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s microrganismos (bactérias, arquéias, fungos)

sao uma fonte prolifica de diversas moléculas,

algumas das quais sao usadas como combusti-

veis, especialidades quimicas, polimeros, farmacos, nutra-
céuticos, antibidticos e enzimas industriais, apenas para
citar alguns exemplos. Em funcao disso, os microrganis-

mos sdo cada vez mais considerados atores importantes

da bioeconomia. O interesse na produgdo de combustiveis

e quimicos a partir de fontes renovaveis tem catalisado

numerosas pesquisas que focam no desenvolvimento de
sistemas microbianos para produgdo de uma série de bio-
produtos. Por exemplo, a Dupont desenvolveu um pro-
cesso de produgio de 1,3 propanodiol (usado na produgao
de polimeros), utilizando Escherichia coli recombinante;
a DSM desenvolveu uma rota biotecnoldgica completa
para producdo do antibidtico cefalexina, em substitui¢ao
a conversdo quimica da penicilina; a BASF desenvolveu
uma rota biotecnoldgica completa para produgao de ribo-
flavina, em substitui¢do a sintese quimica; a ExxonMobil
e a Synthetic Genomics uniram-se para desenvolver um
processo baseado em microalgas para producao de bio-
diesel; a Novozymes e a Cargill uniram-se com o objetivo
de desenvolver uma rota biotecnologica para produgao de
acido 3-hidroxipropionico (usado na produgio de acrila-
tos); a Gevo desenvolveu um processo bioquimico para
produgdo de isobutanol; a Amyris desenvolveu um pro-
cesso baseado em leveduras para produ¢ao de farneseno,
o qual pode ser convertido em farnesano (combustivel)
e em esqualeno (usado em cosméticos). Estes exemplos
demonstram que diversas empresas lideres de diferentes
setores estao utilizando solugdes biotecnologicas baseadas
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em microrganismos para o desenvolvimento de proces-
sos sustentaveis de producdo de combustiveis e quimicos
diversos.

Para o desenvolvimento de fabricas celulares microbia-
nas robustas e eficientes, é necessario escolher o micror-
ganismo que sera usado como base para a producio de
determinado composto de interesse. A selegdo do micror-
ganismo pode ser baseada em diversos critérios, por exem-
plo, selegdo a partir da biodiversidade. Como é comum na
area de microbiologia industrial, muitas vezes 0 caminho
entre a selecdo de um microrganismo e a produgao indus-
trial de um bioproduto pode ser bastante longo e custoso.
Nesse aspecto, muitas vezes sao escolhidas espécies micro-
bianas para as quais um grande corpo de conhecimento
de fisiologia, bioquimica, genética e biologia molecular
esta disponivel. Exemplos de espécies microbianas geral-
mente utilizadas como plataformas industriais (ou chassis)
incluem a levedura Saccharomyces cerevisiae, as bactérias E.
coli, Corynebacterium glutamicum e Bacillus subtilis, os fun-
gos filamentosos Aspergillus niger, A. oryzae e Trichoderma
reesei, entre outros.

