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El aumento del consumo energético y la escasez de recursos de origen fosil, han
impulsado proyectos de generacion de biocombustibles de tercera y cuarta generacion
como el de produccién de etanol a partir del alga chilena M. pyrifera mediante la bacteria
E. coliBAL1611. En este estudio, se obtuvo rendimientos de producto y biomasa menores
que los reportados con el alga original S. japonica. Hipotéticamente, habria un
desbalance redox interno en la bacteria por lo que, para mejorar la produccion de etanol,
se decide estudiar in silico como afectan las fuentes de carbono en la distribucion de
flujos y concentracion de metabolitos, y asi proponer circuitos genéticos o metabdlicos
que regulen el sistema. Ademas, se decide proponer nuevos productos de interés
comercial que se pueden generar desde M. pyrifera mediante E. coli BAL1611.

Las simulaciones del modelo cinético construido para E. coli BAL1611 muestran que
existe escasez de poder reductor intracelular, aunque la causa de la menor produccion
de etanol se debe a la saturacién de la enzima KDG-6-fosfato aldolasa (EDA) de la ruta
de Entner-Doudoroff. Los estudios para optimizar la produccién de etanol a partir de M.
pyrifera indican que la sobreexpresion de EDA y alcetaldehido deshidrogenasa (ALDH),
junto con el knock-out de malato-quinona oxidorreductasa (MQO), es la combinacion de
mutaciones que genera el mayor rendimiento de producto/sustrato, correspondiente a
0,29, aproximadamente el doble que para el caso de la E. coli BAL1611 sin mutaciones.

Por otra parte, analizando otros productos de interés como acido lactico y succinico
gueda de manifiesto que, utilizando Macrocystis pyrifera como sustrato, E. coli BAL1611
es una inadecuada alternativa para generar acido lactico debido a los bajos rendimientos
alcanzados. En cuanto a &cido succinico, se propone como combinacion de mutaciones
la sobreexpresion de la enzima EDA vy el transporte de succinato, junto con el knock-out
de succinato deshidrogenasa (SDH) y ALDH, obteniendo un rendimiento de 2,37, cinco
ordenes de magnitud mayor al caso de la E. coli BAL1611 original. Ademas, se observa
una relacion inversa entre el crecimiento y la produccion para etanol y acido succinico.

Finalmente, se propone implementar las mutaciones respectivas para cada producto en
un circuito genético que regule la produccion mediante quorum sensing, disociando el
crecimiento de la produccién. Ademas, se sugiere realizar mejoras en el planteamiento
de algunas ecuaciones del modelo, para luego construir una plataforma que permita
determinar todos los bioproductos de interés comercial que puedan ser generados de
forma eficaz a partir de Macrocystis pyrifera mediante la E. coli BAL1611.
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1. INTRODUCCION

El aumento del consumo energético mundial que se prevé a futuro y la cada vez mayor
escasez de recursos de origen fésil, han hecho necesaria la busqueda de nuevas
alternativas de produccion de combustibles, dando paso a la era de los biocombustibles
[1]. Dentro de esta area, existen distintas categorias donde se les clasifica segun la
materia prima que se utiliza para su produccion. Por una parte, los de primera generacion
corresponden a aquellos que provienen de cultivos agricolas como maiz o cafia de azucar
[2]; los de segunda generacion corresponden a los provenientes de biomasa agricola
desechada (no para consumo), como residuos agricolas y forestales, pasto, biomasa
acuatica, entre otros [2]; los de tercera generacion aquellos que provienen de algas
naturales [3]; y los de cuarta generaciéon que son aquellos que provienen de algas y
algunos microorganismos genéticamente modificados para mejorar su capacidad de
consumo de COg, generacion de biomasa o de algun compuesto de interés como los
aceites [4]. Debido a las ventajas que presentan los de tercera y cuarta generacioén por
sobre los de segunda, permitiendo la no competencia por terrenos para la agricultura, la
mayor capacidad de consumo de CO2z (6—-8% sobre 1,8-2,2%), el no requerimiento de
aplicacion de fertilizantes, y la capacidad de crecer incluso en aguas residuales y agua
de mar, es que se considera a las macroalgas como una materia prima de gran valor y
con un futuro promisorio, en términos de generacién de combustibles, en el futuro cercano
[1], [5].

Dentro de las macroalgas existen diversos tipos, donde se encuentran: las verdes, rojas
y las pardas. Las primeras poseen una gran concentracion de almidén y celulosa, por lo
gue se usan generalmente para consumo o generacion de biobutanol. Las rojas poseen
principalmente celulosa, agar y carrageninas, siendo por estos Ultimos compuestos
comunmente tratadas para utilizarlos en productos lacteos y dentifricos como gelificantes.
Por otra parte, las algas pardas han mostrado gran desempefio como materia prima para
generar biodiésel a partir de sus aceites (acidos grasos libres o FFAS) o bioetanol a partir
de sus azlcares (manitol, celulosa y laminarina degradadas en forma de glucosa, y
alginato) [1],[6]. Este ultimo tipo de algas se encuentran en gran cantidad a lo largo de
las costas marinas templadas o polares, caracteristicas que poseen las playas chilenas.
En ellas es posible encontrar abundantemente al alga parda Macrocystis pyrifera, cuya
relacion de azUlcares alginato:manitol es de 10:3. Su cultivo se encuentra ampliamente
estudiado, principalmente como alimento para el molusco abalén, y gracias a su alta tasa
de crecimiento, facilidad de reproduccion y cultivo, es que se considera idénea para la
utilizacion en la generacion de nuevos productos, como por ejemplo, bioetanol a partir de
la fermentacion de sus azucares [7],[8],[9].

Hasta el afio 2012, el bioetanol de tercera generacion se producia utilizando diversos
microorganismos que naturalmente son capaces de degradar el manitol y glucosa
presentes en las macroalgas, como Saccharomyces cerevisiae, Zymobacter palmae o
Pichia angophorae, entre otros [6]. Sin embargo, en aquel afio, se construyd una
Escherichia coli transgénica la cual cuenta con una ruta metabdlica que le permite
degradar el alginato presente en las algas, y utilizarlo también como fuente de carbono
para la generacion de etanol. Esta nueva cepa fue bautizada como BAL1611, y posee la
particularidad de generar etanol de forma aerdbica, gracias a la incorporaciéon de una ruta
metabolica heterdloga para la degradacion y asimilacion de alginato proveniente de
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Zymomonas mobilis. Los resultados iniciales de produccion de bioetanol, por parte de
esta bacteria, fueron obtenidos utilizando como materia prima al alga parda Saccharina
japonica, la cual posee una concentracion de alginato:manitol en una proporcion 5:8,
generandose 0,281 [peso seco etanol/peso seco biomasa] correspondiente al 80% del
tedrico, comparable a lo obtenido desde la fermentacién de biomasa lignoceluldsica
mediante S. cerevisiae [10].

Estudios posteriores con la Escherichia coli BAL1611 demostraron que, a distintas
razones de alginato:manitol, la bacteria no es capaz de producir la misma cantidad de
bioetanol y, de hecho, esta es siempre menor a la obtenida con las proporciones del alga
S. japdnica. En efecto, si bien la concentracibn de biomasa util (carbohidratos) es
semejante para las proporciones de alginato:manitol de S. japonica y M. pyrifera, la
generacion de etanol solo alcanza su maximo en la razon correspondiente a la primera,
teniendo para M. pyrifera un rendimiento de etanol del 64% del teérico. Ademas, en
presencia solo de alginato o solo de manitol, si bien hay crecimiento celular (menor que
en mezclas de ambos azlcares), no se produce bioetanol [11]. Considerando que la
degradacion de manitol en condiciones aerdbicas provoca una acumulacion de poder
reductor NAD(P)H [6], y que el alginato es un compuesto relativamente mas oxidado que
el manitol y la glucosa, resulta que los mecanismos de balance redox internos de la
bacteria y la disponibilidad de metabolitos de rutas anabdlicas se ven afectados al
incorporar a este sistema la degradacion de alginato para producir etanol, lo que podria
estar provocando los comportamientos descritos [11].

Para diagnosticar las causas de los comportamientos anteriores, una de las mejores
herramientas es el analisis de la distribucion de flujos metabdlicos y concentraciones de
metabolitos en las células. Entre los métodos mas utilizados para esto en ingenieria
metabdlica esta el analisis de flujos metabdlicos (MFA), los modelos a escala gendmica,
también basados en MFA, y los modelos cinéticos. Estos Ultimos son mas precisos,
consideran las inhibiciones y activaciones enziméticas alostéricas y no tienen las
restricciones de linealidad de los métodos basados en MFA, pero son mas complejos de
parametrizar. Recientemente, se ha publicado un modelo cinético que comprende todas
las reacciones del metabolismo central, redox y energético de Escherichia coli, el cual
puede ser utilizado para simular el comportamiento de la red de reacciones bajo una serie
de condiciones distintas, permitiendo un analisis predictivo de situaciones que afectan el
funcionamiento metabdlico de la célula [12]. Dado que las vias centrales de E. coli estan
sujetas a un control metabdlico rapido que le permite una adaptacion en segundos a
condiciones cambiantes internas y externas, mas que a un control transcripcional cuya
respuesta es mas lenta, este modelo matematico de la red de regulacién metabdlica se
presenta como ideal para el analisis de la cepa BAL1611. En efecto, este modelo puede
ser modificado introduciendo o eliminando rutas metabdlicas, lo que ademas permite
simular fuentes de carbono distintas, introduccion de vias metabdlicas heterélogas o
produccion de moléculas que no son sintetizadas naturalmente por E. coli.

Es en este contexto donde se desarrolla este trabajo de tesis, el cual busca mejorar la
produccion de etanol a partir de M. pyrifera mediante la E. coli BAL1611, utilizando como
herramienta un modelo matematico cinético de la bacteria para el disefio de soluciones a
nivel genético, logrando compensar los desbalances de la cepa y aumentando su
productividad.



2. ANTECEDENTES

2.1. Macroalgas pardas

Como se menciond anteriormente, existen diversos tipos de macroalgas entre las que se
encuentran las pardas, que poseen aceites y azlUcares desde los cuales es posible
producir biocombustibles como el biodiésel o el bioetanol, respectivamente [1],[6]. Los
carbohidratos presentes en las macroalgas pardas son principalmente alginato (50%
aproximadamente), manitol y laminarina [13].

El alginato es un copolimero lineal de dos acidos urdnicos, D-manuronato y L-guluronato,
ordenados uniformemente en algunas regiones y en otras como mezclas de ellos [10], tal
como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Alginato estructural. En (@) monémeros de alginato. En (b) polimero de alginato. En (c) secuencias de la
cadena del polimero de alginato [14].

Existen enzimas presentes en algunos microorganismos que son capaces de degradar
el alginato en secuencias mas pequefias de carbohidratos, tal como se muestra en la
Figura 2. En primer lugar, las alginato liasas mediante una B-eliminacion endolitica,
generan oligdbmeros de &cidos uronicos. Posteriormente, estos son degradados por
oligoalginato liasas en monomeros saturados, los que posteriormente se reordenan
espontaneamente en la estructura de acido urénico conocida como DEHU (&cido urénico
4-desoxi-L-eritro-5-hexoseulosa). Este luego puede ser reducido a KDG (2-ceto-3-desoxi-
gluconato), liberando NADH o NADPH dependiendo de la enzima utilizada. Finalmente,
KDG ingresa a la ruta de Entner-Doudoroff produciendo KDPG (KDG 6-fosfato), precursor
de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato [10].
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El manitol (ver Figura 3) es un alcohol de azucar de seis carbonos proveniente de
manosa, el cual es oxidado por manitol-2-deshidrogenasa a D-fructosa, liberando NADH
[16].

OH OH

HO ;
OH OH
Figura 3. Estructura molecular del manitol [14].

Estos azucares anteriormente descritos, son posibles de encontrar en algas pardas en
diferentes proporciones, como por ejemplo, Saccharina japonica, que posee un mayor
porcentaje de manitol, o Macrocystis pyrifera, macroalga chilena que posee un alto
porcentaje de alginato [11].



2.1.1. Saccharina japonica

Saccharina japonica o Laminaria japonica es una alga parda que habita aguas templadas
y frias del hemisferio norte y aguas templadas del hemisferio sur, convirtiéndose en una
de las plantas acuaticas mas cultivadas gracias a la acuicultura de China, Korea y Japon
[17],[18].

La gran demanda de su cultivo se debe principalmente a que posee diversos compuestos
atractivos econdmicamente hablando, como: alginato, fucoidanos, iodina, manitol, entre
otros [19]. Ademas, como alimento es bastante popular por su bajo contenido calérico,
junto con poseer gran cantidad de vitaminas, minerales, fibra dietética, calcio, potasio,
magnesio, acido fosférico y gran cantidad de iodina [20]. Presenta también propiedades
médicas como bloquear la angiogénesis tumoral, y propiedades antibacterianas
aprovechadas por la industria cosmética [21].

La composicién de Saccharina japonica es: entre un 13-25% corresponde a alginato, 9-
23% de manitol, y 1-21% de laminarina [16].

2.1.2. Macrocystis pyrifera

El género Macrocystis es la macroalga mas grande del mundo y méas ampliamente
distribuida, abarcando ambientes con temperaturas desde las boreales hasta las calidas,
y a diferentes profundidades marinas. Particularmente, forma densas areas forestales
marinas en las costas oestes de América del Norte y del Sur, en las costas suroestes de
Sudéfrica, Nueva Zelanda y al sur de Australia [22].

Macrocystis pyrifera es un tipo de macroalga parda nativa de Chile, la cual ha estado bajo
una fuerte y creciente presion por explotacion, principalmente por ser materia prima para
la produccién de alginato y como fuente de alimento para moluscos [23],[24]. Por ello,
actualmente existe una amplia linea de estudio referente a la acuicultura de esta alga,
reportando cambios en su composicion quimica dependiendo de la estacion del afio en
gue se desarrollen, la intensidad del oleaje, y se ha descrito como una de las algas con
un crecimiento mas rapido, de entre 30 a 80 [ton peso seco/Ha/afo] [25],[26].

La composicion de Macrocystis pyrifera es: mayoritariamente alginato (entre 15-25%), 9-
30% de manitol, y 5% de polimero glicano [15].

2.2. Microorganismo utilizado: Escherichia coli BAL1611

La generacién de etanol a partir de sustratos como las algas pardas resulta una linea de
investigacion prometedora en cuanto se logren utilizar la mayor cantidad de azucares
fermentables disponibles en ella. Lamentablemente, los organismos nativos que se
utiizan para la fermentacibn de dichas algas, como Zymobacter palmae vy
Saccharomyces cerevisiae, poseen la habilidad de degradar el manitol y los glucanos
(laminarina o celulosa) presentes, pero no la mayor cantidad de azucar disponible: el
alginato. Es asi como en el afio 2012, Wargacki et. al. disefian y construyen una
Escherichia coli genéticamente modificada capaz de producir cantidades de etanol
comparables a las de levaduras como Saccharomyces cerevisiae, a partir de la
degradacion de alginato, manitol y glucanos presentes en el alga parda Saccharina
japonica [10].



Esta E. coli BAL1611 posee las modificaciones genéticas necesarias para degradar el
alginato sin pretratamientos quimicos o sacarificaciones enzimaticas previas a la
fermentacién, lo que permite eliminar los costos de produccion y purificacion de enzimas
gue degraden la materia prima previamente. La cepa posee alginato liasas provenientes
de Pseudoalteromonas sp. SM0524, las cuales son liberadas al medio extracelular a
partir de un sistema de exportacion mediado por el antigeno 43, al cual denominan
N455+tSM0524 Aly. Ademas, posee un sistema de transporte y degradacion intracelular
de los oligoalginatos proveniente de Vibrio splendidus, los cuales fueron encontrados por
homologacién de secuencia codificante de enzimas que participan en la degradacién de
oligopectinas en Erwinia chrysanthemi, debido a la similitud de estas moléculas con los
oligoalginatos. Por otra parte, el sistema de produccion de etanol proviene de
Zymomonas mobilis, el cual consiste en la expresion constitutiva de una piruvato
decarboxilasa (Pdc) y una alcohol deshidrogenasa (AdhB). Finalmente, para dirigir la
mayor cantidad del flujo de carbono a la produccion de etanol, se realizaron las
deleciones de los genes de las enzimas piruvato formiato-liasa 1 (pfIB), canal formiato
(focA), lactato deshidrogenasa (IdhA) y fumarato reductasa (frdABCD) [10]. Una
representacion gréfica de las modificaciones genéticas realizadas se puede observar en
la Figura 4.
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Figura 4. Esquema que representa las modificaciones realizadas para la construccion de la E. coli BAL1611.
Adaptada de Wargacki et. al. (2012) [10].



2.3. Produccion de etanol mediante E. coli BAL1611

Las primeras fermentaciones con E. coli BAL1611 fueron realizadas con Saccharina
japonica a 25-30°C, obteniendo una conversion de aproximadamente 0,281 [peso seco
etanol/peso seco biomasa] correspondiente al 80% del tedrico, comparable a lo obtenido
desde la fermentacion de biomasa lignocelulésica mediante S. cerevisiae [10].

Posteriormente, se realizaron fermentaciones con diferentes proporciones de alginato y
manitol, con el fin de simular un mayor espectro de composiciones de diversas algas
pardas existentes [25]. Las proporciones probadas se muestran en la Tabla 1, donde 5:8
de alginato:manitol corresponde a S. japonica y 10:3 a M. pyrifera [11].

Tabla 1. Composiciones del medio de cultivo de E. coli BAL1611 en %p/V [25].

Proporcién 1:0 10:3 8:5 5:8 3:10 0:1
Alginato 2,6% 2% 1,6% 1% 0,6% 0%
Manitol 0% 0,6% 1% 1,6% 2% 2,6%

Con dichas composiciones, se obtuvieron los resultados que se muestran en las Figura
5y Figura 6. En ellas se puede ver que la generacidon de etanol solo alcanza su maximo
en la razon correspondiente a S. japonica, teniendo para M. pyrifera un rendimiento de
etanol del 64% del tedrico, a pesar de que el crecimiento del cultivo en ambos casos
posee valores similares. Ademas, en presencia solo de alginato o solo de manitol, si bien
hay crecimiento celular (menor que en mezclas de ambos azucares), no se produce
etanol [11],[25].
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2.4. Modelos matematicos en sistemas biologicos

La generacion de nuevos productos biolégicos de interés para la industria y la medicina
han impulsado la aplicacion de distintas técnicas biotecnologicas (como ADN
recombinante) para permitir abaratar los costos y mejorar los rendimientos de produccion.
Sin embargo, la etapa de laboratorio sigue siendo una limitante a la hora del desarrollo
de nuevos productos, debido a los largos tiempos de ensayo y error que se deben llevar
a cabo hasta que se logre obtener el organismo transformante adecuado para la
productividad buscada. Por ello, resulta de suma importancia poseer alguna herramienta
que permita, previa implementacion en laboratorio, conocer cudles serian las
modificaciones genéticas apropiadas para obtener el 6ptimo rendimiento de biomasa o
producto, segun sea el caso [27]. Es asi como el modelamiento matemético toma un rol
fundamental para agilizar la investigacién y aclarar la metodologia a utilizar en laboratorio,
disminuyendo tiempos de prueba y gastos en reactivos asociados a la investigacion [28].

Hasta la década de los 50 se conocia el funcionamiento general de los organismos
multicelulares, pero no qué estaba ocurriendo especificamente dentro de sus células. A
partir de ese momento, la biologia molecular comenzé a entregar informacion acerca de
las interacciones moleculares involucradas en el comportamiento de las células,
principalmente gracias a los avances tecnolégicos en equipos Yy técnicas para trabajar
con escalas mas pequefias [29]. Es asi como los nuevos descubrimientos metabdlicos,
sumados a la secuenciacién del genoma de diversos organismos, han impulsado el
desarrollo de herramientas que permitan automaticamente procesar, comparar y/o
interpretar grandes cantidades de datos, lo que se traduce en la elaboracion de modelos
matematicos con distintos grados de complejidad [30]. Ademas, los avances en
computacién también han sido de gran importancia, dada la complejidad de los sistemas
bioldgicos (debida a la interrelacion entre numerosos componentes moleculares, la no-
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linealidad de las reacciones cinéticas y la compartimentalizacion), pues los modelos
matematicos de sistemas bioldgicos, generalmente no pueden ser resueltos
analiticamente, sino que se requiere resolver las ecuaciones de manera numeérica con
computadores para simular la respuesta del sistema [28].

El proceso de creacion de modelos matematicos permite, en todas las ciencias, relacionar
la experimentacion con lo tedrico, segun el esquema que se observa en la Figura 7. Por
una parte, la teoria y la matemética formulan las ecuaciones con base en los resultados
experimentales que se poseen, las que posteriormente pueden ser simuladas para
predecir el comportamiento del sistema ante diferentes condiciones. Los resultados
experimentales posteriores pueden ser comparados con las simulaciones y asi ajustar el
modelo agregando nuevas ecuaciones 0 corrigiendo parametros. Ademas, las
simulaciones pueden permitir idear estrategias experimentales para dilucidar informacion
faltante que permita completar al mismo modelo [28],[31].
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Figura 7. Algoritmo de las distintas etapas de elaboracion de un modelo matematico formal. Adaptada de Motta et.
al., 2013 [31].



Dependiendo del nivel de la informacidén que se disponga se puede trabajar en modelos
matematicos en diferentes —Omicas (ver Figura 8), como: gendmica (genes),
transcriptdmica (mARN), protedmica (todas las proteinas de una célula o tejido),
metaboldmica (todos los metabolitos de una célula o tejido), interactomica (interacciones
de metabolitos con proteinas) y fendmica (fenotipo del organismo) [28].
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Figura 8. Interaccion entre las distintas -6micas. Adaptada de Fischer, 2008 [28].

Al momento de plantear un modelo matematico se deben considerar algunos supuestos
gue reflejan las restricciones propias de la naturaleza del problema y, dependiendo de
cuales son implementadas, los modelos metabdlicos pueden tener predicciones mas o
menos certeras [32]. Asimismo, estos supuestos pueden permitir clasificar también a los
modelos bioldgicos destacando, por ejemplo:

e Modelos estequiométricos: Permiten la simulacion en estado estacionario de los
flujos relativos a las distintas reacciones. Son generalmente utilizados en escala
gendmica, debido a la menor cantidad de informacion necesaria para su
planteamiento, aunque también suelen emplearse para rutas metabolicas
especificas de algun organismo. En este tipo de modelos, solo se requiere
informacion acerca de la estequiometria de las reacciones implicadas, aunque se
puede complementar incluyendo condiciones de borde o direccionalidad de los
flujos [32]. El planteamiento de este tipo de modelos se describe en la Figura 9.
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Figura 9. (a) Pequefia red metabdlica de tres metabolitos (A, B, C), tres transportes y tres reacciones enzimaticas. v;
indica el flujo de la reaccion i y b; representa el flujo del transporte por la proteina j. (b) Ecuaciones de balance de
masa para cada metabolito. (c) Matriz estequiométrica construida a partir del balance de masa. (d) Supuestos,
restricciones y funcion objetivo. Adaptada de Terzer et. al. 2009 [33].

e Modelos cinéticos: También conocidos como modelos dindmicos, permiten simular
cuantitativamente los cambios en las concentraciones de metabolitos y en los
flujos de las reacciones, debido a que son modelados como funcion del tiempo.
Son generalmente utilizados en escala metabdlica, por lo que se requiere
informacion acerca de las enzimas involucradas en cada reaccion: inhibiciones,
cofactores, velocidades enzimaticas y sus parametros [32]. El planteamiento de
este tipo de modelos se describe en la Figura 10.
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Figura 10. (a) Pequefia red metabdlica de tres metabolitos (A, B, C), tres transportes y tres reacciones enzimaticas.
v; indica el flujo de la reaccion i y b; representa el flujo del transporte por la proteina j. (b) Ecuaciones de balance de
masa para cada metabolito. (c) Matriz estequiométrica construida a partir del balance de masa. (d) Descripcion de las

cinéticas, resolucion del problema. Adaptada de Terzer et. al.2009 [33].
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2.4.1. Modelos matematicos de Escherichia coli

Escherichia coli es uno de los organismos mejor estudiados, conociéndose gran parte de
su metabolismo, regulacion vy fisiologia [34]. Es por esto que en los ultimos treinta afios,
diversos modelos matematicos han sido construidos para evaluar su comportamiento
ante diferentes condiciones, y en diferentes —Omicas. En la Figura 11 se observa el
comienzo del desarrollo de sucesivos modelos para E. coli. En 1997 el genoma de E. coli
K-12 fue completamente secuenciada [35], pero solo hasta el afio 2000 fue publicado el
primer modelo estequiométrico completo a escala gendmica para este microorganismo
[36]. Asi, diversos modelos estequiométricos han sido desarrollados a partir de este,
incorporando también las reacciones de regulaciéon transcripcional y traduccional [34],
obteniendo modelos tan complejos como iIML1515 publicado en 2017, el cual contiene
cerca de 2.700 reacciones y 1.200 metabolitos [37].
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Figura 11. Desarrollo de los primeros modelos matematicos de E. coli. Adaptado de Reed et. al., 2003 [34].

Asimismo, a partir del afio 2002 comienza la construccion de diversos modelos dinamicos
para E. coli, los cuales han ido complementandose a medida que pasan los afios gracias
a los descubrimientos en materia de regulacion metabdlica e interacciones enzima-
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sustrato. El primer modelo dinamico presentado es el de Chassagnole et al., 2002 [38],
el que principalmente representa la glicdlisis. Luego en 2010 se incorpora el ciclo de
Krebs y la produccién de acetato [39],[40], en 2012 la ruta de glioxilato [41] y en 2017
expresiones para crecimiento y las rutas fermentativas [12],[42]. Precisamente en uno de
estos ultimos modelos (Millard et. al., 2017), se concluye que el modelo dindmico a escala
metabdlica construido por ellos, es suficiente para describir el comportamiento de E. coli
K-12, debido a la vasta regulacion e interaccion a nivel enzimatico [12]. Una comparacién
mas detallada se puede apreciar en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2. Cuadro comparativo entre los diferentes modelos cinéticos de E. coli mas utilizados.

Modelos Escala(s) Topologia del modelo Software
-6mica(s)
Rutas Estructura
modeladas
Chassagnole Metabdlica PTS, EMP, PPP, 18 EDO’s, 30 No menciona
et. al.,, 2002 AR, NC&T, flujos
[38]
Kadir et. al., Metabolica PTS, EMP, PPP, 24 EDO’s, 30 No menciona
2010 [39] TCA, AR, GS, AC, flujos
crecimiento
Kotte et. al., Gendmica, PTS, EMP, TCA, 47 EDO’sy 109 Matlaby SBML
2010 [40] transcriptomica AR, GS, NC&T, flujos
y metabdlica AC
Peskov et. al., Metabdlica PTS, EMP, PPP, 48 EDO’s y 75 Modelcreator2
2012 [41] EDP, TCA, AR, flujos y DBSolve
GS Optimum
Jahan et. al., Gendmica, PTS, EMP, PPP, 51 EDO’sy 130 Matlab
2016 [43] transcriptomica EDP, TCA, AR, flujos
y metabdlica GS, NC&T, AC
Millard et. al., Metabodlica PTS, EMP, PPP, 67 EDO’s y 64 COPASI
2017 [12] EDP, TCA, AR; flujos
GS, OP, NC&T,
AC, XCH,
crecimiento
Matsuoka et. Gendmica, PTS, EMP, PPP, 36 EDO’s y 61 Matlab
al., 2017 [42] transcriptomica EDP, TCA, AR; flujos
y metabdlica GS, OP, NC&T,
AC, FP, XCH
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2.5. Biologia sintética

Al igual que en el caso del modelamiento matematico, los distintos descubrimientos
biologicos en el siglo XX, acerca del comportamiento intracelular, los mecanismos de
regulacion y las técnicas biotecnolégicas como el ADN recombinante, asi como los
avances en matematicas e ingenieria, han ido forjando el camino hacia esta nueva forma
de comprender la biotecnologia [44]. El término biologia sintética fue utilizado por primera
vez en 1980 para referirse a una bacteria que habia sido genéticamente modificada, por
lo que durante muchos afios se consider6 como un sinénimo de bioingenieria. No fue
hasta pasado el afio 2000 que el concepto de biologia sintética fue utilizado para referirse
a la creacion de organismos genéticamente modificados mediante la utilizacion de
“partes” intercambiables que funcionarian de igual manera en distintos organismos [45].

La biologia sintética, se define entonces, como la combinacién entre la biologia (lo
natural) y la ingenieria (lo sintético o creado), ya que posee cualidades propias de
ingenierias como computacion y eléctrica, que se abstraen y se implementan en la
biologia con el fin de “programar” a los organismos vivos para que generen una respuesta
especifica ante un estimulo determinado [44].
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Figura 12. Similitudes entre ingenieria en computacion y biologia. Adaptada de Andrianantoandro et. al., 2006 [44].

Tal como se puede observar en la Figura 12, los conceptos computacionales de
modularidad y estandarizacion se observan a distintos niveles de hardware donde existen
diversos moédulos especificos que se relacionan entre si, y que pueden ser reubicados
cumpliendo siempre la misma funcién. En el caso de la biologia, estos conceptos se
refieren a la estructura particular del ADN, el cual esta constituido por 4 nucleétidos que,
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segun el orden en que se ubiquen, codifican para la informacion genética del organismo.
De esta misma forma, los genes poseen modulos estandares que cumplen labores
diferentes en cuanto a la informacion que entregan (promotor, sitio de union al ribosoma,
region codificante, terminador), y luego cada gen puede ser un moédulo en si que
interactia con otros genes para generar alguna respuesta especifica [44],[45].
Actualmente, el mayor repositorio de modulos o partes biolégicas estandarizadas, se
encuentra asociado a la competencia internacional de biologia sintética iIGEM, donde los
distintos equipos que participan afilo a afio en ella, van documentando nuevas partes
utilizadas en sus proyectos, para que asi los equipos venideros puedan utilizarlos en caso
de que lo requieran [46].

Otros conceptos abstraidos de la ingenieria, en este caso de la eléctrica, son la regulacion
mediante switches y los osciladores. Si bien estos conceptos existen en la biologia
“natural” tal como se observa en la Figura 13, son unos de los conocimientos mas
importantes de comprender para la disciplina, y también son de los mas interesantes de
implementar al momento de crear nuevos sistemas biologicos, pues permiten definir al
organismo como una biomaquina programable, capaz de autorregularse segun los
estimulos percibidos [47].

Electronica Biologia Biologia sintética
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Figura 13. Relacion entre la electronica y la biologia sintética. Las flechas con punta indican activaciéon del promotor,
mientras que las flechas truncadas indican represion. Adaptada de Khalil et. al., 2010 [47].

Como ya se ha mencionado, comprender los mecanismos de regulacién biolégicos ha
sido de suma importancia para el planteamiento de los sistemas sintéticos. Actualmente
se pueden clasificar en transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales, como se
muestra en los ejemplos de biosensores de la Figura 14. La regulacion transcripcional
esta asociada con el control de la expresion de genes, la cual puede ser posible gracias
al operador que poseen los promotores, de forma natural o bien creado para una funcion
especifica que se quiera lograr. La regulacion traduccional hace referencia al control de
la expresion de proteinas mediante la mutacion del RBS (sitio de union a ribosoma),
aunque actualmente existen técnicas mas avanzadas que utilizan ribozimas o
“riboswitches” que censan y responden ante pequefias moléculas o pequefios fragmentos
de ARN (ARNSsi) para silenciar o degradar ARNm. Finalmente, la regulacion post-
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traduccional tiene que ver con la estructura 3D que tendran las proteinas obtenidas
mediante ingenieria (mediante métodos computacionales predictivos), que son creadas
con alguna funcién especifica segun lo que se quiere lograr en el organismo que la
producira [47],[48].
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Figura 14. Niveles de regulacion en biologia. Adaptada de Khalil et. al., 2010 [47].

El principal desafio que posee la biologia sintética actualmente tiene que ver con la
implementacion de los sistemas para crear un nuevo “hardware” celular.
Lamentablemente, las técnicas de laboratorio bioldgicas que existen hasta ahora no son
lo suficientemente estandares como para proveer resultados certeros al primer intento
como si lo puede hacer la fisica con la ingenieria eléctrica. Por ello, la mayor parte de
proyectos de biologia sintética deben realizar varias iteraciones antes de obtener el
comportamiento buscado en el organismo disefiado. En consecuencia, una vez mas el
uso de herramientas computacionales como el disefio racional basado en modelos
matematicos, suele ser bastante util para mejorar el resultado obtenido y ahorrar tiempo
en cuanto al trabajo iterativo de laboratorio [44],[49].

2.6. Productos biolégicos de interés comercial

En la actualidad, la produccion de diferentes compuestos quimicos utilizando biomasa
como materia prima y/o como sistema productor, resulta una oportunidad interesante de
prospectar en cuanto a la incorporacion del concepto de sustentabilidad en los distintos
procesos productivos a nivel mundial. Estos productos quimicos de origen biolégicos,
también llamados bioproductos, deben ser competitivos con respecto a la produccion
estdndar actual derivada del petréleo, considerando que pueden proporcionar
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reemplazos directos o reemplazos Unicos y funcionales que solo se generan a partir de
biomasa. Estos ultimos son considerados los mas importantes para impulsar el desarrollo
de una biorrefineria econémicamente viable y sostenible, aunque para lograr un
posicionamiento de ellos en el mercado, es necesario realizar una gran cantidad de
pruebas con el objetivo de demostrar que poseen iguales propiedades que la molécula
gue se usa actualmente [50].

En la Tabla 3 se observan los bioproductos con mayor proyeccion segun literatura,
considerando: a) si son reemplazos directos o funcionales; b) la plataforma de produccion
(bioquimica (BC), termoquimica (TC), hibrida entre termoquimica y bioguimica (TC/BC)
y algal); ¢) un puntaje de 1 a 9 en cuanto al avance del desarrollo y su posible masificacion
en un futuro cercano (TRL: Energy Technology Readiness Levels); y d) si estan en curso
de desarrollo para materias primas lignocelulésicas (I1+D) [50].

Tabla 3. Bioproductos mejor proyectados para posicionarse en el mercado en un futuro cercano [50].

Bioproducto Clasificacion  Plataforma de produccién TRL +D
Butadieno (1,3-) Directo BCy TC/BC 6 Si
Butanodiol (1,4-) Directo BC 8 Si
Etil-lactato Funcional BC (esterificacion) 9 Si
Alcoholes grasos Directo TC, BC, Algal 9 No
Furfural Funcional TCyBC 9 Si
Glicerol Funcional Algal 9 No
Isopreno Directo BC 6 No
Acido lactico Funcional BC 9 Si
Propanodiol (1,3-) Funcional BC 9 No
Propilenglicol Funcional BC 9 No
Acido succinico Funcional BC 9 Si
Xileno (para) Directo BCyTC 6 Si

Considerando los avances en I+D, los TRL més altos, y que la plataforma de produccién
sea bioquimica, los bioproductos que cumplen dichas caracteristicas son acido lactico y
acido succinico. Por otra parte, en la Figura 15 se grafican los precios de mercado de
diversos productos quimicos y su consumo a nivel mundial mostrando que, tanto acido
lactico como &cido succinico, poseen precios de mercado mayores que la gasolina o el
diésel, aunque su demanda global es entre 3 y 4 6rdenes de magnitud menores. No
obstante, son mercados que aun se encuentran en expansion, y que se prevé aumenten
en los proximos afos [50].
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Figura 15. Resumen de los precios de mercado y el volumen de consumo global anual para algunos productos
quimicos. Adaptada de Biddy et. al., 2016 [50].

Por todo lo antes mencionado, se describiran a continuacion, y en mayor profundidad, los
dos bioproductos con mayores proyecciones econémicas.

2.6.1. Acido lactico

El acido lactico (ver Figura 16) es un acido organico que puede ser producido, tanto por
sintesis quimica, como mediante fermentacién. Se encuentra naturalmente en algunos
productos o debido a fermentaciones en el mismo alimento, como es el caso del yogurt.
Ademas, el isémero D-(-)-acido lactico es un metabolito intermediario en la mayoria de
los organismos, desde procariontes anaerébicos, hasta los humanos [51].

A) 0 B) o]

HO
HOH. o1 OH

CH H.C

L

Figura 16. Estructura molecular de los isémeros de &cido lactico: A) L-(+)-4cido lactico; B) D-(-)-acido lactico [50].
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El acido lactico producido de forma quimica se genera a partir de acetaldehido y acido
cianhidrico, obteniéndose una mezcla racémica de los isomeros D y L [50]. El acido
lactico producido biol6égicamente, puede ser generado mediante: bacterias, hongos,
levaduras, microalgas o cianobacterias, ya sea de forma natural o gracias a ingenieria
genética [52]. Dentro de las bacterias empleadas, una de las que mas se utiliza es E. coli
debido a su cultivo sencillo en cuanto al medio que requiere; sin embargo, el mayor
problema de su utilizacion aparece al momento de purificar el acido lactico, ya que E. coli
genera una mezcla de acidos organicos (acido lactico, acido acético, acido formico, acido
succinico y etanol) para balancear los cofactores durante glicdlisis. Por ello, el mayor
desafio actual en cuanto a la produccién en esta bacteria, tiene que ver con aumentar su
rendimiento de produccion [53].

Por otra parte, existen diversas fuentes de carbono desde las cuales es posible realizar
las fermentaciones, entre las que destacan biomasa lignocelulésica y a base de almidén,
desechos de industria agricola y alimenticia (leche), glicerol y microalgas [52].
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Figura 17. Posibles productos generados a partir del &cido lactico. Adaptada de Datta et. al., 2006 [51].

En la Figura 17 se resumen los distintos usos que posee el acido lactico. El 85% de la
demanda corresponde a la industria alimentaria, donde se utiliza principalmente como
acidulante, saborizante, regulador de pH, preservante o para producir otros compuestos
gue pueden ser empleados en una gran variedad de productos que van desde mayonesa
y pan, hasta bebestibles. El otro 15% se utiliza para industria farmacéutica, productos de
cuidado personal, productos industriales y polimeros (PLA), siendo éste ultimo el que
estaria dirigiendo actualmente la expansion del mercado del acido lactico [50],[51].

19



El precio de mercado del acido lactico depende en parte de la industria que lo requiera,
variando entre US$1,30-US$2,30/kg, aunque en general tiende a seguir los precios de la
materia prima (almidon u otros azucares) que suele ser un commodity. Por lo mismo, el
mayor desafio que debe superar el escalamiento de la produccion biolégica sustentable
de acido lactico, es la utilizacion de otros azucares igualmente econdmicos, para que
puedan competir con la materia prima actual [50].

2.6.2. Acido succinico

El 4cido succinico (ver Figura 18), también conocido como acido butanodioico, es un
cristal incoloro soluble en agua, etanol y acetona, y puede ser producido de forma
sintética o0 mediante fermentaciones. Es un intermediario del ciclo del &cido tricarboxilico
(TCA o Ciclo de Krebs) y uno de los productos finales de la fermentacion en metabolismos
anaerobicos [54],[55]. El &cido succinico ha sido postulado como un potencial commodity
de gran aplicabilidad debido a sus facultades para reemplazar un gran nimero de
intermediarios quimicos derivados del del petrdleo [56].

OH

HO
O

O

Figura 18. Estructura molecular del acido succinico [50].

La sintesis quimica de este compuesto se produce a partir de anhidrido maleico
proveniente de n-butano/butadieno, utilizando la fraccion C4 de nafta obtenida desde la
industria del petréleo, tal como muestra la Figura 19. Existen también diversos
microorganismos que producen acido succinico de forma natural, entre los que destacan
algunos hongos, levaduras y bacterias Gram-positivas. Ademés, se han realizado
esfuerzos en biotecnologia por generar E. coli recombinantes que sean grandes
productoras de acido succinico, tanto de forma aerdbica, como anaerébica, obteniendo
rendimientos de 0,85 mol/mol sustrato [55]. Generalmente se utiliza como fuente de
carbono glucosa, sustrato que encarece de gran manera el costo final del producto, por
lo que actualmente se han destinado grandes esfuerzos en investigacién por encontrar
otras fuentes de carbono menos procesadas y mas econémicas, impulsadas también por
la necesidad de utilizar CO2 durante la fermentacion y asi aprovechar los vapores
desechados de otros procesos que sean ricos en este compuesto [56].

20



Petroleo

L Biomasa
Nafta l
l Pretratamiento
Fraccion C4
‘ Eed::;ién . o R L
S— - alitia microoreanismo  AZUcares
0% 0" g m 1o OH ‘—ET fermentables

Hidratacion I

O C0;

Figura 19. Esquema de produccion sintética y bioldgica del 4cido succinico. Adaptada de Bechthold et. al., 2008 [55].

Como se mencion6 anteriormente, el acido succinico posee una gran cantidad de
posibles aplicaciones (ver Figura 20), como: ser intermediario en la industria de las
pinturas y perfumes, saborizante, bacteriostatico o neutralizante en la industria
alimentaria, revestimientos, surfactantes, detergentes, solventes organicos, plasticos
biodegradables y estimulante del crecimiento en animales y plantas [54]. Ademas, es
considerado como un reemplazo para el acido maleico en varias aplicaciones, debido a
que poseen un comportamiento quimico similar [56].
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Actualmente, el elevado precio de mercado del acido succinico, es el tope para que sea
ampliamente utilizado como reemplazo del acido maleico proveniente de la industria
petroquimica. Esto se debe, en parte, a los costos de la materia prima utilizada, aunque
en gran medida el problema radica en los altos costos de recuperacion y purificacion
posterior desde los cultivos, lo cual se ha intentado reducir realizando las reacciones de
conversién a otros compuestos en el mismo caldo de cultivo [56]. Por consiguiente
evaluado como uno de los top 10 de productos con valor agregado, por su versatilidad
en la produccion de un gran namero de commodities a partir de él, resulta interesante
para el mundo investigativo buscar nuevas maneras de produccion biologica de este
compuesto, intentando disminuir sus costos y, por ende, obteniendo un precio competitivo
con sus sustitutos desde la industria petroquimica [50].
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3. HIPOTESIS

La intervencion genética en las vias metabolicas de la bacteria Escherichia coli BAL1611
mediante adicion o delecién de genes o mecanismos regulatorios particulares, permite
restablecer el estado redox interno de la bacteria, aumentar la disponibilidad de
metabolitos de rutas anabdlicas y optimizar la produccion de bioetanol a partir del
consumo de carbohidratos de Macrocystis pyrifera.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Mejorar el consumo de alginato y manitol en las concentraciones presentes en las algas
Macrocystis pyrifera chilenas para la produccion de bioetanol, usando métodos de
biologia sintética para la optimizacion del balance redox citoplasmatico y la disponibilidad
de metabolitos de rutas anabdlicas en Escherichia coli BAL1611.

4.2. Objetivos Especificos

e Estudiar la distribucion de flujos y concentracion de metabolitos en las vias
metabdlicas centrales de Escherichia coli con glucosa como fuente de carbono
mediante modelos cinéticos con regulacion alostérica y compararlos con los de E.
coli BAL1611 con glucosa, manitol y alginato como fuentes de carbono.

e Proponery analizar circuitos genéticos o metabolicos de control, usando métodos
de biologia sintética, que permitan restablecer los niveles de poder reductor dentro
de la Escherichia coli BAL1611, comparables a los niveles del metabolismo de E.
coli en base a glucosa.

e Proponer nuevos productos de interés comercial que se pueden generar desde la
degradacion por Escherichia coli BAL1611 del alginato y manitol presentes en
Macrocystis pyrifera, sin producir desbalances energéticos, redox o metabdlicos
por si solos, o que puedan ayudar a balancear los requerimientos metabdlicos de
la produccién de etanol.
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5. METODOLOGIA

Para llevar a cabo los objetivos planteados en la seccidn anterior, se dividi el trabajo en
tres grandes etapas: una primera que tiene relacién con el estudio de las vias centrales
de Escherichia coli BAL1611 para determinar el problema metabdlico que se traduce en
bajas producciones de etanol; una segunda que hace referencia a la busqueda de nuevos
productos generados por la E. coli BAL1611 a partir del alga chilena M. pyrifera; y una
tercera relativa a la propuesta genética o metabdlica que permita mejorar la produccion
de etanol y los otros productos de interés, a partir de Macrocystis pyrifera.

5.1. Mejorain silico de Escherichia coli BAL1611

5.1.1. Analisis in silico de Escherichia coli nativa

Lo primero que se realizd fue escoger el modelo a utilizar para las simulaciones. En
cuanto a la escala —6mica en la cual trabajar, se decidié6 que la mas apropiada es la
escala metabdlica debido a que permite observar lo que sucede con las concentraciones
de los metabolitos dentro de la BAL1611, especificamente con el poder reductor,
considerado como principal hipotesis del problema de la bacteria. Por otra parte, un
modelo cinético permite analizar el comportamiento de los metabolitos en el tiempo, por
lo que resulta una mejor alternativa que un modelo estequiométrico dada la mayor
cantidad de informacion que se puede obtener. Teniendo en cuenta estos dos aspectos,
el modelo que mejor se ajusta es el desarrollado en el trabajo de Millard et. al., 2017 [12],
siendo ademas uno de los mas completos en cuanto a las vias metabdlicas modeladas
y, segun los estudios realizados en ese trabajo, este modelo a escala metabdlica es
capaz de describir completamente el comportamiento de la bacteria.

El modelo cinético de Millard et. al., 2017 [12] posee 67 metabolitos y 64 reacciones,
incluyendo una que describe el crecimiento, la fosforilacion oxidativa y el balance del
poder reductor en la bacteria. Considera como constantes los volimenes extracelular,
periplasmico e intracelular (en una proporcién 100:0,25:1), las concentraciones de COA,
oxigeno, magnesio y protones al interior de la célula (ver Anexo A). Ademas, esta
desarrollado en el software COPASI, el cual posee una interfaz util para el planteamiento
de modelos matematicos cinéticos y sus simulaciones. Sin embargo, es un tanto limitado
en cuanto a la visualizacion de los resultados de las simulaciones que en él se realicen,
y para sistemas con alta no linealidad puede presentar problemas al momento de resolver
el sistema de ecuaciones diferenciales. En particular, la simulacion de los flujos no era
posible de observar, aunque si la de concentracion de metabolitos en el tiempo [58].

Por la razon descrita en el parrafo anterior, y buscando tener mayor libertad en cuanto a
la forma de mostrar resultados, se decidié traspasar el modelo a Matlab, software
ampliamente utilizado en ingenieria y ciencias que permite trabajar con un lenguaje
matematico de matrices y arreglos para crear algoritmos y modelar diferentes sistemas
[59]. Se transcribié el sistema de ecuaciones diferenciales que modela el cambio de
concentracion de cada metabolito en el tiempo, asi como las velocidades de reaccion de
cada una de las enzimas que forman parte del modelo.
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Luego de transcribir el modelo a Matlab, se decidié conocer la sensibilidad de éste frente
al sustrato. Asi, se realizaron pruebas para pequefias variaciones de glucosa en torno al
valor de flujo de sustrato del modelo original aproximadamente 0,5y 1,5 veces éste (entre
0,1 y 0,4 [mmol/s], la del modelo original es 0,23 [mmol/s]). También se realizaron
pruebas para grandes variaciones de flujo de glucosa con respecto al valor original (entre
8,38y 67 [mmol/L]), escogiendo como valor maximo, el flujo equivalente al que se agrega
en un cultivo batch en laboratorio (10-12 [g/L]) [60],[61].

5.1.2. Construcciéon del modelo cinético de E. coli BAL1611

Luego del analisis in silico de E. coli nativa, es necesario realizar el estudio del
metabolismo de BAL1611 para compararlo con la bacteria nativa, y asi determinar
cual(es) es(son) el(los) problema(s) a nivel metabdlico que genera(n) la baja produccion
de etanol para el caso de degradacion de M. pyrifera. Por esto, el primer paso logico seria
construir el modelo cinético incorporando las reacciones y metabolitos relacionados con
los sistemas caracteristicos de la BAL1611. No obstante, se decidi6 realizar previamente
una mejora del modelo escogido gracias a la incorporacién de algunas reacciones
presentes en otros modelos cinéticos existentes de Escherichia coli.

Para ello, se realiz6 una comparacion entre las distintas reacciones presentes en diversos
modelos encontrados en literatura y las que contiene el modelo escogido de Millard et.
al. Luego, se decidi6 cuales son aquellas enzimas que se incorporaron al modelo,
considerando que debian ser cinéticas independientes de factores transcripcionales y
gue no fueran ademas isoenzimas de alguna ya existente en el original.

Posteriormente, se realizaron simulaciones para corroborar que el modelo seguia
resolviendose adecuadamente, utilizando glucosa como fuente de carbono, a la
concentracion del modelo original como sustrato. Se probd primero con cada sistema
incorporado por separado, y luego con la adicién paulatina de los sistemas.

Para continuar, se realizo la construccion del modelo cinético de la E. coli BAL1611 como
tal. Para ello, lo primero que se debi6 tener en consideracion es que posee un knock-out
de los sistemas de lactato y formiato, por lo que en realidad estas reacciones
anteriormente incorporadas al modelo, no fueron realmente utilizadas al momento de
realizar las simulaciones, a pesar de que este cuenta con ellas en caso de necesitar ser
empleadas. Luego, en cuanto a las rutas incorporadas en la BAL1611, se debid
desarrollar una busqueda bibliografica para determinar las expresiones matematicas de
las velocidades y los valores de los parametros de las enzimas involucradas.

