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BIOTECHNOLOGY FOR OBTAINING MORE SUSTAINABLE INGREDIENTS IN THE
FLAVOR AND FRAGRANCE INDUSTRY

Flavors and fragrances are essential components in a wide range of consumer products,
significantly influencing consumer perception despite their small quantitative presence.
Traditionally sourced through natural extraction or chemical synthesis, these ingredients face
challenges such as low yields, high environmental impact, and supply chain instability. The
growing demand for sustainable and natural products has intensified interest in alternative
production methods. Biotechnology emerges as a promising solution, offering
environmentally friendly and economically viable approaches to aroma and fragrance
synthesis. Through microbial fermentation and biocatalysis, it is possible to produce high-
value compounds using renewable feedstocks under mild conditions, with greater selectivity
and reduced waste. Advances in metabolic engineering and synthetic biology have enabled
the development of genetically modified microorganisms capable of producing complex
aroma molecules, mimicking or even surpassing natural profiles. This biotechnological
approach not only addresses sustainability concerns but also enhances supply security and
product consistency. As the global market for flavors and fragrances continues to expand,
biotechnology stands out as a key enabler for greener, safer, and more efficient ingredient

production.

Keywords: Flavor; Fragrance; Biotechnology; Enzyme.

6° Anais do Programa de Mestrado Profissional em Tecnologia Quimica e Bioquimica — 13° Workshop do Programa, 13/12/2025



6° Anais do Programa de Mestrado Profissional do
Instituto de Quimica da USP
13° Workshop do Programa — 12/12/2025

MVIPuss

mestrado profissional do
instituto de quimica da USP

INTRODUCAO

Aromas e fragrancias sdo encontrados em uma ampla variedade de bens de consumo:
alimentos e bebidas, perfumes, produtos farmacé€uticos, cosméticos, sabonetes, produtos
domésticos, etc. Embora geralmente representem apenas uma pequena fragcdo quantitativa do
produto final, esses desempenham um papel importante na percepcao qualitativa deste pelos
consumidores. Desde a introdugao da vanilina e da cumarina no mercado no século XIX, a
demanda global por aromas e fragrincias tem aumentado constantemente. Em 2002, o
mercado global era de US$ 15,1 bilhdes, entdo subiu para US$ 18 bilhdes em 2006 ¢ atingiu
USS$ 25,9 bilhdes em 2021. Em 2022, atingiu US$ 29,27 bilhdes. Prevé-se que o mercado
global dessa industria ultrapassara US$ 35 bilhdes em 2028. Ainda, as proje¢des sugerem que
o mercado devera crescer para aproximadamente US$ 48,82 bilhoes até 2032. Um dos fatores
associados a expansao do mercado € a crescente inovagao no setor cosmético ¢ a demanda
cada vez maior por aromas e fragrancias naturais.!”’

Hoje, mais de 3.000 moléculas sdo usadas para fabricar produtos que estimulam nossos
sentidos de olfato e paladar.! Sabores e fragrancias sio compostos orginicos que interagem
com nosso paladar e sentidos olfativos para trazer um prazer geral dos produtos.®!° A maioria
dessas moléculas pertence a grupos de compostos, incluindo aromaticos, alcoois, aldeidos,

! Também, podem ser

cetonas, 4cidos graxos, ésteres, pirazinas, terpenos e lactonas.!
categorizados como naturais, idénticos aos naturais e artificiais.!? Os naturais sdo diretamente
isolados de recursos naturais, como plantas ou animais. Os idénticos aos naturais t€ém a mesma
composi¢ao quimica que os naturais, mas sao produzidos sinteticamente por meio de métodos
quimicos ou biotecnoldgicos. J& os compostos classificados como artificiais sao sintéticos que
ndo existem na natureza.’

A grande maioria dos compostos utilizados no mercado sdo extracdes naturais ou sintetizados

quimicamente.!® A extra¢do direta de fontes naturais, como plantas, representa a pratica

original de producdo de aromas e fragrancias naturais. As técnicas convencionais para
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capturar os compostos-alvo utilizam métodos de separacao, incluindo destilagdo, prensagem
a frio e extragdo por solvente.” Devido a eficiéncia relativamente baixa do processo € ao
rendimento do produto (relacionados a alta necessidade de mao de obra para a colheita ou
esgotamento dos recursos naturais e escassez dos compostos de interesse no extrato),'? essas
abordagens tradicionais sdo altamente demandante em energia, demoradas e exigem imensas
quantidades de matérias-primas, cuja disponibilidade estd sujeita a varios fatores de risco,
como padrdes climaticos (estacdes do ano, area geografica de produgdo, desastres climaticos),
doengas de plantas e restrigdes comerciais (flutuagdes geopoliticas, econdmicas e sociais)’!!
o que significa que os materiais derivados de plantas sdo frequentemente sujeitos a flutuagdes
de prego, volumes de produgdo anual (cultivo limitado) e qualidade.!?

Economicamente, a extracdo de material vegetal ¢ cara devido aos niveis frequentemente
muito baixos de tais compostos neste e isso exige um enorme uso da terra sendo dedicado a
culturas nao alimentares - valendo lembrar do empreedimento de todas as nagdes do planeta
em alimentar uma populacdo mundial crescente. Como exemplo, para produzir um Unico
grama de a-ionona natural, seriam necessarias 50 a 100 toneladas de framboesas, o que
equivale a 20 hectares de terra (200.000 m?). Além disso, o longo periodo de crescimento
dessas plantas esta sujeito a altos niveis de variabilidade, podendo significar dificuldades na
cadeia de suprimentos para as empresas.!® Portanto, embora a extracdo de matérias-primas
naturais forneca produtos naturais com perfis olfativos complexos, esta sofre com
rendimentos de produgio extremamente baixos.! Consequentemente, a produgdo industrial de
aromas e fragrincias migra para métodos de sintese quimica para melhores resultados.!!
Diversas rotas de sintese organica estdo disponiveis para criar compostos aromaticos e
alifaticos com propriedades de sabor e odor. Além disso, a sintese organica representa a
abordagem mais eficaz e barata para a descoberta de novos compostos com perfis olfativos e
de sabor Unicos, pois permite modificagdes estruturais faceis.!*!> No entanto, as sinteses
quimicas sofrem de multiplos problemas que levam ao aumento dos custos de produgdo e a

impactos ambientais adversos. Por exemplo, a falta de seletividade causa a formagao de
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misturas racémicas e subprodutos, que requerem extensa separacao e purificagao para isolar
o composto alvo.!'>!6 Além di it intéti talisad ali
posto alvo. ém disso, muitas rotas sintéticas requerem catalisadores metalicos
toxicos, utilizam matérias-primas petroquimicas, geram residuos perigosos ¢ demandam
insumos energéticos significativos.!!¢ Um exemplo sdo os processos de produgio de aldeidos
e ésteres aromaticos, que utilizam reagentes perigosos e geram uma quantidade significativa

16,17

de residuos. Além disso, os compostos gerados sdo rotulados como ‘“artificiais” ou
b

“idénticos aos naturais”, o que, em ultima analise, diminui seu valor econdmico.'?

