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Enzima de mosca produzida em levedura combate
bactérias danosas a fabricacao de alcool combustivel

DINORAH ERENO

ma pequena proteina encon-

trada na saliva e na lagrima,

chamada lisozima, mostrou

em laboratdrio ser capaz de au-

mentar a eficiéncia do proces-

so de produgdo de etanol com

consideravel economia para as
usinas, que ja manifestaram interesse
pela novidade biotecnolégica. Para ob-
ter esses resultados, pesquisadores da
Universidade de Sdo Paulo (USP) pro-
duziram uma linhagem da levedura Sac-
charomyces cerevisiae, microorganismo
responsével pela transformagao do agu-
car em alcool combustivel, capaz de
fabricar essa proteina. Com isso, a leve-
dura ganha a capacidade de combater as
bactérias que contaminam as dornas
onde é realizada a fermentacao do cal-
do de cana-de-agtcar, também chama-
do de mosto. “O mosto constitui um 6ti-
mo substrato para o crescimento nao s
da levedura, mas de varios outros mi-
croorganismos porque possui altos teo-
res de nutrientes, além de apresentar pH
e temperatura favordveis’, diz a profes-
sora Ana Clara Guerrini Schenberg, do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (USP), coor-
denadora da pesquisa. Além de compe-

tir pela sacarose e outros nutrientes do
mosto, as bactérias introduzem no pro-
cesso produtos de metabolismo indese-
javeis, principalmente dcidos organicos.

As usinas normalmente adicionam
antibidticos a0 mosto para combater a
contaminagao bacteriana. Com o pas-
sar do tempo, no entanto, novos anti-
bidticos ou combinag¢des de medica-
mentos s3o necessarios para dar conta
de cepas de bactérias resistentes. Estima-
se que, para cada metro cubico de eta-
nol produzido, sao gastos de US$ 3,00 a
USS$ 5,00, em média, com antibioticos
nas usinas. “Além do problema econ6-
mico, ha o aspecto de polui¢ao ambien-
tal, porque tudo acaba indo para a na-
tureza, na forma de efluentes que vao
para os rios’, diz Ana Clara, especialis-
ta em genética molecular de microor-
ganismos, que coordena em seu labo-
ratério, no Departamento de Micro-
biologia, varios trabalhos com levedu-
ras e bactérias.

Substancia antibacteriana - A busca
de um método alternativo ao antibié-
tico para controle dos microorganismos
presentes na fermentag¢ao do etanol foi
objeto dos trabalhos de p6s-graduacao
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de Elza Grael Marasca e Luciano José Sil-
veira sob orienta¢ao de Ana Clara. “Pen-
samos que, se a propria levedura con-
tivesse um gene codificando uma subs-
tancia antibacteriana, ela mesma resol-
veria o problema sem precisar adicionar
antibidtico ao mosto”, relata a coorde-
nadora da pesquisa, filha do renoma-
do fisico tedrico brasileiro Mério Schen-
berg (1916-1990). Foi escolhida para es-
sa funcdo a lisozima, uma enzima que
nao é exatamente um antibiotico, mas é
altamente poderosa contra bactérias,
porque degrada suas paredes celulares.
“E uma proteina muito interessante, que
é produzida por praticamente todos os
seres vivos, mas nao pela levedura’, con-
ta. Em alguns processos industriais, co-
mo conservag¢do de alimentos, produ-
¢ao de vinho e medicamentos, é utiliza-
da uma lisozima comercial, importa-
da, extraida da clara do ovo, num pro-
cesso criado hd cerca de 40 anos.

Antes de modificar a informacao ge-
nética da levedura, os pesquisadores co-
mecaram a procurar na literatura se ha-
via sido descrita alguma lisozima que su-
portasse a acidificagao do final da fer-
mentac¢ao alcodlica. Nessa mesma épo-

F.

ca, em 1996, a professora Sirlei Daffre,
pesquisadora do Departamento de Pa-
rasitologia, que fica no mesmo prédio
do Departamento de Microbiologia, ti-
nha acabado de chegar da Suécia, onde
havia desenvolvido um trabalho sobre
lisozimas da mosca Drosophila melano-
gaster. “Por atuar no trato digestivo da
mosca, essa lisozima apresenta 6timo
funcionamento em pH 4cido, semelhan-
te ao encontrado no processo de fer-
mentagao alcodlica’ relata Ana Clara. O
objeto de estudo de Sirlei eram os in-
setos e como eles se defendem das infec-
¢oes, pesquisa que acabou contribuin-
do para a elabora¢do de um processo
tecnoldgico. “Ela havia clonado o cDNA
da lisozima, a parte do gene que interes-
sa e é transformada em mensageiro den-
tro das células”, conta Ana Clara.

