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RESUMO

Os materiais lignocelulésicos compreendem residuos solidos urbanos, industriais, agricolas
e madeiras que sdo alvos de varias pesquisas com o objetivo de produzir diversos produtos
de maior valor agregado. Sua composicdo contém uma fracdo hemiceluldsica que ao passar
por um pré-tratamento gera aglcares fermentesciveis como a D-xilose que por acdo de um
microrganismo pode ser convertida em xilitol. Por sua vez, o xilitol € um polialcool com
aplicacdes na industria de alimentos e bebidas, na medicina e odontologia, e sua obtengédo
pela via bioguimica ainda é um desafio. Dentre os microrganismos capazes de produzir
xilitol, as leveduras das linhagens dos géneros Candida, Pichia e Saccharomyces séo
algumas das mais estudadas. Assim, neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar in
silico, utilizando alguns métodos de otimizacdo disponiveis no software opensource
OptFlux, as modificacBes genéticas com potencial de aumentar a producéo de xilitol a partir
de material hemicelul6sico no metabolismo da levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual
possui um favordvel banco de dados e que ja é utilizada industrialmente na obtencdo de
etanol. A maior producdo de xilitol foi de 11,96 mmol/gDCW/h obtida com apenas 5
modificagdes no modelo metabolico da levedura, das quais quatro reacdes presentes na via
da Glicolise foram deletadas e uma reacao presente na via de interconversdes da Pentose e

Glucuronato, a qual contém o metabdlito alvo xilitol, foi sub expressada.

Palavras-chave: xilitol. estudo in silico. métodos de otimizacdo. Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Lignocellulosic materials comprise solid urban, industrial, agricultural and wood residues
that are the target of several researches with the objective of producing several products with
higher added value. Its composition contains a hemicellulosic fraction that when undergoing
a pre-treatment generates fermentable sugars such as D-xylose which, by the action of a
microorganism, can be converted into xylitol. In turn, xylitol is a polyalcohol with
applications in the food and beverage industry, in medicine and dentistry, and obtaining it
biochemically is still a challenge. Among the microorganisms capable of producing xylitol,
yeasts from the strains of the genera Candida, Pichia and Saccharomyces are some of the
most studied. Thus, in this context, the objective of this work was to evaluate in silico, using
some optimization methods available in the opensource software OptFlux, the genetic
modifications with the potential to increase the production of xylitol from hemicellulosic
material in the metabolism of the yeast Saccharomyces cerevisiae, which has a favorable
database and is already used industrially to obtain ethanol. The highest production of xylitol
was 11.96 mmol/gDCW/h obtained with only 5 changes in the metabolic model of yeast, of
which four reactions present in the Glycolysis pathway were deleted and one reaction present
in the Pentose and Glucuronate interconversions pathway, which contains the target

metabolite xylitol, was under-expressed.

Keywords: xylitol. in silico study. optimization methods. Saccharomyces cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

O xilitol (CsH120s), € um poliélcool de cinco carbonos presente em diversas frutas,
vegetais, cogumelos, liquens e leveduras. Apresenta uma vasta aplicacdo nas industrias de
alimentos, bebidas e cosméticos, além de aplicacbes médicas e odontoldgicas. Amplamente
conhecido por sua capacidade adocante, superior a da sacarose, é atualmente o adocante
artificial mais utilizado pela industria de confeitaria. Em larga escala, esse poliol é produzido
pela hidrogenagdo catalitica da xilose disponivel nos hidrolisados lignocelulésicos, e as
solugdes obtidas seguem para etapas de purificacdo bastante onerosas para obter o xilitol
puro (TAMANINI, et al., 2004). Outra alternativa de se obter xilitol é a partir de um processo
biotecnologico, o qual tem como matéria-prima uma porcao hemiceluldsica rica em xilose e
utiliza microrganismos ou enzimas capazes de produzir xilitol. Embora esse processo seja
consideravelmente mais barato, quando comparado ao processo quimico, a sensibilidade das
leveduras utilizadas aos compostos da matéria-prima e a producdo em escalas reduzidas séo
desvantagens consideraveis.

A busca pela producdo de xilitol pela via biotecnoldgica tem sido motivada pela
possibilidade de usar condi¢bes amenas de pressao e temperatura, pelo uso de xilose impura,
e pela auséncia de formacdo de residuos toxicos que precisariam ser removidos nas etapas
de separacdo (CUNHA, et al., 2005). Além disso, o crescente interesse comercial e cientifico
no xilitol levou a uma forte demanda por esse produto no mercado global, de mais de 125.000
toneladas por ano, com um valor que é relativamente alto (4,5 — 5,5 $/ kg para compra a
granel por industrias ou 20 $/kg em supermercados) fazendo sua proposta atraente para a
comercializacdo (RAVELLA, et al., 2012).

Ainda é um desafio encontrar um processo bioldgico capaz de produzir xilitol a taxas
que apresentem viabilidade técnica e econdmica. Por isso, este trabalho teve por objetivo
encontrar as vias de utilizar a levedura Saccharomyces cerevisiae (amplamente empregada
para producdo de etanol a partir de hexoses) para producgéo do xilitol a partir de residuos
hemiceluldsicos, uma materia-prima abundante e ndo dispendiosa. O estudo envolveu a
aplicacdo de alguns métodos de otimizacdo no modelo do metabolismo da levedura em
escala genébmica, por meio de um software de codigo aberto, o OptFlux 3.4. Analises
adicionais também foram executadas para verificacdo da influéncia das modificacdes

genéticas sugeridas pelo método no metabolismo da levedura e na produtividade de xilitol.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O xilitol € um produto de alto valor agregado no mercado e de interesse industrial,
por isso, pesquisas sao realizadas para encontrar um processo bioldgico eficaz e competitivo
para sua producao, visando amenizar condi¢fes operacionais e buscando novas alternativas
de matérias-primas. Ao longo deste capitulo serdo apresentados os principais pontos e o

estado da arte relacionados a producéo do xilitol por via bioquimica.

2.1 Xilitol: Classificacéo, aplicacbes, producéo e mercado

O xilitol é classificado pela FDA (Food and Drug Administration) como um aditivo
do tipo GRAS (Generally Regarded as Safe), indicando que o consumo é permitido para
atingir o adogamento necessario; e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria)
como quantum satis, podendo ser empregado na quantidade necessaria para obter o efeito
tecnoldgico desejado desde que ndo altere a identidade e a genuinidade do produto
(MINISTERIO DA SAUDE, AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANTIARIA,
2008).

Na industria de alimentos e bebidas, devido a sua elevada estabilidade quimica e
microbioldgica, o xilitol atua, mesmo em baixas concentracdes, como conservante de
produtos alimenticios, oferecendo resisténcia ao crescimento de microrganismos e
prolongando a durabilidade desses (MUSSATTO, 2012). Além disso, devido a auséncia de
grupos aldeidos e cetbnicos em sua molécula, o xilitol ndo participa de reacGes com
aminoéacidos (reacdes de Maillard) responsaveis pelo escurecimento e diminuicao do valor
nutricional das proteinas, possibilitando seu uso em produtos nos quais essas reacfes sao
indesejaveis. Outra propriedade de interesse industrial é seu elevado calor de solugédo
endotérmico (34,8 cal/g), que faz com que o xilitol produza um agradavel efeito refrescante
na boca quando entra em contato com a saliva, realgando o efeito refrescante de produtos
com sabor de menta, como balas e gomas de mascar (MUSSATTO, 2012).

Na industria farmacéutica, o xilitol pode ser empregado como adogante ou
excipiente na formulacdo de xaropes, tonicos e vitaminas. Devido aos seus efeitos
prebidticos, pode reduzir os niveis de glicose, triglicerideos e colesterol no sangue (UR-
REHMAN et al., 2015). Park et al. (2015) reportaram que o xilitol tem potencial para uso
em terapia contra o cancer de pulmao, inibindo a proliferacéo celular e induzindo a autofagia



das células. Trachootham et al. (2017) sugerem que o Xxilitol apresenta atividade
anticancerigena seletiva em células de cancer bucal.

Os processos de producdo de xilitol a partir de xilose podem ser quimicos ou
bioldgicos. Como mencionado anteriormente, em larga escala, o xilitol é produzido por meio
de um processo quimico que hidrogena a xilose na presenca de catalisador. As condi¢des
operacionais desse processo sao temperaturas entre 80-140°C e pressdo acima de 50 atm
(HALLBORN, et al., 1994). Embora ainda se utilize esse processo, trata-se de uma producao
ndo ecologica e com elevado custo de producdo por demandar muita energia na etapa de
hidrogenagdo da xilose. Além disso, esse processo requer etapas caras de separagdo e
purificacdo, tanto para a xilose antes de ser hidrogenada quanto para os subprodutos
formados.