A obtencao de ingredientes de origem natural tem ocasionalmente levado a escassez de alguns

L3 As crescentes preocupagdes

recursos vegetais, como baunilha ou horteld-pimenta.
ambientais da sociedade acompanham uma demanda cada vez maior por produtos “naturais”
e sustentdveis, um ambito geralmente ndo compreendido por rotas quimicas ou extrativas
estabelecidas. Dessa forma, na busca por rotas intermediarias, t€m-se observado esforgos no
desenvolvimento de métodos biotecnoldgicos para sintese verde de moléculas de aromas e
fragrancias com baixo impacto ambiental, maior seguranga do produto e ganho
econdmico."*!%!! Considera-se também que as principais estratégias a serem empregadas
para alcangar a producao responsavel nesta industria incluem: (i) o uso de materiais de partida
de matérias-primas renovaveis, principalmente terpenos ou fontes de carbono reciclado de
fluxos laterais ou residuos (como biomassa); (ii) o uso de procedimentos sintéticos
caracterizados por alta seletividade (quimio, regio e estereosseletividade) para limitar o
desperdicio e exigindo condigdes de reagdo suaves para aumentar a seguranca € economizar

energia; (iii) o desenvolvimento de odorantes potentes que tenham uma alta relagdo odor-

carbono e, se possivel, sejam quase completamente biodegradaveis. '
E verdade que hé séculos a humanidade vem utilizando sistemas microbianos para conferir

novos aromas a produtos de fermentacdo, como cerveja, vinho e queijo. Tao logo, pesquisas

demonstraram que microrganismos também podem ser usados para produzir aromas e
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fragrancias.!” Assim, um método alternativo atraente para a sintese de aromas e fragrancias
baseia-se em processos microbianos (fermenta¢do) ou em bioconversdes de precursores
naturais utilizando células microbianas ou enzimas (biocatdlise). Existem muitos
microrganismos que sintetizam aromas naturalmente como metabolitos secundarios durante
a fermentagdo. Nao obstante, atualmente, bactérias e leveduras geneticamente modificadas
estdo sendo desenvolvidas para carregar os genes necessarios para a producao de aromas a
partir de plantas.'®

O primeiro relato do uso de cepas de bactérias geneticamente modificadas tornou-se
prevalente em 2010, quando houve uma escassez aguda de 6leo de fragrincia comumente
extraido de Pogostemon cablin (patchouli). A planta de patchouli produz um 6leo essencial
que ¢ usado como fragrancia em incensos € outros produtos de cuidados pessoais e de saude.
Foi relatado que o tempo chuvoso na Indonésia destruiu o arbusto medicinal, resultando em
uma colheita ruim do 6leo aromatico. A condi¢do piorou ainda mais quando erupgoes
vulcanicas e terremotos exacerbaram os problemas de fornecimento. Para atender a demanda
pelo 6leo, microrganismos geneticamente modificados foram projetados especificamente para
produzir a “fragrancia” da planta de patchouli (patchoulol).!

Um outro exemplo de produto gerado a partir destes agentes microscopicos € o "valenceno",
uma molécula citrica geralmente encontrada na casca de laranjas Valéncia, e o outro ¢ o
"nootkatona", presente na casca de toranja. Esses compostos sao comumente usados em
bebidas e perfumes com sabor de frutas. O aroma de vanilina, normalmente produzido por
meio de reagdes sintéticas, também pode ser produzido por fermentagdo microbiana. As
moléculas de aroma e fragrancia produzidas por biotecnologia prometem um suprimento
abundante, independente de condi¢des climaticas e desastres naturais, com qualidade
uniforme.”

Terpenoides, como por exemplo, limoneno, mentol e santaleno, sdo uma grande classe de
compostos derivados de plantas comumente usados como aromas e fragrancias naturais

devido as suas caracteristicas aromaticas e volateis. A rota convencional de producao ¢ extrair
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diretamente de plantas, mas o rendimento ¢ geralmente baixo, o que leva a um alto custo de
produgdo e impacto significativo no ambiente ecoldgico. A sintese quimica também tem sido
amplamente utilizada, no entanto, como os terpenoides naturais sdo estruturalmente
especificos, um desafio técnico fundamental para a sintese quimica ¢ que os produtos
sintéticos sdo frequentemente isdmeros mistos com quiralidade diferente. Comparada a
extragdo e a sintese quimica, a biossintese oferece uma rota alternativa para a produ¢ao natural
de terpenoides. Por meio das abordagens de engenharia metabdlica e biologia sintética - que
visa construir novos sistemas biologicos, ou modificar os existentes, com o objetivo de
atribuir novas funcdes e tarefas a organismos vivos - a biossintese estuda as enzimas-chave
na via biossintética natural dos terpenoides e as insere em cepas microbianas apropriadas para
producdo. Alguns compostos terpenoides alcangaram com sucesso producao escalavel por
meio de biossinteses microbianas, como o farneseno (130 g/L) e a nootkatona (1,08 g/L).2° A

Tabela 1 a seguir sumariza alguns destes compostos:

Tabela 1. Exemplos de compostos aromaticos biotecnoldgicos comercializados por diferentes
empresas. Adaptada da referéncia 11

Composto Empresa
Farneseno Amyris
Nootkatona Isobionics
Evolva
Patchoulol Firmenich
Esclareol Firmenich
Valenceno Evolva
Vanilina Evolva
IFF
Solvay

Dados os avangos na biotecnologia, um aumento no interesse na fabricagdo de aromas e
fragrancias usando plataformas microbianas ou enzimaticas estd em andamento. Abordagens
de biofabricacdo podem oferecer alternativas mais ecoldgicas e também tém potencial para

exibir maiores rendimentos e seletividade. Além disso, moléculas de aromas e fragrancias
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derivadas de bioprocessos podem ser mais desejaveis comercialmente do que rotas de sintese
quimica se puderem atingir o "rotulo natural" comeg¢ando com substratos identificados em
plantas ou outras fontes naturais. E importante ter em mente que o uso de biocatalisadores
enzimaticos ou celulares para converter substratos sintetizados quimicamente em produtos
naturais ndo se qualifica como "natural", nem a biossintese de um produto que nao existe na
natureza.’!

Por fim, vale destacar que um grande nimero de empresas quimicas especializadas,
estabelecidas e start-ups, em todo o mundo, estdo recorrendo cada vez mais a biotecnologia
para a fabricag¢do de aromas e fragrancias, como a International Flavors and Fragrances (IFF),
Givaudan, Solvay, DSM, Novozymes, BASF, Robertet, Ajinomoto, Conagen, Evolva, Manus
Bio e Ginkgo Bioworks.?! A Figura 1 destaca algumas destas movimentagdes: Em 2010, a
Firmenich se uniu a empresa de biotecnologia dos EUA Amyris para desenvolver aromas e
fragrancias. Esta ¢ uma das primeiras parcerias entre uma industria deste tipo e a industria de
fermentagdo; Em 2014, a Firmenich langou o Clearwood, um produto com aroma de patchouli
que ¢ entendido como a primeira fragrancia biotecnologica do mundo; Em 2016, a Takasago
adquiriu o Centre Ingredient Technology na Carolina do Norte, EUA, para promover a
pesquisa e desenvolvimento de sabores usando biotecnologia de ponta e ingredientes
renovaveis; Em 2019, a BASF adquiriu a empresa de biotecnologia holandesa Isobionics e
adicionou 10 novos produtos de sabor por fermentacao, incluindo valenceno e nootkatona; A
Conagen assinou uma parceria com a BASF para produzir vanilina fermentada naturalmente;
Em 2020, a Givaudan adquiriu a empresa francesa de biotecnologia Alderys e colaborou com
a fornecedora de preparagdes enzimaticas Novozymes para explorar solugdes sustentaveis nos
setores de alimentos e limpeza; Em 2021, a DSM adquiriu o negocio de sabores e perfumes
da Amyris e adicionou sete produtos intermedidrios para expandir suas ofertas de ingredientes
de base bioldgica nas industrias de sabores, fragrancias e cosméticos; Em fevereiro de 2021,
a IFF concluiu a fusdo empresarial com a DuPont Nutrition e Biosciences; Em agosto de 2021,

a Givaudan anunciou uma parceria com a Ginkgo Bioworks, uma empresa de biologia
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sintética, para produzir ingredientes mais inovadores e sustentaveis por meio da

fermentacdo.?’