5.1.3. Comparacion de las vias metabdlicas entre E. coli nativay BAL1611

Una vez que el modelo esta construido, se da paso a las simulaciones para estudiar el
metabolismo de E. coli BAL1611y, de esta forma, determinar cual es la causa de la menor
generacion de etanol a partir del alga chilena. Para ello, la metodologia general de estas
simulaciones fue ir dejando fuera algunos de los flujos incorporados para el sistema de
la BAL1611 hasta encontrar la razén de la baja productividad de etanol, y luego ir
reincorporandolos paulatinamente junto con la posible solucion, para corroborar que
efectivamente se resuelve el problema.

25



Las primeras simulaciones realizadas se ejecutaron con el modelo completo, para los tres
distintos sustratos: glucosa, manitol y DEHU. De ellas se analiz6 la influencia de las
concentraciones de los distintos metabolitos en la funcién de crecimiento, y se estudiaron
ademas, los flujos en las rutas de degradacion de alginato y manitol.

Debido a los resultados de las primeras simulaciones, se decidié probar con flujos fijos
de entrada directamente a los metabolitos KDPG para DEHU (enzima que convierte KDG
en KDPG) y F6P para manitol (enzima que convierte MANI en F6P), con el fin de obtener
resultados comparables al caso de glucosa. Para ello, se consider6 como valor maximo
de flujo de entrada total (suma de DEHU y manitol) el valor determinado por el modelo
original para la entrada de glucosa (0,23 [mmol/s] [12]). Se realizaron de esta forma las
simulaciones de la E. coli BAL1611 para cada una de las proporciones de DEHU:manitol
descritas en la Tabla 1, asi como para glucosa. También, se decidio estudiar la influencia
de la produccion heteréloga de etanol en los flujos internos de la bacteria, por lo que se
simul6 también a la E. coli sin produccion de etanol, pero utilizando como sustrato DEHU
y manitol puros, ademas de realizar simulaciones utilizando glucosa como sustrato,
manteniendo fijo el flujo de produccién de etanol obtenido en las simulaciones para cada
proporcién de DEHU:manitol.

A partir de estas simulaciones, se analiz6 a la E. coli sin produccion de etanol con
diferentes sustratos; se comparé a la BAL1611 con respecto a la E. coli nativa con
glucosa, DEHU o manitol como sustrato; se comparé a la BAL1611 con distintas
proporciones de DEHU:manitol con respecto a E. coli nativa; y se compar6 a la BAL1611
con distintas proporciones de DEHU:manitol con respecto a la BAL1611 con glucosa,
para una misma producciéon de etanol. Para comparar, se construyeron esquemas
graficos de las rutas metabdlicas de la E. coli BAL1611 con los flujos de las distintas vias
simuladas, y luego se analiz6 cédmo varian estos a medida que se modifican las
proporciones de los distintos sustratos. Se construyd, ademas, graficos de rendimiento
de producto versus sustrato y crecimiento versus sustrato, aunque este Ultimo no es
comparable con los resultados experimentales previamente obtenidos y expuestos en el
apartado 2.3. Por lo mismo, se decididé calcular la distribucion de moles de carbono
destinados a producto (etanol), crecimiento, mantenimiento y otros productos (acetato y
succinato), para cada una de las proporciones de DEHU:manitol descritas en la Tabla 1.

De estas simulaciones se obtuvo algunos indicios de posibles problemas para la
produccion de etanol a partir de M. pyrifera, por lo que se realizaron nuevas simulaciones
cambiando parametros de las enzimas involucradas, o eliminando sistemas completos,
dependiendo del caso. Se construyeron gréficos de rendimiento de producto versus
sustrato y crecimiento versus sustrato, junto con calcular la distribucién de moles de
carbono en E. coli.

Luego, como la hipétesis de la tesis es que el problema de la bacteria es el desbalance
redox interno, se reincorpora el flujo correspondiente a la enzima DehR de la ruta de
degradacion de alginato (que va de DEHU a KDG), pues en esta reaccion se utiliza poder
reductor. Sin embargo, al igual que en las simulaciones anteriores, se consideré como un
flujo fijo de entrada de DEHU, para poder ser comparado con las simulaciones con
glucosa. En el caso de E. coli BAL1611, la enzima de Vibrio incorporada utiliza NADH,
aunqgue generalmente se emplea NADPH en esta reaccion; por esto se decidié hacer dos
simulaciones (una utilizando NADH y otra utilizando NADPH) para observar si existe
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alguna diferencia en el cofactor empleado. Para comparar, se construyeron graficos de
rendimiento de producto versus sustrato y crecimiento versus sustrato.

5.1.4. Estudios para maximizar la produccion de etanol

Una vez realizado el andlisis para comprender el comportamiento del metabolismo de E.
coli BAL1611 cuando es cultivada con distintos sustratos, se procedio a realizar la
optimizacién in silico de la produccion de etanol, la cual se llevd a cabo mediante un
andlisis por fuerza bruta de todos los knock-out y sobreexpresiones posibles, con un
méaximo de tres cambios por simulacion. Con el propésito de alcanzar el objetivo
propuesto, se utilizé el mismo modelo dinamico que se construyo en el apartado 5.1.2
debido a que, un modelo estequiométrico en estado estacionario, habria entregado la
respuesta logica de aumentar la alimentacién para obtener mas producto, dada la
linealidad del problema.

El modelo dinamico cuenta con alrededor de 90 velocidades de reaccion, por lo que el
total de simulaciones aproximadamente corresponde a 12.000. Dada esa cantidad de
pruebas, se realizaron modificaciones en la forma del planteamiento del modelo,
buscando perfeccionar el tiempo de procesamiento del mismo. Estos cambios tienen que
ver principalmente con el planteamiento del sistema de EDO’s como uno matricial (ver
matriz estequiométrica en Anexo B), para que de esta forma las operaciones matematicas
se ejecutaran eficientemente.

También es importante mencionar que algunas enzimas no pueden ser variables, por lo
gue fueron excluidas de las posibles mutaciones a simular. Estas enzimas tienen que ver
principalmente con los sistemas de alimentacion (glucosa, DEHU y manitol), la salida de
etanol y la degradacion de acetato en el extracelular, y los sistemas de lactato y formiato
gue se eliminaron de la E. coli BAL1611.

Por otra parte, con algunos de los knock-out o sobreexpresiones se obtenian resultados
que no eran fisicamente factibles. Por este motivo, se revisaron las reacciones asociadas
a dicho problema, y se determindé que aquellas que involucraban un cambio de pH
estaban planteadas de manera independiente al sentido de ese gradiente, por lo que se
realizaron cambios en las ecuaciones para hacerlas dependientes al signo del cambio de
pH, obteniendo las que aparecen en el Anexo C. Ademas, se debid imponer un rango
biol6gicamente aceptable para el pH del periplasma de la bacteria (entre 4 y 10), junto
con la condicion de borde para todos los metabolitos de que debian ser concentraciones
mayores o iguales que cero.

Una vez realizados los cambios en el modelo, se decidié estudiar la importancia de
considerar limites biologicamente factibles para el crecimiento y las razones de poder
reductor y disponibilidad energética, con el fin de descartar aquellas combinaciones de
knock-out o sobreexpresiones que lleven a la bacteria a extremos de estrés metabolicos
con tal de generar grandes cantidades del producto. Para ello, se realizdé simulaciones
gue involucren un solo cambio al genoma (ya sea knock-out o sobreexpresion) para cada
sustrato (glucosa, manitol, alginato y combinaciones de estos ultimos), y luego se grafico
coémo varian los resultados obtenidos al ser mas o menos restrictivo con respecto al
crecimiento del microorganismo. Los limites de poder reductor y disponibilidad energética
fueron escogidos como 0,5 y 2 veces los valores resultantes de las simulaciones
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realizadas en el apartado 5.1.3, considerando que bajo o sobre estos niveles la bacteria
estaria sufriendo de un estrés suficiente como para no poder sobrevivir. De la misma
forma, se escogid los valores restrictivos para crecimiento entre el valor minimo tedrico
calculado para una E. coli estandar (Anexo D) y el crecimiento base para cada sustrato
(obtenido en las simulaciones realizadas en el apartado 5.1.3).

Este mismo andlisis descrito se realiz0 para combinaciones de dos mutaciones
simultaneas, comparando los flujos maximos para cada sustrato con los que ya se
obtuvieron en el apartado anterior, para determinar si resulta pertinente y sensato realizar
el esfuerzo a nivel de ingenieria molecular para llevar a cabo los cambios sugeridos.

A partir de los resultados obtenidos, se decidié probar con algunas combinaciones clave
de tres 0 mas mutaciones a la vez, con el fin de analizar si era factible encontrar alguna
mezcla de knock-out y sobreexpresiones que produjeran flujos mayores de etanol.

5.2. Busquedade nuevos productos generados por E. coli BAL1611

Segun lo descrito anteriormente en el apartado 2.6, existen diversos bioproductos de alto
interés comercial que estan adquiriendo cada vez mas importancia a nivel mundial. Dos
de ellos destacaban como los con mayor avance y alentadoras proyecciones en la
actualidad: acido lactico y acido succinico. Por este motivo, tal como se hizo para la
optimizacién de la produccién de etanol, se decidid realizar un estudio para optimizar la
produccion de cada uno de ellos mediante un analisis por fuerza bruta de todos los knock-
out y sobreexpresiones posibles, con un maximo de tres cambios por simulacién,
utilizando el mismo modelo dindmico.

Al igual que en el apartado 5.1.4, se estudio si las soluciones propuestas pertenecian al
espacio biolégicamente factible para cada concentracion de sustrato, determinado por el
crecimiento, las razones de poder reductor y disponibilidad energética. Para ello, se
realiz6 simulaciones que involucren un solo cambio al genoma (ya sea knock-out o
sobreexpresion) para cada sustrato (glucosa, manitol, alginato y combinaciones de estos
ultimos) y para ambos productos, y luego se graficé como varian los resultados obtenidos
al ser mas o0 menos restrictivo con respecto al crecimiento del microorganismo. Los limites
de poder reductor, disponibilidad energética y crecimiento fueron los mismos que se
utilizaron en el apartado 5.1.4.

Este mismo analisis descrito se realiz6 para combinaciones de dos mutaciones
simultdneas, comparando los flujos maximos para cada sustrato con los que ya se
obtuvieron en el apartado anterior, para determinar si resulta pertinente y sensato realizar
el esfuerzo a nivel de ingenieria molecular para llevar a cabo los cambios sugeridos.
Dependiendo de ello, se decidid si proseguir o no con pruebas sobre algunas
combinaciones clave de tres 0 mas mutaciones a la vez, con el fin de analizar si era
factible encontrar alguna mezcla de knock-out y sobreexpresiones que produjeran flujos
mayores de acido lactico o acido succinico.
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5.3. Propuestas para mejorar la produccion mediante biologia
sintética

La biologia sintética permite la generacion de microorganismos que puedan autocontrolar

la produccion de sus enzimas y metabolitos en funcién de los distintos estimulos

percibidos, buscando generar alguna respuesta particular. Por ello, resulta interesante

buscar una solucién al problema de produccion de etanol en la BAL1611 utilizando esta
técnica.

Las simulaciones realizadas previamente entregaron informacion acerca de posibles
mejoras a nivel metabdlico en la E. coli BAL1611 que permitirian mejorar la produccion
de etanol y otros productos, a partir de M. pyrifera. Considerando estas mejoras, se
planted investigar la posibilidad de tener un sistema de control a nivel genético que cense
algun estimulo y, debido a esto, produzca las enzimas necesarias para obtener mejores
rendimientos de producto.

Este sistema quedd planteado para una posterior implementacién en laboratorio, con el
fin de compararlo con los resultados obtenidos en las simulaciones de las mejoras
descritas en el apartado anterior.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Tal como se explico previamente en la metodologia, el trabajo realizado se puede dividir
en tres grandes ejes: el estudio in silico de E. coli BAL1611, la busqueda y evaluacion in
silico de la generacion de nuevos productos a partir del mismo microorganismo, y el
planteamiento de propuestas que involucran biologia sintética para la generacion de los
diversos productos a partir de M. pyrifera.

6.1. Mejorain silico de Escherichia coli BAL1611
6.1.1. Analisis in silico de Escherichia coli nativa

Luego del traspaso del modelo de COPASI a Matlab, se realizaron las simulaciones para
estudiar la sensibilidad a glucosa por parte del sistema, realizando por una parte
pequefias y grandes variaciones de este flujo de entrada en torno al valor original del
modelo, tal como se menciond en el apartado 5.1.1. Los valores de las concentraciones
de metabolitos y los flujos entre ellos, obtenidos a partir de las simulaciones, se
encuentran en el Anexo E.

Para comprender qué sucede en la célula ante los cambios en su alimentacion, se decide
analizar el comportamiento del poder reductor y la disponibilidad energética. Como se
aprecia en la curva amarilla de la Figura 21, a mayores concentraciones de glucosa existe
una mayor actividad catabolica en la célula, debido a que hay mayor produccién de NADH
gue de NADPH. En las curvas de la Figura 22 se puede observar un éptimo de produccién
de ATP aproximadamente a los 0,16-0,17 [mmol/s] de glucosa, valor que es mas bajo
qgue el del modelo original, y a medida que aumenta el consumo de glucosa disminuye la
eficiencia de produccién de etanol. Finalmente, en la Figura 23 y Figura 24 se puede
apreciar que se alcanza un estado estacionario tanto para el poder reductor como para
la disponibilidad energética a medida que aumenta el consumo de glucosa, lo que puede
explicarse debido a la saturacion de las enzimas que modelan la incorporacion de glucosa
a la célula.

Poder reductor para pequefas variaciones de
entrada de glucosa

0,4 2,79
0,3 2,78
0,2 2,77
0,1 2,76

0 2,75

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Entrada de glucosa [mmol/s]

NADH/NAD+ NADPH/NADP+
(NADH+NADPH)/(NAD+NADP) NADH/NADPH

Figura 21. Gréfico del poder reductor para pequefias variaciones del flujo de glucosa en torno al valor original del
modelo.
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Disponibilidad energética para pequefas
variaciones de entrada de glucosa

4,5

. W‘M‘.‘m‘.
3,5
2,5

1,5

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Entrada de glucosa [mmol/s]
—&—ATP/(ADP+AMP) —@—ATP/ADP  —@— ATP/cAMP

Figura 22. Gréfico de la disponibilidad energética para pequefias variaciones del flujo de glucosa en torno al valor
original del modelo.

Poder reductor para grandes variaciones de
entrada de glucosa

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Entrada de glucosa [mmol/s]

—o— NADPH/NADP+ —o— (NADH+NADPH)/(NAD+NADP)
—o— NADH/NADPH —&— NADH/NAD+

Figura 23. Gréfico del poder reductor para grandes variaciones del flujo de glucosa en torno al valor original del
modelo.
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Disponibilidad energética para grandes
variaciones de entrada de glucosa

3 5
2,5 4
3

2
2
1,5 1
1 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Entrada de glucosa [mmol/s]
ATP/ADP ATP/cAMP ATP/(ADP+AMP)

Figura 24. Gréfico de la disponibilidad energética para grandes variaciones del flujo de glucosa en torno al valor
original del modelo.

Los resultados expuestos evidencian que existe un rango para el flujo de alimentacion
dentro del cual es posible observar variaciones en el comportamiento de la célula
modelada, lo que hace suponer que es factible utilizar el modelo como base para la
construccion del de E. coli BAL1611 y para sus posteriores simulaciones con diferentes
sustratos. Ademas, dada la saturaciébn observada en la Figura 23 y Figura 24, se
considera necesario mantener los valores del flujo de alimentacién cercanos o iguales al
del modelo original para asegurar la simulacion adecuada del consumo del sustrato
proporcionado.

6.1.2. Construccion del modelo cinético de E. coli BAL 1611

La comparacion entre las distintas reacciones presentes en cada modelo se encuentra
en el Anexo F. De esta comparacion, algunas de las reacciones que no estan en el
modelo escogido no fueron implementadas, por diversos motivos. Para el caso de GLK y
NON_PTS de la ruta de glicolisis, éstas no fueron incluidas debido a que la ecuacion que
describia la cinética estaba relacionada con factores transcripcionales, lo que se escapa
del marco metabdlico en que estd desarrollado este modelo. Luego, PYKA y PFKB
tampoco fueron incluidas ya que se determin6é que como son isoenzimas de PYK y PFK,
de alguna forma esta incluida su cinética en las respectivas reacciones PYK y PFK del
modelo escogido. Por otra parte, se descubrié que la reaccion GPLX del modelo de
Peskov et. al., 2012 en realidad no esta presente en él, pues tiene una velocidad maxima
con valor cero dentro de su cinética. Finalmente, la reaccion SYN_QH2 tampoco se
incorpord, pues el modelo escogido considera la concentracion de quinonas como una
constante, y su produccion depende de factores de transcripcionales.

De esta forma, se incorporé al modelo cinético las reacciones del modelo de Matsuoka
et. al., 2017 que aparecen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Reacciones incorporadas para mejorar el modelo [42].

Ruta metabdlica Nombre de lareacciéon Sustrato(s) Producto(s)
Reaccion MAEB MAL PYR
anaplerética
Lactato LDH PYR LAC
XCH_RMM_LACp LAC LACp
XCH_RMM_LACx LACp LACXx
Formiato PFL PYR FOR
XCH_RMM_FORp FOR FORp
XCH_RMM_FORX FORp FORX
Etanol ALDH ACCOA AcAld
ADH AcAld ETH
XCH_RMM_ETHp ETH ETHp
XCH_RMM_ETHXx ETHp ETHX
Succinato XCH_RMM_SUCp SUC SUCp
XCH_RMM_SUCXx SUCp SUCXx

Posteriormente, se realizaron simulaciones para corroborar que el modelo sigue
resolviendose adecuadamente, para glucosa a la concentracion del modelo original. Se
puede observar parte de los resultados de dichas simulaciones en la Figura 25y la Figura
26, representados nuevamente por el poder reductor y la disponibilidad energética (los
datos de las simulaciones se encuentran en el Anexo G). En las figuras se puede apreciar
gue las razones de poder reductor y disponibilidad energética no varian con respecto al
original, a excepcion de las combinaciones que poseen el sistema de produccion de
etanol. Esto se puede explicar debido a que la generacion de acetaldehido genera
variaciones en la concentracion de acetilCoA, lo que provoca cambios en la disponibilidad
energética; de la misma forma, la produccion de etanol a partir de acetaldehido requiere
de NADH, lo que produce variaciones en el poder reductor interno de la célula.

Por otra parte, el sistema de formiato no fue exitosamente incorporado, debido a que la
simulacion se detenia rapidamente por problemas de error de tolerancia del integrador.
Se presume que un cambio en la concentracion inicial del metabolito podria eliminar este
problema de simulacién, aunque se decide no probar el cambio de valor adecuado para
resolver la situacion, ya que de todas formas para las simulaciones de E. coli BAL1611
el sistema siempre estaria apagado debido a que la bacteria posee un knock-out para las
enzimas de produccion de formiato.
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Cambio del poder reductor en la mejora del

modelo
15
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-5

Diferentes enzimas incorporadas

—&— NADH/NAD —&— NADPH/NADP
—@— (NADH+NADPH)/(NAD+NADP) NADH/NADPH
Figura 25. Cambio del poder reductor para las distintas enzimas incorporadas para mejorar el modelo. En el eje de
las abscisas, cada punto corresponde a lo siguiente: (1) modelo original, (2) modelo con la enzima MAEB, (3) modelo

con sistema de succinato, (4) modelo con sistema de lactato, (5) modelo con sistema de etanol, (6) modelo con
MAEB y succinato, (7) modelo con MAEB, succinato y lactato, (8) modelo con MAEB, succinato, lactato y etanol.

Cambio de la disponibilidad energética en la
mejora del modelo

O P N W b~ U O

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Diferentes enzimas incorporadas

—@—ATP/(ADP+AMP) —@—ATP/ADP  —@— ATP/cAMP

Figura 26. Cambio de la disponibilidad energética para las distintas enzimas incorporadas para mejorar el modelo. En
el eje de las abscisas, cada punto corresponde a lo siguiente: (1) modelo original, (2) modelo con la enzima MAEB,
(3) modelo con sistema de succinato, (4) modelo con sistema de lactato, (5) modelo con sistema de etanol, (6)
modelo con MAEB y succinato, (7) modelo con MAEB, succinato y lactato, (8) modelo con MAEB, succinato, lactato y
etanol.

Luego, en cuanto a las rutas incorporadas en la BAL1611, se tiene lo siguiente:

e Sistema de manitol: si bien es un sistema nativo de E. coli, no se encuentra
detallado al nivel de conocer las constantes cinéticas de la reaccion involucrada.
Por ello, para plantear la cinética de reaccion se consideré un promedio de los
parametros de diversos microorganismos que cuentan con esta enzima
caracterizada.
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e Sistema de alginato: sucede algo similar al caso de manitol, pues las rutas de
degradacion incorporadas fueron reportadas por primera vez en el mismo trabajo
de construccion de la bacteria transgénica. Para el caso de la enzima KDGK, se
estimé el parametro Kcat @ partir de datos experimentales y el peso molecular de
la enzima (ver Anexo H). Para la enzima DehR se debié considerar el valor
promedio de los parametros de otras enzimas reductasas de acidos hexuronicos
similares al DEHU, pues no hay literatura acerca de la reductasa de DEHU; por
ello se escogio las reductasas de acido ascérbico y de &cido galacturénico. En
cuanto a la enzima EDA, los parametros implementados son promedios de
constantes cinéticas de microorganismos que poseen estas enzimas, distintos a
E. coli., pues el modelo ya posee la enzima EDA de la bacteria nativa. La velocidad
méaxima fue calculada a partir de la actividad especifica, tal como se muestra en el
Anexo I.

e Sistema de etanol heterdlogo: las cinéticas de las enzimas empleadas si fueron
encontradas ya que este sistema es recurrentemente utilizado para produccion de
etanol heteréloga en Escherichia coli [62],[63],[64].

Los valores encontrados en bibliografia y el valor final utilizado para cada parametro se
encuentran en la Tabla 5 a continuacion:

Tabla 5. Parametros utilizados para la construccién del modelo de E. coli BAL1611.

Sistema Enzima Constante Valor encontrado Ref.  Valor promedio
MtID Km 0,038 [mM] [65] 0,4586 [mM]
0,05 [mM] [66]
0,055 [mM] [67]
Manitol
0,15 [mM] [68]
2 [mM] [69]
Kcat 0,0019 [1/] [70] -
KDGK  Km 1 [mM] [71] -
Keat 2.335,87 [1/s] [71],[72] -
DehR Km 0,019-2,5 [mM] [73] 2,451 [mM]
Alginato
0,175-7,11 [mM] [74]
Kcat 5,26-21,51 [1/s] [75] 8,385 [1/5]
0,19-6,88 [1/9] [76]
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Continuacién Tabla 5 Parametros utilizados para la construccion del modelo de E. coli BAL1611.

Sistema Enzima Constante Valor encontrado Ref. Valor promedio
0,039 [mM] [77] 0,103 [mM]
Km 0,1 [mM]
[78]
Alginato  EDA 0,17 [mM]
0,008 [mmol/s] [77] 0,01425 [mmol/s]
Vmax
0,0205[mmol/s] [78]
PDC Km 1,1 [mM] -
[79]
Keat 486 [1/5] -
ADHII Vm_eth 820 [unidad/mg] -
Kma_eth L0 [UM] -
Kmb_eth 27.000 [UM] -
Etanol
Kia_eth 140 [[J M] =
[80]

Vm_AcAld 11.000 [unidad/mg] -

Kma_AcAId 12 [}J M] =

Kmb_AcAld 1.300 [uM] -

Kia_AcAld 18 [uM] -

Por otra parte, todas las reacciones de transporte de sustancias entre cada uno de los
compartimentos fue descrita como un balance de masa (todo lo que sale de un
compartimento debe entrar en otro), utilizando los mismos parametros que contiene el
modelo original para el caso de glucosa (para las entradas de manitol y alginato) y acetato
(para las salidas de lactato, formiato, succinato y etanol).

Finalmente, las velocidades enzimaticas en si y las modificaciones en el sistema de
ecuaciones diferenciales del modelo original se encuentran en el Anexo J.
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6.1.3. Comprension del modelo cinético de E. coli BAL1611 y basqueda
del problema metabdlico para produccion de etanol

Una vez construido el modelo de la E. coli BAL1611, se procedio a realizar las primeras
simulaciones. En ellas se determiné el comportamiento metabdlico in silico de la
Escherichia coli cuando se enfrenta a sustratos como manitol o alginato puro, comparado
con el de E. coli con glucosa. Es importante mencionar que, para este caso, la produccion
heteréloga de etanol no fue considerada en la simulacion.

Los esquemas que describen estos resultados corresponden a la Figura 63 y Figura 64
que se encuentran en el Anexo K. Tal como alli se muestra, la bacteria que solo consume
alginato o manitol puro no es capaz de sobrevivir, con un crecimiento 20 y 41 6rdenes de
magnitud menor al de una E. coli estandar (ver Anexo D), respectivamente. Esto también
se puede comprobar en la Figura 27, donde se muestra que la bacteria solo es capaz de
vivir aproximadamente 28 [s] de simulacion, tanto con DEHU como con manitol como
sustrato.
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Figura 27. Gréfico que muestra el flujo destinado a crecimiento para las simulaciones de E. coli con alginato y manitol
puros como sustrato.

Analizando los flujos obtenidos es posible observar que, a pesar de imponer como flujo
de entrada para alginato y manitol el mismo que el modelo original considera para
glucosa, las enzimas inmediatamente posteriores muestran velocidades muy pequefias
en comparacion a las de las demas enzimas del modelo, lo que hace que en realidad los
sustratos se acumulen en el medio, tal como muestra la Figura 28. Por esta razén se
decide que, para estudiar efectivamente el comportamiento del sistema frente al consumo
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de los azucares de la M. pyrifera, se consideraran flujos de entrada constantes hacia
metabolitos internos de la bacteria. De esta forma, en las simulaciones siguientes se
consideré para DEHU el flujo de entrada directo a KDGP y para manitol a F6P. La
concentracion inicial mayor que alcanzan cada uno de los sustratos, y la suma de ellos
en los casos donde hay presencia de ambos, es la que el modelo consideraba
originalmente para glucosa: 0,23 [mmol/L]; se impone este valor debido a que los flujos
obtenidos se comparan con el caso original con glucosa, en busca de las diferencias
metabdlicas que puedan estar causando la menor produccion de etanol en la bacteria.
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Figura 28. Acumulaciéon de DEHU y manitol en el extracelular, para las simulaciones de E. coli con alginato y manitol
puros como sustrato.

De esta forma, se procedio a realizar diversas comparaciones entre las simulaciones, en
busca del problema que genera la baja produccién de etanol. Por ello, se analiz6 a la E.
coli sin produccién de etanol con diferentes sustratos; se comparé a la BAL1611 con
respecto a la E. coli nativa con glucosa, DEHU o manitol como sustrato; se comparo a la
BAL1611 con distintas proporciones de DEHU:manitol con respecto a E. coli nativa; y se
comparé a la BAL1611 con distintas proporciones de DEHU:manitol con respecto a la
BAL1611 con glucosa, para una misma produccion de etanol. Cabe mencionar que todos
estos resultados corresponden al sistema sin uso de NADH por parte de la ruta de
alginato, mientras que la ruta de manitol si estd provocando variaciones en el poder
reductor porgue la enzima MtID afecta la concentracion de NADH segun las EDOs. Por
ello, posteriormente se debera reincorporar la enzima DehR que es la que utiliza poder
reductor para llevar a cabo la reaccion de degradacion de DEHU.
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6.1.3.1. Comparaciéon de la BAL1611 con respecto a la E. coli nativa, con glucosa
como sustrato

Para esta comparacion, la simulacion de Escherichia coli nativa es considerada como el
caso base para evaluar los resultados de la simulacién de la E. coli BAL1611 con glucosa
como sustrato. El esquema que muestra el resultado de las simulaciones corresponde a
la Figura 65 del Anexo K.

En cuanto a la glicdlisis, se observan flujos mayores que en el caso base, entre 1,05y
1,2 veces. El TCA presenta menores flujos que en el caso base, y la produccion de
glioxilato con respecto a AKG es 1:1. Las reacciones anaplerdticas estan en el sentido
correcto, propiciando la generacion de PEP (con un flujo menor) y produciendo PYR con
un flujo mayor al caso base. En el ciclo de las pentosas los flujos van desde 0,75 a 1,6
veces con respecto al caso base, mientras que para ED se observan los mismos flujos.
Hay bastante menos produccion de acetato (0,18 del caso base). Tanto el crecimiento,
fosforilaciébn oxidativa, ATPasa y disponibilidad energética con flujos menores al caso
base. El flujo de balance de poder reductor esta en sentido contrario al caso base (flujo
del doble, en valor absoluto), lo que indica que la produccién de etanol invierte el flujo del
balance redox.

Todo lo descrito anteriormente podria explicarse debido a la produccion de etanol, que
requiere procesar mayor cantidad de sustrato por la demanda hacia la generaciéon de
producto de 6,3 veces mas que el flujo de etanol basal de E. coli, lo que corresponde a
un flujo de 0,2198 [mmol/s].

6.1.3.2. Comparacion de la BAL1611 con respecto a E. coli sin etanol, con DEHU
como sustrato

Para esta comparacion, la simulacién de Escherichia coli sin produccion de etanol (pero
con las rutas de degradacion de alginato) es considerada como el caso base para evaluar
los resultados de la simulacion de la E. coli BAL1611 con DEHU como sustrato. El
esquema que muestra el resultado de las simulaciones corresponde a la Figura 66 del
Anexo K.

En cuanto a la glicélisis, se observa el flujo G6P-F6P invertido en ambos casos y 100
veces menor para BAL1611; flujos iguales desde GAP hasta PEP, donde nuevamente
disminuyen para ambos casos (103 y 10 para BAL1611). Esto puede atribuirse al lugar
de la ruta metabolica donde entra el DEHU, ya que debe devolverse para completar el
ciclo de las pentosas y las primeras etapas de glicolisis, ademas de la gran entrada
directa en PYR por la degradacion de KDPG. De todas formas, para el caso de la
BAL1611, el flujo luego a ACCOA no alcanza el valor del caso base de la BAL1611 sin
etanol.

El TCA presenta menores flujos que en el caso base, y la produccion de glioxilato con
respecto a AKG es 1:16. Las reacciones anapleréticas estan en el sentido contrario,
propiciando producciéon de OAA en ambos casos; produccién de PYR con un flujo menor
cuando hay produccion de etanol. EI comportamiento descrito podria ser una
particularidad que ocurre por el aumento de produccién de PYR desde ED.
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En el ciclo de las pentosas los flujos van desde 0,02 a 0,13 veces con respecto al caso
base (el caso base ya tiene valores menores al caso con glucosa), mientras que para ED
se observa el flujo 6PG-KDPG invertido en ambos casos. No hay crecimiento cuando se
debe producir etanol (baja concentracion de metabolitos), mientras que la célula sin
etanol tiene un crecimiento 4 6rdenes menor al caso con glucosa. Esto indica que el
alginato por si solo estaria siendo un sustrato con menor rendimiento de biomasa que la
glucosa.

Fosforilacion oxidativa con flujos menores al caso base (sin etanol flujos a la mitad del
caso con glucosa) y ultimo citocromo con flujo invertido cuando se produce etanol;
ATPasa consumiendo ATP para el caso de produccién de etanol. La disponibilidad
energética esta orientada netamente a la generacion de ATP. El balance de poder
reductor esta en el mismo sentido en ambos casos, aunque con un flujo 0,02 veces
menor. Estos resultados estarian dando indicios de problemas con la disponibilidad
energética y el balance del poder redox internos.

En este caso, 0,23 [mmol/s] de DEHU produce 0,1534 [mmol/s] de etanol en la BAL1611,
lo que equivale a 0,7 del obtenido con glucosa como sustrato. Ademas, es una produccion
aparente, ya que en realidad la célula no crece (flujo a crecimiento 13 érdenes de
magnitud menor al de una E. coli estdndar (Anexo D)).

6.1.3.3. Comparacion de la BAL1611 con respecto a E. coli sin etanol, con manitol
como sustrato

Para esta comparacion, la simulacién de Escherichia coli sin produccion de etanol (pero
con las rutas de degradacion de manitol) es considerada como el caso base para evaluar
los resultados de la simulacion de la E. coli BAL1611 con manitol como sustrato. El
esquema que muestra el resultado de las simulaciones corresponde a la Figura 67 del
Anexo K.

En cuanto a la glicolisis, se observa el flujo G6P-F6P invertido en ambos casos y aunque
de igual magnitud; flujos levemente mayores desde F6P hasta PEP para el caso de la E.
coli BAL1611 (0,06 mayores que el caso de E. coli sin produccion de etanol). Esto puede
atribuirse a que las enzimas de produccién de etanol que se encuentran rio abajo influyen
en que mayor flujo se redireccione en ese sentido. De todas formas, para el caso de la
BAL1611, el flujo luego a ACCOA no alcanza el valor del caso base de la E. coli sin etanol.

El TCA presenta menores flujos que en el caso base (aprox. 0,7), y la produccién de
glioxilato con respecto a AKG es 41:50. Las reacciones anaplerdgticas estan en el mismo
sentido que el caso base, con un flujo neto cercano a cero entre PEP-OAA.

En el ciclo de las pentosas y ED, los flujos son similares al caso base. El crecimiento se
reduce a la mitad cuando se debe producir etanol, mientras que la célula sin etanol tiene
un crecimiento mayor al caso con glucosa (0,22 mayor). Esto indica que el manitol por si
solo es un sustrato con mayor rendimiento de biomasa que la glucosa.

Fosforilacion oxidativa y ATPasa con flujos menores al caso base (0,81). La disponibilidad
energética es similar en ambos casos. El balance de poder reductor estd en sentido
contrario al caso base (flujo del 0,85 en valor absoluto).
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En este caso, 0,23 [mmol/s] de manitol produce 0,1995 [mmol/s] de etanol en la E. coli
BAL1611, lo que equivale a 0,91 del obtenido con glucosa como sustrato.

6.1.3.4. Comparacion de la BAL1611 con distintas proporciones de DEHU:manitol,
con respecto a E. coli nativa

Para esta comparacion, la simulacion de Escherichia coli nativa es considerada como el
caso base para evaluar los resultados de la simulacion de la E. coli BAL1611 con distintas
mezclas de DEHU:manitol como sustrato. Los esquemas que muestran el resultado de
las simulaciones van desde la Figura 68 a la Figura 73 del Anexo K.

En cuanto a glicélisis, para todas las proporciones de alginato y manitol que son
administradas como sustrato, se observa que el flujo de G6P a F6P se encuentra invertido
(produciendo G6P) y con un valor menor al del flujo original con glucosa. El valor mas
alto de este flujo se presenta para manitol puro, y llega solo a la mitad del flujo en el caso
base. Esto puede explicarse debido a que la entrada de manitol se encuentra
precisamente en uno de los metabolitos involucrados en esta reaccion (F6P), por lo que
a mayor concentracion de F6P hay mayor flujo para repletar G6P y la ruta de las pentosas.

Por otro lado, los demas flujos de glicdlisis van aumentando su flujo a medida que hay
mas concentracion de manitol en el sustrato inicial, llegando al 0,99 del caso base para
manitol puro. En particular, la enzima PFK (F6P a FBP) es la que posee un mayor flujo a
medida que aumenta el suministro de manitol, y es gracias a esto que se logra equiparar
el valor al flujo del caso base para el sistema con manitol puro. Es debido a esta
observacion que se presume que sobreexpresar la enzima PFK podria ayudar a mejorar
la produccién de etanol.

En cuanto a los flujos entre PEP y PYR, a medida que hay mas concentracion de alginato
el flujo de la enzima PYK desaparece, haciendo que en vez del camino descrito por el
caso base PEP-PYR el flujo recorra el camino PEP-OAA-MAL-PYR. La enzima
involucrada en este flujo es inhibida en grandes concentraciones de ATP, Piy SUCCOA.
Sin embargo, las concentraciones en estado estacionario de estas moléculas para el
sistema con alginato puro son 0,08, 0,09 y 0,003 del caso base, respectivamente, por lo
que se descarta una posible inhibicion por concentracion. De la misma forma, las
concentraciones de PEP, PYR y MgATP también son menores, correspondientes al 0,3,
0,4 y 0,84 de los valores en la bacteria nativa, lo que podria explicar por qué el flujo
desaparece.

Finalmente para glicélisis, cabe destacar que a medida que hay mayor suministro de
manitol existe un mayor flujo de produccién de ACCOA para la BAL1611, gracias al flujo
aportado por la enzima heter6loga del sistema de etanol incorporada en esa ruta. De
hecho, para la proporcién del sustrato que posee la S. japdnica y para concentraciones
de manitol mayores, el flujo es el mismo que para el caso base de la E. coli nativa. Esto
también se explica por el flujo de la enzima PFK gracias la entrada de manitol a F6P.

En cuanto al TCA, los datos muestran que los flujos presentes en €l poseen mayores
valores para el caso que simula las proporciones de la S. japonica que para las demas
mezclas de azucares, correspondientes a 0,6 veces los flujos del caso base. Esto se debe
a que, a pesar de que hay mayor flujo hacia ACCOA, se destina también mas flujo hacia
la produccién de etanol.
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A medida que hay mayor concentracion de manitol en el sustrato, se observa un mayor
flujo hacia produccion de glioxilato, hasta la proporcion correspondiente a S. jap6nica. A
partir de ese punto, al aumentar el manitol se observa que se destina menor flujo hacia
glioxilato. De hecho, la proporcién de GLX/AKG observada para S. japonica es la misma
gue se observa en el caso base.

Como ya se mencion6 antes, para los casos con mayor proporcion de alginato se observa
que las reacciones anapleréticas estan favoreciendo la produccion de OAA, para luego
generar MAL, y a partir de €l producir PYR. Esta situacion ocurre para alginato puro y
para la proporcion correspondiente a M. pyrifera, mientras que a partir de ese punto se
restablece la produccion de PEP mediante las reacciones anapleréticas, aumentando el
flujo neto a medida que aumente la proporcién de manitol, hasta llegar al caso de manitol
puro donde se observa un 0,17 del flujo del caso base. Por otra parte, la produccion de
piruvato a partir de malato va decreciendo a medida que aumenta la proporcidon de
manitol. Esto se explica ya que el flujo de produccion de MAL (y por consiguiente OAA)
tiene un peak en la proporcion correspondiente a S. japonica, disminuyendo
considerablemente para el caso de manitol puro, alcanzando un valor similar (aunque
levemente mayor) al de M. pyrifera. Esto mismo podria explicar la necesidad de la ruta
de cambiar el flujo original de PEP-PYR por PEP-OAA-MAL-PYR.

En cuanto a la ruta de las pentosas, el valor de los flujos es bastante variable. Para
mayores concentraciones de alginato se observa que los flujos son menores al caso base;
luego se observa que a mayor manitol algunos flujos alcanzan valores del doble del caso
base, intentando llevar mayor flujo hacia glicélisis, sin embargo, el caso de 3:10 de
DEHU:manitol se sale de la tendencia, teniendo valores a lo mas similares al caso base.

Para la ruta de ED, se observa que el flujo de KDPG a PYR y GAP se mantiene cercano
al valor de 0,077 mmol/s para el rango de entrada de DEHU desde 0,23-0,088 mmol/s
(correspondientes a las proporciones 1:0 hasta 5:8), lo que hace suponer que esta enzima
(EDA) podria estar saturada. De hecho, si se analizan las concentraciones de los
metabolitos implicados y se comparan con sus Km respectivos en la cinética enzimatica,
se puede observar que efectivamente hay una saturacion de la enzima EDA por
concentracion de KDPG para las proporciones 1:0 hasta 5:8.

La produccion de acetato en la mayor parte de los casos presenta un ciclo futil entre
ACCOA-ACE-ACP, ya que los flujos entre ellos son iguales para cada simulacién. El
unico caso donde los flujos son diferentes entre ellos es para alginato puro, donde las
bajas concentraciones de metabolitos internos en general hacen necesaria la entrada de
acetato desde el medio externo. Ademas, en todos los casos los flujos son menores al
caso base. Por ello, la eliminacion del sistema de produccion de acetato podria ser
evaluado con el fin de destinar mayor flujo de ACCOA a la produccion de etanol.

En cuanto a la generacion de etanol, se produce entre 3 y 5,9 veces lo que se genera
como etanol basal en la E. coli nativa. La menor produccion esta dada para la condicién
de la M. pyrifera (menor incluso que para alginato puro), mientras que la mas alta se da
para la proporcion 3:10. En todos los casos la produccion de etanol se debe casi
totalmente al sistema heterélogo incorporado en la BAL1611.

Para el caso de alginato puro no se observa crecimiento de la BAL1611, lo que puede
ser explicado debido a las bajas concentraciones de todos los metabolitos involucrados
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en éste. De hecho, si se analizan los valores de los parametros involucrados en la
ecuacion de crecimiento (ver Tabla 25 en Anexo L), se observa que 10 de los 14
metabolitos tienen un cambio porcentual mayor al 90% con respecto a la bacteria nativa
con glucosay, en particular, los que mas variacion generan en la ecuacion de crecimiento
son OAA, G6P, F6P, AKG, y R5P (en dicho orden), metabolitos de TCA, glicolisis y ruta
de las pentosas. También es interesante observar que el valor del parametro para
ACCOA y para NAD es mayor para DEHU, y eso es porque la concentracion de estos
metabolitos es mayor para este sistema que para el caso base.

Para los demas casos el crecimiento es solo de un orden menor o del mismo orden del
caso base. Para la S. japonica, el crecimiento es de la mitad del caso base, mientras que
para M. pyrifera es un orden menor. Cabe destacar que una E. coli estandar puede tener
un crecimiento de hasta 5 érdenes de magnitud menor al que se obtiene con el modelo
para el caso base (ver Anexo D).

En cuanto a la fosforilacion oxidativa y ATPasa, se observa que a medida que hay mayor
presencia de manitol en el sustrato, hay mayores flujos en la cadena transportadora de
electrones y en la ATPasa. De hecho, para manitol puro, algunos valores de la
fosforilacién oxidativa llegan a 0,9 y la ATPasa a 0,82 del caso base.

Con respecto a la disponibilidad energética, a medida que aumenta el manitol en el
sustrato se observa que los flujos hacia AMP y cAMP se hacen mayores al caso base,
mientras que hacia sustratos con mayor alginato los flujos son siempre menores al caso
base, y propician la generacién de ATP. Por otra parte, el balance de poder reductor
muestra que el flujo estd propiciando la produccion de NADH y NADP, en sentido
contrario con respecto al caso base, acercandose cada vez mas a éste a medida que hay
mas manitol en el sustrato.

Cabe mencionar ademas que en ninguna de estas proporciones de DEHU:manitol se
obtiene mayor produccion de etanol que para el caso con glucosa, tal como se puede ver
en la Figura 29.

Produccion de etanol en BAL1611 con distinto sustrato
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Figura 29. Comparacion de la produccion de etanol en BAL1611 con glucosa versus diferentes proporciones de
alginato y manitol.

También es interesante comparar los rendimientos de biomasa y producto obtenidos en
esta simulacion con los que se obtuvo experimentalmente (Figura 5 y Figura 6). Para el
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caso del rendimiento de producto se obtienen los resultados expuestos en la Figura 30,

donde se puede ver que, al menos cualitativamente, la curva se asemeja a la obtenida
experimentalmente.
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Figura 30. Rendimiento de producto versus sustrato para las distintas proporciones de DEHU/manitol.

Sin embargo, el rendimiento de biomasa de las simulaciones no es comparable al
obtenido experimentalmente, debido a que el modelo define el crecimiento como el
aumento de moles de una Unica célula, mientras que experimentalmente el crecimiento
gue se mide es el del cultivo celular. De todas formas, en la Figura 31 se puede ver que
el rendimiento de biomasa es aumenta a medida que hay mayor cantidad de manitol en
el sustrato, y que con alginato puro no hay crecimiento. Se realizdé entonces un balance
de moles para comparar la distribucion de moles de carbono destinados a crecimiento,
producto, mantenimiento y salidas, tal como se muestra en la Tabla 6. De este analisis
se desprende que en cuanto a moles de carbono, los mejores sustratos son aquellos con
mayor concentracion de manitol, ya que muestran mayores rendimientos de producto y
biomasa, y menores flujos de carbono destinados a mantenimiento.
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Figura 31. Rendimiento de biomasa versus sustrato para las distintas proporciones de DEHU/manitol.
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Tabla 6. Distribucion de carbono en cada célula, segun sustrato administrado.

DEHU:MANI:GLC Yeis Yxis Manten./sust. Salida/sust. Total
0:0:1 (E. coli nativa) 5% 42% 52% 2% 100%
1:0:0 22% 0% 78% 0% 100%
10:3:0 (M. pyrifera) 19% 2% 78% 1% 100%
8:5:0 23% 7% 69% 1% 100%
5:8:0 (S. japonica) 28% 18% 53% 1% 100%
3:10:0 29% 23% 47% 1% 100%
0:0:1 29% 25% 45% 1% 100%

6.1.3.5. Comparacién de la BAL1611 con distintas proporciones de DEHU:manitol,
con respecto ala BAL1611 con glucosa (produccién de etanol fija)

Para esta comparacion, se consideré la misma produccion de etanol en ambos casos,
por lo que la concentracidn de glucosa inicial se calcul6 a partir de dicha restriccion para
cada una de las proporciones DEHU:manitol. La simulacién de Escherichia coli BAL1611
con glucosa como sustrato es utilizada como caso base para evaluar los resultados de la
simulacion de la E. coli BAL1611 con distintas mezclas de DEHU:manitol como sustrato.
Los esquemas que muestran el resultado de las simulaciones van desde la Figura 74 a
la Figura 79 del Anexo K.

Comenzando por la glicdlisis, las simulaciones muestran que el flujo entre G6P y F6P se
encuentra invertido con respecto al caso con glucosa, y que a medida que aumenta la
concentracion de manitol en el sustrato hay mayores flujos a lo largo de esta ruta; incluso,
para manitol puro los flujos son mayores al caso de la BAL1611 con glucosa, para la
misma produccién de etanol. Al igual que en casos anteriores, cuando hay solo alginato
se observa que el paso de PEP a PYR se corta, sin embargo, para combinaciones
DEHU:manitol se observa un flujo mayor al caso con glucosa respectivo a cada uno, e
incluso para manitol puro este flujo es del doble. El flujo hacia ACCOA es similar al caso
base en cada caso, excepto por el de alginato puro donde corresponde aproximadamente
a la mitad de su caso base respectivo.

Analizando el TCA se observa que el caso de M. pyrifera es el que muestra flujos iguales
al caso base correspondiente (BAL1611 con glucosa para la misma produccién de
etanol), mientras que a medida que aumenta la concentracion de manitol en el sustrato
los flujos se van haciendo menores al caso base correspondiente a cada uno. De todas
maneras, a medida que aumenta la concentracion de manitol en el sustrato, la proporcién
en que se reparte el ACCOA para TCA versus etanol se va haciendo mas grande, por lo
gue simplemente la tendencia observada indica que para producir el mismo etanol que
con glucosa, queda disponible menor cantidad de ACCOA para TCA.

La distribucion de flujo hacia GLX versus AKG es siempre menor para cada caso probado,
con respecto a su caso base correspondiente, lo que indica que para producir el mismo
etanol, con glucosa se genera mas GLX que con DEHU:manitol. Las reacciones
anaplerdticas con glucosa como sustrato siempre propician la produccion de PEP y PYR,
lo gue no ocurre para los casos donde hay mayor concentracién de DEHU en el sustrato.
Esto corrobora la idea de que la entrada en PYR desde DEHU es la que modifica los
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flujos de estas vias, haciendo que se corte el flujo PEP-PYR. La produccién de PYR a
partir de MAL se va haciendo menor cuanto mas manitol hay en el sustrato, mientras que
el flujo de produccion de PEP observa un peak en el caso 8:5 (DEHU:manitol).

Para las pentosas, se observa que a medida que hay mas manitol en el sustrato hay
mayores flujos dentro del ciclo, comparado con su respectivo caso con glucosa. Esto
puede deberse a que la entrada de manitol es a F6P en vez de la entrada de glucosa a
G6P, lo que podria indicar la saturacién de las enzimas que degradan F6P, en particular
la PFK. Si bien no se observa saturacion de la enzima, el flujo asociado a ella es siempre
menor al caso con glucosa, lo que podria deberse a que destina mayor flujo hacia repletar
la via de las pentosas que hacia glicolisis. En cuanto a ED se sigue observando la
saturacion de la enzima EDA, y ademas para sustratos con mas alginato el flujo de 6PG
a KDPG esté invertido debido a la mayor entrada de sustrato directo a KDPG. Para los
casos con mas manitol estos flujos vuelven a su sentido correcto aunque con valores
menores, excepto para el caso de manitol puro donde se los flujos de ED son 1,5 veces
los de glucosa, a pesar de no haber alginato que ingrese en la via. Esto puede explicarse
debido a que PFK alcanza el mismo valor que para el caso de glucosa, por lo que el resto
de manitol se distribuye entre el ciclo de las pentosas y ED, lo que podria indicar una
eventual saturacion.

