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Resumen

TITULO: ESTIMACION DE FUNCIONES OBJETIVO DE REDES METABOLI-
CAS BASADA EN COMPARTIMENTALIZACION Y ANALISIS DE BALANCE DE
FLUJOS.!

AUTOR:CESAR AUGUSTO VARGAS GARCIA 2

PALABRAS CLAVE: Analisis de Balance de Flujos, Reconstruccién a Escala
Genomica, iIMM904, S. cerevisiae, Funcién Objetivo basada en Compartimen-
tos.

El microorganismo Saccharomyces cerevisiae cuenta con gran nimero de mo-
delos biologicos conocidos como reconstrucciones, las cuales pueden ser a es-
cala genémica. Una de las técnicas mas usadas para estudiar estos modelos
es el Analisis de Balance de Flujos (FBA). El proposito del FBA es predecir
el crecimiento del microorganismo bajo estudio, y la producciéon y consumo de
componentes como el etanol, CO., glicerol, sucinato, acetato y piruvato. Para
determinar si las predicciones obtenidas mediante FBA son Unicas se utiliza la
técnica de Analisis de Variabilidad Flujos (FVA). El presente trabajo muestra los
resultados de aplicar el FBA a la reconstruccién reciente del microorganismo S.
cerevisiae, la denominada iMM904 y los compara con un conjunto de datos expe-
rimentales presente en la literatura. Este trabajo también estudia la existencia de
multiples predicciones FBA utilizando la técnica FVA. Los resultados ilustran que
es posible predecir el crecimiento del microorganimo S. cerevisiae, con errores
entre el 11 % y 28 %; la produccion de CO2, con errores entre el 0.3% y 4.5% y
la produccion de etanol, con errores entre el 11 % y 13 %.

Una de las técnicas mas utilizadas para la prediccion de produccion de biopro-
ductos de microorganismos es el Analisis de Balance de Flujos - FBA. El FBA
requiere de una funcion objetivo que represente el objetivo bioldgico. Se propo-
ne un nuevo tipo de funciones objetivo basada en la combinacién de objetivos
de compartimentos fisicos presentes en el microorganismo estudiado. La fun-
cién objetivo propuesta mejora las predicciones de crecimiento en un 10 % y las
predicciones de produccion de etanol en un 75 % respecto a las obtenidas por
la funcién objetivo de maximizacién de biomasa, en condiciones anaerébicas.
En condiciones aerdbicas tipo batch la funcion objetivo propuesta mejora en un
98 % las predicciones de crecimiento y en un 70 % las predicciones de etanol con
respecto a la funcién objetivo de biomasa.

Trabajo de Grado
2Facultad de Ingenierias Fisicomecanicas. Escuela de Ingenieria de Sistemas. Director,
Henry Arguello. Codirector, Rodrigo Gonzalo Torres Saez.



Abstract

TITLE:ESTIMATION OF OBJECTIVE FUNCTIONS BASED ON MICROORGA-
NISM COMPARTMENTS AND FLUX BALANCE ANALISIS '

AUTHOR:CESAR AUGUSTO VARGAS GARCIA 2

KEYWORDS: Flux Balance Analysis, Genome Scale Reconstructions, iMM904,
S. cerevisiae, Compartment based Objective Function

S. cerevisiae microorganism has a large number of biological models named
reconstructions. These reconstructions can be genome scale. Mathematical mo-
dels come from this reconstructions, these models are called Stoichiometric. One
of the most used tools for analysis of these models is Flux Balance Analysis
(FBA). The objective of FBA is to predict growth and consumption/production of
components like glucose, ethanol, glycerol, succinate, acetate and pyruvate. To
determine if the predictions made by FBA are unique there is a technique named
Flux Variability Analysis (FVA). This work shows results of applying FBA using
the reconstruction iIMM904 of S. cerevisiae microorganism and compare them
with experimental data from literature. The results of the present work show that
is possible to predict growth with errors between 11 % and 28 % and production
of CO2 with errors between 0.3 % and 4.5 %; and ethanol production with errors
between 11 % and 13 %, using FBA and iMM904 model.

Flux Balance Analysis - FBA - is one of the most used in microorganism bio-
products predictions. It requires and objective function that represents biological
objective of the studied microorganism. This paper presents a new kind of objec-
tive 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 performance is
compared with the most used objective function in literature, growth maximiza-
tion, in anaerobic and aerobic batch conditions. The presented objetctive function
outperform growth predictions in 10 % and ethanol predictions in 75 % compared
with obtained by maximization of growth objective function, in anaerobic condi-
tions. In aerobic batch conditions the presented objective function outperform in
98 % growth preditions and 70 % ethanol predictions compared with growth maxi-
mization.

"Research Work
2Faculty of Physical-Mechanical Engineering. Advisor, Henry Arguello. Co-advisor Rodrigo
Gonzalo Torres Saez.



Introduccion

El microorganismo Saccharomyces cerevisiae (conocido como levadura de
cerveza) se utiliza para la produccion de alimentos, quimicos y combustibles.
Es pieza clave en el area de la biologia eucariota debido a que conserva cier-
tas propiedades de organismos mas complejos como el humano [1]. El estudio
de reconstrucciones a escala gendmica de S. cerevisiae ha servido como guia
para la ingenieria metabdlica en la mejora de produccion de alimentos, quimi-
cos y combustibles, y como herramienta de interpretacion bioldgica [1].

Una forma de almacenar la informacion estructural de S. cerevisiae es a
través de los modelos estequiométricos [2], extraidos de reconstrucciones a
escala gendmica. Estas reconstrucciones han venido mejorando el nivel de
detalle en la descripcidon de este microorganismo. Este nivel de detalle esta re-
presentado por la cantidad de genes, reacciones y componentes incluidos en
la reconstruccion. La lista de reconstrucciones disponibles en la literatura se
muestra en la Tabla 1.

Las reconstrucciones base de la literatura son la iFF708 [3], IND750 [4] e
iIMM904 [5]. La mas reciente de estas reconstrucciones base, la iIMM904 se
basa en el modelo iND750. Incluye mayor detalle en la descripcidon de S. ce-
revisae comparado con las reconstrucciones iFF708 e iIND750, producto de
nueva informacion genética, bioquimica y fisiologica. Ademas, cuenta con una
reaccion de crecimiento modificada que mejora las predicciones de letalidad
con respecto a sus antecesoras [5]. La reconstruccion iMM904 es hasta ahora
la mas detallada y confiable en la reproduccion de condiciones experimentales
de S. cerevisiae [5]. A partir de la iIFF708, IND750 e iMM904 se han realizado
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Modelo Trabajo

iFF708 Forster et al., 2003

iND750 Duarte et al., 2004

iLL672 Kuepfer et al., 2005

Yeast 4.0 | Herrgard et al., 2008

iIN80O Nookaew et al., 2008

iMM904 | Mo et al., 2009

iAZ900 Zomorrodi and Maranas, 2010

Cuadro 1: Reconstrucciones a escala gendémica de S. cerevisiae presentes en la lite-
ratura. De arriba a abajo se muestran las reconstrucciones de la mas an-
tigua a la mas reciente. Los modelos iFF708, iND750 e iIMM904 son base
de nuevos modelos a escala gendmica de S. cerevisiae. Fuente: autores

nuevas reconstrucciones de S. cerevisiae tales como la iLL672 [6], la iIN80O
[7], 1aiZ900 [8] y la Yeast 4.0 [9].