Givaudan adquire Alderys e Integragdo IFF e
Colaboragdo Takasago adquire Centre anuncia parceria de pesquisa Dupont Nutrition
Firmenich e Amyris Ingredient Technology com a Novozymes e Biosciences

| | | l
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Firmenich langa 1. BASF adquire Isobionics DSM adquire o negécio Colaboragdo Givaudan
Clearwood 2. Colabragdo BASF e Conagen para de aromas e perfumaria e Ginkgo Bioworks
produgdo de vanilina da Amyris

Figura 1. Eventos que marcam a inser¢do da biotecnologia na industria de aromas e
fragrdncias nos ultimos anos. Adaptada da referéncia 20

BIOTECNOLOGIA E INGREDIENTES DE AROMAS E FRAGRANCIAS'2 2

A medida que a demanda por produtos quimicos de alto valor continua a crescer, a
disponibilidade limitada ou inconsistente de recursos naturais exige o desenvolvimento de
tecnologias de producdo sustentaveis. A biotecnologia industrial oferece uma solucdo
promissora para esse desafio. Esta pode ser entendida como um campo da ciéncia que utiliza
células vivas ou componentes bioldgicos, como enzimas, para criar produtos e processos para
a industria.

As abordagens biotecnologicas no setor de fragrancias vém se desenvolvendo hé vérias
décadas, com os primeiros artigos de pesquisa sobre produgdo biotecnoldgica de fragrancias
sendo publicados na década de 1980. No entanto, foi somente na década de 2000 que essas

abordagens comecgaram a ganhar atengdo significativa. Desde entdo, uma infinidade de
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abordagens biocataliticas foram desenvolvidas para melhorar a qualidade e a quantidade de
Oleos essenciais e extratos naturais usados em perfumaria. Inicialmente, técnicas de pre-
tratamento utilizando celulases, pectinases e glicosidases foram desenvolvidas para aumentar
os rendimentos de extracdo ou destilagao, facilitando a liberacdo de moléculas volateis de
compartimentos celulares. Recentemente, o campo cresceu em complexidade e escopo, seja
com foco em técnicas de ponta, como biocatalise, engenharia metabolica, biologia sintética,
edicao e clonagem de genes e quimica analitica, ou aproveitando o novo conhecimento sobre
vias biossintéticas. Isso levou ao desenvolvimento de novas classes de ingredientes, incluindo
ingredientes biotecnologicos obtidos por meio de engenharia metabdlica, como compostos
bioproduzidos, puros ou como misturas de componentes de 6leos essenciais. Recentemente,
a industria de fragrancias migrou para métodos de producao sustentdveis e ecologicamente
corretos, abandonando o uso de matérias-primas de origem animal. A biotecnologia vem
ganhando interesse como um novo meio de extragdo de ingredientes de fragrancias e
facilitando essa transi¢ao.

Em plantas, duas abordagens alternativas podem ser utilizadas para manipular geneticamente
o perfil de fragrincia. A primeira baseia-se na introducdo de genes estranhos que codificam
enzimas com atividades ausentes na planta-alvo. A segunda abordagem baseia-se na
modulac¢do (regulagdo positiva ou negativa) da expressao de um ou mais genes nativos. Com
esta ultima abordagem, a produ¢ao de um composto volatil pode ser aumentada pela regulagcao
positiva de um gene na via ou, alternativamente, pelo bloqueio da produ¢do de um composto
volatil indesejado. Portanto, a biotecnologia pode ajudar a modificar o aroma natural e os
ingredientes aromaticos de plantas como lavanda, jasmim ou ylang-ylang, e operadores
microbianos metabolicamente aprimorados podem produzir uma variedade de moléculas
naturais, desde patchoulol, linalol, nerolidol, valenceno até esclareol.

Com o auxilio de ferramentas biotecnologicas, moléculas de aroma e fragrancia podem ser
produzidas, em alguns casos, de forma mais econdmica e em maiores quantidades, superando

muitas das desvantagens associadas a sintese quimica ou a extragdo vegetal.
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Bioprocessos através de plantas'> 3%

A industria de aromas e fragrancias fornece importantes matérias-primas para produtos
aromatizados e perfumados. Entre estes, terpenos e terpenoides (limoneno, mentol, santaleno,
etc.) sdo uma grande classe de compostos derivados de plantas comumente usados como
aromas e fragrincias naturais devido as suas caracteristicas aromaticas e volateis.?’ O
conhecimento levantado at¢é o momento sobre a biossintese de terpenos tem aberto
possibilidades para a engenharia metabolica de todas as fases da via bioquimica destes. Varios
exemplos de manipulagdo do metabolismo para a biossintese de terpenos e terpenoides em
microrganismos e plantas demonstram as possibilidades de desenvolver vias bioquimicas de
baixo custo para a produg¢do de compostos terpénicos amplamente utilizados no setor de
fragrancias. De fato, uma das areas mais interessantes desta linha de pesquisa concentra-se na
obtencdo de produtos naturais em plantas transgénicas para melhorar caracteristicas
agrondmicas, como resisténcia a pragas e competitividade, e para alterar perfis de fragrancias
e sabores.'?

A engenharia do metabolismo de terpenos em plantas ¢ uma alternativa atraente devido ao
seu elaborado potencial biossintético e ao beneficio econdmico do uso da fotossintese para
impulsionar a produ¢do. Além disso, outro beneficio ¢ a extracdo mais barata de 6leos
essenciais: os métodos para sua extracdo, se aplicados em larga escala, exigiriam pouca
otimizagdo e investimentos limitados, visto que os proprios métodos ja sao bem conhecidos
em nivel industrial.'?

As plantas podem ser geneticamente modificadas por meio da introducdo de genes estranhos
ou da modulagdo da expressdao de um ou mais genes nativos. Experimentos pioneiros validos,
realizados principalmente em plantas herbaceas, abriram caminho para a manipulagdo
genética da caracteristica odorifera. Resultados interessantes também foram obtidos com
plantas lenhosas e musgos. Por exemplo, em 2010, Ohara et al.>* modificaram o Eucalyptus

camaldulensis, uma planta lenhosa amplamente utilizada na produ¢ao de celulose para as

6° Anais do Programa de Mestrado Profissional em Tecnologia Quimica e Bioquimica — 13° Workshop do Programa, 13/12/2025



6° Anais do Programa de Mestrado Profissional do
Instituto de Quimica da USP
13° Workshop do Programa — 12/12/2025

MVIPuss

mestrado profissional do
instituto de quimica da USP

industrias de celulose e papel, e de 6leos essenciais, por meio da expressdao de uma sintase
heter6loga (a limoneno-sintase de Perilla frutescens), a fim de aumentar seu teor de limoneno.
Da mesma forma, em 2014, Zhan et al.>* projetaram o musgo Physcomitrella patens por meio
de duas sintases heterdlogas, a patchoulol-sintase de Pogostemon cablin e a o/p-santaleno-
sintase de Santalum album, respectivamente para aumentar o patchoulol e o a- € o B-
santaleno; este Ultimo ¢ o precursor do a- e do B-santalol.

Embora os experimentos mencionados possam ser considerados bem sucedidos, os
rendimentos obtidos com essas abordagens ainda ndo sdo altos o suficiente para competir com
as abordagens tradicionais. Os rendimentos de compostos de fragrancias obtidos
experimentalmente por meio da engenharia metabdlica de plantas t€ém se mostrado
significativamente menores do que aqueles obtidos por métodos tradicionais ou com
microrganismos. De fato, uma das principais desvantagens dessa abordagem ¢ a
complexidade bioquimica das plantas (compartimentalizacdo da biossintese, presenca ou
auséncia de estruturas especializadas, etc.), o que torna o tempo necessario para gerar

transformagdes génicas estaveis mais longo e, consequentemente, o custo inicial mais alto.!?

