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Resumo

Os acidos carboxilicos sdo compostos quimicos de importancia estratégica e com diversas
aplicacbes industriais, incluindo seu uso como intermedidrios ou blocos construtores
(building blocks) para obtencdo de outros produtos. O avanco da bioeconomia amplia
possibilidade de obtencdo e uso desses acidos a partir de recursos bioldgicos. Com
isso, torna-se um contraponto as fontes fésseis e abrem leques de oportunidades para
o crescimento do mercado de produtos de base biolégica. Estudos de prospeccao
tecnoldgica tém o papel de gerar dados estratégicos para fomentar sistemas de inovacao
e garantir a competitividade de instituicdes de Ciéncia e Tecnologia. Estudos elaborados
pela Agéncia Internacional de Energia (IEA), pelo Laboratério de Energias Renovaveis
(NREL) do Departamento de Energia Americano, e pela Organizacdo das Nacdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO) apontam a bioeconomia como estratégia para
crescimento nas proximas décadas. Dentre as ferramentas utilizadas para prospeccao
tecnoldgica, encontram-se as analises bibliométricas e patentométricas. Neste trabalho,
estas ferramentas foram utilizadas com o objetivo de desenvolver um estudo exploratério
e quantitativo por meio de documentos cientificos e patentarios recuperados nas bases
de dados Web of Science e Derwent Innovation Index, respectivamente, relacionados
com microrganismos usados na obtencdo de quatro acidos organicos de relevancia
estratégica: acido 3-hidroxipropiénico, acido itaconico, acido fumarico e acido malico. O
estudo tem como propésito identificar oportunidades de desenvolvimento tecnolégico
com microrganismos pertencentes a Colecdo de Microrganismos e Microalgas
Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias — CMMAABIo. Os resultados obtidos indicam
microrganismos de espécies presentes na CMMAABio, que podem ser avaliados
em futuros projetos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (P,D&I) da Embrapa
Agroenergia para obtencdo desses acidos.
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Introducao

Com o avanco da bioeconomia, economia baseada no uso de recursos bioldgicos em
detrimento as fontes fosseis, abre-se um leque de oportunidades para o crescimento do
mercado de produtos de base bioldgica, dentre eles os acidos carboxilicos. Estes acidos
sdo compostos quimicos muito importantes comercialmente, e sdo obtidos por meio
de processos quimicos, bioquimicos ou hibridos, podendo ser aplicados diretamente
em diferentes setores industriais, além de serem utilizados como blocos construtores
(building blocks) para obtencao de outros produtos.

Relatdrios para o desenvolvimento da bioeconomia elaborados por instituicdes de
renome como o Grupo de Especialistas da Unido Europeia, a Agéncia Internacional de
Energia (IEA), e o Laboratdério de Energias Renovaveis (NREL) do Departamento de Energia
Americano apontam uma série de acidos de relevancia estratégica capazes de serem
obtidos a partir da biomassa lignocelulésica, dentre eles os acidos 3-hidroxipropiénico,
itaconico, fumarico e malico (Werpy; Peterson, 2004; Newton et al., 2017; De Jong et al.,
2020).

O acido 3-hidroxipropidnico (3-HP; C.H O,) € um alfa hidroxiacido, ainda em fase
de desenvolvimento industrial, sobre o qual recai uma grande expectativa como
intermedidrio do acido acrilico, um mondmero de polimeros de grande consumo pela
sociedade. Além disso, também pode ser intermediario de polimeros biodegradaveis
- os poli-hidroxialcanoatos - e de 1,3-propanodiol (Wang et al., 2016).

O acido itaconico (C.HO,) e o acido fumarico (C,H,0,) sdo produtos das vias
metabdlicas dos microrganismos, especificamente do ciclo de Krebs, e sdo intermedidrios
da porcdo oxidativa do ciclo dos acidos tricarboxilicos. Ambos os dcidos estavam entre
os 12 principais building blocks derivados de biomassa com aplicagdes que se estendem
desde quimica fina até farmacéutica (Jimenez-Quero et al., 2017).