De fato, na industria existe interesse na utiliza¢ao de
um numero limitado de plataformas microbianas para a
produgdo de diversos tipos de combustiveis e quimicos, o
que permite flexibilidade das linhas de producéo, as quais
demandam alto investimento. Um exemplo claro desta situ-
acdo é a producio de enzimas industriais, as quais sdo pro-
duzidas por um nimero limitado de espécies de bactérias
e fungos. De modo geral, entre as espécies microbianas
que sdo alvo constante de intensa modifica¢ao genética
para producdo de biocombustiveis e quimicos renovaveis
podemos citar Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae.
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A importancia destas duas plataformas para a produgéo de
bioprodutos diversos (biocombustiveis, quimicos renova-
veis, firmacos, etc.) tornou-se evidente nas ultimas décadas,
especialmente em fungdo do desenvolvimento de linhagens
produtoras por meio do uso de estratégias de engenharia
metabdlica, e mais recentemente, de biologia de sistemas
e biologia sintética, seja pela academia ou pela industria.
Embora sejam as plataformas mais utilizadas para a enge-
nharia de vias metabdlicasipara producao de uma série
de bioprodutos, a manipulagao destas espécies apresenta
desafios intrinsecos tais como o balanco adequado de ati-
vidades enzimaticas e de expressao génica para maximizar
o fluxo metabélico em diregdo ao produto desejado.
Diversos tipos de biocombustiveis (ou precursores) e
quimicos renovaveis tém sido produzidos por microrga-
nismos geneticamente modificados. As linhagens geneti-
camente modificadas podem ser capazes de converter nao
somente aguicares simples tais como glicose ou sacarose,
mas também os demais agticares da biomassa lignocelu-
l6sica em compostos de interesse. Os combustiveis (ou
precursores) produzidos por microrganismos genetica-
mente modificados sdo moléculas derivadas de alcoois,
de acidos graxos, de isoprendides e de policetideos. Entre
os quimicos renovaveis que tém sido produzidos por rota
microbiana, destacam-se uma série de intermediarios qui-
micos (1,3-propanodiol; 1,2-propanodiol; acido 3-hidro-
xipropionico; acido latico; dcido succinico; polihidroxial-
canoatos, etc), os quais servem como blocos construtores
para produgdo de compostos de alto valor agregado.
Entre os combustiveis derivados de alcoois, além do
etanol (2 carbonos), podemos citar a produ¢ao microbiana
de alcoois de cadeia mais longa (3 a 5 carbonos), tais como
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isopropanol, 1-propanol, 1-butanol, isobutanol, 3-metil-1-
-butanol, 2-metil-1-butanol, isopentenol. Estes alcoois
podem ser misturados com a gasolina, ou modificados
de diversas maneiras para producéo de compostos para uso
como combustiveis, aditivos, ou quimicos diversos. Butanol
e isobutanol merecem destaque, pois tém alcancado as
fases mais avancadas de comercializagao, por exemplo, por
empresas tais como Gevo, Butalco e Butamax Advanced
Biofuels. O butanol é naturalmente produzido por bactérias
do género Clostridium, mas a produgao nestes hospedeiros
nativos ¢ limitada, o que tem levado ao desenvolvimento
de novas fabricas celulares para producao desse alcool. O
organismo de escolha das trés empresas foi a levedura S.
cerevisiae, a qual também possui a capacidade natural de
produzir butanol. No entanto, as estratégias de engenharia
metabolica empregadas por estas empresas para sintese de
butanol e isobutanol sao distintas. Por exemplo, ha casos
em que a via biossintética de C3-C,4 de Clostridium foi
transferida para Saccharomyces seguida de diversos ajustes,
e também ha cases em que se optou pelo redirecionamento
de vias biossintéticas de aminoacidos especificos, uma vez
que dlcoois de cadeia mais longa podem ser derivados de
intermediédrios das vias de formacdo de aminodcidos em
Saccharomyces. 3

Além dos alcoois de cadeia longa, compostos deriva-
dos de isoprendides e de ésteres de acidos graxos estao
sendo desenvolvidos por rota microbiana, constituindo
alternativas ao petrodiesel e ao combustivel de aviagdo. Os
isoprendides constituem um grupo de compostos produ-
zidos por diferentes organismos e possuem grande valor
industrial como farmacos (artemisina, taxol) e nutracéu-
ticos (carotendides). A aplicagdo como combustivel pode
ser exemplificada por compostos tais como farnesano e
bisabolano, os quais possuem caracteristicas semelhan-
tes ao diesel. Biocombustiveis derivados de isoprendides
podem ser produzidos a partir de precursores de 5 car-
bonos pelas vias do mevalonato ou 1-deoxi-D-xilulose-5-
-fosfato. As plantas sao fontes naturais de isoprenoides,
mas a produgao das mesmas nao ¢ suficiente para atender
as quantidades necessarias para uso como biocombusti-
veis. Para aumentar as quantidades produzidas, as vias
de 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato e mevalonato podem ser
modificadas e expressas em E. coli e Sicerevisiae. Dos com-
bustiveis derivados de isoprenoides, o farnesano é o que
esta mais proximo da comercializagdo. Ele tem sido pro-
duzido tanto em E. coli quanto ém S. cerevisiae. A empresa
Amyris Biotechnologies, Inc. utiliza a linhagem industrial
brasileira PE-2 de S. cerevisiae, a qual foi desenvolvida
por diferentes estratégias de engenharia metabdlica, para
producao de farneseno, que pode ser convertido quimi-
camente a farnesano. Bisabolano é outro combustivel que
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pode ser produzido por processo hibrido, por meio de cata-
lise microbiana para obtengdo de bisaboleno, seguida de
catélise quimica para conversiao em bisabolano. Por meio
de uma série de modificacdes que envolveram expressio
heterologa de genes de plantas, otimizagao de cddons e de
promotores, bem como modificagdes da via do mevalonato,
foi possivel produzir bisaboleno em altas quantidades, tanto
em E. coli como em S. cerevisiae.

Em relagdo aos combustiveis derivados de acidos gra-
xo0s, diversos compostos tais como ésteres de acidos graxos,
alcoois graxos, alcanos e olefinas, podem ser produzidos
diretamente em E. coli a partir de carboidratos. A empresa
LS9; Inc. escolheu E. coli para modifica¢des e utilizou uma
série de estratégias de engenharia metabolica, entre elas a
superexpressao e nocaute de genes das vias de biossintese e
degradacéo de acidos graxos, a introdugéo de vias de bios-
sintese de etanol, de enzimas modificadoras diversas, bem
como de xilanases. Todas estas modifica¢des culminaram
em uma linhagem de E. coli capaz de produzir ésteres eti-
licos de acidos graxos a partir da fermentagdo de agucares
resultantes da degradacao de biomassa.

