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Enzimas possuem inumeras
aplicagbes, que vao desde a
utilizacdo como biofarmacos,
producdo de alimentos, até
a hidrélise de biomassa na
producéao biocombustiveis.
Hoje, muitas dessas enzimas
sdo produzidas em larga escala
por microrganismos e células
modificadas geneticamente.
No entanto, o desenvolvimento
de processos de producdo de
enzimas recombinantes possui
dificuldades que sao inerentes
ao carater multidisciplinar e ainda
novo desses processos. Uma
dessas dificuldades diz respeito
a escolha do sistema biologico
de expressdo da enzima
recombinante, que impacta
diretamente no desenvolvimento
e viabilidade dos processos. O
intuito deste artigo é apresentar,
de forma resumida, alguns dos
principais  critérios  utilizados
nessa escolha.

Enzimas recombinantes
produzidas
industrialmente

Enzimas sdo, em geral,
proteinas com atividade catalitica
utilizadas pelo homem desde
tempos remotos, a principio na
modificagdo e conservagdo de

alimentos, como o queijo, o picles,
entre outros. Foram, ao longo dos
séculos, extraidas em pequenas
quantidades de plantas,
animais ou microrganismos que
naturalmente as produziam. Mas
foi apenas na segunda metade do
século passado que a producao
industrial de enzimas, tanto
nativas quanto recombinantes,
floresceu, em parte embasada
nos conhecimentos de
fermentacdo de microrganismos
em larga escala desenvolvidas
anteriormente para a produgio
de acetona e butanol e, no caso
das enzimas recombinantes,
também embasada nos avancos
da biologia molecular (Demain
e Vaishnav, 2009). Hoje, parte
consideravel das enzimas sao
produzidas industrialmente em
microrganismos recombinantes,
como a bactéria Escherichia
coli, a levedura Saccharomyces
cerevisiae e, no caso de proteinas
eenzimasfarmacéuticas,também
em células animais cultivadas
em biorreatores. No entanto,
a ciéncia ainda nos apresenta
muitos tipos de microrganismos,
células (oriundas de organismos

superiores), e até mesmo
plantas que, manipulados
geneticamente, oferecem
real potencial de aplicacio
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na producdo de enzimas em
larga escala. Com todas essas
possibilidades, quais seriam
entdo os critérios que devem
nortear a escolha de um ou
outro “sistema biolégico” para a
producgao de determinada enzima
em larga escala, e quais seriam
0s possiveis impactos para a
viabilidade do processo a ser
desenvolvido? Finalmente, quais
profissionais deveria participar
dessa escolha?

A escolha do sistema
biologico de expressao

O primeiro critério a ser levado
em consideracao na escolha do
sistema de expressao dizrespeito
as caracteristicas da proteina ou
enzima a ser produzida, além
de sua aplicacdo ou finalidade.
Como regra geral, enzimas
que contém em sua estrutura
modificacbes  pds-traducionais
complexas, em especial
glicosilagdes, n&o podem ser
produzidas por microrganismos
bacterianos simples, como a
Escherichia coli. Ja leveduras
bastante conhecidas, como a
Saccharomyces cerevisiae e a
Pichia pastoris, além de fungos
filamentosos como o Trichoderma
reesei, sdo capazes de fazer
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grande parte das modificagbes

pos-traducionais  encontradas
em proteinas, inclusive
glicosilacdes. No entanto, o

padrdo de glicosilagdo, que diz
respeito a sequéncia e aos tipos
de carboidratos inseridos nha
proteina, costuma ser diferente
dos encontrados em mamiferos,
0 que pode inviabilizar seu
emprego na producdo de
proteinas farmacéuticas, devido
a alta imunogenicidade. Para
casos como esse, costuma-se
empregar células de mamifero
capazes de serem cultivadas
em biorreatores, como as CHO
(Chinese Hamster Ovary cells)
(Schmidt, 2004). Ainda assim,
mesmo nao sendo capazes de
“glicosilar”, bactérias como a
E. coli e o Bacillus subtilis sao
muitas vezes utilizadas pela
industria quando a enzima a
ser produzida nao possui esse
tipo de modificacdo, ou ainda,
quando essa modificacdo nao
€ essencial para a atividade
esperada.