Em relacdo ao processo biologico, estratégias sdo estudadas para utilizar varios
microrganismos ou suas enzimas na producao de xilitol a partir de hemicelulose. Algumas
espécies microbianas tém potencial para utilizar a xilose como fonte de carbono e converter
em xilitol. Por outro lado, as leveduras produzem o xilitol durante o metabolismo da D-
xilose. A xilose redutase requer a coenzima NADPH ou NADH para oxidar xilose a xilitol,
ao passo que a xilitol desidrogenase requer a coenzima NAD™ para reduzir xilitol a xilulose.
A desproporgéo entre estes cofatores resulta na excregdo de xilitol como um subproduto da
fermentacdo da xilose. Essa fermentacdo pode ser operada sob condi¢des mais amenas e
pode atingir rendimentos mais elevados (MATHEW, et al. 2018).

Uma dentre as matérias-primas que contém hemicelulose é o material
lignocelul6sico, definido como um polimero de carboidratos complexos, formados por:
celulose (CsH100s)x, hemicelulose (CsHgO4)m € lignina (CoH1003(OCHs))n (BALAT, 2011).
Essa matéria compreende residuos agricolas, madeiras, residuos solidos urbanos e
industriais, e apesar de muitas vezes serem descartados de forma errada, esses residuos
podem ser reutilizados quase sempre atraves de processos de bioconversdo que sao capazes
de transforma-los em matérias-primas para producbes secundarias, ou até mesmo em
subprodutos que poderdo fornecer energia.

Atualmente, a parcela de residuos gerada é muito significativa, pois a demanda da
producédo de bens de consumo vem se tornando cada dia maior, devido ao aumento da
populacdo mundial que requer mais alimentos para a sua sobrevivéncia. Por isso, muitas
pesquisas séo realizadas sobre esses materiais com o0 objetivo de aumentar a producdo de
energia, produtos quimicos e alimentos, uma vez que o completo aproveitamento deste

material evitaria 0 aumento da area plantada. Um dos grandes desafios para a aplicacao



destes materiais por processos bioquimicos € encontrar microrganismos capazes de
processar e produzir os compostos de interesse em taxas que sejam Vviaveis técnica e
economicamente.

Um relatério publicado em 2017 pela Industry Experts, intitulado Xilitol — Uma
Visdo Geral do Mercado Global (Xylitol — A Global Market Overview), apresenta analises
sobre o consumo e producédo de xilitol no mundo para o periodo de 2014-2022. O mercado
global de xilitol para o ano de 2016 foi estimado em 190,9 mil toneladas métricas, avaliadas
em US $ 725,9 milhdes, sendo a previsdo até 2022 estimada em 266,5 mil toneladas métricas,
avaliadas, em aproximadamente, US $ 1 bilh&o. Acredita-se que esse crescente aumento esta
impulsionado pela busca dos consumidores por produtos mais saudaveis, sem adi¢cdo de
acucar e com baixas calorias. Para mais, 0 relatério apresenta as quatro regides que
segmentam o mercado global de xilitol, sendo elas América do Norte, Europa, Asia-Pacifico
e o resto do mundo. Em relacéo as empresas produtoras, com trés fabricas nos EUA, China
e Finléndia, a DuPont Danisco é a empresa lider global na producdo de xilitol, além de
possuir uma fabrica na Austria responséavel por produzir a xilose, principal matéria-prima do
xilitol.

Segundo Mathew, et al. (2018), atualmente, o pais que mais produz xilitol no mundo
é a China, com prego por tonelada variando de US$ 6.000 a 7.000. A demanda global tem
como principais consumidores os Estados Unidos (30%) e a Europa Ocidental (37%). O
mercado de xilitol vem apresentando taxas de crescimento anual de cerca de 5%, e por isso
evidencia-se a grande necessidade de otimizar e reduzir os custos de producédo de xilitol,
sendo esse o principal desafio.

2.2 Processos bioldgicos e seus desafios

Bioprocessos sdo inerentemente sensiveis as flutuagfes das condicdes de processos
e necessitam ser rigidamente regulados para manter a produtividade. Varias questdes se
apresentam como desafios para a industria biotecnoldgica hoje, incluindo os aspectos de
purificacdo e estabilizacdo, rendimentos, contaminagédo, desenvolvimento e scaleup de
processos.

Historicamente, o controle de processos com culturas de células baseia-se em
modelos empiricos com as células tratadas como modelos do tipo "caixa preta”. Modelos
empiricos puramente descritivos baseados nas medidas da concentracdo de biomassa e

alguns poucos compostos extracelulares, que ignoram completamente a estrutura



intracelular, vem sendo amplamente utilizados na otimizacdo e controle de bioprocessos
(ISIDRO, et al., 2013).

O entendimento da interacdo molecular entre os componentes extra e intracelulares
é essencial para projetar o ambiente das células de forma mais eficiente, nomeadamente para
otimizacdo da composi¢do do meio de cultura e para desenvolvimento de estratégias de
monitoramento e controle que possuem como alvo varidveis de controle intracelular. As
redes metabolicas podem ser utilizadas para interpretar dados do footprinting metabdlico, e
para estudar as possibilidades de manipulacdo do ambiente extracelular para controlar os
processos intracelulares (TEIXEIRA, et al., 2011).

De acordo com Garnier (2014), um dos grandes desafios da engenharia quimica € a
aplicacdo de estratégias de simulacéo e controle aos varios niveis hierarquicos de sistemas
bioldgicos, desde DNA, RNA, células, tecidos e 6rgaos até o corpo humano para melhoria
da qualidade de vida de pessoas portadoras de distirbios genéticos. Além da modelagem de
sistemas bioldgicos ser uma tarefa complexa, outro fator que dificulta tal trabalho é a
disponibilidade de dados fisico-quimicos, termodindmicos e cinéticos de tais sistemas,
essenciais para modelagem dos fendmenos envolvidos.

Segundo Charpentier (2002), o futuro da engenharia quimica requer uma abordagem
multidisciplinar e multiescalar para o desenvolvimento e implementacdo de tecnologias
desde a escala molecular até a producdo em grande escala, e deve estar apoiada no tripé
"processo molecular - produto - processo”. Para tanto, o autor afirma a necessidade e
indispensabilidade da utilizacdo de algumas ferramentas divididas em trés areas: modelagem
molecular, instrumentacdo cientifica e técnicas de medicdo ndo-invasivas, poderosas
ferramentas e capacidades computacionais. Essa mesma necessidade € apontada como
desafio e oportunidade para o futuro em Council (2003), onde varios outros desafios da

guimica e engenharia quimica na fronteira molecular sdo apontados.

2.3 Metabolismo celular

O metabolismo é o conjunto de todos os processos quimicos que ocorrem dentro de
uma célula. As redes metabolicas contém informacdes criticas a respeito da interacdo entre
as fases extra e intracelulares, o que é essencial para o projeto de estratégias de controle
avancadas. No contexto de controle de bioprocessos, é particularmente relevante analisar
como as redes metabdlicas interagem com o ambiente extracelular. Mesmo para organismos

simples, a quantidade de processos quimicos possiveis € grande, o que dificulta o tratamento



do sistema em nivel molecular, dado a complexidade do contexto. Como exemplo, a Figura
2.1 mostra o esquema simplificado do metabolismo de xilose em leveduras e a Figura 2.2
mostra as interconversdes da pentose e glucuronato da levedura Saccharomyces cerevisiae,

sendo apenas uma pequena parte do metabolismo do microrganismo.

Figura 2.1 — Esquema simplificado do metabolismo de xilose em leveduras
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Figura 2.2 — Interconversdes da Pentose e Glucuronato da levedura Saccharomyces
cerevisiae
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2.4 Ferramentas computacionais utilizadas em Engenharia Metabdlica

Em meados da década de 90, com o desenvolvimento das técnicas de recombinacao
do DNA, iniciou-se os estudos para obtencdo de organismos geneticamente modificados,
originando o campo da engenharia metabolica. O objetivo desse campo é obter células que
gerem altos rendimentos do metabolito alvo, e por isso, diversas ferramentas foram
desenvolvidas para direcionar os esforcos experimentais a partir das quantificacdes dos
fluxos intracelulares, dando vez para os modelos grey box em detrimento do conhecido
modelo black box (MENDES, et al., 2014).