La técnica mas utilizada para el estudio de los modelos estequiométricos
extraidos de estas reconstrucciones es el Analisis de Balance de Flujos - FBA
[10], [11], [12], [13], [14]. En los ultimos anos el FBA ha permitido estudiar
la produccién de bioproductos y la distribucion intracelular de flujos, esta ulti-
ma a su vez ha facilitado la comprension de la estructura bioldgica a escala
gendmica de microorganismos. El estudio de la distribucion intracelular tienen
aplicaciones que van desde la ingenieria metabdlica hasta el descubrimiento
de medicamentos [14]. El FBA ha cobrado interés debido a que no requiere
informacion de la dinamica del microorganismo estudiado [10]. En vez de infor-
macién dinamica, requiere de una funcién que represente el objetivo biologico
del sistema estudiado.

El trabajo realizado en [15] fue uno de los primeros sobre prediccion de
consumo Yy produccién de componentes, como el etanol, del organismo S.
cerevisiae utilizando FBA y un modelo estequiométrico extraido de la recons-
truccion a escala gendémica iFF708. Las capacidades de los modelos extraidos
de iFF708 e IND750 han sido estudiadas en los trabajos [15] y [16] y se han
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realizado estudios posteriores como en [17] y [18] utilizando estos modelos.
En contraste el modelo iIMM904 carece de estudios como el de [15] y [16]. A
la fecha no existen trabajos de FBA que utilicen el modelo iMM904.

Es posible que el Analisis de Balance de Flujos produzca mas de una solu-
cion [19]. La enumeracion de estas soluciones es computacionalmente costo-
sa en modelos a escala gendmica. Una alternativa computacionalmente viable
para el estudio de estas soluciones es el Analisis de Variabilidad de Flujos -
FVA. El primer trabajo que realiza un Analisis de Variabilidad de Flujos es el
de [20].

Uno de los desafios actuales presentes en el FBA es la determinaciéon de
una funcién objetivo que permita reproducir con mayor exactitud resultados
experimentales de microorganismos estudiados [12]. El microorganismo Es-
cherichia coli cuenta con numerosos estudios sobre la mejor funcion objetivo
que describe su comportamiento bajo diferentes condiciones experimentales,
desde anaerobica hasta aerobica, y con diferentes niveles de detalle en sus
modelos estequiométricos, desde un conjunto reducido de reacciones hasta
modelos extraidos de reconstrucciones a escala genémica [21]. En contraste
el microorganismo S. cerevisiae tiene solo un estudio que busca nuevas fun-
ciones objetivo y ninguno usando modelos a escala gendmica [21].

La bdsqueda de la mejor funcion objetivo del FBA se realiza de dos for-
mas: a través de programacion binivel [22] y mediante evaluacion sistematica
de funciones [21]. En la primera se eligen un conjunto de posibles reacciones
cuya maximizacion o minimizacion puedan explicar una condicion experimen-
tal y se determinan coeficientes que acompanan a dichas reacciones a través
de las soluciones obtenidas de un problema de programacion binivel. El grupo
de reacciones y los coeficientes que las acompanan se conocen como funcion
objetivo. Los problemas de optimizacion binivel se vuelven intratables compu-
tacionalmente en modelos a escala genémica [23] debido a que su compleji-
dad es NP-dura [24].
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En la evaluacion sistematica de funciones se elige un conjunto de funcio-
nes objetivo ya conocidas y probadas y mediante un criterio de seleccion se
determina cual de estas funciones obtiene la prediccion mas exacta para el
modelo y condiciones experimentales estudiadas. Esta solucién es compu-
tacionalmente menos costosa que la solucion de problemas binivel debido a
que el numero de funciones objetivo probadas en la literatura es reducido [21]
y a que la prueba de una funcion objetivo consiste en resolver un FBA que a
su vez consiste en resolver un problema de programacion lineal.

Hasta la fecha, la funcién objetivo que predice con la mayor exactitud la pro-
duccion de biomasa (o crecimiento del microorganismo) y etanol de S. cere-
visiae en condiciones experimentales aerdbicas tipo batch es la maximizacién
de produccion de biomasa [23]. Sin embargo el estudio no se realizé sobre un
modelo estequiométrico extraido de una reconstruccion a escala genémica.

La literatura actual carece de un trabajo que estudie la produccion y con-
sumo de los componentes etanol, glicerol, CO, y acetato de S. cerevisiae
a través de FBA y FVA utilizando el modelo extraido de la reconstruccion
iIMM904. Aunque existe un estudio sobre este modelo [5], son necesarios tra-
bajos que exploren otros componentes ademas de la glucosa, tales como el
etanol el cual es importante en la produccién de biocombustibles.

Dentro de los trabajos de evaluacion sistematica de funciones no hay regis-
tro de alguno que estudie la combinacién de funciones objetivo conocidas con
el fin de mejorar predicciones de produccion de bioproductos 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.

El primer objetivo de este trabajo es comparar los resultados obtenidos al
aplicar la técnica de FBA utilizando el modelo estequiométrico iMM904, contra
resultados experimentales de este organismo. Ademas se busca comparar los
resultados de aplicar FVA contra mediciones experimentales. En este trabajo
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se describen y utilizan las técnicas FBA y FVA sobre el modelo estequiométri-
co de la iIMM904. La capacidad de prediccion es representada por los errores
entre las predicciones de crecimiento y produccion de los componentes CO, y
etanol del organismo S. cerevisiae, y los correspondientes valores experimen-
tales.

El presente trabajo también propone una nueva forma de crear funciones
objetivo para el FBA basada en la division espacial del microorganismo S. ce-
revisiae. Esta divisién es conocida como compartimentalizacion. A cada com-
partimento se le asigna una funcion objetivo conocida. La funcién objetivo a
utilizar en el FBA es la combinacion de las funciones individuales de cada
compartimento. Este nuevo tipo de funciones es probada en el FBA utilizando
un modelo estequiométrico extraido de la reconstruccion a escala genémica
iIMM904. Las condiciones experimentales a estudiar son anaerobicas en cul-
tivos continuos’ y aerdbicas tipo batch? en fase exponencial®. Los resultados
obtenidos con la mejor de estas funciones son comparados con los obtenidos
usando la funcion objetivo maximizacioén de biomasa, que es la sugerida por
[23] y [21] y usada en el FBA tradicional.

El documento se encuentra organizado de la siguiente forma: primero se
explica el modelo estequiométrico y se describe las técnicas FBA y FVA, y el
por qué de la existencia de multiples soluciones de un FBA. Mas adelante se
explica una nueva propuesta de funciones objetivo para el FBA, por ultimo se
describen los resultados obtenidos al aplicar el FBA tradicional, el FVA y el
FBA utilizando la funcién objetivo propuesta en este trabajo.

'En cultivos continuos el microorganismo estudiado esta en estado estacionario. La tasa
de crecimiento es constante asi como el consumo de nutrientes y la produccién de bioproduc-
tos.

2El crecimiento del cultivo, la produccion de bioproductos y la utilizacion de sustratos no
se mantiene constante y termina después de un periodo de tiempo.

