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Table 1

Basic parameters adopted in the simulation of the first generation ethanol production
plant.

Parameter Value Unit
Sugarcane crushing rate 500 TC/h ®
Days of operation 167 days/year
Sugarcane sugars content 15 wt.%
Sugarcane fiber content 14 wt.%
Sugarcane trash produced in the field 140 kg/TC
Sugars losses on sugarcane cleaning 0.8 kg/TC
Sugars recovery on the mills 96 %

2.5 bar steam consumption - azeotropic distillation 1.5 kg/L ®
6 bar steam consumption — molecular sieves 0.65 kg/L ®

4 TC: tons of sugarcane.
b Steam consumption based on the amount of anhydrous ethanol produced.



Produtos da fermentacao
industrial

Tabela 1.1 — Proporgdo dos diversos produtos da fermentagdo alcodlica, em g/100g de glicose metabolizada,
de acordo com vdrias fontes e para diferentes eficiéncias fermentativas

0, 7157

Produto da fermentacéo Pasteur Jackman, 1987 Basso et al. 1996
95% 90—95% 85—92 %
Etanol 48,5 45,0—49,0 43,0—47,0
Glicerol 3,3 2,0—-5,0 3,0—6,0
Acido succtnico 0,6 0,5—1,5 0,3—1,2
Acido acético .l 0,0—1,4 0,1-£07
Oleo fuisel — 0,2—0,6 -
Butilenoglicol —_ 0,2—0,6 e
Biomassa (massa seca) 1,2 1,020




FATORES LIMITANTES

DA PRODUTIVIDADE

Alta densidade de ceélulas (10-14%) : deficiéncias minerais-N,P;Mg,Mn,Zn

2|

Fermentagao rapida (6-10 h)

Etanol (7-11%) I
Amdez ‘ T —
Temperatura (32 40°C)

Contamlnagao bacterlané‘

Sulfito, AIum|n|o excesso K, Ca, etc
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Aumentar o rendimento em etanol pela
modificacao do metabolismo da sacarose

em leveduras



Levedura (Saccharomyces cerevisiae)




Levedura e a Fermentacao Alcoolica
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Fermentacao Alcoolica
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CH,OH

nA, O, y HOCH, o/
o iAo N s 0 Sacarose
H OH HO H

Inverta
extracelular

Glicose + Frutose

Sacarose

\ -

4 ATP para cada sacarose

Santos et al, Arch Biochem Biophys 216 (1982) Stambuk et al, J Biosci Bioeng 89: 212 (2000)
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Invertase extracelular

Sacarose

Biomassa Etanol
co,
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Glc + Fru Intracellular
Invertase

Sacarose

4 ATP - 1 ATP = 3 ATP para cada sacarose

Sacarose (100%)

H+
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O
Invertase extracelular _

Sacarose Sacarose

Biomassa Etanol Biomassa Etanol
co, co, -




Quanto sera o aumento do
rendimento em etanol sobre
sacarose (Yeth/s) da linhagem com
hidrolise intracelular em relacao a
situacao normal (hidrolise
extracelular)?




Hidrolise intracelular da Sacarose

Glc + Fru Intracellular

Vertase
Sacarose
4 ATP

Sacarose (100%)

4 ATP - 1 ATP = 3 ATP para cada sacarose
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Previsao dos parametros fisiologicos

air in

— (\ ) =~ e
from pump
medium —
reservoir

to effluent|

Tabela: Rendimentos tedricos durante cultivo em quimiostato limitado por
sacarose em anaerobiose com S. cerevisiae a D = 0,10 h'1.

Modo de consumo de
sacarose

Rendimento Variagao
Invertase Invertase
Extracelular Intracelular
Yy/s (g DW/g glc eq.) 0,103 0,077 -25%
Yern/s (& /g lc eq) 0,39 0,42 in@) O




Stambuk et al, INPI PI 0901254-0, (2009) Carlson & Botstein, Cell 28 (1982)

CRE SUCA SUCB TATA

SUC —

DNA => ACGTATATGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAGCCAAAATATCTGCATCAATGACAAACGAAACT

Proteina => M LL QA F L FLLAGTFAAZKTISASMTNE T

‘ RNAm 1,9 kb ‘ RNAm 1,8 kb
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Linhagens utilizadas no estudo

