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CAPITULO 1
Biotecnologia: alimentos e enzimas

RESUMO

A biotecnologia consiste no uso de seres vivos em processos industriais. E uma
area milenar (o inicio remonta ha seis mil anos) que foi desenvolvida empiricamen-
te até o século XIX, quando os mecanismos envolvidos foram identificados com a
atividade microbiana (1870). Em consequéncia, processos fermentativos nao assép-
ticos (até 1950) e assépticos (a partir de 1950) foram desenvolvidos, resultando em
inimeros produtos. A partir de 1972 a biotecnologia sofreu grande avan¢o com a
introdugao das técnicas de DNA recombinante, fusdo celular e edi¢ao do DNA
(CRISPR-Cas9). Novos produtos entdo, surgiram, como insulina recombinante, in-
terferon, esteroides, vacinas, enzimas, anticorpos monoclonais, entre outros. A
biotecnologia tem despertado intenso interesse empresarial (com um mercado mun-
dial na casa do trilhdo de ddlares), impactando varios setores produtivos, como o
petrolifero, o alimenticio, o de geragdo de energia alternativa, o farmacéutico, o de
reciclagem de lixo e o de silvicultura. A drea de alimentos, em particular, tem sido
impactada pela disponibilidade de cepas microbianas mais produtivas, bem carac-
terizadas e geneticamente modificadas, além do uso de enzimas mesofilas e extre-
mofilas no processamento de alimentos. A industria de alimentos, ao longo do
tempo, tem se dedicado ao constante melhoramento e/ou a introdugido de novos
bioprocessos. Contudo, ultimamente o setor produtivo vem sendo pressionado pela
crescente conscientizagdo ambiental das pessoas sobre a obrigatoriedade de se dar
destino correto aos residuos gerados, além da consciéncia de se usarem processos
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que requerem menor consumo de energia. Nesse sentido, a criagdo de conglomerados
funcionalmente articulados (biorrefinarias) tem permitido lidar com a destinagéo
dos residuos de modo economicamente rentéavel. De maneira geral, a biotecnologia
vem contribuindo com o desenvolvimento da tecnologia de alimentos por meio de
quatro vertentes, a saber: melhoramento das fontes de matérias-primas, produgdo
de ingredientes especificos para a industria alimenticia, satisfagdo de demandas
especificas de mercado e melhoramento de processos. E no melhoramento de pro-
cessos que as enzimas sdo relevantes no contexto da tecnologia de alimentos. Dentre
as enzimas utilizadas, citam-se amilases, proteases, lipases, glicose oxidase, entre
outras. A posi¢ao destacada das enzimas na area de alimentos deve-se a nao toxici-
dade, a serem substincias naturais, a especificidade em relagdo ao substrato, a este-
reoespecificidade de agdo, a atuagdo em condi¢des brandas de reagdo (temperatura
e pH), a eficiéncia catalitica em baixa concentragio e a ficil inativagdo. O regula-
mento técnico sobre enzimas e prepara¢des enzimaticas para uso na producio de
alimentos esta descrito na resolucdo RDC-54 de 07/10/2014, da Anvisa. A producio
de alimentos para humanos e pets é regida por legislacoes rigorosas, aplicadas pelos
diversos paises. A legislacao para alimentos procura enquadrar os aspectos relacio-
nados a composi¢do, ao processamento, a embalagem, a rotulagem e ao marketing
dos alimentos. A evolugao constante da biotecnologia obriga a legislacao sobre ali-
mentos a acompanha-la pari passu. As normas introduzidas devem ser praticas e de
facil verificagdo. No entanto, o legislador deve propor normas que nao inibam a
induastria de alimentos de promover o melhoramento e/ou o desenvolvimento de
novos produtos.

1.1 INTRODUGCAO
1.1.1 DEFINICAO

A biotecnologia consiste no uso de seres vivos (animais, vegetais ou microrganismos)
ou de seus componentes (organelas e biomoléculas) em processos industriais, visando
a obter produtos de interesse econdmico e/ou social.

1.1.2 BREVE HISTORICO

A biotecnologia vem sendo usada pelo homem ha milénios na fabricagao de cerve-
ja (produzida pelos sumérios e babilonios desde 6000 a.C.), pao (produzido pelos
egipcios desde 4000 a.C.), vinho e queijo — ha registros sobre a fabricagdo desses pro-
dutos desde 3000 a.C. -, dentre outros.

Sucede que esses produtos biotecnoldgicos eram produzidos por meio de técnicas
artesanais desenvolvidas de modo completamente empirico, desconhecendo-se os
mecanismos envolvidos nos processos de fabricagdo. Com a inven¢ao do microscopio
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optico por Antonie van Leeuwenhoek, no século XVTI, foi possivel se reconhecerem
formas de vida invisiveis ao olho humano, as quais foram genericamente alcunhadas
de microrganismos. O acimulo de conhecimentos sobre os seres microscopicos levou
Pasteur (1822-1895) a conclusao de que eles eram os agentes responsaveis pela ocor-
réncia dos processos fermentativos.

Com a elucidagao do mecanismo do processo fermentativo, surgiram - no periodo
entre a segunda metade do século XIX e a primeira metade do século XX - protocolos
para a fabricagdo de uma diversidade de novos produtos, sobretudo solventes organicos
(butanol, acetona, etanol, entre outros) e para o melhoramento de produtos tradicionais
(queijos, cervejas, paes, vinagre, entre outros). Ressalta-se que, nesse periodo, os pro-
cessos fermentativos ndo eram executados em condigdes assépticas — no sentido em
que no meio de fermentac¢do houvesse somente uma espécie microbiana.

A assepsia na fermentacao realizada em grande escala proviria do desenvolvimen-
to dos processos de esterilizagdo ocorrido a partir de 1950. Em decorréncia, foi possi-
vel produzir antibidticos, esteroides, aminoacidos, vacinas, enzimas, entre indmeros
outros produtos.

O grande avango na tecnologia de fermentagao, no primeiro momento, deveu-se
a obtengdo de cepas microbianas puras altamente produtivas nos produtos de inte-
resse. Isso foi conseguido por meio do melhoramento genético das cepas selvagens,
da introdugdo de mutagdes aleatérias no DNA com agentes quimicos e/ou fisicos e da
posterior selecdo dos mutantes com as caracteristicas desejadas. O cruzamento
seletivo entre cepas aparentadas, sobretudo da mesma espécie, também foi muito
usado para o melhoramento celular. No entanto, a grande reviravolta — ocorrida a
partir de 1972 — no melhoramento da capacidade produtiva das células (microbia-
nas ou ndo) foi o desenvolvimento das tecnologias do DNA recombinante, da fusao
celular (hibridoma) e da edigdo do DNA (CRISPR-Cas9, zinc fingers e TALENS) —,
as quais constituem a chamada engenharia genética, que possibilitou a introdugao
de mudangas especificas e planejadas diretamente no DNA celular (Vitolo, 2021a;
Waltz, 2015).

1.1.3 O CONTEXTO BIOTECNOLOGICO

O contexto biotecnoldgico pode ser visto como um conjunto de técnicas que per-
mitem a modificagdo pontual do DNA de células procariéticas e eucarioticas, centra-
da na agdo de enzimas — proteinas catalisadoras que participam do metabolismo
celular, das técnicas biotecnologicas e dos processos biotecnolégicos (fermentagao e
cultura de células ndo microbianas) (Figura 1.1).
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‘ METABOLISMO E

’ EDICAO DO DNA FISIOLOGIA CELULAR

HIBRIDOMA ENZIMAS DNA RECOMBINANTE
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’ NOVOS PRODUTOS H NOVOS PROCESSOS ‘

Figura 1.1 — As enzimas no contexto biotecnoldgico.

1.1.4 PRODUTOS OBTIDOS POR FERMENTAGAO

Hé4 uma ampla gama de produtos resultantes de processos fermentativos, citando-
-se, como exemplos antibidticos (penicilina, eritromicina, tetraciclina etc.), proteinas
de agdo reguladora (insulina, interferon, linfoquinas etc.), esteroides, vacinas, enzimas,
acidos organicos (acido acético, acido citrico, acido gliconico etc.), aminoacidos (lisina,
fenilalanina), vitaminas (complexo B), anticorpos monoclonais, entre outros.