O 4acido fumarico tem propriedades acidulantes, preservativas e flavorizantes para
aplicacdo em industria alimenticia. Também é usado como mono6mero para producdo
de polimeros e agente de colagem acido em industrias de papel e celulose (Araji et al.,
2017). Ja o 4cido itaconico tem importancia industrial pelo seu potencial de substituir
o acido acrilico e metacrilico em razao da semelhanca estrutural das trés estruturas
(Robert; Friebel, 2016).

O acido malico (C,H.0,) também é um intermediario no ciclo de Krebs e foi classificado
como uma das principais moléculas-alvo de processos bioquimicos, sendo alvo de
diversas pesquisas para otimizar condi¢cdes de producdo (Trichez et al., 2018). Sendo
enantiomericamente puro, o acido L-mdlico é desejavel para aplicagcdes nas industrias
alimenticia, farmacéutica e de polimeros. Embora a bioconversao de fumarato a malato
seja um processo industrial estabelecido, ndo ha um processo comercial estabelecido
para a producdo de acido L-madlico a partir de substrato sacarineo, o que tornaria o
método biotecnoldgico de producdo do acido mdlico economicamente mais vidvel
(Hronska; Michalikova; Rosenberg, 2017).

Diante da relevancia estratégica desses acidos, o presente trabalho teve como
objetivo identificar os microrganismos mais citados em documentos cientificos e de
patentes para producdo de acido 3-hidroxipropionico, acido itacénico, acido fumarico
e acido mdlico. Em posse dessas informacgdes, oportunidades poderdo ser criadas para
os microrganismos da Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia
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e Biorrefinarias — CMMAABIo, visando o desenvolvimento de novas tecnologias de
producdo destes acidos em futuros projetos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao.

Material e Métodos

As buscas foram realizadas em documentos cientificos e patentarios, recuperados nas
bases de dados Web of Science (WoS) e Derwent Innovation Index (Dll), respectivamente,
empregando os termos listados na Tabela 1 no campo “tépico”. Aos termos das buscas
foram associados operadores booleanos e caracteres curingas para aumentar a
quantidade de documentos recuperados. A busca de documentos patentarios, agregou-
-se também a Classificacdo Internacional de Patente (CIP) C12P, associadas a processos
bioquimicos, para captar todos os documentos referenciados. O intervalo temporal
escolhido foi entre de janeiro de 2008 a janeiro de 2020.

Os géneros e/ou as espécies dos microrganismos foram identificados por mineragdo
de palavras de resumos desses documentos, empregando o sistema Vantage Point®.

Tabela 1. Estratégia de busca para prospeccdo de microrganismos produtores dos acidos organicos de

interesse.

Nome Estratégia de busca (termos associados)
comum

do acido Microrganismos e

a . Sinonimos dos acidos organicos . Busca de patentes
organico processos envolvidos

“3-Hydroxypropanoic acid” or
3-HP “3-hydroxypropanoate” or “3-HPA” or
“3-Hydroxypropionic acid” or 3-HP

“fumaric acid” or fumarate or “trans-

Fumarico .. - i»
-Butenedioic acid AND
“itaconic acid” or itaconate or
“2-Methylenesuccinic acid” or enzym* OR ferment* AND
“Methylenebutanedioic acid” or yeast* or C12pP*
Itaconico or “Methylenesuccinic Acid” or fung*or bacteri* or
“Propylenedicarboxylic acid” or microrganism$

“2-methylidenebutanedioic acid” or
“2-Propene-1,2-dicarboxylic acid”
“malic acid” or malate or

Malico “2-hydroxysuccinic acid” or
“2-hydroxybutanedioic acid”

Resultados e Discussao

A Tabela 2 apresenta as quantidades de documentos recuperados por meio das
estratégias de buscas apresentadas na se¢do anterior, incluindo as raz8es de patente/
artigo, em ordem crescente.

A razdo numérica entre quantidades de documentos patentdrios e cientificos
recuperadas em uma busca suscita o estagio de maturidade de tecnologias existentes no
mercado-alvo. Tal relagdo decorre do aspecto tecnolégico de uma patente e a relacao de
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uma publicacdo a atividades cientificas (Quintella et al., 2011). Partindo dessa premissa,
a predominancia de documentos patentdrias em relacdao aos cientificos denotam alta
maturidade de tecnologias bioquimicas associadas aos quatro acidos organicos em
analise, principalmente para o acido itaconico.

