharomyces pombe.

A fusdo de protoplastos é um método com
grande impacto e claras vantagens no me-
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Quadro 16.3
Metodologia para obter protoplastos de Saccharomyces cerevisiae
e de Aspergillus niger

S. cerevisiae

A. niger

1. Recolha de células em fase exponencial

1. Recolha de peilets jovens crescidos a partir
de esporos

2. Tratamento das células com tampdo:
0.1 M Tris/HCI pH7,0
0.0l M EDTA
0.6 M KCI
0.1 M [B-Mercaptoetanol

2. Tratamento de pelflers com tampio:

06 M MgSO4.TH,O
10 mpM Tampdo fosfato pHS.8

3. Digestio enzimdtica:
0,05 M Tampio fosfato pH7.,5
0.6 M KCi
200 U Liticase/ml

3. Digestdo enzimdtica:

10 mM Tampdo fosfato pH5,8
1.2 M MgSO47H20
20 mg Novozym 234/g micélio

15000 U B-Glucoronidase/g micélio
3 mg Albumina Sérica Bovina (BSA)/g
micélio

4. Tsolamento dos protoplastos em gradientes de

sorbitol

thoramento de estirpes comerciais, permitindo
ultrapassar os problemas caracteristicos destas
estirpes como a polipioidia (e, consequente-
mente, a sua redugdo na incidéncia de mu-

tagdes fenotipicamente detectdveis), a inca-

pacidade de esporulagdo e a baixa viabilidade
dos esporos.

A tecnologia do DNA recombinante tem-
-se centrado na andlise e manipulacio do ma-
terial genético in vitro permitindo, atraves de
técnicas de clonagem o isolamento, purificagio
e amplificacdo selectiva de fragmentos dis-
cretos de DNA, oriundos de organismos vivos.
Para a obtengdio destes fragmentos podemos
utilizar diferentes estratégias, como a digestdo
enzimatica do DNA por enzimas de restrigfio,
por fragmentagio mecfnica, a sintese de
¢DNA de cadeia dupla e, ainda, a sintese
quimica directa.

A etapa seguinte € a ligagio do fragmento
de DNA a um vector, entidade com capacidade
de penetraciio e perpetuagdo numa célula hos-
pedeira. Para tanto, pode recorrer-se a vdrias
alternativas: terminagdes coesivas ab initio que
espontaneamente aderem ao vector, tntroducdo
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de ligandos coesivos ou produgio de extensdes
homopoliméricas.

Numa estratégia de clonagem € fundamen-
tal introduzir o-vector com o fragmento de
DNA a clonar numa célula hospedeira. Para o
efeito recorre-se 4 transformagdo quando o
vector ¢ um plasmideo, 2 transfec¢do quando
utilizamos um DNA figico recombinante ou,
por dltimo, ao empacotamento in vizro do
DNA numa cdpside fdgica, seguido de trans-
ducido.

A selecgio dos transformantes pode ser
feita por complementagio genética como € o
sistema que utiliza o gene que codifica para a
B-galactosidase (lacZ), pela perda ou ganho da
resisténcia a um antibiético especifico, pela
hidridizagdo de DNA compiementar ao DNA
clonado e marcado de tal forma que permita a
sua identificagfio. A andlise por enzimas de
restrigio pode ser usada para determinar se 0
DNA clonado produz os mesmos fragmentos
que a molécula de DNA clonada.

Toda esta estratégia de clonagem estd
resumida na Figura 16.7 onde se pde em evi-
déncia a construgiio do vector (V) a partir do
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+ S. cerevisiae NCYCB869

+« Mat @

« Floculante (Flol)

+ Auxotrotica (ura3)

« Competente Respiratéria

* Menor Resisténcia ao Etanol

« 5. cerevisiae saké [AM
+ Desconhecido

« Nio Floculante

+ Prototréfica

« Deficiente Respiratéria

» Maior Resisténcia ao Etanol

Fusio de Protopiastos 1

Selecgdo em Meio
Minimo com Glicerol

* Prototroficos

+ Floculantes

HIBRIDOS

+ Competentes Respiratorios

* Maior Resisténcia ao Franol

Figura 16.6 - Esquema de fusdo de protoplastos em Saccharomyces cerevisiae para a obtengdo de
estirpes com interesse industrial, floculantes e resistentes ao etanol.

plasmideo (P) e com a inser¢do 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 conjunto
de enzimas que nos permitem optar por di-
ferentes vias na metodologia do DNA recom-
binante. Enzimas de restricio (endonucleases),
transcriptase reversa, fosfatase alcalina. ligase-
-DNA T4, enzima de Klenow. nucleases S1 e
Bal 31, polimerases, exonucleases, metilases,
topoisomerases, DNase e RNases, formam uma
pléiade de enzimas que tém permitido de-
senvolver a tecnologia do DNA recombinante
(Figura 16.7).

