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RESUMO - A viabilidade econémica da producdo de etanol 2G depende da
eficiente fermentacdo da fracdo hemiceluldsica por S. cerevisiae. A D-xilulose,
isdbmero da xilose e principal componente da hemicelulose do bagaco, pode ser
convertida pela levedura em biomassa, etanol, xilitol ou outros metabolitos. A
otimizacdo da producdo de etanol requer a analise do metabolismo da xilulose.
Modelos metabdlicos permitem efetuar simulacbes de sistemas bioldgicos,
viabilizando o estudo in silico das respostas celulares perante perturbacgoes
ambientais e genéticas. Uma das técnicas mais usadas para estudos deste tipo é a
Anélise do Balanco de Fluxos Metabolicos (do inglés, FBA). Neste trabalho,
usando o software OptFlux, foi aplicado o método “parcimonious FBA” ao
modelo iIND750 para estimar os fluxos metabdlicos em condicGes de aerobiose e
anaerobiose, utilizando xilulose como fonte de carbono. Os resultados das
simulacdes foram comparados a dados experimentais e 0 modelo foi ajustado
adicionando restricGes de expressdo em fluxos metabdlicos da via pentose fosfato
e de formacdo de biomassa. A producdo de etanol s6 foi observada na condicéo
anaerobia, com favorecimento da seletividade para baixos fluxos de xilulose.

1. INTRODUCAO

Uma abundante e promissora fonte de energia para a obtencdo do etanol é a biomassa
lignocelul6sica. A hidrolise de lignocelulésicos gera majoritariamente glicose e xilose, sendo
este Ultimo o acucar mais abundante na hemicelulose. A levedura S. cerevisiae € incapaz de
fermentar xilose. No entanto, pode fermentar a xilulose obtida pela isomerizagdo de xilose
pela enzima glicose isomerase. Essa fermentacdo gera etanol e/ou xilitol como produtos
principais. A formagdo de ambos é determinada pelos fluxos metabodlicos na rede de reagbes
intracelulares, em particular aquelas que integram as vias de assimilacdo de pentoses (Via
Pentose Fosfato - VPF). O desenvolvimento de um processo para conversao eficiente de
xilose/xilulose em etanol/xilitol por S. cerevisiae depende do estudo detalhado da assimilagéo
desses agucares na VPF.

Modelos metabolicos permitem efetuar simulagdes de sistemas bioldgicos, viabilizando
0 estudo in silico das respostas celulares perante perturbacdes ambientais e genéticas. Uma
das técnicas mais usadas para o estudo destes modelos é a metodologia de Analise de Balanco
de Fluxos Metabolicos (FBA), que tipicamente otimiza a producdo de biomassa. Mais



LR
N

S & y XIX SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS ufi1em
‘~ u}sne; X SIMPOSIO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSAS
=~ 30 de julho-02 de agosto de 2013 é ABEQ s sies _3/'[/; g%-
XIX SINAFERM Foz de Iguagu, PR, Brasil : N vene

recentemente, foi proposto o método “parcimonious FBA” (pFBA), que trabalha no espaco de
solucBes 6timas do FBA, selecionando a resposta que minimiza a soma de todos os fluxos.
Este método tende a estimar melhor os fluxos metabolicos do microrganismo (Goncalves et
al., 2012). Neste trabalho, o0 modelo metabdlico para S. cerevisiae iIND750 foi adequado para
representar o metabolismo da xilulose. Experiéncias in silico usando o software OptFlux
foram realizadas e comparadas com os dados experimentais de cultivos em batelada de S.
cerevisiae, com o propasito de avaliar/validar o modelo assim como estabelecer relagdes entre
o0 fluxo de assimilacéo de xilulose e a seletividade na produgéo de etanol em relacgao a xilitol.

2. MATERIAIS E METODOS

Modelo metabdlico: Para realizacdo das experiéncias in silico foi utilizado o modelo
iIND750 reconstruido a partir da escala gendmica, totalmente compartimentalizado, da
levedura S. cerevisiae, contando com 750 genes e 1149 reacdes (Duarte et al., 2004).

Software: foi usado o OptFlux v3.0.3, software modular e de fonte aberta, destinado a
apoiar as tarefas da engenharia metabdlica in silico, permitindo o uso de modelos metabolicos
estequiométricos para simulacdo do fendtipo de organismos de tipo selvagem e mutante,
utilizando métodos de pFBA, dentre outros (Rocha et al., 2010).

Dados experimentais: Resultados experimentais foram obtidos no DEQ-UFSCar com
uma linhagem de S. cerevisiae selvagem adaptada ao crescimento em Xilulose. Cultivos em
batelada foram realizados em biorreator tipo tanque agitado, com volume de operacdo de 1
litro, em condicBes aerdbias e anaerobias, a 31°C e pH 5,0. Foi utilizado meio minimo,
contendo 5,0 g/L de KH,POy, 2,0 g/L de MgSO,4.7H,0 e 1,5 g/L de uréia. A concentracao de
D-xilulose foi 28 g/L para cultivo aerobio e 14 g/L para cultivo anaerdbio.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Considerando que o modelo original iIND750 foi construido para o metabolismo de
hexoses, a representacdo do metabolismo de xilulose exigiu que as seguintes modificagdes
fossem introduzidas: i) inclusdo de reacdo irreversivel para o transporte de xilulose do espaco
extracelular para o interior da célula; ii) representacdo da reacdo de conversdo de xilitol em
xilulose como reversivel; iii) inclusdo de duas reacfes da via L-arabinose para producdo de L-
arabitol, espécie com capacidade de ser excretada para 0 meio extracelular.