Ferramentas computacionais sao utilizadas na engenharia metabdlica com o objetivo
de extrair e interpretar informac6es relevantes de um enorme conjunto de dados, tornando
modelos metabdlicos complexos mais gerenciaveis e possibilitando o desenvolvimento de
estratégias de design de rede eficientes. Copeland, et al. (2012), realizaram uma revisdo de
diversas ferramentas desenvolvidas e que sdo utilizadas em mdaltiplas areas relevantes da
engenharia metabdlica. Essas areas foram divididas em 7, sendo elas: 1) Esforcos de
reconstrucdo metabdlica; 2) Rede de visualizacdo; 3) Acido nucleico e engenharia de
proteinas; 4) Analise de fluxo metabdlico; 5) Prospeccédo de vias; 6) Analise de rede pds-
estrutural; e 7) Otimizagéo de cultura.

Copeland, et al. (2012), explicam detalhadamente cada uma dessas areas, pontuando
as dificuldades, os avancos e as principais ferramentas computacionais criadas ao longo dos
ultimos anos. Baseado nessa revisdo, aborda-se brevemente os principios de cada area e as
principais ferramentas envolvidas.

Iniciando pela area de Esforcos de reconstrucdo metabolica, que tem como principio
descrever a identidade e a funcdo de cada constituinte envolvido no metabolismo do
organismo através da unido de dados metabdlicos e genémicos, tem-se que as principais
ferramentas desenvolvidas foram: BLAST (método de alinhamento de sequéncia,
opensource); KAAS e PathoLogic (ambos sdo softwares). Essas ferramentas utilizam
conjuntamente informagfes contidas em banco de dados como o KEGG ou BioCyc,
auxiliando na geracdo de uma lista de genes ortologos preditos. Outras ferramentas também
criadas foram: Model SEED; SBML (Linguagem de Marcacéo de Sistemas Biologicos - do
inglés, Systems Biology Markup Language-); Gene Ontology (GO); Sequence Ontology
(SO), KEGG PATHWAY; MetaCyc; MetRxn; Biochemical, Genetic and Genomic

knowledgebase (BiGG), entre outros.



A area de Rede de visualizagdo tem como principio permitir pesquisas que auxiliem
a intuicdo humana a identificar combina¢Ges que ndo sdo detectaveis pelos algoritmos
computacionais. As principais ferramentas utilizadas sdo: Cytoscape; GraphViz e Systrip,
mas existem outras ferramentas também como: Arcadia; CellNetAnalyzer; JDesigner;
CellDesigner; Cell Illustrator, entre outros.

A terceira area, Acido nucleico e engenharia de proteinas tem como principio
implementar modificacfes que requerem manipulacdo direta nas moléculas biologicas.
TinkerCell, GenoCAD, VectorNTI, DNAStar Lasergene, sdo algumas das ferramentas
aplicadas nessa area.

A quarta area, Analise de fluxo metabdlico (do inglés, Metabolic flux analysis -
MFA), tem como principal objetivo maximizar a producdo celular de um composto de
interesse, por meio do estudo e determinacdo dos fluxos metabdlicos in vivo. As analises sdo
realizadas conjuntamente com métodos de restricdes conhecidos como FBA, MOMA e
ROOM, que auxiliam na obtencdo das manipulacfes necessarias para alcancar o fendtipo
desejado. Esses métodos serdo melhor abordados posteriormente. As principais ferramentas
utilizadas nessa area sdo: 0 COBRA (caixa de ferramentas para o Matlab) e o OptFlux,
plataformas implementadas com procedimentos baseados em restrigdes, as quais auxiliam
na sugestdo de estratégias de delecGes de genes e reaces para otimizar a producdo do
metabolito de interesse. Outras ferramentas também apresentadas sdo: FASIMU, Systems
Biology Research Toolbox, entre outros.

A quinta area, Prospec¢do de vias, visa métodos que automatizam o caminho de
prospeccdo, aumentando a praticidade e a comparacao de reagdes bioquimicas obtidas de
diferentes bancos de dados. As ferramentas mencionadas sdo Integrated Microbial Genomes
(IMG) e OptStrain. A sexta area, Analise de rede pos-estrutural, visa analises da rede
metabolica usando abordagem dindmica para entender a engenharia metabolica. COPASI,
PysCeS e Systems Biology Workbench séo as ferramentas mencionadas.

Por ultimo, a seétima area, Otimizacdo da cultura, visa melhorar as condi¢Ges
ambientais do meio de cultura para obter o maximo rendimento do produto de interesse.

GrowMatch e BioMet Toolbox, séo as ferramentas apresentadas.

2.4.1Software open source: OptFlux
Como visto, diversas ferramentas computacionais foram criadas para realizar
andlises de fluxo metabolico, por meio de simulagdes no fendtipo de microrganismos sob

diferentes condi¢cOes ambientais e genéticas, servindo como apoio para descobertas que
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atendessem objetivos industriais. Entretanto, os métodos envolvidos nas analises ficaram por
muitos anos restritos a uma certa classe de especialistas da area (ROCHA, et al., 2010).

Em 2010, surge o software OptFlux, lancado como o primeiro software de codigo
aberto, modular e de plataforma amigavel, contendo os principais métodos que auxiliam as
tarefas da engenharia metabdlica in silico (VILACA, et al., 2018), reconhecido também
como a primeira ferramenta a incorporar otimizacdo, por meio de algoritmos
evolucionarios/metaheuristicos ou utilizando o algoritmo chamado OptKnock (ROCHA, et
al., 2010).

Copeland, et al., 2012, afirmam que o OptFlux possui uma particular vantagem em
relacdo a sua interface, pois permite flexibilidade para especificar os objetivos bioldgicos e
de producédo, quando comparado a outras ferramentas como o0 COBRA. Sobre o algoritmo
OptKnock, implementado para realizar uma longa procura a fim de encontrar a melhor
estratégia em relacdo a selecdo de genes ou reacGes no metabolismo, os autores reportam
que tem demonstrado bons resultados em relacdo a produtividade na pratica quando
comparado a aplicacdo de métodos heuristicos. Porém, esse algoritmo também apresenta
algumas dificuldades de eficiéncia computacional que podem ser contornadas parcialmente
com a simplificacdo do modelo metabdlico.

O OptFlux permite ao usuario carregar modelos metabdlicos estequiométricos de um
dado organismo que servird de base para simulacGes de fenotipo de tipo selvagem e
organismos mutantes. As simulacdes para determinar os fluxos metabdlicos a uma dada
condicdo ambiental podem ser conduzidas por diferentes abordagens através da utilizagdo
de métodos como: Andlise de Equilibrio de Fluxo (do inglés, Flux-Balance Analysis),
Minimizacdo do Ajuste Metabdlico ou Minimizacdo Regulatéria On/Off (do inglés,
Metabolic Adjustment or Regulatory On/Off Minimization).

Os métodos de otimizacdo disponiveis no software sdo diversos, como Algoritmos
de Evolucdo - EA (do inglés, Evolutionary Algorithms) ou Recozimento Simulado (do
inglés, Simulated Annealing), que serdo aplicados para alcancar as melhores dele¢des ou
sub/super expressdes para dada funcdo objetivo, que sempre esta relacionada a um objetivo
industrial. Esses dois métodos meta-heuristicos, em especifico, sdo capazes de fornecer
solugdes quase completas em um tempo de computacdo razoavel, além de serem flexiveis
entre as fungdes objetivo (como exemplo, fungdes nédo lineares). Além disso, o software tem
implementado a analise de rotas essenciais através do calculo dos Modos de Fluxo Elementar

(do inglés, Elementary Flux Modes) e também contém varios métodos de simplificacdo dos
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modelos e operacOes de pré-processamento que, segundo Rocha, et al., (2010), reduzem o
espaco de busca auxiliando os algoritmos de otimizagé&o.

Em relacdo ao formato de arquivo, o OptFlux suporta a importacao/exportacdo para
varios formatos, além de também ser compativel com o padrdo SBML. Sobre ferramentas
de visualizacdo, esse software conta com um mddulo de visualizacdo que permite a analise
da estrutura do modelo, sendo compativel com o layout de informacdes da ferramenta
CellDesigner, possibilitando sobreposic¢do dos resultados das simula¢Ges com graficos do
modelo (ROCHA, et al., 2010).

No geral, o OptFlux é um dos melhores softwares de codigo aberto disponiveis
gratuitamente, pois naturalmente incita a contribuicdo de pesquisadores e especialistas da
area, além de servir, segundo Rocha, et al., (2010), como uma ponte entre as pesquisas com
algoritmos de otimizacdo de deformacéo e os usuarios finais, por meio de sua interface

amigavel.

2.5 Dados obtidos na literatura sobre a producdo de xilitol em leveduras

geneticamente modificadas

Altos rendimentos de xilitol sdo dificeis de obter por meio da fermentagdo natural de
xilose pelas leveduras, pois uma parte do xilitol produzido é posteriormente empregada no
metabolismo para crescimento celular, manutencdo e reducdo de cofatores (HALLBORN,
et al., 1994). Por esse motivo, muitos estudos sdo realizados com o objetivo de modificar
geneticamente microrganismos para atingir maiores rendimentos.

