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ARTICULO DE INVESTIGACION

Balance de Flujos Metabalicos en Saccharomyces cerevisiae

basado en Compartimentalizacion Intracelular

Metabolic Flows Balance in Saccharomyces cerevisiae based on
Intracellular Compartmentalization

César Augusto Vargas Garcia“, Carlos Eduardo Garcia Sdnchez"", Henry Arguello Fuentes™”,

* KKK

Rodrigo Gonzalo Torres Sdez

Resumen

Una de las técnicas mas utilizadas para la prediccion de produccion de bioproductos y distribucion intracelular de flujos de
microorganismos es el Andlisis de Balance de Flujos - FBA por sus siglas en inglés. El FBA requiere de una funcién objetivo
que represente el objetivo biolégico del microorganismo estudiado. En este trabajo se propone un nuevo tipo de funcio-
nes objetivo basada en la combinacién de objetivos de compartimentos fisicos presentes en el microorganismo estudia-
do. Este tipo de funciones objetivo son examinadas junto con un modelo estequiométrico extraido de la reconstruccion
iIMM904 del microorganismo S. cerevisiae. Su desempeno se compara con la funcién objetivo mas usada en la literatura, la
maximizacién de biomasa, en condiciones experimentales anaerdbicas en cultivos continuos y aerdbicas en cultivos tipo
lote. La funcion objetivo propuesta en este trabajo mejora las predicciones de crecimiento en un 10% vy las predicciones
de produccion de etanol en un 75% respecto a las obtenidas por la funcién objetivo de maximizacién de biomasa, en con-
diciones anaerdbicas. En condiciones aerdbicas tipo lote la funcion objetivo propuesta mejora en un 98% las predicciones
de crecimiento y en un 70% las predicciones de etanol con respecto a la funcion objetivo de biomasa.

Palabras clave: Andlisis de Balance de Flujos, FBA, iMM904, S. cerevisiae, Funcién Objetivo basada en Compartimentos.

Abstract

Flux Balance Analysis - FBA - is one of the most used techniques in prediction of microorganism bioproducts. It requires
an objective function that represents biological objective of the studied microorganism. This paper presents a new kind
of objective functions based on individual physical compartment objetives in the studied microorganism. These kind of
functions was tested with a stoichiometric model extracted from iIMM904 reconstruction of S. cerevisiae and its perfor-
mance is compared with the most used objective function in literature, growth maximization, in anaerobic and aerobic
batch conditions. The presented objective function outperform growth predictions in 10% and ethanol predictions in 75%
compared with obtained by maximization of growth objective function, in anaerobic conditions. In aerobic batch condi-
tions the presented objective function outperforms in 98% growth preditions and 70% ethanol predictions compared with

growth maximization.
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Introduccién

En los dltimos anos el Anadlisis de Balance de Flujos
(FBA) ha permitido estudiar la obtencién de bioproduc-
tos y la distribucién intracelular de flujos; esta dltima
a su vez ha facilitado la comprension de la estructura
biol6gica a escala genémica de microorganismos. El
estudio de la distribucién intracelular tiene aplicacio-
nes que van desde la ingenieria metabdlica hasta el
descubrimiento de medicamentos (Gianchandani et
al, 2010).

Uno de los desafios actuales presentes en el FBA es
la determinacién de una funcion objetivo que permita
reproducir con mayor exactitud resultados experimen-
tales de microorganismos estudiados (Raman y Chan-
dra, 2009). El microorganismo Escherichia coli cuenta
con numerosos estudios sobre la mejor funcién obje-
tivo que describe su comportamiento bajo diferentes
condiciones experimentales, incluyendo anaerdbica y
aerdbica, y con diferentes niveles de detalle en sus mo-
delos estequiométricos, desde un conjunto reducido
de reacciones hasta modelos extraidos de reconstruc-
ciones a escala genémica (Feist y Palsson, 2010). En
contraste el microorganismo Saccharomyces cerevisiae
tiene solo un estudio que busca nuevas funciones ob-
jetivo y ninguno usando modelos a escala genémica
(Feist y Palsson, 2010).

S. cerevisiae (conocida como levadura de cerveza)
se utiliza para la produccién de alimentos, quimicos
y combustibles, y ha sido pieza clave en el drea de
la biologia eucariota debido a que conserva ciertas
propiedades de organismos mas complejos como
el humano (Osterlund et al., 2011). El estudio de re-
construcciones a escala gendmica de S. cerevisiae ha
servido como guia para la ingenieria metabdlica en la
mejora de produccién de alimentos, quimicos y com-
bustibles, y como herramienta de interpretacion biolé-
gica (Osterlund et al., 2011).