Bioprocessos através de microrganismos e enzimas

A biocatalise resume tanto as biotransformacoes (ou seja, a conversao de substratos definidos
usando sistemas de células inteiras) quanto a catalise enzimatica (ou seja, a conversao de
substratos definidos usando extratos livres de células ou enzimas purificadas) e pode ser
definida como um processo que descreve uma reacao, ou um conjunto de reagdes simultaneas,
nas quais uma molécula precursora pré-formada € convertida usando enzimas e/ou células
inteiras, ou combinagdes delas, livres ou imobilizadas.?

Os processos biocataliticos sdo cada vez mais utilizados para substituir processos quimicos
convencionais e possibilitar a formacao de novos produtos. Entre as razdes que justificam o

uso de biocatalisadores, as mais atrativas sdao: 1. a alta especificidade e seletividade
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(resultando em altos rendimentos e desperdicio minimo); 2. A possibilidade de usar condigdes
mais amenas (por exemplo, abordagens sem solventes, baixas temperaturas e pressoes de
trabalho e reduc@o do consumo de energia).>*>* Além disso, a biocatalise permite a produgio
de moléculas novas ou complexas, como produtos naturais complexos, que sdo dificeis de
sintetizar usando métodos quimicos tradicionais, por vezes, pode até¢ permitir a redu¢do do
nimero de etapas de uma rota sintética. A biocatdlise esta alinhada aos principios da quimica
verde inclusive porqué as enzimas sio biodegradaveis e ecologicamente corretas.>?

Ainda que células inteiras isoladas e enzimas possam ser usadas como biocatalisadores,
c€lulas inteiras sdo frequentemente preferiveis porque sao fontes mais convenientes e estaveis
do que enzimas purificadas, sem necessidade de purificacdo dispendiosa e adi¢do de
coenzima. De fato, ainda que as enzimas sejam consideradas ferramentas poderosas, o nimero
de enzimas disponiveis comercialmente no mercado ainda ¢ bastante limitado,
particularmente para alguns tipos de substratos incomuns. Além disso, quando as enzimas sao
mantidas em seu ambiente natural (citoplasma da célula inteira), geralmente ocorre menor
inativacdo. Por outro lado, no caso de biotransformac¢do em etapa unica, enzimas isoladas
podem realmente ser consideradas a melhor escolha, € a aplicagdo de enzimas imobilizadas,
seja em meio aquoso ou organico, pode aumentar a produtividade biocatalitica.?

Mesmo que enzimas nativas apresentem bom desempenho em condi¢gdes relevantes as
condigoes fisiologicas dos hospedeiros originais, elas sao limitadas em escopo de substrato,
taxa de reagdo e estabilidade em aplicacdes industriais. Para superar esses problemas,
pesquisadores recorrem a engenharia de proteinas para gerar enzimas com especificidade de
substrato personalizada, atividade catalitica aprimorada, bem como estabilidade aprimorada
em solventes organicos, temperatura elevada e tempo de reacdo prolongado. Nos ultimos
anos, enzimas projetadas aceleraram o crescimento da inddstria alimenticia.>!!-16

Familias de enzimas proeminentes nessas aplicacdes incluem lipases, alcool desidrogenases

e proteases. As lipases catalisam a esterificacdo de aromas a partir de 4cidos graxos e alcoois

e frequentemente apresentam ampla correspondéncia de substratos. Consequentemente, sao
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largamente utilizadas para produzir acetato de isoamila (sabor de banana), acetato de geranila
(odor de rosas) e acetato de citronelila (sabor de limdo). Alcool desidrogenases estdo
ganhando popularidade por produzir aldeidos graxos como hexanal (odor verde-frutado) e
alcoois monoterpénicos como geraniol (aroma floral). Proteases ou enzimas proteoliticas sdo
comumente usadas para hidrolisar ligagdes peptidicas de fontes proteicas para produzir
sabores salgados e semelhantes aos da carne. Essas sdo enzimas bem caracterizadas e foram
extensivamente revisadas quanto as suas aplicag¢des.!>!!1® Qutro exemplo é a producio de L-
mentol, o principal constituinte do 6leo de hortela-pimenta. Foram encontradas lipases
microbianas que hidrolisam preferencialmente os L-mentilésteres (da mistura racémica) em
L-mentol, deixando os D-mentilésteres intactos.?®

Embora as plantas sejam a fonte natural de terpenoides, os ultimos anos tém sido
caracterizados por um aumento notdvel na producdo de terpenoides pela via microbiana. O
uso de fabricas de células microbianas na producao de compostos de fragrancia naturais pode
potencialmente superar desafios que podem surgir ndo apenas com as abordagens
tradicionais, mas também com abordagens de engenharia genética de plantas. Primeiro, a
biossintese microbiana permite a producao em escala industrial de compostos puros. Segundo,
a conversdao microbiana pode economizar tempo e custos devido a maiores rendimentos,
crescimento mais rapido (quando comparado as plantas) e recuperagao mais facil do produto.
Finalmente, a producdo microbiana pode usar estoques abundantes, renovaveis e/ou
sustentaveis, como residuos biologicos (acidos carboxilicos) ou biomassa lignocelulésica, €
independente das condi¢des climaticas e tem um nivel mais alto de sustentabilidade quando
comparado aos processos de produgdo quimica; at¢ mesmo um Oleo essencial raro pode ser
isolado e produzido em grandes quantidades.'?

Uma das principais vantagens da producdo de substancias aromaticas a partir de
microrganismos €, no entanto, a manipulagao genética mais facil devido ao seu genoma menor
e menos complexo. Na maioria dos casos, a primeira estratégia consiste geralmente em

transferir uma terpeno-sintase exogena para o microrganismo hospedeiro e realizar a
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expressao heterdloga (atividade a partir do material genético estrangeiro), enquanto a segunda
se concentra na otimizacao da via endogena (por exemplo, por meio da regulacao positiva de
genes limitantes na via e da regulagdao negativa de genes envolvidos nas vias competitivas).
Das duas, a primeira estratégia tem a principal vantagem de evitar possiveis mecanismos de
regulacdo por retroalimentacdo, uma vez que os metabolitos sdo estranhos as células
hospedeiras produtoras.'?

No entanto, como no caso das plantas, deve-se considerar que a expressdo de genes
heterélogos no hospedeiro pode afetar seu metabolismo endogeno ou que, as vezes, alguns
produtos podem gerar citotoxicidade (dano e/ou destrui¢do celular). Portanto, além de
otimizar as vias metabdlicas e o fluxo, muitas vezes também ¢ necessario fornecer estratégias
integradas de remocao in situ. Certamente, devido a alta volatilidade desse tipo de composto
e aos possiveis efeitos inibitorios no crescimento celular, ¢ necessario remover o produto
durante a fermentagdo por meio de métodos como a “remog¢ao” gasosa ou a separacao em
dupla fase (misturas bifasicas), sendo esta ultima particularmente adequada para maiores
rendimentos. Além disso, a escolha de uma cepa hospedeira adequada deve ser considerada
com muito cuidado, pois isso também determina o sucesso do desenvolvimento de um
processo de producdo com boa relagao custo-beneficio. As cepas hospedeiras ideais devem
ser bem caracterizadas em termos de sequéncia do genoma e também ser geneticamente
acessiveis. Além disso, para tornar a produgdo custo-efetiva, os microrganismos devem ser
facilmente cultivaveis em condicdes de laboratério e em escala de producdo, crescer
rapidamente com demandas simples de nutrientes e se alimentar de matérias-primas de baixo
custo.!?

