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Funcionamento da disciplina (1 9)%

0.Introdugdo a Biotecnologia (22)
1.Producao de Biomassa e Biomoléculas /
1.1. Crescimento microbiano (32)
1.2. Tecnologia de DNA recombinante (42)-Rita Isabel Pacheco (ISEL-CQB)
2. Nogoes gerais de fermentadores (52/62)
3. Processos de purificagdo de biomoléculas (72/82)
4. Estabilizacdao de biomoléculas (92)
5. Sistemas para utilizacao de enzimas. Nog¢oes de biocatalise
5.1. Introducao a Biocatalise (102)
5.2. Imobilizacdo de biocatalisadores influéncia na cinética (112/122/132)
5.3. biocatalise em meios ndao convencionais (142/152)
5.4. biorreactores ( 162) Total= 16
5.5. Aplicagoes industrias na catdlise ( 172)
6. Aplicagoes
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1.Producao de Biomassa e Biomoléculas Hoje

’ Amanha

— Microbianas

1.1. Crescimento microbiano

1.2.Tecnologia de DNA recombinante

Fontes naturais —  Plantas

. N __animais
Fontes geneticamente modificadas

microbianas
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Crescimento celular necessita de varios componentes

Fontes de carbono (C,H,O,N,)

Fontes de azoto (NH,)

K*/PO,*>/Mg %*/SO,* etc

O

~

Processos metabolicos mmadl:IlJ11 Y
(CsHtOuNVPWSxKyMgZ)
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Fermentation technology is the oldest of all biotechnological processes. The term is
derived from the Latin verb fevere, to boil--the appearance of fruit extracts or malted
grain acted upon by yeast, during the production of alcohol.

Ver este site

htl‘p.
77 . . . :
tzltg/spesa/ 8200 Fermentation is a process of chemical change caused by organisms or
t/b:/jj\ ener, V84, ey their products, usually producing effervescence and heat.
~ Iotech \I.SSU
no/Og es\fel‘
V. m i i i \ .
hemy et Microbiologists ferm: 'any process for the production of a product by
means of mass culture of micro-organisms’.
. Biochemists ferm:'an energy-generatin rocess in which organic
Fermentation &Y°8 &P g. :
) compounds act both as electron donors and acceptors’; is
Biotechnology ‘an anaerobic process where energy is produced without
the participation of oxygen or other inorganic electron
acceptors’.

In biotechnology the microbiological concept is widely used.
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Organismos heterotréficos usam moleculas organicas como fonte de carbono e energia

I Respiracao

fermentacao

Heterotroficos usam

Metabolismo no qual a energia é obtida pela oxida¢ao parcial de um composto organico

Fermentacao e . g A . ~
20 ¥y com utilizacao de intermediarios organicos como dadores e aceitadores de electroes;

(anaerdbia)

Nao existem sistemas para transporte de electroes de membrana;
Todo o ATP é produzido a nivel de fosforilagao do substrato

e metabolismo aerdbio produz maior quantidade de energia, no entanto as bactérias e outros
microrganismos tém a capacidade de obter energia através de metabolismo anaerdobio em processo

fermentativos
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FERMENTACAO

SUBSTRATE

ADP +Pj ———

ATP -——

L Y
oxidagao OXIDIZED

INTERMEDIATE

NADH7

—— NAD

fosforilacao a

nivel do REDUCED
substrato END PRODUCT

GLUCOSE

- 2NAD
2ADP +2P| —

— = 2 NADH>

2 ATP -—
Y fermentagao
2 PYRUVATE lactica
~——— 2 NADH3
—— 2NAD
2 LACTATE
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Procariotas tém 3 vias

orincipais de glicélise Enzimas chave nas diferengas

-

*** Frutose 1,6 difosfato aldolase

*¢* Fosfocetolase

Via de Embden-Meyerhof

¢ Aldolase do acido 2-ceto-3-desoxy-6-
fosfogluconico

Via heterolactica (fosfocetolase)

Via Entner-Doudoroff
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Embden-Meyerhof @l Heterolactica ou fosfocetolase Entner-Doudoroff