En cuanto a la produccion de acetato, para el caso de alginato puro se observa que hay
consumo de acetato desde el medio, mientras que su caso base respectivo produce
acetato en bajas concentraciones. Para el caso de M. pyrifera se observa consumo de
acetato desde el medio tanto con DEHU:manitol como con glucosa. A medida que
aumenta la concentracion de manitol en el sustrato se observan flujos mayores a los del
caso base respectivo para cada uno, lo que podria indicar que se esta utilizando mas
ACCOA en este sistema que podria ser mejor utilizado en TCA o para producir etanol.
Sin embargo, habria que estudiar qué sucede al eliminar esta via para el caso de M.
pyrifera, ya que incluso con glucosa es necesaria la absorcidén de acetato desde el medio
para producir el mismo etanol que con DEHU:manitol.

Observando el crecimiento, se obtiene que para alginato puro nuevamente no hay
crecimiento, mientras que su caso base correspondiente es tan solo 0,13 del caso de la
E. coli nativa con glucosa. Para M. pyrifera el flujo del caso base es aun menor, aunque
si hay crecimiento tanto para DEHU:manitol como glucosa de sustrato. A partir de alli, al
aumentar el manitol se observa un peak para el caso de 3:10 (DEHU:manitol), llegando
el caso base tan solo al 0,34 de la E. coli nativa. Sin embargo, las simulaciones con
mezclas entre DEHU:manitol poseen mejores crecimientos que sus casos bases
respectivos con glucosa. Esto indica que, a pesar de la produccion de etanol, con mayor
manitol en el sustrato se obtiene un mejor crecimiento.

En cuanto a la fosforilacion oxidativa y ATPasa, se observa que a medida que hay mas
manitol en el sustrato los flujos se hacen mayores al caso base con glucosa
correspondiente, siendo el caso de M. pyrifera en el cual se igualan los flujos a su caso
base respectivo. Esto estaria indicando que se requiere igual 0 mayor energia para los
procesos con DEHU:manitol que para el mismo proceso con glucosa.

Con respecto a la disponibilidad energética, para el caso de alginato puro se requiere
generar mayor ATP por estas vias, por lo que hay un flujo invertido para mejorar su
sintesis. Para los casos siguientes los flujos en este sistema son similares a su caso base
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respectivo, lo que indica que no habria mayor esfuerzo por generar energia extra para la
produccion de etanol. En cuanto al balance de poder reductor, todos los flujos se
encuentran en el mismo sentido (hacia produccion de NADH y NADP), y se observa que
para el caso de 8:5 (DEHU:manitol) hay flujo levemente mayor al caso base asociado.
Esto podria indicar que, a medida que hay mas manitol en el medio, se requiere menor
esfuerzo de balance de poder reductor en la célula, asemejdndose mas al caso de la E.
coli nativa, donde este flujo se encuentra invertido.

Finalmente, es posible observar que para producir el mismo etanol que se produce con
las concentraciones de M. pyrifera se requiere menor glucosa que para los demas casos.
Luego le sigue la produccion de etanol desde alginato puro, y posteriormente en orden
segun aumenta la concentracién de manitol en el sustrato.

6.1.4. Analisis de propuestas de mejora para produccion de etanol en E.
coli BAL1611

6.1.4.1. Sobreexpresién de la enzima que degrada KDPG (EDA)

Como se discutio anteriormente, la via de degradacion de alginato presenta una
saturacion en una de sus enzimas, en particular, la encargada de degradar KDPG en
PYR y GAP en la ruta de Entner Doudoroff. Este paso es uno de los primeros en la via
del alginato, y provoca que para flujos mayores a 0,088 mmol/s de DEHU el sustrato se
acumule, manteniendo siempre un flujo de 0,077 mmol/s para esa enzima.

Por esto, una de las soluciones propuestas es mejorar la velocidad enziméatica en este
paso, en particular, sobreexpresando la enzima. La disminucion en la afinidad puede ser
una alternativa, sin embargo, su aplicabilidad posterior es mas compleja pues requiere
de ingenieria de proteinas para cambiar las propiedades de los aminoacidos del sitio
activo. Es por esto que el aumento de la velocidad maxima de la enzima resulta la
alternativa mas llamativa a testear. De esta forma, se probé aumentando dicho parametro
enzimatico 2 y 10 veces con respecto al que poseia el modelo original, obteniéndose los
resultados que se muestran en la Figura 32 y Figura 33.

Etanol para sobreexpresion de enzima EDA
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Figura 32. Comparacion de produccion de etanol con la sobreexpresion de la enzima EDA, con respecto a la
BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato y manitol.
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Crecimiento para sobreexpresion de enzima EDA
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Figura 33. Comparacion del crecimiento de la BAL1611 con sobreexpresion de la enzima EDA, con respecto a E. coli
nativa y a la BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato y manitol.

Comparando la produccion de etanol para los distintos escenarios (ver Figura 32),
rapidamente se puede observar que tanto para el doble como para 10 veces el valor de
la velocidad enzimética de EDA, la produccién de etanol para la proporcion de M. pyrifera
se mejora. En el caso del doble de la velocidad enzimatica, la produccién de etanol mejora
en un 50%, siendo comparable a la que se obtiene con S. japdnica para la BAL1611
original (0,96 de ésta), mientras que para 10 veces la velocidad, la produccién de etanol
se acerca a la produccion de etanol para la BAL1611 con glucosa como sustrato (0,98
del caso con glucosa). También es importante destacar que la sobreexpresion de la
enzima no afecta la produccién de etanol en presencia de mayor concentracion de
manitol, sino que las mantiene o incluso las mejoras, como para el caso de S. japonica
donde se obtiene 1,04 veces el valor del caso de la BAL1611 original. Ademas, resulta
interesante mencionar que para el doble de la velocidad la produccion de etanol es menor
en alginato puro, aunque para 10 veces la velocidad se obtiene mayor flujo de etanol que
el caso de la BAL1611 original en dichas condiciones.

Por otra parte, cuando se analiza el crecimiento de la bacteria (ver Figura 33), se observa
gue existe una diferencia entre las simulaciones con sobreexpresion de la enzima y la de
la BAL1611 original, donde se puede apreciar que para los casos con mayor proporcion
de alginato en el sustrato se obtiene mejores crecimientos, incluso cercanos o mayores
al valor de crecimiento para la BAL1611 con glucosa. En particular, para la proporcion de
M. pyrifera se aprecia que el crecimiento mejora en un 566%, con respecto a la E. coli
BAL1611 original. Se observa de todas formas que con alginato puro el crecimiento es
muy bajo, aunque para el caso con la sobreexpresiéon no llega a ser cero como para la
BAL1611 original (10 versus 102%). Ademas, tal como era de esperarse, se aprecia que
ninguna configuracion logra acercarse al crecimiento de la E. coli nativa, llegando como
maximo a 0,6 de éste.
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Si finalmente se compara la distribucion de moles de carbono dentro de la célula, se
puede observar en la Tabla 7 que el porcentaje de carbono destinado a producto es casi
igual para los casos de M. pyrifera y S. japonica. Ademas, el porcentaje destinado a
mantenimiento siga mostrando la tendencia de disminuir a medida que hay mas manitol
en el sustrato, lo que fundamenta el hecho de que el porcentaje destinado a crecimiento
para M. pyrifera es de la mitad del de S. japonica. En otras palabras, la bacteria requiere
mA&s carbono para mantenerse y para produccion de etanol que la nativa, lo que implica
en una disminucién de su crecimiento. Por otra parte, en la Tabla 8 se observa que al
sobreexpresar in silico 10 veces la enzima EDA, se obtiene un porcentaje de carbono
levemente mayor destinado a producto, el porcentaje a mantenimiento es igual que para
el caso nativo y se mejora el porcentaje destinado a crecimiento.

Tabla 7. Distribucion de carbono en cada célula, segun sustrato administrado, para el caso del doble de la velocidad
méxima de la enzima EDA.

DEHU:MANI:GLC Ypis Yxis Manten./sust. Salida/sust. Total
0:0:1 (E. coli nativa) 5% 42% 52% 2% 100%
1:0:0 19% 0% 80% 1% 100%
10:3:0 (M. pyrifera) 28% 11% 59% 1% 100%
8:5:0 30% 18% 51% 1% 100%
5:8:0 (S. japonica) 29% 22% 48% 1% 100%
3:10:0 29% 23% 47% 1% 100%
0:0:1 29% 25% 45% 1% 100%

Tabla 8. Distribucién de carbono en cada célula, segin sustrato administrado, para el caso de 10 veces la velocidad
maxima de la enzima EDA.

DEHU:MANI:GLC Ypis Yxis Manten./sust. Salida/sust. Total
0:0:1 (E. coli nativa) 5% 42% 52% 2% 100%
1:0:0 25% 0% 74% 1% 100%
10:3:0 (M. pyrifera) 31% 16% 52% 1% 100%
8:5:0 30% 19% 50% 1% 100%
5:8:0 (S. japonica) 29% 22% 48% 1% 100%
3:10:0 29% 24% 46% 1% 100%
0:0:1 29% 25% 45% 1% 100%

De este analisis se puede desprender que, mediante la prediccion del modelo, la
sobreexpresion de la enzima EDA ayudaria a mejorar notablemente la produccion de
etanol y el crecimiento de la BAL1611, por lo que resulta una de las alternativas mas
llamativas para probar en laboratorio.

Ademas, para los sistemas mejorados con esta sobreexpresion enzimatica, se observa
gue existe secrecion de acetato al medio, lo que sugiere interesante también analizar si
hacer knock-out de estos sistemas puede ayudar ain mas a la produccion de etanol y/o
crecimiento de la bacteria.
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6.1.4.2. Sobreexpresion de la enzima que produce FBP (PFK)

Segun lo descrito previamente, para el caso con manitol puro se observa que el ciclo de
las pentosas y ED poseen flujos mayores al caso con glucosa, mientras que glicolisis
(desde F6P en adelante) alcanza los mismos valores que para el caso con glucosa. Este
resultado hace suponer que podria haber una saturacion de la enzima que convierte F6P
en FBP, por lo que se prob6 aumentando su velocidad enzimatica 2 y 10 veces con
respecto al que poseia el modelo original, obteniéndose los resultados que se muestran
en Figura 34 y Figura 35. Lamentablemente contrario a lo esperado, la sobreexpresion
de esta enzima no muestra una mejora en la produccion de etanol o del crecimiento de
la BAL1611, para ninguna de las configuraciones de alginato/manitol probadas.
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Figura 34. Comparacién de produccion de etanol con la sobreexpresion de la enzima PFK, con respecto a la
BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato y manitol.
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Figura 35. Comparacion del crecimiento de la BAL1611 con sobreexpresion de la enzima PFK, con respecto a E. coli
nativa y a la BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato y manitol.
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6.1.4.3. Knock-out del sistema de acetato
6.1.4.3.1. Por si solo

El nodo presente en ACCOA es un punto interesante a analizar, ya que a partir de él se
produce el etanol (principal producto buscado) y el TCA (relacionado directamente con
crecimiento y ATP). Por ello, se presume que la eliminacion del sistema de produccion
de acetato podria mejorar la produccion de etanol. Los resultados obtenidos son los que
se muestran en la Figura 36 y Figura 37 donde se puede ver que, contrario a lo esperado,
no hay una mejora en la produccion de etanol o del crecimiento de la BAL1611, para
ninguna de las configuraciones de alginato/manitol simuladas.
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Figura 36. Comparacion de produccion de etanol con y sin la presencia del sistema de acetato, con respecto a la
BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato y manitol.
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Figura 37. Comparacion del crecimiento de la BAL1611 con y sin el sistema de acetato, con respecto a E. coli nativa
y ala BAL1611 original con glucosay con las distintas proporciones de alginato y manitol.
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6.1.4.3.2. Knock-out del sistema de acetato con la mejora en la enzima EDA

Ademas de la prueba de knock-out del sistema de acetato por si solo, se decidio testarlo
en conjunto con la mejora que hasta ahora ha descrito resultados auspiciosos para la
produccion de etanol: la sobreexpresion de la enzima EDA. De esta simulacion se obtuvo
los resultados que se muestran en las Figura 38 y Figura 39, donde se puede apreciar
que el crecimiento del cultivo es el mismo que para el caso de la BAL1611 original en
todas las proporciones de alginato y manitol, mientras que para la produccion de etanol
incluso se obtienen cifras menores. Esto puede ser explicado debido a que la nueva
distribucion de flujos en la célula destina mayores flujos a TCA que a producciéon de
etanol. Contrario a lo supuesto, el knock-out del sistema de acetato no seria una
alternativa factible para mejorar la produccion de etanol en la BAL1611.
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Figura 38. Comparacién de produccion de etanol con la sobreexpresion de la enzima EDA, cony sin el sistema de
acetato, con respecto a la BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de DEHU y manitol.
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Figura 39. Comparacion del crecimiento con sobreexpresion de la enzima EDA, con y sin el sistema de acetato, con
respecto a E. coli nativa y a la BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato y manitol.
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6.1.5. Analisis de la influencia del poder reductor en la produccién de
etanol

Luego del analisis del metabolismo de E. coli BAL1611 de los apartados anteriores, se
realizaron las simulaciones que involucraban al consumo de NADH o NADPH en la
degradacion de alginato, tal como se describi6 en el apartado 5.1.3. De estas
simulaciones se obtuvieron los graficos de la Figura 40 y Figura 41 (datos en Anexo M),
donde se puede observar en ambos casos que tanto la utilizacién de NADH o NADPH en

la via de consumo de alginato no implica en una menor o mayor produccién significativa
de etanol ni crecimiento de la bacteria modelada.
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Figura 40. Comparacion del rendimiento de etanol con la utilizacion de poder reductor (NADH o NADPH) en la
degradacion de alginato, con respecto a la BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato
y manitol sin la utilizacion del poder redox.
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Figura 41. Comparacién del rendimiento de crecimiento con la utilizaciéon de poder reductor (NADH o NADPH) en la
degradacion de alginato, con respecto a la BAL1611 original con glucosa y con las distintas proporciones de alginato
y manitol sin la utilizacion del poder redox.
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De todas maneras, a pesar de que no se observa una correlacion entre la utilizaciéon del
poder reductor y la produccion de etanol, se puede observar en la Figura 42 y en la Figura
43, que para las distintas proporciones de alginato y manitol del sustrato existe una menor

disponibilidad de poder reductor dentro de la célula, con respecto a la Escherichia coli
nativa con glucosa.

Concentracion de NADH para las distintas proporciones DEHU:MANI

0.16 -
E.coli nativa L
1:0 DEHU:MANI
0.14 10:3 DEHU:MANI
8:5 DEHU:MANI
| 5:8 DEHU:MANI
g 012} 3:10 DEHU:MANI | ]
g 0:1 DEHU:MANI
E 04 S
- .
«
o
o
=008
O '.
[ 5] b
— "
[=]
Q 006 B -
0.04 | \
'y
0.02

1] 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200
Tiempo [s]

Figura 42. Concentracion de NADH en el tiempo, para las distintas proporciones de alginato y manitol, comparadas
graficamente con la concentracion de NADH en el tiempo para el caso de E. coli nativa con glucosa.
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Figura 43. Concentracién de NADPH en el tiempo, para las distintas proporciones de alginato y manitol, comparadas
graficamente con la concentracion de NADPH en el tiempo para el caso de E. coli nativa con glucosa.
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6.1.6. Estudios para maximizar la produccion de etanol

Ahora que ya se conoce el comportamiento in silico de la E. coli BAL1611, se realizaron
las simulaciones para identificar la combinacion de modificaciones genéticas que podrian
optimizar la produccion de etanol con cada sustrato. Por este motivo, se ejecutaron
simulaciones con uno, dos y tres 0 mas mutaciones genéticas, las cuales entregaron los
resultados que se muestran a continuacion. Cabe destacar que, para estas simulaciones,
el consumo de NADH en la degradacion de alginato se encuentra considerado.

Algunos graficos que no fueron expuestos en esta seccion, asi como el cédigo de Matlab
para realizar las simulaciones, se pueden encontrar en el Anexo N. También es
importante notar que, si bien los ajustes del modelo mencionados en 5.1.4 permitieron
simular adecuadamente, es necesario reescribir algunas cinéticas enzimaticas para que
las ecuaciones describan por si solas lo que ocurre al interior de la célula.

6.1.6.1.

En estos casos, se estudid la relacion del poder reductor, la disponibilidad energética y
el crecimiento, con respecto a la produccion de etanol, para descartar aquellas
simulaciones que entreguen altas tasas de produccién de etanol a costa de generar un
gran estrés en la célula.

Una sola mutacion

En la Tabla 9 se puede observar que, para la mayoria de los sustratos, la mutaciéon que
produce mayor concentracion de etanol corresponde al knock-out de enzimas
relacionadas con la respiracion celular y ciclo de Krebs. Inclusive, para los casos de
glucosa y manitol puro, estas mutaciones cumplen con la restriccibn de crecimiento
establecida. Los flujos asociados a estas mejoras corresponden entre un 0% de mejora
para el caso de DEHU puro, y aproximadamente un 100% para los demas casos. Este
resultado estaria indicando que la mejor forma de producir etanol en la E. coli BAL1611
seria cultivAndola de forma anaerdbica, aunque en las concentraciones de sustrato con
alguna proporcion de alginato podria haber severos problemas de crecimiento en dichas
condiciones.

Tabla 9. Resumen de las mutaciones que entregan la mayor produccion de etanol para cada sustrato, sujetas a
distintas restricciones de crecimiento.

Restriccion Glucosa 1:0 10:3 8.5 5:8 3:10 0:1
knock-out knock-out knock-out knock-out knock-out knock-out knock-out
sin CYTBO PCK CYTBO CYTBO CYTBO CYTBO GLT
s 0,44 [mmol/s] 0,15 [mmol/s] 0,26 [mmol/s] de 0,31 [mmol/s]de 0,41 [mmol/s] 0,43 [mmol/s] 0,39 [mmol/s]
de etanol de etanol etanol etanol de etanol de etanol de etanol
Yp/s = 0,49 Yp/s = 0,17 Yp/g = 0,29 Yp/s = 0,35 Yp/s = 0,46 Yp/s = 0,48 Yp/s = 0,43
Sobreexpresar Sobreexpresar knock-out
Crecimiento nockcout PIT EDA ALDH NDH1
@ 0,22 [mmol/s] 0,16 [mmol/s] de 0,19 [mmol/s] de _ 0,2 [mmol/s]
de etanol etanol etanol de etanol
Yp/s = 0,24 YP/S = 0,18 Yp/s = 0,21 YP/S = 0,22
Sobreexpresar Sobreexpresar knock-out
Crecimiento Knockcout PIT EDA ALDH ) NDH1
®) 0,22 [mmol/s] 0,16 [mmol/s] de 0,19 [mmol/s] de 0,2 [mmol/s]
de etanol etanol etanol de etanol
Yp/s = 0,24 Yp/s = 0,18 Yp/s = 0,21 = Yp/s = 0,22
Sobreexpresar Sobreexpresar knock-out
Crecimiento knocicout PIT EDA ALDH NDH1
© 0,22 [mmol/s] 0,16 [mmol/s] de 0,19 [mmol/s] de ) 0,2 [mmol/s]
de etanol etanol etanol de etanol
Yp/s = 0,24 Yp/s = 0,18 Yp/s = 0,21 Yp/s = 0,22
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Continuacién Tabla 9. Resumen de las mutaciones que entregan la mayor produccion de etanol para cada sustrato,
sujetas a distintas restricciones de crecimiento.

Restriccién Glucosa 1:0 10:3 8:5 5:8 3:10 0:1
knock-out PIT - Sobreexpresar EDA  Sobreexpresar ALDH - - knock-out NDH1
Crecimiento (d) 0,22 [mmol/s] de etanol 0,16 [mmol/s] de 0,19 [mmol/s] de _ 0,2 [mmol/s] de
etanol etanol etanol
Yeis = 0,24 - Yps=0,18 Yps =0,21 - - Ypis = 0,22
knock-out PIT Sobreexpresar EDA  Sobreexpresar ALDH - - knock-out NDH1
- _ 0,16 [mmol/s] de 0,19 [mmol/s] de _ 0,2 [mmol/s] de
Crecimiento (e) 0,22 [mmol/s] de etanol fenal - etanol
Yeis = 0,24 Ypis = 0,18 Yeis = 0,21 - - Yps=0,22
knock-out
- Sobreexpresar EDA  Sobreexpresar ALDH - - knock-out PIT
Crecimiento XCH_RMM_P
- 0,22 [mmol/s] de etanol 0,16 [mmol/s] de 0,19 [mmol/s] de _ 0,18 [mmol/s] de
etanol etanol etanol
Yrpis = 0,24 - Yps=0,18 Ypis =0,21 = - Yps=0,2

Por otra parte, los resultados graficos mostrados en la Figura 44, Figura 45, Figura 46 y
Figura 47, dan a conocer que existe una relacion inversamente proporcional entre el
crecimiento y la produccion de etanol, debido a que a medida que el crecimiento se hace
mas restrictivo (la restriccibn aumenta del grafico (a) al (f)), se van observando menos
puntos que cumplen la condicién en cada gréafico. Este hecho se puede observar también
en los datos de la Tabla 9, ya que al pasar de los datos sin restriccion hacia los
restrictivos, se produce una disminucion del flujo de produccion de etanol de

aproximadamente la mitad, en los casos donde existen mutaciones que cumplen las
restricciones definidas.
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Figura 44. Gréficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad biolégica para glucosa, para cada restriccion en
el crecimiento.
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Figura 45. Gréficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad bioldgica para las concentraciones de M.
pyrifera, para cada restriccion en el crecimiento.
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Figura 46. Graficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad biolégica para DEHU:manitol de 8:5, para cada

restricciéon en el crecimiento.
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Figura 47. Gréficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad biolégica para manitol, para cada restriccion en
el crecimiento.

A partir de la misma Tabla 9 y la Figura 44, Figura 45, Figura 46 y Figura 47, se puede
observar que para las concentraciones de DEHU puro, S. japonica y 3:10 DEHU:manitol
no existen mutaciones que cumplan con las condiciones de factibilidad bioldgica,
particularmente aquella relativa al crecimiento del cultivo.

Por otra parte, para el caso de M. pyrifera se observa que, al restringir el crecimiento, la
mutacion que genera mayor produccién de etanol corresponde a la sobreexpresién de la
enzima EDA, el mismo resultado que se habia obtenido en el analisis exploratorio de los
apartados 6.1.3 y 6.1.4.1. De todas formas, en cuanto al rendimiento de produccion de
etanol, se obtiene un 75% con respecto a la BAL1611 con glucosa, mientras que con
respecto al caso base para M. pyrifera, se obtiene una mejora del 20%.

En cuanto al caso de DEHU:manitol de 8:5, la mutacion que genera la mayor produccion
de etanol corresponde a la sobreexpresion de la enzima ALDH, incluso para los casos
mas restrictivos de crecimiento. Esta enzima es la encargada de generar acetaldehido,
reactivo necesario para la generaciéon de etanol, por lo que una sobreexpresiéon de dicha
enzima provocaria mayor disponibilidad de esta molécula precursora y, por ende, se
aumentara el flujo hacia etanol. Con respecto al caso base para este sustrato, la
produccion de etanol corresponde a una mejora del 18,8%, mientras que comparado con
el rendimiento de la E. coli BAL1611 con glucosa para el mismo crecimiento, alcanza solo
un 87,5% de éste.
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6.1.6.2. Dos mutaciones

Nuevamente se analiz6 aquellas mutaciones que se encontraban dentro del espacio
factible definido a partir de valores biolégicamente posibles de poder reductor,
disponibilidad energética y crecimiento, para descartar simulaciones que entreguen altas
tasas de produccion de etanol a costa de generar un gran estrés en la célula.

En la Tabla 10 se puede observar que, para la mayoria de los sustratos, las mutaciones
que producen mayor concentracion de etanol correspondes a knock-out de enzimas
relacionadas con la respiracion celular y ciclo de Krebs, junto con la sobreexpresion de
la enzima EDA para los casos con mayor proporcion de alginato. Los flujos asociados a
estas mejoras corresponden entre un 40% de mejora para el caso de DEHU puro, y
aproximadamente un 175% para el caso de glucosa. Este resultado nuevamente indica
que la mejor forma de producir etanol en la E. coli BAL1611 seria cultivandola
anaerobicamente, aunque en las concentraciones de sustrato con alguna proporcion de
alginato es necesario ademas mejorar el sistema de degradacion del sustrato,
sobreexpresando la enzima EDA.

Por otra parte, los datos de la Tabla 10 nuevamente muestran que existe una relacion
inversamente proporcional entre el crecimiento y la produccion de etanol, ya que al pasar
de los datos sin restriccion hacia los restrictivos en cuanto a crecimiento, se produce una
disminucién del flujo de produccién de etanol de aproximadamente la mitad. Ademas, se
puede observar que solo para las concentraciones de DEHU puro no existen mutaciones
gue cumplan con las condiciones de factibilidad biolégica, particularmente aquella relativa
al crecimiento del cultivo.

Tabla 10. Resumen de las dobles mutaciones que entregan la mayor produccion de etanol para cada sustrato,
sujetas a distintas restricciones de crecimiento.

Restriccion Glucosa 1:0 (D:M) 10:3 (D:M) 8:5 (D:M) 5:8 (D:M) 3:10 (D:M) 0:1 (D:M)
knock-out CYTBO y AL AR bz el knock-out knock-out  knock-
CYTBOy knock-out GLT
SOOI S sobreexpresar  sobreexpresar MQO DI EL Y, NER eIl ETLr
XCH_RMM_SUCp P P y NDH2 NDH2 y PGI
. EDA EDA
Sin 0,45 0,43
restriccion 0,55 [mmol/s] de 0,28 [mmol/s] 0,37 [mmol/s] 0,41 [mmol/s] 0,44 [mmol/s] [rﬁmol/s] de [rﬁmol/s]
etanol de etanol de etanol de etanol de etanol
etanol de etanol
Yeis = 0,61 Yeis =032 Yeis =042 Yeis = 0,46 Yes=049  Yes=05 "7
knock-out knock-out knock-
knock-out MQO y ) Sobreexpresar  knock-out ATP_MAIN y ATP MAIN out
PCK EDA y ALDH CYTBOySK  duplicar - Y ACN 1y
e ATP_SYN
_— crecimiento EDD
Crecimiento 022 025
(a) 0,36 [mmol/s] de 0,23 [mmol/s] 0,26 [mmol/s] 0,37 [mmol/s] ’
- [mmol/s] de [mmol/s]
etanol de etanol de etanol de etanol
etanol de etanol
Yes=0,4 - Yeis = 0,26 Yeis = 0,29 Ypis = 0,41 Yeis = 0,24 EPZ%:
Sobreexpresar g o knock-out  Knock-
knock-out PIT y Sobreexpresar ATP_MAIN vy out
- EDA y knock- : ATP_MAINy
sobreexpresar ALDH EDA y ALDH duplicar ACN_1vy
out MQO e ATP_SYN
o crecimiento EDD
Crecimiento 022 025
(b) 0,29 [mmol/s] de 0,23 [mmol/s] 0,25 [mmol/s] 0,37 [mmol/s] ' !
- [mmol/s] de [mmol/s]
etanol de etanol de etanol de etanol
etanol de etanol
Ypsis = 0,32 - Ypis = 0,26 Yeis =0,28 Ypis = 0,41 Yepis = 0,24 gz%z
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Continuacion Tabla 10. Resumen de las dobles mutaciones que entregan la mayor produccién de etanol para cada

sustrato, sujetas a distintas restricciones de crecimiento.

Restriccion g1 cosa (é_‘&) 10:3 (D:M) 8:5 (D:M) 5:8 (D:M) 310O:M)  0:1(D:M)
knock-out
knock-out PIT y Sobreexpresar knock-out
sobreexpresar EngileXErgaar EDA y knock-out QJ;EZI;O‘IN y ATP_MAIN vy I;né)[c)lsout AERLI
Crecimiento ALDH MQO S ATP_SYN
©) 0,29 [mmol/s] de 0,23 [mmol/s] 0,25 [mmol/s] de 0,37 [mmol/s] 0,22 [mmol/s] 0,25 [mmol/s] de
etanol de etanol etanol de etanol de etanol etanol
Yp/s = 0,32 Yp/s = 0,26 Yp/s = 0,28 Yp/s = 0,41 Yp/s = 0,24 Yp/s = 0,28
knock-out NDH1 Sobreexpresar Sobreexpresar f‘ll'%l_(l\;l)xltN y knock-out knock-out NDH1
y sobreexpresar EDA y ALDH EDA y knock-out duplicar ATP_MAIN vy y sobreexpresar
Crecimiento ALDH MQO S ATP_SYN ZWF
a) crecimiento
( 0,29 [mmol/s] de 0,23 [mmol/s] 0,25 [mmol/s] de 0,37 [mmol/s] 0,22 [mmol/s] 0,2 [mmol/s] de
etanol de etanol etanol de etanol de etanol etanol
Yp/s = 0,32 Yp/s = 0,26 Yp/s = 0,28 Yp/s = 0,41 Yp/s = 0,24 Yp/s = 0,22
knock-out
l;ggfgé?(;tr;’::y Sobreexpresar  Sobreexpresar ATP__MAIN y knock-out I;r;%cbkr';;;p'\rlg;?
. EDA y ALDH EDA y ALDH duplicar ACEB y EDD
Crecimiento ALDH — ZWF
crecimiento
€) 0,27 [mmol/s] de 0,23 [mmol/s] 0,23 [mmol/s]de 0,37 [mmol/s] 0,12 [mmol/s] 0,2 [mmol/s] de
etanol de etanol etanol de etanol de etanol etanol
Yp/s = 0,3 Yp/s = 0,26 Yp/s = 0,26 Yp/s = 0,41 Yp/s = 0,13 Yp/s = 0,22
knock-out Sobreexpresar
knock-out ICD y Sobreexpresar  Sobreexpresar ATP_MAIN vy knock-out ACEK1 y knock-
. PPC EDAy ALDH EDA y ALDH duplicar ACEB y EDD
Crecimiento o out CYA
ideal crecimiento
0,26 [mmol/s] de 0,23 [mmol/s] 0,23 [mmol/s]de 0,37 [mmol/s] 0,12 [mmol/s] 0,18 [mmol/s] de
etanol de etanol etanol de etanol de etanol etanol
Yp/s = 0,29 Yp/s = 0,26 Yp/s = 0,26 Yp/s = 0,41 Yp/s = 0,13 Yp/s = 0,2

Adicionalmente, para el caso de M. pyrifera, se observa en la Tabla 10 y en la Figura 48
que, al restringir el crecimiento incluso hasta el ideal, la mutacion que genera mayor
produccién de etanol corresponde a la sobreexpresion de las enzimas EDA y ALDH, lo
gue concuerda con los resultados previos obtenidos para la simulaciéon con un solo
cambio. De hecho, ambas mutaciones resultan logicas, pues tienen relaciébn con mejorar
la degradacion del sustrato y, por otro lado, la generacion del producto de interés.
Afortunadamente en este caso, el rendimiento de produccién de etanol con respecto al
caso base para este sustrato corresponde a una mejora del 44%, mientras que con
respecto a la BAL1611 original con glucosa es el 108%. Esto sefiala que, con estas dos
mutaciones, se produciria mayores concentraciones de etanol que con la E. coli BAL1611
original cultivada en glucosa o en S. japonica.

También se observa en la Figura 48, que la segunda combinacién de mutaciones que
genera mayor produccion es la sobreexpresién de la enzima EDA y el knock-out de la
enzima MQO, encargada de transformar malato en oxaloacetato. Esto tiene sentido pues,
para los sustratos con mayor concentracibn de alginato, se habia determinado
previamente que las reacciones anapleréticas cumplen un rol fundamental, por lo que el
flujo en realidad va hacia OAA y de alli a malato a través de la enzima MDH, en vez de
en sentido contrario.
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Figura 48. Gréficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad biolégica para M. pyrifera, para cada restriccion
en el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.
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Figura 49. Graficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad biolégica para manitol, para cada restriccion en
el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.

También es importante destacar que, debido a que para el caso de doble mutacion se
obtienen muchas mas combinaciones que para el de un solo cambio, existen asimismo
muchas soluciones que puedan producir semejantes flujos de etanol en cada simulacién.
Esto se puede ver reflejado en la Figura 49, donde se aprecia que a medida que se
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restringe el crecimiento, se observan mas puntos amarillos correspondientes a los
maximos respectivos a cada grafico. Esto también puede explicarse debido a que, a
mayor restriccion de crecimiento, la produccién de etanol es menor y, por lo tanto, existen
mas alternativas de mutaciones que cumplan con dicha produccion.

6.1.6.3. Tres o mas mutaciones

A partir de los resultados de las simulaciones con una y con dos mutaciones, se decide
probar simultdneamente aquellas mutaciones que entregaban las mayores producciones
de etanol para el caso de M. pyrifera. Por ello, se realizé las pruebas con sobreexpresion
de EDA y ALDH, y knock-out de CYTBO y MQO, obteniéndose los resultados de la Tabla
11. En ella se puede observar que, las combinaciones que generan las mayores
producciones de etanol, no son factibles en cuanto a la razén energética dentro de la
célula, probablemente debido a que la fermentacion anaerobica, representada por el
knock-out de la enzima CYTBO, genera una menor concentracion de ATP dentro de la
célula.

De todos modos, la combinacion de sobreexpresion de EDA y ALDH junto con el knock-
out de MQO genera un rendimiento de producto versus sutrato de aproximadamente el
doble que para el caso original de la E. coli BAL1611, ademas de cumplir con los
requerimientos de factibilidad biologica, por lo que se sugiere para futuros trabajos en
laboratorio probar con esta combinacion de mutaciones. Sin embargo, comparando el
rendimiento con respecto al de la sobreexpresion de EDA y ALDH, éste mejora tan solo
en un 12%, lo que indica que en realidad las mutaciones que generan un cambio
significativo en la produccién de etanol corresponden solo a estas dos sobreexpresiones.

Tabla 11. Resumen de las simulaciones con tres 0 mas mutaciones escogidas desde resultados previos, para
produccién de etanol a partir de M. pyrifera como sustrato.

EDA+ALDH-CYTBO  EDA+ALDH-MQO EDA+ALDH-CYTBO-

MQO
Etanol
[mmol/s] 0,373 0,253 0,315
Yepis 0,42 0,29 0,36
*10-7 *106 *10°7
Crecimiento 2,2*10 1,3*10 2,2*10
TR Factible Factible Factible
Razo6n de 0,226 0,073 0,115
poder
reductor Factible Factible Factible
Razén 1,994 6,109 3,035
EETYETEE No factible Factible No factible
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6.2. BuUsqueda de nuevos productos de interés comercial

Ademas de la produccion de etanol, se decide estudiar la generacion de otros productos
de interés comercial, donde destacan el &cido lactico y succinico. Por ello, se realizan las
simulaciones para determinar las mejores combinaciones de cambios genéticos que
permitan optimizar sus producciones, para el sustrato de M. pyrifera. Al igual que para el
caso de etanol, se ejecutaron simulaciones con uno, dos y tres o0 mas mutaciones
genéticas, las cuales entregaron los resultados que se muestran a continuacion.

Algunos graficos que no fueron expuestos en esta seccion, asi como el cédigo de Matlab
para realizar las simulaciones, se pueden encontrar en el Anexo O.

6.2.1. Acido lactico
6.2.1.1. Una mutacion

De la misma forma que para la optimizacion de la produccion de etanol, se estudio la
relacion del poder reductor, la disponibilidad energética y el crecimiento, en este caso
con respecto a la produccion de acido lactico, para descartar aquellas simulaciones que
entreguen altas tasas de produccion a costa de generar un gran estrés en la célula.

En la Tabla 12 se puede observar que, tanto para glucosa como para M. pyrifera, la
mutacion que produce mayor concentracion de acido lactico corresponde al knock-out de
la enzima PDH, encargada de transformar piruvato en acetilCoA. Esta mutacion hace
sentido pues el &cido lactico se produce a partir de piruvato, por lo que cortar la ruta de
la glicdlisis para redirigir los flujos hacia el producto de interés es razonable en términos
de la optimizacion. Sin embargo, esta mutacién genera un rendimiento de a lo mas el
90% con respecto al caso base de produccion de lactato con glucosa.

Tabla 12. Resumen de las mutaciones que entregan la mayor produccion de acido lactico para cada sustrato, sujetas
a distintas restricciones de crecimiento.

Restriccion Glucosa M. pyrifera
knock-out PDH knock-out PDH
Sin restriccion 0,022 [mmol/s] de lactato ~ 0,0044 [mmol/s] de lactato
Yris = 0,05 Yeis = 0,009
knock-out PIT knock-out S7P_E4P_TAL
Crecimiento (a) 3,7*10° [mmol/s] de lactato 6,6*10° [mmol/s] de lactato
Yeis = 8%10° Yeis = 1,5%10°
knock-out PIT knock-out STP_E4P_TAL
Crecimiento (b) 3,7*10° [mmol/s] de lactato 6,6*10° [mmol/s] de lactato
Ypis = 8*10° Yeis = 1,5%10°
knock-out PIT knock-out STP_E4P_TAL
Crecimiento (c) 3,7*10° [mmol/s] de lactato 6,6*10°° [mmol/s] de lactato
Ypis = 8%10° Yeis = 1,5%10°
knock-out PIT Sobreexpresar EDA
Crecimiento (d) 3,7*10° [mmol/s] de lactato 5,6*10°° [mmol/s] de lactato
Ypis = 8%10° Yeis = 1,2%10°
knock-out PIT Sobreexpresar EDA
Crecimiento () 3,7%10° [mmol/s] de 5,6*10° [mmol/s] de
lactato lactato
Yeis = 8%10° Yeis = 1,2510°
knock-out PIT Sobreexpresar EDA
Crecimiento ideal &Z:;tgs [mmol/s] de &S:altge [mmol/s] de
Ypis = 8¥10° Ypis = 1,2%10°
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Por otra parte, a pesar de que el knock-out de la enzima PDH se encuentra dentro de la
region factible en la Figura 50, al imponer la restriccion de crecimiento minimo éste punto
queda fuera del espacio biol6gicamente factible de la Figura 51. Tal como se muestra en
la Tabla 12, las mayores producciones de lactato en este caso se encuentran dadas por
el knock-out del sistema de transporte de fosfatos, lo que indica un desbalance de estos
al interior de la célula. De todas formas, la produccién maxima en cualquiera de estos
casos es tres ordenes de magnitud menor.

Ac. lactico para BAL con glucosa Ac. lactico para BAL con glucosa
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Figura 50. Graficos que muestran la relacién entre produccién de acido lactico (en escala de colores), razén de poder
reductor y razdn energética para cada simulacion realizada con glucosa como sustrato. A la izquierda, el grafico de
todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada con un

rectangulo.
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Figura 51. Gréficos de produccion de acido lactico en la zona de factibilidad bioldgica para glucosa, para cada
restriccion en el crecimiento.
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En cuanto al sustrato M. pyrifera, el knock-out de la enzima PDH en este caso no se
encuentra dentro de region factible en la Figura 52. Tal como se observa en la Figura 53
y en la Tabla 12, las mayores producciones de &cido lactico en las condiciones mas
restrictivas de crecimiento se encuentran dadas por la sobreexpresion de la enzima EDA,
probablemente debido a la necesidad de mejorar el consumo de DEHU por parte de la
bacteria. También es importante destacar que la sobreexpresion de la enzima que
produce &cido lactico se puede observar en la Figura 53, donde se ve que es la tercera
mutacion con mayor produccion de lactato en los casos mas restrictivos de crecimiento.
De todas formas, al igual que con glucosa, la produccion maxima en cualquiera de estos
casos es al menos cuatro érdenes de magnitud menor.
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Figura 52. Graficos que muestran la relacién entre produccién de acido lactico (en escala de colores), razén de poder
reductor y razdn energética para cada simulacion realizada con M. pyrifera como sustrato. A la izquierda, el gréafico
de todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada con un
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Figura 53. Graficos de produccion de acido lactico en la zona de factibilidad biolégica para M. pyrifera, para cada
restriccion en el crecimiento.
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6.2.1.2. Dos mutaciones

Una vez mas, analizando las simulaciones en cuanto a su pertenencia al espacio
biologicamente factible, en la Tabla 13 se puede observar que, para glucosa, las
mutaciones que generan una mayor produccion de acido lactico corresponden al knock-
out del citocromo CYTBO (cultivo anaerdbico) y de la enzima PDH, encargada de
transformar piruvato en acetilCoA (cortar glicélisis para redirigir los flujos hacia &acido
lactico). Esta combinacion de mutaciones genera un flujo al menos 20 veces mayor con
respecto al caso base de produccién de lactato con glucosa. Sin embargo, en la Figura
54 y Figura 55 se observa que en la region biolégicamente factible, las producciones de
acido lactico son aproximadamente un orden de magnitud menor a este maximo,
similares a la produccion estandar de E. coli.

Tabla 13. Resumen de las dobles mutaciones que entregan la mayor produccion de acido lactico para cada sustrato,
sujetas a distintas restricciones de crecimiento.

Restriccion

Glucosa

M. pyrifera

Sin restriccion

knock-out CYTBO y
sobreexpresar PDH

knock-out CYTBO y ALDH

0,59 [mmol/s] de lactato

0,09 [mmol/s] de lactato

Yps=1,3

Ypis =0,19

Crecimiento (a)

knock-out ACN_2 y PDH

knock-out STP_R5P_TKT y
sobreexpresar EDA

0,02 [mmol/s] de lactato

1,7*105 [mmol/s] de lactato

Ypis = 0,04

Yepis = 3,810

Crecimiento (b)

knock-out NDH1 y NDH2

knock-out STP_R5P_TKT y
sobreexpresar EDA

9,4*10° [mmol/s] de lactato

1,7*105 [mmol/s] de lactato

Yeis = 2*104

Yeis = 3,8%10°

Crecimiento (c)

knock-out NDH1 y NDH2

knock-out STP_R5P_TKT y
sobreexpresar EDA

9,4*10-5 [mmol/s] de lactato

1,7*105 [mmol/s] de lactato

Ypis = 2*10

Yeis = 3,810

Crecimiento (d)

knock-out NDH1 y NDH2

knock-out STP_R5P_TKT y
sobreexpresar EDA

9,4*105 [mmol/s] de lactato

1,7*105 [mmol/s] de lactato

Yrpis = 2*104

Yepis = 3,8%105

Crecimiento (e)

knock-out NDH1 y NDH2

knock-out STP_R5P_TKT y
sobreexpresar EDA

9,4*10-5 [mmol/s] de lactato

1,7*105 [mmol/s] de lactato

Ypis = 2*10

Yeis = 3,810

Crecimiento ideal

knock-out NDH1 y NDH2

knock-out STP_R5P_TKT y
sobreexpresar EDA

9,4*10° [mmol/s] de lactato

1,7*105 [mmol/s] de lactato

Yris = 2*104

Yepis = 3,8%10°
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Figura 54. Gréaficos que muestran la relacion entre produccion de acido lactico (en escala de colores), razén de poder
reductor y razdn energética para cada simulaciéon con dos mutaciones, realizada con glucosa como sustrato. A la
izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.
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Figura 55. Gréficos de produccion de acido lactico en la zona de factibilidad biolégica para glucosa, para cada
restriccion en el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.

Para el caso de M. pyrifera, se observa en la Tabla 13 que se repite nuevamente el knock-
out del citocromo CYTBO (cultivo anaerdbico), aunque esta vez combinado con el knock-
out de la enzima ALDH, encargada de producir acetaldehido. Este resultado deja entrever
que la produccion de acido lactico esta inversamente relacionada con la generacion de
etanol, lo cual tiene sentido pues ambos compuestos fermentativos provienen de
metabolitos cercanos en la glicdlisis. Si bien esta combinaciéon de mutaciones produce un
flujo de etanol de casi 5 veces el del caso base con glucosa, hay que notar que, tal como
se aprecia en la Figura 56 y Figura 57, en la region factible las producciones de acido
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lactico son tres 6rdenes de magnitud menores a este maximo, inclusive mejorando la
capacidad de consumo del sustrato mediante la sobreexpresion de la enzima EDA y con
el knock-out de la enzima S7P_R5P_TKT. Esto se puede explicar debido a que la E. coli
cuando produce acido lactico utiliza la via homofermentativa [81], la cual generalmente
depende de las concentraciones de metabolitos en glicélisis mas que de la ruta de las
pentosas, la ruta fosfocetolasa (donde participa la transcetolasa S7P_R5P_TKT) o
Entner-Doudoroff, utilizadas en las vias heterofermentativas de 4cido lactico [82],[83].

Los trabajos en biologia molecular hasta ahora para bacterias modificadas genéticamente
para producir lactato desde sustratos distintos a glucosa, apuestan por mejorar las
enzimas relativas a la asimilacion del sustrato y hacer knock-out de las demas rutas de
la via fermentativa empleada por el microorganismo chasis [84],[85],[86] por lo que, en
ese sentido, la sugerencia del modelo resulta coherente. Sin embargo, debido a los bajos
rendimientos de generacion de acido lactico a partir de Macrocystis pyrifera como
sustrato, resulta técnicamente inviable su produccion. Por lo mismo, no se seguira
probando mas combinaciones de mutaciones para este caso.
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Figura 56. Graficos que muestran la relacién entre produccion de &cido lactico (en escala de colores), razén de poder reductor y
razon energética para cada simulacion con dos mutaciones, realizada con M. pyrifera como sustrato. A la izquierda, el grafico de
todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada con un rectangulo.
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Figura 57. Graficos de produccion de acido lactico en la zona de factibilidad biolégica para M. pyrifera, para cada restriccion en el
crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.
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6.2.2. Acido succinico
6.2.2.1.

Al igual que los casos con etanol y &cido lactico, se estudioé la relacion del poder reductor,
la disponibilidad energética y el crecimiento, en este caso con respecto a la produccion
de &cido succinico, para descartar aquellas simulaciones que entreguen altas tasas de
produccion a costa de generar un gran estrés en la célula.

Una mutacion

En la Tabla 14 se puede observar que, tanto para glucosa como para M. pyrifera, la
mutacion que produce mayor flujo de &cido succinico corresponde al knock-out de la
enzima SDH, encargada de transformar succinato en fumarato. Esta mutacion resulta
l6gica, pues redirigir completamente el flujo de succinato hacia la exportacién de éste
mejora la produccion en cuatro 6rdenes de magnitud respecto al caso base de generacién
de succinato con glucosa, logrando un rendimiento de producto versus sustrato cercano
al.

Tabla 14. Resumen de las mutaciones que entregan la mayor produccion de acido succinico para cada sustrato,

sujetas a distintas restricciones de crecimiento.

Restriccion

Glucosa

M. pyrifera

Sin restriccion

knock-out SDH

knock-out SDH

0,35 [mmol/s] de succinato

0,34 [mmol/s] de succinato

Ypis = 0,99

Ypis = 0,98

Crecimiento (a)

knock-out SDH

knock-out FUMA

0,35 [mmol/s] de succinato

0,0065 [mmol/s] de succinato

Ypis = 0,99

Ypis = 0,019

Crecimiento (b)

knock-out SDH

knock-out FUMA

0,35 [mmol/s] de succinato

0,0065 [mmol/s] de succinato

Ypis = 0,99

Ypis = 0,019

Crecimiento (c)

knock-out SDH

knock-out FUMA

0,35 [mmol/s] de succinato

0,0065 [mmol/s] de succinato

Ypis = 0,99

Ypis = 0,019

Crecimiento (d)

knock-out SDH

knock-out FUMA

0,35 [mmol/s] de succinato

0,0065 [mmol/s] de succinato

Yris = 0,99

Yris = 0,019

Crecimiento (e)

knock-out SDH

Sobreexpresar XCH_RMM_SUCp

0,35 [mmol/s] de succinato

0,0056 [mmol/s] de succinato

Yris = 0,99

Yris = 0,016

Crecimiento ideal

knock-out SDH

Sobreexpresar XCH_RMM_SUCp

0,35 [mmol/s] de succinato

0,0056 [mmol/s] de succinato

Yris = 0,99

Yris = 0,016

Resulta interesante destacar también que, en la Tabla 14 y en la Figura 58 y Figura 59,
se observa que al restringir el crecimiento para M. pyrifera, la produccion de succinato
disminuye en dos ordenes de magnitud; sin embargo, las mutaciones asociadas generan
de todas formas mayores producciones al caso base con respecto a glucosa. La
disminucion en el rendimiento de producto al hacer el sistema mas restrictivo permite
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deducir una relacién inversa entre crecimiento y produccién de succinato. Para los casos
mas restrictivos de crecimiento, la mutacion con mayor produccion corresponde a la
sobreexpresion del transportador de succinato al periplasma, lo cual tiene sentido si lo
gue se busca maximizar es el flujo de transporte al extracelular.

Ac. succinico para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera) Ac. succinico para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)
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Figura 58. Graficos que muestran la relacién entre produccién de acido succinico (en escala de colores), razén de
poder reductor y razén energética para cada simulacion realizada con M. pyrifera como sustrato. A la izquierda, el
grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada
con un rectangulo.
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Figura 59. Gréficos de produccion de acido succinico en la zona de factibilidad biolégica para M. pyrifera, para cada
restricciéon en el crecimiento.

A patrtir de los graficos (e) y (f) de la Figura 59 se puede deducir también que existe una
relacion inversamente proporcional entre la produccion de succinato y etanol, ya que las
mutaciones que generan la segunda y tercera mejor produccion de acido succinico
corresponden precisamente a los knock-out del sistema de generacion de etanol.
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6.2.2.2. Dos mutaciones

Analizando los resultados de estas simulaciones, en la Tabla 15 se puede observar que,
tanto para glucosa como para M. pyrifera, las mutaciones que producen mayor flujo de
acido succinico corresponden al knock-out de la enzima SDH (encargada de transformar
succinato en fumarato) y la sobreexpresion del transportador de succinato al periplasma.
Estas mutaciones resultan légicas, pues redirigir completamente el flujo de succinato
hacia la exportacion de éste mejora la produccion en cuatro o6rdenes de magnitud
respecto al caso base de generacion de succinato con glucosa. De hecho, para este
sustrato, la combinacidén de mutaciones cumple con el requerimiento de crecimiento ideal.