La reconstruccion a escala genémica iMM904 es hasta
ahora la mas detallada y confiable en la reproduccién
de condiciones experimentales de S. cerevisiae (Mo et
al.,, 2009). Supera en informacién genética a sus prede-
cesoras iIND750 (Duarte et al., 2004) e iFF708 (Forster
etal., 2003).

La bdsqueda de la mejor funcién objetivo del FBA se
realiza de dos formas: a través de programacion bini-
vel (Terzer et al., 2009) y mediante evaluacion sistema-
tica de funciones (Feist y Palsson, 2010). En la primera,
se eligen un conjunto de posibles reacciones cuya
maximizaciéon o minimizacion puedan explicar una
condicién experimental y se determinan coeficientes
que acompanan a dichas reacciones, a través de las

soluciones obtenidas de un problema de programa-
cion binivel. El grupo de reacciones y los coeficientes
que las acompanan se conocen como “funcién objeti-
vo”. Los problemas de optimizacion binivel se vuelven
intratables computacionalmente en modelos a escala
gendmica (Gianchandani et al., 2008) debido a que su
complejidad es NP-dura’ (Colson et al., 2007).

En la evaluacion sistematica de funciones se elige un
conjunto de funciones objetivo, ya conocidas y pro-
badas, y mediante un criterio de seleccién se determi-
na cudl de estas funciones obtiene la prediccion mas
exacta para el modelo y condiciones experimentales
estudiadas. Esta solucién es computacionalmente me-
nos costosa que la solucion de problemas binivel debi-
do a que el nimero de funciones objetivo probadas en
la literatura es reducido (Feist y Palsson, 2010) y a que
la prueba de una funcién objetivo consiste en resolver
un FBA que a su vez consiste en resolver un problema
de programacion lineal.

Dentro de los trabajos de evaluacion sistematica de
funciones no hay registro de alguno que estudie la
combinacion de funciones objetivo conocidas con
el fin de mejorar predicciones de produccion de bio-
productos como biomasa (o crecimiento) o etanol.
Tampoco se ha estudiado que propiedades aporta
la division espacial encontrada en microorganismos
como S. cerevisiae a la prediccion de bioproductos.

Hasta la fecha, la funcién objetivo que predice con la
mayor exactitud la produccion de biomasa (o creci-
miento del microorganismo) y etanol de S. cerevisiae
en condiciones experimentales aerébicas tipo lote es
la maximizacién de produccién de biomasa (Gian-
chandani et al., 2008). Sin embargo, el estudio no se
realizo sobre un modelo estequiométrico extraido de
una reconstruccion a escala genémica.

El presente trabajo propone una nueva forma de crear
funciones objetivo para el FBA basada en la division es-
pacial del microorganismo S. cerevisiae. Esta division es
conocida como compartimentalizacién. A cada com-
partimento se le asigna una funcién objetivo conocida.
La funcién objetivo a utilizar en el FBA es la combina-
cién de las funciones individuales de cada comparti-
mento. Este nuevo tipo de funciones es probada en
el FBA utilizando un modelo estequiométrico extraido
de la reconstruccién a escala genémica iMM904. Las
condiciones experimentales a estudiar son anaerdbi-

Problema de tiempo polinomial no deterministico. Implica que
el tiempo que toma solucionar dicho problema incrementa de
forma polinomial en relacién a su tamafio (nimero de varia-

bles).
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cas en cultivos continuos? y aerdbicas tipo lote?® en fase
exponencial’. Los resultados obtenidos con la mejor
de estas funciones son comparados con los obtenidos
usando la funcién objetivo maximizacién de biomasa,
que es la sugerida por Gianchandani et al. (2008) y
Feist y Palsson (2010) y usada en el FBA tradicional en
condiciones aerdbicas y anaerdbicas.

Este articulo esta organizado de la siguiente forma: la
seccion de métodos explica el modelo estequiométri-
co y describe la técnica FBA. Ademads, esta seccion pre-
senta la forma de construir funciones objetivos basada
en compartimentalizacién y el lugar que ocupa en la
formulacién FBA. La seccion de resultados muestra
el producto de aplicar la técnica FBA al modelo este-
quiométrico obtenido de la reconstruccion iIMM904
utilizando las funciones objetivo propuestas en este
trabajo y la funcion de maximizacion de biomasa.