G6P G6P G6P
F6P 6Pgluconato 6Pgluconato
F1,6dP CO2+ fosfato de pentose 2-ceto-e-desoxy-6-fosfogluconato
2 G3P G3P + acetil fosfato Piruvato+G3P
piruvato Lactato+ etanol Etanol+etanol




glucose

ATP
Via de Embden-Meyerhof B e
gliucose-b-pnosphnaile

| Saccharomyces
fructose -6-phosphate cerevisiae
. A . ATP
Procariotas tem 3 vias F 1,6 difosfato L ADP
principais de gllCOlISE aldolase ~ fructose-1.6-diphosphate
—
glvceraldehyde-3-phosphate <« A » glyceraldehyde-3-phosphate
NAD X NAD .
NADH, % NADI, o
1.3-diphosphoglvceric acid 1.3-diphosphoglyceric acid
ADP ADP
« ATP

Via de Embden-Meyerhof . ATP

3-phosphoglvceric acid 3-phosphoglvceric acid

Via heterolactica (fosfocetolase)
2-phosphoglvceric acid

L
2-phosphoglvceric acid
1,0

Via Entner-Doudoroff

phosphoenolpyruvic acid phosphoenolpyruvic acid

ADP ADP
<: ATP Etanol + CO, <: ATP

pyru('ic acid

pyrux"ic acid
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Via Embden-Meyerhof é usada pela bacterias como a S. cerevisiae para produzir etanol e CO,.
Via usada pela maior parte das bacterias com aplicagaoes industriais: industria cervejeira, queijos, panificacao
Com esta via as bacterias homolacticas podem produzir acido lactico

Com esta via bacterias heterolactica produzem outros compostos como acidos carboxilicos

Bacterias de acido lactico reduzem o acido piruvico a acido lactico (fermentacao homolactica)

As leveduras reduzem o acido piruvico e etanol e CO, (fermentacao alcodlica)
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Fermentacao lactica (homolactica)

(a) Lactobacillus glucose ——— fructose diphosphate

ZATP 2 ADP

2 ADP 2 phosphoglyceric ncid>4——\-/z triose phosphate
2 A'I'P)

2NADH, ZNAD

2 pyruvic acid =2 lactic acid
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Fermentacgao alcoodlica

(b) Saccharomyces slucose————>fructose diphosphate

2ATP 2 ADP
ZADP 2 phosphoglyceric acid «——2 Iriose phosphate
2NADI, 2NAD

2ZATP 2 pyruvic acid % 2 alcohol

2 CO,
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Varias hipoteses de fermentacgoes




Acida Mista

Butanediol

e Unico produto ac. lactico
e Lactobacillus; Lactococcus
e Leite/iogurte/queijos

e Lactico+acético+formico+succinico+etanol

e Se as bactérias tiverem formato desidrogenase
produzem CO,+H,

e Varios acidos e gas +2,3-butanediol a partir da 0O
condensacao de 2 piruvatos. Formacao de acetoinﬂ%/
OH
e Enterobacter Producéo de X
)Y borracha OH

OH Sabor a manteiga



Butirica

Butanol-
acetona

Propionica

e Ac. Butirico+acético+CO,+H,
* Clostridia

e Butanol + acetona
e Clostridium acetobutylicum
e Utilizado na 12Guerra para explosivos (acetona)

e A partir do acido lactico formacao de acido
acetico+propionico e CO,

* Propionibacterium e Bifidobacterium

e Queijo suico, buracos devido ao CO2



IOECmmx

- . -;‘" hd > » ' i - o
lactic acid «————— pyruvic acid IRyuvicadd , 4 cetolactic acie

~O: Klebsiella

Streptococcus ;
: -C0,
Lactobacillus — Enterobacter
AV .
Staphylococcus '?ac:llus acetoin
» +2H
g
oxalacctncau:nEd ol formilc acid acetyl-S-CoA | 2,3-butanediol |
“I! salmonella v~
malic acid CO. H. +4H |ethnnol |
~CoASH| —Cans
+20 acetic acid«— Bl
-H,;0 Clostridi +il.(:cl.\‘|:s-(:nf\
succinic acid osinalum v"“'""""
~CO. acetoacetyl-S-CoA
! CIoTridlum
propionic aci
acetone «—=x <> IR butyryl-S-CoA
~CoA-SI