Tabela 2. Quantidade de documentos recuperados e proporgdo patente/artigo.

22::2:;::;5 Documentos cientificos  Razdo patente/artigo
3-HP 302 271 1,11
Malico 4732 3299 1,43
Fumarico 2371 1609 1,47
Itaconico 624 322 1,93

Nas proximas tabelas, as bactérias e os fungos (leveduriformes e filamentosos)
produtores dos 4cidos de interesse estardo grifados em amarelo e em azul,
respectivamente.

A Tabela 3 apresenta os microrganismos associados a producdo de acido 3-HP e
o respectivo niumero de ocorréncia nos documentos cientificos e patentarios. A
busca bibliométrica recuperou 4 microrganismos, enquanto a patentométrica 54,
dos quais somente os 14 mais citados estdo apresentados. Verificou-se que todos os
microrganismos recuperados na pesquisa bibliométrica estdo presentes também nos
documentos de patente, mesmo que somente em termos de género.

Tabela 3. Microrganismos prospectados em documentos patentdrios e bibliograficos sobre producdo de
acido 3-HP.

Documentos Cientificos Documentos Patentarios

Nimero de Numero de

Aot Microrganismo a . Microrganismo
ocorréncias ocorréncias

29 Klebsiella pneumoniae 95 Escherichia coli
21 Escherichia coli 94 Escherichia sp.
13 Lactobacillus reuteri 62 Saccharomyces sp.
12 Saccharomyces cerevisiae 43 Pseudomonas sp.
39 Bacillus sp.
37 Klebsiella sp.
37 S. cerevisiae
35 Candida sp.
35 Clostridium sp.
33 Pichia sp.
30 Corynebacterium sp.
25 Kluyveromyces sp.
21 Salmonella sp.

20 Lactobacillus sp.
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Percebe-se que Escherichia coli € um dos microrganismos mais usados na produgao
de acido 3-HP, com quantidade importante de citacdes em trabalhos cientificos e em
documentos de patente. Essa bactéria é utilizada como uma biofabrica celular para
expressao heterdloga deste acido, assim como de varios outros bioprodutos.

ATabela4 apresenta os microrganismos associados a obtencao de dcido malico citados
na literatura cientifica e patentaria. A busca bibliométrica recuperou 28 microrganismos,
enquanto a patentométrica, 22. Serdo apresentados os dez mais citados em ambos os
tipos de documentos recuperados.

Para o acido madlico, existe uma grande diversidade de microrganismos produtores
dentre bactérias, leveduras e fungos filamentosos tanto na pesquisa bibliométrica quanto
patentométrica, embora os géneros Escherichia e Aspergillus tenham quantidades
significativas de documentos relatados. A bactéria Oenococcus oeni, mais citada da
pesquisa bibliométrica, é o microrganismo responsavel pela conversao de acido malico
em acido latico no processo de fermentag¢ao maloldctico, tornando o vinho menos acido
e mais palatavel (Fahimi; Brandam; Taillandier, 2014).

Tabela 4. Microrganismos prospectados em documentos patentarios e bibliograficos sobre produgdo de

acido malico.

Numero de . . Ndmero de . .

ocorréncias Microrganismo ocorréncias Microrganismo
66 Oenococcus oeni 36 Escherichia coli
62 Saccharomyces cerevisiae 29 Bacillus sp.
43 Escherichia coli 29 Escherichia sp.
33 Aureobasidium pullulans 27 Saccharomyces sp.
27 Lactobacillus plantarum 24 Lactobacillus sp.
22 Schizosaccharomyces pombe 19 Aspergillus sp.
19 Rhodobacter sphaeroides 11 Aspergillus niger
16 Yarrowia lipolytica 11 Clostridium sp.
15 Bacillus subtilis 11 Corynebacterium sp.
10 Aspergillus oryzae 11 Pichia sp.

A Tabela 5 apresenta os microrganismos e o numero de documentos relacionados
com a obtengado de acido fumarico citados na literatura cientifica e patentaria. A busca
bibliométrica recuperou 10 microrganismos, enquanto a patentométrica 75, embora
somente os 21 mais recorrentes estejam apresentados na tabela.