Hallborn, et al., (1991), realizou um estudo sobre a producédo de xilitol a partir da
levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante. O gene que codifica a xilose redutase
(XLY1) foi transferido da levedura Pichia stipitis CBS 6054 para a Saccharomyces
cerevisiae. A produtividade especifica de xilitol obtida na fermentacdo realizada em
batelada, sendo a glicose o substrato base e uma solucdo de xilose-glicose (19:1) como
alimento, foi de 0,08 g/g de células/hora e o rendimento obtido foi de mais de 95%. Segundo
os autores, rendimentos de xilitol proximos de 100% sdo possiveis de obter em condic¢des
aerobicas com a levedura recombinante, pois o alto valor da constante de equilibrio
termodindmico entre a xilose e o xilitol favorece a producdo de xilitol.

Handumrongkul, et al., (1998), clonaram o gene que codifica a xilose redutase (xyl1)

da levedura Candida guilliermondii ATCC 20118 e expressaram na levedura Pichia
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pastoris. Como resultado, sob condic¢des aerdbias, foi possivel produzir o méaximo de 7,8
g/L de xilitol.

Lee, et al., (2000), expressaram o gene que codifica a xilose redutase da levedura
Pichia stipitis na levedura Sacharomyces cerevisiae. A cepa recombinante pode produzir
0,95 g de xilitol a cada 1 g de xilose, com uma concentracdo de xilitol de até 21 g/L, na
presenca de glicose como co-substrato e cofator de regeneracao.

Chung, et al., (2002), integraram também o gene que codifica a xilose redutase
(XYL1) no cromossomo da levedura Saccharomyces cerevisiae a partir de 2 vetores
diferentes. A producéo obtida foi de 0,90 g de xilitol/g de xilose e a concentracéo final de
xilitol, para o vetor que produziu o melhor resultado, foi de 78,1 g/L.

Nair e Zhao (2010), utilizaram a levedura Escherichia coli modificada por meio da
eliminacdo da formacdo de L-arabinitol para produzir xilitol. A conversdo de xilose em
xilitol foi a partir de um hidrolisado hemicelulésico e a pureza obtida foi proxima de 100 %.

Li, etal., (2013), utilizaram a levedura Saccharomyces cerevisiae recombinante com
0s genes xilanase, B-xilosidase e xilose redutase para converter diretamente xilano a xilitol.
O rendimento obtido foi de 0,71 g de xilitol/g de xilano.

Zhang, et al., (2014), recombinaram a levedura Kluyveromyces marxianus
integrando o gene (YZJ015) que codifica a xilose redutase no fungo Neurospora crassa,
mantendo o gene original que codifica o xilitol desidrogenase. A produtividade obtida foi de
1,01 g de xilitol/g de xilose, com glicerol como co-substrato a uma temperatura de 45 °C.

Kogje e Ghosalkar (2016), fizeram um estudo comparativo da producdo de xilitol
pela levedura Saccharomyces cerevisiae modificada com a super expressdo de genes da
xilose redutase (XR) obtidos de outros microrganismos como a Candida tropicalis, Pichia
stipitis e Neurospora crassa. Além dessas modificacGes, outra modificacdo avaliada foi a
super. expressao do gene endogeno que codifica a aldose redutase (GRE3), ja contido no
metabolismo da levedura Saccharomyces cerevisiae. A maior produtividade especifica
obtida foi a partir da levedura com super expressédo do gene GRE3, com valor de 34 mg de
xilitol /g de xilose/h.

Dasgupta, et al., (2019), super expressaram o gene enddgeno XRks na levedura
Kluyveromyces marxianus IIPE453t e obtiveram um rendimento de 0,61 g de xilitol/ g de
xilose.

Em resumo, embora os estudos apresentados utilizem diferentes leveduras para
producdo de xilitol, a maioria modificou geneticamente os microorganismos por meio da

integracéo ou super expressao dos genes que codificam a xilose redutase (XR), uma vez que
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a XK se converte diretamente em xilitol, metabdlito de interesse. Entretanto, outros estudos
também utilizaram modificacbes em outras vias, super expressando o gene GRE3 ou
eliminando a formacdo de L-arabinitol. Ademais, muitos estudos apresentam a
Saccharomyces cerevisiae como a levedura utilizada para a producao de xilitol, reforcando
a importancia do presente trabalho em encontrar novas reagdes/genes que podem ser
deletados ou super/sub expressados no metabolismo da levedura, a fim de aumentar a

producdo de xilitol.

3 METODOLOGIA

O metabolismo da levedura Saccharomyces cerevisiae é conhecido e disponivel na
base de dados KEGG (“KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”, [S.d.]), e
amplamente utilizado em pesquisas de diversas areas em todo o mundo. As anélises foram
feitas utilizando o software open source OptFlux versdo 3.4 (ROCHA et al., 2010). O
modelo do metabolismo da levedura Saccharomyces cerevisiae foi obtido pelo repositério
interno do préprio software, como iIND750, proposto por Duarte (2004), contendo 1149
reacOes internas, 116 reacdes de troca, 116 metabdlitos externos, 943 internos e uma funcao
objetivo de biomassa. Analisando o modelo, observou-se a necessidade de realizar 2
modificagdes, sendo elas a adicdo da reacdo de conversdo de D-xilose em D-xilulose e a
modificacdo da reacdo de conversdo de xilitol em D-xilulose, tornando a mesma reversivel.
Essas modificacBes foram feitas no codigo xml em linguagem SBML do modelo por meio
do editor de texto e de codigo fonte Notepad** (software de distribuicdo livre conhecido por
suportar varias linguagens de programacao e por rodar sob o sistema Microsoft Windows).
As partes inseridas no cddigo xml do modelo encontram-se no Apéndice A. Apés as
modificacdes, 0 modelo passou a contar com 1151 reacdes internas, mantendo 116 reacoes
de troca.

A condicdo ambiental para crescimento da levedura foi obtida por meio de um
levantamento bibliografico sobre a composi¢do do material lignocelul6sico de diferentes
fontes, como bagaco da cana de agucar, palha de arroz, palha de sorgo e palha da cana de
acucar, e condicdes de aeracdo ja utilizadas em crescimentos de leveduras. Os trabalhos
levantados foram dos autores Skoog (1987), Silva (1996), Aguiar (2002), Arruda (2011) e
Arruda (2016). Os principais agucares presentes eram Xxilose, glicose, arabinose e xilulose.
Baseado nos valores encontrados no levantamento, prop6s-se diversas condi¢cGes ambientais

variando os agUcares, suas proporcdes e a condicdo de aeracdo. Com as condigdes
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ambientais, realizou-se simulagdes em WildType (levedura selvagem) com o modelo
modificado a fim de encontrar a condigdo ambiental que melhor gerava o crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae.

Ap0s os testes com 0 modelo modificado para adequacdo da condicdo ambiental,
prosseguiu-se para a simplificacdo do modelo metabdlico da levedura por meio do plug-in
Simplification no software OptFlux.

O software OptFlux permite realizar simulagdes de fenotipos, ou seja, determinar 0s
valores dos fluxos para as reagdes presentes no modelo, dadas as condi¢fes ambientais e as
condicBes genéticas. As condi¢bes ambientais permitem definir fluxos para reaces de
captacdo e, assim, definir o meio onde a célula esta crescendo. As condi¢Bes genéticas
definem modificacdes genéticas sobre as cepas originais, permitindo simular tanto o tipo
selvagem (ndo sao definidas modificacGes genéticas) e mutantes (onde diferentes tipos de
modificagdes podem ser impostos, incluindo delecdes de genes e super/sub expressao).

De posse do modelo simplificado, realizou-se otimizacdes com trés métodos de
restricdo diferentes disponiveis: FBA — Andlise do Balango de Fluxo (do inglés, Flux
Balance Analysis), MOMA — Minimizacdo do Ajuste Metabolico (do inglés, Minimization
Of Metabolic Adjustment) e ROOM — Mecanismo Regulador Liga/Desliga (do inglés,
Regulatory On/Off Mechanism) para identificar as mutacbes que melhoram o fenétipo
desejado.