Propionibacterium +2H

ISopropano

/ -(.m\-bll\_hHl

butyric |butanol |
acid
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Procariotas tém 3 vias

orincipais de glicélise Enzimas chave nas diferengas

-

*** Frutose 1,6 difosfato aldolase

*¢* Fosfocetolase

Via de Embden-Meyerhof

¢ Aldolase do acido 2-ceto-3-desoxy-6-
fosfogluconico

Via heterolactica (fosfocetolase)

Via Entner-Doudoroff
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Embden-Meyerhof @ ‘1eterolactica ou fosfocetc'ase Entner-Doudoroff

G6P G6P G6P
F6P 6Pgluconato 6Pgluconato
F1,6dP CO2+ fosfato de pentose -ceto-e-desoxy-6-fosfogluconato
2 G3P G3P + acetil fosfato Piruvato+G3P
piruvato Lactato+ etanol Etanol+etanol
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Outras vias de fermentacao que diferem até a
formacao de acido piruvico

Via heterolactica (fosfocetolase) -
Via Entner-Doudoroff
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Via heterolactica (fosfocetolase)

Fosfocetolase (EC 4.1.2.9.) (catalisa a quebra ligagdes C-C com formacao de grupo

aldeidos)
G6P-Oxidada é descarboxilada para formar fosfato de pentoses
Fosfato de pentose e quebrada para formar G3P e acetilfosfato. Esta

reaccao é catalisada pelo enzima fosfocetolase

Industria de fermentagao para obtencao de kefir

D-xylulose 5-phosphate + phosphate ‘%cetyl phosphate + D-glyceraldehyde 3-phosphate + H,O



glucose
ATP
ADP

\IEI TSI ET [N o1y {o]oI o] E) M clucose-6-phosphate

G6P-Oxidada e
descarbolxilada para
formar fosfato de
pentoses

Fosfato de pentose é
quebrado em G3P e acetil
fosfato pelo enzima
fosfocetolase

NAD
NADIM,

6-phosphogluconic acid

NAD
. NADI,
@ pentose phosphate
+ ".
- fosfocetolase
glvceraldehvyde-3-phosphate « » acety]l phosphate
NAD —p NADI,
+ P, ' ?
NADIH, ‘ . NAD
1.3-diphosphoglvceric acid acetaldehyde
ADP NADE,
- ATP -» NAD

3-phosphoglyceric acid
11,0

-

phosphoenolpyruvic acid

ADP
ATP

pyruvic acid

NADI,
» NAD
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Procariotas tém 3 vias

orincipais de glicélise Enzimas chave nas diferengas

-

*** Frutose 1,6 difosfato aldolase

*¢* Fosfocetolase

Via de Embden-Meyerhof

¢ Aldolase do acido 2-ceto-3-desoxy-6-
fosfogluconico

Via heterolactica (fosfocetolase)

Via Entner-Doudoroff
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Embden-Meyerhof @l Heterolactica ou fosfocetolase Entner-Doudoroff

G6P G6P G6P
F6P 6Pgluconato 6Pgluconato
F1,6dP CO2+ fosfato de pentosk 2-ceto-e-desoxy-6-fosfogluconato
2 G3P G3P + acetil fosfato Piruvato+G3P
piruvato Lactato+ etanol Etanol+etanol /




32ano da lLicem
UNIVERSIDADE
LJ uisbon | et Biomuimica

FACULDADE - DE « CIENCIAS M UNIVERSIDADE - DE - LISBOA

Via Entner-Doudoroff

Formacgao de «pulque» por fermentac¢ao do suco de um cacto que
contem Zymomonas na superficie

A destilacao do pulque da «tequilha»

€\ gulque \a bebida
waS Populav de J "

M@ xiCo




glucose

ATP
ADP

Via Entner-Doudoroff

glucose-6-phosphate
NAD
»NADH,

6-phosphogluconic acid

Uses 6-phosphogluconate dehydratase and 2- ~H,0
keto-3-deoxyphosphogluconate aldolase to
create pyruvates from glucose 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic acid KDPG aldolase
pyruvic acid < <\ » glyceraldehyde-3-phosphate
C ZADP
» 2ATP  (Embden-Meverhof
: NAD slrad
ol de " N pathway)
acetaldehyde + CO, <‘..\'.-\|m_.