Materiales y Métodos

Modelo Estequiométrico

En el modelo estequiométrico, la variacion de la can-

tidad de un componente a través del tiempo dn; e

define como una combinacién lineal dt
dn,. N
dt :Z'FVSW'\{ (1)

donde v; son las velocidades de reaccién que lo afec-
tan, S;; es el coeficiente estequiométrico que indica la
cantidad requerida o producida del componente n; en
la reaccion con velocidad v;, y N es el nimero de re-
acciones del sistema.

El conjunto de variaciones de todos los componentes
njdonde i =1, .., M se representan por medio del sis-
tema de ecuaciones lineales

dn

dt
donde n = [m, ..., nu]" es el vector de cantidades de
los componentes del sistema estudiado, S es una ma-
triz de dimensiones M x N, la cual se conoce como la
matriz estequiométrica, y v = [vi, ..., w|" es el vector

Sv (2)

’ En cultivos continuos el microorganismo estudiado estd en es-
tado de equilibrio estacionario. La tasa de crecimiento es cons-
tante asi como el consumo de nutrientes y la produccién de
bioproductos.

El crecimiento del cultivo, la produccién de bioproductos y la
utilizacién de sustratos no se mantiene constante y termina
después de un periodo de tiempo.

En fase exponencial las tasas de crecimiento, consumo de sus-
tratos y formacién de bioproductos es constante y estd al maxi-
mo de su capacidad.

de velocidades de reaccion (vector de distribucion de
flujos o vector de flujos). En todo modelo estequio-
métrico el nimero de componentes es menor que el
nimero de reacciones, es decir M < N.

Andlisis de Balance de Flujos — FBA

Para estimar el comportamiento de un sistema usando
el modelo estequiométrico, se asume estado de equili-
brio estacionario del sistema el cual se representa por
medio de la ecuacion

dn_

dt
donde Oy es un vector de longitud M cuyos elementos
son todos cero. La ecuacion matricial (3) define un sis-
tema de ecuaciones lineales subdeterminado con infi-
nitas soluciones. Para delimitar el espacio solucién de
la ecuacion (3) se definen los limites de cada una de
las velocidades de reaccion v; del sistema mediante

Sv=0, (3)

a<vi<Pj=1,..,N, @

donde o, y B; son los limites inferior y superior de v;.
Por dltimo, se establece una funcion objetivo

f=cl, (5)

donde c={cy,..., cn] es el vector que define el objetivo
del sistema. Si la reaccién v; esta en la funcion objeti-
vo f entonces ¢; # 0. En caso contrario ¢; # 0.

Dados la matriz S, los vectores aa,..., o], B = Bi,...
Bn] y €, se busca un vector v que sea solucion del pro-
blema de programacion lineal

max Cc'v
v

s.a. (6)
Sv = 0um
Vi 2 0,
Vi < B

La busqueda de soluciones al problema (6) se conoce
como FBA.

Funciones Objetivo Basadas en Compartimentos

Sea el compartimento P; donde [ = 1,...,L es un con-
junto de indices j de v. Se define la combinacion lineal
c'v, donde Ci es un vector columna de dimensién N.
Esta combinacién se conoce como la funcién objetivo

20
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Figura 1. Sistema compuesto por 3 compartimentos: Pi, P2 y Ps. Arriba, diagrama que representa el sistema. Abajo, funciones

objetivo Cv,Cvy Cjv de dichos compartimentos. La funcién objetivo del compartimento P estd compuesta por las velocidades
de reaccién vioy vi3, resaltadas en el diagrama y en la funcién objetivo.

del compartimento P:. Si j € Pi y la velocidad vi no
estd incluida dentro de la funcién objetivo del compar-
timento P1 entonces C;; = 0. Por el contrario, sij € P1y
vj hace parte de la funcién objetivo del compartimento
Py entonces Gy # 0. Por dltimo Cy= 0 si f ¢ P

La figura 1 muestra un ejemplo de un sistema con 3
compartimentos: Pi, P, y Ps. El conjunto Pi contiene

las reacciones vs, ..., vis, P>, contiene las reacciones
Vie, ..., V1s, P3 las reacciones vao, ..., v27. Las reacciones
V1, ..., V7 NO pertenecen a compartimento alguno y se

conocen como reacciones de transporte externas del
sistema. Las reacciones vis y vig representan el inter-
cambio de componentes entre compartimentos y tam-
poco pertenecen a compartimento alguno. La figura 1
también muestra los vectores columna Ci, G, y G; los
cuales representan las funciones objetivo de los com-
partimentos Pi, P» y Ps, respectivamente. Es importante
aclarar que aunque las reacciones vs, ..., vi4 pertene-
cen al compartimento P4, sélo las reacciones vio, y vis
se incluyen en la funcién objetivo Clv.