Para calibrar o modelo na condicdo de cultivo aerébio, foram utilizados os fluxos de
substratos e metabdlitos calculados para as 14h de cultivo (fase exponencial). Ja para
validag&o, foram usados os fluxos calculados para as 16h e 22h de cultivo. Foram realizadas
experiéncias in silico utilizando o modulo disponivel no software OptFlux para sub/sobre
expressar as vias metabolicas consideradas chave para o ajuste do modelo metabdlico aos
dados experimentais. As reacOes que foram objeto deste estudo foram: (i) formacgédo de
biomassa (Biomass_SC4 bal), (ii) formacédo de xilitol a partir de xilulose (XYLTD_D) e (iii)
reacdo de transporte de xilitol para o espaco extracelular (XYLT?).

A Figura la apresenta o comportamento dos metabolitos ao subexpressar a reagédo
Biomass_SC4 bal. Ao diminuir o valor do fluxo de biomassa, observou-se uma queda no
valor da mesma, assim como um aumento no valor dos fluxos de xilitol, CO; e acetato. O



1“”11‘107

v
m(' XIX SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS ufrem
xsnes X SIMPOSIO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSAS
i Rk 30 de julho-02 de agosto de 2013 < ) ABEQ s 8 ‘é @,

Foz de Iguacu, PR, Brasil

Foz do lguagu - Brasil - 2013

valor correspondente aos 50% da reacdo Biomass_SC4 bal foi selecionado por apresentar
resultados mais proximos aos dados experimentais. Com a porcentagem do fluxo de biomassa
definida, foi realizada a subexpressdo da reacdo XYLTD_D (ver Figura 1b). Os fluxos de
xilitol e CO, diminuiram e verificou-se um leve aumento no fluxo de biomassa. Foi
selecionado o valor correspondente a 30% da reacdo XYLTD_D por apresentar resultados
mais proximos aos dados experimentais. Como as simula¢des ndo apresentavam producgéo de
arabitol e sim producdo excessiva de xilitol, foi restringida também a reacdo XYLTt em 80%,
de forma a representar melhor os fluxos experimentais de xilitol e arabitol. A Tabela 1 mostra
os resultados obtidos nas simulacbes de ajuste e validacdo do modelo modificado em
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Figura 1 — Comportamento dos metabdlitos (aerdbio) ao subexpressar uma via
metabdlica. (a) Biomass_SC4_bal (biomassa), (b) XYLTD_D (xilitol desidrogenase).

Tabela 1 — Comparacao dos fluxos experimentais e simulados (aerébio).

Experimental | Simulado | Experimental | Simulado | Experimental | Simulado
(14h) (16h) (22h)
0,024 0,026 0,023 0,025 0,018 0,023
0,04 0,043 0,046 0,044 0,06 0,041
0,009 0,01 0,0085 0,01 0,0074 0,009
0,0 0,47 0,0 0,456 0,0 0,417
1,64 1,67 13 1,61 1,27 1,48
0,74 0,72 0,66
0,1 0,09 0,08

No caso do experimento anaerobio, foram utilizados, para ajustar o modelo, os fluxos

calculados com os dados obtidos em 9h de cultivo, enquanto que para validacdo foram usados
os fluxos calculados para as 7h e 11h de cultivo. Foi subexpressada a formacdo de biomassa.
Diferente do caso aerobio, o valor correspondente aos 90% da reagdo Biomass_SC4 bal foi
escolhido pelo fato dos fluxos simulados apresentarem um ajuste melhor aos experimentais.
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As validacdes realizadas com valores de fluxo de xilulose inferiores ao utilizado no ajuste (ou
seja, em tempos maiores de cultivo), que apresentaram melhor concordancia com os fluxos
experimentais. A Tabela 2 mostra os resultados obtidos. A seletividade em etanol é favorecida
com a diminuicdo do fluxo de xilulose.

Tabela 2 — Comparacao de dados experimentais e simulados (anaerdébio).

Experimental | Simulado | Experimental | Simulado | Experimental | Simulado
(9h) (7h) (11h)

0,0054 0,013 0,0043 0,018 0,0065 0,0088
0,93 0,95 0,79 1,27 0,66 0,63
0,27 0,19 0,27 0,24 0,0 0,1
0,18 0,0 0,23 0,0 0,07 0,0
0,07 0,05 0,07 0,06 0,04 0,03

1,0 1,06 1,3 1,42 0,7 0,7
0,0 0,01 0,088 0,002 0,0 0,0
0,88 1,18 0,58
0,025 0,025 0,025

4. CONCLUSOES

Com o modelo aerébio e as restricdes impostas aos fluxos de biomassa e xilitol foram
obtidos resultados muito préximos aos dados experimentais. Todavia, 0 modelo aerdbio
apresentou producdo de acetato, que ndo foi constatada experimentalmente. JA& o modelo
anaeradbio, simulado com restricdo a formacéao de biomassa, apresentou boas predicdes para 0s
fluxos de etanol, CO; e xilitol, embora ndo tenha previsto a formagéo de arabitol e tenha
sobre-estimado o fluxo de formacdo de biomassa. Apesar desses problemas, o balango de
carbono nos tempos escolhidos para os calculos de fluxos utilizados nas simulacfes em
Optflux apresentou uma recuperacdo de 90%. Experimentos adicionais e analises
complementares seréo realizados visando confirmar a formacao de acetato e arabitol.
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