A cessdo do gene clonado ajudou a
encurtar o caminho, mas ainda havia
muito trabalho pela frente. O passo se-
guinte era encontrar um promotor que
fizesse o gene se expressar na levedura,
num processo chamado de técnica de
DNA recombinante, e garantir que a li-
sozima fosse secretada para o meio de
cultivo. Coube a Elza Marasca colocar

Linhagem
i, recombinante
de levedura
e produtora
] de lisozima

0 cDNA da droséfila sob o controle do
promotor da dlcool-desidrogenase 1,
uma enzima da prépria levedura utiliza-
da durante o processo de fermentagao.
Tudo se encaixou perfeitamente. “Tanto
o promotor como a levedura funcionam
em perfeita sincronia durante o proces-
so de fermentacdo, enquanto ocorre a
producao de lisozima”, diz Ana Clara.

Fermentacdo alcodlica - Feito isso, era
necessario verificar se o uso da linhagem
de levedura recombinante produtora de
lisozima em processos de fermentagdo
alcodlica contribuiria para reduzir o uso
de antibidticos. Sabe-se que a maioria
dos microorganismos presentes nas dor-
nas sao sensiveis a acao da lisozima, que
age preferencialmente na parede de bac-
térias Gram-positivas, como, por exem-
plo, Bacillus coagulans e Lactobacillus fer-
mentum. “Como nas usinas de dlcool do
estado de S3ao Paulo 98,5% dos conta-
minantes sdo bactérias Gram-positivas,
em tese é uma 6tima escolha”, diz Ga-
briela Ribeiro dos Santos, p6s-douto-
randa que participa do projeto. “Agora
temos que fazer um estudo mimetizan-
do as condigoes encontradas na usina
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Enzima
alfa-amilase
secretada

pela levedura
degrada amido
(em azul) e forma
um halo claro

para avaliar, na pritica, o efeito da leve-
dura modificada.” Para isso serd neces-
sario ajustar a quantidade de enzima se-
cretada com a quantidade de contami-
nantes existentes no processo industrial.

Acéo confirmada - O primeiro passo
nesse sentido foi dado. Um dos estudos
feitos recentemente pelo grupo de pes-
quisa consistiu em inocular a linhagem
original da levedura e a linhagem que
produz lisozima, para efeito de compa-
ragao, em mosto nao-estéril, como é uti-
lizado na usina, mas realizado no pré-
prio laboratério da USP. Um aspecto in-
teressante nesse trabalho, que represen-
ta um avanco para chegar ao processo
industrial e resultou em uma patente,
sob a geréncia da Agéncia USP de Ino-
vacdo, é que a informagao genética da li-
sozima foi estabilizada por meio da sua
integracao num dos cromossomos de
uma linhagem de levedura industrial
utilizada pelas usinas. “Vimos uma di-
ferenga muito significativa entre a quan-
tidade de contaminantes nas condi¢des
originais com e sem lisozima’, relata Ga-
briela. Isso significa que a acao da leve-
dura recombinante sobre as bactérias
foi confirmada nos testes, mas mesmo
assim os pesquisadores querem aumen-
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tar a producdo da enzima para que ela
responda satisfatoriamente as condi-
¢oes enfrentadas em escala industrial.

A levedura modificada tem apenas
uma cépia do gene da lisozima integrada
a0 seu cromossomo. “Agora estd sendo
desenhada uma estratégia para amplifi-
car o numero de copias do gene inserido
na levedura”, diz Ana Clara. “Como sao
conhecidos alguns sitios cromossdémicos
da levedura Saccharomyces cerevisiae que
se prestam a inser¢des de genes estran-
geiros sem atrapalhar a vida da linhagem,
podemos aumentar a capacidade de pro-
dugdo de lisozima sem interferir na efi-
ciéncia da produgio de etanol.”

Todas essas modificagdes estao sen-
do pensadas em funcdo do interesse de
empresarios do setor sucroalcooleiro na
levedura modificada geneticamente.
Para que esse interesse seja concretiza-
do, a primeira etapa ja foi cumprida. Os
pesquisadores submeteram a levedura
modificada a prova de conceito, ou se-
ja, vérios testes foram realizados para
comprovar que ela funciona nao sé nas
condi¢oes de laboratério, mas também
tem potencial para ser empregada no
processo industrial. “Concluimos essa
prova de conceito e passamos em todos
os pré-requisitos”, relata Gabriela. Os

empresdrios agora querem saber se fu-
turamente haverd problemas com a li-
berag¢ao do uso de organismos genetica-
mente modificados (OGMs) para a pro-
dugdo de etanol. “Vamos encaminhar
uma consulta sobre o assunto para a Co-
missao Técnica Nacional de Biossegu-
ranca (CTNBio) para poder dar uma
resposta’, diz Ana Clara.