Dados S, o, B, la matriz C = [Cy,, ..., C; | de dimensiones
N x Ky el vector w = [wy, ..., wi[", el presente trabajo
propone buscar el vector que es solucién del proble-
ma de programacion lineal

max W'C'v
v

s.a. (7)
Sv =0u
Vi 2 0
Vi < B

donde wi >0 con k=1,...,K. El valor wi representa el apor-
te del objetivo del compartimento P, al objetivo global
del sistema. w'C" representa una nueva funcién objetivo
obtenida de la combinacion de las funciones objetivo de
K compartimentos presentes en el sistema estudiado.

Simulaciones

La reconstruccion iMM904 cuenta con 1228 compo-
nentes internos y 1577 reacciones distribuidos en 8
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compartimentos, disponible en formato SimPheny™.
Cuenta con informacion sobre las capacidades del sis-
tema representadas por los vectores o y 8. Excluyendo
algunas reacciones, IonsmI]!;rlnites de vj, siendo PS el peso
Seco, son g = -1000 gps« 5 para reacciones reversibles,
o; =0 gps+n parairreversiblesy ;= 1000 g";';flh La fun-
cion objetivo por defecto en esta reconstruccion es la
maximizacion de biomasa o crecimiento del sistema
(Feist y Palsson, 2010), representada por ¢, con cgw =1y
¢j = 0 para toda reaccion diferente a la de crecimiento
vaw. El modelo estequiométrico S'*?1°”7 y los vectores
a y B se extrajeron de la reconstruccion iMM904 utili-
zando el paquete COBRA (Schellenberger et al., 2011)
disponible para MatlLab®.

Se utilizaron los compartimentos citosol, mitocondria y
peroxisoma disponibles en la reconstruccion iMM904,
los cuales se denominaran de aqui en adelante Py, P>
y Ps. Para el compartimento P: se propusieron 13 po-
sibles funciones objetivo; para el compartimento P,, 4
posibles funciones objetivo; y para el compartimento
Ps, 5 posibles funciones objetivo. Estas funciones obje-
tivo se denominaran de aqui en adelante C;, C, y G5,
respectivamente.

Para la construccion de las funciones C; se eligi6 la
maximizacion y minimizacion de las velocidades de
reaccion que corresponden a la produccion y/o con-
sumo de los componentes NADH, NADPH, ATP, etanol,
dioxido de carbono, glicerol, succinato y acetato los
cuales estan presentes en el compartimento P. Las
funciones C; consisten en la maximizacion y minimiza-
cion de las velocidades de produccién y/o consumo
de los componentes NADH, NADPH y ATP del com-
partimento P.. Por dltimo, para las funciones objetivo
C; se eligio la maximizacién y minimizacion de las re-
acciones que producen y/o consumen acidos grasos,
NADH, NADPH y ATP que se encuentran en el compar-
timento Ps.

Estas funciones objetivo estan relacionados principal-
mente con la produccién y consumo de ATP y poder
reductor, debido a que estos cofactores juegan un pa-
pel importante en la explicacion del comportamiento
celular. Otros objetivos considerados estan asociados
con la produccion de biomasa, debido a la relevancia
de este objetivo en el modelado FBA. La mayoria de
los objetivos comparados en trabajos como Schuetz
et al. (2007) y Knorr et al. (2007) quedan incluidos en-
tre las combinaciones estudiadas en este trabajo. Su
efectividad ha sido estudiada en la literatura de forma
individual sin tener en cuenta compartimentos fisicos
del microorganismo estudiado (Feist y Palsson, 2010).

Se propuso un nuevo compartimento virtual represen-
tado por P, cuyas funciones objetivo, denominadas
C, son la maximizacion y la minimizacion de bioma-
sa. Este nuevo compartimento permite probar com-
binaciones de estas dos funciones y otros objetivos
propuestos en el citosol. La tabla 1 lista las funciones
objetivo propuestas en este trabajo para cada compar-
timento.

Se construyeron en total 1259 matrices C que corres-
ponden a las posibles combinaciones de comparti-
mentos y funciones objetivo de cada uno de estos. Por
cada matriz C se construy6 el vector w = 1, donde 1«
es un vector con todos sus elementos iguales a uno y
con una longitud K igual al nimero de compartimen-
tos incluidos en C.