Para el caso de M. pyrifera, al restringir el crecimiento se observa una disminucion del
flujo de succinato, lo que corrobora que existe una relacion inversamente proporcional
entre producir acido succinico y el crecimiento. De todas formas, el flujo de produccién
en este caso sigue siendo 4 érdenes mayor al caso base de E. coli con glucosa. En este
caso también, ademas del knock-out de la enzima SDH, se sugiere hacer knock-out de
la ALDH, asociada al sistema de produccién de etanol. Esta propuesta confirma los
resultados obtenidos para una sola mutacion, donde se observaba una relacion
inversamente proporcional entre la produccion de succinato y etanol.

Tabla 15. Resumen de las dobles mutaciones que entregan la mayor produccién de acido succinico para cada
sustrato, sujetas a distintas restricciones de crecimiento.

Restriccién

Glucosa

M. pyrifera

Sin restriccion

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

0,47 [mmol/s] de succinato

0,47 [mmol/s] de succinato

Yris =1,34

Yris = 1,36

Crecimiento (a)

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

knock-out SDH y ALDH

0,47 [mmol/s] de succinato

0,36 [mmol/s] de succinato

Yris =1,34

Yris = 1,04

Crecimiento (b)

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

knock-out SDH y ALDH

0,47 [mmol/s] de succinato

0,36 [mmol/s] de succinato

Yris =1,34

Yris = 1,04

Crecimiento (c)

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

knock-out SDH y ALDH

0,47 [mmol/s] de succinato

0,36 [mmol/s] de succinato

Yris =1,34

Yris = 1,04

Crecimiento (d)

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

knock-out SDH y ALDH

0,47 [mmol/s] de succinato

0,36 [mmol/s] de succinato

Yris =1,34

Yris = 1,04

Crecimiento (e)

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

knock-out SDH y ALDH

0,47 [mmol/s] de succinato

0,36 [mmol/s] de succinato

Yris =1,34

Yris = 1,04

Crecimiento ideal

knock-out SDH y sobreexpresar
XCH_RMM_SUCp

knock-out SDH y ALDH

0,47 [mmol/s] de succinato

0,36 [mmol/s] de succinato

Yris = 1,34

Yris = 1,04
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Por otra parte, en la Figura 60 se puede apreciar que existen varios puntos amarillos con
producciones similares de &acido succinico a la obtenida con la combinacién de
mutaciones descrita en la Tabla 15 para M. pyrifera. Estas mutaciones son: (1)
sobreexpresion de EDA y knock-out de SDH, (2) knock-out de SDH y ADHB, (3) knock-
out de SDH y sobreexpresion de GLT, (4) knock-out de SDH y DOS (AMP a cAMP), (5)
knock-out de SDH y sobreexpresion de CYA (ATP a cAMP), (6) knock-out de SDH y
sobreexpresion de PIT (transporte de fosfatos), (7) knock-out de SDH y NDH2, (8) knock-
out de SDH y ATP_MAIN. De estas combinaciones se desprende que puede existir un
desbalance en la disponibilidad energética en la célula, al intentar mejorar la produccion
de succinato; sin embargo, y debido a que existen mutaciones con efectos inversos de
generacion/degradacion de ATP, no resulta concluyente hacia donde se encuentra
desbalanceado el sistema.
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Figura 60. Gréficos de produccion de acido succinico en la zona de factibilidad bioldgica para M. pyrifera, para cada
restriccion en el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.

6.2.2.3. Tres o mas mutaciones

A partir de los resultados de las simulaciones con una y con dos mutaciones, se decide
probar simultdneamente aquellas mutaciones que entregaban las mayores producciones
para el caso de M. pyrifera. Por ello, se realiz6 las pruebas con knock-out de SDH y
ALDH, y sobreexpresiéon de XCH_RMM_SUCp y EDA. Ademas, debido a que los flujos
del transportador a periplasma son de aproximadamente el doble que los del
transportador al extracelular en estas simulaciones, se decidi6 agregar dicho
transportador de membrana como una quinta mutacion.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16. En ella se puede ver que, si bien
todas las combinaciones de mutaciones muestran factibilidad biolégica, la combinacion
de cinco mutaciones tiene una produccion de casi el doble de las otras, y corresponde a
62.000 veces la producciéon basal de succinato de la E. coli BAL1611 original. Segun
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literatura, una de las enzimas mas relevantes en el control de la produccion de succinato
corresponde precisamente a la SDH, y en los estudios donde se ha realizado un knock-
out de ella, se ha mejorado la produccién de acido succinico [87],[88]. Ademas, la
sobreexpresion de los transportadores ayudarian a extraer el producto desde el
extracelular con mayor facilidad, debido a la necesidad de una menor cantidad de etapas
de separacion. Por otra parte, si bien la sobreexpresion de EDA no genera aumentos en
el rendimiento de producto, si permite asimilar de mejor manera el sustrato y, por tanto,
mejorar el crecimiento, disponibilidad energética y el balance del poder reductor. Por
estos motivos, se sugiere que si se desea producir 4cido succinico, se le realicen estas
modificaciones a la bacteria para optimizar su produccion a partir de Macrocystis pyrifera.

Tabla 16. Resumen de las simulaciones con tres 0 mas mutaciones escogidas desde resultados previos, para
produccién de etanol a partir de M. pyrifera como sustrato.

-SDH -SDH -SDH -SDH +XCH_RMM_SUCp
+XCH_RMM_SUCp +XCH_RMM_SUCp +XCH_RMM_SUCp -ALDH
-ALDH +EDA -ALDH +EDA +EDA+XCH_RMM_SUCx
SLEEELD 0,469 0,469 0,47 0,818
[mmol/s] ! ! ! ’
Ypis 1,36 1,36 1,36 2,37
_ 6,5*106 1,3*10° 1,7*10° 1,7*10°
Crecimiento
mmol/s
[ ] Factible Factible Factible Factible
Razoén de 0,079 0,072 0,081 0,081
poder
reductor Factible Factible Factible Factible
, 3,549 4,242 5,63 5,63
Razén
energética
9 Factible Factible Factible Factible
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6.3. Propuestas para mejorar la produccion mediante biologia
sintética

A partir de los resultados de los apartados 6.1.6 y 6.2, se construye la Tabla 17 a modo
de resumen de los rendimientos de produccién para cada producto de interés. Tal como
se puede apreciar, existen mutaciones genéticas que permitirian mejorar la produccion
de etanol y acido succinico con respecto a la obtenida con la E. coli BAL1611 a partir de
Macrocystis pyrifera, sin embargo, para el caso de &cido lactico esto no fue posible lograr.
Cabe destacar también que para el caso de etanol, el mayor rendimiento de
producto/sustrato se genera con glucosa.

Asimismo, analizando los datos de la Tabla 17 para M. pyrifera se puede deducir que,
con este sustrato, E. coli BAL1611 es una gran productora de acido succinico, productora
regular de etanol, y una inadecuada alternativa para generar acido lactico.

Tabla 17. Rendimientos de producto versus sustrato, para las mutaciones con mayor generacion de cada producto
dentro del espacio biol6gicamente factible.

Sustrato Etanol Acido lactico  Acido succinico
(E. coli SAlldfglsﬁriginan Lt S 3,7710°
Glucosa 0,4 0,04 1,34
DEHU - - -
M. pyrifera (10:3 D:M) 0,29 3,8*10° 2,37
8:5D:M 0,29 - -
S. japonica (5:8 D:M) 0,41 - -
3:10 D:M 0,24 - -
Manitol 0,28 - -

Por otra parte, tanto para etanol como para acido succinico, se determina que existe una
relacion inversamente proporcional entre crecimiento y generacién del producto en
cuestidon, por lo que se propone como solucion para obtener mejores rendimientos
disociar el crecimiento de la produccion. Hace algunas décadas se descubrié un sistema
de comunicacion entre bacterias que, entre otras muchas sefiales de superviviencia, les
permite censar la densidad poblacional de células y asi inducir o reprimir la expresion de
ciertos genes [89]. Este sistema, conocido como quorum sensing, se ha utilizado desde
ese entonces en biologia sintética para controlar la produccion de algun metabolito de
interés a partir de la concentracibn de moléculas como la homoseril-lactona (HSL),
relacionada directamente con el crecimiento celular [90].
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Por lo antes descrito, la generacion de una etapa de crecimiento inicial y luego una de
produccion de etanol o succinato se puede llevar a cabo mediante el disefio de un circuito
genético que cence la concentracion de HSL producida por el cultivo para que de esta
forma, cuando se alcance un estado estacionario y una alta concentracion de la molécula,
entonces se expresen los genes relacionados con la produccion de etanol o succinato
(propuestos en 6.1.6.3 y 6.2.2.3, respectivamente), dependiendo del caso.

Por su parte, la sobreexpresion de la enzima EDA se sugiere sea implementada mediante
una expresion constitutiva, debido a que este cambio esta asociado en mayor medida a
la correcta degradacién del sustrato, situaciéon que favorece no solo la produccién de
algun metabolito especifico, sino que también el crecimiento de la célula.
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7. CONCLUSIONES Y PROYECCION

Este trabajo de tesis tenia como principal objetivo mejorar el consumo de alginato y
manitol presentes en las algas Macrocystis pyrifera chilenas, para la producciéon de
bioetanol mediante el cultivo de Escherichia coli BAL1611. La hipotesis planteada para
explicar el menor rendimiento de producto a partir de este sustrato correspondia a un
desbalance en el poder reductor interno de la bacteria, por lo que se presumia que la
intervencion genética en las vias metabolicas de la bacteria Escherichia coli BAL1611
permitiria restablecer el estado redox interno, aumentar la disponibilidad de metabolitos
de rutas anabdlicas y optimizar la produccion de bioetanol a partir del consumo de
carbohidratos de Macrocystis pyrifera.

En primer lugar, es importante destacar que se logré construir un modelo cinético para
Escherichia coli BAL1611, que permite estudiar los flujos y concentraciones de
metabolitos de las rutas centrales del microorganismo, utilizando glucosa, manitol y/o
DEHU como sustratos. A partir de los resultados obtenidos de las simulaciones del
modelo se revel6 que, a pesar de existir menores concentraciones de poder reductor en
la bacteria en las fermentaciones de M. pyrifera, éstas no son las causantes de la menor
produccion de etanol. No obstante, mediante el estudio de las vias metabdlicas centrales
de Escherichia coli nativa y E. coli BAL1611 se determind que, en la ruta de degradacion
de alginato, la enzima EDA se saturaba para concentraciones de este sustrato mayores
a una proporcion 5:8 con respecto a manitol (proporciébn de azlUcares en el alga
Saccharina japonica). La sobreexpresion de dicha enzima mejora la produccién de etanol
en un 50% para M. pyrifera, haciéndola comparable con la produccién a partir de S.
japonica, ademas de mejorar el crecimiento de la bacteria en un poco mas de 5 veces.

Por otra parte, de este mismo analisis se puede concluir que, inclusive con glucosa, la
generacion de etanol es la causante de obtener menores crecimientos y disponibilidad
energética. De igual manera, cuando se produce etanol a partir de mezclas de DEHU y
manitol, se requiere igual o mayor energia para los procesos metabdlicos, comparado
con el caso de produccién de etanol con glucosa. Ademas, el sentido del balance de
poder reductor se invierte hacia la produccién de NADH, para todos los casos donde hay
generacion de etanol, aunque a medida que hay mas manitol en el medio se requiere
menor esfuerzo de balance de poder reductor en la célula, asemejandose mas al caso
de la E. coli nativa.

Junto a ello, las reacciones anaplerdticas y el ciclo de acetato toman relevancia para
sustratos con mayor proporcién de alginato, para suplir la carencia de concentraciones
en los metabolitos del ciclo de Krebs, acetilCoA y piruvato. Por otro lado, se observa un
aumento de los flujos en la ruta de las pentosas cuando hay mayor ingreso de manitol, a
costa de un menor flujo en glicélisis.

Se puede concluir también que el alginato puro es un sustrato que genera menores
rendimientos de biomasa que glucosa, debido a que las bajas concentraciones de
metabolitos impiden que la célula crezca. Mientras tanto, el manitol resulta ser un mejor
sustrato en cuanto a rendimiento de biomasa con respecto a glucosa. De hecho, los
mejores sustratos son aquellos con mayor concentracion de manitol, ya que muestran
mayores rendimientos de producto y biomasa, y menores flujos de carbono destinados a
mantenimiento celular.
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También es importante concluir que la sobreexpresion de la enzima PFK y el knock-out
del sistema de acetato, este ultimo incluso en conjunto con la sobreexpresion de la
enzima EDA, no muestran mejoras significativas con respecto a la produccion de etanol
de la E. coli BAL1611.

En la busqueda de optimizar la produccion de etanol, se concluye que el crecimiento y la
produccién de etanol poseen una relacion inversamente proporcional. Ademas, los
resultados indican que el cultivo anaerdbico generaria mayores producciones de etanol
para cultivos con glucosa como sustrato, aunque en desmedro del crecimiento celular y
la disponibilidad energética. Adicionalmente, para M. pyrifera se obtiene que la
sobreexpresion de EDA y ALDH junto con el knock-out de MQO es la combinaciéon de
mutaciones que genera el mayor rendimiento de producto versus sutrato, siendo
aproximadamente el doble que para el caso de la E. coli BAL1611 sin mutaciones.

En cuanto al estudio de nuevos productos de interés comercial que se pueden generar
desde la degradacion por Escherichia coli BAL1611 del alginato y manitol presentes en
Macrocystis pyrifera, se concluye que para acido lactico resulta técnicamente inviable su
produccion debido a los bajos rendimientos obtenidos. Con respecto al acido succinico,
se propone como combinacion de mutaciones la sobreexpresion de la enzima EDA y el
transporte de succinato, junto con el knock-out de SDH y ALDH, obteniendo un
rendimiento 5 6rdenes de magnitud mayor que el caso de la E. coli BAL1611 original.

Asimismo, comparando las producciones de etanol, acido lactico y succinico queda de
manifiesto que, para Macrocystis pyrifera como sustrato, E. coli BAL1611 es una gran
productora de acido succinico, productora regular de etanol, y una inadecuada alternativa
para generar acido lactico.

Finalmente, como trabajo futuro, se propone implementar en laboratorio la
sobreexpresion de la enzima EDA de forma constitutiva para mejorar el consumo de
sustrato, mientras que las demas mutaciones respectivas para cada producto en un
circuito genético que permita regular la produccién mediante quorum sensing, a modo de
disociar el crecimiento de la produccion. Ademas, se sugiere reanalizar las ecuaciones
de las velocidades enzimaticas planteadas en el modelo, para evaluar posibles mejoras
gue permitan describir de mejor manera el comportamiento de las enzimas, en diferentes
escenarios para las concentraciones de los metabolitos que controlan sus cinéticas. Por
altimo, y utilizando el modelo cinético mejorado, se sugiere implementar una plataforma
que permita estudiar posibles desvios de flujos en la célula sin perjudicar el balance de
poder reductor, disponibilidad energética o crecimiento, con el fin de encontrar otros
productos de interés comercial que puedan ser generados de forma éptima a partir de
Macrocystis pyrifera mediante la E. coli BAL1611.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo A: Modelo de Millard et. al. (2017)
9.1.1. Ecuaciones diferenciales

d_[AC;OA] = PDH - GLT - ACEB + ACS - PTA — 2118 x GROWTH

d% = ACN_1- ACN 2
[ACP]

d“ = — 4cK + PTA
WKS) — JcD - LPD — 610 x GROWTH
%) — GDH - PGK
a1 = LT - ACN 1
') — FRA- TPI
d"") — _ pep_E4P_TKT + STP_E4P_TAL — 204 = GROWTH
a8 = pGI - PFK + F6P_EAP_TKT + FG6P_GAP_TAL + FBP — 40+ GROWTH

dt
d[F;’_tP] = PFK - FBP - FBA

d% = SDH - FUMA

a8 = _pgr + 254 _ 116 « GROWTH - ZWF
dt Vceell

d—[G::] = XS5P_GAP_TKT - F6P_GAP_TAL + FBA + TPI - GDH + EDA — 73 + GROWTH

[G’;;P_] = —PGL - GL6P_HYDROLYSIS + ZWF

[GLX]

= = ACEA- ACEB
% = ACN_2- ICD - ACEA
a2 = Epp - EDA
% = — MAD + FUMA- MQO + MDH + ACEB
d™2 = — MAD - PDH - LPD - GDH +2222 _ PNT + NDH2 — 2004 + GROWTH
[MPH) = MAD + PDH + LPD + GDH -2 4 PNT - NDH2 + 2004 + GROWTH
d™2 = —GND - ICD + PNT + 10169 + GROWTH - ZWF
d™2 = GND + ICD - PNT — 10169 « GROWTH + ZWF
a4 = ppC - PCK - GLT + MQO - MDH — 1010 x GROWTH
d% = —PPC + PCK + PPS~ PTS_0 — 293« GROWTH + ENO - PYK
S22 — GPM - ENO
PS8 — PGK — 845 x GROWTH - GPM
“’L‘:t”] = PGL - GND - EDD + GL6P_HYDROLYSIS
"8 — — PPS + MAD - PDH + EDA + PTS_0 — 1601+ GROWTH + PYK
9 — _ Moo + MpH -NPHL 4 2 B0 _ gop _ NDH2
dt Vcell Vcell
G = MQO - MDH + 350 = 2% 02 + SQR + NDH?
2 ~ RPI- S7P_RSP_TKT — 507 x GROWTH
dB5E — GND - RPE - RPI

d% = S7P_RSP_TKT - S7P_E4P_TAL
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[suc]

dT = SK - SDH + ACEA
a0l — 1pp - sk
d™ = RPE - X5P_GAP TKT
d% = —PTS_0 + k1_PTS_1x* hpr «eiP — k2_PTS_1 * hprP * ei
d“? = PTS.0 — k1_PTS_1«hpr.seiP + k2_PTS_1+ hprP x ei
d% = —k1_PTS_2 % eiia * hprP + k2_PTS_2 = eiiaP * hpr + k1_PTS_3 * eiicb * eiiaP — k2_PTS_3 * eiichP * eiia
d% = k1_PTS_2 * eiia * hprP — k2_PTS_2 * eiiaP * hpr — k1_PTS_3 * eiicb x eiiaP + k2_PTS_3 * eiicbP * eiia
leiich] _ _ « oiich x oii « oii « oii PTS_4
e e
au T PTSs PTS3 Veell
d [h;tr] = —k1_PTS_1+*hpr*eiP + k2_PTS_1hprP *ei + k1_PTS_2 *eiia * hprP — k2_PTS_2 * eiiaP * hpr
d@ = k1_PTS_1* hpr * eiP — k2_PTS_1* hprP *ei — k1_PTS_2 * eiia * hprP + k2_PTS_2 * eiiaP * hpr
d™“ = — ACEK 1 + ACEK 2

d™) = ACEK_1- ACEK2
d[%l] — F6P_GAP_TAL - S7P_E4P_TAL

4] — _ F6P_GAP_TAL + S7P_E4P TAL
d"™ = — XSP_GAP_TKT + F6P_EAP_TKT + S7P_RSP_TKT
a2 — XSP_GAP_TKT - F6P_E4P_TKT - S7P_RSP_TKT

ATP_SYN

veell ACK - PGK + 30508 * GROWTH +

d“C% = PFK + PCK - SK + ACEK, + 2« ADK -
ATP_MAIN - PYK

a1 = pps- ADK + DOS + ACS
d[AdT—tP] = — PFK - PCK - PPS + SK - ACEK 1- ADK +ATVPC-;;” ~ CYA + ACK - ACS + PGK — 30508 x
GROWTH - ATP_MAIN + PYK
dM — cya- pos
dt
d%] = FBP + PPC + PPS- SK + ACEK 2- GDH-ATVP;;”+ 2%CYA + 2% ACS - PTA + 30508 x
GROWTH + ATP_MAIN + %
[MgADP] _ 0
dt
d[MgATP] — 0
dt
[MgFDP] _ 0
dt
%) ~ —SDH + SQR
% = SDH - SQR
[ACE] _ ACK - A CS_XCH_RMM_ACE
dt Vcell
l6Lex] _ GL C_FEED_XCH_RMM_GLC
dt Vxcell
d¥E — _}1 ACE_OUT x ACEx +XHRMMACEY
dt Vxcell
d [Hout] _ 4xNDH1 — 4*ATP_SYN+ 8xCYTBO - PIT
dt - Vperi
d [GLCp] _ — PTS_4+ XCH_RMM_GLC
dt - Vperi
d@ — T PIT + XCH RMM_P
a Vperi
d [ACEp] _ XCH_RMM_ACE - XCH_RMM_ACEx
dt - Vperi
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9.1.2. Velocidades enzimaticas y sus parametros

i. ACEA
KdICITsuc = 0,00489074 KdPEP = 1,05105
KdPEPgIx = 0,0358555 KdPEPicit = 0,164263
KdPGA3 =0,8 KdSUC = 0,53053
Keq = 8,8088 KmGLX = 0,13013
KmICIT = 0,063063 KmSUC = 0,58941

Vmax = 1,52595

ACEA
suc
Keq

ICIT — GLX *

Vmax « — et

PEDP SUC ICIT KmSUC [ GLX PEP GLX SUC PEP _ PGA3
I(dPEPicit) *xasuc* (1 + KdICITsuc) *Xasuc * (KmGLX) * (1 + KdPEPglx) * XmGIx * (deuc) * RaPEP T KdPGA3

ICIT

L+ gmiciT*

(1+

i. ACEB
Keqg= 230000 KmACCOA= 0,009
KmCOA= 10,5652 KmGLX= 0,021
KmMAL= 15,0572 Vmax= 0,352769
ACCOA * GLX — COA * %T‘f‘;

KmACCOA * KmGLX
(1+M)*(1+ GLX )+(1+ oA )*(1+ MAL )—1

ACEB = Vmax *

KmACCOA KmGLX KmCOA KmMAL
iii. ACK
Keq=174 KmACE=7
KmACP= 0,16 KmADP= 0,5
KmATP= 0,07 Vmax= 7,23
ACP * ADP — ACE » éﬂ
eq

KmACP * KmADP

ACP ACE )*(1+ ADP ATP )

(1 t ¥mAacP T KmACE KmADP ¥ KmATP

ACK = Vcell *x Vmax =

iv. ACEK_ 1
Keqg= 888 k= 1,25457

ich)

ACEK 1 = k * (ATP xicd — ADP *
Keq
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v. ACEK_2
Keqg= 400

vii ACN_1
Keg= 0,384503
KmCIT=0,0628882
Vmax= 9,72413

vii. ACN_2
Keg= 3,49183
KmCIT=0,0628882
Vmax= 9,86571

vii.  ACS
KmACE= 0,07
KmCOA= 0,01

ACS =

ix. ADK
Keg= 0,962758

Vcell x Vmax * ACE = ATP *

k= 0,0332

icd
ACEK 2 = k*(ich—P* )
Keq

KmACO= 0,02001
KmICIT= 9,31352

CIT—?{Q

Vmax*—eq

ACN 1 = KmCIT
- 14 CIT + ACO + ICIT
KmCIT * KmACO '~ KmICIT
KmACO= 0,02001
KmICIT=9,31352

ACO——IKCIT

Vmax*—eq
14 CIT + ACO + ICIT

KmCIT © KmACO * KmICIT

KmATP=0,1
Vmax= 7,3

COA
KmACE « KmATP x KmCOA

(1+ wmace) * (1 + marp) * (1 + zmcon)

k= 0,242256

ADP?
ADK = k*|AMP x ATP —
Keq
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X. ATP_MAIN
Vmax= 1,30166 Keg= 3,63369

P
ATP_MAIN = Vmax * (ATP — ADP * )
Keq

xi. ATP_SYN
Vmax= 108,733 Keqg= 49,8315
Hout\\ * ATP
tog () ADP*P ~ Req
ATP_SYN = | Vmax * * )
log(10) Hout
log ( Hin )
14+ | ——F+F
log(10)
xii. CYA
Keg= 2591,19 k= 0,00414418
KaeiiaP= 0,180981
PZ
k * (ATP — CAMP = 74 ) * ejiaP
CYA = ¢q
eiiaP + KaeiiaP
xii. CYTBO
Vmax= 8,54045 Keqg= 12,067
2
QH2% x 0, — *—
CYTBO = Vmax Keq_
I (Hout)
1+ %9\ Hin
log(10)
xiv. DOS
k= 0,00828 Keq= 674,242
AMP
DOS = k (CAMP — )
Keq
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XV. EDA

Keg= 0,5 KmGAP= 86,678
KmKDPG= 0,06 KmPYR= 10
Vmax= 0,0775241
KDPG — GAP * iﬂ
eq
_ KmKDPG
EDA = Vmax . _KDPG__ - GAP . _PVR
t KmKDPG T ( + KmGAP) * ( t KmPYR
XVi. EDD
Keg= 1000 KmKDPG= 0,318316
KmPGN= 0,6 Vmax= 0,111359
PEN — KII()PG
Vmax = —____teq
EDD — KmPGN
L+ _PGN_ KDPG
KmPGN T~ KmKDPG
XVil. ENO
Keg= 3 KmPEP= 0.1
KmPGA2= 0,1 Vmax= 11,7189
PGA2 — iﬂ
Vmax * —
ENO = KmPGA2
. _PGAZ  ~ PEP
KmPGA2 = KmPEP
xviii. F6P_E4P_TKT
Keg= 0,5005 kcat= 40,0002

tkt
F6P_EAP _TKT = kcat * (E4P * tktC2 — F6P * Keq)

xix. F6P_GAP_TAL
Keg=0.11011 kcat=119.992

al
F6P _GAP TAL = kcat * (GAP * talC3 — F6P * Keq)
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XX. FBA

Keg=0,18981 KmDAP=0,13001
KmFDP=0,12012 KmGAP= 0,13001
KmPEP= 0,5 Vmax= 21,6978

S FDP — DAP * %

FBA = KmFDP
14 FDP N DAP 4 DAP * GAP n PEP
KmFDP ° KmDAP KmDAP * KmGAP ° KmPEP

xxi.  FBP
KirAMP= 0,00122122; KirAMPFDP= 0,256256
KirF6P=1,12112 KirF6PMg= 0,384615
KirFDP= 1,35327 KirFDPMg= 0,75924
KirFDPMgMg= 0,356356 KirP= 3,16316
KirPF6P= 6,60538 KirPF6PMg= 48,4484
KirPMg= 0,856 KitAMP= 0,000255
KitAMPFDP= 690 KitF6P= 0,304
KitF6PMg= 315 KitFDP= 0,043101
KitFDPMg= 0,00642 KitFDPMgMg= 100
KitP= 0,642 KitPF6P= 0,00689
KitPF6PMg= 16,5 KitPMg= 539
KmrFDP= 0,0636141 KmrMg= 0,039039
KmtFDP= 1,00E-05 KmtMg= 55,055
LO= 0,000815 Vmax= 0,215583
n=4 KdFDPMg= 5,81

FBP = ((Vmax *

n* MgFDP/KirFDPMg)/(1 + KmrFDP/KirFDP * (MG/KmrMg) + P/KirP + P/KirP

« (MG /KirPMg) + F6P/KirF6P + F6P /KirF6P » (MG /KirF6PMg) + P/KirP x (F6P /KirPF6P)
+ P/KirP = (F6P/KirPF6P) x (MG /KirPF6PMg) + (FDP — MgFDP)/KirFDP + KdFDPMg/KmrMg
* (MgFDP/KirFDP) + AMP/KirAMP + MgFDP/KirFDPMg + MgFDP/KirFDPMg

* (MG /KirFDPMgMg) + AMP/KirAMP % ((FDP — MgFDP)/KirAMPFDP) ))/(1 + L0 * ((1

+ KmtFDP/KitFDP * (MG /KmtMg) + P/KitP + P/KitP « (MG/KitPMg) + F6P/KitF6P

+ F6P/KitF6P x (MG /KitF6PMg) + P/KitP % (F6P/KitPF6P) + P/KitP * (F6P/KitPF6P)

* (MG /KitPF6PMg) + (FDP — MgFDP)/KitFDP + KdFDPMg/KmtMg « (MgFDP /KitFDP)

+ AMP/KitAMP + MgFDP/KitFDPMg + MgFDP/KitFDPMg * (MG /KitFDPMgMg)

+ AMP/KitAMP * ((FDP — MgFDP)/KitAMPFDP))/(1 + KmrFDP/KirFDP * (MG /KmrMg)

+ P/KirP + P/KirP x (MG /KirPMg) + F6P/KirF6P + F6P/KirF6P (MG /KirF6PMg) + P/KirP
« (F6P/KirPF6P) + P/KirP % (F6P/KirPF6P) * (MG /KirPF6PMg) + (FDP — MgFDP)/KirFDP
+ KdFDPMg/KmrMg « (MgFDP/KirFDP) + AMP /KirAMP + MgFDP/KirFDPMg

+ MgFDP/KirFDPMg % (MG /KirFDPMgMg) + AMP/KirAMP * ((FDP

— MgFDP)/KirAMPFDP) ))"n)
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XXii. FUMA
Keqg= 4,99966 KmFUM= 0,6
KmMAL= 0,7 Vmax= 53,3414

MAL
FUM ~Keq

Vmax * —prmg

FUM MAL

L+ wmrom T KmMAL

FUMA =

xxiii.  GDH
Keg= 20 KmBPG= 0,2
KmGAP= 2,47265 KmNAD= 0,0110454
KmNADH= 3,69797 KmP= 0,017
Vmax= 8,66573
P+ GAP + NAD — BPG NI‘?gIH

Vmax  —p b TmGAP  KmNAD

(14 7mp) * (1 7meap) * (1 zmva) + (1 + mpe) * (1 mvam) ~ 1

GDH =

xxiv. ~ GL6P_HYDROLYSIS

KGI6Phydrol= 0,000167 KeqGl6Phydrol= 42,8
GL6PyyproLysis = KGl6Phydrol * (GL6P - PGN )
KeqGl6Phydrol
xxv.  GLT
KdACCOAO0= 0,699309 KdcsCIT= 7,38128
KdcsCOA= 0,00174282 KdcsOAA= 0,154601
Keqg= 83067,1 KilAKG= 0,0150083
KilNADH= 0,000330313 Ki2AKG= 0,256252
Ki2NADH= 0,0504 KiATP=0,579939
KmACCOAO0= 0,119974 KmOAAO= 0,00123458
KmcsCIT= 1,15715 KmcsCOA= 9,63E-05

Vmax= 57,0584
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GLT = (Vmax * (ACCOA x OAA — CIT x COA/Keq)/(KdACCOAOQ
* KmOAAQ))/(ACCOA/KdACCOAO * (1 + AKG/Ki1AKG
+ NADH /Ki1NADH) + ACCOA/KdACCOAO * (OAA/KmOAAO) * (1
+ AKG/Ki2AKG + NADH/Ki2NADH) + (1 + ATP/KiATP) * (1
+ KmACCOAO0/KdACCOAOQ x (OAA/KmOAAO)) + KmcsCOA/KdcsCOA
* (CIT/KmcsCIT) + KmcsCOA/KdcsCOA * (ACCOA/KdACCOAOQ)
* (CIT /KmcsCIT) + COA/KdcsCOA + CIT /KmcesCIT x (OAA/KmOAAO)
+ ACCOA/KdACCOAOQ * (CIT /KdcsCIT) x (OAA/KmOAAO)
+ KmACCOAO/KdACCOAOQ * (COA/KdcsCOA) » (OAA/KmOAAO)
+ CIT /KmcsCIT * (COA/KdcsCOA) * (OAA/KdcsOAA) )

GND

KdHCO3= 58,8951
KdNADP= 0,116989
KdRU5P= 0,0440044
KefFbP= 0,0129987
KefNADPFbP= 0,00519948
KmHCO3= 6,41899
KmNADPH= 68,3828
KmRUSP= 45,1977

XXVi.

KdHCO3NADPH=9,7257
KdNADPH= 0,00340034
KefATP= 0,0650065
KefNADPATP= 0,139986
Keq= 49,962

KmNADP= 0,049
KmPGN= 0,093

Vmax= 4,08105

GND = (Vmax * (NADP * PGN — NADPH x RU5P * HCO3/Keq)/(KdNADP
« KmPGN))/(1 + NADP/KANADP + FDP/KefFbP + NADP /KdNADP
« (FDP/KefNADPFbP) + KmNADP /KANADP % (PGN /KmPGN)
+ NADP/KANADP * (PGN/KmPGN) + ATP/KefATP + ATP/KefNADPATP
« (KMNADP/KdNADP) » (PGN/KmPGN) + HCO3/KdHCO3
+ NADPH /KANADPH + RUSP/KdRUSP + HCO3/KdHCO3
« (NADPH/KdHCO3NADPH) + HCO3/KdHCO03
« (KMNADPH/KdHCO3NADPH) * (RUSP/KmRUSP) + HCO3/KdHCO03
x (NADPH/KdHCO3NADPH) x (RUSP/KmRUSP) + KmHCO03/KdHCO03
« (NADPH/KdHCO3NADPH * (RU5P/KmRUSP)))

GPM
Keqg= 0,565818
KmPGA3= 0,115

XXVii.

GPM =

KmPGA2= 1,9153
Vmax= 10,9934

PGA2
PGA3 — Keq

KmPGA3

Vmax

PGA3

n PGA2
KmPGA3

1+ KmPGA2
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xxviii. GROWTH

Vmax= 9,74137 KmG6P= 1,20911
KmE4P= 1,63298 KmPGA3=0,0764619
KmOAA= 0,0248351 KmAKG= 5,11989
KmPYR= 0,00463904 KmR5P= 0,021234
KmPEP= 0,457734 KmGAP= 0,024854
KmF6P= 0,366423 KmNADPH= 3,59774
KmACCOA= 0,0494404 KmNAD= 2,82239

KmATP= 0,0468266

GROWTH = Vmax * G6P * E4P * PGA3 » OAA = AKG * PYR = R5P = PEP = GAP
* F6P x NADPH * ACCOA * NAD x ATP /| (KmG6P * KmE4P
* KmPGA3 * KmOAA + KmAKG = KmPYR = KmR5P = KmPEP
* KmGAP » KmF6P * KmNADPH = KmACCOA = KmNAD
* KmATP) / (1 + G6P/KmG6P) (1 + E4P/KmE4P) = (1
+ PGA3/KmPGA3) * (1 + OAA/KmOAA) * (1 + AKG/KmAKG) * (1
+ PYR/KmPYR) * (1 + R5P/KmR5P) = (1 + PEP/KmPEP) * (1
+ GAP/KmGAP) * (1 + F6P/KmF6P) * (1 + NADPH/KmNADPH) * (1
+ ACCOA/KmACCOA) x (1 + NAD/KmNAD) = (1 + ATP/KmATP))

XXIX. ICD
Keg= 28,1631 KmAKG= 0,038038
KmICIT= 0,010989 KmNADP= 0,005994
KmNADPH= 0,000683333 kcat= 2461,97
ICIT * NADP — AKG %
1D = led » keat * — g [CTT + KmNADP
ICIT NADP AKG NADPH
(1 + gaerr) * (1 + mmvapp) + (1 + Tmare) * (1 + nvappm) — 1
XXX. LPD
KJAKG= 14,9386 KmAKG= 0,020002
KmCOA= 0,0760076 KmNAD= 0,0980098
Vmax= 0,0684413 alpha= 16,4304
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LPD = Vmax * COA x AKG * NAD * (1 — AKG/KdAKG)/(KmCOA x KmAKG
* KmMNAD)/(COA/KmCOA * (AKG/KmAKG) + COA/KmCOA
* (NAD/KmNAD) + AKG/KmAKG * (NAD/KmNAD) + COA/KmCOA
* (AKG/KmAKG) x (NAD/KmNAD) — AKG/KdAKG x (COA/KmCOA
* (AKG/KmAKG) + AKG/KmAKG * (NAD/KmNAD) + alpha
* (COA/KmCOA) * (AKG/KmAKG) » (NAD/KmNAD)))

xxxi.  MAD
KefrACCOA=1,83336
KefrATP= 88,9752
KeftACCOA= 0,197
KeftATP= 0,26
KirNAD= 0,636457
KmrMAL= 0,212913
KmrMn= 0,272568
KmtMAL= 0,093
KmtMn= 0,410198
L0=19,9
n=4

KefrASP= 0,362142
KefrCOA= 0,268
KeftASP= 0,583
KeftCOA= 0,268
KitNAD= 0,990398
KmrMg= 0,191871
KmrNAD= 1,36636
KmtMg= 2,37681
KmtNAD= 0,108
Vmax= 6,64269

MAD = Vmax *n* MAL x NAD /(KmrMAL * KirNAD)/(1 + KmrNAD /KirNAD
* (MAL/KmrMAL) + NAD /KirNAD + MAL/KmrMAL x (NAD /KirNAD))
* (MG/KmrMg + MN/KmrMn)/(1 + MG/KmrMg + MN /KmrMn))/(1
+ L0 * ((1 + ASP/KeftASP) * (1 + MG/KmtMg + MN /KmtMn) * (1
+ ATP/KeftATP) x (1 + ACCOA/KeftACCOA + COA/KeftCOA) * (1
+ KmtNAD /KitNAD x (MAL/KmtMAL) + NAD /KitNAD + MAL/KmtMAL
* (NAD/KitNAD))/((1 + ASP/KefrASP) x (1+ MG/KmrMg
+ MN/KmrMn) » (1 + ATP/KefrATP) * (1 + ACCOA/KefrACCOA
+ COA/KefrCOA) * (1 + KmrNAD /KirNAD * (MAL/KmrMAL)
+ NAD /KirNAD + MAL/KmrMAL  (NAD /KirNAD))))"n)

xxxii. ~ MDH
Keqg= 100000
KiNADH= 0,000196981
KmMAL= 0,86
KmNADH= 0,003
Vmax= 6,11492
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KmOAA= 0,001



MDH = Vmax * (NADH * OAA — MAL « NAD /Keq)/(KiNADH x KmOAA)/(1
+ KmNAD /KiNAD * (MAL/KmMAL) + NAD /KiNAD + MAL/KmMAL
* (NAD/KiNAD) + NADH/KiNADH + KmNAD /KiNAD * (MAL/KmMAL)
* (NADH/KIiNADH) + KmNADH /KiNADH * (OAA/KmOAA)
+ KmNADH /KiNADH * (NAD /KiNAD) * (OAA/KmOAA) + MAL * NAD
* 0AA/(KiNAD * KiOAA + KmMAL) + NADH /KiNADH * (OAA/KmOAA)
+ Keq * (KiNADH * KmOAA/(KIiNAD * KmMAL)) * (KmNAD /KiNAD)
* (MAL/KmMAL) x (NADH/KmNADH) * (OAA/KiOAA))

xxxiii.  MQO
Keg=9
KmOAA= 75,8036
KmQH2=8,77942

KmMAL= 0,435

KmQ= 0,0414

Vmax= 4,62283
QH?2

MAL * Q — OAA * ==

Keq

KmMAL * KmQ

MQO =

(1+

XXXIV. NDH1
Vmax= 23,0735

XXXV. NDH2
Vmax= 30,8306

xxxvi. PCK
Keg= 1,88166
KmATP= 0,0600418
KmOAA= 0,66966
Vmax= 8,08777

)+ (1+ 044 ) (1+ QA2 )-1

KmOAA KmQH?2

Keg= 27,6193
QH?2

NADH * Q — NAD * %—-=

Keq

NDH1 = Vmax *

QH2
NDH2 = Vmax * (NADH * () — NAD * K—)

2

t0g (‘)

L log(10)

Keg= 27,6193

eq

KmADP= 0,04997
KmHCO3= 2,6319
KmPEP= 0,0699833
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PCK = Vmax * (MgATP * OAA — HCO3 x MgADP * PEP/Keq)/(KmATP * KmOAA)/(1
+ HCO3/KmHCO3 + HCO3/KmHCO3 * (ADP/KmADP) + MgADP /KmADP
+ MgATP/KmATP + OAA/KmOAA + MgATP /[KmATP * (OAA/KmOAA)
+ HCO3/KmHCO3 * (PEP/KmPEP) + PEP/KmPEP + HCO3/KmHCO3
* (MgADP /KmADP) x (PEP/KmPEP) + MgADP /[KmADP * (PEP/KmPEP))

xxxvii.  PDH
Keq=3138,16
KmCOA= 0,00500461
KmNAD= 0,00999
KmPYR= 2

KmACCOA= 10,174
KmHCO3= 0,00545112
KmNADH= 6,63512
Vmax= 961,706

PDH = Vmax * (COA * NAD = PYR — ACCOA « NADH » HCO3/Keq)/(KmCOA * KmNAD
« KmPYR)/(ACCOA/KmACCOA + NADH/KmNADH + ACCOA/KmACCOA
« (NADH/KmNADH) + COA/KmCOA » (NADH/KmNADH)
+ ACCOA/KmACCOA + (COA/KmCOA) » (NADH/KmNADH)
+ NAD/KmNAD * (NADH /KmNADH) + COA/KmCOA » (NAD /KmNAD)
« (NADH/KmNADH) + ACCOA/KmACCOA = (PYR/KmPYR)
+ ACCOA/KmACCOA * (COA/KmCOA) = (PYR/KmPYR) + COA/KmCOA
% (1 + NAD/KmNAD) = (PYR/KmPYR) + NAD/KmNAD * (1
+ COA/KmCOA + PYR/KmPYR))/(1 + HCO3/KmHCO3)

xxxviii.  PFK
KefrADP= 0,0735264
KeftADP= 9,009
Keqg= 1998
KirATP= 2,50E-05
KirFDP= 0,045954
KitATP=0,014014
KitFDP= 50,5505
KmrATPMg= 8,12E-05
KmrFDP= 10,01
KmtATPMg= 3,34334
KmtFDP= 9,99
Vmax= 0,185253
Wt=0,146735
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KefrPEP= 19,98
KeftPEP= 0,26026
KirADP= 54,945
KirF6P= 1,84615
KitADP= 80,08
KitF6P= 0,00856856
KmrADP= 0,690009
KmrF6P= 2,05E-05
KmtADP= 2,002
KmtF6P= 32,967
LO= 14,0851
Wr=0,0237041
n=4



PFK = Vmax *n* (MgATP * F6P — MgADP « FDP /Keq)/(KirF6P x KmrATPMg)/(1
+ KmrFDP /KirFDP x (MgADP /[KmrADP) + KmrF6P /KirF6P
* (MgATP/KmrATPMg) + KmrFDP /KirFDP x (MgADP /KmrADP)
* (F6P/KirF6P) + MgATP /KmrATPMg * (F6P /KirF6P)
+ MgADP /KirADP x (MgATP /[KmrATPMg) * (F6P/KirF6P) + (1 + (ATP
— MgATP)/KirATP) = (F6P/KirF6P) + FDP /KirFDP + MgADP /[KmrADP
* (FDP/KirFDP) + KmrF6P /KirF6P x (MgATP/KmrATPMg)
* (FDP/KirFDP) + Wr x (KmrF6P /KirF6P) x (MgADP /KirADP)
* (MgATP/KmrATPMg) » (FDP/KmrFDP))/(1+ L0 * ((1
+ KmtFDP /KitFDP * (MgADP /KmtADP) + KmtF6P /KitF6P
* (MgATP /KmtATPMg) + KmtFDP/KitFDP * (MgADP /KmtADP)
* (F6P/KitF6P) + MgATP/KmtATPMg * (F6P /KitF6P) + MgADP /KitADP
* (MgATP /KmtATPMg) » (F6P /KitF6P) + (1 + (ATP — MgATP)/KitATP)
* (F6P/KitF6P) + FDP/KitFDP + MgADP /[KmtADP x (FDP/KitFDP)
+ KmtF6P /KitF6P x (MgATP/KmtATPMg) = (FDP /KitFDP) + Wt
* (KmtF6P/KitF6P) * (MgADP /KitADP) * (MgATP/KmtATPMg)
* (FDP/KmtFDP)) * (1 + MgADP /KeftADP + PEP /KeftPEP
+ MgADP/KeftADP * (PEP/KeftPEP))/((1 + KmrFDP/KirFDP
* (MgADP /[KmrADP) + KmrF6P x MgATP /(KirF6P x KmrATPMg)
+ KmrFDP /KirFDP x (MgADP /KmrADP) * (F6P /KirF6P)
+ MgATP/KmrATPMg * (F6P/KirF6P) + MgADP /KirADP
* (MgATP/KmrATPMg) » (F6P/KirF6P) + (1 + (ATP — MgATP)/KirATP)
* (F6P/KirF6P) + FDP/KirFDP + MgADP /KmrADP * (FDP/KirFDP)
+ KmrF6P/KirF6P x (MgATP /KmrATPMg) x (FDP/KirFDP) + Wr
* (KmrF6P/KirF6P) x (MgADP /KirADP) x (MgATP/KmrATPMg)
* (FDP/KmrFDP)) * (1 + MgADP/KefrADP + PEP /KefrPEP
+ MgADP /KefrADP x (PEP/KefrPEP))))"n)

xxxix. PGl
Keq = 0,36 KmF6P= 0,147
KmG6P= 0,28 KmPEP= 1,999
Vmax= 2,32456 KmPGN= 0,515958
G6P — Qﬁ
Vmax M
PGl = KmG6P
1+ F6P + G6P + PEP + PGN

KmF6P = KmG6P =~ KmPEP = KmPGN
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xl. PGK

Keqg= 99,9925 KmADPMg= 0,085416
KmATPMg= 3,47737 KmBPG= 0,0113296
KmPGA3= 2,45722 Vmax= 16,1089

PGK = (Vmax * (MgADP x BPG — MgATP x PGA3/Keq)/(KmADPMg * KmBPG))/(1
+ MgADP/KmADPMg + BPG/KmBPG + (MgADP
* BPG/KmADPMg)/KmBPG + MgATP /KmATPMg + PGA3/KmPGA3
+ (MgATP * PGA3/KmATPMg)/KmPGA3)

xli. PGL
Keq= 42,7572 KiG6P= 2,0001
KmGL6P= 0,022977 KmPGN= 9,99
Vmax= 11,5967
GL6P — ?(ﬂ
Vmax * S—
PGL = KmGL6P
14 GL6P n PGN " G6P
KmGL6P ~ KmPGN * KiG6P
xli.  PIT
Vmax= 7,146 KmP=12,18
KmPp= 0,025 Kr=0,1
Hout
g(Hin Pp K« p

PIT = Vmax * <

log(10) ) ) log (Ho_ut) z log (Ho_ut) z
1+ < loggg; > + (KmPp + Pp) 1+ ( loygg; > * (KmP + P)

xliii. ~ PNT
Keg= 0,181891 k= 2,49441

NADP)

PNT = k= (NAD * NADPH — NADH *
Keq
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xliv. PPC

KdrOAA= 4,35404 KdrPEP= 655,591
KdtOAA= 17,9127 KdtPEP= 0,0121991
KefrACCOA= 0,140029 KefrASP= 0,389183
KefrCIT= 34,4277 KefrCYS= 0,000448843
KefrFDP= 9,99126 KefrFDPACCOA= 0,0156251
KefrFUM= 2,7475 KefrMAL= 0,23002
KefrSUC= 22,9834 KeftACCOA= 1,27598
KeftASP= 27,4729 KeftCIT= 0,521945
KeftCYS=0,977374 KeftFDP= 13,2064
KeftrDPACCOA= 47,7563 KeftFUM= 9,76119
KeftMAL= 0,737283 KeftSUC= 107,18

Keq= 149,705 KmrHCO3= 0,00219811
KmrOAA= 13,0469 KmrP= 0,663356
KmrPEP= 3,20089 KmtHCO3= 0,00220031
KmtOAA= 6,80995 KmtP= 0,285131
KmtPEP= 5,12497 LO=6,37E-06

Vmax= 21,439 n=4,00319

PPC = Vmax *n* (PEP * HCO3 — OAA x P/Keq)/(KdrPEP x KmrHC03) /(1
+ KmrPEP/KdrPEP * (HCO3/KmrHCO3) + KmrOAA/KdrOAA
* (P/KmrP) + OAA/KdrOAA + P/KmrP x (OAA/KdrOAA)
+ HCO3/KmrHCO3 * (PEP/KdrPEP) + PEP/KdrPEP) /(1 + LO * ((1
+ ACCOA/KeftACCOA + FDP/KeftFDP + FDP /KeftFDP
* (ACCOA/KeftFDPACCOA)) * (1 + KmtPEP/KdtPEP * (HCO3/KmtHCO3)
+ KmtOAA/KdtOAA  (P/KmtP) + OAA/KdtOAA + P/KmtP
* (OAA/KdtOAA) + HCO3/KmtHCO3 » (PEP/KdtPEP) + PEP /KdtPEP)
* (1+ ASP/KeftASP + CYS/KeftCYS + CIT /[KeftCIT + FUM /KeftFUM
+ MAL/KeftMAL + SUC /KeftSUC)/((1 + ACCOA/KefrACCOA
+ FDP/KefrFDP + FDP /KefrFDP x (ACCOA/KefrFDPACCOA)) * (1
+ KmrPEP/KdrPEP * (HCO3/KmrHCO3) + KmrOAA/KdrOAA
* (P/KmrP) + OAA/KdrOAA + P/KmrP x (OAA/KdrOAA)
+ HCO3/KmrHCO3 * (PEP/KdrPEP) + PEP/KdrPEP) * (1
+ ASP/KefrASP + CYS/KefrCYS + CIT /[KefrCIT + FUM /KefrFUM
+ MAL/KefrMAL + SUC /KefrSUC)))"n)
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Xlv. PPS

KdAMP= 1480 KJATPMgPPS= 0,0549
KdMg= 36,9 KdP= 346

KdPEP= 95,7 KdPYR= 2740
KefADP= 0,0283 KefAKG= 0,274
KefATP= 0,000628 KefOAA= 0,796
Keg= 200000 KmAMP= 0,000384
KmATPMg= 0,0549 KmP= 84,4
KmPEP= 20,7 KmPYR= 0,229
Vmax= 0,0163772 W= 10

alpha= 38900 KdADPMg= 1,27771
KJATPMg= 0,0847634

PPS = Vmax * (MgATP * PYR — AMP x PEP x P x MG /Keq)/(KmATPMg

* KmPYR)/(MgATP/KmATPMg + alpha * (P/KdP) * (MgATP /KmATPMg)
+ alpha * (AMP/KdAMP) * (MgATP/KmATPMg) + alpha * (P/KdP)

* (AMP/KdAMP) x (MgATP/KmATPMg) + alpha * (MG/KdMg)

x (P/KmP) * (AMP/KdAMP) x (MgATP /KdATPMgPPS)/(W * (1

+ MG/KdMg)) + MgATP/KmATPMg * (AKG/KefAKG) + (1 + MG/KdMg)
* (AKG/KefAKG) * (PEP/KmPEP)/W + MgATP/KmATPMg

* (OAA/KefOAA) + (1+ MG/KdMg) » (OAA/KefOAA) = (PEP/KmPEP)/W
+ MG/KdMg * (P/KmP) x (AMP/KdAMP)/W + alpha * (P/KdP)

* (AMP/KdAMP) x (PEP/KmPEP) /W + alpha * (MG/KdMg) * (P/KmP)

« (AMP/KdAMP) * (PEP/KmPEP)/W + alpha * (1 + MG/KdMg)

* (KmAMP/KdAMP x (P/KmP) * (PEP/KmPEP) + AMP/KdAMP

+ (PEP/KmPEP))/W + (1 + MG/KdMg) * (PYR/KmPYR)

+ MgATP/KmATPMg * (PYR/KmPYR) + KdADPMg/KdMg * (P/KmP)

* (MgADP /KefADP) * (AMP/KdAMP)/(W x (1 + MG/KdMg)) + (ADP

— MgADP)/KefADP * (PYR/KmPYR) + KdATPMg/KdMg * (P/KmP)

* (AMP/KdAMP) x (MgATP/KefATP)/(W x (1 + MG/KdMg)) + (ATP

— MgATP)/KefATP % (PYR/KmPYR) + (1 + MG /KdMg)

« (PEP/KmPEP)/W + alpha * (1 + MG/KdMg) * (PEP/KdPEP)

* (PYR/KmPYR) + (1 + MG/KdMg) = (PYR/KdPYR) * (PEP/KmPEP) /W)
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Xlvi. PTA

Keg= 0,0053952 KIACCOA=0,2
KiIACP= 0,2 KiCOA= 0,029
KiP= 13,54 KmACP= 0,7
KmP=6,1 Vmax= 2,7

PTA = Vmax * (ACCOA x P — ACP » COA/Keq)/(KiACCOA  KmP) /(1
+ ACCOA/KiACCOA + P/KiP + ACP/KiACP + COA/KiCOA + ACCOA
« P/(KiACCOA * KmP) + ACP x COA/(KmACP * KiCOA))

xlvii.  PTS_ 0
KmPEP= 0,6 KmPYR=1
kF= 12000 kR= 8000

kR * eiP * PYR?
KmPYR? 4+ PYR?