Desde o primeiro gene cionado no inicio
da década de 70, passando pela primeira
vacina animal até a produgio de insulina
humana, a tecnologia do DNA recombi-
nante tem trazido novas perspectivas a in-
dustria.

No entanto, continua a haver grandes lacu-
nas na caracteriza¢io genética dos organismos
mais importantes para a inddstria, como € o

Aspergillus oryzae e o Penicillium chryso-
genum. Dois destes aspectos tém sido a
impossibilidade de obter vectores apropriados
para estes organismos, i.e., estiveis € com
replicagdo autdnoma, e a falta de compreensao
detalhada dos principais passos de conversiao
enzimdtica em importantes processos indus-
triais. Apesar de tudo, muito trabalho tem
vindo a ser realizado no sentido de ultrapas-
sar estas dificuldades. E de referir a obten-
¢io, pelo grupo do Prof. Clutterbuck da
Universidade de Glasgow, do plasmideo
ARpl com capacidade de replicagio autd-
noma em Aspergillus nidulans, Aspergillus
oryzae ¢ Aspergillus niger e, consequen-
temente, com o aumento da frequéncia de
transformagio (super-transformantes) (Gems et
al., 1991).

CONSERVAGAOQ

A conservagido (Figura 16.2) € uma pri-
tica universal em todo o trabalho microbio-
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Figura 16.7 - Diferentes estratégias de construgdo de um vector & respectiva utilizagdo 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 é necessdrio conservar os
microrganismos com que se trabaiha. Q tipo de
trabalho que € feito com os microrganismos
pré-determina as necessidades da conserva-
¢dio, i.e., € & necessirio conservar 0s micror-
ganismos sé por um curto espago de tempo
teremos um problema, essencialmente, de
manutencdo mais do que de Conservagio; por
outro lado, se & necessario conservar 0s mi-
crorganismos por um perfodo ilimitado de
tempo, como acontece nos depdsitos das
colecgdes de culturas tipo, a conservagio
passard a ser perpetuacio.

A grande variedade de métcdos usados
para a manutengdo e conservagio dos mi-
crorganismos deriva, em parte, das diferentes
escalas de tempo usadas para a conservagio
mas também da diversidade biolégica dos mi-

BIOTECNOLOGIA MICROBIANA 323

crorganismos. Contudo, qualquer que seja o
método de conservagao, ele terd que manter a
cultura vidvel, nio contaminada e, por tltimo,
inalterada nas suas propriedades. Um quarto
objectivo poderd ser adicionado aos jd men-
cionados, quando se trata de servigos de
colecgdes de culturas tipo, ¢ que é, o de existir
sempre um lote adequado e sistemas apro-
priados para a reposi¢do de lotes, quando
necessdrio. No Quadro 16.4 éstdo referidas
algumas colecgdes de culturas fornecedoras
de microrganismos para os trabalhos expe-
rimentais. Estas colecgdes sdo as principais
responsdveis pela manutengio de estirpes
industriais, ou com potencial interesse indus-
trial, patenteadas.

Os métodos usados para a manutencio e
conservagio vdo desde a subcultura dos mi-

Quadro 16.4
ColecgGes de cuituras de microrganismos
Coleccio de Cultura Acrénimo da Colecgio Enderego
American Type Culture ATCC 12301 Parklawn Drive, Rockville,
Collection Maryland 20852, USA
International Mycological IMI Bakekam Lane, Egham, Surtey
Institute Tw 20 9TY, UK
Natienal Collection of Yeast NCYC Norwich Laboratory, Colney Lane,
Cultures Norwich NR4 TUA, UK
Portuzguese Yeast Culture 1GC h SA Biotecnologia. Fac. Ciéncias 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 LA2Z2 OLP,
UK
Deutsche Sammiung von DSMZ Mascheroder Weg 1b, D-38124
Mikroorganismen und Zellkul- Braunschweig, Alemanha
turen GmbH
Centraalbureau voor CBS Qostertraat 1. P.O. Box 273, 3740
Schimmelcultures AG Baarn, Holanda
North Regional Research NRRL US Department of Agricuiture,
Laboratory Peoria, Illinois, USA
Micoteca da Universidade MUM Centro de Engenharia Biolégica,
do Minho Campus de Gualtar, 4709
Braga Codex, Portugal
Coleccion Espaiiola CECT Departamento de Microbiologia,
de Cultivos Tipo Faculdad de Ciencias Bioidgicas,
46100 Burjasot (Valencia), Espanha
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crorganismos, passando pela secagem em
areia, solo, gel de silica ou discos de papel,
pela liofilizagdo ou pelo congelamento a -80°C
com pérolas de vidro, a -140°C em azoto
na fase de vapor, ou -196°C em azoto na
fase liquida usando para o efeito criopro-
tectores.