Por cada matriz construida se formularon 12 instan-
cias del problema (7) que representan 12 condiciones
experimentales, divididas en 4 condiciones anaerdbi-
cas en quimiostato (Nissen et al., 1997) y 8 aerdbicas
tipo lote (Heyland et al., 2009). La condicion anaero-
bica significa que el medio en el que se encuentra el
microorganismo carece de oxigeno y la aerébica im-
plica que hay presencia de oxigeno. El crecimiento se
presenté por medio de la tasa especifica de crecimien-
to. Esta tasa es igual a la tasa de dilucién en cultivos
continuos con unidades £-20ma omade - p Ly lvos
g biomasa total * h
tipo lote, aunque no hay tasa de dilucion, se conser-
va las mismas unidades que en el caso continuo. Las
tablas 2 y 3 muestran las condiciones y componentes
estudiados.

Cada una de las instancias del problema (7) formula-
das para cada una de las matrices C se resuelve utili-
zando el software GLPK (Makhorin, 2011) con interfaz
disponible para MatLab® a través del paquete COBRA,
mediante un equipo con sistema operativo Linux. En
total se resolvieron 12 x 1259 = 15108 instancias del
problema (7).

Con el fin de facilitar la notacion se define como la ve-
locidad de reaccién de nombre <rX> a la cual le corres-
ponde la columnajde S, i.e. vax-=v;. Los valores oy
B<x- definen los limites de la reaccion v«x-. El valor c<x
define el coeficiente que acompana a v«x en la fun-
cion objetivo. La correspondencia entre nombres de
reaccion en la iMM904 y velocidades v<x usados en
las simulaciones del presente trabajo se muestran en la
tabla 4. Las reacciones listadas son externas, salvo vgw
y varem. Por convencion, en la reconstruccion iMM904
todas las reacciones externas producen componentes

externos.
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Tabla 1. Posibles funciones objetivo para los compartimentos

<« produccién, (trans) transporte de cofactores.

P1, P2, P3yP4. T maximizacién, ¥ minimizacién, — consumo,

G

T<—nadh y nadph

1 nadh y nadph

T atp

T¢—nadh y nadph

T« nadh y nadph

C

T >nadh y nadph | T— nadh y nadph

T nadh 1 trans atp citosol

T atp T« acidos grasos

T atp T atp

T atp T atp G
T acetato T« nadh y nadph

T CO$_2% T« nadh y nadph

T etanol T« biomasa c
T glycerol T biomasa )
T(— sucinato

Tabla 2. Resultados experimentales en condiciones anaerébicas extraidos de Nissen et al. (1997): valores de consumo de glucosa,
produccién de etanol y crecimiento (tasa de dilucién).

Cond Glucosa Etanol Crecimiento
# mmol mmol 1
gPS+*h gPS*h h
1 5.56 8.28 0.10
2 11.50 17.12 0.20
3 17.37 25.74 0.30
4 23.65 35.27 0.40

Tabla 3. Resultados experimentales en condiciones aerdbicas tipo lote extraidos de Heyland et al. (2009): valores de consumo de
glucosa, produccién de etanol, produccién de diéxido de carbono y crecimiento.

Cond Glucosa Etanol CO: Crecimiento
¥ mmol mmo? il l
gPS*h gPS*h gPS*h h
1 7.2 9.0 15.4 0.16
2 10.2 11.2 20.6 0.17
3 12.2 15.6 23.1 0.23
4 12.3 15.2 24.0 0.21
5 15.1 20.1 25.5 0.33
6 18.4 28.2 32.0 0.36
7 19.9 29.6 33.8 0.40
8 20.2 30.0 34.4 0.40
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Tabla 4. Correspondencias entre nombres de reaccion usados en la reconstruccion iIMM904 vy las velocidades de

reaccion para este trabajo.

Reaccion iMM904 FBA
etanol EX_etoh(e) VEX_etoh(e)
glucosa EX_glc(e) VEX_glc(e)
dioxido de carbono EX_co2(e) VEX_co2(e)
crecimiento biomass Vaw
oxigeno EX_o2(e) VEX_02(e)
mantenimiento ATP ATPM VATPM
ergosterol EX_ergst(e) VEX_ergst(e)
zymosterol EX_zymst(e) VEX_zymst(e)
hexadecenato (n-C16:1) EX_hdceal(e) VEX_hdceafe)
octadecanato (n-C18:0) EX\_ocdca(e) VEX_ocdcafe)
octadecenato (n-C18:1) EX\_ocdcea(e) VEX_ocdcea(e)
octadecenato (n-C18:2) EX\_ocdcya(e) VEX_ocdcyae)