3En fase exponencial las tasas de crecimiento, consumo de sustratos y formacion de bio-
productos es constante y esta al maximo de su capacidad
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Capitulo 1

Analisis de Balance de Flujos -
FBA

1.1. Modelo Estequiométrico

En el modelo estequiométrico, la variacion de la cantidad de un componen-

te a través del tiempo dczi, se define como una combinacién lineal

d?’LZ‘ al
p = Sivi (1.1)
j=1

donde v; son las velocidades de reaccion que lo afectan, S; ; es el coeficiente
estequiométrico que indica la cantidad requerida o producida del componente
n; en la reaccién con velocidad v;, y N es el nimero de reacciones del sistema.
De la misma manera, el conjunto de variaciones de todos los componentes
n; donde i = 1,..., M se representan por medio del sistema de ecuaciones

lineales
dn B

— =8y, 1.2
7 (1.2)
donde n = [ ny,...,ny |7 es el vector de cantidades de los componentes del
sistema estudiado, S es una matriz de dimensiones M x N, la cual se conoce
como la matriz estequiométrica, y v = [ v,,...,vx |7 s el vector de velocida-

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

La Figura 1.1 muestra un ejemplo de un modelo estequiométrico. El sis-
tema esta compuesto por cuatro componentes cuyas cantidades son: p;, ps,
ni, ny y cuatro reacciones cuyas velocidades son: vy, va, v3 Y v4. p1 Y p2 SON
respectivamente la entrada y la salida del sistema y se conocen como com-
ponentes externos. n; y ny representan componentes internos. Este sistema
puede representarse mediante un grafo cuyos nodos corresponden a los com-
ponentes n; y p, w=1,..., W,y cuyas aristas corresponden a las reacciones
v; (Figura 1.1(a)).

El conjunto de reacciones que describe el sistema se muestra en la Figura
1.1(b). En este sistema una reaccién es un proceso que afecta un conjunto
de componentes, asi como una arista es una conexion entre un conjunto de
nodos en un grafo. Las reacciones se clasifican en internas y externas. Las
reacciones internas incluyen solo componentes internos y las externas afec-
tan tanto componentes internos como externos. La cantidad de cada uno de
los componentes que involucra cada reaccién se muestra en la Figura 1.1(b);
por ejemplo, la reaccién que ocurre a la velocidad v, toma una unidad del com-
ponente p; y produce dos unidades de n;.

Para construir la matriz S se usa la matriz de incidencia S de dimensiones
(W + M) x N, mostrada en la Figura 1.1(c). Las primeras W filas de S corres-
ponden a los componentes p,,, Yy las restantes corresponden a los componen-
tes n;. Las columnas de S corresponden a las reacciones con velocidades v;.

En la Figura 1.1(c) la columna 1 de la matriz S corresponde a la reaccion
con velocidad v;. Esta columna fue construida tomando los coeficientes que
aparecen en la Figura 1.1(b). En esta reaccion no participan los componentes
pa2 Y na, por tanto S,; = S,; = 0. El componente p, se encuentra en la parte
inicial de la flecha que representa la reaccion v, por lo tanto el valor de S, ; es
igual al coeficiente que acompana a p; con signo negativo, es decir S, ; = —1.
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reacciones internas

I ENA IO D) N
O h__ 22) e o) 20523, 30y T P

V4 reaccion externa reaccion externa

(a) (b)
reacciones reacciones Vi 1%} V3 V4
externas internas S B n " 2 0 -2 2 —|
Vi 1% V3 V4 o I’lz\_ 0 -3 3 -3 J
p] [ - 1 0 0 0 _1 ('()IIll’)()ll(‘llT(‘S
g_ p2| 0 1 0 0 ‘ externos (d)
I S R L
m| L0 -3 3 -3 | ‘ ;
(e)
()

Figura 1.1: Ejemplo de modelo estequiométrico. (a) grafo del sistema, (b) reacciones
quimicas, (c) matriz de incidencia, (d) matriz estequiométrica y (e) vector
de velocidades de reaccion.

El componente n; se encuentra en la parte final de la flecha que representa a
vy, por lo tanto S, es igual al coeficiente que acompaiia a n; con signo posi-
tivo, es decir S;; = 2.

En general, si ?W%j < 0 entonces v; consume |§W+Z~,j| unidades del com-
ponente n;, si Sy, ; > 0 entonces la reaccion v; produce el componente n;
Sw.; unidades, y si Syy;; = 0 el componente n; no participa en la reaccion
v;. De forma andloga, S, ; representa la participacion del componente p,, en
la reaccion v,.

La matriz S se obtiene eliminando las primeras W filas de S que correspon-
den a componentes externos. La Figura 1.1(d) muestra la matriz S resultado
de eliminar las filas w = 1,2 de S, que corresponden a los componentes p; y
p2. En'S se cumple que M < N (M =2y N = 4). Finalmente, la Figura 1.1(e)
muestra el vector de velocidades de reaccion v.
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1.2. Analisis de Balance de Flujos - FBA

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

Z—?zSVzOM, (1.3)
donde 0,, es un vector de longitud M cuyos elementos son todos cero. La
ecuacion matricial (1.3) define un sistema de ecuaciones lineales subdetermi-
nado con infinitas soluciones. Para delimitar el espacio solucién de la ecuacion
(1.3) se definen los limites de cada una de las velocidades de reaccion v; del
sistema mediante

ajgngﬁj,jzl,...,N, (14)

donde «; y f3; son los limites inferior y superior de v;. Por ultimo se esta-
blece una funcion objetivo
f=clv, (1.5)

donde ¢ = [ ¢1,...,cn ] €s el vector que define el objetivo del sistema. Si la
reaccion v; esta en la funcion objetivo f entonces ¢; # 0. En caso contrario

CjZO.

Dados la matriz S, los vectores « = [ ay,...,axy |, B = B1,...,Bx ] Y C,
se busca un vector v que sea solucion del problema de programacion lineal

m‘iix f=clv

s.a.
Sv=0,, (1.6)
v > o
vj < B

La busqueda de soluciones al problema (1.6) se conoce como FBA.
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La Figura 1.2 muestra un sistema biologico y las definiciones correspon-
dientes a la formulacion FBA. Los elementos externos son py, pa, p3, ps y l0S
internos son ny, no, n3, ny y ns. El grafo que describe el sistema se muestra
en la Figura 1.2(a). La matriz estequiométrica S se define en la Figura 1.2(b).
a, By ¢ se muestran en la Figura 1.2(c). El valor negativo de «; indica que
la direccién de la reaccion con velocidad v, puede ser en cualquiera de dos
sentidos: consumo del elemento n; con un valor maximo g; = 5, o produccién
de éste con valor minimo «; = —2. Un valor negativo de v, indica que lo que se
produce en una reaccién se consume y lo que se consume se produce. En ge-
neral si a; < 0 entonces la reaccion con velocidad v; se denomina reversible.
Si por el contrario a;; > 0 entonces v; es irreversible, debido a que conserva la
direccion con la que aparece el grafo [12].

El vector de coeficientes ¢ define la funcion objetivo del sistema de la Figu-
ra 1.2. En este ejemplo el vector contiene valores diferentes de 0 en las posi-
ciones correspondientes a las reacciones externas v, y v4. Esto indica que el
objetivo del sistema es la maximizacion de las velocidades de las reacciones
gue producen los elementos p, y p4. En el caso de la Figura 2, la funcion obje-
tivo se puede expresar como f = ¢'v = v, + v,. La solucién v mostrada en la
Figura 1.2(c) se obtuvo a través de programacion lineal utilizando el paquete
matematico MatLab®. La Figura 1.2(d) muestra de forma gréfica la interpreta-
cién de este resultado. Por Gltimo la Figura 1.2(e) muestra el codigo utilizado
en MatLab para obtener esta solucion.