Na area alimenticia, os microrganismos sdo extensivamente usados na produgao
dos diferentes alimentos fermentados (produtos lacteos, como iogurtes, pré e probio-
ticos; produtos vegetais, como picles, chucrute; e bebidas, como vinho e cerveja). Para
esses alimentos, é fundamental dispor-se de culturas microbianas iniciadoras (starters)
selecionadas, a fim de os produtos se apresentarem isentos de contaminantes micro-
bianos e, sobretudo, possuirem pardmetros organolépticos (sabor, textura, aroma, cor,
entre outros) que cativem o gosto do consumidor.

Frente ao exposto, faz-se necessario considerar alguns aspectos relacionados a
modificagao de microrganismos (bactérias e leveduras), tornando-os mais produtivos
nos diferentes processos usados na produgao de alimentos.

1.1.5 MODIFICACAO DE BACTERIAS E DE LEVEDURAS
1.1.5.1 Bactérias

As técnicas de modificagdo genética visam a obterem-se bactérias melhoradas
metabolicamente, objetivando o aumento de rendimento dos processos fermentativos
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ja existentes ou introduzir neles caracteristicas inéditas ou, ainda, permitir o desen-
volvimento de novos processos.

A escolha da modificagdo genética a ser empregada estd ligada a compreensao das
bases bioquimica, metabolica e genética do microrganismo a ser manipulado e ao tipo
de produto desejado. Caso o produto seja uma substancia quimica (aminoacido, vita-
mina, por exemplo) ou enzima, entdo, faz-se necessaria a disponibilidade de uma
bactéria que, nas condigdes 6timas de fermentagao (pH, temperatura, agitacao, oxigé-
nio dissolvido, composi¢do do meio de cultura etc.), permita obté-lo em grande quan-
tidade e com alto rendimento. No entanto, se o que interessa é o aprimoramento da
atividade metabdlica da bactéria como um todo - caso das culturas starters —, entao,
a modificagdo a ser promovida deve permitir que a célula tenha aprimorada a capaci-
dade de formar um ou mais derivados, os quais possam conferir ao produto qualidades
inéditas, capazes de cativar o gosto dos consumidores. Além disso, lembra-se da situ-
acdo em que uma bactéria deve se desenvolver em um meio inadequado para o seu
maximo desempenho metabdlico. Por exemplo, um modo de tentar melhorar um
alimento probiotico seria o de agregar mais de um microrganismo (caso das chamadas
culturas mistas), o qual poderia ter exigéncias nutricionais ou de cultivo pouco com-
pativeis com as do outro. Por isso, pelo menos um deles devera ter seu perfil genético
modificado de tal modo a torna-lo adaptado as exigéncias do meio em que se encontra.

O sucesso do emprego da engenharia genética — quer do tipo aleatério quer nao
aleatorio — para melhorar a fermentagdo é medido pela aceitagdo comercial do produ-
to obtido.

A modifica¢do vem sendo tentada por meio da mutagéo e da selecdo de mutantes —
caso em que a cepa microbiana é submetida a acao de agente mutagénico fisico (radia-
¢ao UV, por exemplo) e/ou quimico (mostarda nitrogenada, por exemplo); ambos
agindo aleatoriamente sobre o genoma da célula, favorecendo o aumento da frequéncia
de mutagdo - ou de técnicas que permitem a troca de material genético (conjugacéo,
transdugdo, transformagao, fusdo celular, DNA recombinante e edigdo de DNA).

1.1.5.1.1 Mutagdo e selegcdo de mutantes

Esse procedimento, além de tradicional em microbiologia — usado desde o ultimo
quartel do século XIX -, foi o primeiro a fornecer microrganismos com capacidade
melhorada na obtenc¢ao de metabolitos primarios e secundarios de interesse comercial.

Comumente, os microrganismos produzem intermedidrios metabdlicos em quan-
tidades suficientes para satisfazer suas necessidades fisioldgicas por meio de mecanis-
mos de controle intracelulares rigorosos. Essa situagdo ¢ inaceitavel do ponto de vista
de producio em escala industrial, sendo, por isso, necessario eliminar e/ou bloquear
vias metabolicas adjacentes aquela que leva ao produto desejado. Como exemplo, pode-
-se lembrar a producao de lisina por Brevibacterium lactofermentum, cujo mutante —
desprovido da homoserina desidrogenase (da via de formagao da treonina), com o
bloqueio simultaneo das enzimas alanina aminotransferase (desvia parte do piruvato



18 Biotecnologia: alimentos e enzimas

para a formagdo da alanina) e piruvato descarboxilase (desvia parte do piruvato para
formar acetil-CoA, e este composto é consumido no ciclo de Krebs) e com a aspartato
kinase ndo retroinibida por feedback pela treonina (nao sintetizada pelo mutante) —
passou a produzir cerca de 70 g/L de lisina a partir da glicose usada como fonte de
carbono. A cepa selvagem, por sua vez, produzia lisina em quantidade da ordem de
miligramas (Tosaka et al., 1983).

Um aspecto pouco lembrado, mas de grande relevancia em certos processos ali-
menticios, seria a maior ou menor resisténcia de uma cepa bacteriana - por exemplo,
cultura starter na fabricagdo de queijos curados — a determinado bacteriéfago. Dado
que a fabricagdo de queijos curados é realizada em ambiente limpo, porém, nao assép-
tico, existem no meio, diferentes microrganismos que se desenvolvem junto com a
cultura starter, podendo gerar e transmitir um bacteriéfago inibidor, prejudicando a
obten¢do do produto. A pratica tem demonstrado ser possivel isolar mutantes da cepa
starter resistentes a bacteridfagos a partir do proprio meio. Apds o isolamento, os
mutantes devem ser avaliados em termos das propriedades inerentes da cultura starter
(crescimento e multiplicagao rapidos, além de alto rendimento fermentativo) e de se a
célula mutante descende diretamente da cepa starter. Um método conveniente para
determinar se um mutante é descendente direto de uma cepa starter consiste em se
comparar os perfis dos plasmideos existentes no citoplasma de ambas as células. Cul-
turas starters de queijos curados normalmente possuem de dois a doze plasmideos,
sendo o nimero e o tamanho médio deles caracteristicos de uma cultura starter par-
ticular. Assim, um verdadeiro mutante resistente a bacteriéfago deve possuir plasmi-
deos com perfil igual ou muito préximo aquele da cepa original (Coventry et al., 1984).

A obtencdo de enzimas de uso industrial, como amilases, proteases e pectinases,
naturalmente envolvidas nas vias catabdlicas intracelulares, é restrita no caso de a
fonte ser uma cepa microbiana selvagem, a qual regula a produgdo delas, quer por
repressdo catabdlica, quer pela necessidade de uma substancia indutora especifica, que
deve estar presente no meio de cultivo. A mutagdo, nesses casos, parece ser a inica
saida plausivel para remover a necessidade de um indutor ou desarticular a repressao
catabolica. Caso notério é o da invertase de Saccharomyces cerevisiae, cuja formagao
¢ reprimida pela presenca de glicose no meio de cultivo acima de 0,5 g/L (Vitolo, 2019).

A indugdo e a repressdo catabdlica podem ser consideradas as duas faces de uma
mesma moeda — o controle metabolico intracelular. A indugao se caracteriza pelo fato
de o gene estrutural, que se expressa em determinada enzima, encontrar-se na forma
inativa, quando no meio ndo houver o substrato da enzima. Exemplos de indutores
tipicos seriam o amido, a sacarose e a ureia, para, respectivamente, as enzimas amila-
se, invertase e urease. A repressao, por sua vez, é promovida pela presenca de uma dada
molécula no meio de cultivo ou que se tenha acumulado no interior da célula por ser
um intermedidrio ou um produto terminal de uma dada via metabdlica. Essa substan-
cia, geralmente de baixa massa molar - chamada de correpressor —, liga-se a uma
proteina intracelular (aporrepressor), gerando um complexo molecular que ao ligar-se
ao gene estrutural o desativa.

Ainda com relagao as enzimas, lembra-se que muitas delas, para atuarem adequa-
damente nos processos industriais de alimentos, devem resistir as condi¢coes adversas
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do meio reacional. Por exemplo, dependendo da modificagdo desejada da molécula de
amido, o processo pode requerer temperatura acima de 70 °C, exigindo a disponibili-
dade de uma amilase termoestavel ou, no caso da modificacao de proteina realizada em
condigoes extremas de pH (muito acido ou alcalino), a qual requer protease estavel em
uma faixa ampla de pH. Enzimas com caracteristicas especiais s6 podem ser obtidas de
mutantes microbianos. Atualmente microrganismos extremofilos — naturalmente re-
sistentes a altas temperaturas, altas concentragdes salinas e valores extremos de pH —
constituem-se em fontes de enzimas resistentes a condi¢des ambientais adversas.