PTS_ 0 = (kF *ei x PEP?)/(KmPEP? + PEP?) —

xlviii.  PTS_4
KmG6P=2125,91 KmGLC= 0,02
kF= 4000 kR= 1,00E-05
PTS_ 4 = Vcell * (kF * elichP * GLC — kR * eiich * Gop )
KmGLC + GLCp KmG6P + G6P
xlix.  PYK
KefrFDP= 0,449149 KefrG6P= 0,158746
KefrGL6P= 0,150482 KefrR5P=9,33254
KefrRU5P= 1,53591 KefrS7P=0,0785955
KefrX5P=0,677374 KeftATP= 3,69117
KeftSUCCOA= 8,26406 KirADP= 0,517585
KirATP= 96,0333 KirPEP=0,181056
KirPYR= 15,1403 KirPyrATP= 230,781
KitADP= 0,224911 KitATP= 0,039564
KitPEP= 0,465672 KitPYR= 0,2499
KitPyrATP= 11,3691 KmrADPMg= 0,326144
KmrPEP= 5,56E-07 KmtADPMg= 0,054678
KmtPEP=0,11475 LO= 50,4818
Vmax= 0,74716 n=4
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PYK = Vmax xn* PEP * MgADP /(KirPEP x KmrADPMg) /(1 + KmrPEP /KirPEP
* (MgADP /[KmrADPMg) + MgATP /KirATP + MgADP /KmrADPMg
* (PEP/KirPEP) + KmrADPMg/KmrADPMg * (1 + (ADP
— MgADP)/KirADP) * (PEP/KirPEP) + PYR/KirPYR
+ MgATP /KirPyrATP * (PYR/KirPYR))/(1 + LO * ((1 + KmtPEP /KitPEP
* (MgADP /[KmtADPMg) + MgATP /KitATP + MgADP * PEP /(KitPEP
* KmtADPMg) + (1 + (ADP — MgADP)/KitADP) = (PEP /KitPEP)
+ PYR/KitPYR + MgATP /KitPyrATP x (PYR/KitPYR)) = (1
+ SUCCOA/KeftSUCCOA + MgATP x SUCCOA/(KeftATP
* KeftSUCCOA))/((1 + KmrPEP /KirPEP x (MgADP/KmrADPMg)
+ MgATP /KirATP + MgADP /KmrADPMg * (PEP/KirPEP) + (1 + (ADP
— MgADP)/KirADP) = (PEP/KirPEP) + PYR/KirPYR
+ MgATP /KirPyrATP x (PYR/KirPYR)) * (1 + FDP/KefrFDP
+ G6P/KefrG6P + GL6P /[KefrGL6P + R5P /KefrR5P + RUSP /KefrRUSP
+ S7P/KefrS7P + X5P /KefrX5P)))"n)

l. RPE
Keg=1,5015 KmRU5SP= 0,872522
KmX5P= 0,893607 Vmax= 6,00103
RUSP — }Igi
Vmax * S
RPE = KmRUSP
1+ RU5P + X5P
KmRUSP ° KmX5P
li. RPI
Keg= 0,330093 KmE4P= 0,67067
KmR5P= 3,09715 KmRU5SP= 4,40263
Vmax= 8
RUSP — ﬁ.ﬁ
Vmax S
RP] = KmRUSP
1+ RUSP n R5P + E4P
KmRUSP * KmR5P = KmEA4P
lii. S7P_E4P_TAL
Keg= 26,6266; kcat= 99,9991

talCB)

S7P_E4AP TAL = kcat * (S7P x tal — E4P *
Keq
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li. S7P_R5P_TKT

Keqg= 0,33033 kcat= 199,979
S7P_R5P_TKT = kcat * (R5P * thktC2 — S7P = ;t;)
liv. SDH
KefFUM= 0,067048 KefSUC= 0,0322425
Keqg= 2250 KmFUM= 1,36019
KmQ= 0,00160718 KmQH2= 0,00611663
KmSUC= 0,805727 Vmax=1,56184
SUC *Q — FUM %3
SDH = Vmax » FUM __ KmSUC [ Q . KmFUM KSJ;IZUC*Km1SUM 0H2 SUC_ . SUC 0
L+ RefFUM T KefsUC * (KmQ) * KefFUM * (KmQHZ) t KefFUM * (KmQHZ) * Kefsuc T KefsuC * (K—mQ)
lv. SK
Keg= 1,15994 KmADP= 0,00868475
KmATP=0,102321 KmCOA= 0,255019
KmP=0,914709 KmSUC= 0,800744
KmSUCCOA= 0,0085 Vmax= 76,8163
ADP % SUCCOA * P — ATP % COA * fgg
. KmADP * KmSUCCOA » KmP
T G i) (gt (1 + )+ (1 ) (1 + ) (1 + o) -
lvi. SQR
Keqg= 0,94033 Vmax= 3,41617
SOR = Vmax + (FADHZ cQ—FAD + & 2)
Keq
lvii. TPI
Keg= 0,270203 KmDAP= 0,01
KmGAP=1,89301 Vmax= 24,1843
pap - $4°
Vmax * ——mrad
rel = DAP KmDéﬁP
1+ +

KmDAP =~ KmGAP
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lvii. ~ X5P_GAP_TKT

Keg= 1,001 kcat= 40
tktC2
X5P_GAP_TKT = kcat * (tkt x X5P — GAP * )
Keq
lix. XCH_RMM_ACE
Vmax= 100 Km= 10
ACE ACEp
_ Km Km
XCH_RMM_ACE = Vmax * ) _I_ACE _I_ACEp
Km " Km
IX. XCH_RMM_ACEX
Vmax= 100 Km= 10
ACEp ACEx
_ Km Km
XCH RMM _ACEx = Vmax * ) _I_ACEp _l_ACEx
Km Km
Ixi. XCH_RMM_GLC
Vmax= 100 Km= 10
GLCx GLCp
_ Km Km
XCH_RMM _GLC = Vmax * L GLCx . GLCp
Km Km
IXii. XCH_RMM_P
Vmax= 100 Km= 10
Px _Pp
XCH RMM P = Vmax »—Km __Km
N
Km Km
Ixii. ZWF
KdG6P= 0,192 KdGL6P= 0,02
Keqg= 6,00E+10 KmG6P= 0,118525
KmGL6P= 0,328629 KmNADP= 0,0274
KmNADPH= 0,0168 Vmax= 0,2658
, G6P « NADP — GL6P * N‘;‘(quH
IWF = max x KdG6P » KmNADP

G6P KmG6P ( NADP ) G6P ( NADP ) KmGL6P ( NADPH ) GL6P ( NADPH )

1+ %acep * Kacer * \kmnapp) t kacep * \kmnapp) t Kacier * \kmNapPH) t KdcLep * \RmNADPH

105



7

Matriz estequiomeétrica

Anexo B
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Figura 61. Primera parte de la matriz estequiométrica del sistema de la E. coli BAL1611.
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Figura 62. Segunda parte de la matriz estequiométrica del sistema de la E. coli BAL1611.
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9.3. Anexo C: Cambios en las cinéticas que involucran pH

Las nuevas cinéticas implementadas, correspondientes a las enzimas ATP_SYN,
CYTBO, NDH1 y PIT, son:

3
Vmax * (ADP * P — ﬂ) * abs <log Ciﬁ#)) " <109 (I‘;Zl:lt)>

Keq log(10) log(10)

Hout\\ *
14 [ i)
log(10)

ATP_SYN =

Hout
log(10) +0.
CYTBO = Vmax * (QH2? = 02 — Q% /Keq) * —
lo (Hout) :
15+0.525 + | I\Hin ) 4 5
’ ) log(10) '
Hout
—Toacioy +O
NDH1 = Vmax * (NADH * Q — NAD * QH2/Keq) log(10) — —
ou '
log :
1.5 % 0.525 + <% + 0.5)
Hout Hout
log (“gzr) \ (o9 () Hout
“bs< log(10) )"\ TTogio) | * P 20\ i) ( i ) sos
PIT = Vmax * > —Kr«+Px g 25
1+ 9\ Hin) (%Zt) * (KmPp + Pp) (KmP + P) % 1.5 % 0.525 + 209 tin ) (%L’th) +05
log(10) p p ) ) log(10) )

9.4. Anexo D: Calculo del crecimiento estandar de una E. coli nativa

El peso de una célula de E. coli estandar es de 9,5E-12 g [91]. Por otra parte, la formula
empirica de una célula de Escherichia coli es C1H1,7700,49No,24 [92], lo que corresponde a
un peso molecular de 24,97 g/mol.

Por lo tanto, el célculo del tamafio de una célula de E. coli en milimoles es el siguiente:

9,5 x 107 12[g]

1E.coli =
2497 [%

= 3,8 * 107 3[mol] = 3,8 * 10719 [mmol]

108



9.5. Anexo E: Resultados analisis del flujo de alimentacion de glucosa en E. coli nativa

Tabla 18. Concentracion de cada metabolito (([mmol/L]) en estado estacionario, para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original ([mmol/s]).

Flujo de glucosa ACCOA ACO ACP AKG BPG T DAP E4P F6P FDP FUM  G6P GAP GL6P GLX ICIT KDPG MAL NAD
0,1 0,101 0,011 0,009 0,315 0,065 0,032 0,190 0,070 0,207 0,054 0,120 0,611 0,051 0,001 0,007 0,038 0,025 0,584 1,464
0,11 0,106 0,013 0,010 0,344 0,066 0,037 0,209 0,075 0,216 0,065 0,128 0,643 0,056 0,002 0,007 0,043 0,028 0,622 1,459
0,12 0,111 0,015 0,010 0,372 0,067 0,041 0,227 0,081 0,224 0,077 0,136 0,672 0,061 0,002 0,007 0,049 0,032 0,659 1,455
0,13 0,115 0,016 0,011 0,397 0,068 0,045 0,246 0,086 0,231 0,089 0,143 0,698 0,066 0,002 0,008 0,054 0,036 0,694 1,451
0,14 0,119 0,018 0,011 0,420 0,068 0,050 0,265 0,091 0,236 0,104 0,150 0,720 0,071 0,002 0,008 0,059 0,040 0,728 1,447
0,15 0,123 0,019 0,012 0,442 0,069 0,054 0,283 0,09 0,241 0,119 0,157 0,741 0,076 0,002 0,008 0,064 0,044 0,762 1,443
0,16 0,127 0,021 0,012 0,463 0,068 0,058 0,302 0,101 0,245 0,135 0,164 0,760 0,081 0,002 0,008 0,069 0,049 0,796 1,439
0,17 0,131 0,022 0,012 0,482 0,068 0,062 0,321 0,105 0,249 0,152 0,171 0,778 0,086 0,002 0,009 0,073 0,053 0,830 1,435
0,18 0,135 0,024 0,013 0,501 0,068 0,066 0,340 0,110 0,252 0,171 0,178 0,795 0,091 0,002 0,009 0,078 0,058 0,864 1,431
0,19 0,139 0,025 0,013 0,519 0,068 0,070 0,359 0,114 0,255 0,190 0,18 0,810 0,096 0,003 0,009 0,083 0,064 0,898 1,427
0,2 0,143 0,027 0,013 0,537 0,067 0,074 0,378 0,119 0,257 0,211 0,193 0,825 0,102 0,003 0,009 0,087 0,069 0,933 1,424
0,21 0,147 0,028 0,014 0,554 0,067 0,078 0,398 0,123 0,259 0,233 0,200 0,839 0,107 0,003 0,009 0,092 0,075 0,969 1,419
0,22 0,451 0,029 0,014 0,570 0,066 0,082 0417 0,127 0,261 0,257 0,207 0,852 0,112 0,003 0,009 0,097 0,081 1,005 1,415
0,23 0,155 0,031 0,014 0,586 0,066 0,087 0,437 0,131 0,263 0,281 0,215 0,865 0,117 0,003 0,009 0,102 0,087 1,042 1,411
0,24 0,459 0,033 0,015 0,602 0,065 0,091 0456 0,136 0,264 0,307 0,223 0,877 0,122 0,003 0,009 0,107 0,094 1,079 1,407
0,25 0,163 0,034 0,015 0,617 0,065 0,096 0,476 0,140 0,266 0,335 0,231 0,889 0,128 0,004 0,009 0,113 0,101 1,117 1,402
0,26 0,167 0,036 0,015 0,631 0,064 0,101 0,49 0,144 0,267 0,363 0,239 0,901 0,133 0,004 0,009 0,118 0,108 1,156 1,398
0,27 0,171 0,038 0,016 0,645 0,063 0,106 0,516 0,148 0,268 0,393 0,247 0,912 0,138 0,004 0,009 0,124 0,116 1,194 1,393
0,28 0,176 0,040 0,016 0,659 0,063 0,111 0,536 0,152 0,269 0,424 0,255 0,924 0,144 0,004 0,009 0,130 0,124 1,234 1,388
0,29 0,180 0,042 0,016 0,672 0,062 0,117 0,557 0,156 0,269 0,457 0,263 0,935 0,149 0,004 0,009 0,136 0,132 1,273 1,383
0,3 0,185 0,044 0,017 0,68 0,061 0,122 0,577 0,160 0,270 0,491 0,272 0,946 0,154 0,005 0,009 0,143 0,141 1,314 1,378
0,31 0,189 0,046 0,017 0,697 0,061 0,129 0,597 0,164 0,270 0,527 0,280 0,956 0,160 0,005 0,010 0,150 0,150 1,354 1,373
0,32 0,194 0,048 0,017 0,709 0,060 0,135 0,618 0,167 0,271 0,564 0,288 0,967 0,165 0,005 0,009 0,157 0,159 1,394 1,368
0,33 0,198 0,051 0,018 0,721 0,059 0,142 0,639 0,171 0,271 0,603 0,297 0,977 0,171 0,005 0,009 0,165 0,169 1,434 1,362
0,34 0,203 0,053 0,018 0,732 0,058 0,149 0,660 0,175 0,271 0,643 0,305 0,988 0,176 0,006 0,009 0,173 0,179 1,474 1,356
0,35 0,208 0,056 0,018 0,743 0,057 0,157 0,681 0,179 0,271 0,68 0,314 0,998 0,182 0,006 0,009 0,182 0,189 1,514 1,350
0,36 0,213 0,059 0,019 0,754 0,057 0,165 0,702 0,18 0,271 0,729 0,322 1,008 0,187 0,006 0,009 0,191 0,199 1,554 1,344
0,37 0,218 0,062 0,019 0,764 0,056 0,173 0,724 0,18 0,271 0,774 0,330 1,019 0,193 0,006 0,009 0,200 0,210 1,593 1,338
0,38 0,224 0,065 0,019 0,774 0,055 0,182 0,745 0,190 0,271 0,821 0,338 1,029 0,199 0,007 0,009 0,210 0,221 1,633 1,331
0,39 0,229 0,068 0,020 0,783 0,054 0,192 0,767 0,194 0,271 0,870 0,347 1,039 0,204 0,007 0,009 0,221 0,233 1,672 1,325
0,4 0,235 0,072 0,020 0,793 0,053 0,202 0,788 0,198 0,271 0,920 0,355 1,050 0,210 0,007 0,009 0,233 0,244 1,710 1,318
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Continuacién Tabla 18. Concentracién de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original

([mmol/s]).
Flujo de
glucosa NADH NADP NADPH OAA PEP PGA2 PGA3 PGN PYR Q QH2 R5P RUSP S7pP SUC SUCCOA X5P ei eiP

0,1 0,106 0,163 0,094 0,162 1,142 0,404 0,728 0,058 0,143 0,407 0,593 0,082 0,256 0,169 0,115 0,022 0,377 0,000 0,007
0,11 0,111 0,163 0,094 0,159 1,136 0,405 0,730 0,063 0,152 0,399 0,601 0,085 0,267 0,169 0,122 0,023 0,392 0,000 0,007
0,12 0,115 0,163 0,094 0,156 1,128 0,404 0,730 0,067 0,160 0,391 0,609 0,088 0,276 0,168 0,128 0,024 0,407 0,000 0,007
0,13 0,119 0,163 0,094 0,153 1,119 0,403 0,729 0,072 0,168 0,384 0,616 0,091 0,28 0,166 0,134 0,026 0,420 0,000 0,007
0,14 0,123 0,163 0,094 0,151 1,108 0,401 0,727 0,077 0,176 0,377 0,623 0,093 0,293 0,165 0,140 0,027 0,432 0,000 0,007
0,15 0,127 0,164 0,093 0,148 1,097 0,399 0,725 0,082 0,183 0,370 0,630 0,095 0,300 0,163 0,145 0,028 0,443 0,000 0,007
0,16 0,131 0,164 0,093 0,145 1,08 0,397 0,722 0,087 0,190 0,364 0,636 0,097 0,307 0,161 0,151 0,029 0,453 0,000 0,006
0,17 0,135 0,165 0,092 0,143 1,074 0,395 0,719 0,093 0,198 0,358 0,642 0,099 0,313 0,158 0,156 0,030 0,462 0,000 0,006
0,18 0,139 0,165 0,092 0,140 1,062 0,393 0,716 0,099 0,205 0,353 0,647 0,101 0,319 0,156 0,162 0,031 0,471 0,000 0,006
0,19 0,143 0,166 0,091 0,138 1,050 0,390 0,713 0,105 0,212 0,347 0,653 0,102 0,324 0,153 0,167 0,032 0,479 0,000 0,006

0,2 0,146 0,166 0,091 0,136 1,038 0,388 0,710 0,111 0,218 0,342 0,658 0,104 0,330 0,151 0,173 0,033 0,487 0,000 0,006
0,21 0,151 0,167 0,090 0,133 1,025 0,385 0,706 0,118 0,225 0,336 0,664 0,105 0,334 0,148 0,178 0,034 0,494 0,000 0,006
0,22 0,155 0,167 0,090 0,131 1,013 0,382 0,702 0,125 0,232 0,331 0669 0,106 0,339 0,146 0,184 0,035 0,501 0,000 0,006
0,23 0,159 0,168 0,08 0,129 1,000 0,379 0,698 0,132 0,239 0,325 0,675 0,107 0,343 0,143 0,190 0,036 0,508 0,000 0,006
024 0,163 0,168 0,089 0,127 0988 0,377 0,694 0,139 0,246 0,320 0,680 0,108 0,347 0,140 0,196 0,037 0,514 0,000 0,006
0,25 0,168 0,169 0,088 0,125 0,975 0,374 0,690 0,147 0,253 0,315 0,68 0,109 0,350 0,138 0,202 0,038 0,519 0,000 0,006
0,26 0,172 0,169 0,088 0,123 0,962 0,371 0,68 0,155 0,260 0,310 0,690 0,110 0,354 0,135 0,209 0,040 0,525 0,000 0,006
0,27 0,177 0,169 0,088 0,121 0,949 0,368 0,681 0,164 0,267 0,304 0,69 0,111 0,357 0,133 0,215 0,041 0,530 0,000 0,006
0,28 0,182 0,169 0,088 0,119 0,936 0,365 0,677 0,172 0,273 0,299 0,701 0,112 0,360 0,131 0,222 0,042 0,535 0,000 0,006
0,29 0,187 0,169 0,088 0,117 0,923 0,361 0,672 0,18 0,280 0,294 0,706 0,112 0,363 0,128 0,229 0,043 0,539 0,000 0,006

03 0192 0,169 0,088 0,115 0,909 0,358 0,667 0,190 0,287 0,289 0,711 0,113 0,366 0,126 0,237 0,045 0,543 0,000 0,006
0,31 0,197 0,169 0,088 0,113 0,89% 0,355 0,662 0,200 0,294 0,284 0,716 0,114 0,368 0,123 0,244 0,046 0,547 0,001 0,006
0,32 0,202 0,169 0,088 0,111 0,883 0,351 0,657 0,209 0,301 0,279 0,721 0,114 0,370 0,121 0,252 0,047 0,551 0,001 0,006
0,33 0,208 0,169 0,088 0,109 0,869 0,347 0,651 0,219 0,308 0,273 0,727 0,115 0,373 0,119 0,260 0,049 0,555 0,001 0,006
0,34 0,214 0,169 0,088 0,108 0,85 0,344 0,645 0,229 0315 0,268 0,732 0,215 0,375 0,117 0,269 0,050 0,558 0,001 0,006
0,35 0,220 0,169 0,088 0,106 0,841 0,340 0,640 0,239 0,322 0,263 0,737 0,116 0,376 0,114 0,277 0,052 0,561 0,001 0,006
0,36 0,226 0,168 0,089 0,104 0,827 0,336 0,633 0,249 0,329 0,258 0,742 0,116 0,378 0,112 0,28 0,054 0,564 0,001 0,006
0,37 0,232 0,168 0,08 0,102 0,813 0,332 0,627 0,260 0,336 0,253 0,747 0,116 0,380 0,110 0,296 0,055 0,567 0,001 0,006
0,38 0,239 0,167 0,090 0,101 0,799 0,328 0,621 0,270 0,343 0,248 0,752 0,117 0,381 0,108 0,306 0,057 0,570 0,001 0,006
0,39 0,245 0,167 0,090 0,099 0,78 0,324 0,614 0,28 0350 0,243 0,757 0,117 0,383 0,106 0,316 0,059 0,572 0,001 0,006

04 0,252 0,166 0,091 0,098 0,770 0,320 0,607 0,291 0,357 0,238 0,762 0,117 0,384 0,104 0,326 0,061 0,574 0,001 0,006
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Continuacién Tabla 18. Concentracién de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original

([mmol/s]).

Flujo de glucosa eiia eiiaP  eiicb eiicbP  hpr hprP icd icdP tal talC3 tkt tktC2 ADP AMP ATP CAMP P MgADP MgATP
0,1 0,006 0,489 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,010 0,060 0,616 0,187 2,551 0,927 9,538 0,270 2,352
0,11 0,007 0,488 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,010 0,060 0,606 0,18 2,565 0,928 9,654 0,266 2,364
0,12 0,007 0,488 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,010 0,060 0,599 0,179 2,574 0,928 9,739 0,263 2,373
0,13 0,008 0,487 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,011 0,059 0,594 0,177 2,580 0,929 9,800 0,261 2,378
0,14 0,008 0,486 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,011 0,059 0,591 0,176 2,584 0,929 9,841 0,260 2,382
0,15 0,009 0,486 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,011 0,059 0,590 0,175 2,586 0,929 9,865 0,259 2,384
0,16 0,010 0,485 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,012 0,058 0,589 0,176 2,58 0,929 9,876 0,259 2,384
0,17 0,010 0,484 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,012 0,058 0,589 0,176 2,586 0,928 9,878 0,258 2,384
0,18 0,011 0,484 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,012 0,058 0,589 0,177 2,585 0,928 9,871 0,259 2,383
0,19 0,012 0,483 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0002 0,058 0,013 0,057 0,59 0,179 2,583 0,927 9,857 0,259 2,382
0,2 0,012 0,483 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,002 0,058 0,013 0,057 0,592 0,180 2,581 0,927 9,839 0,260 2,380
0,21 0,013 0,482 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0003 0,057 0013 0,057 0,593 0,182 2,579 0,926 9,816 0,260 2,377
0,22 0,014 0,481 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,003 0,057 0,013 0,057 0,595 0,184 2,576 0,925 9,789 0,261 2,375
0,23 0,014 0,481 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,597 0,18 2,573 0,925 9,760 0,262 2,372
0,24 0,015 0,480 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,599 0,188 2,569 0,924 9,728 0,263 2,369
0,25 0,016 0,479 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,601 0,190 2,566 0,923 9,694 0,264 2,365
0,26 0,016 0,478 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0003 0,057 0015 0,055 0,604 0,192 2,562 0,922 9,658 0,265 2,362
0,27 0,017 0,478 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0003 0,057 0015 0,055 0,606 0,194 2,558 0,921 9,621 0,266 2,359
0,28 0,018 0,477 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,003 0,057 0,015 0,055 0,608 0,196 2,555 0,921 9,582 0,267 2,355
0,29 0,018 0,476 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,003 0,057 0016 0,054 0,611 0,199 2,551 0,920 9,542 0,268 2,351
0,3 0,019 0,476 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,004 0,056 0,016 0,054 0,614 0,201 2,546 0,919 9,501 0,269 2,347
0,31 0,020 0,475 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,004 0,056 0,016 0,054 0,616 0,203 2,542 0,918 9,459 0,271 2,344
0,32 0,021 0,474 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0004 0,056 0017 0,053 0,619 0,206 2,538 0917 9,416 0,272 2,340
0,33 0,021 0,473 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,004 0,056 0,017 0,053 0,622 0,209 2,534 0,916 9,372 0,273 2,336
0,34 0,022 0,473 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0004 0,056 0017 0,053 0,625 0,211 2,529 0,915 9,327 0,274 2,331
0,35 0,023 0,472 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0004 0,056 0,017 0,053 0,627 0,214 2,524 0,914 9,281 0,275 2,327
0,36 0,024 0,471 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,004 0,056 0,018 0,052 0,630 0,217 2,520 0,913 9,235 0,277 2,323
0,37 0,025 0,470 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0004 0,056 0018 0,052 0,633 0,220 2,515 0,912 9,187 0,278 2,318
0,38 0,025 0,469 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,004 0,056 0,018 0,052 0,636 0,223 2,510 0,911 9,139 0,279 2,314
0,39 0,026 0,469 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,006 0,055 0,019 0,051 0,639 0,226 2,505 0,910 9,089 0,281 2,309
0,4 0,027 0,468 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0005 0,055 0019 0,051 0,643 0,229 2,500 0,909 9,039 0,282 2,304
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Continuacién Tabla 18. Concentracién de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original

([mmol/s]).
Flujo de glucosa MgFDP FAD FADH2 ACE GLCx ACEx Hout GLCp Pp ACEp

0,1 0,008 0,350 0,650 0,0001 0,011 0,0001 0,0001 0,001 9,999 0,0001
0,11 0,009 0,340 0,660 0,0001 0,013 0,0001 0,0001 0,002 9,998 0,0001
0,12 0,011 0,330 0,670 0,0001 0,014 0,0001 0,0001 0,002 9,996 0,0001
0,13 0,013 0,322 0,678 0,0001 0,015 0,0001 0,0001 0,002 9,995 0,0001
0,14 0,015 0,314 0,686 0,0001 0,016 0,0001 0,0001 0,002 9,994 0,0001
0,15 0,017 0,306 0,694 0,0002 0,017 0,0002 0,0001 0,002 9,992 0,0002
0,16 0,020 0,299 0,701 0,0002 0,019 0,0002 0,0001 0,003 9,991 0,0002
0,17 0,022 0,292 0,708 0,0002 0,020 0,0002 0,0001 0,003 9,990 0,0002
0,18 0,025 0,285 0,715 0,0002 0,021 0,0002 0,0001 0,003 9,989 0,0002
0,19 0,028 0,279 0,721 0,0002 0,022 0,0002 0,0001 0,003 9,987 0,0002

0,2 0,031 0,272 0,728 0,0002 0,023 0,0002 0,0001 0,003 9,986 0,0002
0,21 0,034 0,266 0,734 0,0002 0,025 0,0002 0,0001 0,004 9,985 0,0002
0,22 0,038 0,259 0,741 0,0002 0,026 0,0002 0,0001 0,004 9,984 0,0002
0,23 0,041 0,253 0,747 0,0002 0,027 0,0002 0,0001 0,004 9,983 0,0002
0,24 0,045 0,247 0,753 0,0002 0,028 0,0002 0,0001 0,004 9,981 0,0002
0,25 0,049 0,241 0,759 0,0002 0,030 0,0002 0,0001 0,005 9,980 0,0002
0,26 0,053 0,234 0,766 0,0002 0,031 0,0002 0,0001 0,005 9,979 0,0002
0,27 0,058 0,228 0,772 0,0002 0,032 0,0002 0,0001 0,005 9,978 0,0002
0,28 0,062 0,222 0,778 0,0002 0,033 0,0002 0,0001 0,005 9,977 0,0002
0,29 0,067 0,216 0,784 0,0002 0,035 0,0002 0,0001 0,006 9,975 0,0002

0,3 0,072 0,210 0,790 0,0002 0,036 0,0002 0,0001 0,006 9,974 0,0002
0,31 0,077 0,204 0,796 0,0002 0,037 0,0002 0,0001 0,006 9,973 0,0002
0,32 0,083 0,198 0,802 0,0002 0,039 0,0002 0,0001 0,007 9,972 0,0002
0,33 0,089 0,191 0,809 0,0002 0,040 0,0002 0,0001 0,007 9,970 0,0002
0,34 0,094 0,185 0,815 0,0002 0,041 0,0002 0,0001 0,007 9,969 0,0002
0,35 0,101 0,179 0,821 0,0002 0,043 0,0002 0,0001 0,008 9,968 0,0002
0,36 0,107 0,173 0,827 0,0003 0,044 0,0002 0,0001 0,008 9,967 0,0003
0,37 0,114 0,167 0,833 0,0003 0,046 0,0003 0,0001 0,008 9,966 0,0003
0,38 0,121 0,161 0,839 0,0003 0,047 0,0003 0,0001 0,009 9,964 0,0003
0,39 0,128 0,155 0,845 0,0003 0,048 0,0003 0,0001 0,009 9,963 0,0003

0,4 0,135 0,149 0,851 0,0003 0,050 0,0003 0,0001 0,010 9,962 0,0003
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Tabla 19. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original ([mmol/s]).

Flujo de glucosa ACEA ACEB ACK ACEK_1 ACEK_2 ACN_1 ACN_2 ACS ADK  ATP_MAIN ATP_SYN CYA CYTBO DOS EDA EDD ENO

0,1 0,0787 0,0787 0,0124 0,0017 0,0017 0,1534 0,1534 0,0124 0,0199 1,2178 1,2423 0,0076 0,4904 0,0077 0,0092 0,0092 0,1702
0,11 0,0823 0,0823 0,0129 0,0017 0,0017 0,1609 0,1609 0,0129 0,0205 1,2428 1,2966 0,0077 0,5126 0,0077 0,0098 0,0098 0,1854
0,12 0,0852 0,0852 0,0134 0,0017 0,0017 0,1677 0,1677 0,0134 0,0210 1,2600 1,3460 0,0077 0,5327 0,0077 0,0103 0,0103 0,2006
0,13 0,0877 0,0877 0,0139 0,0017 0,0017 0,1739 0,1739 0,0139 0,0215 1,2713 1,3916 0,0077 0,5513 0,0077 0,0109 0,0109 0,2157
0,14 0,0898 0,0898 0,0143 0,0017 0,0017 0,1799 0,1799 0,0143 0,0220 1,2783 1,4346 0,0077 0,5687 0,0077 0,0114 0,0114 0,2307
0,15 0,0917 0,0917 0,0148 0,0017 0,0017 0,1855 0,1855 0,0148 0,0224 1,2822 1,4755 0,0077 0,5852 0,0077 0,0119 0,0119 0,2456
0,16 0,0933 0,0933 0,0152 0,0017 0,0017 0,1910 0,1910 0,0152 0,0229 1,2836 1,5148 0,0077 0,6011 0,0077 0,0125 0,0125 0,2606
0,17 0,0948 0,0948 0,0156 0,0017 0,0017 0,1963 0,1963 0,0156 0,0233 1,2832 1,5531 0,0077 0,6165 0,0077 0,0130 0,0130 0,2755
0,18 0,0961 0,0961 0,0161 0,0017 0,0017 0,2015 0,2015 0,0161 0,0238 1,2814 1,5904 0,0077 0,6315 0,0077 0,0136 0,0136 0,2904
0,19 0,0973 0,0973 0,0165 0,0017 0,0017 0,2067 0,2067 0,0165 0,0242 1,2787 1,6272 0,0077 0,6463 0,0077 0,0141 0,0141 0,3053

0,2 0,0983 0,0983 0,0170 0,0017 0,0017 0,2118 0,2118 0,0170 0,0246 1,2752 1,6634 0,0077 0,6608 0,0077 0,0147 0,0147 0,3202
0,21 0,0993 0,0993 0,0174 0,0017 0,0017 0,2168 0,2168 0,0174 0,0251 1,2711 1,6994 0,0077 0,6753 0,0077 0,0152 0,0153 0,3350
0,22 0,1002 0,1002 0,0179 0,0017 0,0017 0,2219 0,2219 0,0178 0,0255 1,2667 1,7350 0,0077 0,6895 0,0077 0,0158 0,0158 0,3499
0,23 0,1009 0,1009 0,0183 0,0017 0,0017 0,2269 0,2269 0,0183 0,0260 1,2620 1,7705 0,0076 0,7038 0,0077 0,0164 0,0164 0,3649
0,24 0,1016 0,1016 0,0188 0,0017 0,0017 0,2319 0,2319 0,0188 0,0264 1,2570 1,8059 0,0076 0,7179 0,0076 0,0169 0,0169 0,3798
0,25 0,1022 0,1022 0,0192 0,0017 0,0017 0,2370 0,2370 0,0192 0,0269 1,2520 1,8412 0,0076 0,7321 0,0076 0,0174 0,0175 0,3947
0,26 0,1028 0,1028 0,0197 0,0017 0,0017 0,2420 0,2420 0,0197 0,0273 1,2469 1,8764 0,0076 0,7462 0,0076 0,0180 0,0180 0,4097
0,27 0,1032 0,1032 0,0202 0,0017 0,0017 0,2471 0,2471 0,0202 0,0278 1,2417 1,9117 0,0076 0,7603 0,0076 0,0185 0,0185 0,4247
0,28 0,1036 0,1036 0,0206 0,0017 0,0017 0,2522 0,2522 0,0206 0,0283 1,2365 1,9469 0,0076 0,7744 0,0076 0,0190 0,0191 0,4397
0,29 0,1039 0,1039 0,0211 0,0017 0,0017 0,2573 0,2573 0,0211 0,0288 1,2313 1,9821 0,0076 0,7884 0,0076 0,0195 0,0196 0,4547

0,3 0,1041 0,1041 0,0216 0,0017 0,0017 0,2624 0,2624 0,0216 0,0293 1,2260 2,0175 0,0075 0,8026 0,0076 0,0200 0,0201 0,4698
0,31 0,1043 0,1043 0,0221 0,0017 0,0017 0,2675 0,2675 0,0221 0,0298 1,2208 2,0528 0,0075 0,8166 0,0076 0,0205 0,0205 0,4849
0,32 0,1043 0,1043 0,0226 0,0017 0,0017 0,2727 0,2727 0,0226 0,0303 1,2156 2,0881 0,0075 0,8307 0,0076 0,0209 0,0210 0,5000
0,33 0,1043 0,1043 0,0232 0,0017 0,0017 0,2778 0,2778 0,0231 0,0308 1,2104 2,1234 0,0075 0,8448 0,0076 0,0214 0,0214 0,5152
0,34 0,1042 0,1042 0,0237 0,0017 0,0017 0,2830 0,2830 0,0237 0,0313 1,2052 2,1587 0,0075 0,8589 0,0076 0,0218 0,0219 0,5303
0,35 0,1041 0,1041 0,0242 0,0017 0,0017 0,2882 0,2881 0,0242 0,0318 1,2000 2,1940 0,0075 0,8730 0,0076 0,0222 0,0223 0,5456
0,36 0,1038 0,1038 0,0248 0,0017 0,0017 0,2933 0,2933 0,0247 0,0324 1,1948 2,2292 0,0075 0,8869 0,0076 0,0226 0,0226 0,5608
0,37 0,1035 0,1035 0,0253 0,0017 0,0017 0,2985 0,2985 0,0253 0,0329 1,1895 2,2644 0,0074 0,9010 0,0075 0,0229 0,0230 0,5760
0,38 0,1031 0,1031 0,0259 0,0017 0,0017 0,3037 0,3037 0,0259 0,0335 1,1842 2,2998 0,0074 0,9150 0,0075 0,0233 0,0234 0,5913
0,39 0,1026 0,1026 0,0265 0,0017 0,0017 0,3089 0,3089 0,0265 0,0340 1,1788 2,3351 0,0074 0,9291 0,0075 0,0236 0,0237 0,6066

0,4 0,1020 0,1020 0,0271 0,0017 0,0017 0,3142 0,3141 0,0270 0,0346 1,1733 2,3703 0,0074 0,9431 0,0075 0,0239 0,0240 0,6220
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Continuacién Tabla 19. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original ([mmol/s]).

Flujo de glucosa F6P_E4P_TKT F6P_GAP_TAL FBA FBP  FUMA GDH GL6P_HYDROLYSIS GLC_FEED GLT GND GPM GROWTH ICD LPD MAD

0,1 0,0099 0,0108 0,0777 2,E-05 0,1506 0,1741 2,E-08 0,0010 0,1534 0,0333 0,1702 5,E-06 0,0747 0,0719 0,0270
0,11 0,0097 0,0109 0,0858 2,E-05 0,1571 0,1906 2,E-08 0,0011 0,1609 0,0342 0,1854 6,E-06 0,0786 0,0748 0,0261
0,12 0,0095 0,0110 0,0939 3,E-05 0,1629 0,2071 2,E-08 0,0012 0,1677 0,0352 0,2006 8,E-06 0,0824 0,0777 0,0254
0,13 0,0092 0,0111 0,1021 3,E-05 0,1682 0,2235 2,E-08 0,0013 0,1740 0,0360 0,2157 9,E-06 0,0862 0,0805 0,0249
0,14 0,0090 0,0112 0,1102 4,E-05 0,1730 0,2400 2,E-08 0,0014 0,1799 0,0369 0,2307 1,E-05 0,0900 0,0832 0,0244
0,15 0,0087 0,0113 0,1184 4,e-05 0,1776 0,2564 2,E-08 0,0015 10,1855 10,0377 0,2456 1,E-05 0,0938 0,0860 0,0240
0,16 0,0084 0,0113 0,1265 5,E-05 0,1820 0,2729 3,E-08 0,0016 0,1910 0,0384 0,2606 1,E-05 0,0976 0,0887 0,0237
0,17 0,0081 0,0114 0,1347 6,E-05 0,1862 0,2893 3,E-08 0,0017 0,1963 0,0391 0,2755 2,E-05 0,1015 0,0915 0,0234
0,18 0,0077 0,0114 0,1429 7,E-05 0,1903 0,3057 3,E-08 0,0018 0,2015 0,0398 0,2904 2,E-05 0,1054 0,0943 0,0232
0,19 0,0073 0,0114 0,1511 8,E-05 0,1944 0,3222 3,E-08 0,0019 0,2067 0,0404 0,3053 2,E-05 0,1094 0,0971 0,0229

0,2 0,0070 0,0114 0,1593 9,E-05 0,1983 0,3386 3,E-08 0,0020 0,2118 0,0409 0,3202 2,E-05 0,1134 0,1000 0,0227
0,21 0,0066 0,0114 0,1675 1,E-04 0,2023 0,3550 3,E-08 0,0021 0,2168 0,0414 0,3350 2,E-05 0,1175 0,1030 0,0225
0,22 0,0061 0,0113 0,1757 1,E-04 0,2062 0,3715 3,E-08 0,0022 0,2219 0,0418 0,3499 3,E-05 0,1217 0,1061 0,0223
0,23 0,0057 0,0113 0,1840 1,E-04 0,2101 0,3880 3,E-08 0,0023 0,2269 0,0422 0,3649 3,E-05 0,1260 0,1092 0,0222
0,24 0,0053 0,0112 0,1922 1,E-04 0,2140 0,4045 3,E-08 0,0024 0,2320 0,0426 0,3798 3,E-05 0,1303 0,1124 0,0220
0,25 0,0048 0,0111 0,2005 1,E-04 0,2179 0,4210 3,E-08 0,0025 0,2370 0,0429 0,3947 3,E-05 0,1347 0,1157 0,0218
0,26 0,0043 0,0110 0,2088 1,E-04 0,2218 0,4375 3,E-08 0,0026 0,2421 0,0431 0,4097 3,E-05 0,1392 0,1191 0,0216
0,27 0,0038 0,0109 0,2172 1,E-04 0,2258 0,4541 3,E-08 0,0027 0,2471 0,0433 0,4247 3,E-05 0,1438 0,1226 0,0214
0,28 0,0033 0,0107 0,2256 2,E-04 0,2297 0,4707 4,E-08 0,0028 0,2522 0,0434 0,4397 4,E-05 0,1485 0,1262 0,0213
0,29 0,0027 0,0106 0,2340 2,E-04 0,2337 0,4873 4,E-08 0,0029 0,2573 0,0435 0,4547 4,E-05 0,1533 0,1298 0,0211

0,3 0,0022 0,0104 0,2424 2,E-04 0,2376 0,5039 4,E-08 0,0030 0,2624 0,0436 0,4698 4,E-05 0,1582 0,1336 0,0209
0,31 0,0016 0,0102 0,2509 2,E-04 0,2416 0,5206 4,E-08 0,0031 0,2675 0,0436 0,4849 4,E-05 0,1632 0,1374 0,0207
0,32 0,0010 0,0100 0,2594 2,E-04 0,2456 0,5373 4,E-08 0,0032 0,2727 0,0435 0,5000 4,E-05 0,1683 0,1414 0,0205
0,33 0,0004 0,0098 0,2681 2,E-04 0,2496 0,5540 4,E-08 0,0033 0,2778 0,0434 0,5152 5,E-05 0,1734 0,1454 0,0204
0,34 -0,0002 0,0096 0,2765 2,E-04 0,2537 0,5707 4,E-08 0,0034 0,2830 0,0433 0,5304 5E-05 0,1787 0,1496 0,0202
0,35 -0,0008 0,0093 0,2852 2,E-04 0,2577 0,5875 4,E-08 0,0035 0,2882 0,0431 0,5456 5,E-05 0,1840 0,1538 0,0200
0,36 -0,0014 0,0090 0,2937 2,E-04 0,2617 0,6042 4,E-08 0,0036 0,2934 0,0429 0,5608 5E-05 0,1894 0,1581 0,0198
0,37 -0,0021 0,0088 0,3023 2,E-04 0,2657 0,6210 4,E-08 0,0037 0,2986 0,0426 0,5760 5,E-05 0,1950 0,1624 0,0197
0,38 -0,0027 0,0085 0,3107 2,E-04 0,2698 0,6379 4,E-08 0,0038 0,3038 0,0423 0,5913 5,E-05 0,2006 0,1670 0,0195
0,39 -0,0034 0,0082 0,3194 2,E-04 0,2739 0,6547 4,E-08 0,0039 0,3090 0,0420 0,6067 6,E-05 0,2063 0,1715 0,0193

0,4 -0,0041 0,0079 0,3281 2,E-04 0,2780 0,6716 4,E-08 0,0040 0,3142 0,0416 0,6220 6,E-05 0,2121 0,1762 0,0191
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Continuacion Tabla 19.

Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original (f[mmol/s]).

