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RESUMO

A BIOLOGIA SINTETICA NA PRODUCAO SUSTENTAVEL DE
BIOCOMBUSTIVEIS

Preocupacdes crescentes com a dependéncia de combustiveis fésseis instigaram a demanda pela
producdo de biocombustiveis a base de culturas agricolas, maximizando a concorréncia por terras
agricultaveis e modificando o seu uso. Tais mudancas podem impactar significativamente na
seguranca alimentar e nas condi¢des ambientais das futuras geracdes. Pensando em uma economia
baseada em recursos renovaveis, a producdo de bens e mercadorias ndo devem impactar na
producdo de alimentos e nem causar degradacdo ambiental ou consequéncias socioecondmicas
negativas. Na tentativa de superar tais desafios, novas possibilidades biotecnoldgicas pautadas no
uso de abordagens de biologia sintética estdo sendo consideradas para suprir a demanda por
alimento e energia a longo prazo. Apesar de recente, a biologia sintética esta revolucionando as
diferentes cadeias industriais. Na produgdo de biocombustiveis, os avancos ferramentais em
microrganismos contribuem significativamente para esse progresso a partir de matérias-primas
ndo alimentares que ndao contenham amido ou aglcares em sua formulagdo. Além de aliviar as
preocupagOes em relacdo ao meio ambiente, a sustentabilidade e a seguranca alimentar e
energética, a biologia sintética pode inaugurar uma nova bioeconomia, a base de biomassa. Novos
produtos quimicos e materiais atualmente fabricados a partir do petréleo poderdo ser produzidos
a partir dessa matéria-prima. No entanto, ainda h4 muitas ddvidas acerca das novas direcdes
cientificas e tecnoldgicas das ferramentas de biologia sintética em microrganismos para a
producdo de biocombustiveis e quais serdo seus impactos em uma economia de base bioldgica.
Visando aproximar o trabalho desenvolvido por inimeros pesquisadores sintéticos a realidade
brasileira, primeiramente analisamos a literatura cientifica (Capitulo 4) mapeando seu
desenvolvimento cientifico e seus impactos. Considerando os ultimos vinte anos (1999-2018),
capturamos e visualizamos o dominio cientifico (paises, institui¢oes e autores) e as possibilidades
tecnoldgicas emergentes. Por ser um espaco de pesquisa altamente tecnoldgico, inimeras
empresas estdo surgindo circunscritas pela biologia sintética e orientadas para a producdo de
combustiveis e quimicos renovaveis, o capitulo 5 se propde a fornecer uma visdo geral dos
caminhos, aplicagdes e tendéncias em biologia sintética relacionadas a etanol celulésico mediante
a analise de patentes. Nessa analise, diferentes indicadores geopoliticos, mercadoldgicos e analise
de conteudo forneceram uma visao geral dos esforcos de P&D para 0 campo analisado. Os dados
obtidos (Capitulo 4 e 5) nos permitem inferir que as abordagens de biologia sintética aplicadas a
producdo de biocombustiveis vém evoluindo nos ultimos anos. Diferentes abordagens e
ferramentas baseadas em omics, engenharia de genoma, engenharia genética e metabdlica esta
sendo empregadas no desenvolvimento de microorganismos para torné-los fabricas vivas robustas
as atividades industriais necessarias a producdo de biocombustiveis. Destacamos ainda que as
abordagens de biologia sintética reverberam o conceito de bioeconomia na busca pelo
desenvolvimento de novas formas de producéo de bioenergia e no desenvolvimento de novos
produtos com maior valor agregado, utilizando recursos bioldgicos renovaveis como matéria-
prima.

Palavras chaves: Producdo microbiana, Biodiesel, Bioenergia, Desenvolvimento bioeconémico.



ABSTRACT

SYNTHETIC BIOLOGY IN THE SUSTAINABLE PRODUCTION OF
BIOFUELS

Increasing concerns about dependence on fossil fuels instigated the demand for the
production of biofuels based on agricultural crops, maximizing competition for
agricultural land and modifying its use. Such changes can significantly impact food
security and the environmental conditions of future generations. Thinking of an economy
based on renewable resources, the production of goods and commodities should not
impact on food production nor cause environmental degradation or negative
socioeconomic consequences. In an attempt to overcome these challenges, new
biotechnological possibilities based on the use of synthetic biology approaches are being
considered to supply the demand for food and energy in the long term. Although recent,
synthetic biology is revolutionizing different industrial chains. In the production of
biofuels, tooling advances in microorganisms contribute significantly to this progress
from non-food raw materials that do not contain starch or sugars in their formulation. In
addition to alleviating concerns about the environment, sustainability and food and energy
security, synthetic biology can usher in a new bioeconomy, based on biomass. New
chemicals and materials currently made from petroleum may be produced from this raw
material. However, there are still many doubts about the new scientific and technological
directions of synthetic biology tools in microorganisms for the production of biofuels and
what will be their impacts on a bio-based economy. To bring the work developed by
countless synthetic researchers closer to the Brazilian reality, we first analyzed the
scientific literature (Chapter 4) mapping its scientific development and its impacts.
Considering the last twenty years (1999-2018), we capture and visualize the scientific
domain (countries, institutions, and authors) and the emerging technological possibilities.
Because it is a highly technological research space, numerous companies are emerging
circumscribed by synthetic biology and oriented towards the production of renewable
fuels and chemicals, chapter 5 proposes to provide an overview of the paths, applications,
and trends in synthetic biology related to ethanol cellulosic by analyzing patents. In this
analysis, different geopolitical, market and content analysis indicators provided an
overview of R&D efforts for the analyzed field. The data obtained (Chapters 4 and 5)
allow us to infer that synthetic biology approaches applied to the production of biofuels
have been evolving in recent years. Different approaches and tools based on omics
(metagenomics, metaproteomic, metabolomics), genome engineering, genetic and
metabolic engineering are being employed in the development of microorganisms to
make them robust living plants and the industrial activities necessary for the production
of biofuels. We also highlight that synthetic biology approaches reverberate the concept
of bioeconomy in the search for the development of new forms of bioenergy production
and the development of new products with greater added value, using renewable
biological resources as raw material.

Keywords: Microbial production, Biodiesel, Bioenergy, Bioeconomic development.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a economia de base bioldgica apoiada pela producéo agricola esta
enfrentando severas criticas. Preocupacfes crescentes com a dependéncia de
combustiveis fdsseis instigaram a demanda pela producdo de biocombustivel a base de
culturas agricolas, o que levou tanto a maximizacdo da concorréncia por terras
agricultaveis quanto a mudancas em seu uso (COLEMAN; GOOLD, 2019; FRENCH,
2019a). Essas transformacgdes no uso e no gerenciamento de terras podem ocasionar
impactos significativos na seguranca alimentar (ORT et al., 2015; ROELL,;
ZURBRIGGEN, 2020; RULLI et al., 2016a; SINGH; TRIVEDI, 2017), e no meio
ambiente (GHOSH; WESTHOFF; DEBNATH, 2019).

Uma economia baseada em recursos renovaveis ndo deve impactar negativamente
na producdo de alimentos e nem causar degradacdo ambiental ou consequéncias
socioeconémicas adversas as futuras geracdes (BENNICH; BELYAZID, 2017). Na
tentativa de superar tais desafios, novas possibilidades biotecnoldgicas pautadas no uso
de abordagens de biologia sintética estdo sendo consideradas a fim de suprir a demanda
de alimento e energia proveniente de uma populacéo crescente (ARORA et al., 2019;
CLARKE, 2019).

Apesar de estar na sua infancia a biologia sintética esta revolucionando a forma
de produzir mercadorias e compostos de alto valor por meio de plataformas microbianas
sintéticas (DARVISHI et al., 2017; GEORGIANNA; MAYFIELD, 2012; HAGEMANN;
HESS, 2018; HILLMAN; READNOUR; SOLOMON, 2017; JAGADEVAN et al., 2018;
MADHAVAN et al., 2017a; RAHMAN et al., 2018; SHARMA; XU; QIN, 2019a;
SPAGNUOLO; YAGUCHI; BLENNER, 2019; WANG et al., 2017a; WANG,;
PFLEGER; KIM, 2017), cada vez mais adaptadas as caracteristicas industriais para
producio de biocombustiveis (ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO, 2012; DAS; PATRA;
GHOSH, 2020; FISCHER; KLEIN-MARCUSCHAMER; STEPHANOPOULOS, 2008;
KNOCKE; VOGT, 2009; LEE; LEE; LEE, 2013; WEHRS et al., 2019) e produtos
quimicos finos (CARBONELL et al., 2016a; CLARKE, 2019; MARTINS-SANTANA et
al., 2018).

A biologia sintética possibilita tornar processos biolégicos competitivos e
proficientes para o0 bem-estar humano e animal (GUZMAN-TRAMPE et al., 2017;
SINGH, B. et al., 2019; KHAMBHATI et al., 2019; LIN et al., 2019). O uso dessas

ferramentas oportuniza a fermentacdo e a fabricacdo de produtos ndo gerados



naturalmente em grandes quantidades em microrganismos nativos (WEHRS et al., 2029;
XU etal., 2019; CHl etal., 2019; THORWALL etal., 2020; XU et al., 2020). Escherichia
coli e Saccharomyces cerevisiae séo linhagens hospedeiras amplamente utilizadas como
fabricas vivas devido as suas caracteristicas desejaveis (JULLESSON et al., 2015).
Outros microrganismos sao objeto de estudos para superar as dificuldades dessas fabricas
de células-modelo. Exemplos sdo organismos fotossintéticos (ATSUMI; HIGASHIDE;
LIAO, 2009; MACHADO; ATSUMI, 2012), leveduras ndo convencionais
(MARKHAM; ALPER, 2018) e bactérias metanotréficas (STRONG; XIE; CLARKE
2015; LIAO et al., 2016).

A aplicacdo de biologia sintética em microrganismos para a producdo de
biocombustiveis explora a capacidade matérias-primas de baixo custo e menos nobres
como a biomassa lignocelulésica (CHEN et al., 2020; ELKINS; RAMAN; KELLER,
2010; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; RUBIN, 2008; SHARMA; XU; QIN, 2019a;
WEI et al., 2015), didxido de carbono (ARO, 2016b; SADHUKHAN et al., 2016; WOO,
2017) e residuos (GARCIA-GOMEZ et al., 2016; NARNOLIYA; JADAUN; SINGH,
2018), tornando-se uma alternativa sustentavel para geracdo de bioenergia usando
substratos da bioeconomia (PHILP, 2015; ARO, 2016; GUERRIERO et al., 2016;
LARA-FLORES et al., 2018; DUPONT-INGLIS; BORG, 2018). Contribuindo
significativamente para o progresso da producdo de biocombustiveis a partir de matérias-
primas ndo alimentares, revolucionando a forma como produzimos mercadorias e
compostos de alto valor (JULLESSON et al., 2015; CHUBUKOV, et al. 2016). Esses
avangos poderdo provocar mudangas significativas nos sistemas socioeconOomicos,
agricolas, e energéticos quando utilizadas de forma eficiente (TYE et al., 2016;
NARNOLIYA; JADAUN; SINGH, 2018; PAUL; DUTTA, 2018; DAHMEN et al., 2019;
INGLE et al., 2019).

Em sintese, observando os resultados e discussdes apresentadas até esse momento,
ndo podemos desconsiderar a incrivel diversidade de compostos e moléculas para
diferentes fins que podem ser produzidos ou otimizados usando biologia sintética (JEZ,
2020; XU et al., 2020 ARORA et al., 2020). No entanto, reconhecemos que existem
duvidas acerca das novas direcGes cientificas e tecnoldgicas das ferramentas de biologia
sintética empregadas para a producdo de biocombustiveis e, portanto, orientadas a um
mundo focado em uma bioeconomia sustentavel usando matérias-primas-ndo alimentares
(CHUBUKOV et al., 2018; JAGADEVAN et al., 2018). Assim é importante e urgente
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criar um resumo do status atual das tendéncias e fronteiras cientificas e tecnologicas em

biologia sintética relacionadas ao desenvolvimento de biocombustiveis.

1.1.Problema de pesquisa

As abordagens de biologia sintética para biocombustiveis tém sido consideradas.
Ja se passaram treze anos desde que Kaznessis (2007) trouxe para 0 meio cientifico as
inimeras aplicacdes possiveis da biologia sintética dentre as quais estava a producéo de
biocombustiveis. Os recentes avangos em omics, anélise e design de modelagem e
montagem de DNA fornecem dados e ferramentas para identificar, projetar e montar
novos maddulos de sintese de produtos naturais (WEHRS et al., 2019; XU et al., 2020),
colocando essa tematica em um novo estagio com potencial de desenvolver a producgédo
de biocombustiveis microbianos, também chamados de quarta geracdo. Além disso, seu
desenvolvimento pode ser considerado para utilizacdo de matérias-primas de baixo custo
destinadas a producdo de bens, desenvolvendo e ampliando a bioeconomia (LOKKO et
al., 2018; PHILP, 2018; WURTZEL et al., 2019).

Assim questionamo-nos como estd a dindmica atual do desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico em biologia sintética aplicada na producdo de biocombustiveis?
Quais sdo as caracteristicas geograficas, institucionais e as fronteiras de pesquisa em
biologia sintética relacionada a producdo de biocombustiveis. E qual sera o papel da
biologia sintética na formulagéo politica e mercadolégica para um mundo focado em uma

bioeconomia mais sustentavel?

1.2.0bjetivo geral
Analisar a dindmica do desenvolvimento cientifico e tecnolégico em biologia
sintética relacionada a biocombustiveis focados em uma bioeconomia sustentavel.
2.3.1 Objetivos especificos

- Analisar o panorama geopolitico, institucional e intelectual dos avancos
cientificos da pesquisa em biologia sintética relacionados a biocombustiveis a partir

de recursos sustentaveis;

- Analisar as aplicagdes das ferramentas de biologia sintética relacionadas a etanol

celul6sico mediante a analise de patentes.
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Considerando o0 tema proposto e seu cardter contemporaneo, o estudo
desenvolveu-se de forma exploratoria buscando por publicacdes cientificas e tecnoldgicas
na tentativa de compreendermos a dindmica atual do desenvolvimento das ferramentas de
biologia sintética para a producdo de biocombustiveis. Aliado a formulacdo de novas
politicas e desenvolvimento mercadoldgico para um mundo focado em uma bioeconomia
mais sustentavel.

Portanto, esta tese esta estruturada em seis capitulos. O primeiro capitulo refere-
se a apresentacdo da proposta de tese sendo composto pela introducdo e justificativa,
problema de pesquisa, objetivo geral e objetivos especificos.

O capitulo dois apresenta uma contextualizacdo tedrica acerca das abordagens de
biologia sintética, bioeconomia e as diferentes geracGes de biocombustiveis.

O terceiro capitulo descreve a metodologia utilizada no decorrer das etapas da
pesquisa. Essa sec¢do foi dividida em duas partes. Um enfoque mais detalhado é dado aos
procedimentos metodoldgicos utilizados para os artigos dos capitulos 5 e 6.

No capitulo 4 mapeamos a literatura cientifica em biologia sintética relacionada a
biocombustiveis para avaliar como a dinamica atual deste desenvolvimento cientifico
pode impactar as formulacBes de politicas futuras para um mundo focado em uma
bioeconomia sustentavel. Por meio de uma analise cientométrica fornecemos uma
perspectiva Util da bioeconomia nas novas fronteiras do campo da bioenergia, sem a
competicdo com a producdo de alimentos, tampouco o agravamento do uso da terra e da
agua e limitando o impacto ambiental das atividades humanas e industriais. Este
manuscrito foi encaminhado para um periddico pertinente.

No capitulo 5 analisamos as aplicacdes das ferramentas de biologia sintética
relacionadas a etanol celulésico, visualizando as tendéncias tecnoldgicas, distribuicao
regional, institucional e de mercado de P&D dos ultimos vinte anos (1999-2019). As
possibilidades tecnologicas emergentes foram identificadas servindo como Proxy para o
desenvolvimento da biotecnologia sintética aplicada na producdo de etanol celulésico.
Este manuscrito serd encaminhado para um periddico pertinente.

Por altimo, no capitulo 6 apresentamos as consideragdes finais do trabalho e
possiveis dire¢des futuras sobre o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico das
abordagens de biologia sintética para a producdo de biocombustiveis e para a

bioeconomia.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo tem por finalidade fundamentar as discussdes e anélises propostas
no decorrer dessa tese. Assim, abordagens e conceitos em biologia sintética e
bioeconomia e suas aplicabilidades ao objeto de pesquisa, producéo de biocombustiveis
baseada em recursos da bioeconomia, sdo discutidos de forma inter-relacionada e

apresentados em quatro sec@es: biologia sintética, bioeconomia e biocombustiveis.

2.1.Biologia sintética

Conceituar biologia sintética ndo € uma tarefa facil, pois trata-se de um campo
cientifico relativamente novo, que vem evoluindo e afetando positivamente a vida
humana, configurando-se como um ramo amplamente reconhecido da pesquisa bioldgica
(CAMERON; BASHOR; COLLINS, 2014). A biologia sintética baseia-se em uma ampla
gama de campos e tem o potencial de influenciar ou rejuvenescer muitos outros
(DELEBECQUE; PHILP, 2015). Logo, possibilita projetar e construir novas pecas
bioldgicas, dispositivos e sistemas ndo existentes e/ou redesenhar sistemas bioldgicos ja
existentes (BENNER; SISMOUR, 2005; KHALIL; COLLINS, 2010; REN; LEE; NA,
2020).

Desde seu surgimento vem evoluindo em escopo e objetivo, estendendo-se para
estudar o comportamento dos organismos e projeta-los para executar novas tarefas
destinadas a producdo de biocombustiveis e produtos quimicos uteis (NIELSEN;
KEASLING, 2011; CHOWNK et al., 2019), destruicdo de tumores e doencas (KALOS;
JUNE, 2013; BOBER; BEISEL; NAIR, 2018; PEDROLLI et al., 2019), produgéo de
substancias de alto valor (BREITLING; TAKANO, 2015; CHUBUKOV et al., 2018;
DARVISHI et al., 2018), e construcdo de ambientes (moradias) mais sustentaveis
(ARMSTRONG, 2010).

Os primeiros passos para o surgimento da biologia sintética foram dados nas
décadas de 1950 e 1960 com a descoberta da estrutura da dupla hélice (Acido
Desoxirribonucleico - DNA) (WATSON; CRICK, 1953; JACOB; MONOD, 1961). Nas
décadas de 70 e 80, em virtude do desenvolvimento da clonagem molecular (MANIATIS;
FRITSCH; SAMBROOK, 1988) e do PCR (ERLICH, 1989) apesar da manipulacéo
genética microbiana ter se tornado mais comum, ainda era restrita a clonagem e expressdo
de genes recombinantes. J& por volta de 1990 avancos foram verificados no
sequenciamento automatizado de DNA (HUNKAPILLER et al., 1991) e da evolucéo das
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ferramentas computacionais com a criacao do campo da biologia de sistemas (KITANO,
2000), sendo possivel assim, sequenciar genomas por completo (JEONG et al., 2000).

Mesmo havendo publica¢des que contemplavam o termo biologia sintética nos
anos 1980 (KRIMSKY, 1982), foi somente ap06s a virada do século que esta area cientifica
fez sua estreia definitiva (RAWLS, 2000). Com a colaboracdo de pesquisadores de
diferentes &reas do conhecimento cientifico, os primeiros trabalhos focando na construgéo
de circuitos reguladores genéticos artificiais (MCADAMS; ARKIN, 2000)
(YOKOBAYASHI; WEISS; ARNOLD, 2002), interruptores de alternancia genética
(GARDNER; CANTOR; COLLINS, 2000), reguladores de transcricdo (ELOWITZ;
LEIBIER, 2000), foram surgindo, gerando pequenos mddulos de prova com
caracteristicas especificas.

O proximo passo dos bidlogos sintéticos foi utilizar a engenharia de circuitos para
investigar a relacdo entre o design de rede e o comportamento celular (HASTY;
MCMILLEN; COLLINS, 2002; ISAACS; DWYER; COLLINS, 2006), sendo possivel
expandir as pesquisas visando analisar a expressdo genética (STEGE et al., 2002;
ISAACS; DWYER; COLLINS, 2006), a funcdo proteica (NG; HENIKOFF, 2003), o
metabolismo (FUNG et al., 2005) e a comunicac¢do célula-célula (BULTER et al., 2004;
CHEN; WEISS, 2005).

Nessa mesma época as primeiras pe¢as padronizadas chamados Biobricks também
surgiram (KNIGHT, 2003). Essas pecas ou tijolos biologicos com diferentes sequéncias
de DNA foram desenvolvidas para facilitar a montagem metddica gradual de pecas em
circuitos maiores (KNIGHT, 2003), podem ser montados para formar dispositivos e
sistemas para operar em células vivas (ROUILLY et al., 2007).

O maior sucesso pratico da biologia sintética ocorreu no desenvolvimento e
redirecionamento de vias metabdlicas em S. cerevisiae para producdo de &cido
artemisinico (Artemisia annua L) (RO et al., 2006). Esta droga é utilizada no combate a
maléria e sua producdo em larga escala foi alcancada no inicio de 2013, gracas ao
financiamento da Fundacéo Bill e Melinda Gates.

Outro passo importante para a consolidacdo da biologia sintética foi na area da
engenharia de genoma inteiro. Crain Venter e colegas utilizaram técnicas de montagem
de DNA para criacdo de uma celula bacteriana, controlada por um genoma totalmente
sintético (GIBSON et al., 2009). Anos mais tarde, novamente Venter e demais

colaboradores desenvolveram o genoma JCVI-syn 3.0, sendo 0 menor genoma gue se
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replica de forma autdnoma, encontrado na natureza, com apenas 473 genes
(HUTCHISON et al., 2016).

Outra area do conhecimento que apresentou desenvolvimento cientifico relevante
neste periodo foi a edicdo de genomas. Os primeiros métodos para direcionar nucleasse
indutoras de dupla cadeia (DSB), em locais especificos do genoma baseavam-se em
sistemas de proteinas com especificidades personalizaveis de ligacdo ao DNA via ZFNs
(zinc finger nucleases) (KIM; CHA; CHANDRASEGARAN, 1996; RHEE et al., 1996)
e TALENS (transcription activator-like effector nucleases) (CHRISTIAN et al., 2010; LI
et al., 2011). Distinto das nucleases especificas do ZFNs e TALENS, o sistema CRISPR-
Cas (clustered regulatory interspaced short palindromic repeats) surgiu como uma
alternativa potencialmente fécil e eficiente para induzir alteracdes genéticas direcionadas
em células vivas (MALI et al., 2013; CONG et al., 2013; DOUDNA; CHARPENTIER,
2014; FU etal., 2014; ADIEGO-PEREZ et al., 2019) utiliza nucleasse de DNA que utiliza
reconhecimento de DNA baseado em RNA (acido ribonucleico). O sistema CRISPR-Cas
oferece uma nova ferramenta para manipular sistemas celulares visando tornar
microrganismos relevantes para os setores robustos da economia (KNOTT; DOUDNA,
2018; OTOUPAL; CHATTERJEE, 2018; CAIl; GAO; ZHOU, 2019; JAVED et al., 2019;
SHANMUGAM; NGO; WU, 2019).

E possivel verificar que a biologia sintética esta emergindo como uma importante
disciplina com potencial de impactar em diferentes areas do conhecimento e da industria
(BASSALO; LIU; GILL, 2016; BUSH; GIBBS; DEANS, 2019). A biotecnologia esta se
tornando uma parte importante da economia em paises desenvolvidos, com crescimento
de aproximadamente 24% ao ano (BERGIN, 2017). A biologia sintética esta
transformando a capacidade de fabricar produtos de base bioldgica cada vez mais
necessarios em resposta a crescente demanda do mercado. As mudangas graduais de uma
economia dependente de recursos fosseis para um mundo cada vez mais necessitado de
biomassa permitira o desenvolvimento de novas areas da economia, buscando a inovagao
para disponibilizar uma maior quantidade e variedade de produtos a um custo menor
(CLARKE, 2019).