CRE SUCA SUCB TATA

Linhagem referéncia (SUC2)

I E— — sSUC JRE—
TUas |
ATG 'ATG
Linhagem modificada (iSUC2)
CRE SUCA SUCB TATA
I . E— — _ l,(;o;';;t;;ré sSUC —

UAS

ATG

"ATG

MCD
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Stambuk et al, INPI PI 0901254-0, (2009)



Comparag¢ao do metabolismo da sacarose
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Quimiostato limitado por sacarose em anaerobiose

D=0,10 h't

Linhagens Comparagao
Parametros
suc2 isuc2 Observado Tedrico
Yy/s (2.2 glc eq, ) 0,092 =% 0,001 0,088 =% 0,001 - 5% -25%
YerHys (8.8 8lceq,) 0,384 = 0,005 0,399 = 0,002 + 4% +8 %
0,05 £ 0 (glc) 0,09 £ 0,04 (glc)
Residual (g.I'") 0,11 == 0,03 (fru) =+ 0,03 (fru) -—- -—-
0,00 (suc) (%,23 (suc)
\/

Baixa capacidade de
transporte
23



Quimiostato como ferramenta para se
aumentar o transporte de sacarose

Pressao seletiva favorecendo maior afinidade para o substrato limitante (sacarose)

Qualquer modificagdo/mutagao que leve a uma maior velocidade de crescimento em
uma dada concentracao de substrato pode resultar numa maior competitividade

Mutante

Original




Engenharia Evolutiva

(Cultivo continuo limitado por sacarose)
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Quimiostato limitado por sacarose em anaerobiose

D=0,10 h't

Linhagens Variacao
Parametros SUC2 iSUC2 B
~ . .. . Observeda Teorética
referéncia original evoluida
Yx/s (8.8 8lceq, ) 0,092 = 0,001 0,088 = 0,001 0,066 = 0,001 < -27 % -25%
Yernanoyss (8gglceq?) | 0,384 0,005 | 0,399 0,002 | 0,421 =% 0,005( +8%

Residual sugars (g,I)

0,05 =+ 0 (glc)

0,11 = 0,03
(fru)

0,00 (suc)

0,09 = 0,04
(glc)
0,16 = 0,03
(fru)
1,79 = 0,23
(suc)

<00 0 (glc)
>

0,08 == 0 (suc)

+11% )
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¥ ¥ @) Normalised expression value
suc suc suc glc glc mal | C-source 0.1 1 10
L & @ @ e
> & @ .
F € & & @ ¢ | Aeration

AGT1 a-glucoside permease (e.g. sucrose, maltose)

MAL12 Maltase

MAL 13 Maltose pathway regulatory protein

MAL32 Maltase

MAL31 Maltose permease

MPHZ2 a-glucoside permease (e.g. maltose, maltotriose)

MPH3 a-glucoside permease (e.g. maltose, maltotriose)

IMAS w-glucosidase (e.g. isomaltose, maltose)

FSP2 u-glucosidase (e.g. isomaltose, maltose)

AMS 1 Vacuolar a-mannosidase

HXT2 High-affinity hexose transporter

TPS1 Trehalose-6-phosphate synthase

TPS2 Trehalose-6-phospate phosphatase

TSL1 Subunit of the trehalose-6-P synthase/phosphatase complex
GPH1 Glycogen phosphorylase

GLC3 Glycogen branching enzyme

GIP2 Putative regulatory subunit of the protein phosphatase Gle7p
GRES3 Aldose reductase

SOL4 s-phosphogluconolactonase

YHR210C Putative aldose 1-epimerase

MIG2 Zinc-finger protein involved in glucese repression of SUC2

\/
0’0

IMIO056 = iSUC2
IMI-007 = iSUC2 evolved
CEN.PK113-7D = wild type

carbohydrate metabolism
and transport were
expressed in the evolved
strain

9 out of 11 genes involved
in maltose metabolism
showed a strongly increased
transcript level in the
evolved strain
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Conclusoes

o Através de uma combinacao entre engenharia
metabodlica e engenharia evolutiva foi possivel

aumentar em 11% o rendimento em etanol
sobre sacarose
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