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Com base nos avangos nas tecnologias de engenharia genética e na posigao favoravel no Brasil no cenario
mundial de producao de etanol, este projeto estuda a producao de etanol de segunda geragao analisando as
vias metabdlicas que podem ser inseridas na Saccharomyces cerevisiae que permitem o consumo de xilose
para a producao de etanol. Como resultado, podemos ver que a via de oxidacao/reducao de xilose causa
desbalanco nas cofatores NAD, NADH, NADP e NADH enquanto o gene PsXR™" corrige esse problema, o que
permite sugerir um estudo de bancada para uma levedura inserindo este gene no genoma do organismo.

Introducao

O Brasil € pioneiro na produgio de etanol e ainda hoje esta
entre os maiores produtores do mundo. A tecnologia que
surgiu na década de 70 deu origem ao que hoje é chamado de
etanol de primeira geracdo, ou etanol 1G, que € produzido a
partir do actcar extraido do caldo da cana de agticar no Brasil.
Para isso, utiliza-se da levedura Saccharomyces cerevisiae,
que fermenta o agtcar e gera etanol como subproduto.

No processo do etanol 1G, apenas o colmo da cana € apro-
veitado, e deste apenas o caldo é transformado em etanol.
Todo o resto, chamado de biomassa, é queimado para geragcdo
de eletricidade. Essa biomassa € composta de celulose, he-
micelulose e lignina, dispostas de forma andloga a barras de
concreto em construgdes como mostra a Figura 1, o que d4
o carater resistente que vemos na madeira. Dentre estes, a
lignina € a responsavel pela maior parte de geracao de calor
na queima, com capacidade calorifica entre 10000Bzu/lb e
11000Bzu/1b de acordo com a referéncia [17].

Com o avango das tecnologias industriais e das ferramen-
tas de engenharia genética e bioinformadtica, tem se iniciado
0 que se chama de etanol de segunda geragdo, ou etanol 2G,
que consiste em produzir etanol a partir dessa biomassa. Ao
se tornar possivel separar a lignina da celulose e hemicelulose,
€ possivel obter praticamente a mesma geracdo de energia
elétrica e usar as duas outras moléculas para a produgao de
etanol.

A celulose € um polimero de glicose, enquanto que a he-
micelulose é composta por cerca de 60% de glicose e 40% de
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Figura 1. Estrutura da biomassa

xilose. Isso significa que essa parcela de glicose € facilmente
fermentada pela Saccharomyces cerevisiae, mas a xilose ndo
¢é consumida naturalmente por esta levedura, sendo necessario
o desenvolvimento de leveduras geneticamente modificadas
para possibilitar o consumo de xilose.

Diversos organismos consomem xilose naturalmente, como
alguns tipos de bactérias e fungos. Assim, a bioinformadtica
permite identificar os genes desses organismos responsaveis
por essa via metabdlica, isto €, o conjunto de genes que per-
mite que esse metabolismo ocorra, e inseri-los na levedura.

Porém isso ndo funciona sempre, e podemos obter levedu-
ras que, apesar de conterem os genes para esta via metabdlica,
ndo produzem etanol a partir da xilose. Para entender melhor
esse tipo de situagdo, existem métodos para simular o meta-
bolismo completo de certos organismos e tentar encontrar os
gargalos, isto é, etapas da via metabdlica que nao estdo fun-
cionando como se esperava, e sugerir alteracdes no genoma



que solucionem estes problemas.

Um dos métodos muito utilizados para simula¢do de orga-
nismos ¢ a andlise de fluxo metabdlico (Flux balance analysis
- FBA) que permite identificar os gargalos metabdlicos e suge-
rir modificagdes no genoma de forma a orientar os trabalhos
de engenharia genética e dessa forma desenvolver leveduras
geneticamente modificadas para produzir a maior quantidade
de etanol que for possivel. O objetivo deste projeto € utilizar
o FBA para criar um modelo cinético para estudar a via de
oxidagao/redugdo de xilose (XR-XDH), similar ao criado pelo
estudo feita na referéncia [7].