2.2. Bioeconomia

A bioeconomia é novo um paradigma emergente, no qual a criagdo, o
desenvolvimento e a revitalizacdo de sistemas econdmicos baseados no uso de recursos

bioldgicos sustentaveis estdo se espalhando rapidamente em todo 0 mundo (AGUILAR;
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TWARDOWSKI; WOHLGEMUTH, 2019). E deve ser entendida como uma economia
onde os elementos basicos para materiais, produtos quimicos e energia sao derivados de
fontes renovaveis, de origem vegetal e animal, por exemplo (OECD, 2009).

Apesar das diferentes definicbes de bioeconomia, muitas semelhancas existem
entre os conceitos. Para a Comissdo Europeia, a bioeconomia é focada em biorecursos e
sua conversao em alimentos, ra¢des, produtos de base bioldgica e bioenergia, incluindo
agricultura, silvicultura, pesca, alimentos, producéo de celulose e papel, bem como partes
das industrias quimica, biotecnologica e energética (OECD, 2009; GEOGHEGAN-
QUINN, 2012). Por sua vez, as defini¢cdes focadas na bioindustria abordam os setores de
energia renovavel e industrial, com forte perspectiva agricola. Ja a bioeconomia orientada
para a inovacgao esta relacionada a nutricdo, assisténcia médica e tecnologias convergentes
(WESSELER; VON BRAUN, 2017). Os dois primeiros conceitos vao ao encontro das
definicdes apresentadas por (BUGGE; HANSEN; KLITKOU, 2016), acerca da visdo
biotecnoldgica e de biorecursos, na qual enfatiza-se a importancia da pesquisa em
biotecnologia e sua aplicagdo e comercializagcdo nos diferentes setores da economia
por meio do desenvolvimento e processamento de matérias-primas biologicas, aliando
0 estabelecimento de novas cadeias de valor (BUGGE; HANSEN; KLITKOU, 2016).
E serdo essas as definicdes de bioeconomia que seguiremos para fins de anélise e
desenvolvimento deste trabalho.

Embora o conceito de bioeconomia ou economia de base bioldgica tenham sido
utilizados no inicio dos anos 2000 (KAMM; KAMM, 2004), foi em meados dessa mesma
década que essa temética adquiriu evidéncia nas discussdes politicas da Unido Europeia
(EUROPEAN COMMISSION, 2012), e dos Estados Unidos (THE WHITE HOUSE,
2012).

Na maioria dos paises, o desenvolvimento de estratégias de politicas de
bioeconomia € motivado pelos desafios do século XXI, como mitigacdo das mudancas
climaticas, seguranca alimentar global e gerenciamento sustentavel de recursos
(WESSELER; VON BRAUN, 2017). Os USA em 2012 por meio da White House
lancaram o National Bioeconomy Blueprint lueprint, reconhecendo os beneficios da
bioeconomia para seguranca energetica e sustentabilidade ambiental, enquanto reduz a
dependéncia social dos recursos fosseis (THE WHITE HOUSE, 2012). E reconhecido
ainda a biotecnoldgica como impulsionadora para o crescimento da bioeconomia, aliado
ao desenvolvimento de forca de trabalho competente por meio do treinamento de
estudantes como um imperativo estratégico para uma forte bioeconomia (THE WHITE
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HOUSE, 2012). O foco americano na bioeconomia iniciou-se através do desenvolvimento
de biocombustiveis de primeira geracdo (etanol, biodiesel etc.), e posteriormente se
moveu ao longo dos anos em direcdo a uma abordagem mais ampla, como a geragédo de
bioprodutos para uso industrial, alimentar e civil (GUO; SONG, 2019).

No caso da Unido Europeia, além do desenvolvimento de uma bioeconomia
orientada para o futuro, em que 0s recursos renovaveis substituem materiais e produtos
quimicos a base de petréleo, atendendo requisitos ambientais, sociais e econémicos para
0 desenvolvimento sustentavel. Assim, 0s seus principais objetivos geoestratégicos
referem-se a uma independéncia energética com a minimizacdo da importacdo de
petroleo e uma maior utilizagdo dos recursos domésticos (THORENZ et al., 2018).

Apesar dos inumeros beneficios, a bioeconomia atual est sob severas criticas. O
uso indevido e indiscriminado da utilizacdo industrial da biomassa agricola vem sendo
associado a preocupaces ecoldgicas e éticas (WENG et al., 2019). O uso de terras
agricultaveis para o cultivo de matérias-primas é limitado e, portanto, as aplicacdes
industriais dessa biomassa podem competir com a producdo de alimentos, elevando a
pressdo sobre 0s recursos ambientais e gerando efeitos negativos em seres humanos,
animais e plantas (ASHWATH; KABIR, 2019; GHOSH; WESTHOFF; DEBNATH,
2019). Aliado a isso, as emissdes reduzidas de CO2 sdo superestimadas. Apesar do
crescimento das importacdes de biomassa, a bioeconomia simplesmente se expandiu sem
uma dependéncia decrescente paralela dos combustiveis fosseis (EUROPEAN
COMMISSION, 2015).

Pensando em um desenvolvimento sustentvel, as economias baseadas em
recursos bioldgicos renovaveis ndo devem impactar na producdo de alimentos e nem
causar degradacdo ambiental ou consequéncias socioecondmicas negativas as futuras
geragdes (BENNICH; BELYAZID, 2017). Dessa forma, é fundamental encontrar novas

formas de producéo de energia e de produtos necessarios para a sociedade moderna.

2.3. Biocombustiveis

Os biocombustiveis dependem da conversédo fotossintética da energia solar em
energia quimica. Dependendo da origem e da tecnologia de producéo, os biocombustiveis
(Figura 1), sdo classificados em primeira, segunda, terceira e quarta geracdo
(ACHEAMPONG et al., 2017).
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Figura 1- GeragGes de producéo de biocombustiveis
Fonte: Adaptado de Acheampong et al., (2017).

2.3.1 Biocombustiveis de primeira geracao

Os biocombustiveis de primeira geragdo sdo produzidos a partir de culturas ricas
em amido ou/e agticar (Figura 2) (GOMEZ et al., 2011). O etanol proveniente da cana-
de-acucar (RUDORFF et al. 2010) e milho (PIMENTEL; PATZEK, 2005) e o biodiesel
derivado da soja (BERGMANN et al. 2013; SOUZA, SEABRA; NOGUEIRA, 2018) e
de colza (AYRES 2014; SOUZA, SEABRA; NOGUEIRA 2018) sdo os principais
produtos da cadeia global de combustiveis renovaveis. No entanto, por serem oriundos
de matérias-primas de dupla aptiddo podem ser destinados direta ou indiretamente a
alimentacdo humana, promovendo discussdo sobre seguranca alimentar (CARLSON et
al., 2012a; CASSIDY et al., 2013; FITZHERBERT et al., 2008; RULLI et al., 2016b;
TOMEI; HELLIWELL, 2016), uso da terra e ambiental (ASHWATH; KABIR, 2019).
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Figura 2- Processo de producdo de etanol de primeira geracdo; (a) a partir agucar; (b) a partir de
amido.
Fonte: Adaptado de Gomez et al., (2011).
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2.3.2 Biocombustiveis de segunda geracao

Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo os combustiveis provenientes de
biomassa lignoceluldsica (Figura 3), tais como a palha, bagaco, residuo florestal e culturas
energéticas(NAKANISHI et al., 2017; FARIAS; MAUGERI FILHO, 2019). Essas
matérias-primas requerem pré-tratamento, incluindo o uso de misturas enzimaticas
complexas antes da fermentacdo para produzir etanol, hidrogénio e alcoois mistos
(EGGERT; GREAKER, 2014).
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Figura 3- Processo de conversdo bioquimica de etanol de segunda geragéo.
Fonte: Adaptado de Eggert e Greaker (2014).

Essa tecnologia de producdo surgiu com o intuito de maximizar a producédo de
biocombustiveis frente as fontes fdsseis, emissGes de CO2, menor demanda por area
agricultavel e menor concorréncia com a producdo de alimentos (CARRIQUIRY; DU;
TIMILSINA, 2011). Entretanto, apesar dos inumeros esfor¢os para solucionar os
problemas da geragdo anterior de biocombustiveis, estes objetivos ndo foram totalmente
alcancados. Assim, de certa forma, ainda ha concorréncia com a producéo de alimentos,
pois as novas matérias-primas nao alimentares continuam a ser cultivadas em terras ferteis
(KOIZUMI, 2014, 2015; STREBKOV, 2015). Ademais, essas tecnologias, incluindo
bioldgicas e termoquimicas, ndo sdo competitivas em termos de custo com a producgéo de

biocombustiveis de primeira geracdo (LALMAN et al., 2016)

2.3.3 Biocombustiveis de terceira geracéo

Biocombustiveis de terceira geragdo, assim chamados 0s combustiveis de algas e
microalgas ( GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; DRAGONE et al., 2010), sdo radicalmente
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novos e tidos como as opcBes mais sustentaveis para a producdo de etanol, biodiesel,
biogas e biohidrogénio (SCHNEIDER et al., 2012; CUELLAR-BERMUDEZ et al.,
2015) (Figura 4). Portanto, sdo considerados como uma fonte atraente e promissora,

podendo potencialmente preencher o gap energético de maneira sustentavel

(SARSEKEYEVA et al., 2015).
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Figura 4- Diagrama dos principais processos de transformag&o de biomassa de microalgas para
producdo de biocombustiveis.
Fonte: adaptada de Schneider et al., (2012).

A producdo de biocombustiveis de terceira geracdo baseia-se sobretudo na
capacidade de microalgas produzem elevadas quantidades de acidos graxos utilizando
apenas a luz solar, o didxido de carbono e a 4gua (CHISTI, 2007, 2008; CUELLAR-
BERMUDEZ et al.,, 2015; GOUVEIA et al., 2017; MILANO et al., 2016;
CHOWDHURY; LOGANATHAN, 2019). Apresentam vantagens relevantes em
comparacao as geracdes anteriores, podendo ser cultivadas em terras marginais, todo ano
e apresentam maior rendimento de O6leo em comparacdo a plantas oleaginosas
(DEMIRBAS, 2011; DUTTA; DAVEREY; LIN, 2014). Entretanto, apresentam
limitacGes na colheita, processos de extracdo de 6leo e fornecimento de CO; para uma
alta eficiéncia na producdo de microalgas (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010;
ENAMALA et al., 2018; JAGADEVAN et al., 2018).

2.3.4 Biocombustiveis de quarta geracdo ou microbianos

O desenvolvimento de ferramentas de biologia sintética faz surgir a quarta geracéo
de biocombustiveis (ATSUMI; CONNOR, 2010; GHIM et al., 2010; LEE et al., 2008a;
LU; SHEAHAN; FU, 2011). Para alguns autores, os bicombustiveis de quarta geragio
com base na biologia sintética utilizam-se apenas de microrganismos fotossintetizantes,
como microalgas e cianobactérias (Figura 5), por exemplo (SCAIFE et al., 2015; ARO,
2016; LALMAN et al., 2016) .
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Figura 5- Microrganismos fotossintéticos projetados para secretar o bicombustivel.
Fonte: Adaptado de Aro (2016).

Neste trabalho consideramos biocombustiveis de quarta geracdo produzidos além
de microalgas ( LACKNER, 2016; ARORA et al., 2019; ZABED et al., 2019) e
cianobactérias (GOMAA; AL-HAJ; ABED, 2016; BABELE; SANTOS-MERINO;
SINGH; DUCAT, 2019; YOUNG, 2019; NG; KESKIN; TAN, 2020), usando leveduras
(L1; BORODINA, 2015;DARVISHI et al., 2017, 2018; LAZAR; LIU; LIU et al., 2016;
CHUBUKOQV et al., 2018; MADHAVAN et al., 2017a; STEPHANOPOULOS, 2018;
HU etal., 2019;), bactérias (MCLEOD; NERLICH; MOHR, 2017; PHELAN et al., 2017,
TIAN et al., 2019; LOUHASAKUL et al., 2020) e fungos (AMORES et al., 2015;
HILLMAN; READNOUR; SOLOMON, 2017; MARTINS-SANTANA et al., 2018;
ZHAO et al., 2018; SHARMA,; XU; QIN, 2019) que de alguma forma foram projetados
ou modificados usando abordagens de biologia sintética para producdo de
biocombustiveis.

O desenvolvimento e construcdo de fabricas vivas de potencial industrial
empregando abordagens de biologia sintética visa superar esses desafios das geracdes de
biocombustiveis anteriores e aumentar a concentracao e a produtividade de biomoléculas
percussoras de biocombustiveis nesses alvos (LAMSEN; ATSUMI, 2012; MADHAVAN
etal., 2017b; JAGADEVAN et al., 2018; ARORA et al., 2019).

2.3.1.1. Biocombustiveis microbianos derivados do alcool

Dentre os biocombustiveis derivados de alcool, o etanol (CH3CH2OH) é o
combustivel liquido mais utilizado no mundo. Também é conhecido como alcool etilico
produzido a partir da fermentacdo microbiana de milho, batata, grdo (trigo, cevada e

centeio), beterraba sacarina, cana de agucar, biomassa lignoceluldsica e residuos
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agricolas. A levedura S. cerevisiae domina a fermentacéo do etanol a partir de matérias-
primas a base de agucar, contudo ndo séo degradadores naturais de arabinose (BUSCHKE
etal., 2013) e xilose (BANERJEE et al., 2010; MOYSES et al., 2016), sendo necessario
uso de engenharia de vias para tornar esse agucar acessivel em processo de fermentagédo
( LEE; JIN, 2017; BRACHER et al., 2018).

Além disso, a levedura S. cerevisiae sofre com a recalcitrncia da biomassa
(HIMMEL et al., 2007; SOMERVILLE et al., 2010), diminuindo o rendimento e
elevando os custos de fermentacdo microbiana (YANG; WYMAN, 2007). Para superar
esses problemas, avancos das ferramentas em metagenémica (CHEN et al., 2018a),
sistemas de comunicacdo ortogonais (BERVOETS et al., 2018) e engenharia metabdlica
(HOLLINSHEAD; HE; TANG, 2014; LI; LIAO, 2015; DU et al., 2019) vem sendo
desenvolvidos na tentativa de resolver os estagios criticos do processo de fermentagédo
microbiana e maximizar os rendimentos na producédo de etanol celul6sico. Recentemente
(YE et al., 2019) integraram uma via heter6loga da arabinose fungica em S. cerevisiae
com a exclusao do gene da fosfatase PHO13, aumentando a taxa de consumo de arabinose
e a produtividade especifica de etanol em condig¢des aerdbicas. Em (CUNHA et al., 2019),
duas vias (XR/XDH or XI) de assimilacdo da xilose por S. cerevisiae, foram comparadas
na producdo de etanol em diferentes condic¢des de fermentagdo, demonstrando resultados
satisfatorios para a producdo desse combustivel a partir de hidrolisados hemicelulésicos
ndo desintoxicados. Por sua vez Mitsui et al., (2019) desenvolvemos um novo método de
embaralhamento de genoma usando CRISPR-Cas para melhorar a tolerancia ao estresse
em leveduras S. cerevisiae.

Outra rota alternativa para a producédo de alcoois é por meio da bactéria E. coli devido
a sua capacidade de usar pentose e hexose (KOPPOLU; VASIGALA, 2016). Em sua
pesquisa Sun et al., (2018a) desenvolveram com sucesso um bioprocesso eficiente
utilizando uma cepa de E coli para producéo de etanol e recuperacdo de xilose a partir do
hidrolisado de espiga de milho. A utilizacdo regulada de glicose apresentou metabolismo
eficiente para acucares mistos em hidrolisados lignocelulésica e, portanto, maior
produtividade da produgdo de etanol (SUN et al., 2018b). Na mesma perspectiva, a
engenharia metabdlica vem sendo estudada para proporcionar a utilizagdo simultanea de
glicose e xilose nessa bactéria (KIM et al., 2019) para producao de etanol. Outra bactéria
gram-negativa com potencial biotecnologico é a Klebsiella pneumoniae, amplamente
utilizada em consércios microbianos, na tentativa de melhorar a tolerancia a xilose para
a producdo de etanol (GUO et al., 2018). As anélises protedmicas (ALLEN et al., 2017)
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e metabolémica diferencial (WANG et al., 2017b) oferecem novas rotas e perspectivas
para a producdo de n-butanol em K. pneumoniae (PARK; RATHNASINGH; SONG,
2017).

Uma rota alternativa para a producédo de alcoois consiste no uso de microrganismos
fotossintetizantes como microalgas e cianobactérias. Esses organismos microbianos
representam uma opg¢do sustentivel e renovavel para a producdo de substitutos aos
combustiveis fosseis. Tambem, ao usar o CO. atmosférico como fonte de carbono, a
producdo de combustivel poderia potencialmente reduzir ou retardar o acimulo desse gas
na atmosfera (KITCHENER; GRUNDEN, 2018). Para alcancarmos a producdo de
alcoois a partir de tais microrganismos trés rotas podem ser usadas, a tradicional
envolvendo hidrdlise e fermentagdo de biomassa com bactérias ou leveduras, a via escura
de fermentacdo e o uso de cianobactérias modificadas (DE FARIAS SILVA;
BERTUCCO, 2016). Em método tradicional, (EL-DALATONY et al., 2016) usando
fermentacdo simultanea por sacarificacdo (SSF), alcancaram a producédo de 10,5 g/L de
etanol a partir da biomassa de microalgas empregando S. cerevisiae. Recentemente,
Sivaramakrishnan e Incharoensakdi, (2018) alcangaram um rendimento de 93% em etanol
apos a fermentacdo de hidrolisado de microalga com S. cerevisiae.

Embora ainda existam desafios na utilizacdo desses microrganismos em
cianobactérias, estas sdo consideradas as fabricas vivas mais promissoras para a ardua
tarefa de substituir os compostos fosseis (NOZZI; OLIVER; ATSUMI, 2013). A maioria
dos trabalhos nesses microrganismos fotossintetizantes pautam-se em aumentar a fixacédo
de carbono, expandindo a quantidade desse elemento disponivel nas células para a
formagéo dos produtos desejados (OLIVER et al., 2016) (GAO et al., 2016). A maioria
dos trabalhos nesses microrganismos fotossintetizantes pautam-se em aumentar a fixacédo
de carbono, aumentando assim a quantidade de carbono disponivel nas células para a
formagéo dos produtos desejados (LIANG et al., 2018). Um significativo nimero de
compostos a base de carbono ja foi produzido com sucesso a partir do CO2 usando a luz
solar como recurso energético em cepas de cianobactérias em funcdo dos avangos
genéticos (KARATAY; DONMEZ, 2011). Um exemplo é o isobutanol, candidato
promissor para substituir o uso da gasolina em motores de ciclo Otto, que pode ser obtido
diretamente a partir da S. elongatus com a adicdo da enzima desidrogenase alcodlica,
atingindo 450 mg/L em 6 dias (ATSUMI; HIGASHIDE; LIAO, 2009a). O uso de
enzimas heterélogas em S. elongatus possibilitou o desvio do fluxo de carbono de
piruvato para a producdo de 2,3-butanodiol, com producgdo de 2,4 g/L em 21 dias
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(OLIVER et al.,, 2013). A otimizagdo metabdlica por meio da eliminacdo de vias
concorrentes, maximizacgao do fluxo de vias e melhoria da tolerancia sdo necessarias. Em
um trabalho recente, a identificacdo e caracterizagdo funcional de um novo RNA CoaR
(CoA Biosynthesis Regulatory sSRNA) que regula a biossintese da coenzima A e a
tolerancia a 1-butanol em Synechocystis sp. PCC 6803 forneceu novas dimensdes em
relagdo aos mecanismos de regulacéo de vias essenciais e também acerca da toleréncia a
biocombustiveis (SUN et al., 2017), promovendo avancos na andlise de tolerancia em
microrganismos fotossintéticos.

Tendo o etanol com principal biocombustiveis, 0 Syngas ou gas de sintese emergiu
como um produto secundario promissor gerado pela fermentacdo de biomassa
(ASIMAKOPOULOS; GAVALA; SKIADAS, 2018). Esse biocombustivel ¢ uma
mistura de gases (CO, COz e Hz) que podem ser produzidos a partir da gaseificacdo de
biomassa. A proporc¢éo de cada gas ird depender da biomassa usada, do gaseificador e dos
parametros operacionais do processo de gaseificacio (MOLINO; CHIANESE;
MUSMARRA, 2016; SUSASTRIAWAN; SAPTOADI; PURNOMO, 2017;
YAGHOUBI et al., 2018). O processo de fermentacdo de Syngas apresenta vantagens
significativas quando comparada a processos termoquimicos (BENALCAZAR et al.,
2017)

2.3.1.2. Biocombustiveis microbianos derivados do acido graxo

A producdo microbiana de derivados de acidos graxos proporciona uma oportunidade
para fornecer de forma sustentavel biocombustiveis e oleoquimicos. Néo é novidade que
0 uso de microalgas tem um enorme potencial energético em condicdes fisiologicas
adversas (ARORA et al., 2019), sem competir com a produc¢do de alimentos, sendo
reconhecido como uma fonte propicia para a producdo sustentavel de combustiveis de
base bioldgica. Podem ser cultivadas em terras marginais (CHISTI, 2008) e aguas
residuais (DAVIS et al., 2015; POPKO et al., 2016) que reduzem a necessidade de
nutrientes para as células. Os avancos ferramentais de biologia sintética e engenharia
reversa abriram o caminho para desvendar novas vias metabdlicas que ocorrem dentro
das células ou para projetar e sintetizar novos sistemas biologicos para a produgdo de
biocombustiveis em microalgas (GIMPEL et al., 2013; JAGADEVAN et al., 2018).

Nesse contexto, a pesquisa se concentra na genémica dos metabolismos lipidicos das
microalgas (WANG et al., 2018a), esclarecendo a origem, a funcdo e as propriedades

celulares reduzidas na formacdo e acimulo de lipidios. O desempenho de novos
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promotores sob condi¢des de falta de nitrogénio também é estudado neste microrganismo
fotossintético (ADLER-AGNON et al., 2018). Outra técnica essencial para melhorar o
contelido lipidico em microalgas concerne ao desenvolvimento de estratégias de
engenharia do genoma. O sistema CRISPR-Cas9 vem sendo utilizado com sucesso em
Chlamydomonas, diatoméceas e Nannocloropsia (KONG et al., 2019a). Um numero
consideravel de modifica¢fes genética induzidas por CRISPR/Cas9 nos locais MAA7,
CpSRP43 e ChIM (SHIN et al., 2016) e nos genes CpFTSY e ZEP (BAEK et al., 2016)
em Chlamydomonas foram desenvolvidas para aumentar a produtividade fotossintética e
a geracao de biomassa e bioprodutos de alto valor. A abstracdo desses produtos de alto
valor facilitard que energia renovavel baseada em microalgas se torne uma opcao
economicamente vidvel (JAGADEVAN et al. 2018).

As espécies Synechocystis sp., PCC 6803 (BELLEFLEUR; WANDA; CURTISS,
2019a) e Synechococcus alongatus, PCC 7942 sdo exemplos de cianobactérias
largamente utilizadas para na producgdo de acidos graxos (KAWAHARA et al., 2016).
Recentemente cepas Synechocystis sp. PCC 6803 sofreram inativagcdo de fator de
transcricdo cyAbrB2 (KAWAHARA et al.,, 2016; KODAMA et al., 2018) e LexA
(KIZAWA et al., 2017) presente no conjunto de genes necessarios para o0 metabolismo
dos é&cidos graxos, conferindo maior produtividade dessa biomolécula. Nesse sentido
Bellefleur et al., (2019b) realizaram a caracterizagdo de mecanismos de transporte de
acidos graxos livres e antibioticos em Synechocystis sp. PCC 6803 na tentativa de uma
maior eficiéncia da producdo quimica dentro da célula cianobacteriana. Para os autores,
as proteinas codificadas por slr2131 e sl10180 em efluxo quimico sdo responsaveis pela
maximizacdo da tolerancia aos antibidticos nesses microrganismos fotossintéticos
(BELLEFLEUR; WANDA,; CURTISS, 2019b).