Normalmente, os microrganismos mais utilizados para esses tipos de processos tém sido os
microrganismos modelo Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli. Todavia, em relagdo a
molécula-alvo, as vias metabdlicas e a fonte de carbono a ser utilizada, organismos
hospedeiros alternativos podem apresentar vantagens genéticas e fisioldgicas em comparacao

com estes supracitados. Em particular, o desenvolvimento progressivo de tecnologias dmicas
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- que visam analisar grandes conjuntos de dados bioldgicos - e novas ferramentas de
engenharia metabolica tornaram organismos alternativos disponiveis para o projeto de

fabricas de células microbianas.'?

Pesquisas e casos de sucesso

Wang et al. (2021) e Zhang et al. (2022) concentraram-se na producao do precursor de a-
santalol, o a-santaleno, utilizando E. coli como hospedeiro. Ambos os estudos sugerem que
E. coli ¢ uma alternativa promissora para a sintese de a-santaleno, fornecendo sugestoes
préticas para a produgio de terpenoides por meio da engenharia genética e proteica.!? 2”28

A mesma abordagem de expressao heterdloga de terpeno-sintases e o aprimoramento da via
metabolica foi usada para a produgdo de esclareol, amplamente utilizado como material de
partida para a sintese de moléculas perfumadas com notas de ambergris. O ambergris ¢ um
produto de excregdo cerosa de cachalotes (Physeter macrocephalus L.) que tem sido usado
desde os tempos antigos como um agente valioso na formulagdo de perfumes por seu aroma
agradavel, doce e terroso. Os odorantes de ambergris sdo popularmente produzidos por vias
sintéticas ou semissintéticas. Um exemplo emblematico desse tipo de composto é o
Ambrox™ (Firmenich), ¢ o produto comercial enantiomericamente puro igual ao natural, ou
seja, o (-)-ambrofurano. Dada a escassa disponibilidade da fonte natural e para evitar
problemas éticos, econdmicos e de fornecimento, alternativas validas foram identificadas para
a sintese desses tipos de compostos. Entre as alternativas, a sintese de ambrofurano a partir
do esclareol, coproduzido na produ¢do do 6leo essencial de Salvia sclarea, demonstrou ser
muito bem-sucedida (vide Figura 2). No entanto, devido ao consumo estavel e moderado do
6leo essencial de S. sclarea e ao uso crescente de ambrofurano, esse processo de producao
acoplado ndo suportou a demanda.'? Dessa forma, a fim de contornar tal cenario, foi pensado
o desenvolvimento de um processo industrial para produ¢io do Ambrofix™ (Givaudan),

gerado por meio de uma ciclizacdo de etapa tnica do (E,E)-homofarnesol, um substrato
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resultante de um alongamento do farneseno, tal como visto na Figura 3. Este novo processo
apresenta eficiéncia de carbono significativamente melhorada em comparagdo aos processos
originais que produzem (—)-ambrox (sintese de varias etapas a partir do esclareol isolado da
salvia esclareia assim como mencionado logo acima). Estima-se que a producao de um quilo
(1 kg) de Ambrofix a partir de acticar exija 100 vezes menos terra em comparagdo com a rota
tradicional da salvia esclareia. Outro aspecto relevante para a sustentabilidade ¢ que o (—)-
ambrox cristaliza a partir do caldo de reacdo. Essa propriedade permite uma recuperagao
ambientalmente correta do produto por meio da separagdo sélido-liquido, evitando o uso de

qualquer tipo de solvente para extra¢do durante a recuperagio do produto.?-°

)

Q
EXTRAGRO (7 Y Y OH oxiDAcAo
—_— —

SALVIA ESCLAREA ESCLAREOL ESCLAREOLIDA ESCLAREODIOL

REDUGAO CICLIZAGAO

(-)-ambrox

Figura 2. Obtengao do (-)-Ambrox a partir da salvia esclare. Adaptada da referéncia 29

O exemplo do Ambrofix™ demonstrou pela primeira vez que, aproveitando a flexibilidade,
plasticidade e a possibilidade de serem evoluidas, as enzimas esqualeno-hopeno ciclases
(SHC - Squalene Hopene Cyclase) podem ser transformadas em biocatalisadores aplicaveis
em escala industrial. Para ampliar o escopo do substrato, também foi demonstrado que as
enzimas SHC sdo aplicaveis a producao de decalinas 2-oxigenadas. Esses compostos podem
ser usados diretamente como moléculas de fragrancia ou servir como intermedidrios na
sintese de outros ingredientes de fragrancia. Em contraste com os métodos de ciclizagdao
quimica, que exigem condi¢des severas e altamente acidas, estas enzimas permitem a
producdo de decalinas 2-oxigenadas usando condi¢des de reacdo mais brandas e maior

controle sobre 0s estereoisdmeros e/ou regioisdmeros resultantes. 2°-3!
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Figura 3. Rota de obtencgdo do Ambrofix™. (—)-Ambrox produzido a partir de homofarnesol
através da biocatalise pela esqualeno-hopeno ciclase (SHC). Adaptada da referéncia 29

As chamadas ene-redutases sdo enzimas que devido ao seu amplo escopo de substratos —
como aldeidos a,B-insaturados, cetonas, acidos carboxilicos e derivados (ésteres, lactonas,
anidridos de acidos ciclicos, acidos carboxilicos) — também ganharam vasto uso pratico. Sua
aplicabilidade em escala preparativa com excelentes rendimentos e excesso enantiomérico foi
demonstrada, e sua utilidade em aplica¢des biocataliticas estd bem estabelecida.?

As ene-redutases sao muito procuradas na industria farmacéutica devido as suas propriedades
intrinsecas, como sua excelente estereosseletividade e regiosseletividade. Em relacao as
aplicacdes para moléculas odorantes, foi recentemente descrita uma ene-redutase isolada de
uma cepa de levedura Kazachstania exigua, que reduz a B-ionona monociclica a dihidro-f3-
ionona. Outra ene-redutase que atua em grandes enonas monociclicas (anel de Ci2 a Cys),
isoladas do fungo leveduriforme Sporidiobolus salmonicolor foi caracterizada, que gera o
composto Muscona ao catalisar a reducao assimétrica da enona de anel Cis substituida por -
metil. Diversas enzimas desse grupo reduzem (E/Z)-citral, produzindo ambos os
enantiomeros de citronelal que podem entdo ser transformados em isopulegol, um

intermediario na sintese de mentol, apds ciclizacdo com variantes de esqualeno-hopeno
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ciclase. Um processo biocatalitico baseado em ene-redutases foi descrito para a producgado de
decanal - um poderoso aldeido floral com facetas de casca de laranja e citricos - a partir do
substrato linear 2E-decenal. Em uma cascata de duas enzimas em combina¢do com alcool
desidrogenases, uma ene-redutase foi usada para produzir os dois principais vetores de odor
a partir dos quatro estereoisomeros de Muguesia®, uma molécula de fragrancia transparente
floral, muguet e rosada com facetas verde e mentolada. Na mesma familia de odores (muguet,
lirio-do-vale), as enzimas em questdo serviram para preparar derivados de a-metil
dihidrocinamaldeido ndo racémicos, como Lilial® (também conhecido como Lysmeral®) e
Tropional® (corresponde também ao Helional®). Esses compostos foram produzidos com

rendimento quantitativo e alta seletividade.!®?’ Figura 4 indica alguma destes compostos:

R2
0 o \
/ R

6

Figura 4. Varias moléculas odoriferas preparadas a partir de blocos de constru¢do “A”
utilizando ene-redutases. Dihidro-f-ionona (1), Muscona (2), Citronellal (3), Muguesia (4),
Lilial (5), Tropional (6). Adaptada da referéncia 29