1. Metodologia

Para realizar este estudo, fez-se uma analise do funciona-
mento do FBA, descrito na referéncia [18], além da instalacdo
do pacote COBRA Toolbox no software Matlab, que imple-
menta este algoritmo no software e permite que o modelo
cinético seja criado e simulado. Ainda, estudou-se os aspectos
bioldgicos da levedura de interesse, de modo a entender as
vias metabdlicas existentes na saccharomyces cerevisiae para
a producdo de etanol e o modelo da via de oxidac¢ao/reducdo
de xilose.

1.1 Softwares Computacionais

O Matlab foi o software escolhido para a implementacao do
Flux balance analysis, isto porque ele permite que alteremos
seu Solver para sistemas de equagdes lineares facilmente.
Sendo assim, pode-se instalar o Solver Gurobi e em seguida
o pacote computacional COBRA, configurando para que o
solver utilizado seja o Gurobi. O link para a instalacdo se
encontra na referéncia [12]. A versao utilizada foi MATLAB
R2016a. Para fazer o download do pacote COBRA, que é
gratuito, € preciso acessar o link da referéncia [6] e ir para
a pagina de instrugdes de instalagdo em: “In order to install
The COBRA Toolbox or get help with tutorials, please follow
the instructions here.”

O COBRA faz o download dos arquivos utilizando repo-
sitérios Git. Sendo assim, é preciso instalar os comandos de
repositério Git no terminal do Windows. Para isso podemos
instalar o arquivo obtido no link da referéncia [13]. Por facili-
dade, com esse método também j4 instalamos o SBMLToolbox
4.1.0, e o glpk_mex em external/toolboxes, além do libSBML-
5.13.0-matlab em src/io/utilities. Serdo importantes para que
possamos ler arquivos SBML. Por fim, € preciso instalar o
solver Gurobi, que também € pago mas pode-se conseguir
uma licenga académica facilmente, apenas oferecendo seu
e-mail institucional. O link para a instala¢do se encontra na
referéncia [14].

Para executar o solver e o pacote COBRA corretamente,
sempre que inicializar o Matlab, devemos seguir as seguintes
etapas:

e Acesse pelo Matlab a pasta de instalacdo do Gurobi:
.../gurobi702/win64/matlab

e Execute no Matlab a instrucdo gurobi_setup.m
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e Acesse pelo Matlab a pasta de instalacio do COBRA:
.../Cobra/cobratoolbox

e Execute no Matlab a instrugdo initCobraToolbox.m

e Escolha o solver do Gurobi para o COBRA execu-
tando o seguinte comando no Matlab: changeCobra-
Solver(’gurobi6’);

1.2 Metabolismo da Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae € uma levedura, pertencendo ao
Reino Fungi. Como caracteristicas gerais dos fungos, nao pro-
duzem seu préximo alimento, isto é, sdo heterotrdficos e por-
tanto ndo sintetizam o préprio alimento. Ainda, a respiracio
dos fungos pode ser tanto aerobica se estiver na presenca de
oxigénio quanto anaerdbica se ndo estiver na presenca de
oxigénio. A glicose e a xilose sdo os alimentos dos quais a
levedura precisa para a produgdo de etanol, no caso de levedu-
ras geneticamente modificadas que possuem a via metabdlica
do consumo de xilose. Porém, o etanol sé é produzido na
respiragdo anaerdbica. Sendo assim, sdo nessas condi¢des que
queremos estudar o metabolismo deste ser vivo.