Tentativas de redirecionar o fluxo de carbono do metabolismo central de
carboidratos para a sintese de bioprodutos também vem sendo desenvolvido nesses
microrganismos (SUN et al., 2018c). Os autores introduziram estratégias reguladoras
metabolicas eficientes e valiosas para cianobactérias fotossintéticas usando pequenos
RNAs artificiais em cepas de Synechocystis sp. O modelo de cianobactéria,
Synechococcus elongatus PCC 7942 foi projetado para produzir &cidos graxos livres
(AGL), potenciais precursores de biodiesel, por nocaute genético da acil-ACP sintetase
de reciclagem de AGL e expressdo de uma tioesterase para liberacdo do AGL (RUFFING;
JONES, 2012). Para (SANTOS-MERINO; GARCILLAN-BARCIA; DE LA CRUZ,
2018) a composicdo de acidos graxos em cepas de S. elongatus PCC 7942 pode ser
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significativamente modificada por engenharia de expressao de genes que codificam as
enzimas envolvidas nas primeiras reacdes da via de sintese de acidos graxos.

Bactérias e Leveduras também apresentam potencial para a produgdo de
precursores de biocombustiveis a partir de acidos graxos. Contudo, a biossintese de acidos
graxos em S. cerevisiae difere da bactéria E. coli, pois nessa 0 processo € realizado por
acidos graxos € realizada por acidos graxos sintase do tipo Il (SAF) que consistem em
enzimas monofuncionais discretas (KOCH; SCHMIDT; DAUM, 2014; ZHOU et al.,
2014) que projetaram E. coli com um fator de transcricdo que regulam a expressédo de
genes envolvidos na producdo de biodiesel, levando a um aumento do titulo em 28% do
maximo tedrico. Na mesma perspectiva (SHERKHANOV et al., 2016) demonstraram
uma estratégia para produzir FAMEs em E. coli e relataram um titulo de FAME de 0,56
g/L, um aumento de 35 vezes em relacdo aos titulos nesse microrganismo. Na S.
cerevisiae a sintese de acidos graxos ocorre no citoplasma e nas mitocondrias. A maioria
dos lipidios funcionais e de armazenamento € sintetizada pelo citosol tipo | FAS, que é
consiste em complexo dimérico multifuncional responsével pela sintese de &cidos graxos
a partir de malonil-CoA e acetil-CoA (GUARAGNELLA et al., 2018; KASTANIOTIS
et al., 2017). Usando expressdo enddgena e heterdloga em uma p-cetoacil-CoA sintase
em S. cerevisiae demonstraram um aumento significante em &cidos graxos
monoinsaturados (C20:1, C22:1 e C24:1) (WENNING et al., 2019). Nessa levedura
alguns estudos focam na superexpressdo de fatores de transcricdo-STB5 na biossintese,
fisiologia e transcriptoma de acidos graxos (BERGMAN et al., 2019). Os autores sugerem
uma superexpresséo leve a moderada de STB5 em cepas de S. cerevisiae com excelente
capacidade de consumir o NADPH durante a formacao do produto para assim obter um
desempenho adequado de acidos graxos (BERGMAN et al., 2019).

As leveduras ndo nativas da espécie Y. lipolitica e apresentam potencial industrial
para futuras plataformas produtoras de acidos graxos a partir de rotas baratas e renovaveis
(MARKHAM; ALPER 2018) devido a sua capacidade de producdo de lipidios.
Rendimentos de biomassa e de lipidios em Y. lipolitica foram atualizados para produzir
98,9 g/L de éster metilico de &cidos graxos (FAME) a partir de glicose, com um
rendimento de 0,269 g/ge e uma produtividade de 1,3 g/L/h (QIAO et al., 2017).
Recentemente, a ferramenta CRISPR-Cas9 foi aplicada com sucesso em Y. lipolytica para
manipulagéo orientada a genébmica (ADLER-AGNON et al., 2018) (GAO et al., 2018).
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3. Metodologia

Este capitulo tem por finalidade fundamentar os leitores sobre a proposta
metodologica desta tese. A partir da leitura cientifica mundial ocorreu o primeiro contato
com a temética da biologia sintética. O tema surgiu no contexto cientifico e tecnoldgico
como uma nova disciplina amplamente utilizada para projetar e construir novas pecas
bioldgicas, dispositivos e sistemas ndo existentes e/ou redesenhar sistemas bioldgicos ja
existentes para usos uUteis (BENNER; SISMOUR, 2005; KHALIL; COLLINS, 2010;
CAMERON; BASHOR; COLLINS, 2014).

Como comentado na definicdo da problematica deste trabalho, o uso de
abordagens e ferramentas de biologia sintética para a producdo de biocombustiveis ndo
sdo inéditas (KAZNESSIS, 2007). Entretanto, em virtude dos avangos ferramentais nos
ultimos anos, essa tematica evoluiu para um novo estagio de desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico, com potencial de desenvolver a producao de biocombustiveis microbianos
e proporcionar uma mudanca nos sistemas de producao usando cada vez mais matérias-
primas de baixo custo para producdo de bens necessarios para a sociedade moderna,
desenvolvendo e ampliando a bioeconomia sustentavel no futuro préximo (LOKKO et
al., 2018; PHILP, 2018; WURTZEL et al., 2019; KITNEY et al., 2019; CHEN et al.,
2020).

Na tentativa de responder as inquietacdes cientificas descritas até esse momento,
o0 presente estudo foi estruturado em dois artigos cientificos interrelacionados,
convergindo para a tematica central do uso de ferramentas de biologia sintética para a
producdo de biocombustiveis a partir de biomassa ndo alimentar, respondendo assim aos
problemas de pesquisa. Cada artigo cientifico possui uma abordagem metodoldgica

especifica.

3.1. Synthetic Biology in the Bioeconomy of Non-Food-Competing Biofuels

No primeiro artigo (capitulo 4), intitulado, “Synthetic Biology in the Bioeconomy
of Non-Food-Competing Biofuels” examinamos paises, institui¢cdes e autores mais ativos
e monitoramos a trajetoria e a evolugdo da pesquisa em biologia sintética relacionada aos
biocombustiveis ao longo do tempo, identificando possiveis direces cientificas e
formulacdes politicas para um mundo focado em uma bioeconomia sustentavel. Neste

estudo cientométrico, artigos e revisdes sobre biologia sintética relacionados a
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biocombustiveis foram analisandas por meio do Software CiteSpace (SYNNESTVEDT,
CHEN; HOLMES 2005; CHEN 2006).

A cientometria é definida como o estudo quantitativo da ciéncia (WILKEN et al.,
1979), ou o "estudo quantitativo da ciéncia, comunicacao na ciéncia e politica cientifica"
(HESS, 1997, p. 75). Os principais interesses desse campo referem-se ao
desenvolvimento e aplicacdo de técnicas, métodos, ferramentas e indicadores
quantitativos destinados a analisar a interacdo entre os dominios cientificos e
tecnoldgicos. Aliado aos processos de melhoria concernentes a fatores sociais, estruturas
cognitivas e socio-organizacionais na area cientifica e politica (VAN RAAN, 1997).

Na prética a cientometria esta ligada a nocéo central da citacdo, difundida por
(GARFIELD, 1955) para recuperacdo de informaces cientificas. Diferentes técnicas
usam a noc¢do central de citacdo, como a cocitacdo de autoria (CHEN et al., 2012;
ERFANMANESH; ROHANI; ABRIZAH, 2012; ZHANG; LYU; YAN, 2015; ZHAO,
2017; HOU; YANG; CHEN, 2018), acoplamento bibliografico (HUANG; CHIANG;
CHEN, 2003; BOYACK; KLAVANS, 2010), co-citacdo de cluster (FANG, 2015;
XIANG; WANG,; LIU, 2017; LIU et al., 2018), co-citacdo de documentos (HU et al.,
2011; HOU; YANG; CHEN, 2018) e co-word (RAVIKUMAR; AGRAHARI; SINGH,
2015) vem sendo desenvolvidas, permitindo uma captura e mapeamento mais amplo e
conciso de uma area de conhecimento especifico, identificando padrGes estruturais e
tracando fronteiras importantes da pesquisa através de formulas matematicas e
representacdes graficas (OLAWUMI; CHAN, 2018).

Um avango na andlise foi a introdugdo do conceito de redes, promovendo uma
melhoria na visualizagdo de dados matematicos. A representacdo de uma grande
quantidade de dados e informacBes nas frentes de pesquisa permite que o espectador
visualize todo o corpus e desenvolva insights substanciais com base em sua interpretacéo
(CHEN; PAUL; O’KEEFE, 2001). Alguns dos estudos recentes nessa direcdo incluem a
visualizagdo do dominio cientifico ( CHEN; HOLMES, 2005; NIAZI; HUSSAIN, 2011;
POLLACK; ADLER, 2015; SYNNESTVEDT; HE et al., 2017; JIN; LI, 2019) e
tecnoldgico ( YOON; KIM, 2012; ERDI et al., 2013; YOON: PARK; KIM, 2013; KO et
al., 2014; ALSTOTT et al., 2017).

A cientometria baseia-se na analise quantitativa dos avancgos cientificos e
tecnoldgicos, principalmente nos resultados da pesquisa para 0s quais intuimos medir o

impacto, servindo como proxy para novos desenvolvimentos cientificos e politicos. Além
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de medir o impacto no meio académico, a analise pode ser usada para avaliar as relacdes

de colaboragdo geografica nas atividades inventivas e desenvolvimento tecnolégico.

2.3.5 Coleta dos dados

Os dados cientificos deste trabalho foram coletados na plataforma Web of Science
- Clarivate Analytics (https://apps.webofknowledge.com) usando palavras-chaves
selecionadas (Apéndice A). Para uma cobertura abrangente do campo da biologia
sintética, diferentes termos foram usados na analise (JARBOE et al. 2010). Também
incluimos termos relacionados a engenharia metabdlica, entendida como abordagem
técnica para o funcionamento adequado das fabricas vivas projetadas (NIELSEN;
KEASLING 2011; JULLESSON, DAVID, PFLEGER; NIELSEN, 2015).

2.3.6 Analise dos dados

O conjunto dos dados (publicacgdes) foi importado para o software CiteSpace, cujo
periodo de busca compreendeu os anos de 1999 a 2018. O CiteSpace fornece analises de
co-instituicdo, co-pais, co-citacdo e co-ocorréncia (CHEN, 2006). O software combina
métodos de visualizacdo de informacdes, bibliometria e algoritmos de mineracdo de
dados em uma ferramenta de visualizagéo interativa para a extragdo de padrdes em dados
de citacbes (SYNNESTVEDT; CHEN; HOLMES, 2005; Chen 2006). O mapeamento de
rede € obtido pela visualizacdo de cluster, linha de tempo e exibicao de fuso horério. A
visdo da linha do tempo atenta-se ao relacionamento entre os agrupamentos, enquanto a
visdo do fuso horério se concentra na explicacdo da evolucdo do conhecimento. O
mapeamento de rede ¢ interpretado pela sele¢do de “nods” especiais com alta frequéncia,
centralidade de intermediacéo e analise de rajadas (CHEN, 2006).

As 50 referéncias mais citadas para cada ano no periodo escolhido foram
selecionadas para mapear as redes de co-citacdo. O dimensionamento da rede Pathfinder
foi adotado para remover cada rede e remover os links redundantes entre os n6s (CHEN,
IBEKWE-SANJUAN; HOU, 2010).

As variaveis analisadas corresponderam a paises, instituicGes e autores com base
na rede de co-citacdo. Esta, por sua vez, foi empregada para visualizar os grupos de
pesquisa e detectar desenvolvimentos notaveis no campo cientifico por meio de
agrupamentos. O método enfatiza as inter-relagdes entre os membros de um cluster de
co-citacdo e seus citadores (CHEN et al. 2010). Os artigos e palavras-chave foram

analisados usando o algoritmo de deteccéo de burst de Kleinberg (2003).
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As analises de co-citacdo sdo caracteristicas da analise do dominio do
conhecimento, entendida como uma area interdisciplinar de pesquisa voltada para o
mapeamento, minera¢do de conteudo, classificacdo e analise do conhecimento, com
ferramentas que possibilitam sua apresentacdo e navegacdo (SHIFFRIN; BORNER,
2004; OLMEDA-GOMEZ et al., 2017).

Além disso, utilizamos o instrumento de sobreposic¢éo de mapa duplo para analisar
a evolucdo da literatura cientifica em biocombustiveis relacionados a biologia sintética.
A sobreposicao de periddicos de mapa duplo fornece um mapa global do crescimento da
literatura no nivel académico (CHEN; LEYDESDORFF, 2014), mostrando a relacdo
entre as distribuicdes dos periddicos citados e os citados na literatura e revela a evolucao
da distribuicdo com o tempo (HOU; YANG; CHEN, 2018).

2.3.7 Meétricas

As propriedades das redes foram mensuradas através de métricas estruturais e
temporais. As métricas estruturais incluem a modularidade, silhueta, densidade de rede e
centralidade de intermediacdo, ao passo que as métricas de densidade de rede expressam
o0 grau de proximidade nas relac6es entre cada nd, ou seja, a propor¢do entre 0 nimero de
arestas reais na rede e o numero total possivel de arestas(HU; LIN; WILLETT, 2019).
Assim, baixa densidade denota que os vinculos entre os diferentes ndés ndo sdo muito
préximos, portanto, ha pouca cooperacdo entre eles (MA; YU; CHEN, 2019; LIU;
WANG, 2020). A densidade da rede é expressa pela seguinte Equacao (1):

l
d= n(n-1)/2 @

Onde: | representa o nimero real de linhas existentes entre os pontos e o valor maximo da
densidade é 1, mostrando o quanto uma rede é estruturada (SCOTT 2007; GUANGFEN; DONGKE, 2017).

A modularidade Q mede até que ponto uma rede pode ser dividida em blocos
independentes, variando de 0 a 1. Quanto mais proxima de 1, mais estruturada seré a
rede(CHEN; IBEKWE-SANJUAN; HOU, 2010). O algoritmo de modularidade foi
proposto por (NEWMAN; GIRVAN, 2004) e é expresso pela seguinte Equacéo (2):

Q =Yi(ey —af) 2

Onde: i denota 0 nimero de comunidades que foram divididas, e ii representa a proporcéo de linhas
internas da comunidade e todo 0 mapeamento. Se o resultado de agrupamento é mais eficaz, as linhas
internas de comunidade s&o mais, o que corresponde aos valores maiores de e ii, teremos maiores valores
Q. E0<Q <1, valores que se aproximam de Q=1, que é o0 maximo, indica uma rede com forte estrutura
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de comunidade. Na pratica, os valores para redes geralmente caem na faixa de cerca de 0,3 a 0,7. Uma vez
que valores Q > 0,3, o resultado do agrupamento ¢ eficaz ¢ a estrutura da comunidade € significativa.

A métrica da silhueta desenvolvida por Rousseeuw (1987) é util para estimar a
incerteza envolvida na identificacdo da natureza de um cluster (CHEN et al. 2010). O
valor da silhueta de um cluster varia de -1 a 1. O valor de 1 representa uma separacdo
perfeita de outros clusters (CHEN, IBEKWE-SANJUAN; HOU, 2010), o nivel mais alto
de homogeneidade (CHEN 2017). Para uma Unica amostra, o coeficiente médio da

silhueta é expresso de acordo com a Equacéo. (3):

b—-a

Silhouette = max(ab)

3)

Onde: "a" é a distancia média entre essa amostra Unica e outras amostras da mesma classe, "b" é a
distdncia media entre essa amostra Unica e amostras nas diferentes categorias mais préximas e max (a, b) é
o maiordeaeb.

A métrica de centralidade de intermediacdo de Freeman é usada para destacar
possiveis pontos centrais da mudanca de paradigma ao longo do tempo (FREEMAN,
1978). Ele mede o grau em que o né faz parte dos caminhos que conectam um par
arbitrario de nés na rede, com um valor >0,1 (FREEMAN 1978; CHEN 2006, 2005). Os
altos valores de centralidade de intermediacdo sdo identificadores de publicacdes
cientificas potencialmente revolucionarias (CHEN, 2005; CHEN; IBEKWE-SANJUAN;
HOU, 2010). A centralidade de intermediacao é expressa de acordo com a Equagéo (4):

A0
gk

Cy(®) =

Equacéo (4)

Onde: g'* € a soma de todos os caminhos mais curtos entre 0 n6 j e k, e g}%*(i) € o namero desses
caminhos mais curtos que passam pelo no i.

Como métrica temporal, usamos o algoritmo de deteccdo de burst de Kleinberg.
Essa ferramenta analisa se uma funcdo de frequéncia especifica teve flutuacGes
estatisticamente significativas ao longo de um determinado periodo. Assim, o algoritmo
de deteccdo burst € adaptado para identificar novos conceitos de frente de pesquisa
(KLEINBERG 2003; CHEN 2006; CHEN ET AL. 2010).

3.2. Explorando oportunidades tecnoldgicas em biologia sintética para etanol
celulésico: Sera o futuro da bioeconomia sustentavel

O segundo artigo (capitulo 5), intitulado “Explorando oportunidades tecnologicas

em biologia sintética para etanol celuldsico: Serd o futuro da bioeconomia sustentavel?”,
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teve por objetivo fornecer uma visdo geral dos caminhos, aplicacdes e tendéncias em
biologia sintética relacionadas a etanol celuldsico mediante a analise de patentes.

Os dados de patentes vém sendo amplamente utilizados na avaliagéo e previsao
de tecnologia (GUSTAFSSON et al., 2015) (KESSLER; SPERLING, 2016)
(KARVONEN; KLEMOLA, 2019) (TOIVANEN; NOVOTNY, 2017) (VAN DOREN et
al., 2013) (CARBONELL et al., 2016) (RIBEIRO; SHAPIRA, 2020). As patentes séo
benéficas na determinacdo da novidade para as empresas, bem como na identificacdo de
propriedade intelectual e competitividade tecnologica dos concorrentes (ABRAHAM,;
MOITRA, 2001).

Diferentes informagdes estdo contidas em uma patente. Essas informagdes podem
ser obtidas usando diferentes técnicas de analise, capazes de gerar mapas e redes de
patentes (CHANG et al., 2010; YOON et al., 2013), nas quais sdo aplicadas para descobrir
implicacdes significativas nos dados e para visualizar e auxiliar posteriormente na tomada
de decisdes técnicas, tanto de inventores, quanto de empresas que realizam P&D
(ERNST, 2003) e para formulacdo de politicas econdmicas (ARCHIBUGI; Daniele;
PIANTA, 1996; KARKI, et al. 1997).

Dentre as técnicas de andlise, a mineracdo de texto desempenha um papel
significativo no processo inovador, fornecendo informacGes valiosas para apoiar a
pesquisa e 0 desenvolvimento do campo analisado (SHAPIRA; YOUTIE, 2006; JU;
SOHN, 2015). A mineracdo de texto pode ajudar e avaliar um grande conjunto de dados
sobre os varios segmentos de um dominio tecnolégico e também auxiliam na tomada de
decisBes sobre os principais responsaveis, inventores, empresas e paises no respectivo
dominio tecnolégico (KIM et al., 2008; MUELLER; NYFELER, 2011; SINGH et al.
2016; FANTINEL et al., 2017).

O volume de patentes disponiveis em bancos de dados digitais aumentou
rapidamente nos ultimos anos. Orbit Intelligence faz parte do portal Questel-Orbit, uma
base privada de pesquisa de patentes que abrange mais de 100 autoridades mundiais. As
publicacdes sdo agrupadas em familias de patentes (AXONAL, 2015).

2.3.8 Coleta dos dados

A estratégia de busca para recuperar documentos de patentes em biologia sintética
relacionados a etanol celulésico consistiu na submissdo de palavras-chave
criteriosamente selecionadas usando a plataforma Questel-Orbit. A consulta utilizada

nesta pesquisa contém trés estratégias de busca combinadas nos campos de conceitos,
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titulo e resumo dos documentos de patentes. A primeira estratégia acercar-se das
diferentes abordagens e ferramentas relacionadas a biotecnologia utilizadas para projetar
e construir novos microorganismos ou plantas. A segunda estratégia de pesquisa
contempla os tipos de biocombustiveis relacionados ao etanol. A terceira estratégia
investiga fontes de matérias-primas empregadas para a producdo desse biocombustivel.
(Apéndice B).

2.3.9 Anélise das patentes

Para andlise das patentes em biologia sintética relacionadas a etanol celulésico
utilizamos diferentes métodos analiticos e visuais disponiveis no Orbit Intelligence,
como a ferramenta analyze que permite verificar sua distribuicdo temporal,
tendéncias tecnoldgicas, principais paises e detentores responsaveis.

O Orbit Intelligence agrupa as patentes em familias, definidas como o
conjunto de patentes que abrange a mesma invencdo em um Ou mais paises.
Formalmente, contempla o conjunto de patentes depositadas em varios paises que sao
relacionadas entre si por um ou diversos pedidos prioritarios comuns (OCDE 2009).

A contagem do namero de familias de patentes evita a dupla contagem de patentes
registradas em varios paises. Portanto, fornece uma contagem de invengdes de patentes,
configurando-se como um  procedimento capaz de atenuar essas deficiéncias
metodolégicas (DE RASSENFOSSE et al., 2013).

A distribuicdo de depositos das familias de patentes em biologia sintética
relacionados a etanol celulésico foi realizada para verificarmos o perfil de depdsitos dessa
tecnologia. Os valores correspondem as quantidades totais de familias de patentes para o
periodo de 1999 a 2019, acrescidos de uma analise de tendéncia.

As patentes foram analisadas usando a anélise semantica do Orbit Intelligence,
que consiste no agrupamento das familias de patentes de acordo com sua proximidade
semantica, auxiliando na identificagcdo dos possiveis clusters tecnolégicos.

Para elucidar os principais dominios tecnologicos e aplicacdes das familias de
patentes analisamos os codigos predominantemente utilizados para classificar as patentes,
seguindo a logica da Classificacdo Internacional de Patentes (WIPO, 2019). O IPC foi
criado na década de 1970 e, atualmente, é administrado pela Organizagdo Mundial da
Propriedade Intelectual (WIPQO) e tornou-se um padrdo como autoridade de patente em
mais de 100 paises. Trata-se de um sistema hierarquico de classificagdo dividido em oito

secOes e aproximadamente 70.000 subdivisdes, sendo que cada uma delas possui um
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simbolo que consiste expresso por meio de algarismos arabicos e letras do alfabeto latino.
Por sua vez, as se¢des sdo subdivididas em ‘classes' (por exemplo, 120 na ultima edigdo
do IPC) e estas s&o subdivididas em mais de 640 subclasses, que conseguinte s&o
divididas em grupos principais e subgrupos (WIPO, 2019). Além disso, como o cddigo
IPC pode ser demasiadamente detalhado para permitir o exame das atividades gerais de
patente, classificacbes mais agregadas podem ser (teis.

Analisamos paises prioritarios e distribuicdo de patentes vivas, isto €, 0 mercado
alvo dessas tecnologias de acordo com a distribuicdo global e a evolucdo do destino dos
pedidos de patente nos Gltimos 20 anos. A distribuicdo geogréafica de pedidos de patentes
foi rastreada a partir do ano da primeira publicacdo ao invés de sua concessao.

A distribuicdo de patentes vivas fornece informagdes relevantes sobre as
estratégias de patentes dos atores do setor estudado, pois 0s registros nacionais
configuram-se como eficientes indicadores dos mercados que precisam ser protegidos.