Nas culturas de fungos filamentosos
torna-se importante os métodos de luta e
controlo contra os insectos da ordem Coleo-
ptera, principalmente os géneros Tyrotly-
phus e Tarsonemus, por serem predadores
dos fungos filamentosos. Assim, para evitar
quer a destruigio das colecgdes quer as
possiveis contaminagdes cruzadas, as pre-
caucdes contra estes dcaros sdo: a higiene, a
utilizacdo de acaricidas (e.g. Acteltic, da ICI
Agrochemicals), a fumigagio com p-diclo-
robenzeno, a criagio de barreiras mecénicas
e quimicas como a utilizagdo, a volta das
culturas, de dleo, dgua ou vaselina, a utili-
zacdo de papel de cigarro colado com gelatina
e suifato de cobre na boca do tubo e, por
iltimo, a utilizag3o de baixas temperaturas
(4 a 8°C) para diminuir a propagacdo dos
dcaros ou -18°C para destruir os 4caros € os
Seus ovos.

BIO-REACTORES

Os bio-reactores (Figura 16.2) sdo apare-
lhos onde os materiais sd3o tratados para
promover transformagdes bioquimicas por
accdo in vivo de células ou por acgdo in virro
de componentes celulares. Historicamente
o primeiro fermentador no laboratdrio foi o
balio Erienmeyer com agitagio. Com o
desenvolvimento da produgdo da penicilina
depois da II Grande Guerra, os fermentadores
foram desenvolvidos passando pelos jarros
de vidro com agitacdo até aos tanques de
a¢o inoxiddvel com vdrias formas e tama-
nhos. Estes bio-reactores, existentes nos nos-
sos dias para produgdo em grande escala, sdo
versdes resultantes de um estudo e melho-
ramento 4 escala laboratorial onde a opti-
mizagio do processo envoive a minimizagio
dos materiais de alimentacio e de energia e a
maximizag¢do da pureza e qualidade do produto
desejado.
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CONTROLO DO PROCESSO
E ISOLAMENTO DO
PRODUTO

O controlo do processo (Figura 16.2) apa-
rece assim como vector fundamental na opti~
mizagdo da fermentagio, permitindo dominar
os parametros fisicos e quimicos associados ao
processo. Neste sentido a instrumentagdo dos
bio-reactores tem-se desenvolvido em direcgio
aos conhecimentos fisiolégicos e bioquimicos
dos seres vivos usados nas fermentagdes, per-
mitindo controlar parimetros como a tem-
peratura, pH, oxigénio dissolvido & consumido,
didxido de carbono produzido, arejamento e
agitagdo, produgio de espuma, etc. Neste con-
texto, as diferentes varidveis do processo sdo
monitorizadas permitindo a sua andlise e con-
trolo através de equipamentos de fermen-
tacdo.

O processo de separagio (Figura 16.2) re-
laciona-se com a fase de separagio ¢ puri-
ficacdo do produto originado pelo processo
fermentativo. Como na maior parte dos pro-
cessos biotecnolégicos o produto desejado
se encontra em baixas concentragdes num
grande volume de liquido, os processos de

_separagdo levam, numa primeira etapa, a
separacdo da fase liquida e da fase sdlida

utilizando a sedimentagio, a filtragdo, a cen-
trifugacdo, etc.; e, noutra etapa, a purificagdo
e concentragio do produto a partir da fase
liquida utilizando a evaporagdo, a destilaggo,
a precipita¢do, a cromatografia de afinidade, de
troca idnica ou de fiitragdo em gel, etc. Esta
etapa final no processo biotecnoldgico repre-
senta a maior percentagem dos custos de todo
o processo. Um melhoramento na separagéo
do produto melhorard a eficiéncia global do
processo e consequentemente os custos a ele
associados.

O produto isolado obtido a partir de um
processo biotecnoldgico (Figura 16.2) deve
apresentar estabilidade para poder ser guar-
dado, atractivos na sua qualidade e prego ou na
sua originalidade e inovagdo para poder ser in-
dustrializado. Como exemplos préticos da utili-
zagdo da tecnologia do DNA recombinante e
de todos os conceitos biotecnoldgicos jd de-
senvolvidos, iremos apresentar a produgic da
insulina humana, através da transformagdo he-



teréloga, em Escherichia coli e a producio
da enzima pectina metilesterase, através da
transformagio homdloga, em Aspergillus
niger.