Las condiciones experimentales anaerdbicas de Nissen
et al. (1997) requieren modificacion de algunas restric-
ciones en el problema (7) que establece por defecto la
reconstruccién iMM904. En el problema (7) la condicién
anaerobica equivale a establecer i oze - Becoze = 0. De-
bido al estado anaerébico es necesario que el siste-
ma tenga acceso a componentes que en ausencia de
oxigeno no se pueden producir. Estos componentes
son ergosterol, zymosterol y algunos acidos grasos.
Dicho acceso es permitido relajando las restricciones
sobre 6 reacciones de intercambio; Veo ergsiiels, V<ex_aymsie,
V<EX_hdceafe)>, V<EX_ocdcafe>, V<EX_ocdcea(e)> Y V<EX_ocdcya(e)> ; de modo
que pasen de ser irreversibles (s6lo produccion) a ser
reversibles (consumo o produccion). Por convencion,
en la reconstruccion iIMM904, las reacciones corres-
pondientes a estos componentes son irreversibles.
Convertir en reversibles estas reacciones es elquivalen-
te a que el limite inferior sea o« = -1 000% en cada
una de las velocidades de reaccién de estos compo-
nentes.

La lista de restricciones por defecto de laiMM904 y las
restricciones del problema (7) extraidas de Nissen et
al. (1997) se presentan en la tabla 5. Esta lista no inclu-
ye todas las restricciones, s6lo aquellas relevantes para
el conjunto de datos experimentales de dicho trabajo.

En las condiciones aerébicas tipo lote (Heyland et al.,
2009) se modificé el limite inferior o o2e de consumo
de oxigeno por defecto de la reconstruccion iMM904
el cual pasé de -2 g";';’f’h a-1000 ;;;”O’h Se cambié el
limite inferior de consumo oxigeno para que los resul-
tados obtenidos no fueran producto de esa restriccion

(Hjersted y Henson, 2009) si no del desempeno de las
funciones objetivo. Ademéls el consumo de oxigeno
puede ser superior a 2 —— ya que valores de hasta

gPS*ht
10 ”;’S”O’h son comunes experimentalmente.
g *

El mantenimiento interno de energia del sistema, re-
presentado en el modelo por vaemy se conserva igual
al provisto por la reconstruccion para todas las condi-
ciones experimentales estudiadas. Para todas las con-
diciones experimentales se fijé el valor de consumo de
glucosa vex gie) al correspondiente valor registrado. Las
demas restricciones se mantuvieron igual a las suminis-
tradas por la reconstruccion iMM904.

Se midi6é el desempeno de la prediccion de cada
una de las matrices C en los dos grupos de condicio-
nes experimentales. Este desempefo se representd
en términos del promedio €gv del error en la pre-
dicciéon de crecimiento eng‘(vw—vgw)/ Vi, CON Vgu
como el valor de crecimiento predicho y V,, su co-
rrespondiente valor experimental. También se deter-
miné el promedio ex_cone del error en la prediccién
de etanol eEX?e(oh(e):‘(VEX,etoh(e)_Vix,etoh(e))/ VEX?etoh(e)/ con
Ve ewohe) COMO el valor predicho de etanol y Vi oo SU
correspondiente valor experimental.

Por dltimo, se compararon las predicciones de etanol
y crecimiento obtenidas por la matriz C con el menor
error promedio en la prediccion de crecimiento egw,
las predicciones de estos bioproductos obtenidas por
la funcién objetivo del FBA tradicional, la maximiza-
cion de biomasa (Feist y Palsson, 2010), y los resulta-
dos experimentales registrados en Nissen et al. (1997)

24

BIOTECNOLOGIA XV-2 DICIEMBRE 2013-enero 23.indd 24

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 2 Diciembre 2013 18-28

06/02/2014 15:20:09



Tabla 5. Restricciones a; y f3; presentes en la reconstruccién iMM904 y en el problema (7) de este trabajo para las condiciones
experimentales de Nissen et al. (1997). En negrilla se resaltan cambios entre los valores de la reconstruccién y los utilizados en la

formulacién de (7).

iMM904 FBA
Reaccion % B 9% Bi
~mmol mmol mmol ~mmol
gPS+*h gPS+*h gPS+*h gPS*h
VEX_co2(e) -2 1000 0 0
VEX ergstfe) 0 1000 -1000 1000
VEX zymst(e) 0 1000 -1000 1000
VEX_hdceale) 0 1000 -1000 1000
VEX_ocdcale) 0 1000 -1000 1000
VEX_hdceale) 0 1000 -1000 1000
VEX_ocdcyale) 0 1000 -1000 1000
VATPM 1 1 1 1

y Heyland et al. (2009). Estas comparaciones se hicie-
ron en términos del error promedio en la prediccion
de crecimiento eg y de etanol eex_ewn(e)-

Resultados

La tabla 6 muestra las diez matrices C que producen
los promedios de error mas bajos en la prediccién de
crecimiento eg, para cada una de las condiciones ex-
perimentales de las Tablas 1y 2.