1.3. Soluciones del FBA

El conjunto de ecuaciones lineales Sv = 0,, y de inecuaciones lineales
a; < wv; < f3; definen el poliedro convexo, cerrado y acotado

P:{V‘SVIOM,O(J'S’UJ‘SBJ}. (17)

Como lo demuestra [25], todo poliedro convexo, cerrado y acotado tiene la
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Vs
_) nl _) n2 _) n4 _)
N P

V7 V4
<— n3y —— | ns —>

reacciones reaccmneq
externas internas

Vi V2 V3 V4 V5 Vg V7 Vg Vg V]0

m[1000-1-1000 0 ]

m 000010 0-1-10|

S=n]0 0-1 00 1—-1 10 0 |

g | 0-1 000 0 0 0 1-1 |

ns[ 00 0-1 0012001 |
(b)

Vi va2 vz V4 Vs Vg V7 Vg V9 Vlo

BT= 5 4 3 3 4 5 6 71 8 8]

a'=[ -2 0 0 0 O O O 0 0 0]

e'=[ 0o 1.0 1 0 0 O 0 0 0]

vl =[5.00 2.26 0.00 2.74 3.48 1.52 2.01 0.49 2.99 0.72 |
()

5.00
) 398 () 298, [ 226

N oo o
2.01 2.74
o )22 ) 22 )
(d)
v=linprog(-c,[],[],S,zeros(M,1),alfa,beta)
c=c, S=S, 0y = zeros(M, 1), a=alfa, f=beta
(e)
Figura 1.2: Principales elementos de un problema FBA.(a) grafo del sistema, (b) ma-
triz estequiométrica S, (c) vector de velocidades maximas 3 y minimas «,

vector de funcién objetivo ¢ y vector solucién v encontrado al resolver el

FBA. En (d) se representa graficamente este resultado. El valor maximo
de la funcion objetivo f es 5.

representacion
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L
P:{v|v:z/\kuk,)\k20,

k=1
L
> = 1} (1.8)
k=1

donde u, £ =1,..., L se conoce como los puntos extremos o vértices del
poliedro P. Un punto u, es extremo si no existen dos puntos ay b € P tales
que u, = fa + (1 — #)b. Esta representacion de P se conoce como la repre-
sentacion V.

El teorema estudiado en [25] indica que el vector que resuelve la ecuacion
(1.6) es el punto extremo u,, Q € {1,..., L} tal que ¢Tuy > cTu, con k # Q.
En caso de existir multiples soluciones, los vectores que resuelven la ecuacion
(1.6) son los puntos extremos ug, @, € {1,...,L}, r = 1,..., R tales que

c’ug, > cTu, conk # Q. ycug, = - = cTug,. Mas adn, los vectores de la
forma
R R
V=) AUg, A >0, A\ =1, (1.9)
r=1 r=1

también son solucién de la ecuacion (1.6).

Los teoremas anteriormente descritos son equivalentes a establecer que,
el punto extremo con el mayor valor de funcién objetivo es solucion Unica de
la ecuacion (1.6). Si existe mas de un punto extremo con el maximo valor de
funcion objetivo posible, la ecuacion (1.6) tiene infinitas soluciones, todas des-
critas por combinaciones lineales convexas de estos puntos extremos.

La existencia de mas de una solucion se ilustra a través del estudio de los
puntos extremos del problema de la Figura 1.2. Se obtuvieron L = 35 puntos
extremos mediante el Método de Descripcién Doble (cdd) [26], con implemen-
tacién disponible para uso en MatLab. En la Figura 1.3 se muestran los valores
de c'u,, k = 1,..., L. El maximo valor de c'u, es 5, el cual corresponde a los
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puntos Uy, Uss, Uy Y Uss.
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ﬂ

|HH

PRPEPRPERPRPERPEENNNNNDNNNNDN W
PNWRAROONOOORNWAUIONOOORNWRARIOIONOOO

Figura 1.3: valores de funcién objetivo para cada punto extremo del problema pre-
sentado en la Figura 1.2. En color negro estan los puntos extremos u;
que tienen el valor maximo de funcién objetivo.

En la Figura 1.4 se muestran los puntos ug,, » = 1,...,4 con @; = 24,
Qs = 33, Q3 = 34y Q4 = 35, que son los puntos extremos solucion de la
ecuacion (1.6). El vector solucién v mostrado en la Figura 1.2 se puede expre-
sar como la combinacién lineal convexa de los puntos extremos ug,, indicados
en la Figura 1.3. Esto se indica en la Figura 1.4. Para encontrar los valores
\. mostrados en la Figura 1.4, se hizo A = U'v, donde A = [ \,.... )\ [T,
U=ug,...,up |, U es la pseudoinversa de U y v es el vector solucion
encontrado en la Figura 1.2.
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Figura 1.4: ilustracion del conjunto solucion de la ecuacion (1.6) del problema de la
Figura 1.2. Izquierda: combinacion lineal convexa de los puntos extre-
mos que son solucidon de (1.6). Derecha:
la combinacion lineal convexa. Abajo: solucion problema de la Figura 1.2.
Las funciones objetivo evaluadas en los puntos extremos mostrados son

iguales al maximo valor posible.
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1.4. Analisis de Variabilidad de Flujos - FVA

Debido a la existencia de multiples soluciones de (1.6), se requiere deter-
minar el intervalo de posibles valores de v;. El Analisis Variabilidad de Flujos
[20] consiste en optimizar el valor de v; mediante dos problemas de optimi-
zacion separados. La primera optimizacion consiste en minimizar v; a través
de

H}}l’_n v;
sa.
Sv=0w (1.10)
v 2 Qj
v < B
clv=7

y la segunda optimizacion consiste en maximizar v, resolviendo

niéx v;
sa.
V=0 (1.11)
v 2 Qj
v < B
clv=7f
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Capitulo 2

Funciones Objetivo Basadas en
Compartimentos de
Microorganismos

2.1. Funciones Objetivo Basadas en Compartimen-
tos

Sea el compartimento P, [ = 1,..., L un conjunto de indices j de v se de-
fine la combinacion lineal C/v, donde C; es un vector columna de dimensién
N. Esta combinaciéon se conoce como la funcion objetivo del compartimento
P,. Si j € Py la velocidad v; no esta incluida dentro de la funcién objetivo
del compartimento P, entonces C;; = 0. Por el contrario, si j € P, y v; hace
parte de la funcion objetivo del compartimento P, entonces C;; # 0. Por dltimo
Cji=0sij¢ P.

La Figura 2.1 muestra un ejemplo de un sistema con 3 compartimentos: P,
P,y P;. El conjunto P, contiene las reacciones ws, . .., v14, P» contiene las reac-
ciones vyg, . . ., v1g, Y P3 las reacciones vy, . . ., v97. Las reacciones vy, ..., v7; NO
pertenecen a compartimento alguno y se conocen como reacciones de trans-
porte externas del sistema. Las reacciones vy5 y v19 representan el intercambio
de componentes entre compartimentos y tampoco pertenecen a compartimen-
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Figura 2.1: Sistema compuesto por 3 compartimentos: P;, P, y Ps. Arriba, diagra-
ma que representa el sistema. Abajo, funciones obijetivo CIV, C;v y
Cgv de dichos compartimentos. La funcién objetivo del compartimento
P, esta compuesta por las velocidades de reaccion vyg y v13, resaltadas
en el diagrama y en la funcién objetivo (cuadros negros del vector CI).

to alguno. La Figura 2.1 también muestra los vectores columna C;, C, y C; los
cuales representan las funciones objetivo de los compartimentos P, P, y P
respectivamente. Cabe aclarar que aunque las reacciones us, . . ., v14 pertene-
cen al compartimento Py, sélo las reacciones vy, y v13 Se incluyen en la funcion
objetivo C]v.