PRODUCAC DE INSULINA
HUMANA EM E. COLI

No homem, um dos processos de manu-
tengdo da homeostase € da responsabilidade do
sistema hormonal. Dentro das hormonas, en-
contramos a hormona insulina, pequena pro-
tefna formada por duas cadeias, a cadeia A
de 21 aminodcidos e a cadeia B de 30 ami-
nodcidos, ligadas entre si por duas pontes
bissulfito. Esta proteina € sintetizada pelas
céluias beta das Iihotas de Langerhans do
pincreas ¢ tem a fungio de controlar o ni-
vel de glucose na corrente sanguinea (Fi-
gura 16.7). Uma deficiéncia na produgio
da insulina, traduz-se num conjunto de
sintomas que pode levar i morte do indi-.
viduo.
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quéncia de aminodcidos da insulina humana.
Assim, a insulina de porco € a mais proxima
da insulina humana, substituindo na cadeia B
na parte do c-terminal a treonina pela alanina
ao passo que, a insulina de boi difere em trés
posigdes. A estas diferencas estd associado o
grau de imunogenicidade destas moléculas,
sendo elevado no caso da insulina bovina
comparativameante 2 de origem suina. Outro
aspecto prdtico € 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 coutra a insulina. Em consequéncia
destes problemas secunddrios encontramos,
nos diabéticos, atrofia do tecido adiposo sub-
cutdneo e uma necessidade crescente de au-
mento de dose de tratamento devido 2 insulina
administrada ser neutralizada pela presenca na
circulacdo sanguinea de anticorpos contra a
insulina.

Sabendo que as necessidades de insulina
sdo cada vez maiores, quer pelo crescente
ndmero de diabéticos quer pela necessidade de

30 Aminocdcidos

R Cadcia B

S S
| |
S

N

] Cadeia A

21 Aminodcidos

Figura 16.7 - Representagde esquematica da estrutura da moiécula de insulina humana.

Em 1922, com a possibilidade do iso-
lamento e purificacdo da insulina a partir do
pincreas de animais de abate para o consumo
humano (e.g. porco e boi), criou-se o tra-
tamento clinico da diabetes meilitus através de
programas de injeccdo desta hormona per-
mitindo, assim, aliviar fortemente o sofrimento
deste tipo de doentes. De notar que 1 a 2% da
populagio da Europa ¢ da América sofre da
diabetes e que 20% destes doentes sio
dependentes da insulina.

Por outro lado, as moléculas de insuiina de
origem animal diferem, ligeiramente, na se-

maiores doses para o seu tratamento; sabendo
que a produgdo necessdria de insulina pelo
fornecimento dos pancreas de animais ndo estd
garantida no futuro; sabendo, igualmente, que
hd uma impossibilidade de ¢liminar os pro-
blemas secundérios criados pela utilizagdo da
insulina animal, a procura. da utilizagfio da
insulina humana e da sua produgio em grande
escala criaram fortes motivagdes cientificas,
terapéuticas e comerciais para concretizar este
desiderato.

Neste contexto, e ultrapassados os pri-
meiros receios existentes no inicio da década
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de 70 sobre a utilizacio do DNA recombi-
nante, o primeiro passo para a produgio de
insulina por bactérias foi dado quande Ullrich
et al. (1977) prepararam RNA mensageiro de
células das Ilhétas de Langerhans de rato para,
posteriormente, sintetizarem o cDNA com a
ajuda da enzima transcriptase reversa. Com
estas moléculas clonaram piasmideos qui-
méricos em E. coli. Uma col6nia desta bactéria
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 sequéncia de
nucledtidos, foi possivel identificar a regido
completa codificadora da pré-insulina do rato,
identificar parte da sequéncia pré-peptidica e,
finalmente, identificar a sequéncia inteira da
regifo 3’ terminal do mRNA néo traduzido.

Um ano mais tarde, Villa-Komaroff ez al.
(1978) evoluiram com este trabalho, utilizando
o plasmideo pBR322 e cDNA com a infor-
macdo da pré-insulina de rato. Obtém clones
identificados por ensaios radio-imunolégicos.
Estas bactérias eram capazes de segregar
a insulina, ainda que esta fosse muito imper-
feita por conter grandes porgdes da proteina
(B-lactamase) codificada pelas sequéncias
adjacentes do local de clonagem. Contudo,
estes dois trabalhos pioneiros demonstra-
ram, experimentalmente, a possibilidade de
proteinas de rato serem produzidas por bac-
térias através da tecnologia do DNA recom-
binante.