A andlise dos principais censitarios é importante para analisar a distribuicdo dos
solicitantes de patentes ativos em um campo de pesquisa. Os requerentes foram
analisados pelo seu nimero de patentes vivas, tamanho médio dessas familias, indice de
generalidade e originalidade. O tamanho e a média de patentes referem-se as patentes
ativas e sua amplitude, respectivamente.

O indice de generalidade de uma patente mede até que ponto 0s avangos técnicos
de acompanhamento estdo espalhados por diferentes campos tecnoldgicos.
Simplificando, é a largura do impacto de uma patente e pode ser entendido também como
a variedade de campos das citagdes futuras de uma referida patente. Essas futuras citagoes
potencialmente sdo empregadas para avaliar as geracdes posteriores de uma invencao que
se beneficiaram de uma determinada patente por meio da mensuracdo do intervalo de
campos de tecnologia e, consequentemente, de industrias que citam essa patente
(BRESNAHAN; TRAJTENBERG, 1995; HALL ET AL. 2001; OECD, 2015). A
generalidade das patentes pode ser medida pelo indice baseado em citagdes sugerido por
Trajtenberg et al., (1997). Equagéo (5):

generality of patenti =1—¥T_, (%) 2 (5)

NCITED;

Onde: NCITED ; denota o total de citagdes recebidas da patente i; NCITED i denota a patente i é
citagBes recebidas pelas patentes no campo tecnoldgico t; e T € o0 nimero de campos tecnolégicos.

O indice de originalidade de uma patente indica até que ponto a patente se baseia
em amplas raizes tecnologicas, porque € mais provavel que esta sintetize conhecimento
em uma diversidade de disciplinas. Ou seja, a originalidade mede a amplitude dos campos
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tecnoldgicos nos quais uma patente estd pautada (TRAJTENBERG et al., 1997; OECD,
2015). A originalidade das patentes pode ser medida pelo indice baseado em citacdes
sugerido por Trajtenberg et al (1997). Equagéo (6):

NCITINGit) 2 (6)

. . . . _ T
originality of patenti =1 =1 (NCITINGI

Onde NCITING ; indica o total de citacGes feitas pela patente i e NCITING i indica a patente de i
citagGes dirigidas para as patentes no campo tecnoldgico t.

O cruzamento dos dados geopoliticos e empresariais permite averiguar 0s
principais detentores dessa tecnologia e mercados alvos. ‘Por fim analisamos o0s gastos

econdmicos pertinentes asas tecnologias, tendo como varidveis 0s paises e seus
requerentes.
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4. SYNTHETIC BIOLOGY IN THE BIOECONOMY OF NON-FOOD-
COMPETING BIOFUELS

Abstract

Environmental, food, and energy security concerns call for new sustainable sources of
biobased-products and bioenergy. Recent synthetic biology developments aimed at
making biofuels by the design of non-natural biological systems, and the optimization of
existent microorganisms. These new bio-factories should supersede the first generation
of biofuels, which derive from food-related feedstocks. In this scientometric study, we
mapped the scientific literature on synthetic biology related to biofuels to assess the
progress of this research field and its relevance for a sustainable bioeconomy. We
analyzed the corresponding articles deposited in the Web of Science database, published
in a twenty-years interval (from 1999 to 2018). We captured the patterns of co-citation
and collaboration between countries, institutions, and authors. With a dual-map overlay
tool, we analyzed the relationships of the scientific disciplines in the field in two-time
intervals (1999-2008, and 2009-2018). We identified article-bursts and hot-topics using
keyword-bursts which represent research landmarks. The most productive and influential
research groups were in the United States, and the worldwide leading research institutions
were the Chinese Academy of Sciences and the University of California Berkeley. The
emergent technological roads focus on the production of non-food-related biofuels, as
derived from biomass and atmospheric CO., and synthesized by entirely pre-designed
biosynthetic systems, using yeast, bacteria, microalgae, and cyanobacteria. The present
study shows that synthetic biology is a dynamic interdisciplinary research field that
supports innovative technologies for bioenergy production from alternative feedstocks,
without competing with food production.

Keywords microbial production; data mining; bibliometric analysis; information science;

bioethanol; biodiesel

1. Introduction

Increasing concerns regarding the over-dependence on fossil fuels have spurred
demand for agrofuel production, leading to a competition for agricultural land and
changes in land use [1,2,3,4]. Ethanol produced from sugarcane in Brazil [5] and corn
from the US [6], are the leading commodities within the global renewable fuel supply
chain, followed by the production of soybean-derived biodiesel in Brazil [7] [8], and

rapeseed-derived biodiesel in Germany [9]. Growth in biofuel production supported by
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food-related agriculture has caused the biobased economy to face severe criticism in the
global economy discussion [10].

One way to minimize these negative impacts is the use of sources of non-food biomass
or wastes. Among the various biomasses with potential for production of bioenergy,
lignocellulosic biomass (agricultural and forest residues), algae, municipal waste,
industrial effluents, and animal waste are gaining attention as possible feedstocks
[11,12,13] due to low cost [14] and high production [15]. However, the high cost and the
relatively low efficiency of available enzymes and microorganisms for the transformation
of raw residual biomass into biofuels are relevant challenges currently faced by industries
[16]. To assist in the transformation of this biomass into biofuels, new biotechnological
possibilities, including those emerging from the field of synthetic biology are being used.
This includes the design and construction of new live factories, the accurate design of
new metabolic pathways, and the generation of effective enzymes [17]. Synthetic biology
is an emerging field [18, 19], harmoniously combining science and engineering to design
and build new biological parts, non-natural devices or systems, and to redesign existing
biological systems for the generation of useful products [20]. This new area of knowledge
has become a putative, sustainable alternative for the generation of bioenergy using low-
cost bioeconomy substrates [21,22]. The use of synthetic biology tools and approaches
provides the opportunity for fermentation and the manufacture of products not naturally
generated in large quantities in native microorganisms [23,24].

In the currently used biofuel production processes, the yeast Saccharomyces
cerevisiae dominates the fermentation of ethanol from sugar-based feedstocks. However,
they are not natural degraders of arc x bnabinose [25] and xylose [26], requiring the use
of engineering ways to make these sugars accessible in the fermentation process [27,28].
Another alternative route for the production of alcohol is through the
bacterium Escherichia coli due to its ability to use pentoses and hexoses [29]. Several
bacteria [30], yeasts [31, 32], algae [33, 34], and cyanobacteria [35] have the potential for
the production of fatty acids precursors for biofuels. Non-native Yarrowia lipolytica yeast
presents an industrial potential for fatty acid-producing platforms from cheap and
renewable routes [36]. Microalgae have enormous potential for the production of biofuels
because they have a high cell growth rate and can be grown on marginal lands [37] and
wastewater [38,39] thus reducing the need for nutrients for the growth of photosynthetic

cells.
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Other microorganisms are the object of studies to overcome the difficulties of those
model cell factories. Examples are photosynthetic organisms [40], that use CO- directly,
and the methanotrophic bacteria [41], which make possible the use of natural gas as a
source of carbon. Synthetic biology contributes significantly to rationally achieving the
production of non-food-related biofuels using these new biological systems [42,43,44]
and also offering the possibility to make controlled biological processes competitive and
valuable for human and animal well-being [45].

These new advances may cause significant changes in the socio-economic,
agricultural, and technological framing of bioenergy [46,47,48,49]. Furthermore, there is
worldwide concern regarding the development of a globally integrated framework for
bioenergy, its environmental impact, and its relevance in the bioeconomy [50,51,52].
Alternative sources of feedstock for bioenergy not competing with the production of food
are increasingly necessary, as they relate to concerns regarding climate change, food, and
energy security in different nations. The use of alternative feedstocks requires new
technological processes that pose new industrial challenges, research investments, and its
consequences in terms of intellectual property, production, and market access. In this
context, we want to assess the geopolitical, institutional, and intellectual panorama of the
progress of the research in synthetic biology related to biofuels [53,54] in the search of
strategic fundaments for local and globally integrated bioenergy policies.

Synthetic biology is a key, innovative technological road in the production of biofuels
from alternative feedstocks [55]. Because the production of biofuels is in the center of the
contemporary discussions on bioeconomy, we carried out a scientometric search to ask
how the current dynamics of the related scientific development is, and what could be its
role in strategy and policy formulations towards a world focused on renewable energy

sources.

2. Method

A scientometric analysis was applied in this work to evaluate the geopolitical,
institutional, and intellectual panorama of the scientific advances of research in synthetic
biology-related biofuels from sustainable, non-land use, and non-food competing
resources using the software CiteSpace. The software combines information visualization
methods, bibliometrics, and data mining algorithms in an interactive visualization tool for

the extraction of patterns in citation data [56,57].
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2.1. Research data

Articles and reviews on synthetic biology-related biofuels were collected using the
Web of Science (WQOS) - Clarivate Analytics (https://apps.webofknowledge.com). To
reach practically the whole set of publications related to the focus themes, a lexical
expansion [58] was applied, for rescuing as many relevant publications as possible. For
comprehensive coverage of the field of synthetic biology, different terms were used in
the analysis [59]. We also included terms related to metabolic engineering, the technical
approach for the proper functioning of the projected living factories [60,61].

Unlike previous research that aimed to analyze the literature probed by single-core
terms such as "synthetic biology" [62] or “ biotechnology” [63], this study uses combined
keywords for retrieving the synergy of different research fields for the production of non-
food biofuels. In this way, we expanded substantially the retrieved knowledge and gained
a more comprehensive scientific categorization of the subject. Thus, the query used in
this research contains two main search strategies combined using Boolean operators. The
first strategy directly addresses the concepts and types of non-food-biofuels. The second
research strategy addresses the concepts and approaches related to synthetic biology,
metabolic engineering, and conceptual variations. Thus, the strategy for retrieving
publications in the WOS-database by the terms selected was as follows: TOPIC: (biofuel*
OR ethanol OR biogas OR "alcohol fuel* OR bioenergy OR "microbial oil* OR
"microbial biofuel” OR biodiesel OR biobutanol OR butanol OR bioethanol OR
biohydrogen OR methanol OR bioalcohol OR "fatty acid esters" OR farnesene OR "bio-
diesel" OR "bio diesel" OR biodleo OR "bio-0il") AND TOPIC: (“synthetic biology" OR
"synthetic pathways” OR "metabolic engineering” OR "metabolic pathways" OR
"synthetic circuits” OR "synthetic systems™ OR "synthetic genomics" OR "synthetic
genome™ OR "synthetic genes"” OR "synthetic nets").

The language of recovery was restricted to "English™. The search period was defined
as from 1999 up to 2018. The search resulted in 2,863 publications (articles and reviews).
From those, 145 documents not related to the research topic were excluded, resulting in

2,718 original publications, being 2,057 articles, and 661 reviews.
2.2. Data analysis

We imported the full dataset of 2,718 publications into CiteSpace and set the time-
slicing as “1999-2018”. We selected the 50 most cited references for each year in the
chosen period to map the co-citation networks. The Pathfinder network scaling was
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adopted to prune each network and remove the redundant links between nodes [57, 64].
We then analyze countries, institutions, funding agencies, and authors based on the co-
citation network. The co-citation network of the authors was used to visualize the research
groups and detect notable developments in the scientific field through clusters. The
method focuses on the interrelations between a co-citation cluster’s members and their
citers [64]. The articles and keywords were analyzed using Kleinberg's burst detection
algorithm [65]. Besides, we used the dual-map overlay tool to analyze the evolution of
the scientific literature in biofuels related to synthetic biology. Dual-map overlay of
journals provides a global map of the growth of literature at the academic level [66],
shows the relationship between the distributions of cited journals and citing journals in
the literature, and reveals the evolution of the distribution with the time [67].

2.3. Properties of the networks

The properties of the networks were measured using structural and temporal metrics.
Structural metrics include network density, modularity, silhouette, and centrality of
intermediation. The density of the network d was used to express the degree of proximity
in the relationships between each node. Low density denotes that the links between the
different nodes are not very close, so there is little cooperation between them [68,69]. The
modularity Q was used to measure the extent to which a network can be divided into
independent blocks, ranging from 0 to 1. The closer to 1, the more structured the network
will be [64]. The silhouette metric developed by Rousseeuw [70] was used to estimate
the uncertainty involved in identifying the nature of a cluster. The value of the silhouette
of a cluster range from -1 tol. The value of 1 represents a perfect separation from other
clusters the highest level of homogeneity [57,64,71]. Freeman's centrality of
intermediation was used to highlight possible central points of the paradigm shift over
time [72]. It measures the degree to which the node is part of the paths that connect an
arbitrary pair of nodes in the network, with a value >0.1. The high values of the centrality
of intermediation are identifiers of potentially revolutionary scientific publications, as
well as gatekeepers on social networks [57,64,72].

As a temporal metric, we use Kleinberg's burst detection algorithm [65]. This tool
analyzes whether a specific frequency function has had statistically significant
fluctuations over a given period. Thus, this rupture detection algorithm is adapted to
identify new research front concepts [57,65].
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3. Results

3.1. Articles, reviews, and citations on synthetic biology-related biofuels

The publications on biofuels, synthetic biology, and metabolic engineering between
1999 and 2018 are shown in Fig. 1. The 2,718 scientific publications in biofuel-related to
synthetic biology (black bars), can be divided into two phases. The first stage (1999-2014)
is characterized by rapid scientific development. The second stage (years 2015-2018)
indicates that research in this area has entered a stable stage. In 2018, the last year of
review, we retrieved 349 publications. The scientific production was accompanied by a
substantial increase in the number of citations (black line), around 87,855 citations in the
accumulated period, expressing the continued importance of the subject within the
scientific context. The 2,718 scientific publications in synthetic biology-related biofuels
represent 9% of all publications on synthetic biology and metabolic engineering in that
period (white bars) (Fig. 1).
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Figure 1- Synthetic biology, metabolic engineering, and biofuel-related articles, and reviews,
according to Web of Science (1999-2018). Synthetic biology, metabolic engineering, and biofuel-
related articles, and reviews, according to Web of Science (1999-2018). Numbers of publications
in synthetic biology-related biofuels (Black Bars), were accompanied by an increase in the
number of respective citations (Black Line). Publications on biofuels represent 9% of the total of

publications on synthetic biology and metabolic engineering (White Bars).
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2.3.10 Changes in the knowledge on synthetic biology-related biofuels

Fig. 2 presents two Dual-Map Overlays on synthetic biology-related biofuels. The
Dual-Map Overlays function in this research was used to reveal the scientific standard
disciplines and the evolution of publications on synthetic biology-related biofuels in the
global map of the scientific literature. The articles in the network of journals on the
researched topic are located on the left side of the base map. The references cited by the
articles are located in the network of journal citations on the right side of the base map,
grouped using the z-score function. The z-score is the distance from the mean of a given
data point, expressed as the number of standard deviations [73]. Fig. 2a shows the first
ten years of analysis (1999-2008). Line thickness is proportional to the z-score value.
Publications on synthetic biology-related biofuels appear mainly in the interdisciplinary
field (citing map) of “molecular/biology/immunology” (orange citation links). The
knowledge base of this disciplinary field (cited map) is mainly related to the disciplines
of “molecular/biology/genetics”, and “environment/toxicology/nutrition”. As shown in
Fig. 2b, a new interdisciplinary field (citing map) emerged from 2009 to 2018, entitled
“veterinary/animal/science”  (yellow citation links). As well as for
“molecular/biology/immunology” (orange citation links), the knowledge (base map
cited) comes from the disciplines of “molecular/biology/genetics”, and
“environment/toxicology/nutrition”.

The journals Applied and Environmental Microbiology, Applied Microbiology, and
Biotechnology, Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS), Metabolic
Engineering, and Biotechnology and Bioengineering are the most influential sources of

knowledge in research on synthetic biology-related biofuels (Fig. 2).
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Figure 2 Dual-Map Overlays in research on synthetic biology-related biofuels. Figure 2A presents
a Dual-Map Overlays for 260 articles published between 1999 and 2008. Figure 2b presents a
Dual-Map Overlays for 2,458 articles published between 2009 and 2018. The colored curves on
the map represent the path of the references, originating from the map that quotes on the left and
pointing to the map on the right. The ellipses have two axes, horizontal and longitudinal. The
horizontal axis represents the number of authors. The longitudinal axis represents the number of

articles published in each journal.
2.3.11 Worldwide distribution of research on synthetic biology-related biofuels

The countries’ co-citation map in research on synthetic biology-related biofuels shows
51 nodes and 57 links (Fig. 3). Each node represents a country. This network of 51
countries has modularity of 0.9638, a mean silhouette value of 0.6688, and a density of
0.0414, indicating that the links between the various countries are not very close, so there
is little cooperation between them. The key countries were identified based on the
frequency of publications, centrality, and bursts of citation. The US with 1,083 and China
with 492 publications are the most active countries.

In Fig. 3 purple circles mark nodes with high betweenness centrality [72], quantifying
the importance of the node position in a network [57]. Among them, Sweden presents the
highest centrality (0.83), followed by France (0.58), and Germany (0.48). Sweden's
betweenness centrality is with Germany, England, and Switzerland. The strongest France
cooperation ties are with the US, Canada, and Poland. Germany's strongest cooperation
ties are with Sweden, Denmark, and Italy. Red rings on nodes are citation bursts and
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highlight emerging specialties [57]. By burst detection in country-analysis, we found that

Germany (6.15), Canada (5.76), and Switzerland (3.62) have shown strong citation bursts.
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Figure 3 Countries co-citation map in research on synthetic biology-related biofuels. The
generated map comprises 51 nodes and 57 links. The nodes denote co-cited Countries. Only the
most relevant countries are shown. Nodes with purple borders are points of high betweenness
centrality. The nodes marked with red rings represent countries with citation-burst. The links

indicate the connections between the nodes. The time bar is at the top of the map (1999-2018).
2.3.12 Institutions co-citation network

The institutions’ co-citation map in research on synthetic biology-related biofuels
shows 279 nodes and 260 links (Fig. 4). Each node represents a research institution. This
network of institutions has modularity of 0.9638, an average silhouette value of 0.6688,
and a density of 0.0067, which indicates that there is little cooperation between them. The
key research institutions identified based on the frequency of publications, centrality, and
bursts of citations are the Chinese Academy of Sciences with 123 publications and the
University of California Berkeley-US with 105 publications.

In Fig. 4, purple circles mark nodes with high betweenness centrality [72], showing
the importance of a node position in a network [74]. The Technical University of
Denmark has the highest centrality (0.39), with strong cooperation ties with other
institutions, namely Chalmers University of Technology, UC-San Diego, and UC-
Berkeley. The second most collaborative institution is Tsinghua University (0.24), with

strong ties of cooperation with the Chinese Academy of Sciences, Tianjin University, and
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Technical University of Denmark. Red rings on nodes are citation bursts and highlight
emerging specialties [57]. By burst detection, we found that UC-Los Angeles (8.87), Delft
University Technology (4.62), and Technical University of Denmark (4.31) have played

prominent roles in the field.
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Figure 4 Institution co-citation map in research on synthetic biology-related biofuels. The
generated map comprises of 279 nodes and 260 links. The nodes denote a co-cited Institution.
Only the most relevant institutions are shown. Nodes with purple borders are points of high
betweenness centrality. The nodes marked with red rings represent institutions with citation-burst.
The links indicate the connections between the nodes. The time bar is at the top of the map (1999-
2018)

2.3.13 Clusters co-citation map of authors and research topics on synthetic biology-

related biofuels

A landscape of the authors' co-citation sets and their respective research topics on
synthetic biology-related biofuels was generated. The co-citation network presents a
modularity of 0.9638, suggesting that the nodes are clearly defined within each cluster,
and a mean silhouette value of 0.6688, indicating a satisfactory partition [64]. The
network density of 0.0414 indicates that there is little or almost no cooperation between
the authors. Jens Nielsen of the Chalmers University of Technology, Jay Keasling of UC
— Berkeley, and James C. Liao of UC - Los Angeles, with respectively 49, 47 and 39
publications, were the most productive authors in the time surveyed. In Fig. 5, purple
circles mark the nodes with high betweenness centrality, given the importance of the node

position in a network [57], with Jay Keasling (0,14) standing out.
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The searched authors formed eleven knowledge clusters (Fig. 5). Clusters with green
areas are the oldest. The yellow areas represent the most recent ones. Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada. shows the six largest groups in terms of size (number of
references included), labels extracted from titles, abstracts, the average year of articles
cited, and coverage of citations. Each cluster is summarized with a list of phrases selected
from the abstracts of the articles that mention at least one member of the cluster and are
weighted by the algorithm log-likelihood ratio (LLR) [57,64].

The largest cluster (# 0), which is labeled as “versatile sugar dehydrogenase” contains
41 references (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.), with a silhouette value of 1,
indicating to be a cluster highly consistent or similar in terms of content searched [64].
The references were published mainly around the year 2014. This knowledge cluster
contains studies on l-arabonate and d-galactonate production by expressing a versatile
sugar dehydrogenase in metabolically engineered E. coli [75], direct bioconversion of d-
xylose to 1,2,4-butanetriol in an engineered E. coli [76], engineered Rhodosporidium
toruloides for increased lipid production [77], and gene amplification for accelerating
cellobiose utilization in engineered S. cerevisiae [78]. Each of these articles covered not
less than 5% of the 41 references.

The second-largest cluster (#1), labeled as “redox balance principle” contains 34
references (Table 1), with a silhouette value is 0. 911. The references were published
mainly around the year 2014. This knowledge cluster contains studies on high-
throughput, in vivo selection platform for NADPH-dependent reactions based on redox
balance principles [79], engineering a Coenzyme A (CoA) [80, 81], ethanol production
in Clostridium thermocellum via deregulated nitrogen metabolism [82], and perturbed
sulfur metabolism [83]. Each of these articles covered not less than 3% of the 34
references.

The third-largest cluster (#2), labeled “sesquiterpene production” contains 29
references (Table 1), with a silhouette value is 0. 946. The references were published
around the year 2014. This knowledge cluster contains studies on the analysis of
proteomics as a tool to direct metabolic engineering [84], sesquiterpene production in S.
cerevisiae [85,86], and characterization of E. coli using a Multi-Omics base [87]. Each
of these articles covered not less than 4% of the 29 references.

The fourth-largest cluster (#3), labeled “redox balance principle” contains 25

references (Table 1), with a silhouette value is 0.977. The references were published
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around the year 2014. This knowledge cluster contains studies on cell factories for a-
santalene production [88], lactate production by cyanobacteria [89], and reconstruction
and evaluation of the synthetic bacterial MEP pathway in S. cerevisiae [90]. Each of these
articles covered not less than 3% of the 25 references.

The fifth-largest cluster (#4), labeled “redox balance principle” contains 24 references
(Table 1), with a silhouette value is 0.984. The references were published around the year
2014. This knowledge cluster contains studies on d-lactic acid production by S. cerevisiae
[91], metabolomics approach [92], yeast strain metabolically engineered for tolerance to
fermentation inhibitors [93], and 2,3-Butanediol (BDO) production by S. cerevisiae [94].
Each of these articles covered not less than 3% of the 24 references.