Outro critério importantissimo
de escolha é o desempenho do
sistema bioldgico em condigbes
de crescimento em larga escala.
De nada adianta produzir
enzimas com a qualidade
esperada mas em quantidades e
custos incapazes de viabilizarem
economicamente a producao
em larga escala. A literatura
apresenta artigos cientificos,
inclusive revisdes, que podem
nos fornecer, ainda que de forma
parcial, informacbes sobre a
capacidade de varios sistemas,
incluindo velocidades especificas
de crescimento celular, fatores
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de conversédo de substrato a
célula ou produtos, além de
valores de produtividade. Nesse
quesito, a bactéria E. coli, além
das leveduras S. cerevisiae
e P. pastoris sdo candidatas
interessantes, em especial pelas
altas velocidades de crescimento,
robustez e altos rendimentos,
com necessidades nutricionais
mais simples que os de células
oriundas de organismos
superiores (Demain e Vaishnav,
2009). Também os fungos
filamentosos como o T. reesei sdo
interessantes, em especial para
a producéo de enzimas (nativas
e recombinantes) utilizadas
na hidrélise de biomassa
lignocelulésica em processos
de producao de biocombustiveis
(Nevalainen e Peterson, 2014).

Um outro critério importante
a ser considerado na escolha
do microrganismo ou célula
€ a capacidade de secretar
a enzima recombinante para
0 meio de cultivo durante o
processo de produgdo em
biorreator. Ao evitar-se, ao
final do cultivo, o rompimento
celular para a extracdo da
enzima acumulada, ao menos
duas operagdes unitarias do
processo de purificagcdo séao
evitadas (rompimento celular e
remoc¢ao dos debris celulares), o
que pode ter um grande impacto
sobre a viabilidade econbmica
do processo (Mergulhdo et
al., 2005). Nesse quesito, a
bactéria E. coli costuma ser
incapaz de secretar as proteinas
recombinantes produzidas, ou o
faz apenas de maneira parcial.

Finalmente, os sistemas de
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expressao que ja sdo conhecidos
e empregados industrialmente
costumam ter vantagens no
momento da escolha, em
parte pelo conhecimento ja
adquirido e disponivel na
literatura, nas universidades, na
industria, e também pela pronta
disponibilidade de equipamentos
por parte de fornecedores, no
caso da implantagao do processo

industrial. Novos sistemas
de expressdo, ainda que
potencialmente interessantes

quando avaliados pelos critérios
apresentados acima, podem
ser preteridos por este ultimo
critério, em especial na industria
farmacéutica, onde as normas
de certificacdo de processos
e produtos pelas agéncias
reguladoras sdo muito exigentes.

De quem é a escolha?

O desenvolvimento de um

processo de produgao de
enzimas recombinantes em
larga escala envolve, além

de um amplo conhecimento
do sistema  biolégico de
expressdao, o conhecimento
necessario ao desenvolvimento
de bioprocessos em larga
escala. A esses devem se
somar conhecimentos relativos
aos métodos analiticos, além
de aspectos regulatérios e de
mercado. Tratam-se, portanto,
de projetos multidisciplinares,
onde engenheiros quimicos ou
bioquimicos precisam interagir
e compartilhar conhecimentos
com  bidlogos  moleculares,
microbiologistas, quimicos,
farmacéuticos e/ou engenheiros
de alimentos, além de outros



profissionais. Nesse contexto, o mais amplo compartiihamento de conhecimentos entre professores,
alunos e profissionais da industria, ainda durante os cursos de graduacdo, é imprescindivel para a

formacao dos novos profissionais que atuam na area.
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Tabela 1: Potencial de utilizacdo em larga escala de alguns diferentes sistemas de expressao de

enzimas recombinantes.

Sistema de expressao Modificacdo Produtividade Qualidade da
genética*® enzima**

E. coli ++++ b ++

S. cerevisiae ++++ +++ +++

T. reesei ++ +++ +++

Células CHO ++ ++ ++++

Milho transgénico + ++++ S+

Legenda: (++++) = 6timo; (+++) = bom; (++) = regular; (+) = ruim. * Facilidade de obtengdo de clones com alta produtividade. **

Qualidade em termos de enovelamento correto e modificagdes pds-traducionais.
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