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

Estes investigadores clonaram no gene da
B-galactosidase presente no plasmideo bacte-
riano o gene sintético da cadeia A ou da cadeia
B da insulina humana contendo, para cada
caso, um residuo extra para a metionina na
extremidade 5°. Esta estratégia, permitiu se-
parar as cadeias de insulina, A ou B, dos
fragmentos da 3-galactosidase contidos nas
proteinas recombinantes, por tratamento pro-
teolitico com brometo de cianogénio que
ataca especificamente os residuos de metio-
nina (as cadeias A e B ndo possuem este
aminodcido). As cadeias A e B foram pos-
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teriormente sujeitas a processo de purificagdo
por HPLC. Esta estratégia de clonagem
permitiu igualmente colocar os genes sinté-
ticos das cadeias A ou B sob o controlo de
um forte promotor (lac) induzido na presenga
da galactose e na completa auséncia de glu-
cose.

Estes resultados experimentais permitiram
que inddstrias como a Eli Lilli & Co. em
colaboragio com Genetech Inc., tenham adop-
tado esta metodologia para produzirem e
comercializarem a insulina humana recom-
binante. Assim, em 1982 é langada no mercado
pela Genetech Inc. a primeira insulina humana
recombinante - a Humulin. Este produto mos-
trou-se isento de proteinas de E. coli, en-
dotoxinas e pirdgenos, com comportamento
quimico e fisico em tudo idéntico a insulina
isolada do péncreas humano e com actividade
biolégica normal.

Mais recentemente, como alternativa ao
procedimento descrito, foi adoptada a uti-
lizagdo do gene da molécula percursora da
insulina, a pré-insulina, clonado em E. coli.
Apds purificagio desta molécula, a insulina
nativa surge como derivado da pré-insulina
pela digestdo provocada pela tripsina e car-

boxipeptidase B.

.. PRODUGCAO DE PECTINASE
- EM ASPERGILLUS NIGER

A modemna tecnologia de sumos de frutos
e de vegetais utiliza uma grande variedade de
matérias-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 alcangados através do me-
lhoramento dos sistemas ou da introdugdo de
novos processos industriais bem come de
novos equipamentos. Em muitas destas novas
abordagens o uso de enzimas tornou-se uma
prdtica corrente.

As enzimas sdo responsdveis por alte-
ra¢Ges nos alimentos, durante o crescimento
dos produtos, colheita, armazenamento, pro-
cessamento e subsequente revenda. Muitas
destas enzimas induzem alteragBes nio fa-
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Sintese do gene A
correspondente 3 Cadeia A

Insergio do gene A na
parte distal do gene da
B-gaiactosidase existente
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(Adaptado de Miller e Baxter, 198Q).

Figura 16.8 - Sintese do procedimento experimental para a produgido de insulina humana recombinante

~

vordveis ac normal processamento industrial
destes alimentos. No entanto, enzimas hd que

promovem alteragBes desejdveis melhorando as

qualidades do produto alimentar. E neste
equilibrio entre as actividades enzimdticas ¢
a duragdo da sua actuaglo que a inddstria
alimentar, e em particular a da inddstria dos
sumos de frutos, tem desenvolvido a sua
tecnologia e as caracteristicas dos seus pro-
dutos.

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

O substrato para estas enzimas € formado
por um compiexo grupo coloidal, natural, lo-

calizado principalmente na lamela média da
célula vegetal. Estes hidratos de carbono sdo
formados quimicamente pelo dcido poliga-
lacturénico com extensdes varidveis de me-
toxilagdo. O dcido péctico é formado pelo
icido poligalacturdnico praticamente isento de
grupos metilo ao passo que o dcido pectinico
apresenta grandes porgdes esterificadas com
grupos metilo. Pectatos e pectinatos 530 os sais
respectivos dos dois dcidos atrds referidos. Por
outro lado, a pectina é uma mistura hidros-
sollivel de 4cidos pectinicos capaz de formar
géis quando aquecida e, em condi¢des de
grande concentragio de agtcares e ambiente
dcido, esta propriedade gelificante estd na
origem do fabrico das. geleias.
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- ~Quadro 16.5 i1 ...
Aphcaq.oes de pectmases cornerc:als na tecnologla de sumos de frutos e vegetals

Aplicagio Efeito
Clarificacio A despectinizagio dos sumos permite a sua concentragio
sem gelificagdo e sem desenvolver turbidez
. A desintegragdio por separagio celular permite obter bases
Maceragio de néctar e alimentos para bebés
Liquefagdo A solubilizagie de sélidos é aumentada quando os produtos
sdo tratados com pectinases em combinagio com celulases
A preparagio e limpeza de magds para o fabrico de
Outras marmeladas e doces; aumento na recuperacic de dleo da
poipa de azeitonas e amendoim