1.1.5.1.2 Intercdmbio genético

A compreensao do intercambio genético implica considerarem-se trés aspectos
complementares, a saber: a organizagdo genética da bactéria, os requisitos necessarios
para a transferéncia de genes e as varias opgdes para executar a transferéncia.

A maior parte da informagao genética da bactéria esta codificada no seu cromos-
somo. No entanto, muitas bactérias possuem em seu citoplasma uma ou mais molécu-
las de DNA circular independente (plasmideos) sem homologia com o cromossomo.
Os plasmideos tém as seguintes propriedades: a) replicagdo independente do cromos-
somo bacteriano; b) distribui¢do equitativa entre as células-filhas resultantes da divi-
sao celular; c) mecanismo de funcionamento intracelular impar; d) tamanho da ordem
de 200 quilobases; e) normalmente conferem a bactéria resisténcia a antibidticos, ions
metalicos e/ou bacteriéfagos; fixagao do nitrogénio; e controles catabdlicos especificos,
como a metabolizagdo de agticares simples (lactose, galactose, entre outros).

Os principais procedimentos de transferéncia genética em bactérias sdo:

a) conjugacao — contato intercelular com a troca direta de plasmideos ou com
transferéncia de DNA cromossdémico mediada por plasmideo. E evidente que
s6 pode ocorrer entre células capazes de reconhecimento mutuo, além de pos-
suirem cromossomos homologos, ou seja, ambas as células devem ser da mes-
ma espécie, podendo, no maximo, ser cepas distintas. Esse tipo de
transferéncia é ttil quando os plasmideos sdo transmissiveis per se ou os cro-
mossomos das bactérias em interagdo sao sabidamente homologos;

b) transducdo - a transferéncia do DNA entre células ¢ mediada por bacteriofa-
go. A quantidade de material genético transferida é limitada pelo tamanho do
bacteridfago, resultando, em geral, a transferéncia de pequenas porgoes de
DNA entre as células;

c) transformagio - a célula hospedeira toma o DNA da célula doadora, o qual
sera mantido para o processo de recombinag¢do somente se houver homologia
entre 0 DNA de ambas. Se as bactérias interagindo possuirem plasmideos,
eles ndo participam do processo, ou seja, cada um permanece na célula origi-
nal. A transformagdo se constitui em uma etapa importante da técnica do
DNA recombinante, justamente aquela na qual a molécula de DNA recombi-
nante é introduzida na célula receptora;



20 Biotecnologia: alimentos e enzimas

d) fusdo celular — mistura de células de mesma espécie com as paredes celulares
previamente removidas e deixadas em condigdes de se fundirem. Caso as cé-
lulas parentais possuam cromossomos homologos, entdo, é esperada uma in-
tensa recombinac¢ao entre os dois DNA. No entanto, se os cromossomos forem
heterdlogos a recombina¢ao ndo ocorre, e a célula resultante sera instavel.
Esse procedimento permite a redistribuicio do material genético entre mu-
tantes da mesma cepa ou entre cepas parentais muito proximas;

e) técnica do DNA recombinante — consiste na insercao de pedago de DNA (ho-
mologo ou ndo) em um plasmideo ou virus modificado (vetor de clonagem)
in vitro, seguida da introdugao do vetor em uma célula hospedeira. O pedago
de DNA transferido ¢ mantido sob controle do vetor de clonagem, o qual é
herdado pelas células-filha a cada divisao celular. A questdo da homologia que
afeta as outras técnicas inexistem nesse caso. Em principio, ndo ha restrigdo
tedrica para a transferéncia de DNA por essa técnica, embora a estabilidade e
a expressdo do DNA na célula hospedeira se constituem, muitas vezes, proble-
mas a serem enfrentados. Ressalta-se que essa técnica trouxe como grande
vantagem a possibilidade de transferir-se um ou um grupo de genes entre
células de organismos pertencentes a qualquer nivel da escala zooldgica.

As técnicas de transferéncia citadas foram testadas tanto em bactérias gram-posi-
tivas quanto gram-negativas. Contudo, deve-se ressaltar que os sucessos alcangados
para algumas espécies microbianas ndo permitem generalizar que elas funcionam
adequadamente em outras cepas, até mesmo naquelas do mesmo grupo. Digamos que
uma nova cepa tenha sido isolada do meio ambiente, apresentando potencialidade
comercial por ser capaz de sintetizar um produto de alto valor agregado. Nesse caso,
o melhoramento genético da cepa seria quase que uma consequéncia obrigatéria. Por
1sso, costumam-se aplicar as mesmas técnicas de transferéncia genética usadas em
cepas aparentadas. Contudo, deve-se atentar para o fato que o plasmideo natural de
uma espécie podera nao ser retido no interior da nova célula hospedeira ou, até mesmo,
nao se expressar. Essa situagdo é observada quando se tenta transferir um plasmideo
de bactéria gram-positiva para uma gram-negativa, e vice-versa. Um aspecto a ser
salientado refere-se a abrangéncia aplicativa da técnica do DNA recombinante, a qual,
em tese, permite transferir material genético de qualquer organismo para uma bacté-
ria e/ou levedura tida como segura para fins industriais e/ou uso em seres vivos supe-
riores (animais e plantas). Quando a célula modificada geneticamente é usada para
obterem-se enzimas, proteinas ou substancias quimicas para uso na tecnologia de
alimentos, em geral, ndo sofre restri¢do por parte das agéncias reguladoras, como a
Anvisa. Isso decorre do fato de que as substincias citadas podem ser altamente puri-
ficadas. No entanto, se o organismo modificado fizer parte da composigdo do alimen-
to — por exemplo, culturas starter para iogurtes, pro e prebidticos -, entdo, as restri¢oes
de uso sao severas, e o produto fortemente controlado pelos agentes de saude. Pratica-
mente, uma situagao dessas s6 tem respaldo legal se a modificagdo introduzida no DNA
tiver envolvido microrganismos do mesmo grupo e que a transferéncia genética con-
siderada pode ocorrer em condi¢des naturais entre culturas starter aparentadas. Em
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que pesem 0s sucessos e os insucessos dos procedimentos de transferéncia genética,
pode-se citar como sucessos pioneiros o emprego da fusdo de protoplastos para au-
mentar a produtividade em lisina do Brevibacterium lactofermentum (Tosaka et al.,
1983), o uso de genes clonados produtores de treonina em Escherichia coli (Tosaka,
et al., 1983) e a clonagem e expressdo do gene, que, em ruminantes, produz a quimo-
sina - enzima coagulante do leite na fabrica¢ao de queijos -, em E.coli (Nishimori et al.,
1982). Lembra-se que o melhoramento das culturas starter de alimentos fermentados
lacteos esta sendo direcionado para o aumento da estabilidade e resisténcia das cepas
diante de bacteridfagos, do meio do sistema digestivo humano e compostos presentes
na formulagao do alimento, assim como aprimorar a atividade metabdlica.

1.1.5.2 Leveduras

Sem duvida, pode-se afirmar que as leveduras, mesmo sem serem individualizadas
pelo homem até meados do século XIX, convivem com a humanidade desde tempos
imemoriais, fornecendo o etanol - componente das bebidas alcodlicas - e o didxido
de carbono para a fabricac¢do do pao fermentado. Atualmente, o parque industrial, que
utiliza leveduras como agentes de transformagao, é bastante diversificado, lembrando-
-se a pujanga das industrias de bebidas alcoolicas destiladas (pinga, rum, dentre outras)
e ndo destiladas (vinho e cerveja), panificagao, biocombustivel (etanol carburante) e
de alimentos a base de leveduras.

Sob o ponto de vista comercial é desejavel e, de certa forma, necessario adaptar o
desempenho do microrganismo as condigdes dos processos industriais. No caso das
leveduras, isso pode ser conseguido por meio do condicionamento de sua fisiologia ao
meio de cultivo e/ou de alteragdes genéticas. A modificagdo introduzida pode ser de
pequena extensao, o suficiente para a célula melhorar seu desempenho em um proces-
so tradicional ou do tipo radical, em que ela passa a ter propriedades ndo naturais,
visando a utiliza-la em processos industriais totalmente novos. Em qualquer caso, o
controle das modificagdes inseridas na levedura implica o profundo conhecimento de
sua biologia e sua bioquimica, assim como da sua propensao as modificagdes genéticas.
Inegavelmente, as leveduras mais bem estudadas - e, portanto, muito bem conhecidas
em termos de genética e bioquimica, levando a completa compreensdo de suas carac-
teristicas de crescimento e de fermentagdo - sdo as de panificagao e de cervejaria,
variantes da espécie Saccharomyces cerevisiae (Rocha Filho; Vitolo, 2017).