Estes exemplos foram escolhidos para ilustrar o poder
de estratégias de engenharia metabdlica de microrganis-
mos para produ¢ao de uma série de compostos a partir
de fontes renovaveis. No entanto, os exemplos também
demonstram que a otimizagao de vias metabdlicas ou de
um fendtipo ¢ uma tarefa drdua, geralmente acompanhada
de muitos ajustes (dele¢do ou superexpressdo de vias bios-
sintéticas, engenharia de proteinas para aumento da ativi-
dade, remogdo de mecanismos regulatérios que impedem
o fluxo metabolico desejado, etc.), de modo a maximizar a
produgdo de um composto e diminuir o fluxo de carbono
para vias indesejadas. Com o advento de ferramentas de
biologia de sistemas e de biologia sintética espera-se que a
engenharia metabolica de microrganismos para produgao
de compostos cada vez mais complexos seja feita de forma
mais direcionada e rdpida. Ou seja, sem a necessidade de
tantos ajustes das vias metabolicas (enddgenas ou hetero-
logas) de interesse.

Neste aspecto, o uso de ferramentas de biologia de sis-
temas tem tornado possivel o entendimento do impacto
que uma modificagdo ou inser¢do de uma via biossintética
pode ter no metabolismo global da célula microbiana, em
condi¢des de fermentagdo em biorreatores. Uma maneira
de predizer o impacto da insercdo ou retirada de genes
ou vias inteiras sobre o crescimento ou formagao de um
produto ¢é através do uso de modelos metabdlicos. Tais
modelos metabolicos preditivos tém sido construidos com
base na integracao de dados de gendmica, transcriptomica,
protedmica, metabolomica e fluxémica. O uso de aborda-
gens de biologia de sistemas (p. ex. modelagem em escala
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gendmica de microrganismos in silico) tem permitido
identificar alvos para melhoramento genético de modo
mais racional e direcionado. Por meio do uso de mode-
los matematicos robustos do metabolismo tem sido pos-
sivel identificar alvos in silico e validar estes alvos para
aumento da produgdo de etanol em S. cerevisiae, bem
como para otimizar as vias biossintéticas de producao
de 1,4-butanodiol e 1,3-propanodiol em E. coli a partir
de fontes renovaveis.

A biologia sintética ¢ um campo multidisciplinar
emergente que envolve principios de engenharia, tais
como modularizagéo, para o desenvolvimento e mani-
pulacao de circuitos genéticos. Um dos objetivos da
biologia sintética é facilitar a engenharia da biologia
por meio da caracterizagdo e padronizagao de partes
bioldgicas, reduzindo o tempo necessario para fazer as
construgdes genéticas e aumentando sua confiabilidade
e previsibilidade. Seguindo alguns principios bem defi-
nidos, tais colecdes de partes bioldgicas padronizadas e
reutilizaveis podem ser tteis para construgdo de dispo-
sitivos capazes de realizar func¢oes biologicas complexas
e previsiveis (um dispositivo consiste de uma ou mais
partes combinadas para executar uma tarefa complexa).
Os dispositivos de biologia sintética disponiveis (pro-
motores ortogonais induziveis, bibliotecas de sitio de
ligagdo de ribossomos, sensores de estado, controlado-
res espago-temporais, osciladores, portas logicas, etc.)
devem facilitar os trabalhos de engenharia metabolica de
microrganismos. De fato, alguns dispositivos de biologia
sintética tais como sistemas sensores-reguladores dina-
micos tém sido utilizados para aumentar a produgao de
biocombustiveis em microrganismos, tais como éster
etilico de acido graxo em E. coli.

Neste cendrio, fica evidente a existéncia de um
estreito acoplamento entre biologia de sistemas, bio-
logia sintética e engenharia metabdlica em prol do
desenvolvimento de rotas microbianas para produgio
de biocombustiveis e quimicos renovaveis. Apesar des-
tas inovagoes, a producido de biocombustiveis e qui-
micos por rota microbiana deve ser competitiva com
os produtos existentes de origem fdssil ou originados
por rotas quimicas convencionais. Fatores importantes
que devem ser considerados para a comercializagdo de
biocombustiveis e quimicos renovaveis incluem o desen-
volvimento de linhagens microbianas com altas taxas
de produtividade (o objetivo é produzir os compostos
desejados essencialmente na eficiéncia maxima permi-
tida pela termodinamica), o escalonamento do processo
de produc¢io sem perda do desempenho e a cadeia de
fornecimento de matéria-prima para a industria. @
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