Da mesma forma que o acido 3-HP, Escherichia coli recombinante também é um
dos microrganismos mais usados na obtencdo de acido fumarico, com cenario similar
em documentos cientificos e patentdrios. No entanto, os outros microrganismos mais
citados em cada tipo de documento diferem de forma consideravel, o que leva a crer
gue ha cenarios distintos, com maior ou menor maturidade tecnoldgica, embora todos
0s microrganismos prospectados na pesquisa bibliométrica também tenham sido
identificados na pesquisa patentométrica (dados parcialmente mostrados), ao menos
em relagdo ao género, exceto Desulfovibrio sp.
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Tabela 5. Microrganismos prospectados em documentos patentdrios e bibliograficos sobre producéo de

acido fumarico.

Documentos Cientificos Documentos Patentarios

Nimero de Numero de

n . Microrganismo - Microrganismo
ocorréncias ocorréncias

44 Rhizopus oryzae 200 Escherichia coli
32 Escherichia coli 89 Lactobacillus sp.
19 Saccharomyces cerevisiae 88 Pichia sp.
13 Geobacter sulfurreducens 80 Aspergillus sp.
11 Geobacter sp. 78 Clostridium sp.
10 Shewanella sp. 75 Pseudomonas sp.
8 Rhizopus arrhizus 74 Corynebacterium sp.
7 Aspergillus oryzae 73 Kluyveromyces sp.
6 Desulfovibrio sp. 66 Lactococcus sp.
5 Yarrowia lipolytica 56 Candida sp.
55 Rhizopus sp.
55 Y. lipolytica
45 Rhodococcus sp.
36 Debaryomyces sp.
34 Schizosaccharomyces sp.
29 Cupriavidus sp.
27 Streptomyces sp.
26 Klebsiella sp.
26 Salmonella sp.
25 Enterobacter sp.
25 Zymomonas sp.

A Tabela 6 apresenta os microrganismos associados a producao de acido itaconico
citados na literatura cientifica e patentaria. A busca bibliométrica recuperou 5
microrganismos, enquanto a patentométrica, 45, porém somente os 17 mais
representativos estdao mostrados.

Diferentemente dos resultados relatados para os acidos 3-HP e fumarico em que
predominava a ocorréncia de bactérias, principalmente em relacdo a patentes, para
o dacido itacénico predominam no aspecto cientifico e tecnolégico fungos do género
Aspergillus sp., significativamente pela espécie A. terreus. Este resultado é corroborado
por Nemestéthy et al. (2020), que afirmam que A. terreus é uma linhagem eficiente para
produgdo de 4cido itaconico por sistemas de fermentacdo submersa.
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Tabela 6. Microrganismos prospectados em documentos patentdrios e bibliograficos sobre producéo de

acido itaconico.

Documentos Cientificos Documentos Patentarios

Nimero de Numero de

. . Microrganismo a . Microrganismo
ocorréncias ocorréncias

53 Aspergillus terreus 64 Aspergillus sp
13 Ustilago maydis 60 Saccharomyces sp.
10 Escherichia coli 46 Bacillus sp.
9 Aspergillus niger 45 Escherichia sp.
5 Yarrowia lipolytica 45 Sacchoromyces cerevisiae
42 Candida sp.
39 Pichia sp.
36 E. coli
35 Trichoderma sp.
31 Yarrowia sp.
26 Kluyveromyces sp.
25 Corynebacterium sp.
24 Clostridium sp.
24 Fusarium sp.
21 Lactobacillus sp.
21 Schizosaccharomyces sp.
20 Pseudomonas sp.
Conclusoées

A aplicacdo das ferramentas de prospeccdo tecnoldgica permitiu a identificacdo de
diversos microrganismos envolvidos na producdo bioquimica de acidos 3-HP, fumadrico,
itaconico e mdlico. Hd predominio de bactérias para a producdo de acidos 3-HP e
fumadrico, de fungos para a produgdo de acido itaconico e equilibrio entre bactérias
e fungos para acido madlico. Essa diversidade cria oportunidades de bioprospecgdo e
agregacado de valor a Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e
Biorrefinarias — CMMAABIo, que podem ser avaliados em futuros projetos de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo da Embrapa.
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