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Formação de produtos microbianos 
n  Micro-organismos 

n  Produto interesse 

n  Organismos obtidos 
na natureza 



Formação de produtos microbianos 
n  Micro-organismos 

n  Produto com 
aplicação produzido 
em escala comercial 

n  Vias metabólicas 
n  Arranjo 
n  Coordenação 
 

REDE 



Necessidade de otimizar 
n  Reações de 

conversão 
n  Propriedades cinéticas 
n  Produtividades 
n  Eficiência de 

conversão 
n  Uso de matérias-

primas 

n  Ação em diferentes 
pontos para tornar  o 
produto 
comercialmente 
interessante 



Necessidade de otimizar 

n  Melhoramentos 
genéticos podem ser 
requeridos 

n  Avaliar investimento 
vs ganhos 



Como melhorar? 

n  Screening de linhagens/genes mais 
eficientes 

n  Técnicas de Engenharia Bioquímica 
n  Engenharia Genética, Biologia Sintética 
n  ... 



Como melhorar? 
n  Entender o metabolismo envolvido 

n  Que rede metabólica é funcional no micro-
organismo para chegar ao produto-alvo? 



Aplicações de manipulação de vias 

n  Melhorar rendimento/produtividade 
n  Expandir a capacidade de uso de substratos 
n  Formação de novos produtos 
n  Melhorar propriedades gerais da célula 
n  Degradação de xenobióticos 



Aplicações de manipulação de vias 

n  Qualquer produto de origem microbiana pode 
ter a produção melhorada pela manipulação e 
redirecionamento das vias de sua rede 
metabólica 



Tópicos a considerar  

n  Complexidade da rede metabólica 
n  Regulação 
n  Coordenação das vias (envolvidas na 

formação do produto) com o metabolismo 
global 



Tópicos a considerar  

n  Diversos métodos têm sido aplicados com 
sucesso 

n  Aplicações mais efetivas  para o 
melhoramento requerem 
n  Modificações coordenadas de mais de uma 

etapa enzimática dentro da rede metabólica 

n  Destaca-se aqui o potencial da engenharia 
metabólica 



Aumento do rendimento e 
produtividade 

n  A maior parte dos processos industriais se 
inclui nesta categoria – requer melhoria de 
rendimento e produtividade 

n  Rendimento ≠ Produtividade 



Aumento do rendimento e 
produtividade 

n  Rendimento – 
n  Afetado principalmente pelo custo da matéria-

prima 
n   Estratégia para o melhoramento: 

n  redirecionamento dos fluxos metabólicos em 
direção à formação do produto desejado 



Aumento do rendimento e 
produtividade 

n  Produtividade –  
n  Afetada por custo (capital) de equipamentos pra 

bioprocessar o produto 
n  Depende da taxa de captação da matéria-prima 

pelo organismo: 



Aumento do rendimento e 
produtividade 

n  Produtividade –  
n  Depende da taxa de captação da matéria-prima 

pelo organismo 
n  Importante – não deve haver formação de 

subprodutos 



Aumento do rendimento e 
produtividade 

n  Produtividade –  
n  Estratégia de melhoramento: 

n  Amplificação dos fluxos metabólicos 



Aumento do rendimento e 
produtividade 

n  Produtividade –  
n  Taxa de captação da matéria-prima pelo 

organismo: 
n  Valores muito baixos  requerem: 

§  a) melhoramento do sistema de transporte de substrato 
§  b) redirecionamento de fluxos 



Modificando vias 
n  Mutação clássica (agentes físicos e 

químicos) 
n  Técnicas de recombinação 



Integração genômica de mutações 
com marcação 



Integração genômica de mutações 
sem marcação 





Transposons “jumping genes” 
Barbara McClintock                     1930s 
 

 Cold Spring Harbor Laboratory – New York 
 
 
Nobel Prize in 1983 

Many transposable elements have common characteristics.Most transposable elements generate 
flanking direct repeats on each side of the point of insertion into target DNA. Many transposable 
elements also possess terminal inverted repeats 



Transposons “jumping genes” 

 Variation in kernel phenotypes is used to study 
transposon behavior. 
Kernels on a maize ear show unstable 
phenotypes due to the interplay between a 
transposable element (TE) and a pigment 