Flujode glucosa MDH ™MQO NDH1 NDH2 PCK PDH PFK PGI PGK PGL PIT PNT PPC PPS PTA PTS_0 PTS_4
0,1 2,0889 2,2914 0,2621 0,3657 0,1365 0,2419 0,0777 0,0572 0,1741 0,0425 0,0022 0,1037 0,0921 10,0000 0,0124 0,1000 0,1000
0,11 2,1396 2,3529 0,2732 0,3816 0,1384 10,2560 0,0858 0,0654 0,1906 0,0440 0,0073 0,0951 0,0921 0,0000 0,0129 0,1100 0,1100
0,12 2,1848 2,4075 0,2835 0,3963 0,1389 0,2691 0,0940 0,0737 0,2071 0,0455 0,0121 0,0853 0,0915 0,0000 0,0134 0,1200 0,1200
0,13 2,2256 2,4566 0,2932 0,4102 0,1383 0,2814 0,1021 0,0821 0,2235 0,0469 0,0166 0,0746 0,0907 0,0000 0,0139 0,1300 0,1300
0,14 2,2631 2,5015 0,3024 0,4235 0,1370 0,2930 0,1103 0,0905 0,2400 0,0483 0,0210 0,0632 0,0895 0,0000 0,0143 0,1400 0,1400
0,15 2,2979 12,5431 0,3114 0,4362 0,1351 0,3042 0,1184 0,0989 0,2564 0,0496 0,0252 0,0514 0,0883 0,0000 0,0148 0,1500 0,1500
0,16 2,3305 2,5820 0,3200 0,4486 0,1329 0,3151 0,1266 0,1074 0,2729 0,0509 0,0295 0,0392 0,0870 0,0000 0,0152 0,1600 0,1600
0,17 2,3611 2,6186 0,3285 0,4608 0,1304 0,3257 0,1348 0,1159 0,2893 0,0521 0,0336 0,0267 0,0857 0,0000 0,0156 0,1700 0,1700
0,18 2,3902 2,6533 0,3368 0,4728 0,1277 0,3361 0,1430 0,1245 0,3057 0,0533 0,0377 0,0140 0,0844 10,0000 0,0161 0,1800 0,1800
0,19 2,4177 2,6863 0,3451 0,4846 0,1249 0,3463 0,1512 0,1331 0,3222 0,0545 0,0418 0,0011 0,0831 0,0000 0,0165 0,1900 0,1900
0,2 2,4438 2,7177 0,3532 0,4963 0,1220 0,3563 0,1594 0,1418 0,3386 0,0556 0,0459 -0,0119 0,0819 0,0000 0,0170 0,2000 0,2000
0,21 2,4686 2,7476 0,3613 0,5080 0,1190 0,3662 0,1676 0,1505 0,3550 0,0567 0,0500 -0,0249 0,0808 0,0000 0,0174 0,2100 0,2100
0,22 2,4922 2,7761 0,3694 0,5196 0,1161 0,3760 0,1758 0,1593 0,3715 0,0577 0,0540 -0,0380 0,0798 0,0000 0,0179 0,2199 0,2199
0,23 2,5145 2,8033 0,3775 0,5312 0,1132 0,3858 0,1841 0,1681 0,3880 0,0586 0,0581 -0,0512 0,0789 0,0000 0,0183 0,2299 0,2299
0,24 2,5356 2,8292 0,3855 0,5428 0,1103 0,3954 0,1924 0,1770 0,4045 0,0595 0,0621 -0,0645 0,0782 0,0000 0,0188 0,2399 0,2399
0,25 2,5555 2,8537 0,3936 0,5544 0,1074 0,4050 0,2007 0,1859 0,4210 0,0604 0,0662 -0,0777 0,0775 0,0000 0,0192 0,2499 0,2499
0,26 2,5741 2,8770 0,4016 0,5660 0,1046 0,4145 0,2090 0,1949 0,4375 0,0611 0,0703 -0,0910 0,0770 0,0000 0,0197 0,2599 0,2599
0,27 2,5916 12,8990 0,4097 0,5777 0,1019 0,4240 0,2174 0,2039 0,4541 0,0619 0,0743 -0,1043 0,0767 0,0000 0,0202 0,2699 0,2699
0,28 2,6077 2,919 0,4178 0,5894 0,0992 0,4333 0,2257 0,2130 0,4707 0,0625 0,0784 -0,1176 0,0765 0,0000 0,0206 0,2799 0,2799
0,29 2,6227 29390 0,4259 0,6011 0,0966 0,4427 0,2341 0,2222 0,4873 0,0631 0,0824 -0,1309 0,0764 0,0000 0,0211 0,2899 0,2899
0,3 2,6364 29571 0,4340 0,6128 0,0941 0,4519 0,2426 0,2314 0,5039 0,0637 0,0865 -0,1443 0,0765 0,0000 0,0216 0,2999 0,2999
0,31 2,6489 2,9738 0,4421 0,6246 0,0917 0,4611 0,2510 0,2407 0,5206 0,0642 0,0905 -0,1576 0,0768 0,0000 0,0221 0,3099 0,3099
0,32 2,6601 2,9892 0,4503 0,6364 0,0893 0,4702 0,2595 0,2501 0,5373 0,0646 0,0946 -0,1709 0,0773 0,0000 0,0226 0,3199 0,3199
0,33 2,6701 3,0034 0,4584 0,6482 0,0871 0,4793 0,2680 0,2595 0,5540 0,0649 0,0987 -0,1842 0,0779 0,0000 0,0232 0,3300 0,3299
0,34 2,6789 3,0162 0,4666 0,6601 0,0850 0,4882 0,2766 0,2689 0,5708 0,0652 0,1027 -0,1975 0,0788 0,0000 0,0237 0,3399 0,3398
0,35 2,6865 3,0278 0,4748 0,6720 0,0830 0,4971 0,2852 0,2785 0,5875 0,0655 0,1068 -0,2108 0,0798 0,0000 0,0242 0,3499 0,3498
0,36 2,6928 3,0381 0,4830 0,6839 0,0811 0,5059 0,2938 0,2881 0,6043 0,0657 0,1109 -0,2240 0,0810 0,0000 0,0248 0,3598 0,3598
0,37 2,6981 3,0472 0,4912 0,6959 0,0793 0,5147 0,3024 0,2977 0,6209 0,0658 0,1149 -0,2372 0,0824 0,0000 0,0253 0,3698 0,3698
0,38 2,7022 3,0552 0,4994 0,7079 0,0776 0,5234 0,3111 0,3074 0,6379 0,0658 0,1190 -0,2506 0,0840 0,0000 0,0259 0,3798 0,3798
0,39 2,7053 3,0619 0,5077 0,7199 0,0761 0,5320 0,3198 0,3172 0,6547 0,0658 0,1231 -0,2638 0,0858 0,0000 0,0265 0,3897 0,3897
0,4 2,7072 3,0675 0,5160 0,7319 0,0746 0,5405 0,3285 0,3270 0,6716 0,0657 0,1272 -0,2770 0,0879 0,0000 0,0271 0,3997 0,3997
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Continuacién Tabla 19. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original ([mmol/s]).

Flujo de glucosa PYK RPE RPI S7P_E4P_TAL S7P_R5P_TKT SDH SK SQR TPI

0,1 0,1131 0,0204 0,0130 0,0108 0,0107 0,1506 0,0719 0,1506 0,0777
0,11 0,1199 0,0204 0,0139 0,0109 0,0108 0,1571 0,0748 0,1571 0,0858
0,12 0,1257 0,0204 0,0148 0,0110 0,0110 0,1629 0,0777 0,1629 0,0939
0,13 0,1306 0,0203 0,0158 0,0111 0,0111 0,1682 0,0804 0,1682 0,1021
0,14 0,1349 0,0201 0,0168 0,0112 0,0112 0,1731 0,0832 0,1730 0,1102
0,15 0,1387 0,0199 0,0177 0,0113 0,0113 0,1776 0,0859 0,1776 0,1184
0,16 0,1422 0,0197 0,0187 0,0113 0,0114 0,1820 0,0887 0,1820 0,1265
0,17 0,1454 0,0194 0,0197 0,0114 0,0114 0,1862 0,0914 0,1862 0,1347
0,18 0,1484 0,0191 0,0206 0,0114 0,0114 0,1903 0,0943 0,1903 0,1429
0,19 0,1512 0,0188 0,0216 0,0114 0,0114 0,1944 0,0971 0,1944 0,1511

0,2 0,1539 0,0184 0,0225 0,0114 0,0114 0,1984 0,1000 0,1983 0,1593
0,21 0,1564 0,0180 0,0234 0,0114 0,0114 0,2023 0,1030 0,2023 0,1675
0,22 0,1588 0,0175 0,0243 0,0113 0,0114 0,2062 0,1060 0,2062 0,1757
0,23 0,1611 0,0170 0,0252 0,0113 0,0113 0,2101 0,1092 0,2101 0,1839
0,24 0,1634 0,0165 0,0260 0,0112 0,0112 0,2140 0,1124 0,2140 0,1922
0,25 0,1656 0,0160 0,0269 0,0111 0,0111 0,2179 0,1157 0,2179 0,2005
0,26 0,1677 0,0154 0,0277 0,0110 0,0110 0,2219 0,1191 0,2218 0,2088
0,27 0,1698 0,0147 0,0285 0,0109 0,0109 0,2258 0,1226 0,2258 0,2171
0,28 0,1718 0,0141 0,0293 0,0107 0,0108 0,2297 0,1261 0,2297 0,2255
0,29 0,1737 0,0134 0,0301 0,0106 0,0106 0,2337 0,1298 0,2337 0,2339

0,3 0,1757 0,0127 0,0309 0,0104 0,0104 0,2377 0,1335 0,2377 0,2423
0,31 0,1775 0,0119 0,0316 0,0102 0,0102 0,2417 0,1373 0,2417 0,2507
0,32 0,1793 0,0111 0,0324 0,0100 0,0100 0,2457 0,1412 0,2457 0,2592
0,33 0,1811 0,0103 0,0331 0,0098 0,0098 0,2497 0,1452 0,2497 0,2677
0,34 0,1828 0,0095 0,0338 0,0096 0,0096 0,2537 0,1492 0,2537 0,2762
0,35 0,1844 0,0086 0,0345 0,0093 0,0094 0,2578 0,1535 0,2577 0,2848
0,36 0,1860 0,0077 0,0351 0,0091 0,0091 0,2618 0,1578 0,2617 0,2934
0,37 0,1875 0,0068 0,0358 0,0088 0,0088 0,2658 0,1625 0,2658 0,3020
0,38 0,1890 0,0059 0,0364 0,0085 0,0085 0,2699 0,1669 0,2699 0,3106
0,39 0,1904 0,0049 0,0370 0,0082 0,0082 0,2740 0,1715 0,2740 0,3193

0,4 0,1918 0,0039 0,0377 0,0079 0,0079 0,2781 0,1762 0,2780 0,3280
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Continuacién Tabla 19. Flujos en estado estacionario (([mmol/s]), para pequefias variaciones de glucosa en torno al valor del flujo original ([mmol/s]).

Flujo de glucosa X5P_GAP_TKT XCH_RMM_ACE XCH_RMM_ACEx XCH_RMM_GLC XCH_RMM_P ZWF

0,1 0,0205 -6,E-06 -6,E-06 0,1000 0,0022 0,0425
0,11 0,0205 -4,E-06 -4,E-06 0,1100 0,0073 0,0440
0,12 0,0204 -3,E-06 -3,E-06 0,1200 0,0121 0,0455
0,13 0,0203 -2,E-06 -2,E-06 0,1300 0,0166 0,0469
0,14 0,0201 -6,E-07 -6,E-07 0,1400 0,0210 0,0483
0,15 0,0200 5,E-07 5,E-07 0,1500 0,0252 0,0496
0,16 0,0197 1,E-06 1,E-06 0,1600 0,0295 0,0509
0,17 0,0194 2,E-06 2,E-06 0,1700 0,0336 0,0521
0,18 0,0191 3,E-06 3,E-06 0,1800 0,0377 0,0533
0,19 0,0188 4,E-06 4,E-06 0,1900 0,0418 0,0545

0,2 0,0184 5,E-06 5,E-06 0,2000 0,0459 0,0556
0,21 0,0180 6,E-06 6,E-06 0,2100 0,0500 0,0567
0,22 0,0175 7,E-06 7,E-06 0,2199 0,0540 0,0577
0,23 0,0170 8,E-06 8,E-06 0,2299 0,0581 0,0586
0,24 0,0165 9,E-06 9,E-06 0,2399 0,0622 0,0595
0,25 0,0159 1,E-05 1,E-05 0,2499 0,0662 0,0604
0,26 0,0153 1,E-05 1,E-05 0,2599 0,0703 0,0611
0,27 0,0147 1,E-05 1,E-05 0,2699 0,0743 0,0619
0,28 0,0140 1,E-05 1,E-05 0,2799 0,0784 0,0625
0,29 0,0133 1,E-05 1,E-05 0,2899 0,0824 0,0631

0,3 0,0126 2,E-05 2,E-05 0,2999 0,0865 0,0637
0,31 0,0119 2,E-05 2,E-05 0,3099 0,0906 0,0642
0,32 0,0111 2,E-05 2,E-05 0,3199 0,0946 0,0646
0,33 0,0103 2,E-05 2,E-05 0,3299 0,0987 0,0650
0,34 0,0094 2,E-05 2,E-05 0,3398 0,1027 0,0652
0,35 0,0085 2,E-05 2,E-05 0,3498 0,1068 0,0655
0,36 0,0076 3,E-05 3,E-05 0,3598 0,1109 0,0657
0,37 0,0067 3,E-05 3,E-05 0,3698 0,1150 0,0658
0,38 0,0058 3,E-05 3,E-05 0,3798 0,1190 0,0658
0,39 0,0048 3,E-05 3,E-05 0,3897 0,1231 0,0658

0,4 0,0038 3,E-05 3,E-05 0,3997 0,1272 0,0657
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Tabla 20. Concentracion de cada metabolito (([mmol/L]) en estado estacionario, para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).

Flujo de glucosa ACCOA ACO ACP AKG BPG CIT DAP E4P F6P FDP FUM G6P GAP GL6P GLX ICIT KDPG MAL NAD

0 0,034 0,000 0,002 0,020 0,008 0,001 0,019 0,007 0,024 0,001 0,036 0,066 0,005 0,000 0,001 0001 0,001 0,179 1,518

8,38 0,658 0,260 0,038 0,947 0,012 0,750 1,424 0,38 0,601 3,033 0,404 2893 0,376 0,024 0,005 0,826 0,796 1,925 1,011

16,75 0,658 0,260 0,039 0,947 0,012 0,750 1,424 0,389 0,602 3,034 0,404 2,898 0,376 0,024 0,005 0,827 0,797 1,925 1,011

33,5 0,659 0,260 0,039 0,947 0,012 0,751 1,424 0,389 0,602 3,034 0,403 2,900 0,376 0,024 0,005 0,827 0,798 1,924 1,011

50,25 0,659 0,260 0,039 0,947 0,012 0,751 1,424 0,38 0,603 3,035 0,403 291 0,376 0,024 0,005 0,827 0,798 1,924 1,011

67 0,659 0,260 0,039 0,947 0,012 0,751 1424 038 0603 3,035 0403 292 0,376 0,024 0,005 0,827 0,798 1,924 1,011

Continuacion Tabla 20. Concentracion de cada metabolito (([mmol/L]) en estado estacionario, para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).

Flujo de
glucosa NADH NADP NADPH OAA PEP PGA2 PGA3 PGN PYR Q QH2 R5P RU5P S7P SUC SUCCOA X5P ei eiP

0 0052 0205 0052 0,039 0,28 0,097 0,173 0,007 0035 0,554 0446 0025 0,077 0,098 0,029 0,004 0,113 0,000 0,007

838 0559 0,126 0,131 0,044 0,169 0,088 0,183 0,987 0,53 0,118 0,882 0,221 0,730 0,220 0,779 0,127 1,107 0,005 0,002

16,75 0,559 0,126 0,131 0,044 0,168 0,088 0,183 0,989 0,553 0,118 0,882 0,222 10,731 0,221 0,779 0,127 1,109 0,005 0,002

335 0559 0,126 0,131 0,044 0,168 0,087 0,183 0991 0,554 0,118 0,882 0,222 0,732 0,221 0,779 0,127 1,109 0,005 0,002

50,25 0,559 0,126 0,131 0,044 0,168 0,087 0,183 0991 0,554 0,118 0,882 0,222 0,732 0,221 0,780 0,127 1,110 0,005 0,002

67 0559 0,126 0,131 0,044 0,168 0,087 0,183 0991 0,554 0,118 0,882 0,222 0,732 0,221 0,779 0,127 1,110 0,005 0,002

Continuacion Tabla 20. Concentracion de cada metabolito (([mmol/L]) en estado estacionario, para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).

Flujo de glucosa eiia eiiaP  eiicb eiicbP  hpr hprP icd icdP tal talC3 tkt tktC2 ADP AMP ATP CAMP P MgADP MgATP

0 0,000 0,495 0,000 0,000 0,000 0,005 0,001 0,051 0,001 0,059 0,005 0,065 0916 0,446 2,041 0,877 6,751 0,402 1,882

8,38 0,166 0,329 0,000 0,000 0,002 0,003 0,001 0,051 0,004 0,056 0,017 0,053 0,846 0,498 2,136 0,800 6,729 0,371 1,969

16,75 0,167 0,328 0,000 0,000 0,002 0,003 0,001 0,051 0,004 0,056 0,017 0,053 0846 0,499 2,136 0,799 6,734 0,371 1,969

33,5 0,167 0,328 0,000 0,000 0,002 0,003 0,001 0,051 0,004 005 0,017 0,053 0,846 0,499 2,136 0,799 6,736 0,371 1,970

50,25 0,167 0,328 0,000 0,000 0,002 0,003 0,001 0,051 0,004 0,056 0,017 0,053 0,846 0,499 2,137 0,799 6,737 0,371 1,970

67 0,167 0,328 0,000 0,000 0,002 0,003 0,001 0,051 0,004 0056 0,017 0,053 0846 0,499 2,137 0,799 6,737 0,371 1,970
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Continuacién Tabla 20. Concentraciéon de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).

Flujo de glucosa MgFDP FAD FADH2 ACE GLCx ACEx Hout GLCp Pp ACEp
0 0,000 0,525 0,475 5,E-05 9,E-07 6,E-05 5,E-05 1,E-07 10,024 5,E-05
8,38 0,445 0,009 0,991 7,E-04 8,E+00 7,E-04 6,E-05 7,5015 9,926 7,E-04
16,75 0,445 0,009 0,991 7,E-04 2,E+01 7,E-04 6,E-05 15,7243 9,926 7,E-04
33,5 0,446 0,009 0,991 7,E-04 3,E+01 7,E-04 6,E-05 32,1629 9,926 7,E-04
50,25 0,446 0,009 0,991 7,E-04 5,E+01 7,E-04 6,E-05 48,5752 9,926 7,E-04
67 0,446 0,009 0,991 7,E-04 7,E+01 7,E-04 6,E-05 64,9611 9,926 7,E-04
Tabla 21. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).
Flujo de glucosa ACEA  ACEB ACK ACEK_1 ACEK_2 ACN_1 ACN_2 ACS ADK ATP_MAIN ATP_SYN CYA CYTBO DOS EDA EDD ENO
0 0,0157 0,0157 0,0051 0,0017 0,0017 0,0468 0,0468 0,0051 0,0093 0,4415 0,3898 0,0061 0,1371 0,0073 0,0014 0,0014 0,0302
8,38 0,0719 0,0719 0,0713 0,0017 0,0017 0,4408 0,4407 0,0712 0,0779 0,7411 3,2476 0,0057 1,2902 0,0066 0,0343 0,0356 1,0336
16,75 0,0719 0,0719 0,0714 0,0017 0,0017 0,4408 0,4407 0,0713 0,0780 0,7404 3,2479 0,0057 1,2903 0,0066 0,0343 0,0356 1,0338
33,5 0,0719 0,0719 0,0714 0,0017 0,0017 0,4408 0,4408 0,0713 0,0780 0,7400 3,2480 0,0057 1,2903 0,0066 0,0344 0,0356 1,0339
50,25 0,0719 0,0719 0,0715 0,0017 0,0017 0,4408 0,4408 0,0714 0,0780 0,7398 3,2481 0,0057 1,2903 0,0066 0,0344 0,0356 1,0339
67 0,0719 0,0719 0,0715 0,0017 0,0017 0,4408 0,4408 0,0714 0,0780 0,7397 3,2481 0,0057 1,2903 0,0066 0,0344 0,0356 1,0339
Continuacioén Tabla 21. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).
Flujo de glucosa F6P_E4P_TKT F6P_GAP_TAL FBA FBP FUMA GDH GL6P_HYDROLYSIS GLC_FEED GLT GND GPM GROWTH ICD LPD MAD
0 0,0085 0,0087 0,0074 0,0000 0,0470 0,0178 4,E-09 0,0000 0,0468 0,0101 0,0259 1,E-11 0,0312 0,0313 0,0614
8,38 -0,0199 0,0029 0,5607 0,0001 0,3728 1,1276 1,E-07 0,0838 0,4408 0,0441 1,0336 1,E-04 0,3688 0,3009 0,0111
16,75 -0,0198 0,0030 0,5607 0,0001 0,3728 1,1278 1,E-07 0,1675 0,4408 0,0442 1,0338 1,E-04 0,3688 0,3009 0,0111
33,5 -0,0198 0,0030 0,5608 0,0001 0,3728 1,1279 1,E-07 0,3350 0,4408 0,0442 1,0339 1,E-04 0,3688 0,3009 0,0110
50,25 -0,0198 0,0030 0,5608 0,0001 0,3728 1,1280 1,E-07 0,5025 0,4408 0,0442 1,0339 1,E-04 0,3688 0,3009 0,0110
67 -0,0198 0,0030 0,5608 0,0001 0,3728 1,1280 1,E-07 0,6700 0,4408 0,0443 1,0339 1,E-04 0,3688 0,3009 0,0110
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Continuacion Tabla 21. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).

Flujo de glucosa MDH MQO NDH1 NDH2 PCK PDH PFK PGI PGK PGL PIT PNT PPC PPS PTA PTS_0 PTS_4

0 1,2224 1,2242 0,0953 0,1305 -0,0224 0,0628 0,0075 -0,0101 0,0182 0,0113 -0,0806 0,0527 0,0206 0,0000 0,0051 0,0000 0,0000

8,38 12,2943 12,7275 0,7291 11,0452 0,0955 0,7483 0,5618 0,5834 11,1276 0,0816 0,2474 -0,6365 0,2154 0,0000 0,0714 0,6796 0,6797

16,75 2,2940 2,7273 0,7292 1,0453 0,0956 0,7484 0,5618 0,5834 1,1278 0,0817 0,2471 -0,6367 0,2156 0,0000 0,0714 0,6796 0,6796

33,5 2,2939 12,7272 0,7292 11,0453 0,0956 0,7484 10,5619 0,5833 11,1279 0,0818 0,2470 -0,6368 0,2156 0,0000 0,0715 0,6796 0,6796

50,25 2,2939 12,7271 0,7292 1,0454 0,0957 0,7485 0,5619 0,5833 1,1280 0,0818 0,2469 -0,6369 0,2156 0,0000 0,0715 0,6795 0,6796

67 2,2939 12,7271 0,7292 1,0453 0,0957 0,7485 0,5619 0,5833 1,1279 0,0818 0,2469 -0,6369 0,2157 0,0000 0,0715 0,6796 0,6796

Continuacién Tabla 21. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).
Flujo de glucosa PYK RPE RPI S7P_E4P_TAL S7P_R5P_TKT SDH SK SQR TPI
0 0,0002 0,0091 0,0024 0,0086 0,0028 0,0469 0,0313 0,0468 0,0067
8,38 0,2015 -0,0160 0,0597 0,0029 0,0031 0,3728 0,3009 0,3728 0,5605
16,75 0,2017 -0,0160 0,0597 0,0030 0,0032 0,3728 0,3010 0,3728 0,5605
33,5 0,2018 -0,0160 0,0597 0,0030 0,0032 0,3728 0,3008 0,3728 0,5605
50,25 0,2018 -0,0159 0,0597 0,0030 0,0032 0,3728 0,3010 0,3728 0,5606
67 0,2018 -0,0159 0,0597 0,0030 0,0032 0,3728 0,3006 0,3728 0,5606
Continuacioén Tabla 21. Flujos en estado estacionario ([mmol/s]), para grandes variaciones en los flujos de glucosa ([mmol/s]).
Flujo de glucosa X5P_GAP_TKT XCH_RMM_ACE XCH_RMM_ACEx XCH_RMM_GLC XCH_RMM_P ZWF

0 0,0111 -2,E-05 -2,E-05 8,E-06 -0,0807 0,0113
8,38 -0,0167 1,E-04 1,E-04 0,6986 0,2474 0,0817
16,75 -0,0167 1,E-04 1,E-04 0,7191 0,2471 0,0818
33,5 -0,0166 1,E-04 1,E-04 0,7602 0,2470 0,0818
50,25 -0,0166 1,E-04 1,E-04 0,8013 0,2470 0,0818
67 -0,0166 1,E-04 1,E-04 0,8423 0,2469 0,0818
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9.6. Anexo F: Comparacion de las reacciones de los modelos cinéticos existentes

Tabla 22. Reacciones consideradas en los modelos cinéticos comparados. En azul estan las reacciones que faltan en el modelo usado y en naranja las implementadas.

Chassagnole et al., 2002  Kadir et al., Kotte et al., Peskov et al., Jahanetal., Matsuoka et al., Modelo
[38] 2010 [39] 2010 [40] 2012 [41] 2016 [43] 2017 [42] usado [12]
PTS (Sistemade  PTS PTS PTS PTS_O
transferasa de PTS 1 PTS_1 PTS_1 PTS 1
glucosa) PTS 2
PTS_3
PTS_4 PTS_4 PTS_4 PTS_4
EMP (Glicdlisisy PGl PGI PGI PGI PFK PGI
gluconeogénesis) = prK PFK PFKA PFKA PFK PFK
FDP (FBP) FBP FBP FBP FBP
ALDO ALDO FBA FBA FBA FBA
TIS EMP TPI GAPDH EMP TPI
GAPDH GAPDH GDH GDH
PGK PGK PGK
PGluMu GPM GPM
ENO ENO ENO ENO
PK PYK PYKF PYKF PYKF PYK PYK
PPS PPSA PPS PPS PPS
PDH PDH PDH PDH PDH PDH PDH
GLK GLK GLK GLK
PYKA NON_PTS NON_PTS
PFKB
GLPX
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Continuacion Tabla 22. Reacciones consideradas en los modelos cinéticos comparados. En azul estan las reacciones que faltan en el modelo usado y en naranja las
implementadas.

PPP (Pentosas G6PDH G6PDH ZWF G6PDH G6PDH ZWF
fosfato)

GL6P_HYDRO

RU5P RPE RPE RU5P RPE RPE

TKA TKTA TKT TKTA TKTA X5P_GAP_TKT
S7P_R5P_TKT
S7P_E4P_TAL
EDA
ACN_1

ICD ICDH ICD

ACEK_PH ACEK_PH
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Continuacion Tabla 22. Reacciones consideradas en los modelos cinéticos comparados. En azul estan las reacciones que faltan en el modelo usado y en naranja las

implementadas.

AR (Reacciones  PEPCXYLASE PPC PPC PPC PPC PPC PPC
anaplerdticas)  SYNTH 1 (MUR,CHO SYN) PCK PCKA PCKA PCK PCK PCK
SYNTH 2 (PYR->) MAEAB MAEA MAD
MEZ MAEB MAEB MAEB (MEZ)
GS (Derivacion a ICL ACEA ACEA ACEA (ICL) ACEA (ICL) ACEA
glioxilato) MS ACEB ACEB ACEB (MS) ACEB (MS) ACEB
OP (Fosforilacion NUO/NDH NADH_1
oxidativa) CYO/CYD/CYTBO NADH_2
SQR
CYTBO
SYN_QH?2 ATP_SYN
NC&T PGM PNT
(Conversionde  G1pAT ADK
nucledtidosy paips ATP_NGAM
T CYA CYA CYA CYA
sas) G3PDH CAMP_DEGR CAMP_DEGR  CAMP_DEGR DOS
MET,TRP SYN
AC PTA ACOA2ACT PTA PTACK PTA
(Metabolismo de ACK ACK ACK
acetato) ACS ACS ACS ACS ACS
FP (Rutas LDH
fermentativas) PFL
ALDH
ADH
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Continuacion Tabla 22. Reacciones consideradas en los modelos cinéticos comparados. En azul estan las reacciones que faltan en el modelo usado y en naranja las
implementadas.

XCH (reacciones GLC_UPTAKE XCH_GLC

entre ACT_UPTAKE XCH_ACEx
0 o (V.
tos)

FOR_EXCRET XCH_Pp

SUC_TRANS
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9.7. Anexo G: Resultados simulaciones con enzimas nuevas incorporadas

Tabla 23. Concentracion de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada combinacion de enzimas incorporada.

Enzimas ACCOA AcCO ACP AKG BPG CIT DAP E4P F6P FDP FUM G6P GAP GL6P GLX ICIT KDPG MAL NAD
':)nr?;::: 0,155 0,031 0,014 0,58 0,066 0,087 0437 0,131 0,263 0,281 0,215 0,865 0,117 3,E-03 0,009 0,102 0,087 1,042 1,411
Con MAEB 0,156 0,031 0,014 0,588 0,066 0,087 0,437 0,131 0,262 0,282 0,214 0,862 0,117 3,e-03 0,009 0,103 0,088 1,034 1,411
ConSUC 0,155 0,031 0,014 0,586 0,066 0,087 0,437 0,131 0,263 0,281 0,215 0,865 0,117 3,e-03 0,009 0,102 0,087 1,042 1,411
ConlAC 0,155 0,031 0,014 0,58 0,066 0,087 0,437 0,131 0,263 0,28 0,215 0,865 0,117 3,e-03 0,009 0,102 0,087 1,042 1,409
ConETH 0,000 0,000 0,000 0,005 0,000 0,000 1549 0,059 0,002 3,414 0,000 0,006 0,418 2,E-04 0,511 0,000 2,206 0,000 0,000
MAEB+SUC 0,156 0,031 0,014 0,588 0,066 0,087 0,437 0,131 0,262 0,282 0,214 0,862 0,117 3,e-03 0,009 0,103 0,088 1,034 1,411
MAE B + SL:E\Z 0,156 0,031 0,014 0,588 0,066 0,087 0437 0,131 0,262 0,282 0,214 0,863 0,117 3,e-03 0,009 0,103 0,088 1,034 1,409
MAE B + SUC +
LAC + ETH 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,000 1,549 0,059 0,002 3,414 0,000 0,006 0,418 2,E-04 0,514 9,E-05 2,203 4,E-04 2,E-24
Continuacién Tabla 23. Concentracién de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada combinacion de enzimas incorporada.
Enzimas NADH NADP NADPH OAA PEP PGA2 PGA3 PGN PYR Q QH2 R5P RU5P S7p SUC SUCCOA X5P ei eiP
Modelo
original 0,159 0,168 0,089 0,129 1,000 0,379 0,698 0,132 0,239 0,325 0,675 0,107 0,343 0,143 0,190 0,036 0,508 3,E-04 6,E-03
Con MAEB 0,159 0,168 0,089 0,127 0,995 0,378 0,695 0,132 0,240 0,326 0,674 0,207 0,342 0,142 0,191 0,036 0,506 3,E-04 6,E-03
ConSUC 0,159 0,168 0,089 0,129 1000 0,379 0,698 0,132 0,239 0,325 0,675 0,107 0,343 0,143 0,190 0,036 0,508 3,E-04 6,E-03
ConlLAC 0,159 0,168 0,089 0,129 1000 0,379 0,698 0,232 10,239 0,325 0,675 0,207 0,343 0,243 0,190 0,036 0,508 3,E-04 6,E-03
ConETH 0,000 0,173 0,084 0,005 0,006 0,002 0,003 0,009 2658 0614 0,38 0006 0,019 0,000 0,000 0,000 0,029 7E-03 09E-07
MAE B +
suc 0,159 0,168 0,089 0,127 0995 0,378 0,695 0,132 0,240 0,326 0,674 0,107 0,342 0,142 0,191 0,036 0,506 3,E-04 6,E-03
MAE B +
SUc+LAC 0,159 0,168 0,089 0,127 099 0,378 0,695 0,131 0,240 0,326 0,674 0,107 0,342 0,142 0,191 0,036 0,506 3,E-04 6,E-03
MAE B +
SUC + LAC
+ETH 2,E-23 0,173 0,084 0,005 0,006 0,002 0,003 0,009 2654 0614 0,386 0,006 0,019 0,000 0,000 0,000 0,029 7,E-03 09,E-07
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Continuacién Tabla 23. Concentracién de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada combinacion de enzimas incorporada.

Enzimas eiia eiiaP eiicb eiicbP hpr hprP icd icdP tal talC3 tkt tktC2 ADP AMP ATP
Modelo original 0,014 0,481 5,E-05 3,E-04 2,E-04 5,E-03 5,E-04 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,597 0,186 2,573
Con MAE B 0,014 0,481 5,E-05 3,E-04 2,E-04 5,E-03 5,E-04 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,596 0,185 2,574
Con SUC 0,014 0,481 5,E-05 3,E-04 2,E-04 5,E-03 5,E-04 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,597 0,186 2,573
Con LAC 0,014 0,481 5,E-05 3,E-04 2,E-04 5,E-03 5,E-04 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,597 0,185 2,573
Con ETH 0,494 0,000 4,E-04 2,E-07 5,E-03 3,E-06 3,E-03 0,049 0,057 0,003 0,066 0,004 0,990 2,405 0,408
MAE B + SUC 0,014 0,481 5,E-05 3,E-04 2,E-04 5,E-03 5,E-04 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,596 0,185 2,574

MAE B + SUC +
LAC 0,014 0,481 5,E-05 3,E-04 2,E-04 5,E-03 5,E-04 0,051 0,003 0,057 0,014 0,056 0,596 0,185 2,574
MAE B + SUC +
LAC + ETH 0,494 0,000 4,E-04 2,E-07 5,E-03 3,E-06 3,E-03 0,049 0,057 0,003 0,066 0,004 0,990 2,405 0,408
Continuacion Tabla 23. Concentracion de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada combinacion de enzimas incorporada.

Enzimas CAMP MgADP MgATP MgFDP FAD FADH2 ACE GLCx ACEx Hout GLCp Pp ACEp
Modelo original 0,925 9,760 0,262 2,372 0,041 0,253 0,747 2,E-04 0,027 2,E-04 5,E-05 0,004 9,983 2,E-04
Con MAE B 0,925 9,771 0,262 2,373 0,041 0,253 0,747 2,E-04 0,027 2,E-04 5,E-05 0,004 9,983 2,E-04
Con SUC 0,925 9,760 0,262 2,372 0,041 0,253 0,747 2,E-04 0,027 2,E-04 5,E-05 0,004 9,983 2,E-04
Con LAC 0,925 9,760 0,262 2,372 0,041 0,253 0,747 2,E-04 0,027 2,E-04 5,E-05 0,004 9,983 2,E-04
Con ETH 0,477 1,446 0,435 0,376 0,501 0,599 0,401 1,E-07 0,196 2,E-06 4,E-05 0,196 10,008 1,E-06
MAE B + SUC 0,925 9,771 0,262 2,373 0,041 0,253 0,747 2,E-04 0,027 2,E-04 5,E-05 0,004 9,983 2,E-04
MAE B + SUC + LAC 0,925 9,771 0,262 2,373 0,041 0,253 0,747 2,E-04 0,027 2,E-04 5,E-05 0,004 9,983 2,E-04

MAE B + SUC + LAC

+ETH 0,477 1,446 0,435 0,376 0,501 0,599 0,401 1,E-07 0,196 2,E-06 4,E-05 0,196 10,008 1,E-06
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Continuacién Tabla 23. Concentracion de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada combinacion de enzimas incorporada.

Enzimas FOR FORp FORx LAC LACp LACx SUCp SUCx ETH ETHp ETHx AcAld
Modelo original 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 2,2,E-01 2,2,E-01 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04
Con MAE B 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 2,2,E-01 2,2,E-01 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04
Con SUC 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-01 2,2,E-01 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04
Con LAC 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 2,1,E-04 2,1,E-04 2,0,E-04 2,2,E-01 2,2,E-01 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04
Con ETH 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 2,2,E-01 2,2,E-01 5,0,E-03 5,0,E-03 5,0,E-03 5,9,E-01
MAE B + SUC 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-01 2,2,E-01 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04
MAE B + SUC + LAC 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 2,1,E-04 2,1,E-04  2,0,E-04 1,9,E-01 2,2,E-01  1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04  1,9,E-04

MAE B + SUC + LAC +
ETH 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 1,9,E-04 2,8,E-04 2,2,E-01 5,0,E-03 5,0,E-03 5,0,E-03 5,9,E-01
Tabla 24. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada combinacion de enzimas incorporada.

Enzimas ACEA ACEB ACK ACEK_1 ACEK_2 ACN_1 ACN_2 ACS ADK ATP_MAIN ATP_SYN CYA CYTBO DOS EDA EDD ENO
Modelo original 0,0012 2,E-08 4,E-09 0,0017 0,0017 5,E-06 7,E-06 5,E-10 0,0071 1,0468 0,7535 0,0062 0,2594 0,0067 -0,0445 0,0013 0,3734
Con MAEB 0,0012 2,E-07 5,E-08 0,0017 0,0017 5,E-06 7,E-06 5,E-09 0,0071 1,0458 0,7524 0,0062 0,2588 0,0067 -0,0445 0,0013 0,3735
Con SUC 0,0012 2,E-08 3,E-11 0,0017 0,0017 5,E-06 7,E-06 4,E-10 0,0071 1,0468 0,7535 0,0062 0,2594 0,0067 -0,0445 0,0013 0,3734
Con LAC 0,0012 1,e-08 3,E-09 0,0017 0,0017 5,E-06 8,E-06 3,E-10 0,0070 1,0223 0,7241 0,0062 0,2484 0,0066 -0,0431 0,0013 0,3760
Con ETH 0,0006 4,e-12 -7,E-10 0,0017 0,0017 5,E-06 7,E-06 8,E-14 0,0071 1,0468 0,7542 0,0062 0,2595 0,0066 -0,0445 0,0013 0,3730
MAE B + SUC 0,0012 3,E-07 9,E-08 0,0017 0,0017 5,E-06 7,E-06 7,E-09 0,0071 1,0458 0,7524 0,0062 0,2588 0,0067 -0,0445 0,0013 0,3735
MAE B + SUC + LAC 0,0012 9,E-08 3,E-08 0,0017 0,0017 6,E-06 8,E-06 2,E-09 0,0070 1,0214 0,7231 0,0062 0,2479 0,0066 -0,0431 0,0013 0,3760
MAE B + SUC+ LAC+ ETH 0,0006 O,E+00 -1,E-10 0,0017 0,0017 5,E-06 7,E-06 O0,E+00 0,0070 1,0205 0,7229 0,0062 0,2477 0,0065 -0,0430 0,0013 0,3757

Continuacioén Tabla 24. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada combinacién de enzimas incorporada.

Enzimas F6P_E4P_TKT F6P_GAP_TAL FBA FBP FUMA GDH GL6P_HYDROLYSIS GLC_FEED GLT GND GPM GROWTH ICD LPD
Modelo original 0,0217 0,0218 0,2001 6,0E-05 0,0012 0,3783 4,2E-08 0,0023 5,3E-08 0,0689 0,3751 1,0,E-12 -0,0012 9,9E-11
Con MAE B 0,0217 0,0218 0,2002 6,0E-05 0,0012 0,3784 4,2E-08 0,0023  5,4E-07 0,0689 0,3752 1,0,E-11 -0,0012 1,0E-09
Con SUC 0,0218 0,0218 0,2001 6,0E-05 0,0012 0,3783 4,2E-08 0,0023  4,4E-08 0,0689 0,3751 8,6,E-13 -0,0012 8,9E-11
Con LAC 0,0218 0,0219 0,2006 5,9E-05 0,0012 0,3806 4,2E-08 0,0023  3,6E-08 0,0687 0,3776 6,7,E-13 -0,0012 6,7E-11
Con ETH 0,0220 0,0221 0,1998 5,9E-05 0,0006 0,3778 4,3E-08 0,0023 1,1E-11 0,0697 0,3746 8,0,E-17 -0,0006 2,6E-14
MAE B + SUC 0,0217 0,0218 0,2002 6,0E-05 0,0012 0,3784 4,2E-08 0,0023 7,7e-07 0,0689 0,3752 1,5,E-11 -0,0012 1,5E-09
MAE B + SUC + LAC 0,0218 0,0218 0,2007 5,9E-05 0,0012 0,3807 4,2E-08 0,0023  2,3E-07 0,0687 0,3776 4,3,E-12 -0,0012 4,5E-10
MAE B + SUC + LAC + ETH 0,0219 0,0220 0,2003 5,8E-05 0,0006 0,3803 4,2E-08 0,0023 0,0E+00 0,0694 0,3772 0,0,E+00 -0,0006 0,0E+00
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Continuacién Tabla 24. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada combinacién de enzimas incorporada.

Enzimas MAD MDH MQO NDH1 NDH2 PCK PDH PFK PGI PGK PGL PIT PNT PPC PPS PTA
Modelo original 0,0811 1,6950 1,6149 0,2503 0,3473 -0,0723 7,9e-08 10,2002 0,1572 0,3781 0,0706 0,0622 0,1383 0,0083 0,0005 4,4E-09
Con MAEB 0,0811 11,6938 1,6127 0,2503 0,3473 -0,0734 8,1E-07 0,2002 0,1573 0,3782 0,0705 0,0621 10,1381 0,0083 0,0005 4,5E-08
ConSUC 0,0811 1,6950 1,6149 0,2503 0,3473 -0,0723 7,1E-08 0,2002 0,1572 0,3781 0,0706 0,0622 0,1383 0,0083 0,0005 3,7E-09
ConLAC 0,0833 11,6645 11,5823 0,2421 0,3358 -0,0746 5,4E-08 0,2007 0,1576 0,3805 0,0704 0,0595 0,1379 0,0082 0,0005 3,0E-09
ConETH 10,0811 1,6969 1,6163 0,2509 0,3482 -0,0728 2,1E-11 0,1998 0,1565 0,3776 0,0713 0,0631 0,1403 0,0084 0,0005 9,0E-13
MAEB +SUC 0,0811 11,6938 1,6127 0,2503 0,3473 -0,0734 1,2E-06 0,2003 0,1573 0,3782 0,0705 0,0621 0,1381 0,0083 0,0005 6,4E-08
MAEB +SUC+LAC 0,0834 16635 1,5802 0,2422 0,3358 -0,0756 3,6E-07 0,2007 0,1577 0,3805 0,0703 0,0594 0,1377 0,0082 0,0005 1,9E-08
MAE B +SUC+LAC+ETH 0,0835 11,6645 1,5805 0,2426 0,3363 -0,0762 0,0E+00 0,2004 0,1570 0,3801 0,0709 0,0604 0,1397 0,0084 0,0005 0,0E+00
Continuacion Tabla 24. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada combinacién de enzimas incorporada.
Enzimas PTS_O PTS_4 PYK RPE RPI S7P_E4P_TAL S7P_R5P_TKT SDH SK SQR TPI X5P_GAP_TKT
Modelo original  0,2300 0,2300 0,0589 0,0454 0,0228 0,0218 0,0226 0,0012 2,1E-10 0,0012 0,2002 0,0443
Con MAEB 0,2300 0,2300 0,0579 0,0453 0,0228 0,0218 0,0226 0,0012 3,3E-09 0,0012 0,2002 0,0443
ConSUC 0,2298 0,2300 0,0589 0,0454 0,0228 0,0218 0,0226 0,0012 5,3E-10 0,0012 0,2002 0,0443
Con LAC 0,2300 0,2300 0,0594 0,0453 0,0228 0,0219 0,0225 0,0012 1,4E-10 0,0012 0,2006 0,0443
Con ETH 0,2299 0,2300 0,0579 0,0459 0,0231 0,0221 0,0228 0,0006 1,5E-12 0,0006 0,1998 0,0448
MAE B +SUC  0,2300 0,2300 0,0579 0,0453 0,0228 0,0218 0,0226 0,0012 8,3E-09 0,0012 0,2002 0,0443
MAE B + SUC + LAC  0,2300 0,2300 0,0584 0,0453 0,0227 0,0218 0,0225 0,0012 2,5E-09 0,0012 0,2007 0,0443
MAE B + SUC+ LAC+ETH 0,2300 0,2300 0,0574 0,0457 0,0230 0,0220 0,0227 0,0006 0,0E+00 0,0006 0,2003 0,0447

Continuacioén Tabla 24. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada combinaciéon de enzimas incorporada.

Enzimas XCH_RMM_ACE  XCH_RMM_ACEx XCH_RMM_GLC XCH_RMM_P ZWF MAE_B LDH  XCH_RMM_LACp  XCH_RMM_LACx

Modelo original 2,8E-08 3,4E-08 0,2300 0,0622 0,0706 0 0
Con MAE B 6,4E-08 6,9E-08 0,2300 0,0621 0,0705  0,0010 0
Con SUC 2,6E-08 3,2E-08 0,2300 0,0622 0,0706 0 0

Con LAC 2,7E-08 3,3E-08 0,2300 0,0595 0,0704 0 0,0239 0,0237 0,0236
Con ETH 1,5E-08 1,9E-08 0,2300 0,0631 0,0713 0 0
MAE B + SUC 8,0E-08 8,5E-08 0,2300 0,0621 0,0705  0,0010 0

MAE B + SUC + LAC 4,2E-08 4,8E-08 0,2300 0,0594 0,0703 0,0010  0,0239 0,0236 0,0236

MAE B + SUC + LAC + ETH 1,5E-08 1,9E-08 0,2300 0,0604 0,0709  0,0010  0,0245 0,0243 0,0242
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Continuacién Tabla 24. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada combinacién de enzimas incorporada.