O método FBA utiliza programacdo linear (LP) para calcular os valores de fluxo das
reacOes e pode ser usado para realizar as simulagdes tanto em tipo selvagem quanto
mutantes. A solucgdo por esse método visa maximizar o fluxo que representa a formacéo de
biomassa, pois constatou-se que isso seria uma boa representacdo do comportamento natural
dos microrganismos em diversas circunstancias, mas pode-se realizar simulacdes com esse
método para maximizar ou minimizar qualquer fluxo do modelo. Por outro lado, os métodos
MOMA e ROOM sé&o mais adequados para simula¢es de microrganismos mutantes, pois
esses metodos calculam a solu¢do com distancia minima (MOMA) ou com um nUmero
minimo de mudangas (ROOM) em relacéo a solugdo original do tipo selvagem (FBA). O
MOMA utiliza uma formulagdo de Programacgdo Quadratica e 0 ROOM ¢é implementado
tanto com a Formulagcdo MILP - Programacdo Mista Linear e Inteira (do inglés, Mixed
Integer Linear Programming) quanto com um relaxamento LP do original Problema MILP
(ROCHA et al., 2010).

As funcgdes objetivo podem ser de varios tipos, como maximiza¢do/minimizacao de

Rendimento Acoplado de Biomassa-Produto - BPCY (do inglés, Biomass-Product Coupled
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Yield), maximizacdo/minimizacdo de Rendimento do Produto com Biomassa Minima -
YIELD (do inglés, Product Yield with Minimum Biomass), maximizagdo/minimizacgéo de
Valores de Fluxo, minimizacdo da Soma dos Valores de Fluxo ou a minimizagdo do NUmero
de DelecGes (do inglés, knockouts). Cada funcdo objetivo possui uma configuracdo propria,
que inclui a selecdo dos fluxos a serem utilizados na computacao do valor da funcao.

A Figura 3.1 mostra um exemplo simples de uma rede que foi otimizada utilizando-
se 0 método FBA (GONCALVES et al., 2012). Na Figura 3.1 (a) temos os fluxos indicando
que o produto P2 é produzido, enquanto ndo se tem a producdo P1. Supondo-se que desejasse
produzir P1, a fungdo objetivo é definida como a maximizacdo da producéo de P1, e o
resultado da otimizacdo é mostrado na Figura 3.1 (b). Nota-se que a producdo de P1 foi
atingida deletando- se 0s genes F3 e G4 e as rea¢cdes R4 e R5. Desta forma, podemos conhecer
o0s genes alvos de modificacdo, o que reduz o esfor¢o laboratorial e reduz custos na realizacao

de experimentos.

Figura 3.1 — Exemplo do emprego de métodos de otimizacdo na geracao de redes
metabdlicas que expressem o fen6tipo desejado; (a) Metabolismo do microrganismo
original e (b) Metabolismo otimizado para producéo de P1
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Fonte: Adaptado de Gongalves et al., (2012).

Com a rede metabdlica responsavel pela produgdo do composto de interesse (no caso,
o xilitol) reduzida, analises adicionais foram realizadas de modo a indicar as possiveis
modificagdes genéticas a serem feitas para obter ofendtipo desejado. Essas modificacbes
genéticas também serdo analisadas in silico utilizando-se o software OptFlux, e os fluxos
intra e extracelular obtidos e avaliados quanto ao ganho na produtividade do metabdlito de
interesse (xilitol). Desta forma, pode-se prever biologicamente a magnitude das perturbacgdes
ocasionadas pelas modificacGes genéticas (como a delecdo de genes) na distribuicdo de

fluxos metabdlicos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a partir do modelo modificado e simplificado (contendo 760 reacgdes
internas, 116 reagdes de troca, 116 metabdlitos externos e 492 internos) da levedura S.
cerevisiae, fez-se a analise da variabilidade do fluxo - FVA (do inglés, flux variability
analysis) no software OptFlux. Calculando os limites de fluxos (do inglés, flux limits) das
reacOes, assim como as reagdes que possuem fluxo zero (do inglés, zero-flux), pdde-se obter
um grafico que apresenta o fluxo maximo de xilitol em relacdo ao fluxo de biomassa em
uma dada condicdo ambiental. A condicdo ambiental implementada para essa e todas as
demais analises foi um consumo (lower bound) de 20 mmol/gDCW/h para o substrato xilose,
4 mmol/gDCW/h para o substrato glicose e 20 mmol/gDCW/h para o oxigénio — aerobiose.
A Figura 4.1 representa o grafico gerado, no qual verifica-se que o valor de fluxo méximo
tedrico de xilitol que pode ser obtido estd préximo de 20 mmol/gDCW/h, caso todo o

substrato fosse direcionado para sua producdo, sem formacéo de biomassa.

Figura 4.1 — Anélise da variabilidade do fluxo (FVA) de produto (xilitol) em funcéo do
fluxo da biomassa (com condi¢do ambiental)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Posteriormente, deu-se inicio as otimizag¢Oes descritas na Tabela 4.1. As otimizagoes
variaram quanto aos metodos e fungfes objetivo, de modo que suas nomenclaturas foram

determinadas como, primeiramente, “OPT” de optimization (otimiza¢do em inglés), em
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seguida 0 método de otimizacdo: “EA” (Evolutionary Algorithms) ou “SA” (Simulated
Annealing), o tipo de “knockout” (nocaute) das reagdes: “RUO” — Reagbes Sub/Super
expressadas (do inglés, Reactions Under/Over Expression) ou “RK” — Reag6es Deletadas
(do inglés, Reactions Knockout), o método de restricdo: “MOMA” (Minimization of
Metabolic Adjustment) ou “ROOM” (Regulatory On-Off Minimization Method), a funcédo
objetivo: “BPCY” (Biomass-Product Coupled Yield) ou “YIELD” (Product Yield with
Minimum Biomass) sendo o produto de interesse xilitol, e, por fim a condi¢do ambiental com

as proporcdes de Xilose (X), Glicose (G) e Oxigénio (O).

Tabela 4.1 — Otimizagdes do modelo simplificado

Ne. Identificacéo Executou? Tf_am_po ole .Te”?p.o deN n° d~e
otimizagdo | simplificacdo | soluges

1 OPT EA RK MOMA BPCY X20 G4 020 Sim 1h:5min 2h:39min 66

2 OPT EA RK ROOM BPCY X20 G4 020 N&o - - -

3 | OPT EARUO MOMA BPCY X20 G4 020 Sim 1h:5min 2h:39min 27

4 | OPT EA RUO ROOM BPCY X20 G4 020 N&o - - -

5 | OPT SARUO MOMA BPCY X20 G4 020 Sim 17h:28min 3h:48min 89

6 | OPT SARUO ROOM BPCY X20 G4 020 Néo - - -

7 | OPT SARUO MOMA YIELD X20 G4 020 Sim 1h:44min Oh:16min 87

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando a aplicabilidade dos testes apresentados na Tabela 4.1 acima, verificou-
se que todas as otimizacbes com o método de restricio “ROOM” ndo puderam ser
executadas. Isso pode ter ocorrido por problemas no software, uma vez que a otimizagéo
atingia uma certa porcentagem de execu¢do, mas ap6s um tempo travava e ndo era possivel
finalizar a mesma. Por outro lado, observou-se que as otimizacbes que puderam ser
executadas tiveram tempos de otimizacdo e simplificacdo pequenos, quando comparados
com otimizacGes realizadas com 0 modelo metabdlico da levedura completo que apresentam
tempo de execucdo variando de 18 h— 35 h, exceto pelo 5° teste que ndo apresentou 0 mesmo
comportamento. Esse fato observado pode ser caracteristico da utilizacdo do modelo
metabolico da levedura ja simplificado, e mesmo que o modelo seja reduzido, verificou-se
que isso ndo afetou os resultados das otimizacGes, pois pode-se gerar altos nimeros de
solugdes que levam a producéo de xilitol.

Para as 4 otimizacOes executadas, realizou-se a simulacdo de todas as solucGes
obtidas para verificar como cada uma delas refletia na producdo de xilitol. As otimizagdes

que tinham a funcéo objetivo “BPCY™ tiveram que ser avaliadas uma a uma, pois por se
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tratar de uma funcdo que multiplica o valor da biomassa obtida com o valor obtido do

produto de interesse (xilitol), um alto valor da funcdo “BPCY” na soluc¢do néo significava

um alto valor de produto, por ndo ser diretamente proporcional. Por outro lado, a otimizacao

com a funcéo objetivo “YIELD” reflete diretamente o aumento de producdo do produto de

interesse, uma vez que, uma solugdo com alto valor da funcdo “YIELD”, resultava em um

maior valor de produto (xilitol).

Os dados obtidos e tratados para cada uma das otimizac6es constam nas Tabelas 4.2,
4.3,4.4 e 4.5 a sequir.