Dados S, a, 8, la matriz C = [C,,,...,C,, ] de dimensiones N x K y el vec-
torw = [w,...,wk]T, el presente trabajo propone buscar el vector v que es
solucion del problema de programacion lineal
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max w'C'v
S.a.
Sv=0y (2.1)
vj =
v; < B,
donde w, > 0conk =1,..., K. Elvalor w,, representa el aporte del objetivo del
compartimento P, al objetivo global del sistema. w'C' representa una nueva
funcion objetivo obtenida de la combinacion de las funciones objetivo de K
compartimentos presentes en el sistema estudiado.
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Capitulo 3

Resultados

3.1. FBA Tradicional usando la Reconstruccion iMM904

Simulaciones

Las simulaciones realizadas buscan determinar la capacidad de predic-
cién del FBA usando el modelo estequiométrico obtenido de la reconstruccion
iIMM904. Para este fin, se compara las velocidades de reacciones de consu-
mo/produccién de componentes obtenidas a través del FBA, con las respec-
tivas mediciones experimentales. El conjunto de mediciones experimentales
usado en este trabajo fue tomado de [27] y se presenta en la Tabla 3.1. Cons-
ta de 4 experimentos bajo condiciones anaerdbicas, en los cuales varia la
velocidad de crecimiento (gw) del sistema. A cada velocidad de crecimiento,
le corresponde la velocidad de produccion de diéxido de carbono (CO,), eta-
nol (eth), glicerol (gly), sucinato (succ), acetato (ace) y consumo de glucosa

(gle).

La reconstruccion iMM904 cuenta con 1228 componentes internos y 1577
reacciones. Esta disponible en formato SimPheny® [5].

Se define v, cqccion>, COMO la velocidad de reaccion de nombre < reaccion >,
con j igual al indice de la columna de S que corresponde a la reaccion <
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cond eth gly succ glc ace pyr CO, gw
Gows)  Gows)  Gows)  Gows)  Gows)  Gows)  Gows) ()

1 8.77 1.01 0.03 5.88 0.04 0.01 9.60 0.101

2 16.84 2.06 0.05 11.31 0.10 0.05 18.583 0.190

3 24.82 3.18 0.05 16.75 0.30 0.10 26.83 0.281
4 33.07 4.83 0.07 22.18 0.67 0.19 34.73 0.369

Cuadro 3.1: Conjunto de datos 1. Abreviaturas: (cond) nimero condicidén experimen-
tal, produccién de etanol (eth), produccion de glicerol (gly), produccion
de sucinato (succ), consumo de glucosa (glc), produccion de acetato,
produccion de piruvato (pyr), produccion de didxido de carbono (COs),
crecimiento (gw).

reaccion >. LOS valores a,coccion> Y B<reaccion> definen los limites de la reac-
CION vV eaccions- ElValOr coeaccion> define el coeficiente que acompana a v caccion>
en la funcion objetivo. La correspondencia entre nombres de reaccién en la
IMM904 y velocidades v cqccion> Usados en las simulaciones del presente tra-
bajo se muestran en la Tabla 3.2. Las reacciones listadas son externas, salvo
vgw Y varpum- POr convencion, en la reconstruccion iMM904 todas las reaccio-
nes externas producen componentes externos.

El modelo estequiométrico $'#***'*"" se construye utilizando el paquete
COBRA disponible para MatLab® [28]. La reconstruccion iMM904 también
cuenta con informacion sobre las capacidades del sistema representadas por
los vectores o y B. Excluyendo algunas reacciones, los limites de v; son

— mmol H : - mmeol . .
a; = —1000 _By?; para reacciones reversibles, o; = 0 _7y?y para irreversi-
bles 'y 5, = 1000 ’g’;volh. La funcidn objetivo incluida en esta reconstruccion es

g
la maximizacion del crecimiento del sistema, representada por ¢, con ¢, = 1
y ¢; = 0 para toda reaccion diferente a la de crecimiento. Este vector ¢ se inter-
preta como que el objetivo es la maximizacion de crecimiento del sistema. La
reconstruccion iIMM904 incluye la funcion objetivo ¢Tv descrita anteriormente
debido a que es la mas aceptada en la literatura [21].

Las condiciones de las mediciones experimentales de la Tabla 3.1 requie-
ren modificacion de algunas restricciones FBA que establece por defecto la
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reaccion iMM904 FBA
etanol EX_etoh(e) VEX _etoh(e)
glicerol EX_gly(e) VEX _gly(e)
sucinato EX_succ(e) VEX _suce(e)
glucosa EX_glc(e) VEX _gle(e)
acetato EX_ace(e) VEX _ace(e)
piruvato EX_pyr(e) VEX pyr(e)
diéxido de carbono EX_co2(e) VEX_co2(e)
crecimiento biomass Vguw
oxigeno EX_02(e) VEX_o2(e)
mantenimiento ATP ATPM VATPM
ergosterol EX_ergst(e) VEX _ergst(e)
zymosterol EXzymst(e)  vex_.ymst(e)
hexadecenato (n-C16:1) | EX_hdcea(e)  vex_ndcea(e)
octadecanato (n-C18:0) | EX_.ocdca(e)  vex_ocdca(e)
octadecenato (n-C18:1) | EX_ocdcea(e) vex ocdeeale)
octadecenato (n-C18:2) | EX_ocdcya(e) vex ocdeya(e)

Cuadro 3.2: correspondencias entre nombres de reaccidén usados en la reconstruc-
cion iIMM904 y las velocidades de reaccion v cqccion> Para este trabajo.

reconstruccion iIMM904. La condicion anaerobia significa que el medio en el
que se encuentra carece de oxigeno. En el FBA esto equivale a establecer
apx.o2e) = Brex.o2e = 0. Debido al estado anaerobio es necesario que el sis-
tema tenga acceso a componentes que en ausencia de oxigeno no se pueden
producir. Por defecto las reacciones correspondientes a estos componentes
solo producen y no consumen, es decir dichas reacciones son irreversibles.
Para permitir que el sistema tenga acceso a componentes fundamentales se
convierten en reversibles.

El mantenimiento interno de energia del sistema, representado en el mo-
delo por v4prar S€ CcOnserva igual al provisto por la reconstruccion. La lista de
restricciones por defecto de la iIMM904 y las restricciones del FBA estableci-
das en este trabajo se presentan en la Tabla 3.7. Esta lista no incluye todas las
restricciones, solo aquellas relevantes para el conjunto de datos experimenta-
les de la Tabla 3.1.
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iMM904 FBA
a; Bi a; Bi
(qygn‘;/oh) (q%?h) (q%?h) (q%?h)
1000 0 0
VEX _ergst(e) 1000 | -1000 1000

-2
0
VEX _zymst(e) 0 1000, -1000 1000
VEX _hdcea(e) 0 1000 -1000 1000
0
0
0
1

VEX 02(e)

1000 | -1000 1000
1000 | -1000 1000
1000 | -1000 1000

1 1 1

VEX _ocdcal(e)
VEX _ocdceal(e)
VEX ocdcyal(e)
VATPM

Cuadro 3.3: restricciones «; y ; presentes en la reconstruccion iMM904 y en el FBA
de este trabajo. En negrilla se resaltan cambios entre los valores de la
reconstruccion y los utilizados en el FBA de este trabajo.

Cada una de las cuatro condiciones experimentales expuestas en la Tabla
3.1 establece una entrada de glucosa. Esta entrada es representada fijando
apx_gice) Y BEx gie(e) @ Cada uno de los valores experimentales. Por defecto to-
das las reacciones externas de la iIMM904 producen componentes externos.
La reaccion vgx gic() €S externa y produce el componente de glucosa (glc(e)).
El valor experimental de glucosa que aparece en la Tabla 3.1 es de consumo
y no produccion por tanto, el valor de agx _gice) Y Bex_gic(e) €8 €l valor experi-
mental con signo negativo.