O proprio cinamaldeido, o principal componente do 6leo essencial de canela (Cinnamomum
sp.), € um substrato bem estabelecido para estas, formando o di-hidrocinamaldeido, usado em

perfumaria por sua nota floral, balsdmica e de jacinto caracteristica. Da mesma forma, alguns
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derivados de B-metilcinamaldeido tém sido investigados como intermedidrios relevantes para
a industria de aromas e fragrancias. O analogo m-isopropilico foi reduzido com cepas de
levedura (Saccharomyces cerevisiae) para fornecer o enantidmero (S)- do produto, com
redu¢do concomitante do grupo carbonila a alcool primario. A oxida¢do quimica restaurou a
funcionalidade do aldeido e produziu o mais potente dos dois enantiomeros da fragrancia
Florhydral®, com um perfil mais verde € menos aquoso.'®

Similarmente, a empresa Givaudan patenteou a bio-hidrogenacdo de dois dienais analogos
(compostos 7 e 8 da Figura 5) para produzir dois aldeidos y,5-insaturados, comercialmente
vendidos como Calmusal® (também conhecido como geraldeido) e Mahonial®. Os
substratos foram obtidos por alongamento da cadeia do citral e, portanto, sdo constituidos por
uma mistura de diastereoisémeros (E) e (Z), assim como os produtos, sem que a relacao E/Z

seja alterada na biorredugdo.!®

O Ene-Redutase O
)\/\/Kﬁvj\ H d » )\/\/pr\)L H
7

Calmusal®
OH O Ene-Redutase m O
—_—
N
X/\)s\,w“vj\'_l \)LH
Mahonial®

Figura 5. Bioredugdo de aldeidos a,f-insaturados por ene-redutase. Adaptada da referéncia

18

Um dos estudos de caso mais famosos € o da cetona de framboesa, também conhecida como
frambinona (Figura 6), o principal componente ativo do aroma de framboesas (Rubus idaeus).

O composto estd presente em outras frutas e vegetais, mas sua extragdo ¢ economicamente
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insustentavel devido a baixissima abundancia em todas as fontes naturais. Em 2022, uma cepa
de E. coli modificada metabolicamente foi desenvolvida para produzir biossinteticamente até
62 mg/L de cetona de framboesa em culturas em batelada alimentada sob condigdes
otimizadas, partindo da glicose como unica fonte de carbono. Nesses casos, a biorredugado de
C=C ocorre apenas como etapa final, mediada por pelo menos uma enzima benzalacetona-

redutase enddgena. '8 32

\ Ene-Redutase

HO HO

8 Frambinona

Figura 6. Obtencgdo da cetona de framboesa a partir da bioredu¢do por ene-redutase do
precursor p-hidroxibenzalacetona (8). Adaptada da referéncia 18

A B-ionona ¢ um sesquiterpeno de importancia central para a industria de fragrancias e ¢ um
componente-chave do aroma de rosas e violetas. Seu produto de redugao, a dihidro-p-ionona,
ocorre naturalmente em Osmanthus fragrans € em diversas outras plantas e flores, e ¢
empregada como fragrancia em cosméticos, produtos de higiene pessoal e detergentes.
Recentemente, dois grupos publicaram, de forma independente, a identificacdo de novas ene-
redutases capazes de realizar essa biorreducao desafiadora com eficiéncia: DBRI de Artemisia
annua ¢ KaDBRI de Kazachstania exigua HSC6. Em ambos os casos, a enzima isolada
conseguiu converter f-ionona em dihidro-fB-ionona com boa conversdo e seletividade
perfeita.!83334

Por fim, biorreducgdo de ligacdes C=C tem sido estudada e realizada usando microrganismos

por muitos anos, com as vantagens de uma configuragdo simples, processo barato e sem
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necessidade de sistemas adicionais de regeneracao de cofatores (restauragao de um cofator ao
seu estado ativo apos utilizagdo em uma reacdo enzimatica). Entre as cepas investigadas,
Saccharomyces cerevisiae sem duvida ocupou um lugar de destaque devido a sua excelente
atividade aliada a sua disponibilidade comercial em larga escala e a baixo custo. No entanto,
uma série de desvantagens estdo associadas a essa abordagem: eficiéncia catalitica limitada
devido aos niveis tipicamente baixos de expressdo dos genes de interesse, ocorréncia de
reagoes colaterais associadas a outras enzimas no proteoma, complexidade do processamento,
muitas vezes envolvendo a separacdo do produto de grandes quantidades de biomassa. Além
disso, se a bioconversdo for realizada em condi¢des de fermentagdo, ou seja, com células
viaveis, os efeitos toxicos ou inibidores de crescimento de substratos ou produtos podem

restringir as faixas de concentragdo de trabalho.!®

A vanilina, um metabolito secundario de plantas, ¢ amplamente utilizada como agente
aromatizante em bebidas, alimentos e produtos farmacéuticos. O tamanho do mercado de
vanilina deve atingir US$ 724,5 milhdes até 2025. No entanto, a producdo de vanilina a partir
da fitoextragdo (uso da planta) exige muita mao de obra e baixo rendimento enquanto que a
sintese quimica apresenta varios desafios, como alto impacto ambiental e baixa qualidade,
com consequéncias para as potenciais restrigdes impostas pelas autoridades de controle de
seguran¢a alimentar. Neste cendrio, prevé-se a utilizacdo de células microbianas para a
conversdo ou transformacio de substratos baseados em biomassa renovavel em vanilina.*

Dois processos sdo seguidos para a producdo de vanilina. Um dos fungos mais comuns,
Aspergillus niger, converte acido feralico em vanilina com a ajuda de basidiomicetos
(cogumelo Pycnoporus cinnabarinus ou Phanerochaete chrysosporium). Outra forma de
sintese de vanilina ¢ por meio da bioconversao de eugenol via acido ferulico, ferulaldeido ou
coniferilaldeido por cepas de Arthrobacter, Corynebacterium ou Pseudomonas. As bactérias

também parecem converter o eugenol em acido vanilico muito melhor do que a levedura. A
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cepa Pseudomonas putida foi capaz de converter acido fertulico eficientemente em acido

vanilico e uma cepa de Streptomyces setonii transformou 4cido ferulico em vanilina.?®
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Figura 7. Diferentes rotas para a produgdo de vanilina'!

As nitrilas também sdo de grande interesse para as industrias de aromas e fragrancias. A
citronelil nitrila emite um forte odor semelhante ao de limao e ¢ um ingrediente-chave para a
criagdo de novas fragrancias. A cinamonitrila tem um aroma forte e picante semelhante ao da
canela e nuances florais. A conversao de aldeidos em aldoximas ¢ simples; portanto, nitrilas
aromatizantes podem ser sintetizadas em condigdes moderadas usando a aldoxima-
desidratase (Oxd). A BASF patenteou a producao biocatalitica de citronelil nitrila aplicando

tal enzima, esquema da reagdo pode ser visto na Figura 8. A citronelal oxima foi transformada
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na nitrila correspondente usando células inteiras contendo a enzima em condigdes livres de
solventes. A citronelal oxima foi misturada com células inteiras, convertendo completamente
a aldoxima em citronelil nitrila apés 90h. Outro exemplo € a sintese quimioenzimatica de

citronelil nitrila e cinamonitrila a partir dos aldeidos correspondentes via aldoximas.>

Oxd
N

Citronelal oxima Citronelil nitrila

N
WN :OH Oxd ©/\///
_>

Cinamaldoxima Cinamonitrila

Figura 8. Produgdo biocatalitica de citronelil nitrila e cinamonitrila usando aldoxima-
desidratase (Oxd). . Adaptada da referéncia 36

