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Grande parte dos estudos e desenvolvimento de tecnologias para a producdo
de hidrocarbonetos renovaveis baseiam-se principalmente em processos quimicos que
dependem de altas temperaturas e pressao, além de metais pesados, que sdo fatores
ambientalmente desfavoraveis!. Nesse sentido, uma alternativa promissora é o
desenvolvimento de rotas biolégicas baseada em micro-organismos modificados
utilizando enzimas capazes de produzir hidrocarbonetos de forma mais especifica e
customizada para as aplicagdes. Além disso, a rota bioldgica é capaz de produzir
produtos mais puros além de dispensar o uso de etapas de hidrogenacao, o que a torna
mais sustentavel e menos onerosa?.

No entanto, os hidrocarbonetos ndao sao produtos primdrios do metabolismo
celular, sendo produzidos em quantidades muito baixas, o que recentemente elevou o
interesse cientifico na descoberta e desenvolvimento de microrganismos modificados e
enzimas produtoras de hidrocarbonetos, principalmente impulsionado na producdo
sustentdvel de combustiveis e produtos quimicos drop-in3. De acordo com o tamanho,
estes hidrocarbonetos podem ser empregados em diferentes aplicagbes como
biocombustiveis drop-in: gasolina veicular (C4-C10), diesel (>C14) e querosene de
aviacdo (C10-C16). Além disso, a auséncia de oxigénio nestes compostos traz vantagens
sobre os biocombustiveis de primeira geracdo, etanol e biodiesel, como uma
solubilidade limitada em agua, maior eficiéncia de combustdo e utilizacdo direta na
infraestrutura ja utilizada para os derivados de petréleo®.

Os alcenos terminais (a-olefinas) sdo uma classe de hidrocarbonetos capazes
de serem produzidos de forma biotecnoldgica e moléculas chaves para producdo de
uma infinidade de derivados, devido asua dupla ligagaocarbono-carbono terminal. Este
tipo de olefinas sdo intermediarios importantes para a producdo de surfactantes,

polimeros, pesticidas e lubrificantes®. Além disso, esses alcenos também podem ser



incorporados diretamente na producao tradicional de combustiveis como moléculas
drop-in, o que se torna um propdsito significativo em um cendrio de reducao da
utilizacdo de recursos fosseis. Entre os derivados de petréleo, a alfa-olefina € uma
molécula bastante atrativa para pesquisas, com mercado global decorrente de USS 13,7
bilhdes até 2028°.

De maneira geral, estes compostos sdo produzidos por diferentes
microrganismos como derivados da via de biossintese de acidos graxos3. As principais
rotas investigadas para a producdo de alceno é pela descarboxilacdo direta de uma
molécula de acido graxo, que resulta em um alceno com dupla ligacdo terminal. Essa
rota de producdo de alceno é resultado da acao de descarboxilases de dois tipos
principais: as enzimas com grupo heme (P450)’ e as enzimas que utilizam o ferro
metdlico como cofator®. A principal diferenca entre esses dois tipos de descarboxilases
é a necessidade das enzimas P450 por um parceiro para iniciar a reagdo (uma redutase
ou perodxido de hidrogénio), enquanto as descarboxilases que usam ferro metdlico
realizam a reacdo de forma independente. O LNBR tem investido nos estudos destas
enzimas ha alguns anos e jd caracterizou genes interessantes para aplicacdo em
engenharia metabdlica para producao de alcenos, o que ja foi iniciado recentemente.

Existem poucos exemplos de produ¢dao microbiana destes hidrocarbonetos
relatados na literatura?:3, e melhores resultados foram obtidos com bactéria Escherichia
coli(~ 500 mg/L). No entanto, o uso de leveduras em processos industriais oferece varias
vantagens em relagdo ao uso de bactérias, como biosseguranca, uma vez que muitas
espécies isoladas da natureza raramente sao classificadas como patégenos agressivos;
a separacdo mais facil das células da fermentacdo; maior tolerdncia a condi¢Oes
adversas, como flutuacdo de pH e temperatura, insuficiéncia de nutrientes, suprimento
de oxigénio; e sua prevaléncia natural em meios de cultura, devido a producao de acidos
orgéanicos, alcoois e toxinas killer®. Em levedura Saccharomyces cerevisiae, os melhores
resultados foram obtidos com a descarboxilase membranar UndB de Pseudomonas
fluorescens, porém os resultados correspondem a apenas 10% do titulo alcancado para
bactérias!®. Um dos entraves da producdo de alceno em S. cerevisiae é devido ao
elevado acumulo interno dos produtos, o que reduz o fitness celular devido a
toxicidadel®. Outro fator importante para a toxicidade dos alcenos é a sua natureza

altamente hidrofébica, o que leva a internalizacdo destes compostos na membrana



plasmdtica e assim a deixando menos robusta frente as condi¢cdes adversas comuns de
cultivos microbianos (flutuacdo de pH, temperatura, estresse osmotico, entre outros), o
que promove a morte prematura das células!®.

Desta forma, este projeto se objetiva em investigar as bases genéticas da
toxicidade causadas por alcenos, especificamente a-olefinas. Sera utilizada a
abordagem de evolucdo laboratorial adaptativa, que se baseia no crescimento
microbiano na presen¢a de compostos téxicos por vdrias geracdes, de modo que as
células naturalmente evoluidas dominem o meio. Em seguida, os melhores candidatos
saoisolados e investigados por andlise gendmica e transcriptomica e, assim, fornecendo
informacgdes sobre o mecanismo pelo qual os gargalos podem ser aliviados. Além das
abordagens relatadas, o bolsista PIBIC terd a oportunidade de estar em contato com
técnicas importantes da drea de engenharia metabdlica e biologia sintética, como
construgao de cassetes de expressdao, CRISPR-Cas, anadlises de fluxo metabdlico e

andlises cromatograficas para quantificacdo dos produtos e intermediarios.

Atividades especificas incluidas na abordagem experimental serdo:

A) Estudo de concentragdo minima téxica de uma estirpe laboratorial de S.
cerevisiae com oa-olefinas de dois tamanhos de cadeira distinta (cadeia curta e
cadeia média);

B) Evolucdo laboratorial adaptativa nas concentragbes tdxicas encontradas
previamente;

C) Isolamento de espécimes estaveis com maior tolerancia aos alcenos testados;

D) Avaliagdao do perfil fenotipico destas cepas evoluidas, como consumo de
acucares e producdo de metabdlitos primarios e acidos graxos;

E) Andlise de genbmica e transcriptbmica para

identificacdo de genes

putativamente envolvidos na resisténcia a hidrocarbonetos.

Atividade | Bimestre1 | Bimestre 2 | Bimestre 3 | Bimestre4 | Bimestre 5 | Bimestre 6
A X
B X X X
C X
D X X
E X X
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