Por cada condicion experimental de la Tabla 3.1 se realizé un FBA y un
FVA. Se determino el error entre la prediccién de las velocidad de reaccion v,
y el correspondiente valor experimental v/’ mediante |(v; — v)’)/vF| x 100 %.
También se midi6 la variabilidad de cada una de las reacciones en cada una
de las condiciones experimentales. Esta variabilidad se obtuvo restando el va-
lor minimo del maximo de la reaccién obtenidos resolviendo las ecuaciones
(1.10) y (1.11) para aquellas con informacion experimental disponible.
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También se realizé un FVA fijando el valor de la funcion objetivo f = vy,
al valor de crecimiento de cada condicion experimental del sistema. Al fijar la
funcion objetivo al valor experimental de crecimiento se busca determina los
efectos de un estado suboptimo del sistema sobre la variabilidad de las demas
reacciones con valor experimental.

Las simulaciones se realizaron en un equipo con procesador Intel ® Core i3

M y memoria RAM de 4GB DDRS. Los problemas de programacion lineal de

este trabajo fueron solucionados utilizando el paquete de software libre GLPK
[29] con interfaz disponible para MatLab® a través del paquete COBRA.

Resultados

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.1. Las reacciones con
las mejores predicciones mediante FBA en las cuatro condiciones experimen-
tales son, en orden de exactitud CO,, con errores entre 0,3% y 4,5 %; etanol,
entre 11 % y 13%; y crecimiento, entre 11% y 28 % (Figuras 3.1(g), 3.1(b) y
3.1(a)). La prediccidn del crecimiento es superior al registrado en cada condi-
cion experimental de la Tabla 3.1 (Figura 3.1(a)).

La prediccién de glicerol en todas las condiciones experimentales es de 0

mmol. E| valor experimental del gliceron en todas las condiciones compara-
g

das esta entre 0 y 6 g”l;”vg’lh. Esto implica que el error de predicciéon de glicerol

excede el 100 %. La prediccion de sucinato en todas las condiciones experi-

mentales esta entre 0 y 2 g’gLWOlh. Los valores experimentales de sucinato en

todas las condiciones estan entre 0.03 y 0.07 g”l;”vg’lh. Por lo tanto, el error en la
prediccion de sucinato supera el 100 %. Observaciones similares a las ante-
riores muestran que el error en las predicciones de acetato y piruvato exceden

el 100 %.

La exactitud de las predicciones de CO, son mejores que las registradas
en [15]. Las predicciones de etanol tienen una exactitud similar a las registra-
das en dicho trabajo. Es importante resaltar que [15] es el Unico estudio de S.
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cerevisiae mediante FBA y modelos gendmicos que incluye un FVA.

La Figura 3.1 muestra también los resultados de variabilidad de las solu-
ciones FBA para cada condicidon experimental. Se considera que no hay varia-
bilidad cuando la diferencia entre el valor maximo y minimo de una reaccion
en una prediccion es inferior a 1 x 107 [20]. Si no hay variabilidad en las velo-
cidades de reaccion estudiadas quiere decir que todas las soluciones posibles
tienen los mismos valores de velocidades de reaccion estudiadas. Si todas las
velocidades v; no tienen variabilidad entonces la solucion es unica. A mayor
variabilidad, mayor numero de soluciones al problema FBA. La variabilidad
de las reacciones con mediciones experimentales oscilé entre 2 x 1073 y 3,48
g”l;”V},"lh. Las reacciones vpx_giy(e) Y VEx.ace(e) tUVieron variabilidad unicamente
en la condicién experimental 2. La reaccion vgx ) NO tuvo variabilidad en
las condiciones 1 y 3. La Figura 3.1(c) muestra que el valor experimental de
Vg x_giy(e) NO €Sta entre las predicciones maxima y minima. Las predicciones
maxima y minima del sucinato, acetato y piruvato solo contienen los valores
de la condicion experimental 2 (Figuras 3.1(d), 3.1(e) y 3.1(f)).

La Figura 3.2 muestra los resultados de realizar FVA fijando el valor de fun-
cion objetivo al valor experimental de v,,,. La variabilidad aumentd, oscilando
entre 0,81y 36,54 gfg’g[,"lh para las reacciones con valor experimental. A diferen-
cia de la Figura 3.1, los valores de las condiciones experimentales estan entre
el valor minimo y maximo de cada reaccion. Estos resultados requieren un
valor de crecimiento diferente al dptimo para explicar el comportamiento expe-
rimental de vex giy(e)s VEX suce(e)s VEX ace(e) Y VEX pyr(e)- ESTE Valor de crecimiento
es suboptimo comparado con el obtenido por el FBA. Lo anterior implica que
fijar el crecimiento a un valor subdptimo, permite que la diferencia entre la pre-
diccién FBA de crecimiento v,, y su respectivo valor experimental pueda ser

utilizada en la produccion de componentes como el glicerol vgx_giy(e)-

Aunque la exactitud de las predicciones es similar a la encontrada en la
literatura, los FVA realizados en este trabajo muestran que se requiere una
funcion objetivo que permita al FBA explicar completamente el comportamien-
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Figura 3.1: resultados de FBA y FVA bajo las condiciones experimentales de la Tabla

3.1. (a) FBA del crecimiento del sistema. FBA y FVA de (b) etanol, (c)
glicerol, (d) sucinato, (e) acetato, (f) piruvato y (g) CO-

to experimental. Es necesario un estudio de la técnica FBA y la reconstruccion
iIMM904 utilizando propuestas alternativas de funciones objetivo.
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3.2. FBA usando Funciones Objetivo basadas en
Compartimentos

Simulaciones

Se utilizaron los compartimentos citosol, mitocondria y peroxisoma dispo-
nibles en la reconstruccién iIMM904, los cuales se denominaran de aqui en
adelante P, P, y P;. Para el compartimento P; se propuso 13 posibles funcio-
nes objetivo, para el compartimento P, 4 posibles funciones objetivo y para el
compartimento P; 5 posibles funciones objetivo. Estas funciones objetivo se
denominaran de aqui en adelante C,, C, y C; respectivamente.

Para la construccion de las funciones C; se eligio la maximizacion y mini-
mizacion de las velocidades de reaccion que corresponden a la produccion y/o
consumo de los componentes nadh, nadph, atp, etanol, didxido de carbono,
glicerol, sucinato y acetato los cuales estan presentes en el compartimento
P,. Las funciones C, consisten en la maximizacién y minimizacion de las ve-
locidades de produccion y/o consumo de los componentes nadh, nadph y atp
del compartimento P,. Por ultimo para las funciones objetivo C; se eligi6 la
maximizacion y minimizacion de las reacciones que producen y/o consumen
acidos grasos, nadh, nadph y atp que se encuentran en el compartimento P.
La efectividad de estas funciones objetivo ha sido estudiada en la literatura de
forma individual sin tener encuenta compartimentos fisicos del microorganis-
mo estudiado[21].

Se propuso un nuevo compartimento representado por P, cuyas funciones
objetivo, denominadas C, son la maximizacion y la minimizacién de biomasa.
La Tabla 3.4 lista las funciones objetivo propuestas en este trabajo para cada
compartimento.

Se construyeron en total 1259 matrices C que corresponden a las posibles

combinaciones de compartimentos y funciones objetivo de cada uno de estos.
Por cada matriz C se construy6 el vector w = 1, donde 1% es un vector de
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C:

1 < nadh y nadph

1 — nadh y nadph
1 < nadh y nadph
1 — nadh y nadph
1+ nadh

T <« atp

T —atp
J—atp
T+ acetato
T — COQ

T «+ etanol
1 < glycerol

T+ sucinato

T <« atp

1+ nadh y nadph
1 — nadh y nadph
1 trans atp citosol

C,

1 < acidos grasos
T — atp
J —atp
1+ nadh y nadph
1 < nadh y nadph

Cs

J + biomasa
1 < biomasa

C,

Cuadro 3.4: posibles funciones objetivo para los compartimentos Py, P, P33y Py. 1
maximizacion, | minimizaciéon, — consumo, < produccién, trans trans-

porte.