Tabela 4.2 — Solucdes que resultaram em maior producao de xilitol contendo as reagdes
inativas, o valor de biomassa e de xilitol produzidos, referentes a otimizacdo OPT EA RK

MOMA BPCY X20 G4 020
Solugdes Reac0es inativas V_alor da M_?<ylt_e
Biomassa (Xilitol)
R_PUNP2; R_ALCD2x; R_FBA3_R_PFK_3; R_ACOAH;
1 R_ACGSm; R_FDNG 0,592 4,963
R EX asn_ L e; R_ALCD2x; R_ FBA3 R PFK_3;
2 R_FDNG 0,723 4,841
3 R_PUNP3; R_ALCD2x; R_FBA3_R_PFK_3; R_ACOAH; 0,714 4,841
R_EX thymd e
4 R_ALCD2x; R_FBA3 R PFK 3; R_ACOAH 0,493 4,830
R_ACACTG6p; R_ALCD2x; R_FBA3_R_PFK_3;
5 R_FAS100ACPm_R_FAS120ACPm_R_FAS80ACPmM_L 0,675 4,780
R_ACOATAmM; R_FDNG; R_3C4MOPtm R_OMCDCm

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4.3 — Solucdes que resultaram em maior producao de xilitol contendo as reagdes
reguladas, o valor de biomassa e de xilitol produzidos, referentes a otimizacdo OPT EA

RUO MOMA BPCY X20 G4 020

Solugdes ReacOes Reguladas g/iglr?];g; I\&ﬁgl—)e
1 R_NADH2_u6cm (0,25(2); ;_)ENO (0,5); R_PYRDC 0,472 3,829
R_HSDxi (0,125); R_ENO (0,5); R_PYRDC (0,25);
2 R_FA140ACPHi_R_FA140ACPtm (0,25) 0,462 3,565
3 R_PUNP3 (2,0); R_FBA3_R_PFK_3(0,25); 0,871 3.500

R_PYRDC (0,5); R_RNDR4 (8,0)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 4.4 — Solucdes que resultaram em maior producao de xilitol contendo as reagdes
reguladas, o valor de biomassa e de xilitol produzidos, referentes a otimizacdo OPT SA
ROU MOMA BPCY X20 G4 020

Solugdes Reacdes Reguladas I;/iilni;g:a I\(A)Zﬁ?/tlct)l—)e
1 R_ALCD2x (0,03125); R_ CYSTGL (0,03125) 0,432 2,610
2 R_EX h2o e (0,5) 0,201 2,453
3 R_PYRDC (0,03125) 0,209 2,232

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4.5 — Solucdes que resultaram em maior producao de xilitol contendo as reagdes
reguladas, o valor de biomassa e de xilitol produzidos, referentes a otimizagdo OPT SA
ROU MOMA YIELD X20 G4 020

Valor da M_xylt e

Solugdes Reacdes Reguladas Biomassa (Xilitol)
R_ALCD2x (0,03125); R_ENO (0,03125); R_FBA3;
1 R_PFK_3(0,03125); R_PUNP7 (0,03125); R_XYLK 0,268 9,99

(0,5); R_IPPS (2,0)

R_ALCD2x (0,03125); R_ENO (0,03125); R_HEX1
(0,03125); R_XYLK (0,5)
R_FAO181p_odd (0,03125); R_ALCD2x (0,03125);
3 R_ENO (0,03125); R_HEX1 (0,03125); R_XYLK 0,208 9,99
(0,5); R_IPPS (2,0)

R_ALCD2x (0,03125); R_ENO (0,03125); R_PUNP7

0,209 9,99

4 (0,03125); R_HEX1 (0,03125); R_XYLK (0,5); 0,206 9,99
R_IPPS (2,0)
R_FAO181p_odd (0,03125); R_ALCD2x (0,03125);
5 R_ENO (0,03125); R_ALCD2irm (0,125); R_XYLK 0,181 9,99

(0,5); R_IPPS (2,0)
Fonte: Elaborado pela autora.

Avaliando os resultados das simulagfes das solugdes de cada otimizagéo, verificou-
se que a ultima otimizacdo, OPT SA ROU MOMA YIELD X20 G4 020, apresentou 0
melhor resultado em relacdo a produtividade de biomassa e do produto de interesse (xilitol),
com um valor de 9,99 mmol/gDCW/h de xilitol. Por outro lado, as simulac@es das outras
otimizacGes geraram bons resultados para a produtividade de biomassa, mas para o produto
de interesse os valores foram muito baixos quando comparados ao de melhor resultado.

As 5 solugdes simuladas da otimizagdo OPT SA ROU MOMA YIELD X20 G4 020
apresentaram o mesmo valor para a produtividade de xilitol, sendo que a primeira solugdo
apresentou o maior resultado para a biomassa e a quinta 0 menor. Analisando as reacfes
reguladas em cada uma delas, observou-se que algumas se repetem em todas como:
R_ALCD2x, R_ENO, R_XYLK e R_IPPS, reguladas com os mesmos valores, enquanto
outras reaces sdo especificas de cada solucdo como: R_FBA3; R_PFK_3, R_PUNP7,
R_HEX1e R_FAO181p_odd.
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Comparando o valor de xilitol obtido (9,99 mmol/gDCW/h) com o valor maximo que
pode ser produzido (~20 mmol/gDCW/h), apresentado na analise de FVA (Figura 4.1), tem-
se valores muito distantes. Observando o grafico, verifica-se que com uma producao de
aproximadamente 0,2 mmol/gDCW/h de biomassa, dever-se-ia produzir aproximadamente
20 mmol/gDCWr/h de xilitol, mas analisando todos os metabolitos produzidos nessas
simulages, observou-se que junto a producdo de xilitol, produziu-se também acetaldeido,
de maneira que parte do substrato estaria sendo direcionada para essa producao, ao invés da
producdo de xilitol.

Baseado nesses resultados, iniciou-se um estudo sobre as reacfes sugeridas pelas
solugbes apresentadas nas Tabelas de 4.2 a 4.5. Quatro reagdes importantes foram
identificadas na via da Glicolise/Glicogénese, sdo elas: R_ALCD2x; R_ENO; R_HEX1 e
R_PYRDC. Outra reacao identificada foi a R_XYLK, presente na via de interconversdes da
Pentose e Glucuronato (do inglés, Pentose and Glucuronate Interconversions). O Quadro
4.1 apresenta a sigla no OptFlux, o nome, o nimero E.C. (do inglés, Enzyme Commission
Numbers — que representa a enzima responsavel por catalisar a reacdo segundo esse sistema
de classificacdo) e a funcdo de cada reacao se for inativada (RK) ou sub/super expressada

(ROU) no metabolismo da levedura.

Quadro 4.1 — Sigla no OptFlux, nome, nimero E.C. e funcdo de cada reacéo se for
inativada (RK) ou sub/super expressada (ROU) no metabolismo da levedura
Saccharomyces cerevisiae

Sigla no
ogtFlux Nome dareacdo ~ NUmero E.C. Funcéo no metabolismo se for RK ou ROU
Alcool Desidrogenase . N - -
R_ALCD2x +9 (1.1.1.2) bloquela,ou diminui a formagéo de etanol gerando mais
(NADP’) acetaldeido
R_ENO Enolase (4.2.1.11) bloqueia ou diminui a formagéo de piruvato, acetil-CoA e
etanol
R_HEX1 Hexoquinase (5.4.2.2) bl_oquela ou diminui a producéo de a-D-glicose e B-D-
glicose
R_PYRDC Piruvato Descarboxilase  (4.1.1.1) ;T;ni)c:e que o piruvato siga na formacdo de acetaldeido e

direciona a producéo de xilitol por meio de D-ribulose-
R_XYLK Xiluloguinase (2.7.1.17) 5P -> D-ribulose -> D-arabitol -> D-xilulose -> D-xilitol
(Via de interconversdes da Pentose e Glucuronato)

Fonte: Elaborado pela autora.

Baseado nessas andlises e nos resultados das otimizacdes verificou-se que as reagdes
R_ALCD2x; R_ENO; R_HEX1 e R_PYRDC eram sub expressadas com valores muito
baixos (0,03125), proximos de zero, enquanto que a reacdo R_XYLK era sub expressada
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com um valor de 0,5. Realizou-se, entdo, uma simulac¢do inativando (RK) as reacoes
R_ALCD2x; R_ENO; R_HEX1 e R_PYRDC e sub expressando (ROU) apenas a reagao
R_XYLK, com o valor de (0,5). Como visto no Quadro 4.1, a inativacdo ou sub expressao
das reacOes que estdo presentes na via da Glicolise ndo afeta o caminho para a producéo de
xilitol. Na verdade, contribuem para concentrar e direcionar o fluxo para a sua produgéo,
assim como a sub expressdo da reacdo presente na via de interconversdes da Pentose e
Glucuronato. A Figura 4.2, apresenta as principais vias que englobam essas reacfes
estudadas, sendo possivel observar o impacto de cada reacdo se forem inativadas ou
sub/super expressadas pelos métodos RK e ROU, respectivamente, comprovando as analises
apresentadas no Quadro 4.1.