Las seis primeras matrices C usadas en condiciones
anaerdbicas tienen promedios iguales eg (diferencias
menores a 1 x 1072). Las funciones objetivo C; y Csson
la misma para estas seis matrices. La funcion objetivo
C: no aparece en alguna de estas. Esto significa que in-
cluir alguna de las funciones del compartimento C, no
mejora la prediccion de crecimiento. La diferencia en
las primeras seis matrices radica en la funcién objetivo
C;. Cada una de las alternativas de funcion objetivo Cs
aparece en los seis primeros lugares. También existen
una matriz C en la que no se incluye alguna funcién
objetivo C; (Fila 1 de resultados en condiciones anae-
rébicas en la tabla 6). Lo anterior implica que el menor
promedio de error de predicciéon de crecimiento se
obtiene construyendo Ca, con minimizacion de pro-
duccién de NADH como funcién objetivo C;y maxi-
mizacion de biomasa como funcién Cs . Can reduce el
error en la prediccion de crecimiento ez en un 10%
con respecto a la prediccion obtenida con la funcién
objetivo de maximizacién de biomasa. El menor valor
de egv encontrado es de 0.19.

En condiciones aerdbicas en cultivos tipo lote se ob-
serva que son seis matrices las que obtienen el menor

promedio e, para las cuales el promedio es el mismo.
Estas matrices difieren en la funcién objetivo Cs. Lo
anterior indica que incluir o no cualquier alternativa
de la funcion objetivo Cs no afecta significativamen-
te el valor de e, Las seis matrices tienen como fun-
cion objetivo C; la minimizacion de la produccion de
NADH; en C, la minimizacion de consumo de NADH
y NADPH; y en C; la maximizacion de la produccion
de biomasa. Por lo tanto la matriz C..,, compuesta por
esta combinacién de compartimentos y funciones ob-
jetivo, permite obtener la mejor prediccion. El minimo
valor eg, obtenido para este tipo de condiciones expe-
rimentales es 0.1.

En condiciones anaerdbicas, la funcion objetivo maxi-
mizacion de biomasa obtuvo un error de prediccion
promedio de crecimiento ez de 0.21. La matriz Can
obtuvo un ey, de 0.19. Esto implica que se logré una
reduccion del % en el valor de . En cuanto a la produc-
cion de etanol, la funcién objetivo de maximizacion de
biomasa obtuvo un error de prediccion promedio de
etanol egx cone) de 0.12. La matriz Ca. obtuvo un egx
eohte) de 0.03, lo que significa una reduccién del 75%
en el valor de e cone). La figura 2 muestra el desem-
peno de la funcién objetivo maximizacion de produc-
cion de biomasa, la matriz Can y el comportamiento
experimental en condiciones anaerdbicas. Los valores
obtenidos de egy y eseone para cada condicion anae-
rébica son mostrados en la tabla 7.

En condiciones aerdbicas tipo lote, la funcién objetivo
maximizacion de biomasa obtuvo un error de predic-
cién promedio de crecimiento ey, de 4.04. La matriz
C.na0obtuvo un eg, de 0.1, logrando una reduccién del
98% en el valor de eg,.. En cuanto a la produccién de
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Tabla 6. Diez matrices C con los promedios de error en la prediccién de crecimiento ey, mas bajos de todas las combinaciones de

compartimentos y funciones objetivo. (-) Funcién objetivo de compartimento no incluida en C.