Contudo, pesquisas ainda apontam para alguns compostos desafiadores, por exemplo o
limoneno e seus derivados, como alcool perilico, mentol, carveol e a-terpineol, que sao
amplamente aplicados em alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos, biomateriais e
biocombustiveis, pois as produtividades e os rendimentos de carbono alcancados ainda sdo
muito baixos para bioprocessos economicamente viaveis. Por exemplo, a produgdo de mentol
baseia-se em extracdes vegetais tradicionais, e a canfora ¢ produzida principalmente por
sintese quimica. Dado o custo de producao e a escalabilidade do processo de produgdo, as

industrias geralmente preferem os planos de producao ja existentes e maduros, como a sintese
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quimica. No modelo industrial do mentol, a BASF, a Symrise e a Takasago estdo ha muito
tempo envolvidas no desenvolvimento de processos de sintese quimica que representam cerca
de 30% da produgdo global de mentol. Em suas rotas de producdo, a BASF e a Symrise
utilizam materiais fosseis como matéria-prima para a sintese quimica de mentol, enquanto a
Takasago utiliza mirceno, sintetizado principalmente pelo craqueamento de B-pineno, um
produto derivado do processo de extracdo da terebintina da madeira. Por outro lado, grande
parte da canfora mundial provém de sintese quimica utilizando a-pineno como matéria-prima,
também um subproduto da terebintina.?’ Existem alguns obstaculos na engenharia de fabricas
de células microbianas para a biossintese de limoneno e seus derivados, incluindo: 1.
dificuldades na identificacdo de enzimas eficientes para vias biossintéticas desejaveis, uma
vez que as monoterpeno sintases geralmente apresentam atividade diversa; 2. baixos fluxos
metabolicos em dire¢do ao produto alvo, especialmente quando a via biossintética envolve
multiplas etapas; 3. interferéncias do metabolismo nativo dos hospedeiros com vias
biossintéticas heterélogas complexas; 4. a falta de ambientes adequados para a expressao
heter6loga de enzimas com atividade 6tima, particularmente as ligadas a membrana; 5. a
grave citotoxicidade do limoneno em células. A engenharia metabolica para a produgao
microbiana de limoneno e seus derivados ¢ instrutiva para a engenharia do metabolismo
celular para superproduzir certos monoterpenoides e aumentar a robustez da célula contra

produtos isoprenoides toxicos.?’

Biotecnologia como estratégia de mercado

A biotecnologia oferece uma alternativa atraente para a producao de moléculas de aromas e
fragrancias em grandes quantidades. Isso abriu caminho para empresas biotecnolégicas como
a DSM, uma multinacional holandesa de ciéncias da vida e dos materiais (Koninklijke DSM
N.V., ou Royal DSM), e outra grande produtora quimica com sede na Alemanha, a BASF

(Badische Anilin- und Soda-Fabrik). Essas empresas investiram um montante fixo de
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US$ 13,5 milhdes na produg¢do microbiana de moléculas de aromas e fragrancias em

colaboragdo com uma empresa chamada Allylix, sediada em San Diego."

Observa-se, portanto, um crescimento nos relacionamentos entre empresas de fragrancias e
empresas de biotecnologia nas ultimas duas décadas, a medida que a biotecnologia comegou
a se tornar um novo conjunto de ferramentas para inovagdo com o potencial de oferecer
beneficios além dos limites da quimica tradicional. Os ingressantes na biotecnologia estao
expandindo a lista de moléculas disponiveis que podem oferecer ao setor. Ao mesmo tempo,
grandes empresas quimicas fizeram aquisi¢cdes ou investiram significativamente internamente
para encontrar maneiras de aumentar seu conhecimento e experiéncia em fermentagdo. Estas
querem criar compostos odorantes sem impactar negativamente pessoas € meio ambiente;
além de elaborar aromas que proporcionem uma experiéncia eficaz para os consumidores. Por
exemplo, o primeiro ingrediente derivado da biotecnologia para substituir o patchouli colhido
naturalmente foi lancado em 2014. Adicionalmente, em 2020, moléculas foram langadas em
resposta ao fornecimento insustentavel de santalol, as vezes obtido de espécies ameacadas de
extin¢do de arvores de sandalo.®

Ingredientes derivados da biotecnologia para fragrancias também estdo ganhando interesse
porqué tornam a formulacao de produtos mais facil e previsivel. Ingredientes naturais podem
ser imprevisiveis devido a mudangas sutis de esta¢ao para estacao e as condi¢des de cultivo.
Moléculas derivadas da biotecnologia oferecem uma maneira de contornar esse contratempo.
Estas podem gerar formulagdes mais eficazes e seguras, pois sdo produzidas em um ambiente
altamente controlado. Isso ndo apenas ajuda a acelerar a criagdo de novos produtos, como
também permite fragrancias estdveis de um ano para o outro, tornando nao apenas o aroma
estavel, mas também o preco e a sustentabilidade da fragrancia. Além disso, as torna
altamente rastreaveis. Matérias-primas naturais podem vir de centenas de agricultores

diferentes. Ingredientes derivados da biotecnologia geralmente vém de uma unica fonte.®
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Por sua vez, o mercado de aromas biotecnologicos (também chamados de bioaromas), seja
por fermentac¢do microbiana ou reagdes enzimaticas, avaliado em US$ 1,54 milhdo em 2021,
esta projetado para atingir US$ 3,17 milhdes até 2028. O crescimento do mercado ¢
impulsionado por condi¢des climaticas adversas e pela crescente demanda por ingredientes
alimenticios de alta qualidade. No entanto, o alto custo associado ao processamento, produgao
e preservacdo de aromas naturais e biotecnologicos deve prejudicar o crescimento do
mercado, j& que os aromas biotecnoldgicos sdo comparativamente mais caros do que as
alternativas sintéticas. Os altos custos de producdo de bioaromas vém principalmente da etapa
de purificagdo dos compostos produzidos, representando mais de 50% do custo do
bioprocesso devido a alta volatilidade das moléculas de aroma e sua baixa solubilidade em
solventes verdes. Além de ser financeiramente custosa, a etapa posterior da producao de
bioaromas ¢ complexa e resulta em baixos rendimentos. Uma alternativa para reduzir os
custos na producao de bioaromas ¢ o uso de subprodutos agricolas, o que atende ao desejo

dos consumidores por produtos mais sustentdveis, naturais e ecologicamente corretos.>!!

Desafios e perspectivas futuras

Embora o cenario seja bastante promissor, os processos biotecnologicos ainda enfrentam um
conjunto de desafios. Um dos principais desafios técnicos esta relacionado a complexidade
dos organismos vivos e a dificuldade de prever todas as consequéncias das modificagdes
genéticas. Embora as técnicas de engenharia genética tenham evoluido, ainda hd riscos
associados a mutacdes inesperadas e efeitos colaterais nao planejados. Assim, nota-se também
que a necessidade de uma regulamentacdo ética e eficaz pra garantir a seguranga tanto
ambiental quanto para a satide humana ¢ um dos aspectos mais debatidos no campo, afinal a
biotecnologia tem o poder de alterar geneticamente organismos e manipular suas
propriedades, o que levanta questdes sobre a modificagdo do patrimdnio genético e os

possiveis efeitos a longo prazo dessas alteragdes.*
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Muitos paises adotam legislacdes rigorosas para a liberagdo de novos produtos derivados da
biotecnologia, o que pode retardar a inovacao e o lancamento comercial destes. A necessidade
de testes extensivos e protocolos de seguranga rigorosos também aumenta o custo do
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos, tornando sua viabilidade econdmica um fator

critico para sua implementagdo em larga escala.®

Adicionalmente, a transicdo da producdo de escala laboratorial para a escala comercial
representa um dos maiores desafios enfrentados pela biotecnologia industrial. Esse processo
de escalonamento demanda investimentos substanciais em projeto, engenharia e validagdo, o
que frequentemente se traduz em altos custos e longos prazos de desenvolvimento. Além
disso, a viabilidade da escalabilidade esta diretamente ligada ao sistema bioldgico empregado,
sendo que alguns desses sistemas apresentam limitagcdes técnicas, ambientais ou regulatorias
que dificultam sua expansio.’*#!