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

A enzima pectina metilesterase tem o
nome sistemdtico de pectina pectil-hidrolase
(EC 3.1.1.11) e pertence a0 grupo das enzimas
carboxiiéster-hidrolases. Na literatura surge
vulgarmente, para esta enzima, expressdes como
pectinesterase, pectina desmetoxilase e pectina

COCH COOH

OH

COOH

0
o) + 7 0
7/ Kon A A {on % Aow NV
oH _ . OH

PL

COOH COCH

"H50 PME

qooces CH30H

Ao Ve e

PG
COCH COCH

OH

OH Q
OH OH

pohgaiacturonase e PL - enzima: pectina Iiase-

F‘gura 16.3-Actiwdades ata_lltlcas das pectlnases PME .
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metoxilase. Esta enzima catalisa a hidrélise
dos grupos metilo dos res{duos dos dcidos
D-galacturénicos da pectina com libertagio de
metanol. Este processo de desesterificagdo € de
extremna importincia na degradac¢fio da pectina
tornando o polimero susceptivel ao cilcio
devido A formagdo de grupos carboxilo livres.

As enzimas, colectivamente chamadas poli-
galacturonases [EC 3.2.1.15, poli(l->4-a-D-
-galacturénido)-glucanohidrolase], actuam hi-
droliticamente nas ligagdes (1->4)-c-D-gluco-
sidicas dos substratos de natureza péctica. Estas
enzimas formam quatro grupes de acordoc com
as suas preferéncias para pectina ou pectato
e de acordo com a sua actuag¢io terminal ou
aleatéria nas ligagSes (1->4)-a-D-glucosidicas.

As enzimas pectina/pectato liases [res-
pectivamente, EC 4.2.2.10, poli(metcoxi-D-
-galacturdnido) liase e EC 4.2.2.2, poli(1->4-
-a-D-galacturénido) liase] catalisam a quebra
das ligagGes (1->4)-a-D-glucosidicas de D-
-galacturonanos pelo mecanismo da B-eli-
minac¢io. Este mecanismo transeliminativo re-
move o idtomo de hidrogénio da posi¢io CS5
com a formagdo de uma dupla ligagcdo para
estabiliza¢do da nova molécula.

As pectinases tém sido encontradas nas
plantas superiores, nomeadamente, nos frutos
como o tomate, a laranja e o limdo, magi,
tabaco, etc. No entaato, tem-se observado que
numerosos microrganismos produzem pecti-
nases, sendo os fungos filamentosos aqueles
que maior destaque merecem. Temos como
exemplos Penicillium chrysogenum [trabaiho
pioneiro em pectinases realizado por Phaff
(1941, Monilia laxa, Sclerotinia sclerotio-
rum, os Botrytis allii, B. cinerea ¢ B. squa-
mosa, Verticillium albo-atrum e V. dahliae,
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Tri-
choderma reesei e, finalmente, os Aspergiili,
como ¢ mais importante grupo produtor destas
enzimas. Dentro deste grupo A. niger € aquele
que maior atengio tem tido devido aos seus
miiltiplos usos industriais.

A maioria das pectinases microbianas sdo
induzidas pela pectina e 4cido péctico, e
apresentam um pH 6ptimo dentro dos valores
3-4, a0 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 tém vindo a
adquirir uma maior importincia nos proces-
sos industriais, tem-se verificado uma preo-
cupagio em compreender os seus mecanis-
mos de regulacio e expressdo génica levando
a0 isolamento ¢ sequenciacdo dos genes que
codificam para a pectina metilesterase em
A. niger RH5344 (Khanh er al. 1990, e Khanh
et al., 1992) e para a poligalacturonase em
A. niger RH5344 (Ruttkowski er_al., 1990.
Para pectato liase de A. nidulans foram rea-
lizados estudos de regulagio do gene pelA por
Dean e Timberlake (1989).

Neste sentido, em consequéncia do
advento da tecnologia do DNA recombinante
para os fungos filamentosos, o grupo alemio
Khanh e Ruttkowski, jd citado, em estreita
colaboragdio 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 gendémico criado em
fagos A EMBL3 e, das cerca de 106 placas
fagicas recombinantes sujeitas a hibridizagdo
com uma sonda contendo o gene pmeA, obti-
vetam 38 clones fagicos que foram purifi-
cados. Este gene pmeA de ¢DNA utilizado
como sonda, foi obtido por sintese com a ajuda
da enzima transcriptase reversa, depois de
A. niger ter sido cultivado em condig¢des in-
dutivas, ou seja, em meio de pectina, e o seu
mRNA ter “sido isolado e purificado em
colunas de celulose oligo-dT.