O melhoramento de cepas de leveduras industriais pode ser feito de varias manei-
ras, a saber:

a) Cruzamento

Sob condigdes adequadas, a célula de levedura pode ser induzida a meiose, para
formar células haploides, as quais sdo cruzadas com células haploides de outras va-
riantes de levedura, de modo a obter uma célula diploide contendo genes misturados,
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que podera apresentar caracteristicas melhoradas em relagdo as células parentais. Esse
procedimento foi originalmente descrito por Fowell (1969) (Figura 1.2). O cruzamen-
to per se é de facil realizagdo em condigoes de laboratério, porém, os hibridos resul-
tantes sdo de comportamento metabolico imprevisivel, além de ser necessdria a
obtencdo de milhares deles para, depois, tentar-se isolar alguns poucos com as carac-
teristicas metabolicas desejadas. Isso se deve a combinagdo randomica dos genes. Sa-
lienta-se que as células industriais t¢ém menor propensao a formar células haploides do
que as de laboratorio. Essas dificuldades tém sido, as vezes, contornadas usando-se o
chamado cruzamento raro, que consiste na separagao de hibridos presentes em uma
mistura altamente concentrada de células vegetativas diploides. No entanto, a combi-
nagdo do cruzamento raro com a mutagdo tem possibilitado introduzirem-se caracte-
risticas de cepas de laboratério em cepas industriais, sem provocar grandes
modifica¢des no perfil genético destas tltimas.
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Figura 1.2 — Reprodugdes sexuada e assexuada de Saccharomyces cerevisiae.

b) Fusdo de esferoplastos

Essa técnica também permite obterem-se hibridos de levedura com caracteristicas
desejadas, porém, como no caso precedente, a dificuldade da separagdo de hibridos
com as propriedades de interesse também ¢é grande. Associa-se o fato de que os hibri-
dos resultantes da aplicacdo dessa técnica sio muito instéveis — sendo a instabilidade
tanto maior quanto menor for o parentesco entre as leveduras fundidas — implicando
longas séries de obtengdo de subculturas, fazendo com que o tempo de obtengdo de
uma cepa com reais qualidades para uso em processo industrial seja longo.
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¢) Mutacdo seguida de selecao

Essa técnica tem sido pouco usada para o melhoramento de cepas de leveduras
industriais, quando comparada ao melhoramento de leveduras de laboratério. Uma
razdo estd na dificuldade de induzirem-se alteracoes fenotipicas em leveduras indus-
triais, que sdo, em sua grande maioria, células diploides e/ou poliploides, diferente-
mente das leveduras de laboratério, em geral, haploides. Para cepas industriais, as
condi¢des de mutagdo a serem usadas sdo de forte intensidade, o que leva a ocorrén-
cia de efeitos colaterais indesejaveis, como a mutagdo, ou até mesmo a inativagao ir-
reversivel, de genes importantes para o metabolismo basal da levedura. A
aleatoriedade do processo mutagénico também se constitui em problema grave para
a sua plena aplicagao. Uma forma de contornarem-se esses problemas seria usar a
selecao por meio da pressdao ambiental, ou seja, fazer cultivos da levedura em meios
adversos, de tal sorte a induzirem-se muta¢des espontaneas, as quais, por repiques
sucessivos em meios de mesma composi¢cdo, permitem que a popula¢do mutante
passe a dominar a cultura. Esse procedimento, além de longo, muitas vezes leva a
modificagdes marginais da levedura;

d) Técnica do DNA recombinante

Os principios da técnica que regem a modificagao genética de leveduras sdo analo-
gos aos aplicados para os organismos em geral. Eles envolvem o isolamento do material
genético, sua manipulagdo in vitro e a introdugdo na célula de levedura de modo que
os genes se expressem, dupliquem e se distribuam entre as células-filha durante a di-
visao celular. O primeiro passo desse procedimento consiste na introdugao do frag-
mento de DNA desejado no interior da levedura hospedeira. Isso pode ser feito,
basicamente, por meio de plasmideos (vetores) ou pela incubagdo de esferoplastos da
levedura a ser modificada (obtidos por remoc¢éo da parede celular, por exemplo, usan-
do a lisozima) com solugédo purificada do DNA em presenca de polietilenoglicol (faci-
lita a passagem das moléculas de DNA através da membrana citoplasmatica) ou
cloreto (ou acetato) de litio. O uso do sal de litio permite que o DNA entre na levedura
hospedeira sem a necessidade de controlar a pressio osmoética do meio, ao contrario
do que sucede com o uso dos esferoplastos.

O vetor — geralmente um plasmideo bacteriano ou virus (bacteriéfago) — é o veicu-
lo que permite introduzir na levedura hospedeira um fragmento de DNA, provenien-
te de uma célula doadora, o qual, uma vez expresso, gera um produto normalmente de
interesse comercial. Ha situagdes, no entanto, em que o objetivo ndo é o de obter um
produto especifico, mas o melhoramento de alguma caracteristica da levedura (por
exemplo, aumento da tolerancia ao etanol durante a fermentagéo alcodlica) (Fontes;
Monteiro, 2021).

A caracteristica comum dos vetores para leveduras é a capacidade de manté-los
ativos, quer na levedura, quer na bactéria E. coli. Esse tipo de vetor possui pelo menos
duas regides, uma relacionada a replicagao, e outra, a resisténcia a um determinado
antibiotico. Um exemplo desse tipo de vetor é o plasmideo de E. coli pBR322 (Bolivar
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etal., 1977), que, além das regides citadas, possui uma sequéncia de DNA da levedura.
Esse tipo de vetor hibrido possibilita realizar a técnica do DNA recombinante em
bactérias, organismos mais simples e mais faceis de manipular. Por exemplo, enquan-
to o isolamento e a purifica¢ao de plasmideos a partir de levedura sdo de dificil exe-
cu¢do, os de origem bacteriana sdo bem mais faceis de se obter, e em grande
quantidade. Associa-se a isso o fato de que o procedimento de transformacgao é bem
mais eficiente em E. coli, além de a recombina¢do homologa ser muito rara, o que
torna a meia-vida do plasmideo in vitro bem longa.

Varios sdo os tipos de vetores disponiveis para a modifica¢ao planejada do DNA de
leveduras, citando-se como exemplos: YL, YR, YE,YC eYX) (Evans; Attfield, 1989).

O mais simples dos vetores € o chamado plasmideo integrado de levedura (Y1, na
versdao em inglés), que permite a inser¢ao de um dado gene diretamente em um cro-
mossomo especifico da levedura. Nao tem segmento para a origem auténoma da re-
plicacdo (replicon), pequeno nimero de copias, alta estabilidade, e duplica-se junto
com o DNA normal da célula. E util quando se deseja fazer uma mudanga genética
especifica e duradoura no genoma da levedura.

Vetores mais complexos possuem em sua estrutura pelo menos um replicon e genes
selecionados da levedura. Quando um vetor possui um replicon, significa que ele é
capaz de multiplicar-se independentemente da replicagdo do genoma normal da célu-
la. Exemplos desses tipos de vetores sdo o plasmideo replicante de levedura (YR , na
versao em inglés) e o Plasmideo Epissémico de Levedura (YEP, na versao em inglés). O
YR € um vetor que possui como replicon um fragmento de DNA de levedura deno-
minado sequéncia autbnoma de replicagdo (ARS, na sigla em inglés) e tem como ca-
racteristicas estabilidade entre baixa e moderada, encontrado dentro da célula
hospedeira em nimero entre 5 e 10 e com alta frequéncia de transformacgao. Sao nor-
malmente usados para se construirem bancos de genes e em trabalhos de clonagem de
células. O YE , por sua vez, possui como replicon um plasmideo extracromossémico
denominado 2-micron (Botstein; Davis, 1982). Tem como caracteristicas estabilidade
entre moderada e alta e nimero intracelular de copias entre 30 e 100. Usado nos casos
em que se deseja obter produtos de alto valor agregado. O maior numero de copias por
célula apresentado pelo YE torna-o mais estdvel que o YR , uma vez que a probabili-
dade de sua presenga nas gémulas é aumentada.