Em um diagrama de uma via metabdlica sdo representadas
todas as reagdes que ocorrem no ser vivo para a transformagao
de um metabdlito em outro. Nessas reacdes, sao indicadas a
enzima que permite que essa reagio ocorra ou ainda, de forma
equivalente, o gene que sintetiza esta enzima. Também sdo
indicados os cofatores presentes no interior do organismo que
participam das reagdes. A figura 2 mostra esquematicamente
a via metabdlica de consumo de glicose e producdo de etanol
quando a levedura estd fermentando.
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Figura 2. Via metabdlica de consumo de glicose e producao
de etanol na respirag¢@o anaerdbica

Os cofatores ATP, ADP, NAD, NADH, NADP ¢ NADPH
sdo de extrema importancia para diversos metabolismos den-



tro da levedura. Por conta disso, um desbalanco na quanti-
dade destes cofatores influencia significamento nos proces-
sos bioldgicos da Saccharomyces cerevisiae e portanto na
producao de etanol. A figura 3 mostra a via metabdlica de
consumo de xilose e produgdo de etanol.

xylose
NADPH NADH
PsXR PsxRmuT  Ethanol
NADP* NAD*
; ADH T
xylitol
NAD®* Acetaldyde
PSXDH K A ALDE
NADH '
xylulose Glycolysis Acetate
ATP A
SeXK 1
ADP !
xylulose Pentose
-====3» Phosphate
5-phosphate Pathway

Figura 3. Via metabdlica de consumo de xilose e produgio
de etanol

Na via metabdlica da xilose, existem dois genes possiveis,
0 PsXR e o PsXR™ sendo o primeiro o mais comum. Porém,
quando adicionamos oPsXR ao genoma da levedura estamos
colocando um gasto maior de NADPH e NAD, quanto au-
mentamos a produgdo de NADP e NADH. Isto causa um
desbalanco redox que pode interferir na quantidade de eta-
nol que ser produzido. J4 utilizando o PsXR™', 0o NADH
consumido no inicio da via é reobtido na reacdo de xilitol em
xilulose, o que corrige este desbalanco. Os detalhes sobre ou-
tras vias metabdlicas importantes da levedura estdo descritos
nas referéncias [19] e [20].

1.3 Modelos Computacionais

Utilizando o pacote COBRA, um modelo computacional para
o metabolismo de um organismo pode ser criado adicionando
e removendo reacdes a partir das funcdes descritas na re-
feréncia [6]. As fun¢des mais comuns que serdo utilizada
sdo:

e addReaction: adiciona uma reag@o existente ao modelo
ou modifica uma reacdo existente.

e readCbModel: 1€ um modelo base ja construido e arma-
zenado em formato SBML

e removeRxns: Remove reacdes de um modelo

Vamos utilizar como base o modelo Yeast 5, descrito na re-
feréncia [15] que simula uma levedura funcionando tanto em
respiracdo aerdbica quanto em respiragao anaerébica. Os mo-
delos computacionais sdo feitos utilizando o formato SBML e
salvos em formato ’.xml’. A figura 4 mostra a evolugdo dos
modelos para o metabolismo do ser vivo de interesse.
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Figura 4. Evolucido dos modelos computacionais para o
metabolismo da Saccharomyces cerevisiae

O modelo Yeast 5 ja encorpora a via de oxidacdo/reducdo
da xilose, enquanto outros modelos como 0 iND750 ainda ndo
possuem essa via metabdlica. Ainda, o Yeast 5 adiciona duas
reagdes, a NADP fosfatase e a NADH kinase que transformam
os cofatores e balanceiam a oxidagao/redugdo, de modo que
o fluxo através dessas reacdes indica que no metabolismo ha
reagdes com desbalanco redox.

2. Resultados

A Figura 5A representa os passos iniciais da via que foi estu-
dada, e a Tabela 1 apresenta as reagdes e enzimas que foram
consideradas no estudo.
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Figura 5. Passos iniciais da utilizacdo de xilose através das
vias de oxidag@o/reducdo (A) e isomerizacdo (B).
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Tabela 1 - Reacdes bioquimicas utilizadas na construg¢do dos modelos cinéticos.

Reagdo Nome Enzima Reagente Produto
1(+—) Transporte Transporter Xilose(e) Xilose
2(+—) XR Xylose reductase Xilose Xilitol
3(+—) XDR Xylitol dehydrogenase Xilitol Xilulose

4 (—) XK Xylulokinase Xilulose Xilulose-5-P
5(+—) XYT diff Transporter Xilitol Xilitol(e)
6 (+—) XI Xylose isomerase Xilose Xilulose

Legenda: («+—) reversivel; (—) irreversivel; (e) extracelular.