O resultado da simulacéo realizada foi de 11,96 mmol/gDCW/h de xilitol produzido,
com um valor para a producdo de biomassa de aproximadamente 0,79 mmol/gDCW/h. O

Quadro 4.2 apresenta os fluxos de consumo e de producdo dessa simulacgéo.

Quadro 4.2 - Fluxos de consumo e de producédo da simulacdo RK R_ALCD2x, RK
R_ENO, RK R HEX1, RKR PYRDC, ROUR XYLK (0,5)
Consumos
Sigla do Nome do
metabolito  metabdlito
M glc_D e D-Glicose 4,00

Valor

M _nh4 e Ambnia 6,48

M 02 e Oxigénio 20,00

M pi e Fosfato 0,16

M so4 e Sulfato 2,13

M xyl De D-Xilose 20,00
Producéo

Sigla do Nome do
metabdlito  metabdlito
M cys L e L-Cisteina 2,07

Valor

M he H 1,91
M_h20_e Agua 31,22
M co2 e Dioxido de 29,65

- - carbono
M xylt e Xilitol 11,96

Fonte: Elaborado pela autora com dados obtidos pelo software OptFlux.
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Figura 4.2 - Representacao das principais vias que englobam as reacfes estudadas (Via da
Glicolise e Interconversdes da Pentose e Glucuronato)

Fonte: Elaborado pela autora através do software OptFlux.
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Observando o Quadro 4.2, verifica-se a atuagdo da inativacdo das reacOes
mencionadas anteriormente, uma vez que ndo ha producdo de etanol e acetaldeido. Além
disso, o valor de fluxo de xilitol obtido € maior que o gerado pela melhor solucéo otimizada,
sendo necessario apenas inativar quatro reacdes e sub expressar uma. Também, como visto
na andlise FVA, apresentada na Figura 4.1, para uma producdo de biomassa de
aproximadamente 0,8 mmol/gDCW/h dever-se-ia produzir 14 mmol/gDCW/h de xilitol,
estando o valor obtido (11,96 mmol/gDCW/h) muito préximo, enquanto que em relacdo ao
fluxo maximo de xilitol (~20 mmol/gDCW/h), o valor obtido corresponde a apenas 40%.
Essa distancia entre o valor maximo e o obtido incitam a ideia de que outras modificaces
podem ser estudadas com o objetivo de aumentar a producéo de xilitol.

No geral, os resultados obtidos foram satisfatdrios tanto quanto a produtividade do
produto de interesse que é o xilitol, quanto a outros parametros como producdo de biomassa
e tempo de processamento das otimizacBes para 0 modelo metabdlico da levedura

simplificado.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Por meio desse trabalho foi possivel estudar e verificar a aplicabilidade da utilizacéo
do modelo metabdlico simplificado da levedura e através dele realizar as otimizagdes
necessarias para encontrar as modificacGes genéticas que produzissem o maior valor do
produto alvo, o xilitol.

A maior producdo de xilitol foi de 11,96 mmol/gDCW/h obtida com apenas 5
modificacfes no modelo metabolico da levedura, a dele¢do de quatro reagdes presentes na
via da Glicolise (Alcool desidrogenase; Enolase; Hexoquinase; Piruvato descarboxilase) e a
sub expressdo de uma reacdo presente na via de interconversfes da Pentose e Glucuronato
(Xilulogquinase), a qual contém o metabolito alvo, o xilitol.

Além disso, constatou-se a funcionalidade do software open source OptFlux quanto
aos metodos de otimizacdo e restricdo, fungdes objetivo e diversas ferramentas de anélise
que estdo disponiveis, fora a facilidade da interface amigavel e as informacdes disponiveis
na literatura. Quanto a robustez e custo operacional, o célculo das otimiza¢gdes com o modelo
metabdlico simplificado apresentou custo operacional baixissimo, pois o tempo de célculo
gasto com otimizacdo foi de aproximadamente 25% em relacdo ao tempo total das
otimizac@es, para a maioria dos testes aplicados.

Para trabalhos futuros, sugere-se realizar as modificagcdes encontradas no presente
trabalho in vivo; avaliar os modos elementares do modelo metabdlico da levedura
Saccharomyces cerevisiae; efetuar calculos com o modelo dindmico da levedura; e avaliar

outros microrganismos in silico para producéo de xilitol.
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ANEXO A - Codigos implementados no modelo da levedura

Codigo da reacdo de conversdo de xilitol a xilose (R_XYLTD_D) com a insercdo da
condic&o de reversibilidade.

<reaction fast="false" fbc:lowerFluxBound="cobra default 1b"
fbc:upperFluxBound="cobra default ub" id="R XYLTD D" metaid="R XYLTD D"
name="Xylitol dehydrogenase D xyulose forming "

reversible="true" sboTerm="SBO:0000375">

<annotation>

<rdf:RDF

xmlns:rdf="http://www.w3.0rg/1999/02/22-rdf-syntax-ns#"
xmlns:bgbiol="http://biomodels.net/biology-qualifiers/">
<rdf:Description rdf:about="#R XYLTD D">

<bgbiol:is>

<rdf:Bag>

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/bigg.reaction/XYLTD D" />
<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/biocyc/META:D-XYLULOSE-REDUCTASE-
RXN" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/biocyc/META:RXN-11825" />
<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/ec-code/1.1.1.14" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/ec-code/1.1.1.15" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/ec-code/1.1.1.9" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/kegg.reaction/R01896" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/kegg.reaction/R05831" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/metanetx.reaction/MNXR105262" />
<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/rhea/20433" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/rhea/20434" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/rhea/20435" />

<rdf:1i rdf:resource="http://identifiers.org/rhea/20436" />

</rdf:Bag>

</bgbiol:is>

</rdf:Description>

</rdf :RDF>

</annotation>

<fbc:geneProductAssociationxmlns: fbc="http://www.sbml.org/sbml/level3/versionl/fb
c/version2">

<fbc:geneProductRef fbc:geneProduct="G_YLR070C" />

</fbc:geneProductAssociation>

<listOfReactants>
<speciesReference
stoichiometry="1"
<speciesReference
stoichiometry="1"
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference
stoichiometry="1"
<speciesReference
stoichiometry="1"
<speciesReference
stoichiometry="1"
</listOfProducts>
</reaction>

constant="true" sboTerm="SBO:0000010"

/>
constant="true"

/>

species="M nad c"

sboTerm="SB0:0000010" species="M xylt c"

constant="true" sboTerm="SBO:0000011"
/>
constant="true"
/>

constant="true"

/>

species="M h c"

sboTerm="SB0:0000011" species="M nadh c"

sboTerm="SB0O:0000011" species="M xylu D c"




Caodigo da reacdo de conversao de xilose em xilulose (R_XI_aa).
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<reaction fast="false" fbc:lowerFluxBound="cobra default 1b"
fbc:upperFluxBound="cobra default ub" id="R XI aa" metaid="R XI aa" name="D-
Xylose isomerase" reversible="true"

sboTerm="SB0O:0000375">
<annotation></annotation>
<fbc:geneProductAssociation
xmlns: fbc="http://www.sbml.org/sbml/level3/versionl/fbc/version2">
</fbc:geneProductAssociation>
<listOfReactants>
<speciesReference constant="true" sboTerm="SB0O:0000010" species="M xyl D c"
stoichiometry="1" />
</listOfReactants>
<listOfProducts>
<speciesReference constant="true" sboTerm="SB0:0000011" species="M xylu D c"
stoichiometry="1" />
</listOfProducts>
</reaction>




32

ANEXO B — Guia para otimizacao no software OptFlux

Guia com 0 passo-a-passo para realizar uma otimizacao no software OptFlux. O exemplo a
seguir é da otimizacdo OPT SA ROU MOMA YIELD X20G4020.

1) Com o software OptFlux ja aberto no diretério que contém o modelo do microrganismo a

ser otimizado, clica-se na aba Optimization e em seguida, em Evolutionary...

File Simulation Analysis om-m:m\ Help

o /| 7 Evolutionary... k
E With Regulatory Consiraints...
Minimal cut set enumeration...

E ]
II Clipboard | ¥

B Optimization
B8 Saccharomycescerevisiae_inD750_modXI_XYLTD || HE| p

o= (5} Metabolic Model

“ Simulation Results H E E "

o Analysis Results H [ m
= Optimization Resulis 7 _. r!_

& Project Elements g — . .