Enzimas PFL XCH_RMM_FORp XCH_RMM_FORx ALDH ADH XCH_RMM_ETHp XCH_RMM_ETHx XCH_RMM_SUCp XCH_RMM_SUCx
Modelo original 0 0 0 0 0 0 0 0
Con MAE B 0 0 0 0 0 0 0 0
Con SUC 0 0 0 0 0 0 0 2,5E-05
Con LAC 0 0 0 0 0 0 0 0
Con ETH 0 0 0 8,4E-12 5,7E-08 4,6E-08 4,6E-08 0
MAE B + SUC 0 0 0 0 0 0 0 2,5E-05
MAE B + SUC + LAC 0 0 0 0 0 0 0 2,5E-05
MAE B + SUC + LAC + ETH 0 0 0 0 7,9E-09 6,6E-09 6,4E-09 1,3E-05
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9.8. Anexo H: Estimacion del parametro Kca de la enzima KDGK de
Vibrio splendidus

En ensayos con la enzima KDGK se tiene una relacién entre cantidad de sustrato (160
[umol]), el tiempo (10 [min]) y cantidad de enzima (4 [ug]) [71]. Conociendo también que
el peso molecular de la enzima es 35.038 [g/mol] [72], se puede calcular la constante
catalitica de la siguiente forma:

moles sustrato 160 [umol]

9
Kear = PM,pzima = 35.038 |—
@™ moles enzima * tiempo " P enzima = [ug] * 10[min] i [mol]

keqe = 2.335,87 [s71]

9.9. Anexo |: Estimacion de la velocidad maxima de la enzima EDA
de Vibrio splendidus

Primero se calcul6 un promedio entre los valores de actividad especifica de la enzima
EDA de Azotobacter (4,8 [umol/min/mg] [77]) y de Sulfolobus solfataricus (12,3
[umol/min/mg] [78]), obteniendo un valor de actividad especifica promedio de 8,55
[umol/min/mg]. Luego, se transformd la actividad especifica en velocidad maxima
considerando un estimado de 100 [mg] de enzima, teniendo en cuenta que el modelo
asume en sus ecuaciones que siempre existe enzima suficiente para todas las reacciones
que se simulen. El calculo de la velocidad maxima se obtiene con el siguiente calculo:

= 8,55 pmol 100 = 0,01425 mmol
vmix = 855 |52 < 1000mg] = 001425 [

9.10. Anexo J: Modelo cinético de E. coli BAL1611
9.10.1. Nuevo sistema de ecuaciones diferenciales

YU = ppH - GLT - ACEB + ACS~ PTA — 2118« GROWTH — PFL — ALDH + PDC
[l — ACN_1- ACN_2
) — — ACK + PTA
WK — 1¢D - LPD — 610 « GROWTH
(29 — GDH - PGK
d' SN = GLT- ACN_1
AP} _ ppa_ TPI

—— = — F6P_EAP_TKT + S7P_E4P_TAL — 204 « GROWTH
PGI - PFK + F6P_EAP_TKT + F6P_GAP_TAL + FBP — 40 * GROWTH + M¢tlD
= PFK - FBP - FBA
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a1 _ spy - FuMA

[G6P] _ — PGI _|_PTS4 — 116 * GROWTH - ZWF

= XS5Pgaprr— F6Pap,,, + FBA + TPI - GDH + EDA — 73 x GROWTH + EDA Vibrio
= — PGL - GL6P_HYDROLYSIS + ZWF
d“Y = AcEA - ACEB
d"“I = ACN_2- ICD - ACEA
d = EDD - EDA + EDA_Vibrio
M2 = —MAD + FUMA- MQO + MDH + ACEB + MAE_B

M = — MAD - PDH - LPD - GDH +”D”1 - PNT + NDH2 — 2004 * GROWTH + LDH + ALDH +

ADH — MtlD — PDC + AdhB + DehR
dNAPH] _ wmAD 4+ PDH + LPD + GDH -2
ADH + MtID + PDC — AdhB — DehR

% — —GND- ICD + PNT + 10169 * GROWTH - ZWF

[KDPG]

+ PNT - NDH2 + 2004 x GROWTH — LDH — ALDH —

d™2™M — GND + ICD - PNT — 10169  GROWTH + ZWF
d[O;A] = PPC - PCK - GLT + MQO - MDH — 1010 * GROWTH
a1 = —ppC + PCK + PPS- PTS_0 — 293 x GROWTH + ENO - PYK
% = GPM - ENO
(PS4l = PGK — 845« GROWTH - GPM
d"M = pGL- GND - EDD + GL6P_HYDROLYSIS
a8 = _PppS + MAD - PDH + EDA + PTS.0 — 1601 x GROWTH + PYK + MAE_B — LDH —
PFL — PDC + EDA_Vibrio
d[;—t] = —MQO + MDH -2 4 2 &80 _ 50R - NDH2
a2 = Moo - MDH +221 _ 2.ETE% 4 GOR + NDH2
dt Vcell Vcell

d[%” — RPI - S7P_R5P_TKT — 507 * GROWTH
d RSP _ GND - RPE - RPI
dm — S7P_RSP_TKT - S7P_EAP_TAL

ad [S”C = SK - SDH + ACEA — X050
% = LPD - SK
d™ = RPE - X5P_GAP TKT
d[”] — PTS_0 + k1_PTS_1 % hpr * eiP — k2_PTS_1 * hprP * ei
d[%’ = PTS_0 — k1_PTS_1 hpr.eiP + k2_PTS_1+ hprP x ei
d% = —k1_PTS_2 * eiia * hprP + k2_PTS_2 x eiiaP » hpr + k1_PTS_3 * eiicb * eiiaP — k2_PTS_3 * eiicbP * eiia
d [eizP] = k1_PTS_2 * eiia * hprP — k2_PTS_2 x eiiaP * hpr — k1_PTS_3 * eiicb * eiiaP + k2_PTS_3 * eiicbP * eiia
d[eZ—ib] = — klprg, * eiicb * eiiaP + k2prg, * eiicbP * eiia + F:;‘Z;?
d@ = klprg, *eiicb * eiiaP — k2prg, * elichP x eiia —T/TS;?
d [h;tr = —k1_PTS_1* hpr xeiP + k2_PTS_1x* hprP *ei + k1_PTS_2 % eiia * hprP — k2_PTS_2 * eiiaP * hpr
d [hZ:P = k1_PTS_1* hpr * eiP — k2_PTS_1 * hprP x ei — k1_PTS_2 * eiia * hprP + k2_PTS_2 * eiiaP * hpr
d™“ = — ACEK1 + ACEK 2
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d% = ACEK_1- ACEK_2
d"“ = F6P_GAP_TAL - S7P_E4P TAL

““;f” = — F6P_GAP_TAL + S7P_E4P_TAL
d% = — X5P_GAP_TKT + F6P_EAP_TKT + S7P_R5P_TKT
d ™2 _ ¥5p GAP_TKT - F6P_E4P_TKT - S7P_RSP_TKT
dt
d% = PFK + PCK - SK + ACEK, + 2 *ADK—ATVPC;S;N - ACK - PGK + 30508 x GROWTH +
ATP_MAIN - PYK + KDGK
d"™ = pps - ADK + DOS + ACS
d[“;"] = — PFK - PCK - PPS + SK - ACEK,- ADK +% - CYA + ACK - ACS + PGK — 30508 x
GROWTH — ATPyn + PYK — KDGK
[cAMP]
d“M = cya- pos
[P] ATP_SYN
d) = FBP + PPC + PPS~- SK + ACEK 2- GDH -“"= 4 2« CYA + 2« ACS - PTA + 30508
GROWTH + ATP_MAIN +%
d[MgADP] — 0
dt
d[MgATP] — 0
dt
d[MgFDP] — 0
dt
d[F;‘f] = —SDH + SQR
a2 = SpH - SQR
d[ACE] — ACK - ACS - XCH-RMM_ACE
dt Vcell

[GLCx] XCH_RMM_GLC

= GLC_FEED -
[ dt ! Vxcell
ACEx XCH_RMM_ACEx
= — k1 _ACE_OUT * ACEx + ————
dt Vxcell
d [Hout] __ 4*NDH1 — 4xATP_SYN+ 8+CYTBO - PIT
dt Vperi
d [GLCp] __ — PTS_4 + XCH_RMM _GLC
dt - Vperi
[Pp] _ —PIT + XCH_RMM_P
at Vperi
d [ACED] _ XCH_RMM _ACE - XCH_ RMM_ACEx
dt - Vperi
[FOR] XCH_RMM_FORp
d = PFL ————
dt Vcell
d [FORp] _ XCH_RMM_FORp — XCH_RMM _FORx
dt Vperi
[FORx] __ XCH_RMM_FORx
[ dt] - Vxcell
LAC XCH_RMM_LACp
d— = LDH ————
dt Veell
d [LACP] _ XCH_RMM _LACp — XCH_RMM_LACx
dt - Vperi
[LACx] _ XCH_RMM_LACx
dt - Vxcell
d [SUCP] __ XCH_RMM_SUCp — XCH_RMM _SUCx
dt Vperi
[sucx] _ XCH_RMM _SUCx
[ dt] - Vxcell
ETH XCH_RMM_ETHp
dT = ADH ———— + AdhB
d [ETHp] __ XCH_RMM_ETHp — XCH_RMM _ETHx
dt Vperi

d [ETHx] __ XCH_RMM _ETHx
- Vxcell

dt
[AcAld] _ 41DH — ADH — AdhB

d
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[DEHU] XCH_RMM_DEHU

= — DehR + r—
d [DEHUp] _ XCH_RMM_DEHUp — XCH_RMM_DEHU
dt - Vperi
DEHU. XCH_RMM_DEHU
qPEHUX _ hppy pEED — XCH-RMM_DEHUp
dt Vxcell
KDG
d% — DehR - KDGK
MANI XCH_RMM_MANI
d u - — MtlD S+
dt Vcell
d [MANIp] _ XCH_RMM_MANIp — XCH_RMM_MANI
dt - Vperi
MANI XCH_RMM_MANI
qMANIX] AN FEED — XCH-RMM MANIp
dt Vxcell

9.10.2. Velocidades enzimaticas incorporadas

I. MAE_B
Mez_Vmax = 0,70745 Mez_Kmal = 0,00624
Mez_KACCOA = 3,64 Mez_KCAMP = 6,54
Mez_L = 104000 Mez_n=1,33
MAL Mezy—1
MAE, = Mez,,, .. * ( MAL )* (1 i Meszal)
B ymax = \Mezymar ( |+ _MAL Mez y (1 L _AccoA . _cAmP )Mez
( MeZKmal)n 2 Mezgaccoa  Mezgcamp/,, )
il LDH
Vmax_LDH =51,7 Km_NADH_LDH =0,9
Km_PYR_LDH = 26,7 n_NADH LDH =3
n_PYR_LDH=2
NADHIGADHLDH PYRE’YRLDH
LDH =V * *
max;py KMyap Hopn + NADHR apu, p KmPYRLDHEYR + PYRpyr, oy
ili. XCH_RMM_LACp
Vmax= 100 Km=10
LAC LACp
_ Km Km
XCH_RMM_LACp = Vmax*lLAC—LACp
tkm T Rm
\2 XCH_RMM_LACXx
Vmax= 100 Km= 10
LACp LACx
_ " Km Km
XCH_ RMM_LACx = Vmax - LACp . LACx
Km Km
V. PFL
Vmaxf Pfl = 14,7 Vmaxr_Pfl=3,4
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Kpyr_Pfl = 4,5
KACCOA_Pfl =5,8621
K_A_ArcA_Q=0,5
K_A FNR_0O2 =5,0E-6

KCOA Pfl =0,7816
Kfor_Pfl = 1,1276
n_ArcA =-5

n_FNR =-5

k_02 =0,001
TF.  — (koz * 02)Eng
T Kapwr .+ (koz * 02)Fyg
02pNR
QETCA
TF, =
ArcA KAAT«CA . T Q;ll‘r(:A
QArcA
PFL — (TFpny + TFypca) * Vmaxfps * PYR + COA
~ (PYR = COA + Kpyrps; * COA+ KCOApy, * PYR)
(TFeny + TFarca) * Vmaxrps * ACCOA * FOR
ACCOA * FOR + KACCOApfs * FOR + Kforps * ACCOA
vii XCH_RMM_FORp
Vmax= 100 Km= 10
FOR FORp
_ Km Km
XCH_RMM_FORp = Vmax * . FOR N FORp
Km Km
vii. XCH_RMM_FORX
Vmax= 100 Km= 10
FORp FORx
_ Km Km
XCH_RMM _FORx = Vmax * - FORp _ FORx
Km Km
vii.  ALDH

Vmax_ALDH = 63,9
Knadh_ALDH = 0,443
KCOA_ALDH =0,0142
Keq_ALDH = 2,7730E+01

KACCOA_ALDH = 0,0124
Knad_ALDH = 0,1418
Kacald_ALDH = 17,7305

Vmax, py COA « NAD * AcAld

ALDH =

(KACCOAALDH * Knadhy, py

) « ACCOA + NADH — (

)

Keqapn

NAD NADH ACCOA C0A AcAld AcAld * COA
(1'0 + (KnadALDH) + (KnadhALDH)> * (1'0 + (KACCOAALDH) + (KCOAALDH) (KacaldAwH) (KacaldALDH *KCOAy0m
iX. ADH

Vmax_ADH = 57,97
Knadh_ ADH =2,1
Keth_ADH = 7,1065E-04

Kacald_ADH = 0,0532
Knad_ADH = 0,1418
Keq_ADH = 2,1906E+04
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( Vmax,py

ETH « NAD
Kacald,py * KnadhADH) " <ACAld HvAbE - (—))

Keqapu

(104 () + (B ) 10+ (il + (L)

X. XCH_RMM_ETHp

ADH =

Vmax= 100 Km= 10
ETH _ETHp
XCH_RMM_ETHp = Vmax * KE"TH KL:Z?‘Hp
1+ Km T Km
Xi. XCH_RMM_ETHXx
Vmax= 100 Km= 10
ETHp _ ETHx
_ Km Km
XCH RMM _ETHx = Vmax * —ETHy , ETH
Km Km
Xii. XCH_RMM_SUC
Vmax= 0,5 Km= 16
XCH RMM SUCp = V SU¢
: SUCp = Vmax * =
XCH RMM _SUCx = V SUCh
RMM_SUCx = Vmax » r—anes
Xiii. DehR
Km = 0,175 Kcat = 6,88
E = 0,001
b — Koot s o DEHU
enr = Keat =L SERU
xiv. KDGK
Km = 0.5 Kcat =1167,94
E = 0,001
KDGK = Keat » E + —-2C
= Kcat * E * m
XV. XCH_RMM_DEHUp
Vmax= 100 Km= 10
DEHUx _ DEHUp
XCH_RMM_DEHUp = Vmax gngUx gngUp
XVi. XCH_RMM_DEHU
Vmax= 100 Km= 10
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DEHUp DEHU

XCH_RMM_DEHU = Vmax * - ggHUp +Ig]r:gHU
Km Km
xvii.  MtID
Km = 0,4586 Kcat = 0,0019
E =0,001
MtlD = Kcat *E *ﬂ
Km + MANI
xviii. XCH_RMM_MANIp
Vmax= 100 Km= 10
MANIx MANIp
XCH_RMM_MANIp = Vmax * Imllm; 11(WTZN1p
1+ Km + m
xix. ~XCH_RMM_MANI
Vmax= 100 Km= 10
MANIp MANI
XCH_RMM_MANI = Vmax * , EI; J@
Km Km
XX. PDC
Km=1,1 Kcat = 486
E =0,001
PDC = Keat B +— 10 _
Km + PYR
xxi.  AdhB
Vm_ETH = 820 Kma ETH =0.110
Kmb_ETH = 27 Kia_ETH =0.14

Vm_AcAld = 11000
Kmb_AcAld = 1.3

Kma_AcAld = 0.012

Kia_AcAld = 0.018
1

AdhB =

1 Kmayeaq , Kmbacaia Kiaycaia
Vitena (1 +~NaDH Tt AcAld +KM%caa * NADH « AcAld
1
N 1 KmaETH KmbETH
Vingrs (1 t—Nap tTETH T KM%Gru*NAD . ETH
xxii. EDA_Vibrio
Km = 0,103 Vmax = 0,01425

EDA_Vibrio = Vmax *
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9.11. Anexo K: Esquemas de las simulaciones para estudiar in silico
alaE. coli BAL1611

E.coli con glucosa
E.coli con DEHU g.ooza 0,518
] -0,0417
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Figura 63. Esquema grafico de los flujos para la simulacion de E. coli con DEHU versus E. coli con glucosa.
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E.coli con glucosa
E.coli con manitol
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Figura 64. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli con manitol versus E. coli con glucosa.
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E.coli BAL1611 con glucosa

E.coli nativa con glucosa | I 4—} sustrato - producto 5 ?
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Figura 65. Esquema gréfico de los flujos para la simulacién de E. coli nativa versus E. coli BAL1611, con glucosa.
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E. coli con DEHU
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Figura 66. Esquema grafico de los flujos para la simulacion de E. coli sin produccién de etanol versus E. coli
BAL1611, con DEHU.
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E. coli con manitol | 4—} sustrato - producto
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Figura 67. Esquema grafico de los flujos para la simulacion de E. coli sin produccién de etanol versus E. coli
BAL1611, con manitol.
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E. coli nativa con glucosa | 4—} sustrato - producto
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Figura 68. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli nativa con glucosa versus E. coli BAL1611 con
DEHU puro.
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E. coli nativa con glucosa | 4—’ sustrato - producto
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Figura 69. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli nativa con glucosa versus E. coli BAL1611 con
DEHU:manitol 10:3.
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E. coli nativa con glucosa
E. coli BAL1611 con D:M 8:5
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Figura 70. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli nativa con glucosa versus E. coli BAL1611 con
DEHU:manitol 8:5.
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E. coli nativa con glucosa | 4—} sustrato - producto
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Figura 71. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli nativa con glucosa versus E. coli BAL1611 con
DEHU:manitol 5:8.
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E. coli nativa con glucosa

E. coli BAL1611 con D:M 3:10
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Figura 72. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli nativa con glucosa versus E. coli BAL1611 con
DEHU:manitol 3:10.
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E. coli BAL1611 con manitol 0 0,0518
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Figura 73. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli nativa con glucosa versus E. coli BAL1611 con
manitol puro.
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E. coli BAL1611 con glucosa I 4—} sustrato - producto
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Figura 74. Esquema grafico de los flujos para la simulacion de E. coli BAL1611 con glucosa versus E. coli BAL1611
con DEHU puro, considerando en ambos casos la misma produccién de etanol.

148



E. coli BAL1611 con glucosa
E. coli BAL1611 con D:M 10:3
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Figura 75. Esquema grafico de los flujos para la simulacion de E. coli BAL1611 con glucosa versus E. coli BAL1611
con DEHU:manitol 10:3, considerando en ambos casos la misma produccion de etanol.
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E. coli BAL1611 con glucosa
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Figura 76. Esquema grafico de los flujos para la simulacion de E. coli BAL1611 con glucosa versus E. coli BAL1611
con DEHU:manitol 8:5, considerando en ambos casos la misma produccién de etanol.
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E. coli BAL1611 con D:M 5:8

o 0,0154

E. coli BAL1611 con glucosa | I 4—} sustrato - producto ?
[

-0,0078

0
o
0,2026
o 0
6Lc GLe ] ST
ﬂmii\’a
0,002
o
0,2026
2 ¢ :
encaQIN ciice @) 00851 Py 0.4

0,0621 0,0021
EllA ena Q)

HPr ) Her @)

A

023
rep Jumid PYR

0,339

03815 @

0,0238
0,01 0,0354

00149

1 'Y 57p 0,756
\ 4
N tal tht
U 0,0238
0,0353
DHAP
0,
01131
]
'| BPG
. .
\ 0,3657 P
. 0,3175 »°
1 o
N :rG s
. -
1 03594 ,
\ 0,3085 P

5.9€-7 S{9E-7
-6 @ F E-6

946 1951

1,086-5

?
5o

00090000000

0,008
,0027

Figura 77. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli BAL1611 con glucosa versus E. coli BAL1611
con DEHU:manitol 5:8, considerando en ambos casos la misma produccién de etanol.
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Figura 78. Esquema gréfico de los flujos para la simulacion de E. coli BAL1611 con glucosa versus E. coli BAL1611
con DEHU:manitol 3:10, considerando en ambos casos la misma produccién de etanol.
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Figura 79. Esquema grafico de los flujos para la simulacion de E. coli BAL1611 con glucosa versus E. coli BAL1611
con manitol puro, considerando en ambos casos la misma produccion de etanol.
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9.12. Anexo L: Comparacion de los componentes de la velocidad de
crecimiento

Tabla 25. Comparacién de los componentes de la velocidad de crecimiento. En rojo, los componentes con mayor
cambio porcentual con respecto a la E. coli nativa.

E. coli nativa + BAL1611 + DEHU Cambio
glucosa porcentual
G6P 0.707 248E — 4 1 99.96%
KmG6P
E4P 0.0809 1.35E -3 198.33%
KmEA4P
PGA3 9.1784 0.3439 196.25%
KmPGA3
0AA 5.3674 1.07E -3 199.98%
KmOAA
AKG 0.1049 78E —5 1 99.93%
KmAKG
PYR 53.5887 15.4989 1 71.08%
KmPYR
R5P 5.0815 D042 199.17%
KmR5P
PEP 2.1888 0.0869 1 96.03%
KmPEP
GAP 4.7678 0.9375 1 80.34%
KmGAP
Fe6P 0.7093 2.73E — 4 1 99.96%
KmFé6P
NADPH 0.0244 7.67E —3 1 68.57%
KmNADPH
ACCOA 2.9328 5.7868 197.31%
KmACCOA
NAD 0.5038 0.5445 T 8.08%
KmNAD
ATP 54.7125 4.585 191.62%
KmATP
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9.13. Anexo M: Resultados de las simulaciones con poder reductor en la produccion de etanol

Tabla 26. Concentracion de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada simulacion con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando
NADH o NADPH en la reaccion DehR.

Simulacidon ACCOA ACO ACP AKG BPG CT DAP E4P F6P FDP FUM G6P GAP GL6P GLX ICIT KDPG MAL NAD

D:M1:0-NADH 0,316 2,E-04 0,005 0,022 0,001 0,001 0,107 0,008 0,001 0,016 0,009 0,004 0,029 0,000 0,000 0,000 23,261 0,043 1,537

D:M 10:3-NADH 0,080 0,007 0,004 0,289 0,045 0,019 0,200 0,063 0,141 0,058 0,073 0,376 0,054 0,001 0,004 0,022 17,679 0,356 1,498

D:M8:5-NADH 0,086 0,008 0,007 0,283 0,069 0,022 0,267 0,087 0,213 0,104 0,088 0,562 0,072 0,002 0,006 0,026 10,975 0,425 1,487

D:M5:8-NADH 0,087 0,008 0,012 0,241 0,107 0,022 0,360 0,124 0,331 0,190 0,108 0,861 0,097 0,004 0,005 0,026 1,987 0,527 1,473

D:M3:10-NADH 0,082 0,006 0,014 0,191 0,129 0,018 0,392 0,142 0,404 0,226 0,116 1,047 0,105 0,004 0,005 0,021 0,314 0,568 1,467

D:M0:1-NADH 0,074 0,005 0,018 0,121 0,172 0,013 0,438 0,172 0,552 0,283 0,128 1,422 0,118 0,005 0,004 0,015 0,093 0,629 1,455

D:M1:.0-NADPH 0,408 5,E-05 0,005 0,046 0,001 0,000 0,103 0,004 4,e-04 0,015 0,006 0,001 0,028 1,E-05 5,E-05 4,E-05 23,010 0,027 1,539

D:M 10:3-NADPH 0,079 0,005 0,004 0,342 0,045 0,014 0,195 0,059 0,136 0,055 0,074 0,353 0,053 0,001 0,004 0,016 17,695 0,361 1,496

D:M 8:5-NADPH 0,085 0,007 0,007 0,323 0,071 0,019 0,263 0,085 0,213 0,101 0,090 0,552 0,071 0,002 0,005 0,022 11,000 0,435 1,485

D:M5:8-NADPH 0,086 0,007 0,012 0,264 0,110 0,020 0,358 0,123 0,333 0,187 0,110 0,860 0,096 0,004 0,005 0,023 2,028 0,537 1,471

D:M 3:10 - NADPH 0,082 0,006 0,014 0,204 0,131 0,017 0,390 0,141 0,406 0,223 0,117 1,045 0,105 0,004 0,005 0,020 0,321 0,574 1,465

D:M0:1-NADPH 0,074 0,005 0,018 0,121 0,172 0,013 0,438 0,172 0,552 0,283 0,128 1,422 0,118 0,005 0,004 0,015 0,093 0,629 1,455

Continuacién Tabla 26. Concentracién de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada simulacién con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M),
y utilizando NADH o NADPH en la reaccion DehR.

Simulacién NADH NADP NADPH OAA PEP PGA2 PGA3 PGN PYR Q QH2 R5P RUSP S7P SUC SUCCOA X5P ei eiP
D:M 1:0 - NADH 0,033 0,223 0,034 0,000 0,063 0,023 0,042 0,001 0,108 0,624 0,376 0,003 0,010 0,000 0,026 0,003 0,014 0,003 0,004
D:M 10:3 - NADH 0,072 0,178 0,079 0,266 1,473 0,524 0,943 0,048 0,153 0,484 0,516 0,067 0,211 0,106 0,085 0,015 0,309 1,E-04 0,007
D:M 8:5 - NADH 0,083 0,174 0,083 0,229 1,437 0,521 0,944 0,08 0,179 0,457 0,543 0,095 0,299 0,161 0,091 0,016 0,437 2,E-04 0,007
D:M 5:8 - NADH 0,097 0,175 0,082 0,229 1,353 0,503 0,920 0,155 0,206 0,429 0,571 0,136 0,429 0,250 0,091 0,015 0,628 2,E-04 0,007
D:M 3:10 - NADH 0,103 0,174 0,083 0,226 1,309 0,492 0,901 0,169 0,204 0,419 0,581 0,153 0,483 0,299 0,086 0,014 0,709 2,E-04 0,007
D:M 0:1 - NADH 0,115 0,168 0,089 0,200 1,242 0,473 0,870 0,207 0,196 0,402 0,598 0,189 0,594 0,413 0,077 0,013 0,872 2,E-04 0,007

D:M 1:0 - NADPH 0,031 0,440 0,000 0,000 0,051 0,019 0,034 0,000 0,106 0,630 0,370 0,002 0,008 3,E-04 0,028 0,004 0,012 0,003 0,003

D:M 10:3 - NADPH 0,074 0,205 0,052 0,245 1,427 0,506 0,912 0,057 0,148 0,480 0,520 0,075 0,238 0,126 0,084 0,015 0,346 1,E-04 0,007

D:M 8:5 - NADPH 0,085 0,194 0,063 0,216 1,404 0,509 0,922 0,098 0,177 0,453 0,547 0,103 0,328 0,185 0,091 0,016 0,477 2,E-04 0,007

D:M 5:8 - NADPH 0,099 0,18 0,071 0,223 1,338 0,498 0,909 0,168 0,205 0,426 0,574 0,143 0,452 0,270 0,091 0,015 0,658 2,E-04 0,007

D:M 3:10 - NADPH 0,105 0,180 0,077 0,223 1,302 0,48 0,896 0,177 0,204 0,417 0,583 0,157 0,497 0,312 0,086 0,014 0,727 2,E-04 0,007

D:M 0:1 - NADPH 0,115 0,168 0,089 0,200 1,242 0,473 0,870 0,207 0,196 0,402 0,598 0,189 0,594 0,413 0,077 0,013 0,872 2,E-04 0,007
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Continuacién Tabla 26. Concentracion de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada simulacién con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M),
y utilizando NADH o NADPH en la reaccion DehR.

Simulacion eiia eiiaP eiich eiicbhP hpr hprP icd icdP tal talC3 tkt tktC2 ADP AMP ATP  CAMP P

D:M 1:0 - NADH 0,010 0,484 3,E-06 4,E-04 1,E04 0005 0,002 0050 0041 0,019 0,048 0,022 1,18 1633 0819 0,639 2,360

D:M 10:3 - NADH 3,04 0,495 8,E-08 4,E-04 4EO06 0005 0001 0051 0002 0058 0012 0,058 0936 0472 2,070 0,801 5,529

D:M 8:5 - NADH 4,E-04 0494 1,E-07 4,E04 5E06 0005 0001 0051 0002 0058 0011 0,05 0,716 0,252 2,424 0,888 8,521

D:M 5:8 - NADH 5E-04 0494 1E-07 4,E04 7E06 0005 0001 0051 0002 0058 0011 0,059 0502 0,128 2,699 0,950 14,236

D:M 3:10 - NADH 5E-04 0494 1,E-07 4,E-04 7,E-06 0,005 0,000 0,052 0,002 0,058 0,010 0,060 0425 0,097 2,792 0,967 17,603

D:M 0:1 - NADH 5E-04 0494 1,E-07 4,E-04 7,E-06 0,005 0,000 0052 0001 0,05 0009 0,061 0323 0,064 2912 0,981 23,509

D:M 1:0 - NADPH 0,015 0,480 4,E-06 4,E-04 2,E-04 0005 0,002 0050 0052 0,008 0,051 0019 1,117 1861 0,658 0,643 1,968

D:M 10:3 - NADPH 3,e-04 049 7,E-08 4,E-04 4,E-06 0005 0001 0051 0002 0058 0011 0,059 0910 0,437 2,118 0,815 5,736

D:M 8:5 - NADPH 4,E-04 0494 1E-07 4E04 5E06 0005 0001 0051 0002 0058 0011 0059 0687 0,230 2,464 0,899 8,865

D:M 5:8 - NADPH 5E-04 0494 1,E-07 4,E-04 7,06 0005 0001 0051 0002 0058 0010 0,060 0486 0,121 2,718 0,955 14,610

D:M 3:10 - NADPH 5E-04 0494 1,E-07 4,e-04 7,E-06 0,005 0,000 0,052 0,002 0,058 0,010 0,060 0417 0,094 2,800 0,969 17,844

D:M 0:1 - NADPH 5E-04 0494 1,E-07 4,E-04 7,06 0,005 0000 0052 0001 005 0009 0061 0323 0,064 2912 0,981 23,509

Continuacion Tabla 26. Concentracion de cada metabolito (([mmol/L]) en estado estacionario, para cada simulacién con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M),
y utilizando NADH o NADPH en la reaccion DehR.

Simulacién MgADP MgATP MgFDP FAD FADH2 ACE GLCx ACEx Hout GLCp Pp ACEp FOR FORp FORx
D:M 1:0 - NADH 0,522 0,755 0,002 0,594 0,406 4,E-04 0,006 2,E-04 3,E-05 0,004 10,039 3,E-04 0 0 0
D:M 10:3 - NADH 0,411 1,908 0,009 0,434 0,566 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 9,989 1,E-04 0 0 0
D:M 8:5 - NADH 0,314 2,234 0,015 0,406 0,594 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,008 1,E-04 0 0 0
D:M 5:8 - NADH 0,221 2,488 0,028 0,379 0,621 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,032 1,E-04 0 0 0
D:M 3:10 - NADH 0,186 2,573 0,033 0,371 0,629 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,041 1,E-04 0 0 0
D:M 0:1 - NADH 0,142 2,685 0,042 0,359 0,641 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,051 1,E-04 0 0 0
D:M 1:0 - NADPH 0,491 0,606 0,002 0,601 0,399 4,E-04 0,006 2,E-04 2,E-05 0,004 10,186 3,E-04 0 0 0
D:M 10:3 - NADPH 0,399 1,952 0,008 0,430 0,570 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 9,990 1,E-04 0 0 0
D:M 8:5 - NADPH 0,302 2,271 0,015 0,402 0,598 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,008 1,E-04 0 0 0
D:M 5:8 - NADPH 0,214 2,505 0,027 0,376 0,624 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,032 1,E-04 0 0 0
D:M 3:10 - NADPH 0,183 2,581 0,033 0,369 0,631 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,041 1,E-04 0 0 0
D:M 0:1 - NADPH 0,142 2,685 0,042 0,359 0,641 1,E-04 0,006 1,E-04 5,E-05 0,004 10,051 1,E-04 0 0 0
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Continuacién Tabla 26. Concentracion de cada metabolito ([mmol/L]) en estado estacionario, para cada simulacién con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M),
y utilizando NADH o NADPH en la reaccion DehR.

Simulacion LAC LACp LACx SUCp SUCx ETH ETHp ETHx AcAld DEHU DEHUp DEHUx KDG MANI MANIp MANIx
D:M 1:0 - NADH 0 0 0 0,051 0,221 0,216 0,199 0,182 0,001 0 0 0 0 0 0 0
D:M 10:3 - NADH 0 0 0 0,085 0,222 0,300 0,286 0,272 0,001 0 0 0 0 0 0 0
D:M 8:5 - NADH 0 0 0 0,091 0,222 0,357 0,340 0,323 0,001 0 0 0 0 0 0 0
D:M 5:8 - NADH 0 0 0 0,091 0,222 0,422 0,401 0,381 0,002 0 0 0 0 0 0 0
D:M 3:10 - NADH 0 0 0 0,086 0,222 0,435 0,413 0,392 0,002 0 0 0 0 0 0 0
D:M 0:1 - NADH 0 0 0 0,077 0,221 0,442 0,420 0,398 0,002 0 0 0 0 0 0 0
D:M 1:0 - NADPH 0 0 0 0,044 0,220 0,223 0,204 0,186 0,001 0 0 0 0 0 0 0
D:M 10:3 - NADPH 0 0 0 0,084 0,222 0,305 0,291 0,277 0,001 0 0 0 0 0 0 0
D:M 8:5 - NADPH 0 0 0 0,091 0,222 0,366 0,348 0,331 0,001 0 0 0 0 0 0 0
D:M 5:8 - NADPH 0 0 0 0,091 0,222 0,429 0,408 0,387 0,002 0 0 0 0 0 0 0
D:M 3:10 - NADPH 0 0 0 0,086 0,222 0,438 0,417 0,396 0,002 0 0 0 0 0 0 0
D:M 0:1 - NADPH 0 0 0 0,077 0,221 0,442 0,420 0,398 0,002 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 27. Flujos ([Immol/s]) en estado estacionario, para cada simulacion con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando NADH o NADPH en la
reaccion DehR.

Simulacion ACEA  ACEB ACK ACEK_1 ACEK_2 ACN_1 ACN_2 ACS ADK ATP_MAIN ATP_SYN CYA  CYTBO DOS EDA EDD
D:M 1:0 - NADH 0,0064 0,0066 0,0327 0,0016 0,0017 0,0298 0,0299 0,0317 -0,0320 0,0600 0,0000 0,0025 -0,0214 0,0053 0,0773 -0,0001
D:M 10:3 - NADH 0,0552 0,0552 0,0098 0,0017 0,0017 0,1259 0,1259 0,0098 0,0163 0,8400 0,7452  0,0063 10,3015 0,0066 0,0772 0,0001
D:M 8:5 - NADH 0,0608 0,0608 0,0113 0,0017 0,0017 0,1332 0,1332 0,0113 0,0187 0,9686 0,9297 0,0073 10,3668 0,0074 0,0769 0,0004
D:M 5:8 - NADH 0,0620 0,0620 0,0125 10,0017 0,0017 0,1347 0,1347 0,0125 0,0204 0,9517 1,1497 0,0080 0,4380 0,0079 0,0737 0,0038
D:M 3:10 - NADH 0,0581 0,0581 0,0121 0,0017 0,0017 0,1274 0,1274 0,0121 0,0201 0,9566 1,2385 0,0081 0,4638 0,0080 0,0560 0,0138
D:M 0:1 - NADH 0,0064 0,0066 0,0327 0,0016 0,0017 0,0298 0,0299 0,0317 -0,0320 0,0600 0,0000 0,0025 -0,0214 0,0053 0,0773 -0,0001
D:M 1:0 - NADPH 0,0008 0,0008 0,0379 0,0016 0,0017 0,0175 0,0175 0,036S9 -0,0176 0,0683 0,6287  0,0020 -0,0335 0,0053 0,0773 -0,0001
D:M 10:3 - NADPH 0,0481 0,0481 0,0096 0,0017 0,0017 0,1236 0,1236 0,0096 0,0162 0,8880 0,7751  0,0064 0,3109 0,0067 0,0772 0,0001
D:M 8:5 - NADPH 0,0565 0,0565 0,0111 0,0017 0,0017 0,1320 0,1320 0,0111 0,0186 1,0251 0,9627 0,0074 10,3777 0,0074 0,0769 0,0005
D:M 5:8 - NADPH 0,0598 0,0598 0,0123 0,0017 0,0017 0,1341 0,1341 0,0123 0,0203 0,9919 1,1730 0,0080 0,4458 0,0079 0,0738 0,0040
D:M 3:10 - NADPH 0,0569 0,0569 0,0120 0,0017 0,0017 0,1270 0,1270 0,0120 0,0200 0,9799 1,2516 0,0081 0,4682 0,0080 0,0564 0,0143
D:M 0:1 - NADPH 0,0513 0,0513 0,0107 0,0017 0,0017 0,1145 0,1145 0,0107 0,0189 1,0704 1,3776  0,0082 0,5053 0,0081 0,0234 0,0234
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Continuacién Tabla 27. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada simulacion con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando NADH o
NADPH en la reaccion DehR.

Simulacion ENO F6P_E4P_TKT F6P_GAP_TAL FBA FBP FUMA GDH GL6P_HYDROLYSIS GLC_FEED GLT GND GPM GROWTH ICD LPD
D:M 1:0 - NADH 0,1029 0,0017 0,0030 0,0044 1,E-06 0,0456 0,0990 4,E-10 0 0,0288 0,0013 0,1015 4,E-16 0,0221 0,0328
D:M 10:3 - NADH 0,1814 0,0110 0,0113 0,0405 2,E-05 0,1221 0,1831 1,E-08 0 0,1259 0,0345 0,1814 2,E-06 0,0707 0,0696
D:M 8:5 - NADH 0,2382 0,0135 0,0146 0,0693 4,E-05 0,1270 0,2428 2,E-08 0 0,1332 0,0456 0,2382 5,E-06 0,0723 0,0690
D:M 5:8 - NADH 0,3136 0,0160 0,0185 0,1108 3,E-05 0,1244 0,3240 3,E-08 0 0,1347 0,0597 0,3136 1,E-05 0,0727 0,0652
D:M 3:10 - NADH 0,3395 0,0150 0,0178 0,1352 9,E-06 0,1163 0,3511 4,E-08 0 0,1274 0,0582 0,3394 1,E-05 0,0693 0,0609
D:M 0:1 - NADH 0,1029 0,0017 0,0030 0,0044 1,E-06 0,0456 0,0990 4,E-10 0 0,0288 0,0013 0,1015 4,E-16 0,0221 0,0328
D:M 1:0 - NADPH 0,0967 0,0015 0,0020 0,0017 1,E-06 0,0468 0,0951 7,E-10 0 0,0175 0,0021 0,0961 4,E-17 0,0167 0,0428

D:M 10:3 - NADPH 0,1775 0,0165 0,0167 0,0355 2,E-05 0,1202 0,1787 2,E-08 0 0,1236 0,0504 0,1776 1,E-06 0,0755 0,0747
D:M 8:5 - NADPH 0,2356 0,0184 0,0193 0,0652 4,E-05 0,1264 0,2395 3,E-08 0 0,1320 0,0593 0,2356  5,E-06 0,0755 0,0728
D:M 5:8 - NADPH 0,3119 0,0192 0,0216 0,1079 2,E-05 0,1242 0,3216 4,E-08 0 0,1341 0,0687 0,3119 1,E-05 0,0743 0,0672
D:M 3:10 - NADPH 0,3380 0,0169 0,0196 0,1331 8,E-06 0,1161 0,3494 5,E-08 0 0,1270 0,0635 0,3380 1,E-05 0,0701 0,0619
D:M 0:1 - NADPH 0,3774 0,0148 0,0178 0,1761 9,E-07 0,1033 0,3898 5,E-08 0 0,1145 0,0594 0,3774 1,E-05 0,0632 0,0544

Continuacién Tabla 27. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada simulaciéon con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando NADH o
NADPH en la reaccion DehR.

Simulacion MAD MDH MQO NDH1 NDH2 PCK PDH PFK PGI PGK PGL PIT PNT PPC PPS PTA  PTS_O
D:M 1:0 - NADH 0,1394 0,4571 0,3880 -0,0110 -0,0147 -0,0917 0,1882 0,0044 -0,0005 0,0990 0,0011 -0,1150 0,0281 0,0160 2,E-05 0,0327 0
D:M 10:3 - NADH 0,0557 11,6219 11,7423 0,1512 0,2094 10,0322 0,2592 0,0405 -0,0348 0,1831 0,0346 0,0361 0,1208 0,0397 2,E-05 0,0098 0
D:M 8:5 - NADH 0,0327 11,7882 11,9419 10,1898 0,2632 0,1191 0,3000 0,0694 -0,0466 0,2428 0,0460 -0,0251 0,1085 0,1041 1,E-05 0,0113 0
D:M 5:8 - NADH 0,0233 11,9945 2,1555 0,2473 0,3433 10,3070 0,3401 0,1109 -0,0651 0,3240 0,0635 -0,1057 0,0708 0,2932 9,E-06 0,0125 0
D:M 3:10 - NADH 0,0216 2,0798 12,2304 0,2766 0,3841 0,3972 0,3369 0,1352 -0,0739 0,3511 0,0720 -0,1374 0,0585 0,3880 7,E-06 0,0121 0
D:M 0:1 - NADH 0,1394 0,4571 0,3880 -0,0110 -0,0147 -0,0917 0,1882 0,0044 -0,0005 0,0990 0,0011 -0,1150 0,0281 0,0160 2,E-05 0,0327 0
D:M 1:0 - NADPH 0,1299 10,3321 0,2512 -0,0202 -0,0284 -0,0823 0,1846 0,0017 -0,0019 0,0949 0,0020 0,2546 -0,1886 0,0160 3,E-05 0,0365 0
D:M 10:3 - NADPH 0,0520 11,6531 11,7681 0,1620 0,2246 0,0321 0,2520 0,0355 -0,0506 0,1787 0,0505 0,0347 -0,0134 0,0421 2,E-05 0,0096 0
D:M 8:5 - NADPH 0,0311 11,8215 1,9717 0,2006 0,2783 0,1248 0,2969 0,0652 -0,0603 0,2395 0,0598 -0,0269 0,0067 0,1112 1,E-05 0,0111 0
D:M 5:8 - NADPH 0,0229 2,0178 12,1768 0,2547 0,3537 10,3139 0,3392 0,1080 -0,0744 0,3216 0,0728 -0,1065 0,0106 0,3007 9,E-06 0,0124 0
D:M 3:10 - NADPH 0,0214 12,0927 2,2420 0,2808 0,3901 0,3992 0,3363 0,1331 -0,0797 0,3493 0,0779 -0,1376 0,0217 0,3905 7,E-06 0,0120 0
D:M 0:1 - NADPH 0,0198 2,2088 2,3410 0,3242 0,4510 0,4774 0,3250 0,1762 -0,0855 0,3896 0,0829 -0,1712 0,0573 0,4745 5,E-06 0,0107 0
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Continuacién Tabla 27. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada simulacion con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando NADH o

NADPH en la reaccion DehR.

Simulacién PTS 4 PYK  RPE RPI  S7P_E4P_TAL S7P_RSP_TKT SDH SK SQR TPl  X5P_GAP_TKT XCH_RMM_ACE XCH_RMM_ACEx
D:M 1:0 - NADH 0  2,£-06 0,0010 0,0009 0,0012 0,0011 0,0439 0,0346 0,0535 0,0044 0,0018 0,0010 0,0009
D:M 10:3 - NADH 0 01732 0,0223 0,0123 0,0114 0,0113 0,1221 0,0695 0,1221 0,0405 0,0223 -2,E-07 -2,E-07
D:M 8:5 - NADH 0 02515 0,0282 0,0174 0,0146 0,0146 0,1270 0,0690 0,1270 0,0693 0,0282 9,E-07 9,E-07
D:M 5:8 - NADH 0 03239 0,0347 0,0248 0,0185 0,0186 0,1244 0,0652 0,1244 0,1108 0,0346 3,E-06 3,E-06
D:M 3:10 - NADH 0 0,3446 0,0331 0,0250 0,0178 0,0179 0,1163 0,0609 0,1163 0,1352 0,0329 3,E-06 3,E-06
D:M 0:1 - NADH 0 2,606 0,0010 0,0009 0,0012 0,0011 0,0439 0,0346 0,0535 0,0044 0,0018 0,0010 0,0009
D:M1:0-NADPH 0  0,0000 0,0014 0,0011 0,0013 0,0012 0,0464 -0,0219 0,0520 0,0018 0,0021 0,0011 0,0011
D:M10:3-NADPH 0  0,1671 0,0331 0,0173 0,0167 0,0167 0,1202 0,0745 0,1202 0,0355 0,0331 -3,E-07 -3,E-07
D:M8:5-NADPH 0  0,2479 0,0377 0,0216 0,0193 0,0193 0,1264 0,0728 0,1264 0,0652 0,0377 9,E-07 9,E-07
D:M5:8-NADPH 0  0,3219 0,0411 0,0276 0,0216 0,0217 0,1242 0,0672 0,1242 0,1079 0,0409 3,E-06 3,E-06
D:M3:10-NADPH 0  0,3429 0,0368 0,0266 0,0196 0,0198 0,1162 0,0619 0,1162 0,1331 0,0366 3,E-06 3,E-06
D:M0:1-NADPH 0  0,3762 0,0334 0,0257 0,0178 0,0182 0,1033 0,0544 0,1033 0,1761 0,0330 2,E-06 2,E-06

Continuacién Tabla 27. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada simulacion con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando NADH o

NADPH en la reacciéon DehR.

Simulacién XCH_.RMM_GLC XCH_.RMM_P ZWF MAE_B LDH XCH_RMM_LACp XCH_RMM_LACx PFL XCH_RMM_FORp  XCH_RMM_FORx
D:M 1:0 - NADH 0 -0,1292 0,0011 0,0001 O 0 0 0 0 0
D:M 10:3 - NADH 0 0,0361 0,0346 0,0012 O 0 0 0 0 0
D:M 8:5 - NADH 0 -0,0251 0,0460 0,0015 0 0 0 0 0 0
D:M 5:8 - NADH 0 -0,1057 0,0635 0,0020 0 0 0 0 0 0
D:M 3:10 - NADH 0 -0,1374 0,0720 0,0022 0 0 0 0 0 0
D:M 0:1 - NADH 0 -0,1292 0,0011 0,0001 0 0 0 0 0 0
D:M 1:0 - NADPH 0 -0,6162 0,0020 4,E-05 0 0 0 0 0 0
D:M 10:3 - NADPH 0 0,0347 0,0505 0,0013 0 0 0 0 0 0
D:M 8:5 - NADPH 0 -0,0269 0,0598 0,006 O 0 0 0 0 0
D:M 5:8 - NADPH 0 -0,1065 0,0728 0,0021 0 0 0 0 0 0
D:M 3:10 - NADPH 0 -0,1376 0,0779 0,0023 0 0 0 0 0 0
D:M 0:1 - NADPH 0 -0,1711 0,0829 0,0025 O 0 0 0 0 0
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Continuacién Tabla 27. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada simulacion con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando NADH o
NADPH en la reaccion DehR.

Simulacién ALDH ADH XCH_RMM_ETHp XCH_RMM_ETHx XCH_RMM_SUCp XCH_RMM_SUCx DehR  KDGK
D:M 1:0 — NADH 0,1636 2,E-06 0,1619 0,1614 0,0008 0,0016 0,2300  0,2300
D:M 10:3 - NADH 0,1334 6,E-06 0,1320 0,1317 0,0026 0,0026 0,1770  0,1770
D:M 8:5 — NADH 0,1625 7,E-06 0,1608 0,1604 0,0028 0,0028 0,1420 0,1420
D:M 5:8 — NADH 0,1941 9,E-06 0,1922 0,1917 0,0028 0,0028 0,0880  0,0880
D:M 3:10 - NADH 0,1981 1,E-05 0,1961 0,1956 0,0027 0,0027 0,0530  0,0530
D:M 0:1 — NADH 0,1636 2,E-06 0,1619 0,1614 0,0008 0,0016 0,2300  0,2300
D:M 1:0 — NADPH 0,1797 1,E-06 0,1781 0,1776 0,0009 0,0014 0,2300  0,2300
D:M 10:3 —- NADPH 0,1353 6,E-06 0,1340 0,1336 0,0026 0,0026 0,1770  0,1770
D:M 8:5 — NADPH 0,1663 8,E-06 0,1647 0,1642 0,0028 0,0028 0,1420 0,1420
D:M 5:8 — NADPH 0,1974 9,E-06 0,1954 0,1949 0,0028 0,0028 0,0880  0,0880
D:M 3:10 - NADPH 0,1998 1,E-05 0,1979 0,1974 0,0027 0,0027 0,0530  0,0530
D:M 0:1 — NADPH 0,2020 1,E-05 0,2000 0,1995 0,0024 0,0024 0,0000  0,0000

Continuacién Tabla 27. Flujos ([mmol/s]) en estado estacionario, para cada simulacion con proporciones diferentes de DEHU y manitol (D:M), y utilizando NADH o
NADPH en la reaccion DehR.

Simulacién XCH_RMM_DEHUp  XCH_RMM_DEHUx  MtID  XCH_RMM_MANIp  XCH_RMM_MANI PDC AdhB  MANI_FEED  DEHU_FEED
D:M 1:0 - NADH 0 0 0,0000 0 0 0,0434 0,1638 0 0
D:M 10:3 - NADH 0 0 0,0530 0 0 0,0592 0,1334 0 0
D:M 8:5 - NADH 0 0 0,0880 0 0 0,0681 0,1624 0 0
D:M 5:8 - NADH 0 0 0,1420 0 0 0,0767  0,1941 0 0
D:M 3:10 - NADH 0 0 0,1770 0 0 0,0760 0,1981 0 0
D:M 0:1 - NADH 0 0 0,0000 0 0 0,0434 0,1638 0 0
D:M 1:0 - NADPH 0 0 0 0 0 0,0426 0,1797 0 0
D:M 10:3 - NADPH 0 0 0,0530 0 0 0,0577 0,1353 0 0
D:M 8:5 - NADPH 0 0 0,0880 0 0 0,0674 0,1663 0 0
D:M 5:8 - NADPH 0 0 0,1420 0 0 0,0765 0,1973 0 0
D:M 3:10 - NADPH 0 0 0,1770 0 0 0,0759  0,1998 0 0
D:M 0:1 - NADPH 0 0 0,2300 0 0 0,0737  0,2020 0 0
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9.14. Anexo N: Simulaciones de la optimizacién de la produccién de
etanol

Debido a la gran cantidad de datos generados en estas simulaciones, se decidié no incluir
las tablas con los distintos valores numéricos obtenidos. No obstante, se presenta a
continuacion los codigos de Matlab utilizados para las simulaciones, en caso de querer
ser reproducidas.

9.14.1. Una mutacion
9.14.1.1. Gréficos de los sistemas sin restriccion

Etanol para BAL con glucosa Etanol para BAL con glucosa
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Figura 80. Gréficos que muestran la relacién entre produccién de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razdn energética para cada simulacion realizada con glucosa como sustrato. A la izquierda, el gréfico de
todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada con un

rectangulo.
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Figura 81. Gréficos que muestran la relacién entre produccién de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razén energética para cada simulacion realizada con DEHU como sustrato. A la izquierda, el gréfico de
todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada con un

rectangulo.

161



0.3

0.25

0.z

0.15

Razon poder reductor

0.1

0.05

Etanol para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)

0.25
CYTBO ()
02
L ]
015
0.4
[
;I .
[

rd 005

0
10 20 a0 40 50 60

Razon energética

Razon poder reductor

0.2

0.15

01

0.05

(=]

Etanol para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)

¥

0.25

0z

0.15

01

0.05

4 5 8 10 12
Razon energética

14

Figura 82. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razén energética para cada simulacion realizada para la proporcion de M. pyrifera como sustrato. A la
izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.
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Figura 83. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razdn energética para cada simulacion realizada con DEHU:manitol en la proporcién 8:5 como sustrato. A
la izquierda, el gréafico de todas las simulaciones; a la derecha, el gréfico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.

162



Etanol para BAL con D:M 5:8 (S. japonica)
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Figura 84. Gréficos que muestran la relacién entre produccién de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razdn energética para cada simulacion realizada con la proporcion de S. japonica como sustrato. A la
izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona
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Figura 85. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder

reductor y razdn energética para cada simulacion realizada con DEHU:manitol en la proporcién 3:10 como sustrato. A

la izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona

factible graficada con un rectangulo.
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Figura 86. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razén energética para cada simulacion realizada con manitol como sustrato. A la izquierda, el grafico de
todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada con un
rectangulo.