Comparamos o resultado do modelo Yeast 5 quando uti-
lizamos apenas glicose como metabdlito para a produgdo de
etanol com o mesmo modelo utilizando xilose, onde espera-se
que ocorra um desbalanco dos cofatores NAD, NADP, NADH
e NADPH. Finalmente, foi inserido a via do gene PsX R™"
para substituir a via do gene PsXR, sendo possivel verificar
se ao fazermos isso, o desbalanco dos cofatores € corrigido.

Para a andlise, vamos nos concentrar no fluxo de glicose,
xilose, crescimento anaerdbico, dlcool, transporte de etanol,
NADH kinase e NADP fosfatase. Por convengéo, fluxo ne-
gativo significa fluxo fora da célula e fluxo positivo significa
fluxo dentro da célula.

2.1 Modelo Yeast 5 com glicose e xilose

Com o script do Anexo ’fluxDistributiont.m’, que simula
uma levedura anaerdbica consumindo glicose e uma levedura
anaerébica consumindo xilose, comparamos a diferenga no
fluxo das reacdes de interesse, o que resulta no grafico da
figura 6.
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Figura 6. Comparacio do modelo Yeast 5 utilizando a via de
glicose e a via de xilose com o gene PsXR
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Pode-se notar que ao trocarmos a glicose pela xilose,
existe uma pequena perda de eficiéncia na producdo de eta-
nol, indicado pelo fluxo da alcohol dehydrogenase e ethanol
exchange/transport. Numericamente, 1 mol de glicose corres-
ponde a formagdo de 1,7 mols de etanol, enquanto 1 mol de
xilose corresponde a 1,57 mol de etanol. Ainda, o fluxo de
NADH kinase e NADP phosphatase que antes era quase zero
passou a ser 1,01 com o consumo de xilose, o que indica que
estd ocorrendo um desbalanco redox.

2.2 Alteracao na via de xilose para o gene PsXR™

Pelo script do Anexo ’fluxDistribution.m’, que simula uma le-
vedura anaerdbica consumindo xilose utilizando o gene PsXR
e uma levedura anaerdbica consumindo xilose utilizando o
gene PsXR™ comparamos novamente a diferenca no fluxo
das reacdes de interesse, o que resulta no grafico da figura 7.
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Figura 7. Comparacdo do modelo Yeast 5 utilizando a via de
xilose com o gene PsXR e o gene PsXR™"

Nesse caso existe também uma perda na producdo de
etanol, sendo que utilizando o gene PsXR a producdo de
etanol é 1,57 mols para 1 mol de xilose enquanto com o gene
PsXR™" a produgdo de etanol é 1,42 mols. Porém, O fluxo
de NADH kinase e NADP phosphatase que com o gene PsXR
€ 1,01 passa a ser zero com o gene PsXR™.



2.3 Comparacao das 3 cepas de levedura
Comparando os 3 resultados ao mesmo tempo, temos o grafico
da figura 8, em que pode-se perceber que utilizando o gene
PsXR™" temos um consumo de xilose que ndo desbalanceia
os cofatores da levedura, da mesma forma que o consumo de
glicose. Sendo assim, utilizando este gene nao € preciso inserir
no genoma do organismo as reacdes NADH kinase e NADP
phosphatase para manter o equilibrio entre os cofatores.
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Figura 8. Comparacao das 3 cepas de leveduras simuladas

3. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos das simulagdes, podemos per-
ceber que de fato, ao inserirmos a via de xilose na Saccharomy-
ces cerevisiae criamos um desbalanco nos cofatores. Contudo,
ndo é possivel perceber o efeito deste desbalango na producdo
de etanol pois o modelo Yeast 5 possui as reagdes NADH
kinase e NADP phosphatase que corrigem esses cofatores.