Para que um bioprocesso se torne um empreendimento comercial de sucesso, € necessario
considerar uma série de variaveis e insumos ao longo de toda a cadeia produtiva. Isso inclui
tanto o processamento a montante (upstream), que envolve o cultivo e a preparagdo dos
organismos produtores, quanto o processamento a jusante (downstream), responsavel pela
recuperagao e purificagdo do produto final. A regulamentagao e a constante atualizacao desses
processos sao fundamentais para garantir eficiéncia, seguranca e¢ conformidade com as

exigéncias do mercado e das autoridades regulatorias.®”-#!

Tratando brevemente destas duas etapas essenciais no bioprocessamento industrial, tem-se
que a fase upstream envolve o cultivo de células ou microrganismos para a producao de
biofarmacos, biocombustiveis, enzimas e outros subprodutos. J& o downstream trata da
purificacdo e recuperagdo desses produtos a partir de misturas biologicas complexas. No
upstream, os principais desafios estdo na otimizagdo das condi¢des de cultivo, como pH,

temperatura, oxigénio e nutrientes, além da escalabilidade dos processos. A transi¢do para
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escala comercial exige controle rigoroso e sistemas avancados de monitoramento, além de
engenharia cuidadosa para manter a produtividade. Por outro lado, avancos em engenharia
genética e biologia sintética t€ém permitido o desenvolvimento de linhagens celulares mais
eficientes e a producgdo de compostos inovadores.*?

O downstream enfrenta dificuldades na separacdo e purificacdo seletiva dos produtos, que
geralmente requerem multiplas etapas e equipamentos especializados. Métodos tradicionais
nem sempre sao eficazes, podendo comprometer rendimento e pureza. Portanto, essa etapa
representa uma parte significativa dos custos de producdo, por exemplo, para produtos
biofarmacéuticos as etapas de downstream representam cerca de 60-80% do custo total de
produgdo ja que requerem maior grau de pureza e, sendo assim, a complexidade do processo
de purificacdo para tais produtos ¢ elevada. Por isso, € crucial a operacdo em condigdes
otimizadas e, quando possivel, a substituicdo dos métodos tradicionais por técnicas
alternativas mais eficientes e econdmicas, diminuindo o niimero de operagdes unitérias.**-**
Todavia, o futuro da biotecnologia ainda promete avangos disruptivos. Uma das dreas mais
promissoras ¢ a biotecnologia de precisao, que utiliza inteligéncia artificial (IA) e aprendizado
de maquina para otimizar a engenharia genética e a biomanufatura. Silva Neto et al. (2025)%
destaca a integracdo da biotecnologia moderna com as tecnologias da era 4.0 e o potencial
transformador que essa convergéncia pode trazer para questdes ambientais. A chamada
"Industria 4.0" engloba avancos como inteligéncia artificial, automacao, big data e internet
das coisas (IoT), que, quando aplicados a biotecnologia, permitem uma abordagem mais
eficiente e sustentavel para enfrentar desafios globais.

Ainda, a biotecnologia industrial tem se beneficiado da automacao e da robotica para otimizar
a producao de enzimas e catalisadores biologicos que substituem processos quimicos
poluentes, reduzindo emissoes de gases do efeito estufa. Dessa forma, a intersecao entre essas
areas nao apenas amplia as possibilidades de inovagdo, mas também impulsiona uma
transicdo para uma economia de baixo carbono, fundamental para mitigar os efeitos do

aquecimento global.*
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Os avancos em IA oferecem enorme potencial para abordar questdes altamente complexas
relacionadas a big data e tarefas repetitivas, como engenharia metabolica de sistemas,
modelagem em escala gendmica, analise de conjuntos de dados complexos e engenharia de
enzimas, bem como simular, prever e avaliar projetos de bioprodugdo. Por exemplo, a [A tem
sido usada com sucesso na manufatura microbiana, incluindo anotagdo de genoma,
engenharia de proteinas auxiliada por IA, projeto de proteinas funcionais artificiais, predi¢ao

de vias habilitadas por IA e controle de bioprocessos.*

A inteligéncia artificial tem ampliado significativamente as possibilidades da engenharia
enzimatica (que visa modificar enzimas para melhorar sua estabilidade, especificidade e
eficiéncia catalitica). Modelos de aprendizado de maquina sdo usados para prever
propriedades cataliticas e estruturas enzimaticas, como demonstrado por Ryu et al. (2019)*,
que aplicaram redes neurais para prever numeros de comissdo enzimdtica (sistema de
classificagdo numérica usado para identificar e classificar enzimas com base nas reacdes
quimicas que catalisam). Também, estudos como o de Cheng et al. (2023)* mostram como a
IA pode identificar enzimas e metabolitos ausentes, viabilizando o design de sistemas
bioldgicos sintéticos.*” Ainda, Singh et al. (2021)°' complementa que a IA ofereceu solugdes
para modelagem estrutural, observando pontos criticos de alteragdo e orientando mutagdes
para necessidades especificas, o que ajuda muito a engenharia enzimatica. Wang et al.
(2023)°? delibera que as ferramentas baseadas em IA mostraram grandes vantagens na

reducdo do tempo computacional, permitindo maior precisdo de previsdo e fornecendo

modelos treinaveis adequados para usos amplos.*°
Um marco interessante foi o desenvolvimento do AlphaFold, pela DeepMind, que

revolucionou a predicdo da estrutura de proteinas. Com precisdo quase experimental, o

AlphaFold previu estruturas de mais de 350.000 proteinas, acelerando o design de farmacos
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¢ a modelagem proteina-ligante. Este trabalho concedeu o Prémio Nobel de Quimica de 2024
a trés personalidades: David Baker, da Universidade de Washington, Demis Hassabis e John
Michael Jumper, da Google DeepMind.*’- >

Com tudo, esses avan¢os demonstram como a [A estd transformando a bioquimica, reduzindo
tempo e custos em processos como descoberta de fdrmacos, engenharia enzimdtica e

otimiza¢do metabdlica, e promovendo inovagdes na biotecnologia industrial.*’

CONCLUSAO

Considerando a necessidade de atender aos requisitos da quimica verde, a biotecnologia tem
desempenhado um papel cada vez mais importante na industria de aromas e fragrancias,
permitindo a producao sustentavel e de alta qualidade de ingredientes. Os avangos no campo
da bioquimica e das técnicas de manipulagdo genética, bem como o uso de intervengdes de
engenharia metabolica em plantas e microrganismos, levaram a uma compreensdo mais
aprofundada de novas vias biotecnologicas para a produgdo de compostos tradicionalmente
extraidos de recursos naturais.

Ainda, pondera-se que, avangos na engenharia computacional de enzimas ajudardo a entender
as relagoes estrutura-fungdo, descobrir novas atividades enzimaticas e melhorar os
biocatalisadores para que se tornem ainda mais econdomicos € amplamente aplicaveis. Embora
a Inteligéncia Artificial (IA) ndo substitua completamente a necessidade de experimentos,
esta podera reduzir o nimero desses, portanto, o tempo e os recursos necessarios. Ao melhorar
a eficiéncia e a especificidade das enzimas, a engenharia enzimatica orientada por IA ajudara
a reduzir o desperdicio e o consumo de energia em processos industriais. Também acelerara
a transformag¢do da industria quimica, tornando esses processos mais eficientes e
ecologicamente corretos, contribuindo para um futuro mais sustentdvel.

Por fim, vale destacar que lancamentos bem-sucedidos de novos ingredientes produzidos

biotecnologicamente na industria de perfumes (por exemplo, Ambrox™, Ambrofix™,
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Clearwood™) indicam que esses processos continuardo a ganhar popularidade devido a sua

maior sustentabilidade, maior qualidade e relativa aceitabilidade econdmica.
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