NADH,
'NAD

pyruvic acid

Reacc¢ao global:
Glucose ™ 2 etanol +2 CO2 + 1 ATP

J

acetaldehyde + CO,

NADH,
NAD

ethanol




Vias oxidativas da glucose utilizadas por diferentes bactérias

Embden- |Phosphoketolase |Entner
Bacterium Meyerhof |(heterolactic) Doudoroff
pathway |pathway pathway
Acetobacter
. - + -
aceti
Agrobacterium
. - - +
tumefaciens
Azotobacter
: .. - - +
vinelandii
Bacillus major minor -
subtilis )
Escherichia N ) )

coli




Vias oxidativas da glucose utilizadas por diferentes bactérias
(Continuacao)

Embden- |Phosphoketolase |Entner
Bacterium Meyerhof |(heterolactic) Doudoroff
pathway |pathway pathway
Lactobacillus N _ _
acidophilus
Leuconostoc
. - + -
mesenteroides
Pseudomonas | _ N
aeruginosa
Vibrio cholerae |minor - major
Zymomonas
oy - - +
mobilis




Produtos finais das fermentag¢des microbianas

Pathway Key enzyme Ethanol :':;:;'c CO, |ATP

Embden-

Meyerhof fructose 1,6-diP 5 0 5 5
aldolase

Saccharomyces

Embden-

Meyerhof fructose 1,6-diP 0 5 0 5
aldolase

Lactobacillus

Heterolactic
phosphoketolase |1 1 1 1

Streptococcus

Entner-

Doudoroft KDPG aldolase |2 0 2 |1

Zymomonas




Respiracao aerobia

Terminal aceitador de
eletrdes é o Oxigenio (O,)

AEROBIC RESPIRATION

glycolysis +
TCA cycle
GLUCOSE & 6 CO2
NAD
\NADH 2
atpase ELECTRON

ATP-t)— PMF ~ap—— | TRANSPORT SYSTEM
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reduced
R iraca electron end name of process organism
espiracao acceptor N p g
anaerdbia P
. . Escherichia,
0> H->0 aerobic respiration
Streptomyces
NO NO;, N>O or [anaerobic respiration: |Bacillus,
. N> denitrification Pseudomonas
Respira¢do em que o anaerobic respiration: .
aceitador terminal de SO, S or H->S culfate reduction Desulfovibrio
electrbesnaoéoO, : .-
anaerobic respiration:
fumarate succinate . . Escherichia
using an organic e-
acceptor
CO> CHa4 methanogenesis Methanococcus
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Respiragao e Principal fonte de CH, no planeta.
anaerdbia metanogenese B Efeito de estufa

e Importante na agricultura. Remove NO; do

desnitrificacao [EECL

Reducao de
sulfato

e SO ,% a S* formando H,S




NITRIFICATION

NITROSOMONAS NITROBACTER

h SN AN SN,
NH) No) No»
NITRITE NITRATE

ANMIMONIA

ANMMONIA NITRITE NITRAITE

BACILLUS
PSEUDOMONAS
CLOSTRIDIUM

N
R

DENITRIFICATION
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Calculos de Rendimentos energéticos do metabolismo anaerdbio

Nestes processos nao ocorre fosforilacao oxidativa, nao ha o principal processo de producao de energia

Energia tem de vir da degradacao do proprio substrato, fosforilacao ao nivel do substrato

Para a producao da mesma quantidade de células

S6 da 8% da energia do processo aerobio » tem de se consumir muito mais substrato no
processo anaerobio

Outros aceitadores finais de electrdes para além do O,, ou seja outros dadores de agentes oxidante oxigénio: ex?2

NO; ‘ NO, ‘ NH, ou N,
co, mmm) CH,
so, mmm) H,S
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D Few live cells
/]