Para uma simulag¢do em que ndo existem essas duas reagdes,
¢é possivel continuar os trabalhos utilizando agora o modelo
iND750, que é mais antigo e ndo possui as reacdes para
balango de cofatores, o que permitiria quantificar o impacto
do desbalango redox na producio de etanol. Medidas expri-
mentais do efeito da adicdo da NADH kinase no metabolismo
da levedura podem ser encontrados no artigo da referéncia
[21].
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Ainda, utilizando a via metabdlica do gene PsXR™, po-
demos perceber que o desequilibrio redox € corrigido pois
o fluxo das reagdes NADH kinase e NADP phosphatase sdo
zerados. Este gene, de acordo com a referéncia [22], sé é
encontrado no organismo Pichia stipitis 0. Existe uma queda
na produc¢do de etanol ao utilizarmos este gene, porém nao
podemos concluir se esta queda € real pois precisamos de um
modelo que ndo possui reagdes que corrigem o desequilibrio
dos cofatores.

Estes dados nos permite propor esta mudanga no genoma
de uma levedura para testes de bancada, isto é, adicionar o
gene da Pichia stipitis O e retirar o gene PsXR da via me-
tabdlica da xilose. Porém, mais simulagdes podem ser fei-
tas com o iND750 para tornar os resultados do FBA mais
confidveis.

4. Opiniao do Orientador

O orientador do projeto concorda com o descrito no relatério,
ressaltando que apesar do final da disciplina de iniciacdo
cientifica, o aluno continuara os trabalhos, como mencionado,
fazendo simulagdes utilizando o modelo iND750 e estudando
outra via de consumo de xilose, a via de isomerizagdo descrita
na figura 5B.
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function fluxDistribution (filename)

model = readCbModel (filename, inf);
model2 = readCbModel (filename, inf) ;
models = [model,model2]; % Cria uma lista com os dois objetos

%models (i) acessa a i1-esima posicao da lista
% Altera o XML nos em todos os modelos ao mesmo tempo
for i=1:numel (models)
ind = strcmp ('oxygen exchange',models (i) .rxnNames); models (i) .lb(ind) = 0;
ind = ismember (models (i) .rxnNames, {...
'lipid pseudoreaction [no l4-demethyllanosterol, no ergosta-5,7,22,24(28)#%
tetraen-3beta-ol]"’
'ergosterol exchange'
'lanosterol exchange'
'zymosterol exchange'
'phosphatidate exchange'
1)

models (i) .1b(ind) = -Inf;
models (i) .ub (ind) = Inf;
ind = strcmp ('lipid pseudoreaction’',models (i) .rxnNames); models (i) .ub(ind) = 0;
$Altera o metabolismo da levedura para anaerobico
end
§———— Altera a via de xilose para PsXR mut--—--—--—-—-—-—-—-———-

[}

% Altera o XML s6 no segundo modelo

ind = strcmp ('D-xylose exchange',models (2) .rxnNames) ;
models (2) .ub(ind) = 99999.00;
models (2) .1b(ind)=-1.00;

%$Inicia o transporte de xilose 1 mol de xilose

ind = strcmp ('D-glucose exchange',models (2) .rxnNames) ;
models (2) .ub(ind) = O0;

models (2) .1b (ind) 0;

%Zera o transporte de glicose

[}

% Resolve todos os modelos ao mesmo tempo e cria uma lista de solucoes
FBAsolutions = [];
for i=1:numel (models)
FBAsolution = optimizeCbModel (models (i), [],'one');
FBAsolutions = [FBAsolutions FBAsolution];
end
% Compara os valores das duas primeiras solucoes
desvio = 0;
fprintf ('%.2f\t%.2f\t%s\n', FBAsolutions (1) .f, FBAsolutions(2).f, 'anaerobic growth');
for i l:length (models (1) .rxnNames)
for 7 = 1l:length(models (2) .rxnNames)
if strcmp(models(l).rxns{i},models(2).rxns{j}) == 1 && abs (FBAsolutions(2).
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(j) - FBAsolutions(l).x(i)) > 0.1
fprintf ('
models (1) .rxnNames{1i}
desvio = desvio + abs(FBAsolutions(2).x(73)
(FBAsolutions (2) .x(j) - FBAsolutions(l).x(1));
end
end
end