Uma alternativa para se manterem genes clonados é o emprego do plasmideo pos-
suidor de centrémero (YCP, em inglés). Pelo fato de o vetor possuir o centromero, a
segregacao dos cromossomos entre as células-filha (gémulas) é altamente eficiente, em
que pese seu pequeno numero por célula de levedura. Lembra-se que o YC, possui
como replicon o ARS ou o 2-micron, além de ser um vetor bastante estavel.

Embora os vetores citados sejam de grande valia para a técnica do DNA recombi-
nante, os vetores de expressao — mais precisamente os plasmideos de expressio de le-
vedura (YX, em inglés) - vém sendo estudados e empregados com intensidade nos
ultimos anos. Apresentam capacidades de transformagao e autonomia similares as do
YR e YE, porém, permitem a expressdo incrementada de genes da propria levedura
ou de genes provenientes de outras espécies de seres vivos. Os procedimentos



Biotecnologia aplicada: enzimas na tecnologia de alimentos 25

concernentes aos vetores de expressao sao, em linhas gerais, a remog¢ao do fragmento
de DNA (gene), que se expressa em um metabdlito comum da levedura, porém, man-
tendo as unidades promotora e finalizadora intactas no plasmideo de partida e a in-
ser¢ao do gene desejado (proveniente da propria levedura ou de qualquer outra célula)
no mesmo espago do gene original removido. A ideia é a de submeter o gene, cuja
expressao em um dado produto é desejada, a regulagdo de transcricdo promovida por
um promotor especifico e de facil controle. Dentre os inimeros promotores disponiveis
podem ser citados aqueles que controlam a expressao dos genes da fosfoglicerato ci-
nase (PGK, em inglés) e da galactosidase (GALI). O gene PGK ¢ expresso intensamen-
te quando a levedura é cultivada em meio contendo substratos altamente
fermentesciveis (glicose, frutose, sacarose etc.). Assim, quando, por alguma razao,
deseja-se aumentar a expressao de um gene da prépria levedura, mas que esta natural-
mente submetido a um promotor de forte a¢do controladora, basta extrai-lo de seu
cromossomo original e introduzi-lo no vetor YX  entre o promotor e o finalizador do
gene PGK. Esse vetor, ao ser introduzido novamente na célula de levedura, farda com
que o gene, antes de baixa expressdo, passe a expressar-se com maior intensidade. O
gene GALI por sua vez, expressa-se intensamente em galactosidase, quando a célula
¢ cultivada em meio rico em galactose. Por isso, quando um gene qualquer é submeti-
do ao controle do gene promotor da galactosidase, ele tera sua expressao inteiramente
controlada pela quantidade de galactose presente no meio de cultivo. Ressalta-se que
hd vetores tipo YX portadores de genes promotores que controlam genes, cujos pro-
dutos de expressdo sdo expelidos pela célula para o meio de cultivo. Dois dos mais
usados sistemas de excre¢do sao aqueles baseados nos genes promotores, que controlam
aexpressdo do gene para a enzima invertase e para o gene formador do fator-a-bacteriano
(estimulador do acasalamento entre microrganismos). E claro que esses tipos de YX,
sdo de grande utilidade quando se deseja produzir grandes quantidades de produtos
extracelulares (enzimas, proteinas ou biofarmacos).

Evidentemente, a escolha do vetor serd funcdo de sua estabilidade, facilidade de
manipulagédo, do tipo de produto desejado e dos entraves regulatorios referentes aos
produtos fabricados. Por exemplo, quando se almeja obter produto de alto valor agre-
gado em escala industrial - situagdo na qual a quantidade de genes inseridos e seu alto
grau de expressdo sao aspectos bem mais importantes do que, por exemplo, a estabi-
lidade absoluta do plasmideo na célula hospedeira -, o uso de levedura modificada pela
introducéo de vetores do tipo YR e YE_ - ou por vetor derivado YX - € praticamen-
te obrigatorio.

Dentro do contexto exposto, adquirem grande importancia a clonagem e a identi-
fica¢ao dos genes de interesse da levedura.

Para a clonagem, o primeiro passo é o estabelecimento de um banco de genes da
levedura a serem usados nos procedimentos da tecnologia do DNA recombinante. Em
muitas situagdes, o YR , YE ou bacteriéfago lambda ¢ usado como vetor para clona-
gem. Sabendo que o tamanho do genoma da levedura é da ordem de 1.4x10* kb, rela-
tivamente pequeno quando comparado a outras espécies celulares, um banco
constituido por cerca de 4.600 clones independentes com inser¢do média de 15 kb
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seria suficiente para representar, no minimo, 99% do genoma da levedura (Evans;
Attfield, 1989; Petes, 1980).

A questao-chave para se estabelecer um banco de genes confidvel seria dispor de
maneiras eficientes para se detectar a molécula de DNA recombinada, contendo a
sequéncia de um gene especifico e de interesse. A detecgdo pode ser feita de trés mo-
dos basicos: a hibridiza¢ao em coldnias (no caso do banco ser constituido por plas-
mideos) ou em placas (caso do banco ser formado por fago) — nesse método, utiliza-se
sonda de DNA contendo atomos radiativos, a qual tem sequéncia de bases homologa
a do gene de interesse —; a selecdo imunoldgica (baseia-se na detecgdo de uma prote-
ina especifica codificada por um gene, usando o correspondente anticorpo monoclo-
nal); e o do emprego de célula hospedeira mutante incapaz de produzir um
metabolito primario fundamental para o seu crescimento, o qual deve estar presente
no meio de cultivo.

Do ponto de vista industrial, a engenharia genética vem chamando a atengdo para
o fato de novos produtos serem obtidos, ou, pelo menos, de aumentar o rendimento de
processos ja estabelecidos.

A percepgdo do impacto da engenharia genética na industria dependera do tipo de
produto fabricado.

A primeira vista, parece l6gico que as industrias que operam plantas de fermenta-
¢do tradicionais, dentre elas, as destilarias que produzem o etanol (potavel, combusti-
vel ou de grau farmacéutico/cosmético) e as que produzem fermento (levedura) para
panificagdo, tenham interesse em dispor de cepas de leveduras melhoradas para au-
mentar o rendimento do processo e o desempenho geral da planta de produgéo.

Particularizando para o caso das industrias de fermento e de bebidas alcodlicas
(etanol potéavel), que operam processos fermentativos muito bem estabelecidos ha
décadas, a adogao de novas tecnologias, sobretudo as que modificam o agente da
transformacio - a levedura, no caso — passa a ser arriscada. No entanto, a possibili-
dade de introduzirem-se modificagdes pontuais na bioquimica da levedura, de tal
sorte a eliminar eventuais tragos produtivos indesejados (por exemplo, a levedura
tornar-se mais resistente a altas concentragdes de etanol ou ter a capacidade de flo-
cular, quando a concentra¢do de um nutriente do meio de cultivo atingir um dado
valor minimo, facilitando a separagdo das células do meio fermentado), ndo é uma
perspectiva a ser descartada. No caso do fermento de panificagio, seria desejavel
obterem-se cepas de levedura, por meio da engenharia genética, que tivessem vida de
prateleira aumentada, quando comercializadas na forma prensada, poder fermenta-
tivo melhorado - acelerando o crescimento e o amaciamento da massa para a fabri-
cagdo de pées - e, finalmente, ser produzidas em maior concentragio associada a
exaustdo completa dos nutrientes constituintes do meio de cultivo (mosto). Para a
consecugdo desses efeitos, a modificagao genética introduzida deve envolver alteragoes
no metabolismo central da célula.

Um exemplo importante para o emprego de levedura alterada geneticamente
seria em cervejaria, visando-se a produzir cerveja de baixa caloria - entenda-se,
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bebida com baixo teor de carboidratos. O mestre cervejeiro, para conseguir esse
efeito, procura modificar a constituicdo do mosto, antes de proceder ao mashing,
substituindo parte do malte por xarope de agticar simples (glicose, frutose, dentre
outros) ou aumentar a quantidade de enzimas amiloliticas, visando-se a intensificar
a hidrolise do amido, sendo os agticares resultantes fermentados pela levedura nao
modificada. A modificagdo genética na levedura consistiria em torna-la capaz de
formar a glicoamilase, enzima secretada durante a fermentagao para a hidrdlise de
carboidratos, cujos agucares redutores resultantes — principalmente glicose - sdo
prontamente metabolizados pela levedura. No entanto, a glicoamilase gerada pela
levedura deve ser termolabil, para que possa ser inativada durante a pasteurizagio
do produto, haja vista que sua presenga no produto tornard a cerveja mais adocicada
do que o desejavel. Além disso, o fato de a levedura ter sido modificada genetica-
mente poderia impedir que recebesse o status GRAS (sigla para o termo angléfilo
generally recognised as safe), o que tornaria a cerveja ndo comercializavel. De qualquer
forma, quaisquer que sejam as modifica¢des introduzidas na levedura cervejeira, elas
nao podem, em hipdtese alguma, perturbar o metabolismo central de carbono e
nitrogénio do microrganismo.