co::::ién G G G Cs Con

J<NADH - - T «biomasa 0.19

{«NADH - J<NADH y NADPH T «biomasa 0.19

L« NADH - d— ATP T «biomasa 0.19

J<NADH - 1 «Acidos Grasos T «biomasa 0.19

, L« NADH - T «NADH yNADPH | T «biomasa 0.19
anaerobia

L« NADH - T ATP T «biomasa 0.19

- - - T «biomasa 0.21

- - J<NADH y NADPH T «biomasa 0.21

- - d— ATP T «biomasa 0.21

- - T «Acidos Grasos T «biomasa 0.21

< NADH J— NADHy NADPH | - T «biomasa 0.10

4« NADH {— NADH y NADPH 1 «Acidos Grasos T < biomasa 0.10

4 <NADH d— NADHyNADPH | T — ATP T «biomasa 0.10

< NADH {—> NADH Y NADPH | Y«-NADHY NADPH | T <«biomasa 0.10

aerobia < NADH {—> NADH Y NADPH | {— ATP T «biomasa 0.10

(Lote) J<NADH J— NADH Y NADPH | T <«NADHYNADPH | T <«biomasa 0.10

4« NADH Y NADPH - J<NADH Y NADPH | T «biomasa 1.00

4—>NADH Y NADPH - J<NADH Y NADPH | T «biomasa 1.00

J<NADH Y NADPH - - T «biomasa 1.00

{—>NADH Y NADPH - - T «biomasa 1.00

(a)

(b)

Figura 2. Resultados obtenidos mediante funcién objetivo maximizacién de biomasa, la matriz Cana y condiciones experimentales
anaerdbicas. a) Comportamiento del crecimiento del sistema y b) comportamiento del etanol vs consumo de glucosa.
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Tabla 7. Resultados obtenidos con la matriz y maximizacién de biomasa en condiciones anaerébicas.

Biomasa Propuesta
Cond #
€gw ©@EX_etoh(e) €gw €EX_etoh(e)
1 0.12 0.13 0.09 0.05
2 0.21 0.12 0.19 0.03
3 0.24 0.12 0.22 0.03
4 0.28 0.11 0.25 0.02

etanol, la funcién objetivo maximizacién de biomasa
obtuvo un error de prediccién promedio erx eone de
C.er Obtuvo un erxcone de 0.30, lo que significa una
reduccién del 70% en el valor de e ewone. La figura 3
muestra el desempefo de la funcién objetivo maximi-
zacion de producciéon de biomasa, C.ry el compor-
tamiento experimental en condiciones aerdbicas tipo
lote. Los valores obtenidos de egw y €pewone para cada
condicién aerobica tipo lote son mostrados en la tabla 8.

Conclusiones

Combinar la maximizacién de produccion de biomasa
con la minimizaciéon de produccion de NADH en el
compartimento citosol de S. cerevisiae reduce el error
promedio en la prediccion de crecimiento en un 75%

(a)

(@)

en las condiciones anaerébicas de Nissen et al. (1997).
Esta combinacién también reduce en un % el prome-
dio del error en la prediccion de produccién de etanol.

Si a la funciéon objetivo encontrada en condiciones
anaerodbicas se agrega la minimizaciéon de consumo
de NADH y NADPH en el compartimento mitocondria
de S. cerevisiae, se reduce el promedio del error en la
prediccion de crecimiento en un 98% en las condicio-
nes aerdbicas tipo lote planteadas por Heyland et al.
(2009). Esta nueva funcién objetivo reduce el prome-
dio del error en la prediccion de etanol en un 70% con
respecto a la funcién de maximizacién de biomasa.

Agregar funciones objetivo de compartimentos de S.
cerevisiae a la funcion objetivo de maximizacion de

(b)

(b)

Figura 3. Resultados obtenidos mediante funcién objetivo maximizacién de biomasa, la matriz Cana y condiciones experimentales
aerdbicas tipo lote. a) Comportamiento del crecimiento del sistema y b) comportamiento del etanol vs consumo de glucosa.

Metabolic Flows Balance in Saccharomyces cerevisiae

BIOTECNOLOGIA XV-2 DICIEMBRE 2013-enero 23.indd 27

27

06/02/2014 15:20:10



Tabla 8. Resultados obtenidos con la matriz y maximizacién de biomasa en condiciones aerdbicas.

et Biomasa Propuesta
Egw €EX_etoh(e) Egw €EX_etohe)
1 3.38 1.00 0.12 0.39
2 4.85 1.00 0.21 0.57
3 4.72 1.00 0.19 0.40
4 4.18 1.00 0.07 0.35
5 3.47 1.00 0.07 0.29
6 4.00 1.00 0.05 0.12
7 3.94 1.00 0.04 0.16
8 3.86 1.00 0.02 0.16

biomasa mejora las predicciones obtenidas por la fun-
cion objetivo maximizacion de biomasa, propuesta en
la literatura por Feist y Palsson (2010) y en la recons-
truccion a escala genémica iIMM904 (Mo et al., 2009),
en condiciones experimentales anaerébicas en culti-
vo continuo (Nissen et al., 1997) y aerébicas tipo lote
(Heyland et al., 2009).
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