T - Many live cells

|~
- Dead cells




::\\p : X o l
g U L1SBOA | uuveaSLA: 32 ano da Lic em
G =7 DE LIS : e fl
— Bioquimica
FACULDADE  DE + CIENCIAS M UNIVERSIDADE - DE « LISBOA

Crescimento microbiano

Nutrientes }

Processos de cultivo }

Efeito dos parametros ambientais (T, pH, O,) }

Efeito da H,O



Processo de cultivo

Meios liquidos =) Culturas em descontinuo

Meios semi-solidos :> Isolamento de estirpes

Meio tornado sdlido com a presenca
de agar que liquefaz a 100°C e
solidifica a temperatura ambiente
até aos 40°C




Processo de cultivo

Meios de cultivo podem ser classificados em vadrios tipos

Meios definidos quimicamente (meios sinteticos) nos quais a composicao quimica é
conhecida; sao meios de composicao minima com os nutrientes necessarios para que o
organismo cresca

Meios complexos em que a composi¢cao quimica nao é conhecida completamente, contém
materias de origem biologica como extractos de levedura, etc

Meios selectivos tem um componente que impede o crescimento de certo tipo de bacterias
mas favorece o de outros

Meios enriguecidos contém um componente que permite o crescimento de um tipo de
bacteria especifico
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Conclusao: Microrganismos tém a capacidade de usar varias fontes de
carbono, inclusive diferentes da glucose- Ex2s

Crescimento sobre dleos e gorduras

Acido gordo + glicerol

Gliceraldeido-3 P

Células
convertido em
tioester CoA B-oxidagao
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| Bioremediation of Contaminated Soil
Bioremediation

INJECTION RECOVERY
Fluid Nutrients

A~

Carbon
Dioxide

Oxygen and
nutrients

bioremediated using a bacteria enhanced agent.

[IVIRION![IYII
(P1Y) LTD
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Efeito dos parametros ambientais (O, T, pH),

sais e agcucares no crescimento dos
microrganismos




Group

Obligate Aerobe

Microaerophile

Obligate Anaerobe

Facultative
Anaerobe
(Facultative
Aerobe)

Aerotolerant
Anaerobe

Efeito do O, no crescimento

Aerobic

Growth

Growth if
level not
too high

No growth

Growth

Growth

Environment

Anaerobic

No growth

No growth

Growth Toxic

Growth

Growth

O, Effect

Required (utilized

for aerobic

respiration)

Required but at
levels below 0.2
atm

Not required for
growth but utilized
when available

Not required and
not utilized



Efeito do pH no crescimento

Growth Rate

Acidophile

Neutrophile

Akaliphile



Efeito da temperatura

psychrophile

Growth Rate

extreme extreme
moderate thermophilic thermophilic
thermophile bacterium archaeon
- Ir
mesophile / \ - e e,
"‘.§~‘ - ,- ‘ " "
/ ! ./ l v : ? -
L Y4 ) ':
, .
/ | , ',
Y )
» L]
L) . .
3 & S0 & 70 o e W N

Temperature °C



Temperature for growth (degrees C)

Group

Psychrophile Below 0

Psychrotroph 0

Mesophile

Thermophile* 45

10-15

10-15

15-30

30-40

50-85

Below 20

Above 25

Below 45

Above 100
(boiling)

Minimum Optimum Maximum Comments

Grow best at
relatively low T

Able to grow at
low T but prefer
moderate T

Most bacteria
esp. those living
in association
with
warm-blooded
animals

Among all
thermophiles is
wide variation in
optimum and
maximum T



Efeito da H,0

* Disponibilidade da H,O para o crescimento celular depende da sua presenc¢a
na atmosfera ou seja da humidade relativa ou da sua presenca na solucao
onde 0 microrganismo cresce ou na propria matéria

* A disponibilidade da agua para participar em reac¢oes ou permitir
solubilidade de nutrientes é chamada actividade da agua

* A actividade da agua pura é 1, Aw=1, 100% de agua

* A actividade da agua é afectada pela presenca de solutos como sais e
acucares (glicidos). Quanto maior a concentragao de um destes solutos em
solucao, menor sera a actividade da agua, ou seja menior sera a sua

disponibilidade para participar em reagoes

* Microrganismo so vivem em geral com Aw entre 0,7 e 1.



