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Introducgdo e estado da arte

Tornou-se um consenso mundial a necessidade de substituir o uso de fontes fosseis
(petrdleo, gas e carvao) por alternativas renovaveis de energia. Em 2016, os niveis de CO; na
atmosfera ultrapassaram a marca de 400 ppm, uma condicdo considerada alarmante, segundo
o Instituto Scripps de Oceanografia da Universidade da Califérnia, nos Estados Unidos (Scripps
Institutions of Oceanography, 2018; Abas et al. 2015). Visando limitar o aumento da
temperatura global, alguns paises anunciaram metas para reestruturar a matriz energética
mundial, com o emprego de tecnologias que utilizam energia renovavel (Brazil’s INDC —
UNFCCC, 2015).

Em uma refinaria petroquimica, o petrdleo bruto pode ser fracionado e convertido em
diversos compostos com aplicagbes especificas. Como exemplo de compostos que podem ser
produzidos, destacam-se os polimeros sintéticos, também conhecidos como pldsticos. Por
serem extremamente estaveis e recalcitrantes, os seus ciclos de degradagao no meio ambiente
sdo duradouros e causam sérios problemas ambientais, como a polui¢cdo do solo e de cursos
d’agua, e o comprometimento da fauna aqudtica (Rao et al., 2014; Erni-Cassola et al., 2019;
Schwarz et al., 2019). Os polimeros sintéticos como o poliestireno, policloreto de vinila (PVC),
polietileno tereftalato (PET) e polipropileno (PP) sdo derivados de fontes fdsseis e sdo
polimerizados por vias quimicas.

Em contrapartida, os biopolimeros podem ser produzidos a partir dos polissacarideos
que compdem a parede celular vegetal, sendo uma matriz renovdvel e com capacidade de ser
utilizada em larga escala pela industria. E microrganismos podem ser modificados
geneticamente e utilizados como plataformas microbianas na conversdo de agucares da
biomassa vegetal em diversos biocompostos de interesse biotecnoldgico, reduzindo a
dependéncia de derivados do petrdleo para a fabricacdo de produtos do dia-a-dia (George et
al., 2020).

Biopolimeros tem ampla aplicacgdo no mercado, abrangendo desde a industria de
bioplasticos (eg.: PLA e PHB) quanto a geragdo de dispositivos médicos avancados para drug
delivery, sendo um material com maior biodegradabilidade. Essa versatilidade possui relagdo
com caracteristicas de reaproveitamento, biocompatibilidade e durabilidade, apesar de que
algumas propriedades relacionadas a resisténcia e termoestabilidade serem relativamente
baixas em comparag¢do com os polimeros andlogos de origem féssil (Sadasivuni et al., 2020).
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Um dos maiores desafios na implementacdo dessa tecnologia é o desenvolvimento de
linhagens microbianas robustas capazes de utilizar eficientemente os aglcares provenientes
da biomassa vegetal e converter em biocompostos. O avanco de técnicas de biologia sintética
e engenharia metabdlica forneceram o know-how para o design de plataformas microbianas e
integracdo de vias metabdlicas otimizadas para a producdo de diversos compostos de
interesse.

Diante do problema exposto, esse projeto visa a modificacdo genética da levedura
Saccharomyces cerevisiae para a eficiente conversao de acucares da biomassa como glicose
(C6) e xilose (C5) em acidos carboxilicos precursores de biopolimeros. Linhagens selvagens de
S. cerevisiae sdo incapazes de consumir a pentose xilose. Tendo em vista a significativa parcela
desse aglcar na constituicdo da biomassa lignoceluldsica (25-30%), é imprescindivel o
desenvolvimento de uma cepa capaz de utilizar esse grupo de agucar a fim de tornar o
processo economicamente viavel (Bueno et al., 2020).

A etapa inicial do projeto envolve a constru¢dao de modelos metabdlicos em escala
genbmica para a identificacdo dos melhores alvos a serem modificados racionalmente. A
levedura base a ser utilizada foi desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa e possui todos os
genes e vias metabdlicas necessarios para converter a xilose em etanol. Assim sendo, é
necessario minimizar a producdo de etanol e redirecionar o fluxo de metabdlitos para a
producdo do composto de interesse. A levedura serd modificada utilizando o sistema
CRISPR/Cas9 para a delecdo de genes especificos e novas vias metabdlicas heterdlogas serdo
integradas no microrganismo de interesse. Ferramentas Omicas serdo utilizadas para
identificar gargalos metabdlicos a fim de propor novas modificacdes genéticas. A cinética
fermentativa das cepas recombinantes sera avaliada em biorreator a fim de quantificar o
rendimento e produtividade do composto de interesse produzido.

Objetivos

O objetivo desse projeto é a construcdo de linhagens geneticamente modificadas da
levedura S. cerevisiae para a conversdao de aguUcares da biomassa em precursores de
biopolimeros.

Ao longo do projeto, o candidato selecionado desenvolverd os seguintes passos:

e Construcdo de modelos metabdlicos em escala genomica;

e Uso de procedimentos de biologia sintética para a construcdo de cassetes de
expressao génica;

e Transformacdo genética do microrganismo utilizando o sistema CRISPR/Cas9;

e Engenharia metabdlica visando aumento do composto de interesse;

e Ensaio fermentativo das linhagens desenvolvidas e analise dos resultados.

Metodologia

O candidato selecionado serd capacitado em técnicas tradicionais de biologia
molecular, como: reacées de PCR, extracdo de DNA plasmidial e gendmico, eletroporacdo
bacteriana, clonagem, construcdo de cassetes de expressdo génica, CRISPR/Cas9,
transformacdo da levedura modelo S. cerevisiae, ensaios de fermentacdo, entre outros (Gibson
et al. 2009; Joska et al. 2014)(Gietz and Schiestl 2008)( Sambrook et al. 1989).
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Figura 1| Metodologia grafica simplificada do projeto. Etapas de desenvolvimento inicial do
projeto: 1. construcdo de modelos metabdlicos em escala gendmica; 2. Uso de procedimentos
de biologia sintética para a construcdo de cassetes de expressdo génica; 3. Transformacao
genética do microrganismo utilizando o sistema CRISPR/Cas9; 4. Engenharia metabdlica
visando aumento do composto de interesse; 5. Uso de ferramentas 6micas para a identificacdo
de gargalos metabdlicos; 6. ensaio fermentativo das linhagens desenvolvidas e andlise dos
resultados.
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