Ressalta-se que, no caso da producao de etanol combustivel, as modificagdes gené-
ticas introduzidas na levedura nao afrontam a legislacdo. Por conseguinte, atualmen-
te sdo disponibilizadas leveduras capazes de sintetizar celulases e/ou xilose isomerase,
permitindo o uso de materiais lignoceluldsicos, como mostos para a produgdo desse
tipo de biocombustivel — que, inclusive, vem sendo chamado de alcool de 22 geragao,
desde que se considere o etanol obtido do melago e do caldo de cana como sendo de 1*
geracdo, simplesmente pela sua produgéo ter sido desenvolvida antes.

Além dos produtos principais citados, ha outros que podem ser obtidos da leve-
dura residual de destilarias e que podem ter sua produ¢ao melhorada por meio da
modifica¢do do seu genoma. Alguns exemplos importantes seriam o aproveitamento
dos 4cidos nucleicos, a obtencdo de enzimas (invertase, lactase, dentre outras) e a
obtencdo de células ricas em P-glicana - polissacarideo localizado na parede celular
dalevedura, perfazendo de 12 a 14% de sua massa seca; homopolimero da glicose, no
qual as moléculas da hexose sdo unidas em cadeias lineares por ligagoes osidicas f(1-3)
e que, a espagos regulares, emitem ramificagdes por meio de ligagdes osidicas do tipo
B(1-6), as quais se intercalam entre as cadeias principais, formando ligagdes cruzadas.
A importancia de se dispor de B-glicana com diferentes graus de ligagdes cruzadas
reside no fato de que suas propriedades viscoelasticas sao diferentes, possibilitando
seu uso como suportes para colunas cromatograficas, na confecgdo de capsulas para
a veiculacao de drogas e aromas - inclusive nos casos em que a liberagao controlada
delas é desejada — e como espessante em formula¢des farmacéuticas, cosméticas e
alimenticias.

Enfim, o desempenho do microrganismo geneticamente modificado em um bior-
reator industrial é fungao direta do percentual de células modificadas capazes de reter
o gene recombinante ao longo da duragiao do processo. Em outras palavras, o sucesso
do emprego do microrganismo modificado depende, em maior ou menor grau, da
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estabilidade - entendida em termos de frequéncia de perda durante a produg¢ao da
capacidade funcional do DNA incorporado a célula — do material genético introduzi-
do. Assim, uma frequéncia alta de perda contribuiria para aumentar o custo global do
processo, haja vista ser necessaria uma renovagdo mais frequente das células modifi-
cadas — implicando muitas vezes a interrup¢do do processo fermentativo - ou a
condugdo do processo com rendimento inferior ao desejado. Deve-se, no entanto,
considerar o proposito de produ¢ao da empresa que utiliza a levedura como agente
de transformacao principal. Caso ela utilize a levedura, por exemplo, para produzir
etanol ou cerveja, o interesse mais provavel de usar levedura geneticamente modifi-
cada é o de tornar a cepa mais produtiva (mais resistente a concentra¢des de etanol
acima de 20% (v/v), por exemplo). Nessa situagdo, a proteina codificada pelo gene
introduzido sé é necessaria em quantidades metabolicas; por isso pequena quantida-
de de vetores, contendo o gene de interesse, distribuidos entre as células em fermen-
tacdo ja seriam suficientes. Todavia, se a modificagdo genética visa a fazer com que a
levedura produza um composto que, normalmente, nao produz (por exemplo, inter-
feron e interleucina-2 humanas), entdo, muitos vetores com o gene especifico sdo re-
queridos. Ou seja, as células devem ter boa capacidade de reten¢ao do DNA estranho
durante a fermentacio.

1.2 INTERESSE EMPRESARIAL

1.2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DAS EMPRESAS
BIOTECNOLOGICAS

As empresas biotecnol(’)gicas, em linhas gerais, apresentam varias caracteristicas
notorias, a saber: mao de obra nio intensiva, diversificada e intelectualizada, manipu-
lagao de materiais renovaveis e reciclaveis, empresas de porte pequeno ou médio, uso
de processos que requerem pouca energia, gerenciamento especifico (deve considerar
obrigatoriamente: as leis particulares que regem o setor, a reagao do consumidor, se-
guranga [riscos a saude e a0 meio ambiente]), risco financeiro alto, produtos de vida
média de mercado curta, P&D continuado e capital inicial elevado com perspectivas
de retorno a médio ou longo prazo (Vitolo, 2021b).

1.2.2 EXEMPLOS DE SETORES ALTAMENTE IMPACTADOS
PELA BIOTECNOLOGIA

Entre os setores industriais que tém sofrido maior impacto com o desenvolvimen-
to da biotecnologia, estdo: a produgdo de alimentos, a substituigdo de derivados de
petroleo, geragdo de fontes de energia alternativa, reciclagem do lixo, controle da po-
luicdo, silvicultura, sintese de firmacos e dreas médica e veterinaria.

A titulo de exemplo, comparam-se o comportamento dos setores quimico-farma-
céutico e o de alimentos frente as inovagdes da biotecnologia. O setor de alimentos
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considera a biotecnologia como oportunidade para reduzir custos, melhorar processos,
nao se ater as questoes de patenteamento e investir, no maximo, 1% do lucro no desen-
volvimento de bioprodutos. Nesse tltimo caso, prefere investir em empresas biotecno-
légicas emergentes e, somente quando um bioproduto apresentar viabilidade
econOmica segura, as empresas desse setor envolvem efetivamente na sua produgéo,
venda e/ou utilizagdo. A industria quimico-farmacéutica, por sua vez, compromete-se
mais intensamente com os avangos da biotecnologia, despendendo em pesquisa e
desenvolvimento, no minimo, 10% das vendas. O desenvolvimento de tecnologia, a
énfase extremada nas propriedades e qualidades do bioproduto a ser produzido e o
grande interesse na valorizagao e respeito ao patenteamento dos bioprodutos constituem-
-se, também, objetivos prioritarios para esse setor.

A industria de alimentos ao longo do tempo tem se dedicado ao constante melho-
ramento e/ou a introdugdo de novos bioprocessos. Todavia, nos ultimos anos, o setor
produtivo vem sendo pressionado pela crescente conscientizacdo ambiental das pes-
soas sobre a obrigatoriedade de dar destino correto aos residuos gerados, além de usar
processos que requerem menor consumo de energia. Como é do conhecimento geral,
a geragdo de energia também implica estresse ambiental.

Por sinal, o destino a ser dado aos residuos em geral - incluidos, também, aqueles
originados no local de produg¢ao das matérias-primas (residuos celuldsicos e analogos,
colheitas parcialmente perdidas tanto no campo quanto no armazenamento, trans-
porte e comercializagao) e as sobras de alimentos nao consumidos pelas pessoas, quer
no ambiente doméstico, quer em restaurantes — enseja o desenvolvimento de novos
processos baseados tanto na tecnologia tradicional, sobretudo quimica ou fisico-qui-
mica, como na de natureza biotecnoldgica. Acrescenta-se que 0 consumo energético
para produzir, processar, transportar e comercializar alimentos ¢ significativo e traz
custos extras a todas as etapas da cadeia produtiva. Ressalta-se que, até alguns anos
atras, a industria alimenticia encarava os desperdicios como consequéncia inevitavel
do processamento e que os inconvenientes deveriam ser resolvidos ao menor custo
possivel, o qual passava pelo descarte direto no meio ambiente, sobretudo em cursos
de agua vizinhos a fabrica.