1s con longitud K igual al niumero de compartimentos incluidos en C.

Por cada matriz C construida se formularon 12 instancias del problema
(2.1) que representan 12 condiciones experimentales, divididas en 4 condicio-
nes anaerdbicas en quimiostato [27] y 8 aerodbicas tipo batch [30]. La condicidn
anaerdbica significa que el medio en el que se encuentra el microorganismo
carece de oxigeno y la aerdbica implica que hay presencia de oxigeno. Las
Tablas 3.5 y 3.6 muestran las condiciones y componentes estudiados.

cond | glucosa etanol crecimiento
* | (Ge) (Ge) ()
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

Cuadro 3.5: resultados experimentales en condiciones anaerobicas extraidos de [27].

Cada una de las 12 instancias del problema (2.1) formuladas para cada
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cond | glucosa etanol COo- crecimiento
* | Gowe)  Gows) Gowe)  (5)
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

Cuadro 3.6: resultados experimentales en condiciones aerdbicas tipo batch extraidos
de [30].

una de las matrices C se resolvio utilizando el software GLPK [29] con interfaz
disponible para MatLab® a través del paquete COBRA, mediante un equipo
con procesador Intel ® Core i3 ™ y memoria RAM de 4GB DDRS3. En total se
resolvieron 12 x 1259 = 15108 instancias del problema (2.1).

La lista de restricciones por defecto de la iIMM904 y las restricciones del
problema (2.1) extraidas de [27] se presentan en la Tabla 3.7. Esta lista no
incluye todas las restricciones, solo aquellas relevantes para el conjunto de
datos experimentales de [27].

En las condiciones aerdbicas tipo batch ([30]) se modificd el limite inferior
apx_o2() de consumo de oxigeno por defecto de la reconstruccion iMM904 el
cual pas6 de -2 5t a -1000 2. Se cambid el limite inferior de consumo
oxigeno para que los resultados obtenidos no fueran producto de esa restric-
cion [16] sino del desemperio de las funciones objetivo. Ademas el consumo

1 i mmol mmol
de oxigeno puede ser superior a 2 _Zn#- (valores de hasta 10 J75%; son co-
munes).

El mantenimiento interno de energia del sistema, representado en el mo-
delo por v4prar S€ cOnserva igual al provisto por la reconstruccion para todas
las condiciones experimentales estudiadas. Para todas las condiciones expe-
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iMM904 FBA
a; Bi a; Bj
Gowe) Gowa) | Gows) (pws)
-2 1000 0 0
VEX _ergst(e) 0 1000 | -1000 1000
Viabi (o) 0 1000, -1000 1000
VEX _hdcea(e) 0 1000 -1000 1000
0
0
0
1

VEX 02(e)

1000 | -1000 1000
1000 | -1000 1000
1000 | -1000 1000

1 1 1

VEX _ocdcal(e)
VEX _ocdceal(e)
VE X _ocdcya(e)
VATPM

Cuadro 3.7: restricciones «; y 3; presentes en la reconstruccion iMM904 y en el pro-
blema (2.1) de este trabajo para las condiciones experimentales de [27].
En negrilla se resaltan cambios entre los valores de la reconstruccion y
los utilizados en la formulacion de (2.1).

rimentales se fijé el valor de consumo de glucosa vgx g.() al correspondiente
valor registrado. Las demas restricciones se mantuvieron igual a las suminis-
tradas por la reconstruccion iMM904.

Se midi6 el desempefo de la prediccién de cada una de las matrices C
en los dos grupos de condiciones experimentales. Este desempeno se re-
presentd en términos del promedio del error en la prediccion de crecimiento
egw = |(Vgw — vl,) vk, | donde v[, corresponde al valor experimental de creci-
miento. También se determino el promedio del error en la prediccion de etanol

_ E E E
CEX _etoh(e) = ‘(UEX_etoh(e) B UEX_etoh(e))/UEX_etoh(e)| donde UEX_etoh(e) Corresponde
al valor experimental de etanol.

Por dltimo, se compararon las predicciones de etanol y crecimiento obte-
nidas por la matriz C con el menor error promedio en la prediccion de creci-
miento e,,, las predicciones de estos bioproductos obtenidas por la funcion
objetivo del FBA tradicional, la maximizacion de biomasa [21], y los resultados
experimentales registrados en [27] y [30]. Estas comparaciones se hicieron en
terminos del error promedio en la prediccion de crecimiento ¢, y de etanol
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tipo condicion (of C, C; C, €guw
} + nadh - 1« biomasa 0,19

} < nadh } < nadhynadph *+« biomasa 0,19

|} + nadh }—atp 1+ biomasa 0,19

} < nadh 1 <+ acidos grasos 1 < biomasa 0,19

anaero l + nadh 1T+« nadhynadph 7+« biomasa 0,19
|} + nadh T —atp 1+ biomasa 0,19

- - 1 < biomasa 0,21

- } <—nadhynadph 7« biomasa 0,21

- J—atp 1 < biomasa 0,21

- 1 <+ acidos grasos 1 « biomasa 0,21

} <+ nadh J} — nadh y nadph - 1+ biomasa 0,10

l + nadh } — nadh y nadph 1« acidos grasos 71 < biomasa 0,10

l + nadh J — nadhynadph 1 — atp 1+ biomasa 0,10

} < nadh J — nadh y nadph | < nadhynadph 1+ biomasa 0,10

aero (batch) l + nadh } — nadhynadph | — atp 1+ biomasa 0,10
} < nadh J — nadh y nadph 1+ nadhynadph 1+ biomasa 0,10

J < nadh y nadph - J} < nadhynadph 1+« biomasa 1,00

J} — nadh y nadph } + nadhynadph 1+« biomasa 1,00

} < nadh y nadph - 1+ biomasa 1,00

J — nadh y nadph - 1« biomasa 1,00

Cuadro 3.8: diez matrices C con los promedios de error en la prediccion de crecimien-
to eqw (€4w) Mas bajos de todas las combinaciones de compartimentos y
funciones objetivo. (-) Funcion objetivo de compartimento no incluida en
C.

EEX _etoh(e)-

Resultados

La Tabla 3.8 muestra las diez matrices C que producen los promedios de
error mas bajos en la prediccion de crecimiento ¢,,,, para cada una de las con-
diciones experimentales de las Tablas 3.5 y 3.6.

Las seis primeras matrices C usadas en condiciones anaerdbicas tienen
promedios iguales ¢, (diferencias menores a 1 x 10~2). Las funciones objetivo
C, y C, son la misma para estas seis matrices. La funcion objetivo C, no se
incluye. La diferencia en las primeras seis matrices radica en la funcién objeti-
vo C;. Cada una de las alternativas de funcion objetivo C; aparece en los seis
primeros lugares. También existen una matriz C en la que no se incluye algu-
na funcion objetivo C; (Fila 1 de resultados en condiciones anaerdbicas en la
Tabla 3.8). Lo anterior implica que el menor promedio de error de prediccion

39



de crecimiento se obtiene construyendo C con minimizacion de produccion de
nadh como funcién objetivo C; y maximizacién de biomasa como funcién C,.
La combinacion de la funcion objetivo maximizacién de biomasa en el compar-
timento P, con la minimizacién de produccion de nadh en el compartimento P
reduce el error en la prediccion de crecimiento e,,, en un 10 % con respecto a
la prediccidon obtenida con la funcion objetivo de maximizacién de biomasa. El
menor valor de ¢, encontrado es de 0,19.