B4 saccharomycescerevisiae_inD750_modXl_XYLTD_g| T

P Y : With Regulatory Constraints

6= "z Simulation Results H - o )
£ & Ooameston moaune f; n Minimal cut set enumeration...

o 1z Project Elements
dl

< | i D :

AlBench

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.



33

2) Em seguida, seleciona-se o projeto que contém o modelo a ser otimizado.

Perform Strain Optimization
3
Select Project A/ Select Method
Project: |Saccharomyoesoerevisiae_inDTSD_modXI_XYLTD_simp |v| |SPEA2 Reaction Knockout |'|
Select Environmental Conditions Objective Functions Setup
|BPCY: Biomass-Product Coupled Yield |~
|-~ NONE]— |~
|( Md*3 || 4 Remove |
Optimization Basic Setup Selected Objective Functions

Optimization Objective Function| Simulation Method| Reference| Simulation OF

Maximum Number Of Solutions E ions: 5000 |

Maximum Number Of Modifications BE

[] variable solution size

Critical Reactions

—— NONE J— |~

[] Exclude drain reactions

[_] Exclude transport reactions

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.

3) Seleciona-se entdo o metodo de delecédo e de otimizagdo dentre as opgdes disponiveis.

Perform Strain Optimization
/ 3
Select Method

Select Project
Project: | Saccharomycescerevisiae_inD750_modXl_XYLTD_simp

|v | SPEA2 Reaction Knockout v

Select Environmental Conditions Objective Functioni , oo tion Knockout
I@ SA Reaction Knockout

|—[ NONE ]-— |v | SPEA2 Reaction Under/Over Expression
EA Reaction Under/Over Expression

Optimization Basic Setup Selected Objectivi SA Reaction Under/Over Expression

. . . Optimization Objective Function| Simulation Method| Reference| Simulation OF
Maximum Number Of Solutions Evaluations: 5000

Maximum Number Of Modifications BE

[] variable solution size

Critical Reactions

|-~ NONE ] v

[] Exclude drain reactions

[] Exclude transport reactions

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.
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4) O proximo passo € selecionar a funcao objetivo para a otimizacao.

Perform Strain Optimization

3
Select Project Select Method
Project: | saccharomycescerevisiae_inD750_modXI_XYLTD |~ |SA Reaction UnderOver Expression -~
Select Environmental Conditions Objective Functions Setup «
BPCY: Biomass-Product Coupled Yield -
| NONE ]— |~

YIELD: Product flux with Minimum Biomass
Optimization Basic Setup Max/Min of Reaction Flux value

Max/Min Number of Knockouts
Maximum Number Of Solutions Evaluations: 5000

Max/Min Sum of Flux Measures
Maximum Number Of Modifications BE

[] variable solution size

Critical Reactions

|—[NONE]— |v|

[] Exclude drain reactions

["] Exclude transport reactions

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.

5) Apos selecionar a fungdo objetivo, clica-se em Add e define-se os objetivos da funcéo

(produto alvo, porcentagem minima de biomassa e método de simulagdo), como mostrado
na imagem abaixo.

‘Objective Function Configuration
Biomass: [R_BlOMASS_SC4_bal ]
product: @ lR_EX it e

‘V|

st

MinBiomassPercentage: "

Simulation Configuration
Select Simulation Method

Reference Flux Distribution Source

@ PFBA 71 Reference Flux Distribution | [~]
Objective Selection
[r_BiomAss_sc4_val

@ Maximize ) Minimize

Max R_BIOMASS_SC4_bal

@)

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.
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6) Com a funcdo objetivo definida, seleciona-se (se houver) a condicdo ambiental, as
reacOes/genes criticos e 0os demais pardmetros que podem ser modificados de acordo com a
analise que se deseja obter.

Evolutionary ®

Perform Strain Optimization

Select Project Select Method

Project: | Saccharomycescerevisiae_inD750_modXI_XYLTD w | | SA Reaction UnderiOver Expression v
Select Environmental Cond|t|0ns4f/. Objective Functions Setup

YIELD: Product flux with Minimum Biomass -
X20G4020 hd
Add ¥ 4 Remove

Optimization Basic Setup Selected Objective Functions
- (T T T . 5000 Optimization Objective Function Simulation Method Reference

SR PTIDLLL R e OTT S TE 1 2 YIELD= percentage=5.0target=R_EX_xyil_e |MOMA pFBA Distributi
Maximum Number Of Modifications 6

¥| Variable solution size
Critical Reactions 4—

Reactions -

¥| Exclude drain reactions

v| Exclude transport reactions L] ]

Cancel

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.

7) Ao clicar em Ok, a janela abaixo ira aparecer e ficara aberta até a concluséo da otimizag&o.

Progress... *
4E-0 B
ZE-9 B
]
d OED -
~
B9 o
-4E-9 B
1-3 15 2.0 25 3.3 3.5 4.3 45 50 55 .0
Function Evaluations
X axis Y axis
YIELD -
DIOAress I -
status Optimization: 0%

¥ stop

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.
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8) No final, a otimizacdo estarda no tépico Optimization Results -> Evolutionary. Ao
selecionar o resultado da otimizacéo, visualiza-se o resumo da otimizag&o.

File Simulation Analysis Optimization Help

w B

B3

Clipboard |

o 1 Project Elements
™8 Saccharomycescerevisiae_inD750_modXI_XYLTD,
o () Metabolic Model
o= * Simulation Results
o | i Analysis Results /
% Optimization Results
9~ ¢ Evolutionary
i OPT EA RK MOMA X20G4020
4 OPT EARUO MOMA X20G4020
A OPT SAROU MOWA X20G4020
-] k}F’TSAROU YIELD_MOMA X20G4020
9 g Project Elements
@z Reactions Constraints

Variable size:

Max Modifications:

Critical Information:

Has drains in criticals:

lf
¥ [X] OPT SA ROU YIELD_MOM...
ptflux:
™ Saccharomycescerevisiae_inD750_modXl_XYLTD Alorith imulated |
o~ @ Metabolic Model
"= Simulation Results

o= 1z Analysis Results o .

1= Optimization Results T T S o

Max Evaluation Functions: 5000

true

Not available

true

Has transportin criticals: true

Environmental Conditions: Not available

(Cptimization created in: 2019/06/05 13:38:57 =
Statistics: (Optimization took: 0d:1h:44m'565:.776ms
ISir inn took Od-0h-16m 145 849m: 7
[ OF ID | OF Name Method R Simulaton OF | |
‘Objective Functions: |? CIVIELD
[y vici o wann 11 o mom AT nERA Dict Mox - i &
4 | 1 |
o P Strain Summary lemin Results |
AlBench

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.

9) E na outra aba, visualiza-se os resultados com as solucdes e os valores para a funcao

objetivo. Para realizar as simulagdes das solugdes basta clicar no botdo “Add to simulation
results”.

File Simulation Analysis Optimization Help

|}
| i50a .
l(c:phoam ] ; [X) OPT SA ROU YIELD_MOM... |
ptflux: ;i [/case sensitive save
8 Saccharomycescerevisiae_inD750_modXl_XYLTD @ search : ‘ ‘
o (& NMetabolic Model [] whole word Options
" Simulation Results
o Analysis Results Solutions YIELD= percentage=10.0;target=R_EX_xylt_e (MOMA_1)
& Optimization Results Solution_1 7.20796 =
o= Project Elements “[|Solution_2 7.30818 =
™ saccharomycescerevisiae_inD750_modX|_XYLTD_g| ;(|Solution_3 7.37981 I
o (& Netabolic Madel “|[|Solution_4 742503
o= . Simulation Results :1 Solution_5 7.24778
o= g Analysis Results ~[|Solution_6& 7.20616
¢ & Optimization Results #[||Solution_7 9.99
§ & Evolutionary :||Salution_8 733523
A OPT EA RK MOMA X20G4020 Solution_9 7.39421
i OPT EA RUO MOMA X20G4020 Solution_10 8.19289
% OPT SA ROU MOMA X20G4020 H Smu‘!onj" 7.33545
A |OPT SAROU YIELD_MOMA X20G4020 || :([Solution_12 7.20817 -
¢ Project Elements j << Add to simulation resnD |
© _z Reactions Constraints e e — — O PR E RO
Decoded Solution ;
g 0+ @ L] LN L]
i g 6 -+
i =
dgl 4T
A m
45 2 +
E s s I ;
t t 1 T
0 20 40 60 &0
Define X Axis Define Y Axis
[sotution [+] [vELD_moMA_1 [+]
g 1 i D
= o || stram summary |_strain ion Resuits |
AlBench

Fonte: Arquivo pessoal obtido por meio do software OptFlux.