A indtstria alimenticia, assim como os demais ramos produtivos, ndo pode se
furtar a responsabilidade de minimizar a polui¢ao ambiental, o consumo e o desper-
dicio de 4gua — um bem valioso e de disponibilidade finita no planeta (Figura 1.3) — e
as falhas na manipulagdo dos alimentos e de seus ingredientes, sendo relevante, nesse
caso, focar na deterioragio, no processamento ineficiente da planta industrial e na
perda de nutrientes no efluente. Seguramente, a pressdo para que os citados desperdi-
cios sejam evitados provira da necessidade de maior quantidade de alimentos para a
nutri¢ao humana, menor consumo de dgua tratada, menor volume de efluentes des-
cartados para o meio ambiente, redu¢ao de custos de produgio e comercializagdo e da
adogao de medidas legais rigidas.
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EFLUENTE PRE-TRATAMENTO
RESIDUAL (Redugdo da BOD)

2. Equalizagdo de fluxo

F. Neutralizagdo (pH: 6,5 - 8,5)

~ AGUA
TRATAMENTO PRIMARIO DESCARTAVEL
(Remogdo de sdlidos)
1. Sedimentagdo/decantagdo
2. Flotagdo/desnatagem
TRATAMENTO SECUNDARIO TRATAMENTO
(Decomposigdo biolégica: fermentagdo ndo asséptica) TERCIARIO*

* Operagoes unitarias aplicaveis: desinfec¢do, floculagdo por agentes quimicos, sedimentagao, filtragdo por
carvao ativado, passagem por resina de troca ionica, eletrodidlise, ultrafiltracdo e osmose reversa.

Figura 1.3 — Etapas para o tratamento de efluentes da industria de alimentos.

Os residuos (solidos, pastosos ou liquidos) do processamento de alimentos tém
forte influéncia nos custos de coleta, armazenamento, tratamento e descarte para a
empresa, sem contar que o material residual podera carrear insumos importantes da
formulagdo do alimento processado.

Os residuos gerados na industria de alimentos variam tanto na sua natureza quan-
to nas quantidades geradas, além de variarem em uma mesma planta ou entre plantas
similares. A questdo fundamental é que os residuos, muitas vezes, sdo de geragio sa-
zonal, além de altamente pereciveis e, geralmente, inadequados para uso direto na
forma em que sdo gerados. Isso obriga que eles sejam rapidamente tratados e conver-
tidos em materiais ambientalmente inofensivos para descarte ou em subprodutos co-
mercializaveis — por exemplo, a conversao do residuo em ingrediente para fins de
consumo animal. Do ponto de vista do fabricante, o aproveitamento do residuo sé traz
interesse quando um subproduto pode ser claramente vislumbrado em termos comer-
ciais ou quando restri¢cdes legais severas o obrigam a tomar providéncias. Nesse ultimo
caso, o fabricante dara um jeito de transformar o residuo em derivado de eventual
interesse comercial, mesmo que a custo amortizavel, somente dentro do processo
produtivo global da planta. Lembra-se que o reaproveitamento eficiente dos residuos
industriais esta sendo possivel por meio da organizagdo de plantas industriais afins
em conglomerados funcionalmente articulados (biorrefinarias).

A importancia da recuperagio, do tratamento e do emprego de residuos, particular-
mente na minimizagdo da sua geragdo e do seu peso nos custos de produgao, envolve o
desenvolvimento de tecnologias inovadoras embasadas na biotecnologia — no sentido
do melhoramento genético das fontes animal e vegetal e dos microrganismos e enzimas
capazes de atuarem na modifica¢ao dos residuos —, na robdtica e no emprego de senso-
res. Os recursos tecnoldgicos devem propiciar o reaproveitamento do residuo como
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ingrediente do produto ou torna-lo um produto comercializavel per se. Além disso,
melhorias no pré-processamento e/ou no processo em si minimizando, por exemplo, o
consumo de agua potéavel, tanto na quantidade total necessaria quanto no seu aprovei-
tamento como agua de reuso e/ou de reciclo, deve ser perseguido a todo o custo.

Quaisquer processos desenvolvidos para a recuperagao ou transformagao de residu-
os em produtos de interesse comercial devem levar em conta a inconsisténcia do mate-
rial em termos de quantidade disponivel e natureza de sua composi¢do. Outro aspecto
a se considerar refere-se a manipulagdo do residuo, a qual podera ser uma recuperagéo
direta do subproduto desejado (caso da pectina extraida do refugo da maceragdo da
maca ou da casca de frutos citricos) ou dever-se-a proceder a conversido de um ou mais
ingredientes em subprodutos totalmente diferentes (caso da deslactosagdo do soro de
leite, na qual a lactose é convertida em glicose e galactose). De qualquer forma, os com-
ponentes dos residuos alimenticios podem ser transformados em proteina unicelular,
combustiveis (etanol, metano), produtos quimicos entre dezenas de outros.

1.2.3 FATORES QUE AFETAM AS APLICACOES DA
BIOTECNOLOGIA

Caso fosse possivel fazer um levantamento global completo dos produtos e processos
possiveis de serem comercializados, provavelmente concluir-se-ia que nas gavetas dos
grandes laboratorios e empresas de biotecnologia existem muito mais produtos do que
aqueles realmente lan¢ados no mercado. A razao para esse freio na biotecnologia co-
mercial proviria de uma série de fatores, a saber: o elevado montante de investimento
para desenvolver o bioproduto por parte do setor produtivo, a existéncia de uma lei de
patentes adequada e a seriedade em seu cumprimento (sobretudo em paises emergentes),
elaboragdo de estratégias especificas de marketing e comercializagdo (estritamente
dependentes do tipo de bioproduto a ser comercializado), aceitagao dos bioprodutos
pelos consumidores; e, finalmente, o custo de producio do bioproduto deve ser com-
petitivo diante ao custo de um produto analogo obtido por via ndo biotecnoldgica.

1.2.4 SENSIBILIZACAO DO CONSUMIDOR FRENTE AOS
AVANCOS DA BIOTECNOLOGIA

Nos ultimos 40 anos, a biotecnologia tem se desenvolvido a passos largos, gerando
situagdes tanto benfazejas quanto alarmantes. Muitas pesquisas de opinido tém sido
feitas sobre as grandes questdes resultantes do desenvolvimento biotecnoldgico, a saber:
mapeamento do DNA humano, testes genéticos, policiamento por meio da identifica-
¢do genética, biomedicamentos e eugenia. Concluiu-se que serdo necessarios muitos e
muitos anos para que as opinides sobre cada uma dessas questdes atinjam um grau
significativo de consenso.

Apenas pingando um exemplo atual de exploragdo dos conhecimentos oriundos do
mapeamento do genoma humano, tomemos a chamada nutrigenética, que pretende, por
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meio da andlise do DNA individual, prognosticar eventuais problemas de satde e suge-
rir procedimentos dietéticos para evitar esses problemas ou, na pior das hipdteses, miti-
ga-los. Por exemplo, ha evidéncias de que a homocisteina estaria relacionada a problemas
coronarianos e a derrames; logo, a reducao de seu nivel corpéreo minimizaria a ocor-
réncia dos citados eventos. A concentragao dessa substancia no organismo é controlada
pela a¢ao da enzima metilenotetrahidrofolato redutase, que, por sua vez, é codificada
por um gene localizado no cromossomo 1. Por conseguinte, pela analise da sequéncia de
bases do gene codificador, segundo algumas empresas de nutrigenética, seria possivel
prognosticar a probabilidade de a pessoa sofrer derrame ou ser acometida de mau fun-
cionamento das coronarias. Em fungao do resultado, essas empresas sugerem ao pacien-
te adquirir produtos por elas fabricados, visando-se a evitar as enfermidades citadas.

Na atualidade, tanto o Food and Drug Administration (FDA) como os centros para
controle e prevencdo de doencas enfatizam a auséncia de provas cientificas cabais para
que testes genéticos sejam usados com seguranga ou efetivamente na hora de nortear
as escolhas nutricionais. Nos Estados Unidos, o FDA mal regulamenta — quanto a
seguranca e eficacia — os cerca de mil testes genéticos disponiveis no mercado. Pela lei,
o FDA deve aprovar apenas os testes vendidos como kits médicos aos laboratoérios
clinicos para o diagnostico, tratamento e prevencao de enfermidades. Os demais testes
genéticos, incluindo os nutrigenéticos, sdo desenvolvidos por laboratérios para uso
caseiro e, portanto, dispensam regulamentacao oficial. Eles escapam, também, porque
desses testes ndo resultam diagnoésticos, mas somente prognosticos.

1.3 MERCADO BIOTECNOLOGICO

A grande variedade de produtos biotecnoldgicos (ou simplesmente bioprodutos)
pode ser dividida em trés categorias, caso seja levado em conta a quantidade comer-
cializada e o valor de mercado, a saber: aqueles vendidos em grande quantidade e a
preco baixo (metano, biocombustiveis etc.), em grande quantidade e a preco interme-
didrio (aminoacidos, levedura, enzimas para alimentos, polimeros etc.) e os vendidos
em pequenas quantidades, mas a pregos elevados (produtos farmacéuticos em geral).