The sixth-largest cluster (#7) is the most recent one among all clusters shown in Fig.
5. It is labeled “Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4”. It contains 16
references, with a silhouette value of 0.984. The references were published around the
year 2015 (Table 1). This knowledge cluster contains studies on plastidial triacylglycerol
synthesis, the potential regulatory role of AGPAT in the model diatom Phaeodactylum
tricornutum [95], glycerol and neutral lipid production in the oleaginous marine diatom
P. tricornutum [96], antisense knockdown of pyruvate dehydrogenase kinase for neutral
lipid accumulation in P. tricornutum [97], and genome editing in C.
saccharoperbutylacetonicum N1-4 with the CRISPR-Cas9 system [98]. Each of these

articles covered not less than 3% of the 16 references.
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cited authors. Only the most relevant authors are shown. The nodes marked with red rings
represent authors with citation-burst. The links indicate the connections between the nodes. The
time bar is at the top of the map (1999-2018)

Table 1- Summary of emerging clusters on synthetic biology-related biofuels

Cluster Size Silhouette Label (LLR) Citee Citation
Year Coverage
Versatile  Sugar  Dehydrogenase
(219.06, 1.0E-4); D-Galactonate
#0 41 1 Production (219.06, 1.0E-4); Engineered 2014 [75,76,77,78]
Saccharomyces  cerevisiae  (204.24,
1.0E-4)

Redox Balance Principle (197.02,

1.0E-4); Nadph-Dependent Reaction [79.80,81,82,83]

# 34 0911 (197.02, 1.0E-4); Vivo Selection 2014

Platform (197.02, 1.0E-4)

L oB4), Prinipal Component Analys (84,85,86,7)
#2029 0946 o= P P 4 2014

(209.89, 1.0E-4); Characterizing Strain
Variation (189.08, 1.0E-4);

Saccharomyces cerevisiae  (360.26, [88, 89,90]
1.0E-4); Co-Factor Supply (207.54,

#3 25 0.977 1.0E-4); Alpha-Santalene Production 2014

(207.54, 1.0E-4)

Recombinant xylose-fermenting strain
4 24 0.984 (191.79, 1.0E-4); Metabolic Pathway 2014 [91,92,93,94]

' Engineering (191.79, 1.0E-4); Formic

Acid Tolerance (191.79, 1.0E-4)

Clostridium

saccharoperbutylacetonicum nl-4 [95,96,97,98]
47 16 0.984 (275.82, 1.0E-4); Model Diatom 2015

Phaeodactylum tricornutum (197.67,
1.0E-4); Potential Regulatory Role
(197.67, 1.0E-4)

2.3.14 Papers with the strongest citation bursts on synthetic biology-related biofuels

The key papers with the citation bursts of the research on synthetic biology-related
biofuels are shown in Table 2. The citation bursts function was used to highlight
documents with the strongest bursts. The blue lines represent the periods analyzed (1999
to 2018), and the red lines indicate the start and the final years of the respective
document's citation burst [57,65]. They are articles that have influenced considerably the
scientific development of the field. The first two articles with more citation bursts address
metabolic engineering and its tools [99]. They present a review of the metabolic pathways

used to produce advanced biofuels regardless of feedstock and host, together with data-
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based approaches and synthetic biology for host and path optimization. They project the
future of biofuel production. Atsumi, Hanai, and Liao [100] make use of these metabolic
engineering tools in E. coli to produce higher alcohols from glucose. The third article, by
Gibson et al. [101], presents an isothermal, single-reaction method for assembling
multiple overlapping DNA molecules by the concerted action of a 5’ exonuclease, a DNA
polymerase, and a DNA ligase.

The fourth and fifth article with more citation bursts presents the potential of E. coli
bacteria in the production of butanol. Atsumi et al. [102], designed a synthetic pathway
in E. coli to produce 1-butanol. For the authors, the success in the production of 1-butanol
from the engineering of E. coli opens the possibility of using non-native organisms, easily
manipulated for the production of 1-butanol. Shen et al. [103], constructed a modified
clostridial 1-butanol pathway in E. coli to provide an irreversible reaction catalyzed by
trans-enoyl-coenzyme A (CoA) reductase (Ter), and created NADH and acetyl-CoA
driving forces to direct the flux.

The sixth article presents the potential of the cyanobacterium Synechococcus
elongatus. Atsumi et al., [104], genetically engineered the strain S. elongatus PCC7942
to produce isobutyraldehyde and isobutanol directly from CO2, and increased productivity
by overexpression of ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco). The
combined use of genetic engineering in Y. lipolytica aiming to significantly increase the
production of lipids, from Tai and Stephanopoulos [105], is the seventh article with the
highest burst strength. The authors demonstrated the ability of Y. lipolytica to produce
lipids, and the metabolic engineering effects of two important steps in the lipid synthesis
pathway, which acts on the flow deviation for lipid synthesis, and creates the driving force
for the synthesis of triglyceride (TAG). In the eighth position is the article by
Dellomonaco et al. [106]. The authors demonstrated that a functional reversal of the -
oxidation cycle can be used as a metabolic platform for the synthesis of alcohols and
carboxylic acids with various chain lengths and functionalities.

In the ninth position, Zhang et al. [107] presented a dynamic sensor-regulator (DSRS)
to produce products based on fatty acid in E. coli, with the potential for biodiesel
production. In the tenth position is the article by Runguphan and Keasling [108]. The
authors designed the yeast S. cerevisiae to produce biofuels derived from fatty acids, and
chemicals from simple sugars [108].
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Table 2 Top scientific articles with the strongest citation bursts in the research on
synthetic biology-related biofuels

Articles Year Strength Begin End 1999 - 2018
Peralta-Yahya et al. [99] 2012 371.738 2013 2018 —
Atsumi, Hanai and Liao [100] 2008 367.477 2010 2016 m—
Gibson et al. [101] 2009 270.418 2013 2018 ————
Atsumi et al. [102] 2008 269.481 2010 2014 -
Shen et al. [103] 2011 264.006 2012 2018 ——
Atsumi et al. [104] 2009 256.165 2011 2016 -
Tai and Stephanopoulos [105] 2013 216.846 2014 2018 —
Dellomonaco et al. [106] 2011 214931 2012 2018 ————
Zhang et al. [107] 2012 212.798 2013 2018 ——
Runguphan and Keasling [108] 2014 210.905 2015 2018 —

2.3.15 Emerging trends and new developments in the research on synthetic biology-
related biofuels

Using keyword-bursts, we analyzed the new trends in the field. The burst of a keyword
means that it has received or receives special attention from academic circles in a specific
period [57,65]. Table 3 presents the length and intensity of the top twenty keyword-bursts.
These high burst values indicate that the aspects these words referred to are hot topics and
research boundaries in synthetic biology-related biofuels.

The most intense word is Y. lipolytica due to its enormous industrial potential for the
future bio-refinery platform [36]. Research on Y. lipolytica and oleaginous yeast aim to
increase the production of fatty acids from cheap and renewable routes [36] in a context
more adaptable to industrial applications. With the advent of synthetic biology, new
approaches such as proteomic analysis [109,110], gene overexpression [111], are being
applied to this yeast. Recently the CRISPR-Cas9 tool was successfully applied in Y.
lipolytica for genomic-oriented manipulation [112].

The anaerobic digestion processes in microbial communities have ample potential for
bioenergy, as they allow the use of low-cost feedstocks, such as wastewater and biomass,
to produce biofuels. Thus, different omics-tools have been applied in Coprothermobacter
proteolyticus [113] and Pseudomonas putida [114].

The production process of bioethanol is the one with the best technical development
among microbial biofuels. This technology is expected to be mature in the coming years.
Tooling advances in metagenomics [115], orthogonal communication systems [116],

metaproteomics [117], metabolomics [118], and metabolic engineering [119] have been
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developed in an attempt to solve the critical stages of the microbial fermentation process,
and to increase yields in the production of cellulosic bioethanol.

Most industrial applications using microorganisms as living factories make use of
lignocellulosic biomass or agricultural waste [120], relating this word to a research hot
topic. The co-fermentation of different sugars from lignocellulosic biomass and residues
from it allows the ethanol production processes to become economically viable [121].
However, microorganisms potentially usable in these fermentative processes are not
naturally adaptable to extreme industrial conditions [122], given the low productivity,
low resistance to stress, and accumulation of by-products due to the recalcitrance of
biomass [123,124]. To overcome these limitations, several genetic engineering strategies
in microorganisms have incorporated the use of synthetic promoters in the study of gene
function [125] and transcription factors (TF) as regulators of metabolic pathways to
increase the production of biofuel molecules from lignocellulosic biomass [126,127,128].

E. coli is a gram-negative bacterium considered to be the most popular workhorse for
industrial production due to complete knowledge of its genomics. Also, E. coli is widely
used as a gene donor [115] for new functions in the metabolic pathway in a series of other
microorganisms [129]. However, the main disadvantages of this bacterial culture are the
narrow pH growth range (6.0-8.0), in addition to the fact that ethanol is not a central
product of this bacterium. Thus, research is focused on the development of synthetic
promoters [130] for targeting new mevalonate pathways for multiple cellular processes
[131,132] among other synthetic biology approaches.

Another gram-negative bacterium with biotechnological potential is Klebsiella
pneumoniae, widely used in microbial consortia in an attempt to improve tolerance to
xylose [133]. K. pneumoniae is nutritionally versatile, with numerous native pathways
for the production of biofuels, and a well-known and industrially important platform for
chemicals derived from various sugars [134]. Proteomic [135] and differential
metabolomics [98] analysis provide new routes and perspectives for the production of
industrial metabolites such as n-butanol [136].

It is not new that microalgae have enormous biosynthetic potential under adverse
physiological conditions [33], being recognized as a propitious source for the sustainable
production of bio-based fuels. P. tricornutum is a microalga model with significant
biotechnological potential for future biorefineries [38]. Microalgae are photosynthetic
microorganisms with a capacity for lipid accumulation, given the possibility of
transforming CO; and heat into chemical energy at scales larger than those produced by
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terrestrial plants [137,138]. Besides, they can use wastewater [38,39] which reduces the
need for other valuable nutrients. Therefore, the research focuses on the genomics of the
metabolism related to the formation and accumulation of lipids [139,140]. The
performance of new promoters under nitrogen starvation conditions are also studied in

this photosynthetic microorganism [141].

Table 3 The top 20 keywords with the strongest bursts of citation in the research on synthetic
biology-related biofuels, as published in the most recent years of the period of analysis.

Classes Keywords Strength  Year  Begin End 1999 - 2018
Organisms Yarrowia lipolytica 160.346 1999 2016 2018 —
oleaginous yeast 82.659 1999 2016 2018 —
E. coli 54.287 1999 2014 2018 a—
Klebsiella pneumoniae 54.065 1999 2016 2018 —
Phaeodactylum tricornutum 51.463 1999 2016 2018 —
Microalgae 45.048 1999 2016 2018 —
anaerobic digestion 83.171 1999 2016 2018 —
Processes advanced biofuel 82.808 1999 2014 2018 —
and products  pjoethanol production 82.265 1999 2015 2018 a—
lignocellulosic biomass 62.484 1999 2015 2018 —
Promoters 58.377 1999 2015 2018 a—
Biorefinery 43.827 1999 2016 2018 —
Sequence 43.701 1999 2016 2018 R
nitrogen starvation 39.342 1999 2015 2018 —
Wastewater 38.613 1999 2016 2018 —
mevalonate pathways 38.257 1999 2016 2018 —
Accumulation 33134 1999 2016 2018 —
Biotechnology 31.641 1999 2016 2018 —
n butanol 5.198 1999 2016 2018 —
transcription factor 4.045 1999 2015 2018 —

The keyword-bursts analyzed and discussed here provide an overview of the main
trends and important topics in the field of research focused on synthetic biology-related

to non-food biofuels.

4.1. Discussion and future perspectives

We analyzed the geopolitical and institutional scenario and examined the
contemporary content of the scientific literature in the field of synthetic biology related
to biofuels. Our results highlight the evolution of concepts, and emergencies that may
assist in assessing scientific development and in suggesting future policy formulations for
a world focused on a sustainable bioeconomy.

The scientific evolution observed in recent years is mainly due to advances in the
metabolic manipulation of microorganisms [142,143,144,145,146] and by the reduction
of cost of DNA sequencing and synthesis [147,148]. Scientific publications have

undergone significant changes in their theoretical and methodological background in
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recent years. These changes in disciplinary foundations have evolved to respond to the
new needs of world society, becoming increasingly multidisciplinary.

In this study, we showed that the geopolitical distribution of publications originates
mainly from high-income countries, such as the US. The US achieved great advantage
and influence in the field of synthetic biology related to biofuels, as noticed not only by
the number of publications but also by the collaboration with countries of high centrality
and by government investments in synthetic biology [149, 150]. This technology offers
notable benefits not only for the production of biofuels but also for other applications. In
the US synthetic biology is seen as a technological path for providing a healthier life, less
dependence on fossil resources, new manufacturing processes, increased productivity in
the agricultural sector, and for the creation of new jobs through the development of bio-
based markets [151]. Institutions in the US are at the top of the ranking in terms of
absolute contribution and influence.

We looked at the development and the academic influence of the authors according to
the number of publications and centrality of their respective work. Each author presented
in Table 4 is responsible for at least 20 articles. It indicates the researchers who actively
investigate the application of synthetic biology in the production of biofuels, or related
fields.

In the analysis of the authors' co-citations (Table 1) some characteristics of the network
of the research in synthetic biology-related to biofuels were pointed out. The intellectual
base presents topics with interdisciplinary characteristics. It can be seen that their link is
in the use of metabolic and genetic tools for expression and modification of cellular
microorganisms for the production of bioethanol and fatty acids from biomass and low-
cost waste.

Analysing the articles-bursts and keywords-bursts, we identified the evolution of the
conceptual base in the field [57], helping scholars to better understand the trends at critical
research points. The domains of knowledge verified in the analysis of articles-burst went
from complex analysis to methodologies aimed at low-cost gene synthesis and assembly
of synthetic paths. The design and the construction or modification of new molecular and
cellular matrices for synthetic paths/modules, including promoters, RNAs, and
scaffolding [152] lead to new industrial processes for the production of metabolites such
as bioethanol and fatty acids [153].

Similarly, keyword-bursts analysis was used to determine the new frontiers and
scientific trends. In our study, the emerging trends were mainly focused on the research
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and development of oilseed yeasts with Y. lipolytica, gram-negative bacteria like E.
coliand K.  pneumoniae, microalgae, and P. tricornutum for the production
of advanced biofuels, with emphasis on bioethanol and n-butanol from lignocellulosic
biomass and wastewater. Promoters, transcription factors, and genetic sequencing tools
are used for the regulation of metabolic pathways to increase lipid accumulation and for
the production of biofuel molecules in these microorganisms. The high explosion values
indicate that the aspects to which these keywords belong are still important topics and
frontiers for research on biofuels related to synthetic biology in the future. Also, related
to these words, others are verified as meta-transcriptomics, meta-genomics, assimilation
metabolism, proteomic analysis, genetic and metabolic engineering in their application to
transform living factories into biorefineries.

Given the availability of genetic and molecular tools to redesign existing native
pathways or create a new synthetic pathway, E. coli was the best choice for producing
biofuels from renewable energy sources [29]. However, the toxicity of the product is one
of the main bottlenecks in achieving maximum production of biofuels. With that in mind,
Xu et al. [154] used host deformation engineering to alleviate the issue of solvent toxicity
in fermentation. Likewise, new synthetic promoters in E. coli provide better production
of biochemicals and biofuels by fine-tuning levels of gene expression [155]. Bervoets et
al. [116] present a set of orthogonal expression systems based on Bacillus subtilis sigma
heterologous factors that may contribute to the assembly of more complex synthetic
genetic systems in the future. In addition to being used as a living factory, due to complete
knowledge of its genomics, E. coli is also used as a gene donor [115] for new functions
in the metabolic pathway or as for a series of other microorganisms [129].

In an attempt to overcome the obstacles to greater use of biomass, new research in
biomanufacturing based on genomics in microorganisms, enzymes, and new metabolic
pathways has started a new era of discoveries with industrial potential [156,157]. An
example is Y. lipolytica research aimed at increasing the production of fatty acids from
cheap and renewable routes [36], in a context more adaptable to industrial applications.
We can add new genome editing tools based on the CRISPR-Cas system, leading to
greater viability in industrial microbial systems producing consumer goods [158,159],
allowing the production of lipids with industrial potential for future biorefinery platforms.
The use of microalgae has enormous energy potential, given the possibility of
transforming CO. and heat into chemical energy at scales much larger than those
produced by terrestrial plants [137] without competing with food production. P.

60



tricornutum is a strain with significant biotechnological potential for future
photosynthetic biorefineries [160]. New species of microalgae, including Scenedesmium
sp NBRI012, have high productivity of biomass, carbohydrates, and lipid content. After
the production of bio-hydrogen, residual biomass with a high lipid content can be used as
a source for the production of biodiesel [137].

At the same time, lignocellulosic biomass, agricultural residues, and wastewater have
been emphasized as feedstock for the production of advanced biofuels using synthetic
living factories. Thus, bioprocesses that use live factories are turning their attention to
new substrates, leaving aside the use of glucose, for greater use of non-food biomass,
CO», and low-cost waste as carbon sources, drawing attention to the potential of a
bioeconomy regimen. The potential of lignocellulosic biomass provides a new path for
the production of biofuels that do not compete with food because it is cheaper and
available in large quantities [161,162]. In Brazil, as a pertinent example, the territorial
extension and the regional edaphoclimatic characteristics make possible the intensive
production of biomass for industrial biotechnology at a lower cost, compared to other
countries that prospect for synthetic microbial cells. Concomitantly, there is also the
possible use of agro-industrial by-products and residues as substrate [163]. Brazil, in the
future, may become the largest producer of products of biobased origin. Another
candidate substratum of great potential is the use of wastewater because the use of this
cheap and abundant resource can significantly minimize input and energy costs in
biofuels production processes [164].

Different engineering strategies, like automation, regulation, and reengineering of
cellular machines can be tested on hosts in a relatively short time and at a lower
experimental cost. However, while enabling predictive approaches to assist in research
and development of biomolecules in various synthetic pathways at the destination host
[156] we still face a knowledge gap that does not allow us to project cells in an
environment in a truly predictable way that results in a lineage with increased cell yield.
New cellular systems capable of using different carbon sources are needed for the
production of biofuels [165], including genetic parts specifically related to biosensors and
inducible promoters [166]. Emphasis is put on the development of tools for a better
understanding of the metabolism of fatty acids [153] and genomic expression in
oleaginous yeasts [167] allowing the use of cheaper and renewable substrates in industrial
applications. In microalgae, new tools are needed that can improve nuclear manipulation

and the construction of a synthetic genetic network on a genome-scale, thus being able
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shortly to increase the biomass rate and CO: fixation capacity by these microorganisms
[34]. Metabolic engineering in microalgae may improve control over lipid and growth
pathways, resulting in more reproducible and predictable systems compared to wild-type
strains [33].

On the other hand, there are political and economic issues. Given the lower
productivity and high costs of bioproduction, the use of microorganisms as living
factories is still difficult to compete with conventional industries [168]. Factors such as
the current relatively low prices of fossil fuels and the devaluation of biofuels by
developing countries make this technology lose space in the bioenergy market [169]. In
the case of Brazil, despite the earlier policies for the development of biofuels,
governmental inputs for fossil oil production, like the ocean pre-salt oil initiative in 2007,
biofuels have been so far left behind. Thus, appropriate government policies are needed
to increase interest in the production of advanced biofuels using live factories, so that this
technology can achieve market success in the coming years.

Having overcome the challenges, synthetic biology could reach and cover not only the
biofuel supply chain but also other areas that form agribusiness, with greater added value
[170]. The synthetic biology tools applied to microorganisms offer the possibility of
producing chemicals for agricultural production that can increase agricultural
productivity [171], give greater nutritional value to agricultural products [172], and
benefit the environment [173]. Live factories can also be used to make substances
currently produced by plants, for the food [174] and medicine [175,176] sectors, among
others. Thus, the diversity of compounds and molecules that can be produced using
synthetic living factories can revolutionize the production of biomolecules for routine and
common use, entering a new era of bioeconomy, with the development of bioproducts of
high economic value [177,178,179]. We look forward to synergistic, institutional efforts
to support the development of organic production systems economically viable, without
aggravating land [180] and water use [181] and limiting the environmental impact of
human activities while expanding the industry into new frontiers of bioenergy and other

bio-based products.
4.2. Conclusion

In this article, we provide indicators to be used in the context of energy policy related
to bioenergy, as well as to assess perspectives and knowledge on the use of synthetic
biology tools for the production of microbial biofuels from sustainable bioeconomy
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resources. This study contributes to several aspects of our current understanding of this
interdisciplinary research field.

First, the research approaches on biofuels using synthetic biology retrieved here
reverberates the concept of bioeconomy in the development of new forms of energy
production and consumption, using new renewable biological substrates. The transition
from an economy based on fossil resources to a bio-based economy is associated with the
production of biofuels that do not use food-related feedstocks. This will be possible by
combinations of approaches and tools of synthetic biology and evolutionary engineering
in industrial bioprocesses.

Second, our analysis can help bioenergy, bioeconomy, and biotechnology researchers,
funding agencies, and policymakers explore information relevant to this field regarding
stakeholders, countries, institutions, and researchers, as well as new emerging trends and
topics which form a thriving academic and industrial community.

Finally, although the study is not an exhaustive analysis of the entire scientific
literature, given the exclusive use of the Web of Science database
(https://apps.webofknowledge.com), it allows us to consider the technological
importance of producing advanced biofuels from new sources of sustainable biomass by
synthetic biotechnologies. However, we remain with important questions unanswered,
like whether the use of these synthetic life factories is a low carbon process. The
development of appropriate thermodynamic indicators related to energy, exergy, and

emergency should help to answer such key questions.
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5. OPORTUNIDADES TECNOLOGICAS EM BIOLOGIA SINTETICA PARA
ETANOL CELULOSICO: SERA O FUTURO DA BIOECONOMIA
SUSTENTAVEL?

Resumo

A biologia sintética esta revolucionando a forma como produzimos mercadorias e compostos de
alto valor, indispensaveis ao desenvolvimento da sociedade moderna. Para a seguranca
energética, os avancos nas ferramentas de biologia sintética em microorganismos e plantas
contribuem significativamente para progressos da producdo de biocombustiveis a partir de
matérias-primas de biomassa lignoceluldsica. A utilizacdo de microorganismos como fabricas
vivas para a producdo de etanol apresentam vantagens significativas em comparacao a primeira
geracdo de etanol, pois ndo impactardo no meio ambiente e nem na seguranca alimentar para as
futuras geracdes podendo que. desenvolvendo e ampliando a bioeconomia. Com base nos dados
de patentes analisamos as aplicacBes das ferramentas de biologia sintética relacionadas a etanol
celulésico, analisando as tendéncias tecnoldgicas, distribuicdo regional, institucional e de
mercado de P&D dos ultimos vinte anos (1999-2019). Um total de 298 familias de patentes foram
recuperadas usando o Orbit Intelligence, indicando clara e consistentemente, que a produtividade
da inovacdo vem declinando nos altimos anos. As estradas tecnoldgicas emergentes foram
identificadas como modificacdo de cepas de leveduras e bactérias utilizando ferramentas de
engenharia metabdlica, engenharia genética e biologia sintética para uma melhor tolerancia as
diferentes fontes de carbono, co-fermentagdo de biomassa lignocelulésica, métodos de
propagacdo de microorganismos e pré-tratamento de biomassa. O pais mais produtivo
correspondeu aos EUA, onde localizam-se inumeras empresas e instituicdes requerentes.
Também observamos que o desenvolvimento de fabricas vivas celulares robustas podera tornar a
producdo de etanol menos dependente de substratos bioeconémicos alimentares e mais
sustentavel socioeconomicamente. Podemos concluir que este estudo extrai e apresenta distintas
oportunidades tecnolégicas, servindo como Proxy para o desenvolvimento da biotecnologia
sintética aplicada na producdo de etanol celulosico.

Palavras chaves: Producéo microbiana, Biodiesel, Bioenergia, Desenvolvimento Social.
5.1. Introdugéo

A transicdo de uma economia baseada em recursos fosseis para uma bioeconomia
perpassa, necessariamente, pela utilizacdo de biotecnologias sintéticas (Clarke and
Kitney, 2016; de Lorenzo and Schmidt, 2018; French, 2019; Srivastava et al., 2020). A
biologia sintética vem evoluindo e afetando positivamente a vida humana, oportunizando
projetar e construir novas pecas biologicas, dispositivos e sistemas ndo existentes e/ou
redesenhar sistemas bioldgicos ja existentes (Benner and Sismour, 2005; Khalil and
Collins, 2010; Ren et al., 2020) para a producéo de biocombustiveis e produtos quimicos
uteis (Nielsen and Keasling, 2011; Chownk et al., 2019).