O gene pmeA de ¢cDNA apresentou uma
sequéncia de 993 pares de bases corres-
pondente a uma proteina de 314 aminodcidos
€ a um sinal peptidico n-terminal de 17 ami-
nodcidos. Esta sequéncia (Figura 16.10) estd
disponivel pelo nimero X52902 no banco de
dados da EMBL (European Molecular Biology
Laboratory, Heidelberg). Por outro lado, o
gene gendémico isolado do clone figico 71
mostrou ser formado por sete exdes e seis
intrdes, e a sequéncia nucleotidica das regides
codificadoras serem idénticas s encontradas
no gene obtido via cDNA.

Apds este trabalho, o gene pmeA foi
inserido no plasmideo pSTA10 coatendo o
gene de selecgdo da nitrato redutase (niaD) de
A. niger. Este novo plasmideo foi utilizado
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para transformagio de A. niger auxotréfico
para o nitrato. Os transformantes obtidos,
capazes de crescerem em meio de nitrato,
mostraram por Southern que tinham integrado
o plasmideo no seu genoma e que a capacidade
de segregar a enzima pectina metilesterase
tinha aumentado, na meihor das situacdes, de
25 vezes. Verificou-se, para este caso, que o
aumento da produg¢io enzimdtica estava asso-
ciado ao ndmero de cépias do gene pmeA
integradas no genoma do fungo.

Apesar deste aumento de produgio en-
zimdtica ser significativo em termos de pro-
dugdo industrial, mais tarde foi utilizado o
mesmo gene pmeA para o colocar sobre
controlo de diferentes promotores. Assim, o
promotor da desidrogenase gliceraldeido-3-

-fosfato (gpd) de A. nidulans e o promotor da
o.-amilase (amy) de A. oryzae foram utilizados
para a construgio de novos plasmideos de
expressdo. A selec¢io destes promotores estd
relacionada com o conhecimento experimental
de serem, nos seus respectivos fungos, pro-
motores muito eficientes na expressdo destas
duas enzimas. Apds transformaciio de A. niger
com estes novos vectores, foram encontradas
actividades enzimdticas surpreendentes, ou seja,
200 vezes superiores a0 encontrado em A. niger
selvagem. Estes resultados demonstraram que,
através da tecnologia do DNA recombinante,
foi possivel obter rendimentos considerdveis
na produgio desta enzima, muito superiores a
qualquer programa que perspectivasse somente
o melhoramento do processo industrial.

ATG GTT AAG TCA ATT CTT GCA

M v K S [ L A
GCG CTG GCC GCG AGC CcGC ATG
A L A A S R M
GTT GTT GCC AAG TCC GGA GGT
v v A K S G G
Gee GTT GAT GCT CTC AGC ACG
A v D A L S T
ATC TTC ATT GAG GAG GGA TCC
3 F 1 E E G S
cece GCC CcTC AGT GGA AAG CTG
P A L S G K L
GAC ACT ACC ACC TAC ACC AGC
D T T T Y T s
GCC ATC GCT TG GCe GAT GTC
A [ A L A D v
ACC CTC CGT AAC TAC GCT GAA
T L R N Y A E
AAC ATT GCC AAC ACC TGC GGT
N 1 A N T o] G
GCC GTG AGC GecC TAT Gce AGC
A v S A Y A S
CAG TIC ACC GGA TAC CAG GAC
Q F T G Y Q D
TAC CAG GTT TAC GCC GGA ACC
Y Q A Y A G T
TTC ATC TTT GGA CAG CAC GCC
F [ F G Q H A
GAC ATC CGC GTC CTC GAG  GGC
D 1 R v L E G
GCC AAC GGC caGe TCC TCC GAG
A N G R s S E
ATC CAC AAG TCC ACC GTC GCT
L H X S T N A
TCC TCC GGC ACC TAC TAC cTe
S S G T Y Y L
GCT cGe GTC TGC TTC CAG AAG
A 3 v c F Q K
AAC CAC CTC GGC TGG ACT GAG
N H L G w T E
ACC GAG AAC GTC ACC TTT GTT
T E N v T F v
GGC GCT GAG GGT ccc CGT GCT
G A E G P R A
GAG cee ATC ACT ATC TCT TGG
E P I T 3 s w
GAC TGG GTT GAT ACT AGC TAC
D w v D T s Y