$.2f\t%.2f\t%s\n', FBAsolutions (1) .x (1), FBAsolutions(2).x(J) ¥
);

- FBAsolutions(1l) .x (1)) *abg

fprintf ("\n%.2f\t%s\n', sqrt (desvio), 'desvio padrao');
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function fluxDistribution (filename)

model = readCbModel (filename, inf);
model2 = readCbModel (filename, inf) ;
models = [model,model2]; % Cria uma lista com os dois objetos

%models (i) acessa a i1-esima posicao da lista

% Altera o XML nos em todos os modelos ao mesmo tempo
for i=1:numel (models)
ind = strcmp ('oxygen exchange',models (i) .rxnNames); models (i) .lb(ind) = 0;
ind = ismember (models (i) .rxnNames, {...
'lipid pseudoreaction [no l4-demethyllanosterol, no ergosta-5,7,22,24(28)#%
tetraen-3beta-ol]"’
'ergosterol exchange'
'lanosterol exchange'
'zymosterol exchange'
'phosphatidate exchange'
1)

models (i) .1b(ind) = -Inf;
models (i) .ub (ind) = Inf;
ind = strcmp ('lipid pseudoreaction’',models (i) .rxnNames); models (i) .ub(ind) = 0;

$Altera o metabolismo da levedura para anaerobico

ind = strcmp ('D-xylose exchange',models (i) .rxnNames) ;
models (i) .ub(ind) = 99999.00;
models (i) .1b (ind)=-1.00;

%$Inicia o transporte de xilose 1 mol de xilose

ind = strcmp ('D-glucose exchange',models (i) .rxnNames) ;
models (i) .ub(ind) = 0;
models (i) .1lb (ind) 0;
%Zera o transporte de glicose
end

Fm———mm— - Altera a via de xilose para PsXR mut------—--—-—-—-—-—-

% Altera o XML s6 no segundo modelo

models (2) =addReaction (models (2), {'r 2112"','XR2"},"'s 0578[c 03] + s 0794[c 03] +¢
s 1203[c_03] <=> s 1198[c 03] + s 1566[c 03]);

models (2) =changeRxnBounds (models (2) ,'XR2',-999999.0000,'1");

models (2) =changeRxnBounds (models (2),'XR2',999999.0000,'u") ;

$Adiciona a reacdo do gene PsXR mut

ind = strcmp('xylose reductase',models (2) .rxnNames) ;
models (2) .ub(ind) = 0;

models (2) .1b(ind) = O0;

%Zera a reacdo do gene PsXR

(v
(i
1

% Resolve todos os modelos ao mesmo tempo e cria uma lista de solucoes
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FBAsolutions = [];
for i=1:numel (models)

FBAsolution = optimizeCbModel (models (i), [],'one');

FBAsolutions = [FBAsolutions FBAsolution];
end
% Compara os valores das duas primeiras solucoes
desvio = 0;
fprintf ("%.2f\t%.2f\t%s\n', FBAsolutions (1) .f, FBAsolutions(2).f, 'anaerobic growth');
for i = 1l:length(models (1) .rxnNames)

for 7 = 1l:length(models (2) .rxnNames)

if strcmp(models(l).rxns{i},models(2).rxns{j}) == 1 && abs (FBAsolutions (2).¥
(j) - FBAsolutions(l).x(i)) > 0.1
fprintf ('$.2f\t%.2f\t%s\n', FBAsolutions (1) .x (1), FBAsolutions(2).x(]j) ¥
models (1) .rxnNames{i})
desvio = desvio + abs(FBAsolutions(2).x(j) - FBAsolutions(l).x (1)) *abe
(FBAsolutions (2) .x(Jj) - FBAsolutions(l).x(i));
end

end
end
fprintf ('\n%.2f\t%s\n', sqgrt (desvio), 'desvio padrédo');
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