A sobreposicdo dos campos da biologia sintética e da bioeconomia ocorre quando
consideramos esta como parte da economia que se utiliza de novos conhecimentos
bioldgicos para fins comerciais e industriais, melhorando o bem-estar do ser humano

(Enriquez, 1998; Zilberman et al., 2013). Contudo, essa percepc¢éo se intensifica quando
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pensamos em uma utilizacdo sustentavel da biomassa para a producdo de
biocombustiveis-ndo alimentares (Philp, 2015; Aro, 2016; Dupont-Inglis and Borg,
2018).

Atualmente, o etanol produzido a partir da cana-de-agucar pelo Brasil (Rudorff et al.,
2010) e de milho pelos EUA (Pimentel and Patzek, 2007) é a principal commodity na
cadeia global de combustiveis renovaveis com utilizacdo similar a gasolina. Todavia, tal
fendmeno fomenta embates cientificos sobre a seguranca alimentar e o uso da terra, haja
vista que tratam-se de matérias-primas a base de amido ou/e acucar e que podem ser
destinadas, direta ou indiretamente, a alimentacdo humana (Carlson et al., 2012; Cassidy
et al., 2013; Fitzherbert et al., 2008; Tomei and Helliwell, 2016; Rulli et al., 2016).

Na producao microbiana de etanol a partir da fermentacdo de biomassa lignocelulésica
essa dependéncia por matérias-primas alimenticias € superada, sendo uma alternativa
sustentavel para a geracdo de bioenergia usando substratos da bioeconomia (Guerriero et
al., 2016; Lara-Flores et al., 2018). A biomassa lignocelulésica é uma das matérias-primas
mais abundante no globo (Tye et al., 2016; Narnoliya et al., 2018), com uma producéo de
aproximadamente 181,5 bilhdes de toneladas/ano.(Paul and Dutta, 2018; Dahmen et al.,
2019), podendo provocar mudancas significativas nos sistemas socioecondmicos,
agricolas e energéticos quando empregada de forma eficiente (Ingle et al., 2019).

No entanto, a biomassa lignocelul6sica € composta por polissacarideos (celulose,
hemicelulose e lignina) que fornecem resisténcia natural as paredes celulares das plantas
a desconstrucdo microbiana em processos de fermentacao, conhecida com recalcitrancia
(Himmel et al., 2007; Somerville et al., 2010), diminuindo os rendimentos e elevando 0s
custos de producdo (Yang and Wyman, 2007). Entretanto, com os avangos ferramentais
de biologia sintética em meta-genomics (Chen et al., 2018), engenharia genética
(EauClaire et al., 2016), sistemas de comunica¢do ortogonal (Bervoets et al., 2018),
metaproteomics (Speda et al.,, 2017), metabolémica (Pandey, 2017) e engenharia
metabdlica (Hollinshead et al., 2014; Liao et al., 2016; Du et al., 2019) vem sendo
utilizadas na tentativa de solucionar as etapas criticas do processo de fermentacédo
microbiana e elevar os rendimentos na producdo de etanol celulésico.

Por ser um campo altamente tecnoldgico, inimeras empresas estdo comegando e
crescendo com a biologia sintética para producdo de combustiveis renovaveis. Do ponto
de vista industrial, o estabelecimento de atividades nesse campo nao depende apenas da
aptiddo de um determinado organismo para produzir um determinado composto, mas de

tornar-se uma atividade lucrativa no longo prazo. No entanto, o baixos rendimentos,
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titulos e produtividade em processos industriais (Chisti 2013; Rahman et al. 2016;
Khetkorn et al. 2017; Xue et al. 2017) ainda s&o recorrentes em fungdo das baixa
densidade celular, retardando a expansdo industrial eficiente desse campo (Jullesson,
David, Pfleger and Nielsen 2015). No entanto, ndo deve ser negligenciado seu uso para a
producdo de biocombustiveis. Estima-se que a tecnologias de biologia sintética para a
producdo de etanol estejam disponiveis nos préximos anos (Dehghani Madvar et al.,
2019).

O desenvolvimento cientifico e tecnoldgico exige grande esforco em capital humano
e financeiro pela industria, e sua posse traz vantagens competitivas ao responsavel quando
depositadas em um banco de patentes. A analise de patentes é uma das melhores
abordagens para acessar 0s aspectos tecnoldgicos e comerciais de um campo especifico
(Devarapalli et al., 2016). Logo, embora, haja interesse em trabalhos anteriores na busca
de patentes em etanol celul6sico (Gustafsson et al., 2015; Kessler and Sperling, 2016;
Karvonen and Klemola, 2019; Toivanen and Novotny, 2017) ou acerca da biologia
sintética (van Doren et al., 2013; Carbonell et al., 2016; Ribeiro and Shapira, 2020), ndo
foram verificadas pesquisas que contemplem ambos 0s campos tecnoldgicos e sua
resposta as necessidades energéticas futuras pautadas em uma bioeconomia sustentavel.

Assim, tendo em vista o potencial da biologia sintética para desenvolver e ampliar a
bioeconomia sustentavel no futuro proximo, a pesquisa se propde a fornecer uma visao
geral dos caminhos, aplicacfes e tendéncias em biologia sintética relacionadas a etanol
celulésico mediante a analise de patentes. Da mesma forma, analisamos diferentes
indicadores para fornecer uma visao geral dos esforcos de P&D, panorama geopolitico e
institucional, analise de mercado, co-classificacdo de dados usando o IPC e anélise de
contetdo das patentes em biologia sintética relacionadas a etanol celuldsico nos ultimos
20 anos. Fornecemos um conjunto de dados centrais de alta qualidade a partir do banco
de dados do Questel-Orbit podendo contribuir na formulacdo de novas politicas
orientadas para o seu desenvolvimento e aplicacdo em mercados emergentes, assegurando
0 desenvolvimento bioeconémico para as proximas geracfes (Dehghani Madvar et al.,
2019).

5.2.Métodos

Documentos de patentes estdo sendo amplamente utilizados para mapear o surgimento
de novas tecnologias para a geracao bioenergética (Kessler and Sperling, 2016; Toivanen
and Novotny, 2017; Arnold et al., 2019; Arbige et al., 2019). Assim, coletamos e
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analisamos dados de pedidos de patentes relacionados ao tema em estudo por meio do
Orbit Intelligence, considerando como horizonte temporal os Gltimos vinte anos (1999-
2019). O Orbit Intelligence faz parte do portal Questel-Orbit, uma base privada de
pesquisa de patentes que abrange mais de 100 autoridades mundiais. As publica¢des sao
agrupadas em familias de patentes (Axonal, 2015). Entendidas como uma colecdo de

patentes concedidas em varios escritorios de patentes (Wu et al., 2019).

2.3.16 Selecédo de fonte de dados e amostra

Realizamos uma analise dos documentos de patentes em 21 de dezembro de 2019 no
portal Questel-Orbit usando o Orbit Intelligence. A estratégia de busca para recuperar
documentos em biologia sintética relacionados a etanol celulésico consistiu na submissao
de palavras-chave criteriosamente selecionadas. A consulta utilizada nesta pesquisa
contém trés estratégias de busca combinadas nos campos de conceitos, titulo e resumo
dos documentos de patentes. A primeira estratégia acercar-se concerne a diferentes
abordagens e ferramentas relacionadas a biotecnologia utilizadas para projetar e construir
novos microorganismos ou plantas. A segunda estratégia de pesquisa contempla os tipos
de biocombustiveis relacionados ao etanol. A terceira estratégia investiga fontes de
matérias-primas empregadas para a producdo desse biocombustivel. Operadores
booleanos e simbolos de proximidade foram utilizados. Assim, a estratégia de
recuperacdo de patentes foi a seguinte: ((synthetic 2D (biolog+ OR genom+ OR nets))
OR (metabolic 2D (engineer+ OR pathway+))) AND (ethanol OR bioethanol OR second
generation OR 2G OR Bio alcohol) AND (lignocellulosic 2D (biomas+)) AND (xylose
OR hemicellulose OR pentose OR residue OR corn stover OR switchgrass OR rice straw)
AND (sugar 2D (cane bagasse OR fermentation)). A classificacdo das patentes seguiu o
IPC (Classificacéo Internacional de Patentes). Como retorno, trezentas e trinta e duas (n=
332) familias de patentes de janeiro de 1999 a 20 de dezembro de 2019 foram recuperadas
(dados suplementares). Posteriormente efetuamos a remogéo dos registros duplicados e
falsos positivos que ndo estavam relacionados ao escopo da pesquisa, o que nos forneceu
um portfolio composto por duzentas e noventa e oito (n= 298) familias de patentes, que
prosseguiram para o processo de analise Os documentos selecionados incluiam familias
de patentes concedidas, pedidos de patentes, patentes vivas (76,5%) e mortas (23,5%).
Em nossa analise consideramos ambas as familias de patentes, pois patentes mortas sao

reconhecidas como uma importante fonte de dados para novas tecnologias.
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2.3.17 Anélises e métricas

Para analise das patentes em biologia sintética relacionadas a etanol celuldsico
utilizamos diferentes métodos analiticos e visuais disponiveis no Orbit Intelligence. As
patentes foram analisadas por meio da ferramenta analyze que permite verificar sua
distribuicdo temporal, tendéncias tecnoldgicas, principais paises e detentores
responsaveis.

Usamos as variaveis e medidas de patente mais comumente aplicadas na literatura
empirica da inovacdo para analisar os pedidos de depésitos em biologia sintética
relacionado a etanol celulésico. Primeiramente analisamos a distribuicéo de depdsitos das
familias de patentes em biologia sintética relacionados a etanol celul6sico para
verificarmos o perfil de depositos dessa tecnologia. Os valores correspondem as
quantidades totais de familias de patentes para o periodo de 1999 a 2019. Para essa
variavel foi acrescentada a andlise de tendéncia usando o sigma plot como ferramenta
estatistica. Na sequéncia, identificamos os principais conceitos para as familias de
patentes recuperadas. As patentes foram analisadas usando a analise semanticas do Orbit
Intelligence. Nessa analise, o software agrupou as familias de patentes de acordo com sua
proximidade semantica, auxiliando na identificacdo dos possiveis agrupamentos
tecnoldgicos.

Para elucidar os principais dominios tecnoldgicos e aplicacdes das familias de patentes
analisamos os codigos predominantemente utilizados para classificar as patentes,
seguindo a légica da Classificacdo Internacional de Patentes (WIPO, 2019). Cada
subdivisdo possui um simbolo que consiste em algarismos arabicos e letras do alfabeto
latino (WIPO, 2019). Além disso, como o codigo IPC pode ser muito detalhado para
permitir o exame das atividades gerais de patente, classificagcdes mais agregadas podem
ser Uteis

A distribuicdo geografica e institucional dessas tecnologias foi identificada. A
distribuicdo geografica de pedidos de patentes foi rastreada com o tempo da primeira
publicacdo, em vez do ano da concessdo. Analisou-se paises prioritarios e distribuicdo de
patentes vivas, também chamado de mercado alvo dessas tecnologias de acordo com a
distribuicdo global e evolucéo do destino dos pedidos de patente nos dltimos 20 anos.
Patentes prioritarias estdo relacionada ao primeiro pedido de patente daquela familia e
também o pais que possui prioridade pela tecnologia. Ja a distribuicdo de patentes vivas

fornece informacOes relevantes sobre as estratégias de patentes dos atores do setor
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estudado, pois 0s registros nacionais sao um bom indicador dos mercados que precisam
ser protegidos. A andlise dos principais censitarios de patentes é importante analisar a
distribuicédo dos solicitantes de patentes ativas em um campo de pesquisa. Os requerentes
foram analisados pelo seu numero de patentes vivas, tamanho medio dessas familias,
indice de generalidade e originalidade. O tamanho e a média de patentes referem-se as
patentes ativas e sua amplitude, respectivamente.

O indice de generalidade de uma patente mede até que ponto os avancos técnicos de
acompanhamento estdo espalhados por diferentes campos tecnoldgicos. Simplificando, é
a largura do impacto de uma patente. Pode ser entendido como a variedade de campos
das citacGes futuras de uma referida patente. Essas futuras citacbes podem ser
empregadas para avaliar as geragdes posteriores de uma invencao que se beneficiaram de
uma determinada patente por meio da medicao do intervalo de campos de tecnologia e,
consequentemente, de inddstrias que citam essa patente (Bresnahan and Trajtenberg,
1995; Hall et al. 2001; OECD, 2015). A generalidade das patentes pode ser medida pelo
indice baseado em cita¢Bes sugerido por Trajtenberg et al (1997). A generalidade de uma

patente pode ser medida da seguinte maneira (1):

@

NC[TEDit) 2

. . _ T
generality of patenti =1 =1 (NC[TED,

Onde: NCITED ; denota o total de citacOes recebidas da patente i; NCITED i denota a patente
i é citacOes recebidas pelas patentes no campo tecnoldgico t;e T é o nimero de campos
tecnolégicos.

O indice de originalidade de uma patente mede até que ponto a patente se baseia em
amplas raizes tecnolégicas, porque é mais provavel que a patente sintetize conhecimento
em uma ampla variedade de disciplinas. Ou seja, a originalidade mede a amplitude dos
campos tecnologicos nos quais uma patente esta pautada (Trajtenberg et al., 1997; OECD,
2015). A originalidade das patentes pode ser medida pelo indice baseado em citagdes
sugerido por Trajtenberg et al (1997). A originalidade de uma patente pode ser medida da
seguinte maneira (2):

.. , . _ 4 _ T (NCITING; 2
originality of patenti =1 t=1 (7NCITING,) 2)

Onde NCITING j indica o total de citacOes feitas pela patente i e NCITING i indica a patente
de i citacOes dirigidas para as patentes no campo tecnoldgico t.

O cruzamento dos dados geopoliticos e empresariais permite averiguar os principais
detentores dessa tecnologia e mercados alvos. Por fim analisamos os gastos econdémicos

pertinentes das tecnologias, tendo como variaveis 0s paises e seus requerentes.
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5.3. Resultados
2.3.18 Distribuicao temporal de depositos de patentes

A Figura 1 apresenta a distribuicdo de depdsitos de familias de patentes em biologia
sintética relacionados a etanol celulésico. Os valores correspondem as quantidades totais
de familias de patentes. O conjunto completo para o periodo (1999-2019) € de 298
familias de patentes. Nos primeiros 8 anos do periodo pesquisado (1999-2006), o nUmero
anual de patentes publicadas ndo foi expressivo, sendo que o primeiro deposito de patente
ocorreu somente em 2001. De 2007 a 2011, o numero de depdsitos sobre esse topico
subsequentemente mostrou um aumento consideravel, atingindo picos em 2010 e 2011.
Conseguinte, os depositos diminuiram em 2012, antes de se recuperar temporariamente
em 2013 e 2014. ApoGs esse ano, os depdsitos diminuiram consideravelmente, como
observado por meio da linha de tendéncia de depdsitos de patentes em biologia sintética
para etanol celuldsico. Logo, evidenciamos um periodo de queda e posterior
estabilizacdo, o que podemos entender como uma transi¢cdo do crescimento para a
maturidade (Haupt et al., 2007).
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Fig. 1 Distribuicdo das patentes em biologia sintética relacionadas a etanol celulésico. A
distribuicdo das 298 patentes entre 1999-2019, de acordo como o Questel-Orbit, ocorre de forma
irregular, com anos de pico e outros de queda (linha preta). Essa caracteristica ndo linear
evidencia-se quando analisamos a linha de tendéncia geral para 0 nimero de depésitos.

(Fonte: Questel-Orbit)

2.3.19 Principais conceitos e agrupamentos tecnologicos

A Figura 2 apresenta a distribuicdo dos principais conceitos para as familias de
patentes recuperadas. E possivel identificarmos rapidamente nove clusters semanticos

regularmente utilizados pelos requerentes (Figura 2A). A maioria dessas patentes esta
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relacionada ao uso de microrganismos (leveduras e bactérias gram-negativas), atividade
enzimaética, biomassa, produto de fermentacdo e producgdo de biocombustiveis. Quanto a
aplicacdo das tecnologias, constatamos a predominancia de matérias primas oriundas de
biomassa, como residuos agricolas (palha de milho, trigo, arroz, bagaco da cana-de-
acucar e switchgrass) e seus principais agucares fermentaveis (xilose, hemicelulose e
arabinose) para producéo de etanol. Nos primeiros anos, o termo “xilose” apareceu com
destaque frente as demais (Figura 2B), seguido de “corn strover” e “lignocellulosic
biomass”. Na sequéncia, esses termos foram acompanhados das palavras “ethyl alcohol”,

tendo em vista que nossa analise buscou por patentes com esse foco.
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Figura 2 Conceitos predominantes nas familias de patentes recuperadas. 2A fornece uma
visualizagdo geral do contetido desse portfolio formado a partir das 298 familias de patentes em
biologia sintética para etanol celul6sico. 2B apresenta a distribuicdo desses conceitos em relacéo
ao portfélio completo nos vinte anos averiguados.

(Fonte: Questel-Orbit)

Portanto, ao identificarmos os conceitos comumente empregados na area de biologia
sintética concernentes a etanol celulésico, podemos propor insights para o
desenvolvimento ou a identificacdo de tecnologias protegidas em um campo tecnologico

emergente com vistas a sua aplicagéo industrial.

2.3.20 Principais dominios tecnoldgicos e aplicagdes

Para elucidar os principais focos tecnoldgicos e aplicagdes das familias de patentes
analisamos os codigos predominantemente utilizados para classificar as patentes (Tabela
1), seguindo a logica da Classificacdo Internacional de Patentes (IPC)(WIPO, 2019).

Aproximadamente 40% das familias de patentes em biologia sintética relacionadas a
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etanol celuldsico pertencem as subclasses C12P Que contemplam invencdes concernentes
a processos de fermentagcdo ou processos que utilizem enzimas para sintetizar uma
composi¢do ou composto quimico desejado, ou ainda para separar isdmeros Opticos de
uma mistura racémica. Dessas, 37% sdo do grupo C12P-007, relativo a preparacdo de
compostos organicos. Na sequéncia, destacamos a classe C12N (30% das familias de
patentes), pertinente a micro-organismos ou enzimas, ou suas composicdes; propagacéo,
conservagao, ou manutencdo de micro-organismos; engenharia genética ou de mutagdes
e meios de cultura. O grupo C12N-001 - processos de propagacdo, manutencdo ou
conservacdo de micro-organismos ou suas composi¢cdes, ou processos de preparacao,
iIsolamento de composi¢Bes contendo um microrganismo e meios de cultura para tal
responde por 20% das patentes nessa subclasse.

Tabela 1 Principais cédigos IPC para familias de patentes em biologia sintética para etanol
celulésico

Cadigos IPC Descrigédo do cadigo Ne° familias

Preparation of oxygen-containing organic compounds [2006.01]

* containing a hydroxy group [2006.01]

e+ acyclic [2006.01]

+«+ Ethanol, i.e. non-beverage [2006.01]

e«e« produced as by-product or from waste or cellulosic material substrate
C12pP-007/10 [2006.01] 20
eesee gubstrate containing cellulosic material [2006.01]
* Bacteria; Culture media therefor [2006.01]

C12P-007/06 29

C12N-001/21 *» modified by introduction of foreign genetic material [2006.01] 13
C12P-007/16 e«+ Butanols [2006.01] 13
C12N-001/20 * Bacteria; Culture media therefor [2006.01] 10
* Recombinant DNA-technology [2006.01]
*« Introduction of foreign genetic material using vectors; Vectors; Use of
hosts therefor; Regulation of expression [2006.01]
C12N-015/81 =« \Vectors or expression systems specially adapted for eukaryotic hosts 10

[2006.01]

eeee for fungi [2006.01]

eseee for yeasts [2006.01]
C12P-007/18 e+ polyhydric [2006.01] 9
eses Multiple stages of fermentation; Multiple types of microorganisms or

C12p-007/14 reuse for microorganisms [2006.01] o
* Fungi (culture of mushrooms A01G 18/00; as new plants AO1H 15/00);
Culture media therefor [2006.01]

C12N-001/19 *¢ Yeasts; Culture media therefor [2006.01] 8
+«» modified by introduction of foreign genetic material [2006.01]

C12N-001/22 * Processes using, or culture media containing, cellulose or hydrolysates 7

thereof [2006.01]

(Fonte: Questel-Orbit; WIPO, 2019)

Quando analisamos separadamente cada um dos dez codigos predominantes propostos
pela classificacdo IPC (Tabela 1), verificamos a sobressaléncia do codigo C12P-007/06,
que contribui com vinte e nove (29) familias de patentes principais. Este codigo esta

relacionado a preparacdo de compostos organicos contendo oxigénio como etanol
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combustivel, cujas reivindicacbes preponderantes incluem leveduras capazes de
fermentar xilose na presenca de glicose (WO2009093630A1; US10301653B2),
desenvolvimento de biomassa pré-tratada (WO02009137804A1; WO02015142399A1),
utilizacdo de leveduras (W02012067510A1) e bactérias (W02012067510A1) na
presenca de glicerol. Verificamos também invencdes relacionadas a métodos para
engenharia de  Thermoanaerobacterium  saccharolyticum (W0O2012067510A1),
bioprocessamento usando Clostridio recombinante (W02012067510A1), métodos para
producdo de etanol e hidrogénio utilizando microorganismos (WO02009124321A1),
métodos de propagacdo de microrganismos para fermentacdo de hidrolisado
(W02017112475A1), desenvolvimento de processos de fermentacdo por meio de
enzimas transketolase/tiaminapirofosfato (W02010014817A2) e hidrélise de material
celulésico aumentada com uma composicédo de enzima (W02010080408A2), entre outras
tecnologias.

Por conseguinte, o cadigo C12P-007/10 aborda, especificamente, residuos ou material
celuldsico ou substrato contendo material celul6sico para producédo de etanol e responde
por vinte (20) familias de patentes principais. Essas invencdes estdo relacionadas ao
desenvolvimento de microrganismos fermentadores de xilose e arabinose em etanol
(W02013071112A1), co-fermentacdo de biomassa lignocelulésica pré-tratada
(W02014160402A1; WO02014160402A1; WO02008124162A2; WO2008124162A2),
métodos de oxidacdo umida de biomassa (W02017049394A1), uso de engenharia
genética em microorganismos (W02011150318A1) e enzimas (W02011150318A1).

O desenvolvimento de bactérias e meios de cultura modificados pela introducdo de
material genético exdgeno é classificado pelos cédigos C12N-001/20 e C12N-001/21,
que, conjuntamente, representam vinte e trés (23) familias de patentes principais. As
invencOes estdo relacionadas ao desenvolvimento e adaptacdo de cepas de Zymomonas
mobilis (BR112013014912A2; BR112013014912A2), C. thermocellum,
(W02014182054A1; WO02014182054A1; WO02011137401A2), E. coli
(W02011137401A2; WO02014078472A1), e bactérias termofilicas anaerobicas
(BRPI0712490A2; W02010031793A2; W02010031793A2; W0O2010031793A2) para a
producdo de etanol. Além disso, verificamos a existéncia de tecnologias para a remocao
ou a inativacdo de inibidores microbianos em hidrolisados de biomassa
(W02013019822A1; WO2013019822A1) e para a conversdo de xilose
(BR112014015565A2; BR112014015566A2) e arabinose (BR112014015566A2) em
etanol.
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A preparacdo de compostos organicos contendo oxigénio para producdo de butanois
(C12P-007/16) apresenta dez (10) familias de patentes. As tecnologias pertinentes a esse
cédigo estdo relacionadas a células hospedeiras microbianas recombinantes de S.
cerevisiae, capazes de converter material hemiceluldsico em alcoois do tipo butanois
(WO2010059616A2), separacdo de soélidos ndo dissolvidos apds a liquefacdo
(W02010059616A2), co-producdo de biocombustiveis (WO2010059616A2),
microorganismos que utilizam hidrolisados de proteinas e carboidratos de biomassa
(W02014047421A1), engenharia genética em bactérias (W0O2014047421A1) e
leveduras (W02015103001A1).