TCC GTT CTC TTT GCA GCG ACC

s v L F A A T
ACG GCT ccT TCC GGT GCG ATT
T A P s G A I
GAC TAC GAC ACG ATC AGC GCT
D Y D T 1 S A

ACT TCG ACC GAG ACC CAG acc
T s T E T Q T
TAC GAC GAG CAG GTG TAT ATT

Y D E Q v Y 1
ATT GTC TAC GGT CAG ACT GAG
1 v Y G Q T E
AAC CTG GTC AAC ATC ACC CAC
N L v N 1 T H
GAC AAT GAC GAT GAG ACT GCA
D N ) D E T A
GGC ' TCG GCcC ATC TAC AAC CcTC
G s A [ Y N L
CAG GCC TGC CAC CAG GCT cTC
Q A c H Q A L
GAG CAG GGA TaC TAC GCce TGC
E Q NG Y Y A C
ACC CTT CTG GCT GAG ACC GGC
T L L A E T G
TAC ATC GAG GGT GCC GTC GAC
Y [ E G A v D
cGe GCC TGG TTC cAC GAG TGC
R A w F H E c
cce AGC TCC Gce TCC ATC ACC
P s s A s I T
TCG GAC GAC TCT TAC TAC GTG
s D D S Y v v
GCT GCT GAT GGC AAC GAT GTT
A A D G N D v
GGC CGC cce TGG TCC CAG TAC
G R P w s Q Y
ACC TCC ATG ACC GAT GTG ATC
T S M T D v [
TGG TCG ACC TCC ACC cece AAC
w S T s T P N
GAA TAC GGC AAC ACC GGC ACT
E Y G N T G T
AAC y (o TCT TCT GAG CTG ACT
N F S s E L T
CrT cTC GGA TCT GAC TGG GAG
L L G S D w E
ATC AAC TAA
1 N STOP

A. niger (Khanh et al., 1990)..~ - " .

Figura 16.10 - Sequéncia de nucledtidos. e se_quéncié deduzida de-' aminodcidos. da. géne p}neA:.d

a
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PALAVRAS-CHAVE

Aspergillus niger, Bio-reactores, Biotecnologia microbiana, Conjugacgio,
Contrclo do processo, Conservagdo, Escherichia coli, Esterilizagdo, Fusdo de
protoplastos, Genetica aplicada, Insulina humana, Isclamento do produto,
Matéria-prima, Microrganismos, Mutagénese, Pectina metiiesterase, Processos
parasexuais, Processos sexuais, Purificacdo do preduto final, Rastreio racional,
Recombinagdo mitética, Transdug3o, Transfecgdo, Transformacéo, Tecnologia
do DNA recombinante.

A biotecnologia microbiana ¢ uma drea aplicada das ciéncias da vida e
tecnologia que envolve aplicagdes praticas de microrganismos ou das suas
componentes celulares para servir a industria quimica e farmacéutica e servir
a techologia alimentar e gestao ambiental.

Colocando os bio-reactores no centro de um processo biotecnoldgico
tipico, encontramos uma forte ligacdo entre a matéria-prima e o produto
final. Nesta estratégia considera-se muito importante a existéncia apropriada
de microrganismos seleccionados a partir de programas de rastreio racional
e sujeitos a uma correcta conservagao para, numa fase seguinte, poderem ser
melhorados no seu potencial biotecnolégico.

Para este efeito, a genética aplicada permite_realizar modificagdes no
microrganismo de modo a gue este produza mais do produto desejado ou
mesmo, mais recentemente, produza noves produtos. As técnicas utilizadas gue
permitem esse melhoramento vdc desde a mutagénese, processos sexuais
e processos parasexuais (conjugac¢io, transducio, transformacio, trans-
fecgdo, recombinagdo mitética e fusdo de protoplastos) até a tecnologia
do DNA recombinante.

Para compietar a visdo scbre o processo é discutido os principios do
controlo do processo, da esterilizagdo do substrato bem como, os impor-
tantes processos a jusante do bio-reactor: o isolamento do produto e a sua
purificac3o.

A produgdo da insulina humana em Escherichia coli e a procdugdo da
enzima pectina metilesterase em Aspergiilus niger utilizando, respectiva-
mente, a transformacgao heterdioga e a transformagio homéloga, sdo dois
exemplos praticos apresentados sobre a importancia crescente da tecnologia
do DNA recombinante nos processos industriais.
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PERGUNTAS DE REVISAO

1. Nas fermentacdes quais sdo as fases a montante e a jusante do bio-reac-
tor? Em que consiste cada uma delas?

2. Quais sdo os diferentes processos parasexuais utilizados no melhoramento
genético de estirpes com interesse biotecnolégico? Em que consiste cada

um deles?

do DNA recombinante?

humana por E. coli?
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