Efeito dos sais e acucares

€ Devido a capacidade dos microrganismos crescerem em diferentes concentracdo de sal (NaCl)
€ Os que requerem alguma concentracdo e sal chamam-se haléfilo

€ Existem halé6filos moderados (1-15% de NaCl)

€ Haléfilos extremos (15-30%)

€ Halo tolerantes sdo os microrganismos que crescem bem em concentra¢des moderadas mas
tb sao capazes de crescer sem NaCl

€ Organismos que vivem em concentracdes elevadas de agucares sdo osmofilos

€ Os que vivem em ambientes secos, desidratados sdo xeréfilos.



Efeito dos sais e agucares (cont.)

Growth Rate

bactéyia N

}\ osmotol&ent

l } halotolerand

~

1.00 0.90 0.80 0.70
Water Activity Ay
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1.1.3. Quantificacao do crescimento microbiano

Quantifying the unseen

2
>
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1.1.3.Quantificacao do Crescimento
microbiano

diretos meétodos

Fisicos guimicos

indiretos

Sao de actividade de crescimento:
consumo/produgdo de O,; consumo/
producao de CO,

Peso seco/peso
humido/volume de
células apds

centrifugacao

Conteudo em N, proteina, °

DNA

Turbidimetria (densidade otica) mede a luz dispersa e esta relacionada com o numero de células



Métodos utilizados para medir o crescimento bacteriano

Method

Application

Comments

Direct microscopic count

Enumeration of bacteria in
milk or cellular vaccines

Cannot distinguish living from
nonliving cells

Viable cell count (colony
counts)

Enumeration of bacteria in
milk, foods, soil, water,
laboratory cultures, etc.

Very sensitive if plating
conditions are optimal

Turbidity measurement

Estimations of large

numbers of bactena in clear

liquid media and broths

Fast and nondestructive, but
cannot detect cell densities less

than 107 cells per ml

Measurement of total N or
protein

Measurement of total cell
vield from very dense
cultures

only practical application is in
the research laboratory

Measurement of Biochemical
activity e.g. 02 uptake CO2
production, ATP production,
etc.

Microbiological assays

Requires a fixed standard to
relate chemical activity to cell
mass and/or cell numbers

Measurement of dry weight or

wet weight of cells or volume
of cells after centrifugation

Measurement of total cell
vield in cultures

probably more sensitive than
total N or total protein
measurements




Log ® wiable cells/ml

Curva de crescimento bacteriano

Expotietitial

1u

E;tatiumrf.r

2U S

Time (hours)

4
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Como calcular o tempo de geracgao

Crescimento celular é uma progressao geométrica

O tempo de geracdo é o tempo necessario para que ocorram 2 geracoes consecutivas

G-tempo de geracdo=tempo (min) /n (humero de
geracoes ou seja o numero de vezes gque as células

duplicam)
Log b=log B+n log2
G=t/n
Calculo de n n= (log b-log B)/log2 G=t/ (3,3 log b/B)
bBar n=(log b-Log B)/0,301

b=numero de bacterias no final do intervalo de tempo

B= numero de bactérias no inicio do intervalo de tempo n=3,3 log (b/B)



Exemplo. Calcular o tempo de geracao da populagcao de bactérias quando

aumentam de 104 paral0’em4h

10
8 /
Log# 1 b

wvishle G-
cells -

a4
|
0 4 8 12 16
Time (howurs)
G=1/(3,3 log b/B) Log b/B = log (10 3) =3
t=4h= 240 min
b=10" G=240/(3,3 X 3)

B=10" G= 24 min

20

24

253
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Metabolismo primario
| |
‘ |
‘ o |
- b~ Il
| g -=—{ ropopha i idiophase ————
* Ocorre durante uma fase de crescimento = |- | .
22 = | iomass
chamada tropofase T R | 2
* Todos os nutrientes estarao no meio de % XN e
cultura, em excesso U limiting*. | b
« Células crescem em modo exponencial L nutrient \ | /'g;con iy
* Umdos .nutrlente.s e'sgc.)ta-se e a velocidade g | /.,-’ metabolite
de crescimento diminui, parando o o | -
= .
crescimento g ¢ : e
 Metabolismo nao para \ | ,/'/
\ /
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Metabolismo secundario

.