En condiciones aerobicas en cultivos tipo batch se observa que son seis
matrices las que obtienen el menor promedio ¢,,,. Para estas seis matrices el
promedio €, es el mismo. Estas matrices difieren en la funcién objetivo Cs.
Lo anterior indica que incluir o no cualquier alternativa de la funcién objetivo
C; no afecta significativamente el valor de €,,,. Las seis matrices tienen como
funcion objetivo C; la minimizacion de la produccion de nadh, en C, la minimi-
zacion de consumo de nadh y nadph y en C, la maximizacion de la produccién
de biomasa. El minimo valor €,,, obtenido para este tipo de condiciones expe-
rimentales es 0,1.

En condiciones anaerobicas la funcién objetivo maximizacién de biomasa
obtuvo un error de prediccion promedio de crecimiento e,,, de 0,21. La matriz C
encontrada obtuvo un €,,, de 0,19. Esto implica que la matriz C logré una reduc-
cion del 10 % en el valor de g,,,. En cuanto a la produccion de etanol la funcion
objetivo de maximizacion de biomasa obtuvo un error de prediccion promedio
de etanol ez x _cion(e) de 0,12. La matriz C encontrada obtuvo un egx_cion(e) de
0,03. La matriz C logré una reduccion del 75% en el valor de egx cion(e)- La
Figura 3.3 muestra el desempefo de la funcidén objetivo maximizacion de pro-
duccion de biomasa, la matriz C encontrada y el comportamiento experimental
en condiciones anaerobicas. Los resultados para cada condicion anaerobica
son mostrados en la Tabla 3.9.

En condiciones aerobicas tipo batch la funcion objetivo maximizacion de

biomasa obtuvo un error de prediccion promedio de crecimiento ¢, de 4,04.
La matriz C encontrada obtuvo un &, de 0,1. Esto implica que la matriz C
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cond # biomasa propuesta
Egw €EEX _etoh(e) €gqw EEX _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

anaerodbicas

Cuadro 3.9: resultados obtenidos con la funcidén objetivo propuesta en condiciones

cond # biomasa propuesta
€gw  €EX_etoh(e) | €gw  €EX_etoh(e)
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

Cuadro 3.10: resultados obtenidos con la funcién objetivo propuesta en condiciones
aerodbicas

logré una reduccion del 98 % en el valor de e,,,. En cuanto a la produccién de
etanol la funcion objetivo maximizacion de biomasa obtuvo un error de predic-
cion promedio €gxx on(e) de 1. La matriz C encontrada obtuvo un €gx cion(e) @
0,30. Esto implica que la matriz C logré una reduccion del 70 % en el valor de
€px eton(e)- LA Figura 3.4 muestra el desempefio de la funcion objetivo maximi-
zacion de produccién de biomasa, la matriz C encontrada y el comportamiento
experimental en condiciones aerobicas tipo batch. Los valores obtenidos de
eqw Y €EX eton(e) PAra cada condicion aerdbica tipo batch son mostrados en la
Tabla 3.10.
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Figura 3.2: FVA bajo las condiciones experimentales de la Tabla 3.1 y valor de funcion
objetivo igual al valor experimental de crecimiento. FVA de (a) etanol, (b)
glicerol, (c) sucinato, (d) acetato, (e) piruvato y (f) CO,
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Figura 3.3: resultados obtenidos mediante funcion objetivo maximizacioén de bioma-
sa, la matriz C encontrada y condiciones experimentales anaerdbicas.

a) Comportamiento del crecimiento del sistema y b) comportamiento del
etanol vs consumo de glucosa.
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to del etanol vs consumo de glucosa.
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Capitulo 4

Conclusiones

Las reacciones con las mejores predicciones FBA dentro del conjunto de
datos de [27] son produccion de CO; vgx coz(e), CON errores entre el 0.3% y
el 4.5%; produccion de etanol vgx eion(c), CON errores entre el 11% y 13% y
crecimiento v,,, con errores entre el 11 % y 28 %. El FBA y la reconstruccion
iIMM904 predice la produccion de CO, con una exactitud superior a la registra-
da en la literatura, para las condiciones experimentales de [27]. La prediccidn
de etanol obtenida es similar a trabajos anteriores.

Los resultados de los FVA realizados en este trabajo permitieron determi-
nar que el FBA y la reconstruccién iMM904 falla en la prediccion de glicerol
VEX_gly(e)s SUCINAIO VEx _suce(e), ACEIALO VEx ace(e) Y PIUVALO vEx 4yr(e) DAjO las
condiciones experimentales descirtas en [27]. La no variabilidad en la predic-
cion de estos componentes soporta esta afirmacion. El aumento de la variabi-
lidad obtenida al realizar el estudio de FVA con un valor subdptimo de funcién
objetivo confirma este resultado.

Este trabajo detall6 la formulacién FBA aplicada a la reconstruccion iMM904.
A diferencia de los trabajos encontrados en la literatura, este trabajo explica
cada una de las restricciones utilizadas en el FBA y mostrd su equivalencia en
las condiciones experimentales utilizadas. Este trabajo describié y mostré la
importancia de utilizar el FVA para el analisis de resultados arrojados por el
FBA.
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Combinar la maximizacién de produccién de biomasa con la minimizacién
de produccion de nadh en el compartimento citosol de S. cerevisiae reduce el
error promedio en la prediccion de crecimiento en un 10 % en las condiciones
anaerdbicas de [27]. Esta combinacién también reduce en un 75 % el promedio
del error en la prediccién de produccion de etanol.

Si a la funcion objetivo encontrada en condiciones anaerdbicas se agrega
la minimizaciéon de consumo de nadh y nadph en el compartimento mitocon-
dria de S. cerevisiae, se reduce el promedio del error en la prediccion de creci-
miento en un 98 % en las condiciones aerdbicas tipo batch de [30]. Esta nueva
funcion objetivo reduce el promedio del error en la prediccién de etanol en un
70 % con respecto a la funcion de maximizacion de biomasa.

Agregar funciones objetivo de compartimentos de S. cerevisiae a la funcién
objetivo de maximizacion de biomasa mejora las predicciones obtenidas por la
funcion objetivo maximizacion de biomasa, propuesta en la literatura [21] y en
la reconstruccién a escala gendmica iIMM904 [5], en condiciones experimen-
tales anaerobicas en cultivo continuo [27] y aerdbicas tipo batch [30].
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Capitulo 5

Apéndice A: Codigo usado en la

produccion de los resultados

function [state fval out error normal]=main(cb_model,obj_fun,fun_comb,t_num)

state=zeros(size(fun_comb,1),1);
fval=nan(size(fun_comb,1),1);
out=nan(size(fun_comb, 1) ,length(cb_model.E));
error=out;

norma=fval;
changeCobraSolver (’glpk’,’1p’);
for i=1:size(fun_comb,1)

cb_model.c=get_c(obj_fun,fun_comb(i,:))’;

rstl=optimizeCbModel (cb_model) ;
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state(i)=rstl.stat;
if rstl.stat>0
fval(i)=rstl.f;
out (i, :)=rstl.x(cb_model.E)’;
error(i,:)=abs(abs(rstl.x(cb_model.E))-cb_model.vexp)./cb_model.vexp;
norma(i, :)=norm(abs(rstl.x(cb_model.E(1l:end-1)))-cb_model.vexp(1l:end-1))
end
if mod(i,50)==0
fid=fopen(t_num,’w+’);
fprintf (fid,’%d’,1);
fclose(fid);
end

end

function c=get_c(obj_fun,comb)

obj_cmp=obj_fun(comb>0) ;

C=cell2mat (cellfun(Q@get_fun,...

obj_cmp,num2cell (comb(comb>0)) . ..

, ’Uniformoutput’,false)’);

c=ones (1, length(comb(comb>0)))*C;

function obj_fun=get_fun(comp,fun_index)
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obj_fun=comp(fun_index, :);
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