Etanol 
n  Impactos 
n   Não compete com 

produção de alimentos 

n  Possibilidade do uso 
do bagaço de cana 



Etanol 
n  Várias matérias-

primas renováveis 
podem ser usadas na 
sua produção 
n  Custos de produção 

são determinados pelo 
custo da matéria-prima 

n  Açúcar de cana 
n  Grãos amiláceos 

(milho) 
n  Materiais 

lignocelulósicos 
n  Resíduos 

agroindustriais 
(bagaço, madeira, 
biopolpação, resíduos 
municipais sólidos) 



Etanol 
n  Materiais lignocelulósicos 

n  Redução em até 25% nos 
custos de producão 

n  Lignocelulose 
n  Baixo custo por ser de difícil 

digestão, não compete com 
produção de alimentos 

n  Difícil digestão= dificuldade 
na conversão em açúcares 
mais facilmente utilizáveis 



Etanol 



Etanol 

Xilose é o segundo açúcar mais abundante na hemicelulose 



Etanol 
Outros desafios: 
•    Mistura de açúcares 
•    Uso de pentoses 
•    Compostos tóxicos  
•    Levedura?  
•    Bactéria? 



Melhoramento da produção de etanol 

• Estudos iniciais: 
amplificação de PDC 

• Competição de 
outras vias 

• Produtos 
indesejáveis 



Melhoramento da produção de etanol 

Altos níveis de 
PDC e baixo 
Km 



Melhoramento da produção de etanol 



Melhoramento da produção de etanol 

Construção similar em Klebsiella oxytoca 
US Patent 5,000,000  (Alterthum & Ingram) 



Melhoramento da produção de 
biopolímeros 



Melhoramento da produção de 
biopolímeros 



 
 
 

Melhoramento da capacidade de uso de 
co-substratos 

• 3 H B - c o - 3 H V t e m p r o p r i e d a d e s 
melhoradas 

• 3HV é obtido a partir de propionato 
 
• A bactéria é pouco eficiente nesta 
conversão 
 
 
 
 
 



 

Baixa eficiência 
de uso do 
propionato 

Teórico 

YHV/Prp=1,35 g/g 

Biossíntese   

de PHB-co-HV 

Real 

YHV/Prp=0,10 g/g 



Table 2. Production of P(3HB-co-3HV) from glucose plus propionic acid.

Residual PHA

Strains CDWc
(g/L)

Carbohydrates
(%)

%
CDWc

3HB
mol%

3HV
mol%

Y3HV/Prp
b

A. eutrophus DSM 54 3,92 0,0 71,4 96,1 3,9 0,13

A. latus DSM 1123 0,95 101,8 14,6 55,0 45,0 0,07

P.cepacia DSM 50181 3,35 1,9 38,4 97,3 2,7 0,04

IPT-040 3,77 1,7 32,3 97,1 2,9 0,05

IPT-044 3,92 1,7 51,1 97,1 2,9 0,07

IPT-045 3,73 0,0 49,4 96,2 3,8 0,08

IPT-048 2,97 0,0 44,3 96,2 3,8 0,06

IPT-055 4,27 72,2 1,5 100,0 0,0 0,00

IPT-056 3,60 31,3 30,9 98,5 1,5 0,02

IPT-076 5,06 1,9 56,8 97,1 2,9 0,10

IPT-083 4,89 5,2 56,8 96.9 3,1 0,10

IPT-086a 2,06 75, 39,0 89,9 10,1 0,09

IPT-098 5,90 0,0 17,7 94,7 5,3 0,07

IPT-101 2,98 41,8 32,3 95,4 4,6 0,05
Gomez et al., 1996 



Desvio do 
propionato a 
acetil-CoA 
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Textor et al., 1997 modificado 
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Obtenção de mutantes prp- sac+ PHA+ 
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Group  number Phenotype a 
Number  of 

mutants 

Wild  type suc +     acet  +    prp  +    lac  +    pyr  + - 

I suc +     acet  -    prp  -    lac  -    pyr  - 219 

II suc +     acet  -    prp  -    lac  ?    pyr  - 5 

III suc +     acet  -    prp  -    lac  +    pyr  - 3 

IV suc +     acet  +    prp  -    lac  +    pyr  + 13 

a.  suc =  sucrose /  acet =  acetate /  prp =  propionate /  lac =  lactate /  pyr =  pyruvate 