Os compostos resultantes deste
metabolismo sdo os de interesse
biotecnologico

Estes compostos sao produzidos na

chamada idiofase

|
§ -<—tropophose—->1|<_-idiophase
- l :
7‘: o , iomass
\\ l .I".‘.‘
§ \\ ./""
o limiting'. | P b
© nutrient | o
= \ I L~ 'secondary
2 . | -~ metabolite
2 \\\ | /'/.
T \ I 2
= \ l /.’
\\ | ;
‘\I £
—
time

Pyruvate

Acetyl-CoA

Mevalonate (Cs)

\ CO:

Y

*x3
Y

\‘ CO:

Y

Isoprene units (Cs)

|

x2

Yvy

Co

Cs

C20




Eficacia do crescimento microbiano Expressa em termos de rendimento de

células formadas por massa de carbono
utilizada como substrato Ys

Microrganismo Rendimento molar Coeficiente de
(peso seco de conversao de carbono
microrganismo (peso seco de
g/mole de substrato) | microrganismo g/g de
substrato)
metano Methylomonas 17,5 1,46
matanol Methylomonas 16,6 1,38
etanol Candida utilis 31,2 1,3
glicerol Klebsiella pneumoniae 50,4 1,4
glucose E.Coli aerobio/anaerobio 95,0/25,8 132/0,36
S. Cerevisiae aerdbio/anaerobio 90/21 1,26/0,29
Penicillium chrysogenum 81 1,13
sacarose Klebsiella pneumoniae 173 1,2

xilose Klebsiella pneumoniae 52,2 0,87
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Biossintese de compostos de interesse industrial

=
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Crescimento dos microrganismos depende de:

Tipo de fonte de carbono }

Vias de catabolismo do substrato ]

Fornecimento de substratos complexos ]

Requisitos energéticos para assimilar nutrientes ]
Eficacia da producao de ATP }

Presenca de substratos inibidores }

Estado fisiolégico do microrganismo }
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ACIDS and FOOD
PRESERVATION




Produtos de metabolismo anaerdbio aproveitados pela industria

Glucose
Triose P
R CO;
Y
Oxaloacetate < Pyruvate > Acetaldehyde
x2
R Y COZ
: Acetyl-CoA
Succinyl-CoA Acetolactate
X2

Y
Propionyl-CoA Acetoacetyl-CoA

R

Butyryl-CoA




Leveduras Bolores m Aplicagao

S. cerevisiae Agaricus bisporus  Alimentar Biomassa

S. cerevisiae = - Alimentar Cerveja, vinho (alcool)
Pao, vinho (CO2)
Sulfitos (conservante)

Aplicacoes
. N S. cerevisiae Trichoderma viride Alimentar Bebidas Aromas
industriais
de f Cryptococcus Mortierella alpina Alimentar Ac gordos poli-insaturados
€ TUngos na curvatus

prOd ucao de Yarrowia Aspergillus niger  Alimentar Ac organicos (conservantes)
valor lipolytica
acrescentado ------------------------ Penicillium Farmacéutica Antibioticos

-- chrysogenum

Kluyveromyces Aspergillus sp Alimentar, Enzimas

lactis Rhizopus spp papel

Trichderma sp detergentes
S. cerevisiae Aspergillus niger Alimentar Proteinas

outras outros Farmaceutica
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Modificacao de actividade enzimatica
Sobre expressao e proteinas

Conseguido através da
engenharia genética




Expressao de proteinas/enzimas

Aplicagoes de
tecnologia de DNA |
recombinante Criar animais transgenicos

Animais com genes «apagados» knock-out

Producao em larga escala de proteinas
terapéuticas

Terapia genica

Mutacao de genes e funcao
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4 N
Objectivo da
3§ aU|a Identificar fontes de producao de moleculas }
\_ ) comercializaveis
Como produzir proteinas/pequenos }
metabolitos

Crescimento microbiano }

Meios de cultivo }

Algumas aplicag¢oes industriais }

http://textbookofbacteriology.net/metabolism_3.html