Os estudos para produgao de eta-
nol coordenados pela pesquisadora ti-
veram inicio durante os anos de imple-
mentag¢do do Prodlcool, o programa
brasileiro criado no final de 1975. A
idéia era produzir dlcool combustivel
a partir do amido presente na mandio-
ca, e nao de agtcares simples, como a
sacarose e a glicose encontradas no cal-
do de cana. Ocorre que a levedura Sac-
charomyces cerevisiae, cujo nome deri-
va de Sacaro, agucar, e myces, fungo,
consegue metabolizar a glicose e a saca-
rose, mas nao o amido, que é uma mo-
lécula complexa com varias unidades de
glicose dispostas em cadeias lineares e
ramificadas. Isso significa que em todos
os processos envolvendo substratos
amildceos, como cevada, arroz, mandi-
oca ou milho, para produzir etanol, ha
necessidade de fazer um tratamento en-
zimatico prévio.
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Para abreviar a etapa de tratamen-
to prévio do substrato e diminuir os cus-
tos do processo de fermentagio de ami-
ldceos, o grupo de pesquisa deu inicio
a um programa de melhoramento ge-
nético da levedura S. cerevisiae ha qua-
se 25 anos. “Foram feitos vérios traba-
lhos para dotar a linhagem da levedu-
ra com a capacidade de degradar o ami-
do e processar o agticar da mandioca na
fase de fermentagdo para transformé-lo
em élcool”, relata Gabriela, que se de-
dicou ao assunto em sua dissertacao de
mestrado. Como o amido é uma mo-
lécula ramificada, ele precisa de um
complexo de enzimas amiloliticas para
ser totalmente degradado.

Molécula complexa - A primeira con-
quista feita pelo grupo, publicada na re-
vista Nature Biotechnology em 1986, foi
conseguir que a levedura produzisse e se-
cretasse para o meio de cultivo um gene
que codifica a alfa-amilase fabricada no
pancreas de camundongo. A alfa-amila-
se age sobre as cadeias lineares do amido,
quebrando essa complexa molécula em
moléculas menores, formadas de duas ou
mais unidades de glicose, de forma que a
levedura ainda desperdica boa parte do
agdcar contido no amido. Num préximo
passo do melhoramento, Gabriela colo-
cou o gene de mais uma enzima na le-
vedura, o da glicoamilase de uma outra
espécie de levedura. A glicoamilase ajuda
aalfa-amilase a degradar o amido e levé-
lo até a molécula de glicose. “Uma ajuda
a outra nesse processo, mas o aproveita-
mento ainda nio foi de 100%”, diz Gabri-
ela. “Na verdade, experimentos em es-
cala piloto, realizados no Departamento
de Engenharia Quimica da USP, mostra-
ram que o fator limitante da eficiéncia de
fermentacdo era justamente a atividade
de glicoamilase”, completa.

Novas construgdes entao se sucede-
ram para que a levedura pudesse expres-
sar glicoamilases mais potentes e, acima
de tudo, de forma estdvel e numa leve-
dura industrial. Hoje o laboratério pos-
sui algumas linhagens industriais re-
combinantes, das quais se destaca uma
que apresenta o gene da glicoamilase em
cinco cOpias. As novas linhagens deve-
rdo ainda ser avaliadas em escala piloto,
empregando o amido da mandioca,
uma matéria-prima barata e abundan-
te no Brasil, como fonte alternativa ao
agucar proveniente da cana. ]

Microorganismos

programados

para remover metais

Bactérias e leveduras capazes

de remover metais pesados dos
efluentes resultantes da mineracao
estdo sendo produzidas, com
ferramentas da engenharia genética,
pelo grupo de pesquisa coordenado
pela professora Ana Clara Guerrini
Schenberg. O projeto foi
encomendado ha dois anos e meio
pela Companhia Vale do Rio Doce,
lider mundial no mercado de minério
de ferro e segunda maior produtora
global de manganés e ferroligas.
"0 importante é encontrar um
microorganismo adequado para
executar determinada fung¢ao”,

diz Ana Clara. “Quando eles

ndo funcionam exatamente como
queremos, podemos melhorar

as caracteristicas desses
microorganismos.” Como a
biorremediacdo de metais é uma

drea nova, o projeto estd dividido
em varios subprojetos.

Um dos participantes, Ronaldo
Biondo, esta construindo uma
bactéria que conseque se ligar aos
metais pesados para facilitar a
tarefa de remové-los dos efluentes
de mineracdo. Ao mesmo tempo, a
pesquisadora Gabriela Ribeiro dos
Santos esta construindo um sistema
suicida para essas bactérias
para, quando a tarefa for cumprida,
elas ndo causarem riscos a
outros organismos presentes
na natureza. “Estou trabalhando
no desenvolvimento de um sistema
genético que provoque a morte
da bactéria, mas que, como
uma bomba-reldgio, sé entre
em acao depois de cumprida
a etapa de biorremediagao pelo
microorganismo”, diz Gabriela.
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