O uso de tecnologias de DNA recombinante para a introducéo de material endégeno
por meio de vetores e regulamento de expressdao em leveduras e fungos categorizados
pelo cddigo C12N-015/81 apresentam dez (10) familias de patentes principais. Essas
patentes visam o desenvolvimento de células de leveduras com atividade da xilose
isomerase (W02014098939A1), meio de cultura e biorreatores (W0O2011123715A1),
polipeptideo transportador de L-arabinose (1) de Pichia stiptis (W02011123715A1),
controle de transcricdo genética (W02011123715A1), producdo de etanol livre de
glicerol usando levedura recombinante (W02019063542A1; W02019063543A1),
células microbianas capazes de transportar xilo-oligossacarideos (W02019063543A1) e
células de levedura com uma atividade enzimatica reduzida em relacdo a sintese de
glicerol dependente de NADH (W02019063543A1; W0O2019063543A1).

A preparacdo de compostos organicos contendo pelo menos dois grupos de hidroxilas
(C12P-007/18) apresenta nove familias de patentes principais. Nesse codigo, as invencdes
estdo voltadas ao desenvolvimento de vias metabdlicas de pentose ndo nativa em células
de levedura (BR112013009157A2), genes de leveduras que codificam enzimas na via da
pentose (W02019149789A1), microrganismo termofilico ou mesofilico geneticamente
modificado (W02019149789A1), cepas de S. cerevisiae com produtividade reduzida de
glicerol (W02019149789A1) e propagacdo de microrganismos de fermentagéo
(WO02017112471A1).

Novas formas de fermentagdo por meio de multiplos estagios, diferentes tipos de
microrganismos e/ou reutilizagdo de microrganismos representados pelo codigo C12P-
007/14 apresentam nove (9) familias de patentes principais. As tecnologias estdo
relacionadas a producdo de xaropes enriquecidos com agucar C5 e C6
(WO02017112471A1), producdo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica
(W02010075213A2) e produgéo de xilitol a partir de biomassa com componente de
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pentose enriquecido (W02014045297A2). Métodos de degradacdo de pectina
(W02010033823A2;  WO02010033823A2), material  celulésico  pré-tratado
(W02010033823A2), desenvolvimento de biocatalisadores (W0O2015089428A1) e
propagacao de microorganismos (W02018097844A1) para a producdo de etanol também
sdo verificados nesse codigo.

A modificacdo de leveduras pela introducdo de material genético exdgeno
representado por C12N-001/19 apresenta oito (8) familias de patentes principais. As
invencoes estdo relacionadas ao uso de engenharia metabolica para eliminagéo da via de
glicerol (WO02010033823A2), utilizacdo conjunta de xilose e glicose
(W02010033823A2) e fermentacdo rapida de xilose (WO2010033823A2;
W02010033823A2) em leveduras. Métodos de expressao aprimorada de uma enzima do
sistema glicolitico (W02010033823A2), transporte de glicerol (W02015028583A2) e de
conversdo alfa-ceto-isovalerado a isobutiraldeido (W02015028583A2) também integram
esse codigo.

O décimo codigo com sete (7) familias de patentes esta relacionado a processos que
utilizam meios de cultura contendo celulose ou hidrolisados (C12N-001/22). As
invencbes concernem ao crescimento continuo da xilose utilizando Zymomonas
(W02015028583A2), degradacdo de oligossacarideos por células hospedeiras
recombinantes (WO2007005646A9) e bioprocessamento de lignocelulose empregando
Clostridio recombinante (W02010063766A1). Métodos para reducdo de glicerol em
processos fermentativos de biomassa (W0O2010063766A1), aumento da tolerdncia a
toxicidade do acetato em células hospedeiras microbianas recombinantes
(WO02019058260A1) e controle da contaminagdo durante a fermentagdo
(W02019058260A1) tambem fazem parte desse cddigo.

Os conhecimentos desses focos tecnoldgicos e de suas aplicagcBes permitem aos
pesquisadores identificarem campos potenciais para o desenvolvimento de novas vias de
producdo de etanol celuldsico utilizando a biologia sintética como desenvolvedora

tecnoldgica.

2.3.21 Distribuicao geogréfica dos depdsitos de patentes

Conseguinte, analisamos a distribuigdo geografica das familias de patentes em biologia
sintética relacionadas a etanol celulosico, de acordo com o pais prioritario (Figura 3) e
protecao por paises (Figura 4). Acerca do primeiro elemento analitico, verificamos apenas

14 paises prioritarios detentores dessa tecnologia. O dominio quase que absoluto dessa
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tecnologia é dos USA (Figura 3A), de modo que aproximadamente 67% do portfolio
recuperado estd em nome de requerentes americanos. As principais aplicacdes
tecnoldgicas patenteadas desse pais estdo voltadas a producdo de etanol a partir de
subprodutos ou residuos de biomassa (C12P-007/10; C12P-007/06), bem como
modificacdo de bactérias (C12N-001/21) e fungos (C12N-001/19) através da introducao
de material genético endogeno. Ou seja, aplicacdes puras para a solu¢do dos principais
gargalos vivenciados atualmente na conversdo de biomassa em etanol (Gupta and Verma,
2015;Sindhu et al., 2016). Distante esta a Organizacao Europeia de Patentes, seguida pelo
Japdo e China, que respondem por 13%, 6% e 3% das familias de patentes,
respectivamente. As demais familias de patentes, que somam 11%, estdo distribuidas
entre outros 10 paises.

A Figura 4B fornece uma visdo dindmica das tendéncias de depoésitos de patentes para
paises prioritarios, considerando os dados de registro mais antigo para o periodo de 1999
a 2019. A evolugdo de depo6sitos mostra que os Estados Unidos obtiveram uma lideranca
precoce, com posterior declinio nos Gltimos anos, o que igualmente ocorreu com a o
restante dos paises prioritarios, com exce¢do da Organizacdo Europeia de Patentes, haja

vista seu viés de crescimento para as patentes prioritarias a partir de 2018 (Figura 2B).
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A distribuicdo global de familias de patentes vivas protegidas nos varios escritorios
pode ser verificada na Figura 4. Os dados corroboram na identificagdo de mercados-alvo
e demonstram as estratégias de patenteamento dos paises requerentes. Considerando a
Fig. 4a, observamos, como esperado, que a demanda esta concentrada nos Estados
Unidos, com 49% das familias de patentes, seguido pela Organizacdo Europeia de
Patentes (37% das familias), india (33% das familias), Brasil (30% das familias) e China
(29% das familias de patentes). O crescimento relevante em depdsito de patentes
prioritarias pelos norte-americanos impacta nos depositos provenientes nos demais paises

alvos dessas tecnologias de producéo de bioenergia (Figura 3B).
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Por meio desses dados podemos obter informacdes sobre as estratégias de patentes dos
requerentes do setor estudado, haja vista que as preferéncias de arquivamento em
determinados paises indicam o potencial dos mercados a partir da visdo de necessidade

de protecdo comercial das novas tecnologias industriais.

2.3.22 Principais censitarios

Os principais censitarios em patentes de biologia sintética relacionadas a etanol
celulésico abrangem tanto empresas privadas quanto instituicbes de ensino. Os

requerentes foram analisados pelo seu nimero de patentes vivas, tamanho médio dessas
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familias, indice de generalidade e originalidade (Tabela 2). O tamanho e a média de
patentes referem-se as patentes ativas e sua amplitude, respectivamente. Por sua vez, o
indice de generalidade é definido por Hall et al. (2001), como a variedade de campos das
citacOes futuras de uma referida patente. Essas futuras citacfes podem ser empregadas
para avaliar as geracOGes posteriores de uma invencdo que se beneficiaram de uma
determinada patente por meio da medicdo do intervalo de campos de tecnologia e,
consequentemente, de industrias que citam essa patente (Bresnahan and Trajtenberg,
1995;0ECD, 2015). Ja o indice de originalidade mede a amplitude dos campos
tecnoldgicos nos quais uma patente esta pautada (Trajtenberg et al., 1997;0ECD, 2015).

Tabela 2 Familias de patentes por cessionarios com indicadores de valor

Censitarios Familias _de patentes  Tamanho médio das indice
vivas familias Originalidade  Generalidade
Novozymes 27 5,8 0,91 0,87
Du Pont De Nemours 18 8,7 0,87 0,87
Butamax Advanced Biofuels 17 9,3 0,9 0,88
Lallemand 14 5,7 0,85 0,84
DSM 11 6,5 0,84 0,81
Danisco 10 8,6 0,9 0,88
University of Florida 6 1,7 0,84 0,87
Toray Industries 9 7,1 0,92 0,84
DSM Ip Assets 7 7.4 0,83 0,78
University of California 3 2,7 0,86 0,88

(Fonte: Questel-Orbit)

A Novozymes, maior detentora de patentes (27 familias de patentes) € uma empresa
dinamarquesa que atua no desenvolvimento e comercializacdo de enzimas para uso
industrial. Também destacamos as empresas americanas, DuPont De Nemours (18
familias de patentes) e Butamax Advanced Biofuels (17 familias de patentes). Esta surge
da parceria da DuPont e BP, de modo que em 2017 adquiriu as empresas Nesika Energy
e LLC, instalando uma planta de producéo de etanol em Scandia no Kansas-US, com o
intuito de adicionar a essa unidade a producéo de bioisobutanol®. Integrando o grupo das
cinco principais empresas mundiais detentoras de patentes concernentes a tecnologia
analisada, destacamos a canadense Lallemand, com 14 familias de patentes, e a holandesa
DSM, que contribui com 12 familias de patentes. Em relacdo ao tamanho médio de
patentes, a Butamax Advanced Biofuels configura-se como aquela com o maior tamanho

médio, cerca de 9,3, seguida pela DuPont De Nemours (8,7) e pela Danisco (8,6).

1 DuPont Industrial Biosciences. http://biosciences.dupont.com/
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A Butamax Advanced Biofuels (0,88), Danisco (0,88) e a University of California
(0,88) apresentam os maiores indices de generalidade de patentes e, consequentemente,
tendem a responder pelos pedidos dotados de maior relevancia. Conseguinte, ha a
Novozymes (0,87) e a Du Pont De Nemours (0,87). Para o indice de originalidade, os
melhores resultados foram expressos pela Toray Industries (0,92 e pela Novozymes
(0.91). Ou seja, é inegavel a importancia das empresas citadas para as invengdes e
posteriores inovagdes no campo tecnoldgico analisado.

Destacamos que, com excecdo da Butamax Advanced Biofuels que visa a producdo e
comercializacdo de Bio-Isobutanol, as demais empresas destinam-se a desenvolver e
comercializar enzimas, leveduras e catalisadores para a producdo de biocombustiveis

avancados.

2.3.23 Gastos com pedidos de patentes

A distribuicdo dos custos para a obtencdo e a manutencdo das patentes em biologia
sintética relacionadas a etanol celulésico entre o periodo de 2018 e 2020, por pais alvo
pode ser observada na Figura 5A, bem como seus respectivos Cessionarios (Figura 5B).
Os dados de 2020 séo provenientes de estimativas dos anos anteriores. Além disso, para
mensurarmos 0s custos da obtencdo de uma patente devemos analisar o escopo
geogréfico, a complexidade do pedido e a duragdo do procedimento de concessao. Nesse
processo, diferentes taxas requerem pagamento no decorrer do processo e da manutencao
dessas patentes. Dentre o0s paises e organizages alvos, a Organizacdo Europeia de
Patentes (EPO) desembolsou os maiores valores no ano de 2018 (US $ 1,5 milhdes de
dolares), seguida pelos USA (U S$ 1,4 milhdes). Esses custos sofreram uma reducéo no
ano de 2019 e na sua estimativa para 2020. No entanto, ao dividirmos 0s custos totais
pelo nimero de patentes de cada pais, observamos que o Brasil apresenta o maior custo
unitario por patente, o que corresponde a aproximadamente U S$ 13 mil, corroborando
com as estimativas do INPI2.

Quando analisamos 0s custos para 0s Cessionarios (Figura 4b), a Novozimes apresenta
0 maior custo para obtencdo e manutencdo das patentes. Por sua vez, a Du Pont de
Nemours responde pelo maior custo unitario por patente, aproximando-se de U S$ 10 mil,
seguida pela Butamax Advanced Biofuels, com valor estimado em U S$ 8,1 mil no ano
de 2018 e diminuindo nos anos de 2019 e 2020.

2http://www.inpi.gov.br/arquivos/tabela-nova-patentes.pdf
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5.4. Discussao

Nesse estudo prospectivo analisamos as aplicacbes das ferramentas de biologia
sintética relacionadas a etanol celulésico mediante a analise de patentes, a fim de
investigar a dindmica atual desse desenvolvimento tecnoldgico e seu papel como Proxy
para uma bioeconomia sustentavel usando matérias-primas-ndo alimenticias. Conquanto,
os resultados apresentados ndo estdo necessariamente envolvidos somente no campo da
biologia sintética, mas também, nas suas inimeras abordagens que poderao circunscrever
o desenvolvimento da producdo de etanol celulésico em todo o mundo. Levando em
consideracdo essas premissas, nossa analise fornece uma compilacdo das patentes
relevantes, possibilitando entender, rastrear e teorizar se a biologia sintética podera ser a
resposta para o sucesso de uma bioeconomia sustentavel, bem como oportunizar cenarios
socio mercadol6gicos com essa orientagao.

Um dos principais resultados é a confirmagdo do declinio do campo analisado em
termos de atividade de depdsito de patentes (Figura 1). Os dados indicam que a
produtividade da inovacdo em biologia sintética relacionada a etanol celulésico vem
declinando nos altimos anos (2015-2019), denotando uma transi¢do do crescimento para
a maturidade (Haupt et al., 2007). Recentemente Toivanen and Novotny (2017)
apresentaram uma analise sobre o surgimento de racas de patentes em biocombustiveis
lignocelulésicos até 2015, onde é verificado que o campo tecnoldgico mostrava
caracteristicas de crescimento. Apesar de ndo apresentarem um foco analitico
completamente idéntico, de forma nenhuma anula a complementaridade dos estudos
realizados, de modo que 0s nossos resultados caracterizam um avango nesse campo.

Considerando as tendéncias de desenvolvimento de patentes, podemos propor certas
suposicdes sobre seus fatores subjacentes. Assim, a queda no nimero de familias de
patentes pode ser explicada por uma estabilizacdo dos orcamentos de P&D, o que leva a
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um fluxo de pedidos de patente menor, aliado ao elevado custo da tecnologia para
conversao de biomassa em etanol (Chovau et al., 2013; Gupta and Verma, 2015; Lynd et
al., 2017). A parcela significativa desse custo é proveniente das enzimas (Dehghani
Madvar et al., 2019) e do pré-tratamento da biomassa (Sindhu et al., 2016) para posterior
fermentacdo. Para (Silveira et al., 2015), uma reducdo adicional no custo do pré-
tratamento é essencial para maximizar os rendimentos da producdo de etanol celulésico
e, consequentemente, viabilizar a producdo. Somando-se aos fatores tecnoldgico-
produtivos, as condi¢cdes econémicas e politicas recentes que provocam gqueda nos pregcos
do petrdleo, tendem a desmotivar a realizacdo de novos investimentos na producédo de
biocombustiveis avancados em paises desenvolvidos, como Estados Unidos e Japéo, por
exemplo (Albers et al., 2016).

Outro aspecto refere-se as oportunidades tecnoldgicas que este estudo extrai, servindo
como Proxy para mapear o desenvolvimento tecnoldgico para a producdo de produtos
derivados da bioeconémica. Conforme evidenciamos nos resultados, o desenvolvimento
de inovacdes nesse campo é multidisciplinar, oportunizando solucdes para aplicagdes
industriais, que, em sua maioria, empregam S. cerevisiae, E. coli e Z. mobilis (Akinosho
et al., 2014). No entanto, esses microorganismos potencialmente utilizaveis nesses
processos fermentativos ndo sdo naturalmente adaptaveis as condicGes industriais
extremas (Radecka et al., 2015), ou ndo toleram altas concentracfes de compostos
inibidores liberados durante a fermentacdo de biomassa (Hasunuma et al., 2011). Assim,
para tentar superar esses obstaculos, diferentes abordagens de biologia sintética e
engenharia metabdlica sdo empregadas no desenvolvimento de microrganismos para
torna-los fabricas vivas robustas as atividades industriais necessarias para fermentagéo de
biomassa em etanol (Jetti et al., 2019; Adiego-Pérez et al., 2019; Mitsui et al., 2019; Shen
etal., 2019; Banerjee etal., 2019; Ren et al., 2020). Essas perspectivas acerca da biologia
sintética podem permitir dobrar e sondar o genoma em escalas de comprimento e de
tempo diferentes, possibilitando entender o posicionamento e as fung¢bes do gene
(Landhuis, 2020). N&o obstante, verificamos a prospeccéao de novas leveduras e bactérias
ndo convencionais como a Pichia stipitis (Nandal et al., 2020) para fermentacdo de
biomassa lignoceluldsica.

Mesmo que a levedura S. cerevisiae domine a fermentacdo do etanol a partir de
matérias-primas a base de acucar, ndo configura-se como degradadora natural de
arabinose (Buschke et al., 2013) e xilose (Banerjee et al., 2010; Moysés et al., 2016),

sendo necessario 0 uso de engenharia de vias para tornar esse agucar acessivel por meio
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do processo de fermentacdo (Lee and Jin, 2017; Bracher et al., 2018). Recentemente Ye
et al. (2019) integraram uma via heter6loga da arabinose fngica em S. cerevisiae com
a excluséo do gene da fosfatase PHO13, aumentando a taxa de consumo de arabinose e a
produtividade especifica de etanol em condicdes aerdbicas. Em Cunha et al., (2019), duas
vias (XR/XDH ou XI) de assimilacdo da xilose por S. cerevisiae foram comparadas na
producéo de etanol em diferentes condigdes de fermentagdo, demonstrando resultados
satisfatorios para a viabilizacdo  desse combustivel a partir de hidrolisados
hemiceluldsicos ndo desintoxicados. Conguanto, Mitsui et al., (2019) desenvolveram um
novo método de embaralhamento de genoma usando CRISPR-Cas para melhorar a
tolerancia ao estresse em leveduras S. cerevisiae. Quanto a E. coli, suas principais
desvantagens referem-se a faixa estreita de crescimento de pH neutro (6.0-8.0), além de
ndo ser o etanol um produto central nessa bactéria. Todavia, Sun et al., (2018b)
desenvolveram com sucesso um bioprocesso eficiente através de uma cepa de E. coli para
producdo de etanol e recuperacdo de xilose a partir do hidrolisado de espiga de milho.
Cepas dessa bactéria com utilizacdo regulada de glicose mostraram metabolismo eficiente
de acUcares mistos em hidrolisados lignoceluldsicos e, portanto, maior produtividade da
producdo de etanol (Sun et al., 2018a). Na mesma perspectiva, a engenharia metabdlica
vem sendo estudada para proporcionar a utilizacdo simultanea de glicose e xilose nessa
cultura bacteriana (Kim et al., 2019)

Um alto rendimento e produtividade em etanol celul6sico sdo alcangados também
usando cepas de Z. mobilis devido a sua fisiologia Unica (Yang et al., 2016; Wang et al.,
2018), sendo possivel empregar outros substratos, mitigando os desafios socioambientais
para a expansao da producdo de etanol (Gongalves et al., 2015; Duan et al., 2019).
Diferentes abordagens vém sendo testadas em Z. mobilis para melhorar a fermentacéao de
substratos de biomassa lignocelul6sica em etanol (Yang et al.; 2018; Zhang et al., 2019).

A identificacdo de métodos de pré-tratamento e degradacdo de biomassa € uma das
etapas mais importantes no processo de fermentacdo microbiana de biomassa
lignocelul6sica por aumentar a digestibilidade do méximo de aglcares disponiveis
(Jonsson and Martin, 2016). A biomassa é constituida de uma celulose altamente
cristalina e uma bainha de hemicelulose envolvida em uma rede de lignina, conhecida
com recalcitrancia (Himmel et al., 2007; Somerville et al., 2010). Essa torna-se um
obstaculo predominante no uso da biomassa lignocelulésica para a producéo de etanol,
pois determina o restante do processo de fermentacéo e a eficiéncia geral desse processo
produtivo (Moreno et al., 2017). O pré-tratamento bioldgico (Salvachua et al., 2011;
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Saritha et al., 2012; Saha et al., 2016; Saha et al., 2017; Méndez-Hernandez et al., 2019),
vem sendo empregado para a desconstrugédo dessa biomassa em virtude de sua aplicacéo
ampla, menor consumo energético, sem geracdo de substancias tdxicas e maior
rendimento (Sharma et al., 2019).

A co-fermentacdo de diferentes acUcares de biomassa lignocelulosica e seus residuos
possibilitam que os processos de producédo de etanol tornem-se viaveis economicamente
(Koetal., 2016). O potencial de uma co-cultura utilizando cepas de E. coli e uma levedura
para fermentar rapidamente todos os aglcares presentes na biomassa pré-tratada com
taxas elevadas de etanol é apresentado por (Wang et al., 2019). Na mesma perspectiva
(Amoah et al., 2019) desenvolveram uma levedura com assimila¢éo de xilose capaz de
co-fermentar xilose e glicose em liquido i6nico para producdo de etanol a partir da
biomassa lignoceluldsica. Avancos também sdo verificados na tentativa de superar
obstaculos e perturbacdes presentes na degradacéo de lignina (Fang et al., 2018; Sadalage
et al., 2019) e celulose (Carver et al., 2019) usando consorcio microbiano e engenharia
genética por meio de Cas9 guiada por RNA em S. cerevisiae (EauClaire et al., 2016),
Candida glycerinogenes (Zhu et al., 2019), Rhodosporidium toruloides (Schultz et al.,
2019), cujos resultados denotam aumentos significativos da tolerancia ao estresse de
microrganismos em processos fermentativos severos.

Na sequéncia, verificamos a predominéncia de nagdes desenvolvidas como principais
detentoras de patentes em biologia sintética para a producéo de etanol celuldsico (Figura
3), com destaque para 0s USA, que se caracteriza como o0 maior produtor de etanol e
possui 70% das patentes recuperadas. O auge de depdsitos desse pais ocorreu entre 2008
e 2014, decrescendo posteriormente. Para Van Doren et al., (2013), o desenvolvimento
de patentes de biologia sintética pelos norte-americanos € uma consequéncia do
desenvolvimento biotecnolégico ha varios anos no pais, expresso pela alocacdo de
investimentos substanciais em pesquisa envolvendo ferramentas de biologia sintética por
meio da criacdo de centros e programas de pesquisa (Si and Zhao, 2016). Desse modo,
no referido periodo, foram investidos aproximadamente US$ 820 milhdes em pesquisas
em biologia sintética®, destinadas ao desenvolvimento de biocombustiveis avangados e
bioprodutos advindos de sistemas microbianos (Si and Zhao, 2016).