Grupos fenotípicos de mutantes prp de Burkholderia sp  101  
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Teórico 

YHV/Prp=1,35 g/g 
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Incrementos na produção de unidades HV empregando diferentes estratégias, como 
resultado de trabalho multidisciplinar para produzir o copolímero PHB-co-
HV, com propriedades melhoradas 

 
Linhagem bacteriana Ferramentas empregadas Y3HV/Prp* 

(g/g) 

Burkholderia sacchari Microbiologia - Isolamento de solo  0,10♠ 

Mutante 189 Melhoramento genético 0,81+ 

Mutante 189 Engenharia bioquímica 1,34¤ 
*Fator de conversão de ácido propiônico em unidades HV  
♠Gomez et al., 1996  +Silva et al., 2000  ¤Rocha ,2002 (Rocha et al., 2008) 
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Produção industrial melhorada 

Experimentos em biorreator  

 variam a taxa de alimentação prp/sac 

 atingem o máximo teórico 1,35 g/g 

 

Mas qual era o gene afetado no mutante, afinal? 



Cosntrução	de	uma	biblioteca	
genômica	

Fonte: http://www.biology.lifeeasy.org/2480/describe-the-types-of-gene-library 

Genomic DNA 

25/06/20 47 
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1 

Cultura do 
mutante 189 Semeadura por 

espalhamamento 
formando um 
tapete 

MMSacarose + antibiótico MM Propionato + antibiótico 

Biblioteca genômica da 
selvagem  101 em E. coli 

Minicomplementação 

MMSacarose 
+ antibiótico 



25/06/20 

Tamanho dos Fragmentos Eco RI (Kb)
Clone Plasmídio Total
2929 p2929 2.0 3.5 5.5
17227 p17227 2.0 3.0 5.0 12.0 22.0

1762 p1762 1.5 3.5 5.0 8.0 10.0 28.0

4116 p4116 2.0 2.5 3.5 4.5 7.0 10.0 29.5

Clones do banco genômico capazes de complementar o 
mutante IPT 189 

Tamanho dos subfragmentos
EcoRI (Kb)

Subclone Plasmídio E2 Outros Total
A26 pA26

2.0 3.0 5.0 10.0

B6 pB6 2.0 2.0
B7 pB7 2.0 3.0 5.0
B10 pB10 2.0 2.0
B27 pB27 2.0 2.0
C14 pC14 2.0 2.0
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E2   seqüenciamento  citrato sintase (?)  

 

subclonagem 

digestão  SalI, SmaI, XhoI, ApaI, PstI, HindIII, EcoRV 
   

  e EcoRI   

S1 1.1 Kb  seqüenciamento  citrato sintase (?) 
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Textor et al., 1997 modificado 



Teórico 

YHV/Prp=1,35 g/g 
Real 

YHV/Prp=0,10 g/g 

2MCC 

α-oxidação Catabolismo de propionato 
em  

                
Burkholderia 
sacchari 

 
Propostas 
Pelo menos duas vias 
envolvidas: 

 alfa-oxidação 
 ciclo de 2-

metilcitrato 
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prpR

ORF1 ORF3 ORF4 ORF5ORF6 ORF7 ORF8 ORF9ORF2

prpB prpC acnM

EcoRI
EcoRI EcoRIEcoRI

EcoRI
SalISalI

4 kbp 2.9  kbp 2  kbp 9  kbp

A

B

   putative
 lipoprotein

52 bp

Figure 2: (A) Arrangement of four EcoRI subfragments on the 25.5-kbp HindIII fragment

of B. sacchari IPT101T; (B) Organisation of the prp locus in B. sacchari IPT101T.



Teórico 

YHV/Prp=1,35 g/g 
Real 

YHV/Prp=0,10 g/g 

2MCC 

α-oxidação 

Identificação e 
inativação de vias 
competidoras 













Inativação do gene 

Esquema indicativo da ocorrência do segundo evento de recombinação homóloga, bem como da 
deleção sítio específica de parte dos genes prpC e acnM. 
 





3HV content is dependent on propionic acid concentration 

acnM/prpC deletion 

 

2MCC is more operative  

at low prp concentrations.  

A second prp catabolic  

pathway does exist? 

Control on 3HV content 

Sucrose:propionic ratio in the feeding media 



Fim 