Os bioprodutos podem ser associados aos diferentes segmentos industriais: quimi-
co organico (metanol, enzimas, dcido citrico etc.), farmacéutico (vacinas, anticorpos
monoclonais, antibidticos, eritropoietina, insulina, hormonios etc.), alimenticio (leve-
duras, enzimas, aminodacidos etc.), agricola (micorrizas) e de servigos (tratamento de
efluentes; equipamentos analiticos, entre outros).

O langamento comercial de um bioproduto leva, no minimo, cinco anos, entre a
sua concep¢do e a introducdo no mercado. Por exemplo, a produgdo da insulina de
1978 a 1983, do hormonio humano de crescimento de 1980 a 1990 e da vacina antima-
larica em estudo desde 1990.

Apesar das dificuldades do desenvolvimento de bioprodutos, a biotecnologia ¢ uma
das areas que mais cresce na atualidade, puxada pelas perspectivas do mercado mun-
dial, que hoje nao € inferior a US$ 3 trilhoes.
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1.4 ALIMENTOS E ENZIMAS

Focando na tecnologia de alimentos, pode-se dizer que o sucesso dessa area, me-
dido pela enorme variedade de produtos oferecidos nos supermercados, deve-se a
convergéncia perfeita dos aspectos formulagao, processamento e embalagem.

O tecndlogo seleciona as matérias-primas adequadas para confeccionar um dado
alimento, mistura-as nas quantidades preconizadas na formulagdo, submete-as a um
pré-processamento (lavagem, macera¢ao, cozimento etc.), obtendo, em seguida, uma
massa, a qual adiciona os coadjuvantes necessarios (acidulante, corante, aromatizante
etc.). Apds processamento final (cozimento, extrusao, secagem, controle analitico etc.)
resulta o produto almejado, o qual é embalado e enviado ao mercado.

A principio, o setor agropecuario — fonte das matérias-primas alimenticias — rece-
beu muita atengdo no sentido do aumento da produtividade agrondmica em detrimen-
to da melhoria das caracteristicas da matéria-prima, visando a simplificar o
processamento industrial da matéria-prima. Por exemplo, seja o caso do tomateiro,
que requer estacas para poder se desenvolver e produzir o tomate, o qual s6 pode ser
colhido manualmente. Para aumentar a produtividade e diminuir o custo da plantagéo,
desenvolveu-se uma variedade de tomateiros baixos, de tal sorte a prescindir do esta-
queamento, propiciando colheita mecanizada. Somente nos tltimos anos, esfor¢os tém
sido direcionados no sentido de obter-se um tomate com maior teor de sélidos soluveis
(menos agua), visando a economia de energia no processo de produgdo da massa de
tomate para molho.

De um modo geral, pode-se dizer que a biotecnologia vem contribuindo com o
desenvolvimento da tecnologia de alimentos mediante quatro vertentes, a saber: me-
lhoramento das fontes de matérias-primas, produgdo de ingredientes especificos para
aindustria alimenticia, satisfagdo de demandas especificas de mercado e melhoramento
de processos.

1.4.1 MELHORAMENTO DAS FONTES DE MATERIAS-PRIMAS
Hé milhares de anos o homem cultiva plantas e cria animais para a sua alimentacéo.

Os animais de interesse econdmico tém sido aprimorados por meio do acasalamen-
to natural e do uso da biotecnologia. Esta tem permitido o cruzamento planejado pelo
transplante de embrides. Os embrides sdo produzidos in vitro pela combinagao de
espermatozoides e 6vulos extraidos dos animais com as qualidades genéticas desejadas,
seguida de sua implanta¢ao no ttero de uma “fémea de aluguel”. A biotecnologia, por
meio da disponibilizagido de testes de diagndstico para doengas especificas (kits de
anticorpos monoclonais para detectar brucelose, raiva, disenteria bovina, febre aftosa,
entre outras) e do aumento da variedade e disponibilidade de vacinas e medicamentos,
tem também contribuido na salvaguarda da saude dos rebanhos (bovino, ovino, suino,
entre outros). A transgenia — introdugao, por exemplo, de um gene humano (codifica-
dor da proteina do leite humano) em caprinos ou suinos permite que o leite desses
animais seja enriquecido com a proteina desejada — estd sendo desenvolvida
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atualmente, ao contrario da clonagem, cuja factibilidade ja foi comprovada, mas que
por razdes éticas é muito pouco explorada (Vitolo, 2021b).

Os vegetais sdo matérias-primas para consumo in natura ou apds processamento
em escala pequena (doméstica e comercial) ou industrial. De qualquer modo, as plan-
tas de interesse econdmico tém sido objetos de manipulagdo ao longo dos milénios.

As modificagdes introduzidas nas plantas tém como objetivos o melhoramento: a)
do cultivar (em termos de rendimento por unidade de area plantada, conseguido pelo
aumento da resisténcia a pragas [soja e milho resistentes a herbicidas] as condigoes
climaticas e ao aprimoramento do processo de colheita [por exemplo, tomateiro de
tamanho pequeno que prescinde de estacas de sustentagdo, permitindo o uso de co-
lheitadeira mecanical); b) do valor nutritivo e das propriedades organolépticas; ) dos
atributos funcionais da matéria-prima (por exemplo, hibridos de milho e trigo com
baixo teor de lipoxigenase e distribuigdo homogénea da amilose no granulo de amido.
Este reduz o “amanhecimento” [amolecimento precoce] do produto de panificacio,
enquanto aquela dispensa o branqueamento das farinhas).

O melhoramento dos cultivares — que, na pratica, pode interferir no valor nutritivo,
nas propriedades organolépticas e nos atributos funcionais do vegetal — vem sendo
feito por meio de protocolos baseados no cruzamento convencional (realizado desde
os primdrdios da agricultura) e na modificagdo génica — desde 1972 —, usando-se as
técnicas do DNA recombinante, hibridoma, dedos de zinco, TALENS (sigla inglesa
para transcrigdo do gene alvo ativador com nucleases efetoras) e CRISPR-Cas9 (sigla
inglesa para repeti¢des palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespagadas)
(Figuras 1.4 — 1.6) (Voytas; Gao, 2014).

(a) Variedade selvagem (fruto indesejavel; resistente a ferrugem).
H H (b) Cultivar atual (fruto desejavel; suscetivel a ferrugem).
X (c) Primeira geragdo.
(b) (d) Cultivar atual.

(e) Segunda geragdo.
(f) Cultivar atual.

l POLINIZACAO CRUZADA (g) Novo cultivar (fruto desejavel; resistente a ferrugem).

(c) (d)

POLINIZACAO CRUZADA

«—

(e)

X — — — —
POLINIZACéES CRUZADAS

(8)

(f)

3

Figura 1.4 — Cruzamento convencional.



A biotecnologia é uma area do conhecimento que
vem sendo desenvolvida ao longo do tempo —dos
primérdios da humanidade até a invencao do
microscopio optico (1677), do final do século XVII

a década de 1970 (desenvolvimento e controle dos
processos fermentativos, invencao das técnicas do DNA
recombinante e da fusao celular e aperfeicoamento
do microscépio eletronico) e dos anos 1970 até hoje
(desenvolvimento de equipamentos de imageamento
sensiveis, técnicas de corte e reparo do DNA, entre
outros eventos). A biotecnologia vem impactando
varios setores da atividade tecnolégica humana como
producao de medicamentos, silvicultura, producao
de alimentos, producao de energia e de compostos
quimicos, entre outros.

Esta obra apresenta o emprego de enzimas nas etapas
do processamento de alimentos, nas quais esses
catalisadores sdo indispensaveis ou propiciam ganhos
de rendimento de producdo. Aborda-se a interagéo
enzima/processamento de alimentos, a qual permite o
ensino integrado da enzimologia (basica e aplicada) com
a tecnologia de alimentos. Os assuntos séo iniciados com
uma discussao dos principais aspectos tecnolégicos de
um dado tipo de alimento (carneos, bebidas, laticinios
etc.), os quais sdo associados com informacdes técnicas
sobre as enzimas pertinentes a cada caso.

A associacgao de técnicas de obtencdo e uso de enzimas
com conceitos basicos de enzimologia, torna este

livro uma fonte de estudo académico e/ou de consulta
para os diversos profissionais da area (farmacéuticos,
engenheiros quimicos, engenheiros de alimentos,
nutricionistas, tecnélogos de alimentos, entre outros).
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