Em média, 46% das familias de patentes depositadas prioritariamente pelos USA

foram depositadas por seus censitarios fora de suas fronteiras territoriais, em paises como

3http://www.synbioproject.org/
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india (107 familias) e Brasil (104 familias). Para Streltsova and Linton (2018), ambos 0s
paises vém apresentando um rapido crescimento na atividade de patentes relacionadas a
biotecnologia. Recentemente, em 2018 a india aprovou a Politica Nacional de
Biocombustiveis para suceder a politica existente desde 2009, elucidando a intencdo do
pais pretende em obter uma mistura de 10% de etanol na gasolina até 2020 e 20% até
2030(Singh, 2019; Sinha et al., 2019) . Essas politicas sdo provenientes da necessidade
de producéo interna, pois a india apresenta um déficit de 22,3 bilhdes de litros de ethanol®.
Esse combustivel produzido a partir de residuos agricolas oferece perspectivas
significativas devido a ampla acessibilidade, abundancia e preco comparativamente
barato, provando ser uma fonte substituta para uma faixa estreita de energia nao renovéavel
e de culturas alimentares (Prasad et al., 2020; Bharj et al., 2020).

O Brasil, apesar de ser o segundo maior produtor de etanol, ndo apresenta patentes
prioritarias registradas em biologia sintética para a producdo de etanol celulosico,
tornando-se apenas um mercado alvo para 0s demais paises detentores dessas tecnologias,
como os USA, por exemplo. Contudo, o pais apresenta 0 maior custo unitario por patentes
protegidas, o que corresponde a aproximadamente US$ 13 mil. De certa forma, tal
resultado pode ser um dos motivos pela inexisténcia de pedidos de patentes por censitarios
nacionais. Para Cicogna et al. (2017), o Brasil € um exemplo de uma inddstria infantil
que estd lentamente atingindo a sua maturidade. Na mesma perspectiva (Kang et al.,
2015), apontam para a necessidade de politicas governamentais que facilitem o
desenvolvimento de tecnologias renovaveis promissoras, além de oferecer incentivos para
sua comercializagéo.

Na tentativa de modificar essa situagdo, em 2017 uma nova politica nacional para
biocombustiveis foi criada pelo governo brasileiro, 0 RenovaBio, com o objetivo de
promover a producdo de etanol e biodiesel a partir de varias fontes disponiveis no pais
(MME, 2019). O Brasil, no futuro, podera tornar-se 0 maior produtor de produtos de
origem bioldgica, quando superadas as barreiras econémicas, logisticas, regulatorias e
politicas (Portugal-Pereira et al., 2015). Sua extensdo territorial e suas caracteristicas
edafoclimaticas regionais diversas possibilitam ao pais uma producdo intensiva de
biomassa para biotecnologia industrial a um custo relativamente menor em comparagao
com outros locais que prospectam células microbianas sintéticas. Ademais, trata-se de um

dos principais produtores mundiais de alimento, cuja industrializacdo gera uma

“National Informatics Centre- NIC- http://petroleum.nic.in/
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quantidade significativa de residuos com potencial para transformacdo em bioenergia,
fornecendo um novo caminho para a produgdo de biocombustiveis ndo concorrentes em
alimentos, mas sim residuos de biomassa e agricola (Portugal-Pereira et al., 2015; Maitan-
Alfenas et al., 2015; da Silva et al., 2019) .

Nosso estudo também aponta que o conhecimento aplicado para a criacdo de novas
tecnologias em biologia sintética relacionada a etanol celulésico provém, principalmente,
de empresas que atuam no desenvolvimento de enzimas e microorganismos para
transformacédo de biomassa em etanol e também na producdo e comercializacdo desse
biocombustivel. As empresas buscam, por meio de patentes, a exploracdo comercial
dessas novas tecnologias, pois maximizam sua vantagem competitiva (Leu et al., 2012).
As indlstrias operam em ambientes tecnolégicos complexos e seus conhecimento
tecnoldgico é extremamente relevante para obter vantagem competitiva e essas ndo
podem confiar apenas em suas unidades internas de pesquisa e desenvolvimento (P&D),
mas também precisam procurar obter fontes externas de tecnologia (Grindley and Teece,
2003; Lin et al., 2015; Caviggioli et al., 2017), e para que suas tecnologia permaneca
impossibilitada para uso de terceiros, as mesmas buscam por protecdo patentearia.

Com base em nosso método de analise as familias de patentes em biologia sintética
relacionada a etanol celuldsico foram identificadas, mescladas e analisadas para obter
insights gerais sobre as tendéncias, topicos e partes interessadas nesse campo. Este
trabalho pode ser uma base robusta para pesquisas futuras, a fim de planejar, monitorar

ou justificar decisGes para politicas de P&D nesse campo tecnoldgico.
5.5. Conclus@es e caminhos para pesquisas futuras

O objetivo deste artigo foi analisar a aplicacdo das ferramentas de biologia sintética
relacionada a etanol celulésico mediante a analise de patentes nos Gltimos 20 anos,
fornecendo uma visdo geral dos esforcos de P&D, panorama geopolitico, anélise de
mercado, co-classificacdo de dados proposta pelo IPC e anlise de contetido das patentes.

Apesar da utilizacdo de uma Unica fonte de dados, os resultados sdo robustos e, em
geral, as especificagdes de cada varidvel mostram que: (a) a busca de patentes no campo
analisado vem declinando nos ultimos anos; (b) as invenc¢des depositadas focam no design
e na construcdo de novas plataformas celulares para produgdo de etanol celuldsico
utilizando ferramentas metabolicas e sintéticas e no desenvolvimento de métodos de co-
fermentacdo e pré-tratamento de biomassa lignocelulosica; (¢) os USA sdo 0s maiores
detentores dessas tecnologias, tendo paises como india e Brasil como principais mercados
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alvos; (d) os principais detentores sdo empresas que atuam na comercializacdo de
tecnologia (enzimas, bactérias e leveduras) para a produgdo de biocombustiveis e
produtos quimicos.

Pensando em bioeconomia sustentavel para a geracédo energética, o uso de ferramentas
de biologia sintética, apesar da diminui¢do na busca de depositos de patentes, podera
prover novas fabricas vivas cada vez mais adaptadas a tecnologia industrial. Ao utilizarem
os resultados provenientes desse estudo, engenheiros sintéticos ou bioenergéticos poderao
optar por microrganismos robustos, capazes de realizar processos de fermentagdo
otimizados ou métodos de processamento de biomassa, aliviando um gargalo que limita
os rendimentos da pesquisa em bioenergia. A medida que esses esforgos amadurecem,
podem ser ampliados na producdo de biocombustiveis a base de substratos
bioeconémicos-ndo alimentares.

No geral, 0 método de pesquisa forneceu uma nova abordagem para a avaliacdo do
desempenho de P&D em biologia sintética relacionado a etanol celul6sico e para a
bioeconomia. Os resultados podem ajudar pesquisadores a integrar-se rapidamente ao
campo analisado, pois poderdo facilmente compreender as fronteiras tecnoldgicas. O
estudo também fornece referéncias para futuras pesquisas e politicas energéticas que
poderdo servir como Proxy para um mundo focado em uma bioeconomia mais sustentéavel
usando matérias-primas-ndo alimenticias. Além disso, este artigo ilustra a importancia
das repercussdes do conhecimento em P&D e denota maior atencdo em trabalhos futuros,
sendo necessaria a maximizacdo da compreensdo acerca dos sistemas celulares para
garantir produtividades elevada com diferentes fontes de carbono de baixo custo para co-
producdo de etanol e produtos quimicos ou integracdo de diferentes geracdes de etanol

para melhorar os resultados econdmicos de cada processo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O consumo mundial de combustiveis fosseis continua aumentando, e
consequentemente os problemas causados pelo seu uso intensivo vem se agravando. Na
contramdo estdo as reservas de petréleo, que ano apo6s ano, estdo diminuindo, sendo
necessario revermos nosso atual modelo tecnoldgico (petroquimico), e mudarmos
gradativamente para uma nova matriz econémica baseada em produtos de base bioldgica.
Essa modificacdo tecnoldgica representara transformacg6es significativas e fundamentais
para os sistemas globais socioecondémicos, agricolas, energéticos e técnicos, ndo apenas
na producao de biocombustiveis.

E de conhecimento geral que a primeira geracio de biocombustiveis se utiliza de
partes comestiveis de plantas, amido e agucares, como fonte de matéria-prima, o que
fomenta calorosas discussdes relacionadas a seguranca alimentar e uso da terra. E quando
sua capacidade de producao for expandida substancialmente para atender as demandas de
fornecimento sustentavel de combustiveis para transporte, € quase que improvavel que
essa producdo seja sustentavel a longo prazo, especialmente em paises em
desenvolvimento, como China e india, com grande populagéo (LIU et al., 2019a).

Assim, a procura por alternativas para a producdo de biocombustiveis é um fator
imprescindivel para o desenvolvimento econémico, industrial e social nos dias atuais,
mesmo quando esses ainda ndo apresentem rendimentos satisfatorios. A producdo de
biocombustiveis utilizando microrganismos como fabricas vivas tem atraido atencdo nos
ultimos anos por oportunizar possiveis solucBes as questdes de seguranca alimentar e
energética no futuro préximo. Diferentemente da primeira geracdo de biocombustiveis,
ndo sdo usadas matérias-primas de dupla aptidao (alimento e energia), mas sim recursos
da biomassa, CO; e energia solar, amplamente disponiveis no planeta (CHISTI, 2013b).
Alcancar objetivos formulados racionalmente por meio da modificacdo genética e
sintéticas em microrganismos chaves para a producdo de biomoléculas é cada vez mais
necessaria.

Assim, a énfase proporcionada as abordagens e ferramentas de biologia sintética
nesta tese deve-se pelo seu papel fundamental para o desenvolvimento de novas
plataformas microbianas para a produgdo de biocombustiveis a partir de recursos
bioldgicos sustentaveis. E impossivel pensarmos em uma producdo sustentavel de
biocombustiveis, aliada ao desenvolvimento de uma bioeconomia global sem a adocao

da biologia sintética e suas abordagens.
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Os dois artigos cientificos anteriormente  apresentados buscaram,
cronologicamente, responder como as seguintes interrogativas: (i) Como esta a dindmica
atual do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico das ferramentas de biologia sintética
aplicadas na producéo de biocombustiveis? (ii) Os biocombustiveis microbianos ja sdo
uma realidade no contexto produtivo mundial? (iii) E qual serd o papel da biologia
sintética na formulagdo politica e mercadologica para um mundo focado em uma
bioeconomia mais sustentavel?

Ao mapear a literatura cientifica usando artigos e palavras-chave burst,
demonstramos a evolucdo cientifica desse campo (Capitulo 4). Os pontos criticos da
pesquisa em biologia sintética relacionados a biocombustiveis identificados podem ajudar
os estudiosos a entender melhor a evolugdo e as tendéncias de desenvolvimento da
pesquisa nesse campo. O dominio do conhecimento verificado em nossa analise passou
de andlises complexas em modelos microbianos tradicionais (E. coli e S. cerevisiae), 0
que permitiu um rapido avanco no campo e na validacdo de provas fundamentais de
conceito, para metodologias voltadas a engenharia genémica de baixo custo e montagem
de potenciais caminhos sintéticos para uso industrial. O desenvolvimento de novas
ferramentas moleculares para montagem de DNA, recombinacéo e edi¢cdo de genomas,
reduziram o tempo necessario e maximizaram a eficiéncia da clonagem e da engenharia
em microrganismos.

O design e a construcdo de novas fabricas vivas através do design racional de
pecas e modulos sintéticos, incluindo promotores, fatores de transcricdo, RNAS e novas
abordagens baseadas em omics, permitem a producdo de metabdlitos em processos
industriais. Logo, oferecem beneficios notaveis ndo apenas para a producdo de
biocombustiveis, mas também para outras aplicacdes necessarias a sociedade moderna,
despertando a atencdo de paises desenvolvidos, como os Estados Unidos e a China.

Apesar dos avangos impressionantes no campo da biologia sintética nos ultimos
anos, nossa capacidade de explorar sistemas bioldgicos permanece restrita a um pequeno
namero de microrganismos-modelo. Os temas e tendéncias emergentes verificados
concentram-se principalmente na pesquisa e desenvolvimento da levedura oleaginosa Y.
lipolytica, bactérias gram-negativas, E. coli e K. pneumoniae e em microalgas da espécie
P. tricornutum para a producdo de biocombustiveis avancados, sobretudo etanol, n-
butanol e precursores como acidos graxos.

Ao mesmo tempo, o uso de biomassa lignocelulésica vem sendo enfatizado como

matéria-prima para a producdo de biocombustiveis usando fabricas vivas sintéticas. O
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potencial inexplorado dessa matérias-primas fornece um novo caminho para a producéo
de biocombustiveis e de bioprodutos que ndo competem com a producao de alimentos.

Pensando em uma producao de baixo custo em comparagdo com outros paises que
prospectam células microbianas sintéticas, o Brasil poderda se tornar um player na
producdo de produtos de origem bioldgica, desde que superadas as limitagdes politicas e
econdmicas, que até entdo limitam o crescimento cientifico-tecnoldgico e mercadolégico
dessas biotecnologias. Para isso sdo necessarias novas politicas governamentais
apropriadas para aumentar o interesse na producao de biocombustiveis microbianos.

A falta de incentivos aliada aos elevados custos e baixo rendimento de producéo
fazem com que esses biocombustiveis ndo sejam uma realidade no contexto bioenergético
atual, com excecdo da producdo de etanol, que esta engatinhando. Apesar dos problemas
econdmicos e técnicos que limitam o potencial da producéo de etanol celul6sico, algumas
biorrefinarias ja estdo produzindo esse biocombustivel e coproduzindo energia elétrica e
produtos de alto valor econémico, alcancando a producdo de aproximadamente 58
milhdes de litros em 2018 (PADELLA; O’CONNELL; PRUSSI, 2019).

No segundo artigo analisamos as aplicacOes das ferramentas de biologia sintética
relacionadas a etanol celul6sico mediante a analise de patentes, a fim de investigar a
dindmica atual desse desenvolvimento tecnoldgico e seu papel como Proxy para uma
bioeconomia sustentdvel usando matérias-primas-ndo alimenticias. Conquanto, 0s
resultados apresentados ndo estdo necessariamente envolvidos somente no campo da
biologia sintética, mas também nas suas inimeras abordagens que poderao circunscrever
o0 desenvolvimento da producdo de etanol celulésico em todo 0 mundo. A analise fornece
uma compilagdo das patentes relevantes, possibilitando entender, rastrear e teorizar se a
biologia sintética podera ser a resposta para o sucesso de uma bioeconomia sustentavel,
bem como oportunizar cendrios socio mercadoldgicos com essa orientacao.

Os dados recuperados indicam que a produtividade da inovacdo em biologia
sintética relacionada a etanol celuldsico vem declinando nos dltimos anos (2015-2019).
Essa queda no numero de depdsitos de familias de patentes pode ser explicada por uma
estabilizagdo dos orcamentos de P&D, aliado ao elevado custo dessa tecnologia.
Somando-se aos fatores tecnoldgico-produtivos, as condi¢bes econémicas e politicas
recentes que provocam queda nos precos do petréleo tendem a desmotivar a realizacao
de novos investimentos na producdo de biocombustiveis avancados em paises

desenvolvidos, como Estados Unidos e Japao.
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Outro aspecto verificado sdo as oportunidades tecnoldgicas que este estudo
proporciona. O desenvolvimento de inovagBes nesse campo € multidisciplinar,
oportunizando solucGes para aplicagfes industriais pautadas no design e na construcao de
novas plataformas celulares para producdo de etanol celuldsico. As abordagens em
metagendmica, engenharia genética, sistemas de comunicacdo ortogonal, meta
protebmica e metabolémica em leveduras, bactérias e enzimas estdo sendo utilizadas na
tentativa de solucionar as etapas criticas do processo. Além do uso de co-fermentacgéo e
pré-tratamento de biomassa lignocelulésica para elevar os rendimentos na producao de
etanol celul6sico. Além do uso de co-fermentacdo e pré-tratamento de biomassa
lignoceluldsica para elevar os rendimentos na producdo de etanol celul6sico. Os
conhecimentos e suas aplicacbes permitem aos pesquisadores identificarem campos
potenciais para o desenvolvimento de novas vias de producdo de etanol celulésico
utilizando a biologia sintética como desenvolvedora tecnoldgica. Espera-se que essas
tecnologias estejam disponiveis nos préximos anos (DEHGHANI MADVAR et al.,
2019).

A predominancia de nacGes desenvolvidas como principais detentoras de patentes em
biologia sintética para a producdo de etanol celulésico com destaque para os Estados
unidos é verificada. O desenvolvimento de patentes de biologia sintética é uma
consequéncia do desenvolvimento biotecnolégico ha varios anos no pais, expresso pela
alocacdo de investimentos substanciais em pesquisa, centros e programas de pesquisa (Sl;
ZHAO, 2016), orientados para a solucdo dos principais gargalos vivenciados atualmente
na conversao de biomassa em etanol (GUPTA; VERMA, 2015; SINDHU et al., 2016).

Os dados fornecem informacdes sobre as estratégias dos paises prioritarios
requerentes do setor estudado, haja vista que as preferéncias de arquivamento dos Estados
Unidos concentram-se  em paises com potencial de desenvolvimento dessas
tecnologias(tais como Brasil e india), indicando o potencial dos mercados a partir da vis&o
de necessidade de protecdo comercial das novas tecnologias industriais. Apesar das
afirmacGes proferidas no capitulo 4, que destacam o Brasil como possivel produtor
mundial de produtos de origem bioldgica, desde que superadas as limitacfes politicas e
econdmicas, os dados desse capitulo (5) reafirmam as licitagcdes politicas e econémicas.
Ou seja, apesar de ser o segundo maior produtor de etanol, o Brasil ndo apresenta patentes
prioritarias registradas nesse campo tecnologico, tornando-se apenas um mercado alvo
para 0s demais paises detentores dessas tecnologias. Os elevados custos de protecdo
podem ser um dos motivos pela inexisténcia de pedidos de patentes por censitarios

121



nacionais, uma vez que as tecnologias empregadas por empresas brasileiras na producao
de etanol celuldsico sdo de empresas estrangeiras, como a Novozimes, Du Pont De
Nemours, Lallemand e DSM.

Pensando em bioeconomia sustentavel para a geracdo energética, 0 uso de
ferramentas de biologia sintética poderd prover novas fabricas vivas cada vez mais
adaptadas a tecnologia industrial. Ao utilizarem os resultados provenientes desses
estudos, engenheiros sintéticos ou bioenergéticos poderdo optar por microorganismos
robustos, capazes de realizar processos de fermentacdo otimizados ou métodos de
processamento de biomassa, aliviando um gargalo que limita os rendimentos da pesquisa
em bioenergia. A medida que esses esforcos amadurecem, podem ser ampliados na
producdo de biocombustiveis empregando substratos bioeconémicos-nao alimentares.

A incrivel diversidade de compostos e moléculas que potencialmente produzidas
por meio da biologia sintética pode revolucionar a producao de biomoléculas para uso
rotineiro e comum, proporcionando o surgimento de uma nova era: a da bioeconomia,
caracterizada pelo desenvolvimento de bioprodutos de alto valor econdmico. Aplicagdes
da biologia sintética na producdo de biocombustiveis e biofertilizantes ja provou ser uma
realidade. No entanto, apesar de ja ter seu inicio também na producdo animal, deve haver
uma aceleracdo para melhorar a sanidade a partir de novos antibiéticos, vacinas e
anticorpos (SINGH et al. 2019).

Com base nos dois artigos podemos inferir que as abordagens de biologia sintética
reverberam o conceito de bioeconomia na busca pelo desenvolvimento de novas formas
de producdo e consumo de energia, aliadas ao desenvolvimento de produtos com maior
valor agregado utilizando novos recursos bioldgicos renovaveis como substratos. A
biologia sintética em produtos quimicos finos é uma tecnologia que se tornara econémica,
previsivel e sustentavel nos préximos anos, ampliando o portfélio de novos produtos que
anteriormente representavam investimentos altos para muitos setores, incluindo
cosméticos, sabores, polimeros e produtos farmacéuticos (BREITLING; TAKANO,
2015; CARBONELL et al., 2016b). Dessa forma, a producdo deve ser conduzida para
biorrefinarias que possam coproduzir biocombustiveis e bioprodutos de valor agregado,
tornando a producdo microbiana de biocombustiveis economicamente viavel (ROLZ; DE
LEON; MENDIZABAL DE MONTENEGRO, 2019).
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6.1. Contribuicdes

Do ponto de vista pratico, este trabalho fornece novos indicadores a serem
utilizados no contexto da formulagdo de politicas energéticas, bem como estruturando
perspectivas e conhecimentos cientificos e tecnologico sobre o uso de ferramentas de
biologia sintética para a producéo de biocombustiveis microbianos a partir de recursos da
bioeconomia sustentavel.

Contribuimos para o restabelecimento de novas diretrizes de pesquisa e
elaboracdo de politicas para futuras pesquisas no campo analisado. A intersec¢do do
campo da bioeconomia e da biologia sintética podera reconstruir o capital natural e
melhorar a qualidade de vida da populacdo, equilibrando o gerenciamento de bens
naturais coletivos, como ar, &gua e solo, com as expectativas econémicas da sociedade.

Do ponto de vista metodoldgico, o0 mesmo fornece descobertas recentes que
poderdo ajudar os pesquisadores de bioenergia, bioeconomia e biotecnologia a explorar
informacdes valiosas e entender profundamente os principais paises e suas instituicdes e
pesquisadores, além de novas tendéncias e topicos emergentes relevantes para o0 campo
cientifico e tecnoldgico, criando uma comunidade académica cada vez mais prdspera e

multidisciplinar.

6.2. Limitacdes

Algumas limitacbes inerentes associadas a este estudo estdo listadas a seguir.
Primeiro, este estudo realizou uma analise do mapa do conhecimento com base na
literatura cientifica e tecnoldgica utilizando apenas uma base de dados para cada foco
metodoldgico. Os dados deste estudo sdo derivados do banco de dados Web of Science e
Orbit respectivamente. Portanto, podemos ndo ter sido capazes de recuperar todos 0s
trabalhos sobre os topicos estudados, e o viés de selecdo pode estar presente. Dessa forma
futuras pesquisas devem considerar as comparacgdes entre diferentes bancos de dados para
analise cientifica e tecnoldgica.

O trabalho ilustra a importancia das repercussdes do conhecimento em P&D e
denota maior atengdo em trabalhos futuros, sendo necessaria a maximizacdo da
compreensdo acerca dos sistemas celulares para garantir produtividades e rendimentos
elevados com diferentes fontes de carbono de baixo custo. Podemos acrescentar a
necessidade de novos estudos que relacionam a co-producdo de etanol e produtos

quimicos ou integracdo de diferentes geracdes de etanol na tentativa de melhorar os
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resultados econdmicos de cada processo. Além do mais, temos muito a avancar nessa
discusséo, pois ndo esta claro em nossas leituras se 0 uso dessas fabricas de vivas sintética
é realmente um processo de baixo carbono. O desenvolvimento de indicadores
termodinamicos adequados relacionados a energia, exergia e emergéncia deve ajudar a

responder a essas perguntas-chave.
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Apéndices
A

TOPIC: (biofuel* OR ethanol OR biogas OR "alcohol fuel" OR bioenergy OR
"microbial oil" OR "microbial biofuel” OR biodiesel OR biobutanol OR butanol OR
bioethanol OR biohydrogen OR methanol OR bioalcohol OR "fatty acid esters” OR
farnesene OR "bio-diesel” OR "bio diesel” OR biodleo OR "bio-0il") AND

TOPIC: ("synthetic biology" OR "synthetic pathways" OR "metabolic engineering” OR
"metabolic pathways" OR "synthetic circuits” OR "synthetic systems™ OR "synthetic
genomics” OR "synthetic genome" OR "synthetic genes™ OR "synthetic nets").

B

((synthetic 2D (biolog+ OR genom+ OR nets)) OR (metabolic 2D (engineer+ OR
pathway+))) AND (ethanol OR bioethanol OR second generation OR 2G OR Bio
alcohol) AND (lignocellulosic 2D (biomas+)) AND (xylose OR hemicellulose OR
pentose OR residue OR corn stover OR switchgrass OR rice straw) AND (sugar 2D
(cane bagasse OR fermentation)).
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