9.14.1.2. Cdbdigos de Matlab
function generate(n, genes, output, filelD)
n: numero de mutaciones
genes: vector de numero de genes
output: arreglo de respuesta, inicialmente es un vector vacio
fileID: archivo en el cual se cargan los datos

o°

o° o° o o

o\

if n == 0
g = sprintf('sd ',output);
fprintf (£filelID, "$s\n',qg);
else
gen = genes(1l);
if length(genes) > n
generate (n, genes(2:end), output, fileID) ;
end
generate (n-1, genes(2:end), [output gen 0], filelID) ;
generate (n-1, genes(2:end), [output gen 2], filelID) ;
end
end

function v = Velocidades2 (y)

% y: vector de metabolitos [mmol/L]

% Funcidén que entrega las velocidades enzimaticas (flujos) para cada enzima
presente en el modelo [mmol/s]

%% Pardmetros y constantes necesarias
Vecell = 1; Slitros
Vxcell = 100; %litros

Vperi = 0.25; %litros
COA = 0.5; %mmol/L
HCO3 1.4; %mmol/L

MG = 1; %mmol/L
ASP = 1.17; %$mmol/L

164



MN = 0.3; %Smmol/L

Hin = 3.16229E-05; %mmol/L
CYS = 0.085; %mmol/L

02 = 0.21; Smmol/L

Px = 10; %mmol/L

KdADPMg = 1.27771;

KJdATPMg = 0.0847634;

KAdFDPMg = 5.81;

kl PTS 1 = 200000; %L/ (mmol*s)

k2 PTS 1 = 8000; %L/ (mmol*s)

k1l PTS 2 = 61000; %L/ (mmol*s)

k2 PTS "2 = 47000; %L/ (mmol*s)

k1l PTS 3 = 11000; %L/ (mmol*s)
(

k2 PTS 3 = 4000; %L/ (mmol*s)
k1 ACE OUT = 5.56E-05; %1/s

%% Metabolitos

ACCOA = y(l); ACO = y(2); ACP = y(3); AKG = y(4); BPG = y(5); CIT = y(6);
DAP = y(7); E4P = y(8); F6P = y(9); FDP = y(10); FUM = (1 ); G6P = y(12);
GAP = y(13); GL6P = y(1l4); GLX = y(15); ICIT = y(16); KDPG = vy(17);

MAL = y(18); NAD = y(19); NADH = y(20); NADP = y(21); NADPH = y(22);

OAA = y(23); PEP = y(24); PGA2 = y(25); PGA3 = y(26); PGN = y(27);

PYR = y(28); Q = y(29); QH2 = y(30); R5P = y(31); RUSP = y(32); S7P = y(33)
SUC = vy (34); SUCCOA = y(35); X5P = y(36); ei = y(37); eiP = y(38);

eiia = y(39); eiiaP = y(40); eiicb = y(41); eiicbP = y(42); hpr = y(43);
hprP = y(44); icd = y(45); icdP = y(46); tal = y(47); talC3 = y(48);

tkt = v (49); tktC2 = y(50); ADP = y(51); AMP = y(52); ATP = y(53);

CAMP = y(54); v (55); MgADP = MG.*ADP./(KdADPMg+MG); $mmol/L

MgATP = MG.*ATP./ KdATPMg+MG); $mmol/L MgFDP = MG.*FDP./ (KAFDPMg+MG); %mmol/L
FAD = y(59); FADH2 = y(60); ACE = y(61l); GLCx = y(62); ACEx = y(63);

Hout = y(64); GLCp (65) Pp = y(66); ACEp = y(67); FOR = y(68);

FORp = y(69); FORx = y(70); LAC = y(71); LACp = y(72); LACx = y(73);

SUCp = y(74); SUCx = y(75) ETH = y(76); ETHp = y(77); ETHx = y(78);

AcAld = y(79); DEHU = y(80); DEHUp = y(81l); DEHUx = y(82); KDG = y(83);
MANI = y(84); MANIp = 5); MANIx = y(86);

%% Enzimas

$ACEA (GLX: producto - ICIT: sustrato - PEP: modificador - PGA3: modificador -
SUC: producto)

% Parametros

KdICITsuc = 0.00489074; KdPEP = 1.05105; KdPEPglx = 0.0358555;

KdPEPicit = 0.164263; KdPGA3 = 0.8; KdSUC = 0.53053; Keg = 8.8088;

KmGLX = 0.13013; KmICIT = 0.063063; KmSUC 0.58941; Vmax = 1.52595;
%$Cinética

ACEA = Vmax* (ICIT-

GLX*SUC/Keq) /KmICIT/ (1+ICIT/KmICIT* (1+PEP/KdPEPicit)+SUC/KdSUC* (1+ICIT/KdICITs
uc) +KmSUC/KdSUC* (GLX/KmGLX) * (1+PEP/KdPEPglx) +GLX/KmGLX* (SUC/KdSUC) +PEP/KJPEP+P
GA3/KdPGA3) ;

$ACEB (ACCOA: sustrato - COA: producto - GLX: sustrato - MAL: producto)

[o)

% Parametros

Keqg= 230000; KmACCOA= 0.009; KmCOA= 10.5652; KmGLX= 0.021;
KmMAL= 15.0572; Vmax= 0.352769;
%$Cinética

ACEB = Vmax* (ACCOA*GLX-
COA*MAL/Keq) / (KmACCOA*KmGLX) / ( (1+ACCOA/KmACCOA) * (1+GLX/KmGLX) + (1+COA/KmCOA) * (1
+MAL/KmMAL) -1) ;
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%$ACK (ACE: producto - ACP: sustrato - ADP: sustrato - ATP: producto -
cell:volumen)

Q

% Parametros

Keg= 174; KmACE= 7; KmACP= 0.16; KmADP= 0.5; KmATP= 0.07;
Vmax= 7.23;
$Cinética

ACK = Vcell*Vmax* (ACP*ADP-
ACE*ATP/Keq) / (KmACP*KmADP) / ( (1+ACP/KmACP+ACE/KmACE) * (1+ADP/KmADP+ATP/KmATP) ) ;

$ACEK 1 (ADP: producto - ATP: sustrato - icd: sustrato - icdP: producto)
% Parametros

Keg= 888; k= 1.25457;
%Cinética

ACEK_l = k*(ATP*iCd—ADP*iCdP/Keq);

$ACEK 2 (P: producto - icd: producto - icdP: sustrato)
% Parametros

Keg= 400; k= 0.0332;

%Cinética

ACEK_2 = k* (icdP-P*icd/Keq);

$ACN_1 (ACO: producto - CIT: sustrato - ICIT: modificador)

[}

% Parametros

Keg= 0.384503; KmACO= 0.02001; KmCIT= 0.0628882; KmICIT= 9.31352;
Vmax= 9.72413;

%$Cinética

ACN 1 = (Vmax* (CIT-ACO/Keq)/KmCIT)/ (1+CIT/KmCIT+ACO/KmACO+ICIT/KmICIT) ;

$ACN_2 (ACO: sustrato - CIT: modificador - ICIT: producto)

[}

% Parametros

Keg= 3.49183; KmACO= 0.02001; KmCIT= 0.0628882; KmICIT= 9.31352;
Vmax= 9.86571;

%$Cinética

ACN_2 = (Vmax*(ACO—ICIT/Keq)/KmACO)/(1+CIT/KmCIT+ACO/KmACO+ICIT/KmICIT);

$ACS (ACE: sustrato - ATP: sustrato - COA: sustrato - cell: volumen)
% Parametros

KmACE= 0.07; KmATP= 0.1; KmCOA= 0.01; Vmax= 7.3;
%Cinética
ACS =

(Vcell*Vmax*ACE*ATP*COA/ (KmMACE*KmATP*KmCOA) ) / ( (L+ACE/KmACE) * (1+ATP/KmATP) * (1+C
OA/KmCOR) ) ;

$ADK (ADP: producto - AMP: sustrato - ATP: sustrato)
% Parametros

Keg= 0.962758; k= 0.242256;

% Cinética

ADK = k* (AMP*ATP-ADP"2/Keq) ;

$ATP MAIN (ADP: producto - P: producto - ATP: sustrato)
% Parametros

Vmax= 1.30166; Keg= 3.63369;
% Cinética

ATP MAIN = Vmax* (ATP-ADP*P/Keq);
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$CYA (ATP: sustrato - CAMP: producto - P: producto - eiiaP: modificador)
% Parametros

Keqg= 2591.19; k= 0.00414418; KaeiiaP= 0.180981;
% Cinética
CYA = (k* (ATP-CAMP*P"2/Keq) *eiiaP)/ (eiiaP+KaeiiaP);

$DOS (AMP: producto - CAMP: sustrato)
Parédmetros

k= 0.00828; Keg= 674.242;

% Cinética

DOS = k* (CAMP-AMP/Keq) ;

o°

$EDA (GAP: producto - KDPG: sustrato - PYR: producto)
% Parametros

Keg= 0.5; KmGAP= 86.678; KmKDPG= 0.06; KmPYR= 10; Vmax= 0.0775241;
% Cinética

EDA = Vmax* (KDPG-

GAP*PYR/Keq) /KmKDPG/ (1+KDPG/KmKDPG+ (1+GAP/KmGAP) * (1+PYR/KmPYR) -1) ;

%$EDD (KDPG: producto - PGN: sustrato)

o

% Parametros

Keg= 1000; KmKDPG= 0.318316; KmPGN= 0.6; Vmax= 0.111359;
% Cinética
EDD = (Vmax* (PGN-KDPG/Keq) /KmPGN) / (1+PGN/KmPGN+KDPG/KmKDPG) ;

$ENO (PEP: producto - PGA2: sustrato)
% Parametros

Keg= 3; KmPEP= 0.1; KmPGA2= 0.1; Vmax= 11.7189;
% Cinética
ENO = (Vmax* (PGA2-PEP/Keq) /KmPGA2) / (1+PGA2/KmPGA2+PEP/KmPEP) ;

$F6P E4P TKT (E4P: sustrato - F6P: producto - tkt: producto - tktC2: sustrato)
% Parametros

Keg= 0.5005; kcat= 40.0002;

% Cinética

F6P_E4P TKT = kcat* (E4P*tktC2-F6P*tkt/Keq);

$F6P GAP _TAL (F6P: producto - GAP: sustrato - tal: producto - talC3: sustrato)
% Parametros

Keg= 0.11011; kcat= 119.992;

% Cinética

F6P_GAP TAL = kcat* (GAP*talC3-F6P*tal/Keq);

$FBA (DAP: producto - FDP: sustrato - GAP: producto - PEP: modificador)
% Parametros

Keg= 0.18981; KmDAP= 0.13001; KmFDP= 0.12012; KmGAP= 0.13001;
KmPEP= 0.5; Vmax= 21.6978;

% Cinética

FBA = (Vmax* (FDP-

DAP*GAP/Keq) /KmFDP) / (1+FDP/KmFDP+DAP/KmDAP+DAP*GAP/ (KmDAP*KmGAP) +PEP/KmPEP) ;

$FBP (AMP: modificador - F6P: producto - FDP: sustrato - MG: modificador -
MgFDP: modificador - P: producto)

[

% Parametros
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KirAMP= 0.00122122; KirAMPEFDP= 0.256256; KirFebP= 1.12112;

KirF6PMg= 0.384615; KirFDP= 1.35327; KirFDPMg= 0.75924;

KirFDPMgMg= 0.356356; KirP= 3.16316; KirPF6P= 6.60538;

KirPFo6PMg= 48.4484; KirPMg= 0.856; KitAMP= 0.000255; KitAMPFDP= 690;
KitF6P= 0.304; KitFoPMg= 315; KitFDP= 0.043101; KitFDPMg= 0.00642;
KitFDPMgMg= 100; KitP= 0.642; KitPFoP= 0.00689; KitPF6PMg= 16.5;
KitPMg= 539; KmrFDP= 0.0636141; KmrMg= 0.039039; KmtFDP= 1.00E-05;
KmtMg= 55.055; LO= 0.000815; Vmax= 0.215583; n= 4; KdJFDPMg= 5.81;
% Cinética

FBP =

Vmax*n*MgFDP/KirFDPMg/ (1+KmrFDP/KirFDP* (MG/KmrMg) +P/KirP+P/KirP* (MG/KirPMg) +F6
P/KirF6P+F6P/KirF6P*(MG/KirF6PMg)+P/KirP*(F6P/KirPF6P)+P/KirP*(F6P/KirPF6P)*(M
G/KirPF6PMg) + (FDP-

MgFDP) /KirFDP+KdFDPMg/KmrMg* (MgFDP/KirFDP) +AMP/KirAMP+MgFDP/KirFDPMg+MgFDP/Kir
FDPMg* (MG/KirFDPMgMg) +AMP/KirAMP* ( (FDP-
MgFDP)/KirAMPFDP))/(1+LO*((1+KthDP/KitFDP*(MG/Kthg)+P/KitP+P/KitP*(MG/KitPMg
)+F6P/KitF6P+F6P/KitF6P*(MG/KitF6PMg)+P/KitP*(F6P/KitPF6P)+P/KitP*(F6P/KitPF6P
)*(MG/KitPF6PMg)+(FDP—
MgFDP)/KitFDP+KdFDPMg/Kthg*(MgFDP/KitFDP)+AMP/KitAMP+MgFDP/KitFDPMg+MgFDP/Kit
FDPMg* (MG/KitFDPMgMg) +AMP/KitAMP* ( (FDP-
MgFDP)/KitAMPFDP))/(l+KmrFDP/KirFDP*(MG/Kmng)+P/KirP+P/KirP*(MG/KirPMg)+F6P/K
irF6P+F6P/KirF6P*(MG/KirF6PMg)+P/KirP*(F6P/KirPF6P)+P/KirP*(F6P/KirPF6P)*(MG/K
1irPF6PMg) + (FDP-

MgFDP) /KirFDP+KdFDPMg/KmrMg* (MgFDP/KirFDP) +AMP/KirAMP+MgFDP/KirFDPMg+MgFDP/Kir
FDPMg* (MG/KirFDPMgMg) +AMP/KirAMP* ( (FDP-MgFDP) /KirAMPFDP))) *n) ;

$FUMA (FUM: sustrato - MAL: producto)

o)

% Parametro

Keg= 4.99966; KmFUM= 0.6; KmMAL= 0.7; Vmax= 53.3414;
% Cinética
FUMA = (Vmax* (FUM-MAL/Keq)/KmFUM) / (1+FUM/KmFUM+MAL/KmMAL) ;

$GDH (BPG: producto - GAP: sustrato - NAD: sustrato - NADH: producto - P:
sustrato)
% Parametros

Keg= 20; KmBPG= 0.2; KmGAP= 2.47265; KmNAD= 0.0110454; KmNADH= 3.69797;
KmP= 0.017; Vmax= 8.66573;

% Cinética

GDH = (Vmax* (P*GAP*NAD-

BPG*NADH/Keq) / (KmP*KmGAP*KmNAD) ) / ( (L+P/KmP) * (1+GAP/KmGAP) * (L+NAD/KmNAD) + (1+BPG
/KmBPG) * (1+NADH/KmNADH) -1) ;

$GL6P_HYDROLYSIS (GL6P: sustrato - PGN: producto)
% Parametros

KG1l6Phydrol= 0.000167; KegGl6Phydrol= 42.8;
% Cinética

GL6P HYDROLYSIS = KGl6Phydrol* (GL6P-PGN/KegGl6Phydrol) ;

%$GLT (ACCOA: sustrato - AKG: modificador - ATP: modificador - CIT: producto -
COA: producto - NADH: modificador - OAA: sustrato)
% Parametros

KdACCOAO= 0.699309; KdcsCIT= 7.38128; KdcsCOA= 0.00174282;
KdcsOAA= 0.154601; Keg= 83067.1; KilAKG= 0.0150083;

Ki1NADH= 0.000330313; Ki2AKG= 0.256252; Ki2NADH= 0.0504;
KiATP= 0.579939; KmACCOAQ= 0.119974; KmOAAO= 0.00123458;
KmcsCIT= 1.15715; KmcsCOA= 9.63E-05; Vmax= 57.0584;
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% Cinética

GLT = Vmax* (ACCOA*OAA-
CIT*COA/Keq)/(KdACCOAO*KmOAAO)/(ACCOA/KdACCOAO*(1+AKG/Ki1AKG+NADH/Ki1NADH)+ACC
OA/KJACCOAO* (OAA/KmOAAQ) * (1+AKG/K12AKG+NADH/K12NADH) + (1+ATP/KiATP) * (1+KmACCOAOD
/KJAACCOAO* (OAA/KmOAAD) ) +KmcsCOA/KdcsCOA* (CIT/KmcsCIT) +KmcsCOA/KdecsCOA* (ACCOA/K
dACCOAQ) * (CIT/KmcsCIT)+COA/KdcsCOA+CIT/KmcsCIT* (OAA/KmOAAQ) +ACCOA/KJACCOAQD* (CI
T/KdcsCIT) * (OAA/KmOAAQ) +KmACCOAO/KJACCOAQO* (COA/KdcsCOA) * (OAA/KmOAAQ) +CIT/KmecsC
IT* (COA/KdcsCOA) * (OAA/KdcsOAA) ) ;

%$GND (ATP: modificador - FDP: modificador - HCO3: producto - NADP: sustrato -
NADPH: producto - PGN: sustrato - RUSP: producto)

o)

% Parametros

KdHCO3= 58.8951; KJHCO3NADPH= 9.7257; KdANADP= 0.116989;

KANADPH= 0.00340034; KdJRU5P= 0.0440044; KefATP= 0.0650065;
KefFbP= 0.0129987; KefNADPATP= 0.139986; KefNADPFbP= 0.00519948;
Keg= 49.962; KmHCO3= 6.41899; KmNADP= 0.049; KmNADPH= 68.3828;
KmPGN= 0.093; KmRU5P= 45.1977; Vmax= 4.08105;

% Cinética

GND = Vmax* (NADP*PGN-
NADPH*RU5P*HCO3/Keq)/(KdNADP*KmPGN)/(l+NADP/KdNADP+FDP/KebeP+NADP/KdNADP*(FDP
/KefNADPFbP) +KmNADP/KANADP* (PGN/KmPGN) +NADP/KANADP* (PGN/KmPGN) +ATP/KefATP+ATP/
KefNADPATP* (KmNADP/KANADP) * (PGN/KmPGN) +HCO3/KdHCO3+NADPH/KANADPH+RU5P/KdRU5P+H
CO3/KdHCO3* (NADPH/KJHCO3NADPH) +HCO3/KdHCO3* (KmNADPH/KJdHCO3NADPH) * (RUS5P/KmRU5P)
+HCO3/KdHCO3* (NADPH/KJHCO3NADPH) * (RUSP/KmRU5P) +KmHCO3/KdHCO3* (NADPH/KJdHCO3NADP
H* (RU5P/KmRU5P) ) ) ;

$GPM (PGA2: producto - PGA3: sustrato)
% Parametros

Keg= 0.565818; KmPGA2= 1.9153; KmPGA3= 0.115; Vmax= 10.9934;
% Cinética
GPM = (Vmax* (PGA3-PGA2/Keq) /KmPGA3) / (1+PGA3/KmPGA3+PGA2/KmPGA2) ;

$GROWTH (Go6P: sustrato - E4P: sustrato - PGA3: sustrato - OAA: sustrato - AKG:
sustrato - PYR: sustrato - R5P: sustrato - PEP: sustrato - GAP: sustrato -
% F6P: sustrato - NADPH: sustrato - ACCOA: sustrato - NAD: sustrato - ATP:

sustrato)

% Parametros

Vmax= 9.74137; KmG6P= 1.20911; KmE4P= 1.63298; KmPGA3= 0.0764619;
KmOAA= 0.0248351; KmAKG= 5.11989; KmPYR= 0.00463904; KmR5P= 0.021234;
KmPEP= 0.457734; KmGAP= 0.024854; KmFoP= 0.366423; KmNADPH= 3.59774;
KmACCOA= 0.0494404; KmNAD= 2.82239; KmATP= 0.0468266;

% Cinética

GROWTH = Vmax * GoP * E4P * PGA3 * OAA * AKG * PYR * R5P * PEP * GAP * FoP *
NADPH * ACCOA * NAD * ATP / (KmG6P * KmE4P * KmPGA3 * KmOAA * KmAKG * KmPYR *
KmR5P * KmPEP * KmGAP * KmF6P * KmNADPH * KmACCOA * KmNAD * KmATP) /
((1+G6P/KmG6P) * (1+E4P/KmE4P) * (1+PGA3/KmPGA3) * (1+0AA/KmOAA) * (1+AKG/KmAKG) * (1+PY
R/KmPYR) * (1+R5P/KmR5P) * (1+PEP/KmPEP) * (1+GAP/KmGAP) * (1+F6P/KmF6P) * (1+NADPH/KmNA
DPH) * (1+ACCOA/KmACCOA) * (1+NAD/KmNAD) * (1+ATP/KmATP) ) ;

%$ICD (AKG: producto - ICIT: sustrato - NADP: sustrato - NADPH: producto - icd:
modificador)

% Parametros

Keg= 28.1631; KmAKG= 0.038038; KmICIT= 0.010989; KmNADP= 0.005994;
KmNADPH= 0.000683333; kcat= 2461.97;

% cinética
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ICD = (icd*kcat* (ICIT*NADP-
AKG*NADPH/Keq) / (KmICIT*KmNADP) )/ ( (1+ICIT/KmICIT) * (1+NADP/KmNADP) + (1+AKG/KmAKG)
* (1+NADPH/KmNADPH) -1) ;

$LPD (AKG: sustrato - COA: sustrato - NAD: sustrato)

% Parametros

KJAAKG= 14.9386; KmAKG= 0.020002; KmCOA= 0.0760076; KmNAD= 0.0980098;
Vmax= 0.0684413; alpha= 16.4304;

% Cinética

LPD = Vmax*COA*AKG*NAD* (1-

AKG/KJAKG) / (KmCOA*KmMAKG*KmNAD) / (COA/KmCOA* (AKG/KmAKG) +COA/KmCOA* (NAD/KmNAD) +AK
G/KmAKG* (NAD/KmNAD) +COA/KmCOA* (AKG/KmAKG) * (NAD/KmNAD) -

AKG/KJAKG* (COA/KmCOA* (AKG/KmAKG) +AKG/KmAKG* (NAD/KmNAD) +alpha* (COA/KmCOA) * (AKG/
KmAKG) * (NAD/KmNAD) ) ) ;

$MAD (ACCOA: modificador - ASP: modificador - ATP: modificador - COA:
modificador - MAL: sustrato - MG: modificador - MN: modificador - NAD:
sustrato)

[o)

% Parametros

KefrACCOA= 1.83336; KefrASP= 0.362142; KefrATP= 88.9752;

KefrCOA= 0.268; KeftACCOA= 0.197; KeftASP= 0.583; KeftATP= 0.26;
KeftCOA= 0.268; KirNAD= 0.636457; KitNAD= 0.990398; KmrMAL= 0.212913;
KmrMg= 0.191871; KmrMn= 0.272568; KmrNAD= 1.36636; KmtMAL= 0.093;

KmtMg= 2.37681; KmtMn= 0.410198; KmtNAD= 0.108; LO= 19.9; Vmax= 6.64269;
n= 4;

% Cinética

MAD =

Vmax*n*MAL*NAD/ (KmrMAL*KirNAD) / (1+KmrNAD/KirNAD* (MAL/KmrMAL) +NAD/KirNAD+MAL/Km
rMAL* (NAD/KirNAD) ) * ( (MG/KmrMg+MN/KmrMn) / (1+MG/KmrMg+MN/KmrMn) ) / (1+L0* ( (1+ASP/K
eftASP)*(l+MG/Kthg+MN/Kthn)*(l+ATP/KeftATP)*(l+ACCOA/KeftACCOA+COA/KeftCOA)*
(1+KmtNAD/KitNAD* (MAL/KmtMAL) +NAD/K1tNAD+MAL/KmtMAL* (NAD/KitNAD) )/ ( (1+ASP/Kefr
ASP)*(l+MG/Kmng+MN/KmrMn)*(l+ATP/KefrATP)*(l+ACCOA/KefrACCOA+COA/KefrCOA)*(l+
KmrNAD/KirNAD* (MAL/KmrMAL) +NAD/KirNAD+MAL/KmrMAL* (NAD/KirNAD)))) ~n) ;

$MDH (MAL: producto - NAD: modificador - NADH: modificador - OAA: sustrato)
% Parametros

Keqg= 100000; KiNAD= 0.0233122; KiNADH= 0.000196981; KiOAA= 2.46446;
KmMAL= 0.86; KmNAD= 0.64; KmNADH= 0.003; KmOAA= 0.001; Vmax= 6.11492;
% Cinética

MDH = Vmax* (NADH*OAA-
MAL*NAD/Keq)/(KiNADH*KmOAA)/(1+KmNAD/KiNAD*(MAL/KmMAL)+NAD/KiNAD+MAL/KmMAL*(NA
D/KiNAD) +NADH/KiNADH+KmNAD/KiNAD* (MAL/KmMAL) * (NADH/KiNADH) +KmNADH/KiNADH* (OAA/
KmOAA) +KmNADH/KiNADH* (NAD/KiNAD) * (OAA/KmOAA) +MAL*NAD*OAA/ (KINAD*K1iOAA*KmMAL) +N
ADH/KiNADH* (OAA/KmOAA) +Keq* (KiNADH*KmOAA/ (KiNAD*KmMAL) ) * (KmNAD/KiNAD) * (MAL/KmM
AL) * (NADH/KmNADH) * (OAA/KiOAA)) ;% (corcho)

$MQO (MAL: sustrato - OAA: producto - Q: sustrato - QH2: producto)

[o)

% Parametros

Keg= 9; KmMAL= 0.435; KmOAA= 75.8036; KmQ= 0.0414; KmQH2= 8.77942;
Vmax= 4.62283;

% Cinética

MQO = (Vmax* (MAL*Q-

OAA*QH2/Keq) / (KMMAL*KmQ) ) / ( (L+MAL/KmMAL) * (1+Q/KmQ) + (1+0OAA/KmOAA) * (1+QH2/KmQH2)
-1);

$NDH2 (NADH: sustrato - Q: sustrato - NAD: producto - QH2: producto)
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o)

% Parametros

Vmax= 30.8306; Keg= 27.6193;
% Cinética

NDH2 = Vmax* (NADH*Q-NAD*QH2/Keq) ;

$PCK (ADP: producto - HCO3: producto - MgADP: modificador - MgATP: modificador
- OAA: sustrato - PEP: producto)

% Parametros

Keg= 1.88166; KmADP= 0.04997; KmATP= 0.0600418; KmHCO3= 2.6319;

KmOAA= 0.66966; KmPEP= 0.0699833; Vmax= 8.08777;

% Cinética

PCK = Vmax* (MgATP*OAA-

HCO3*MgADP*PEP/Keq) / (KMATP*KmOAA) / (1+HCO3/KmHCO3+HCO3/KmHCO3* (ADP/KmADP) +MgADP
/KmADP+MgATP/KmATP+OAA/KMOAA+MgATP/KmATP* (OAA/KmOAA) +HCO3/KmHCO3* (PEP/KmPEP) +P
EP/KmPEP+HCO3/KmHCO3* (MgADP/KmADP) * (PEP/KmPEP) +MgADP/KmADP* (PEP/KmPEP) ) ;

%$PDH (ACCOA: producto - COA: sustrato - HCO3: producto - NAD: sustrato - NADH:
producto - PYR: sustrato)

% Parametros

Keg= 3138.16; KmACCOA= 10.174; KmCOA= 0.00500461; KmHCO3= 0.00545112;
KmNAD= 0.00999; KmNADH= 6.63512; KmPYR= 2; Vmax= 961.706;

% Cinética

PDH = Vmax* (COA*NAD*PYR-
ACCOA*NADH*HCO3/Keq) / (KMCOA*KmNAD*KmPYR) / (ACCOA/KmACCOA+NADH/KmNADH+ACCOA/KmAC
COA* (NADH/KmNADH) +COA/KmCOA* (NADH/KmNADH) +ACCOA/KmACCOA* (COA/KmCOA) * (NADH/KmNA
DH) +NAD/KmNAD* (NADH/KmNADH) +COA/KmCOA* (NAD/KmNAD) * (NADH/KmNADH) +ACCOA/KmACCOA*
(PYR/KmPYR) +ACCOA/KmACCOA* (COA/KmCOA) * (PYR/KmPYR) +COA/KmCOA* (1+NAD/KmNAD) * (PYR
/KmPYR) +NAD/KmNAD* (1+COA/KmCOA+PYR/KmPYR) ) / (1+HCO3/KmHCO3) ;

$PFK (ATP: sustrato - F6P: sustrato - FDP: producto - MgADP: modificador -
MgATP: modificador - PEP: modificador)
% Parametros

KefrADP= 0.0735264; KefrPEP= 19.98; KeftADP= 9.009;

KeftPEP= 0.26026; Keg= 1998; KirADP= 54.945; KirATP= 2.50E-05;

KirF6P= 1.84615; KirFDP= 0.045954; KitADP= 80.08; KitATP= 0.014014;

KitF6P= 0.00856856; KitFDP= 50.5505; KmrADP= 0.690009; KmrATPMg= 8.12E-05;
KmrF6P= 2.05E-05; KmrFDP= 10.01; KmtADP= 2.002; KmtATPMg= 3.34334;

KmtF6P= 32.967; KmtFDP= 9.99; LO= 14.0851; Vmax= 0.185253; Wr= 0.0237041;

Wt= 0.146735; n= 4;
% Cinética

PFK = Vmax*n* (MgATP*F6P-

MgADP*FDP/Keq) / (KirF6P*KmrATPMg) / (1+KmrFDP/KirFDP* (MgADP/KmrADP) +KmrF6P/KirF6P
* (MgATP/KmrATPMg) +KmrFDP/KirFDP* (MgADP/KmrADP) * (F6P/KirF6P) +MgATP/KmrATPMg* (F6
P/KirF6P)+MgADP/KirADP*(MgATP/KmrATPMg)*(F6P/KirF6P)+(l+(ATP—
MgATP)/KiIATP)*(F6P/KirF6P)+FDP/KirFDP+MgADP/KmIADP*(FDP/KiIFDP)+KmrF6P/KirF6P
*(MgATP/KmIATPMg)*(FDP/KiIFDP)+WI*(KmrF6P/KiIF6P)*(MgADP/KirADP)*(MgATP/KmIATP
Mg)*(FDP/KmrFDP))/(l+LO*((l+KthDP/KitFDP*(MgADP/KmtADP)+Kth6P/KitF6P*(MgATP/
KmtATPMg)+KthDP/KitFDP*(MgADP/KmtADP)*(F6P/KitF6P)+MgATP/KmtATPMg*(F6P/KitF6P
)+MgADP/KitADP*(MgATP/KmtATPMg)*(F6P/KitF6P)+(l+(ATP—
MgATP)/KitATP)*(F6P/KitF6P)+FDP/KitFDP+MgADP/KmtADP*(FDP/KitFDP)+Kth6P/KitF6P
* (MgATP/KmtATPMg) * (FDP/KitFDP) +Wt* (KmtF6P/KitF6P) * (MgADP/KitADP) * (MgATP/KmtATP
Mg)*(FDP/KthDP))*(l+MgADP/KeftADP+PEP/KeftPEP+MgADP/KeftADP*(PEP/KeftPEP))/((
l+KmrFDP/KirFDP*(MgADP/KmrADP)+KmrF6P*MgATP/(KirF6P*KmrATPMg)+KmrFDP/KirFDP*(M
gADP/KmrADP)*(F6P/KirF6P)+MgATP/KmrATPMg*(F6P/KirF6P)+MgADP/KirADP*(MgATP/KmrA
TPMg) * (F6P/KirF6P) + (1+ (ATP-
MgATP)/KiIATP)*(F6P/KirF6P)+FDP/KirFDP+MgADP/KmIADP*(FDP/KirFDP)+KmrF6P/KiIF6P
* (MgATP/KmrATPMg) * (FDP/KirFDP) +Wr* (KmrF6P/KirF6P) * (MgADP/KirADP) * (MgATP/KmrATP
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Mg) * (FDP/KmrFDP) ) * (1L+MgADP/KefrADP+PEP/Kefr PEP+MgADP/KefrADP* (PEP/KefrPEP)))) "
n);

$PGI (F6P: producto - G6P: sustrato - PEP: modificador - PGN: modificador)
% Parametros
Keqg = 0.36; KmF6P= 0.147; KmGoP= 0.28; KmPEP= 1.999; Vmax= 2.32456;

KmPGN= 0.515958;

% Cinética
PGI = (Vmax*(G6P—F6P/Keq)/KmG6P)/(1+F6P/KmF6P+G6P/KmG6P+PEP/KmPEP+PGN/KmPGN);

$PGK (BPG: sustrato - MgADP: modificador - MgATP: modificador - PGA3:
producto)

% Parametros

Keg= 99.9925; KmADPMg= 0.085416; KmATPMg= 3.47737;

KmBPG= 0.0113296; KmPGA3= 2.45722; Vmax= 16.1089;

% Cinética

PGK = (Vmax* (MgADP*BPG-

MgATP*PGA3/Keq) / (KmADPMg*KmBPG) ) / (1+MgADP/KmADPMg+BPG/KmBPG+ (MgADP*BPG/KmADPMg
) /KmBPG+MgATP/KmATPMg+PGA3/KmPGA3+ (MgATP*PGA3/KmATPMg) /KmPGA3) ;

$PGL (G6P: modificador - GL6P: sustrato - PGN: producto)
% Parametros

Keg= 42.7572; KiGeP= 2.0001; KmGL6P= 0.022977; KmPGN= 9.99;

Vmax= 11.5967;

% Cinética

PGL = (Vmax*(GL6P—PGN/Keq)/KmGL6P)/(1+GL6P/KmGL6P+PGN/KmPGN+G6P/KiG6P);

$PNT (NAD: sustrato - NADH: producto - NADP: producto - NADPH: sustrato)
% Parametros

Keg= 0.181891; k= 2.49441;

% Cinética

PNT = k* (NAD*NADPH-NADH*NADP/Keq) ;

$PPC (ACCOA: modificador - ASP: modificador - CIT: modificador - CYS:
modificador - FDP: modificador - FUM: modificador - HCO3: sustrato - MAL:
modificador - OAA: producto - P: producto - PEP: sustrato - SUC: modificador)

% Parametros
KdrOAA= 4.35404; KdrPEP= 655.591; KdtOAA= 17.9127; KdtPEP= 0.0121991;

KefrACCOA= 0.140029; KefrASP= 0.389183; KefrCIT= 34.4277;
KefrCyYS= 0.000448843; KefrFDP= 9.99126; KefrFDPACCOA= 0.0156251;
KefrFUM= 2.7475; KefrMAL= 0.23002; KefrSuC= 22.9834;

KeftACCOA= 1.27598; KeftASP= 27.4729; KeftCIT= 0.521945;

KeftCYS= 0.977374; KeftFDP= 13.2064; KeftFDPACCOA= 47.7563;
KeftFUM= 9.76119; KeftMAL= 0.737283; KeftSUC= 107.18;

Keg= 149.705; KmrHCO3= 0.00219811; KmrOAA= 13.0469;

KmrP= 0.663356; KmrPEP= 3.20089; KmtHCO3= 0.00220031;

KmtOAA= 6.80995; KmtP= 0.285131; KmtPEP= 5.12497; LO= 6.37E-06;

Vmax= 21.439; n= 4.00319;
% Cinética

PPC = Vmax*n* (PEP*HCO3-

OAA*P/Keq) / (KArPEP*KmrHCO3) / (1+KmrPEP/KdrPEP* (HCO3/KmrHCO3) +KmrOAA/KdrOAA* (P/K
mrP) +OAA/KArOAA+P/KmrP* (OAA/KArOAA) +HCO3/KmrHCO3* (PEP/KJdrPEP) +PEP/KJrPEP) / (1+L
0* ((1+ACCOA/KeftACCOA+FDP/KeftFDP+FDP/KeftFDP* (ACCOA/KeftFDPACCOA) ) * (1+KmtPEP/
KdtPEP* (HCO3/KmtHCO3) +KmtOAA/KAtOAA* (P/KmtP) +OAA/KJAdtOAA+P/KmtP* (OAA/KJtOAA) +HC
03/KmtHCO3* (PEP/KJtPEP) +PEP/KJdtPEP) * (1+ASP/KeftASP+CYS/KeftCYS+CIT/KeftCIT+FUM
/KeftFUM+MAL/KeftMAL+SUC/KeftSUC) / ( (1+ACCOA/KefrACCOA+FDP/KefrFDP+FDP/KefrFDP*
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(ACCOA/KefrFDPACCOA) ) * (1+KmrPEP/KdAdrPEP* (HCO3/KmrHCO3) +KmrOAA/KAdrOAA* (P/KmrP) +0
AA/KArOAA+P/KmrP* (OAA/KdArOAA) +HCO3/KmrHCO3* (PEP/KJAdrPEP) +PEP/KJdrPEP) * (1+ASP/Kef
rASP+CYS/KefrCYS+CIT/KefrCIT+FUM/KefrFUM+MAL/KefrMAL+SUC/KefrSUC))) *n) ;

%$PPS (ADP: modificador - AKG: modificador - AMP: producto - ATP: sustrato -
MG: modificador - MgADP: modificador - MgATP: modificador - OAA: modificador -
P: producto - PEP: producto - PYR: sustrato)

Q

% Parametros

KdAMP= 1480; KdJATPMgPPS= 0.0549; KdMg= 36.9; KdP= 346; KdJPEP= 95.7;
KdPYR= 2740; KefADP= 0.0283; KefAKG= 0.274; KefATP= 0.000628; KefORA= 0.796;
Keg= 200000; KmAMP= 0.000384; KmATPMg= 0.0549; KmP= 84.4;

KmPEP= 20.7; KmPYR= 0.229; Vmax= 0.0163772; W= 10; alpha= 38900;
KAADPMg= 1.27771; KJATPMg= 0.0847634;

% Cinética

PPS = Vmax* (MgATP*PYR-

AMP*PEP*P*MG/Keq) / (KmATPMg*KmPYR) / (MgATP/KmATPMg+alpha* (P/KdP) * (MgATP/KmATPMg)
+alpha* (AMP/KdAMP) * (MgATP/KmATPMg) +alpha* (P/KdP) * (AMP/KJAMP) * (MgATP/KmATPMg) +a
lpha* (MG/KdMg) * (P/KmP) * (AMP/KdAMP) * (MgATP/KJAATPMgPPS) / (W* (1+MG/KdMg) ) +MgATP/Km
ATPMg* (AKG/KefAKG) + (1+MG/KdMg) * (AKG/KefAKG) * (PEP/KmPEP) /W+MgATP/KmATPMg* (OAA/K
efOAA)+(l+MG/KdMg)*(OAA/KefOAA)*(PEP/KmPEP)/W+MG/KdMg*(P/KmP)*(AMP/KdAMP)/W+al
pha* (P/KdP) * (AMP/KJAMP) * (PEP/KmPEP) /W+alpha* (MG/KdMg) * (P/KmP) * (AMP/KdAMP) * (PEP
/KmPEP)/W+alpha*(l+MG/KdMg)*(KmAMP/KdAMP*(P/KmP)*(PEP/KmPEP)+AMP/KdAMP*(PEP/Km
PEP))/W+(l+MG/KdMg)*(PYR/KmPYR)+MgATP/KmATPMg*(PYR/KmPYR)+KdADPMg/KdMg*(P/KmP)
*(MgADP/KefADP)*(AMP/KdAMP)/(W*(l+MG/KdMg))+(ADP—
MgADP)/KefADP*(PYR/KmPYR)+KdATPMg/KdMg*(P/KmP)*(AMP/KdAMP)*(MgATP/KefATP)/(W*(
1+MG/KdMg) ) + (ATP-
MgATP)/KefATP*(PYR/KmPYR)+(l+MG/KdMg)*(PEP/KmPEP)/W+alpha*(l+MG/KdMg)*(PEP/KdP
EP) * (PYR/KmPYR) + (1+MG/KdMg) * (PYR/KAPYR) * (PEP/KmPEP) /W) ;

$PTA (ACCOA: sustrato - ACP: producto - COA: producto - P: sustrato)
% Parametros

Keg= 0.0053952; KiACCOA= 0.2; KiACP= 0.2; KiCOA= 0.029;
Kip= 13.54; KmACP= 0.7; KmP= 6.1; Vmax= 2.7;

% Cinética

PTA = Vmax* (ACCOA*P-

ACP*COA/Keq) / (KIACCOA*KmP) / (1+ACCOA/KiACCOA+P/KiP+ACP/KiACP+COA/KiCOA+ACCOA*P/
(KiACCOA*KmP) +ACP*COA/ (KmACP*KiCOA) ) ;

$PTS O (PEP: sustrato - PYR: producto - ei: sustrato - eiP: producto)
% Parametros

KmPEP= 0.6; KmPYR= 1; kF= 12000; kR= 8000;
% Cinética

PTS 0 = (kF*ei*PEP"2)/ (KmPEP"2+PEP"2) - (kR*eiP*PYR"2) / (KmPYR"2+PYR"2) ;

$PTS 4 (G6P: producto - GLCp: sustrato - cell: volumen - eiicb: producto -
eiicbP: sustrato)

% Parametros

KmG6P= 2125.91; KmGLC= 0.02; kF= 4000; kR= 1.00E-05;

% Cinética

PTS 4 = Vcell* (kF*eiicbP*GLCp/ (KmGLC+GLCp)-kR*eiicb*G6P/ (KmG6P+G6P)) ;

$PYK (ADP: sustrato - FDP: modificador - G6P: modificador - GL6P: modificador
- MgADP: modificador - MgATP: modificador - PEP: sustrato - PYR: producto

% R5P: modificador - RU5SP: modificador - S7P: modificador - SUCCOA:
modificador - X5P: modificador)

[

% Parametros
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KefrFDP= 0.449149; KefrGe6P= 0.158746; KefrGLoP= 0.150482;

KefrR5P= 9.33254; KefrRU5SP= 1.53591; KefrS7pP= 0.0785955;

KefrX5p= 0.677374; KeftATP= 3.69117; KeftSUCCOA= 8.26406;

KirADP= 0.517585; KirATP= 96.0333; KirPEP= 0.181056; KirPYR= 15.1403;
KirPyrATP= 230.781; KitADP= 0.224911; KitATP= 0.039564; KitPEP= 0.465672;

KitPYR= 0.2499; KitPyrATP= 11.3691; KmrADPMg= 0.326144; KmrPEP= 5.56E-07;
KmtADPMg= 0.054678; KmtPEP= 0.11475; LO= 50.4818; Vmax= 0.74716;

n= 4;

% Cinética

PYK =

Vmax*n*PEP*MgADP/ (KirPEP*KmrADPMg) / (1+KmrPEP/KirPEP* (MgADP/KmrADPMg) +MgATP/Kir
ATP+MgADP/KmrADPMg* (PEP/KirPEP) +KmrADPMg/KmrADPMg* (1+ (ADP-
MgADP)/KirADP)*(PEP/KirPEP)+PYR/KirPYR+MgATP/KirPyrATP*(PYR/KirPYR))/(1+LO*((1
+KmtPEP/KitPEP* (MgADP/KmtADPMg) +MgATP/KitATP+MgADP*PEP/ (KitPEP*KmtADPMg) + (1+ (A
DP-
MgADP)/KitADP)*(PEP/KitPEP)+PYR/KitPYR+MgATP/KithrATP*(PYR/KitPYR))*(1+SUCCOA
/KeftSUCCOA+MgATP*SUCCOA/ (KeftATP*KeftSUCCOA) )/ ( (L+KmrPEP/KirPEP* (MgADP/KmrADP
Mg) +MgATP/KirATP+MgADP/KmrADPMg* (PEP/KirPEP) + (1+ (ADP-
MgADP)/KirADP)*(PEP/KirPEP)+PYR/KirPYR+MgATP/KirPyrATP*(PYR/KirPYR))*(l+FDP/Ke
frFDP+G6P/KefrG6P+GL6P/KefrGL6P+R5P/KefrR5P+RUSP/KefrRUSP+S7P/KefrS7P+X5P/Kefr
X5P))) *n);

$RPE (RU5SP: sustrato - X5P: producto)
% Parametros

Keg= 1.5015; KmRUSP= 0.872522; KmX5P= 0.893607; Vmax= 6.00103;
% Cinética
RPE = (Vmax* (RUSP-X5P/Keq) /KmRU5P) / (1+RU5P/KmRU5P+X5P/KmX5P) ;

$RPI (E4P: modificador - R5P: producto - RU5S5P: sustrato)
% Parametros

Keg= 0.330093; KmE4P= 0.67067; KmR5P= 3.09715; KmRU5P= 4.40263;
Vmax= 8;

% Cinética

RPI = (Vmax* (RU5P-R5P/Keq)/KmRU5P) / (1+RU5P/KmMRUSP+R5P/KmR5P+E4P/KmE4P) ;

$S7P E4P TAL (E4P: producto - S7P: sustrato - tal: sustrato - talC3: producto)
% Parametros

Keg= 26.6266; kcat= 99.9991;

% Cinética

S7P E4P TAL = kcat* (S7P*tal-E4P*talC3/Keq);

$S7P _R5P _TKT (R5P: sustrato - S7P: producto - tkt: producto - tktC2: sustrato)
% Parametros
Keg= 0.33033; kcat= 199.979;

% Cinética
S7P_R5P_TKT = kcat* (R5P*tktC2-S7P*tkt/Keq) ;

$SDH (FUM: producto - Q: sustrato - QH2: producto - SUC: sustrato)
% Parametros

KefFUM= 0.067048; KefSUC= 0.0322425; Keqg= 2250; KmFUM= 1.36019;

KmQ= 0.00160718; KmQH2= 0.00611663; KmSUC= 0.805727; Vmax= 1.56184;
% Cinética

SDH = Vmax* (SUC*Q-

FUM*QH2 /Keq) / (KefSUC*KmQ) / (1+FUM/KefFUM+KmSUC/KefSUC* (Q/KmQ) +KmFUM/KefFUM* (QH2

/KmQH2) +FUM/Ke fFUM* (QH2 /KmQH2) +SUC/KefSUC+SUC/KefSUC* (Q/KmQ) ) ;
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%SK (ADP: Sustrato - ATP: Producto - COA: Producto - P: Sustrato - SUC:
Producto - SUCCOA: Sustrato)

% Parametros

Keg= 1.15994; KmADP= 0.00868475; KmATP= 0.102321; KmCOA= 0.255019;

KmP= 0.914709; KmSUC= 0.800744; EKmSUCCOA= 0.0085; Vmax= 76.8163;

% Cinética

SK = Vmax* (ADP*SUCCOA*P-

ATP*COA*SUC/Keq) / (KmADP*KmSUCCOA*KmP) / ( (1+ADP/KmADP) * (1+SUCCOA/KmSUCCOA) * (1+P/
KmP) + (1+ATP/KmATP) * (1+COA/KmCOA) * (1+SUC/KmSUC) -1) ;

%$SQR (FADH2: sustrato - Q: sustrato - FAD: producto - QH2: producto)
% Parametros

Keg= 0.94033; Vmax= 3.41617;

% Cinética

SQR = Vmax* (FADH2*Q-FAD*QH2/Keq) ;

$TPI (DAP: sustrato - GAP: producto)
% Parametros

Keg= 0.270203; KmDAP= 0.01; KmGAP= 1.89301; Vmax= 24.1843;
% Cinética
TPI = (Vmax* (DAP-GAP/Keq) /KmDAP) / (1+DAP/KmDAP+GAP/KmGAP) ;

$X5P GAP_TKT (GAP: producto - X5P: sustrato - tkt: sustrato - tktC2: producto)
% Parametros

Keg= 1.001; kcat= 40;

% Cinética

X5P_GAP_TKT = kcat* (tkt*X5P-GAP*tktC2/Keq) ;

$XCH RMM ACE (ACE: sustrato - ACEp: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM ACE = Vmax* (ACE/Km-ACEp/Km) / (1+ACE/Km+ACEp/Km) ;

$XCH RMM ACEx (ACEp: sustrato - ACEx: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM ACEx = Vmax* (ACEp/Km-ACEx/Km) / (1+ACEp/Km+ACEx/Km) ;

$XCH RMM GLC (GLCx: sustrato - GLCp: producto)
% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM GLC = Vmax* (GLCx/Km-GLCp/Km) / (1+GLCx/Km+GLCp/Km) ;

$XCH RMM P (Px: sustrato - Pp: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM P = Vmax* (Px/Km-Pp/Km)/ (1+Px/Km+Pp/Km) ;

SZWE (G6P: sustrato - GL6P: producto - NADP: sustrato - NADPH: producto)
% Parametros

KdG6P= 0.192; KdGL6P= 0.02; Keg= 6.00E+10; KmG6P= 0.118525;
KmGL6P= 0.328629; KmNADP= 0.0274; KmNADPH= 0.0168; Vmax= 0.2658;

175



% Cinética
ZWE = Vmax* (G6P*NADP-
GL6P*NADPH/Keq) / (KAG6P*KmNADP) / (1+G6P/KAG6P+KmG6P/KAG6P* (NADP/KmNADP) +G6P/KdAG6

P* (NADP/KmNADP) +KmGL6P/KAGL6P* (NADPH/KmNADPH) +GL6P/KAGL6P* (NADPH/KmNADPH) ) ;

% Enzimas nuevas

$MAE B (MAL: sustrato - ACCOA: modificador - CAMP: modificador)
% Parametros

Mez Vmax = 0.707450; [umol/g.s]

Mez Kmal = 0.006240; [umol/g]

Mez KACCOA = 3.640000; % [umol/g]

Mez KCAMP = 6.540000; [umol/g]

Mez L = 104000.000000;
Mez n = 1.330000;
%Cinetica

MAE B = Mez Vmax * (MAL/Mez Kmal) * (1+MAL/Mez Kmal)" (Mez n-1) /
((1+MAL/Mez_ Kmal)"Mez n+Mez L* (1+ACCOA/Mez KACCOA+CAMP/Mez KCAMP) "Mez n);

o©

o°

o° oP

o°

$SLACTATO
$LDH (NADH: modificador - PYR: sustrato)
% Parametros

Vmax LDH = 51.7; % [umol/g.s]
Km NADH LDH = 0.9; $ [umol/g]
% [umol/g]

Km PYR LDH = 26.7;
n NADH LDH = 3.0;
n PYR LDH = 2.0;
%Cinética

LDH = Vmax LDH * (NADH"n NADH LDH/ (Km NADH LDH"n NADH LDH + NADH"n NADH LDH))
* (PYR“n_PYR LDH/(Km_PYR LDH"n PYR LDH + PYR"n PYR LDH));

o

o

$XCH RMM LACp (LAC: sustrato - LACp: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM LACp = Vmax* (LAC/Km-LACp/Km) / (1+LAC/Km+LACp/Km) ;

$XCH RMM LACx (LACp: sustrato - LACx: producto)
% Parametros
Vmax= 100; Km= 10;

XCH RMM LACx = Vmax* (LACp/Km-LACx/Km)/ (1+LACp/Km+LACx/Km) ;

$FORMIATO

$PFL (PYR: sustrato - COA: modificador - ACCOA: modificador - FOR: producto -
02: modificador - Q: modificador)

% Parametros

Vmaxf Pfl = 14.7; % [umol/g.s]
Vmaxr Pfl = 3.4; % [umol/g.s]
Kpyr Pfl = 4.5; % [umol/g]
KCOA Pfl = 0.7816; % [umol/g]
KACCOA Pfl = 5.8621; % [umol/g]
Kfor Pfl = 1.1276; % [g/1]

K A ArcA Q = 0.5; % [umol/g]

n ArcA = -5.0; %

K A FNR 02 = 5.0e-6; $ [mM]

n FNR = -5.0; %

k 02 = 0.001;
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%$Cinética

TF Fnr = ((k_O2*O2)An_FNR)/(K_A_FNR_O2An_FNR+(k_O2*O2)An_FNR);
TF ArchA = (QAn_ArcA)/(K_A_ArcA_QAn_ArcA+QAn_ArcA);
PFL =

((TF_Fnr+TF ArcA) *Vmaxf Pf1*PYR*COA)/ ( (PYR*COA+Kpyr Pf1*COA+KCOA Pfl1*PYR)) -
((TF_Fnr+TF ArcA) *Vmaxr Pf1*ACCOA*FOR)/ (ACCOA*FOR+KACCOA Pf1l1*FOR+Kfor Pf1*ACCO
A);

% XCH RMM FORp (FOR: sustrato - FORp: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM FORp = Vmax* (FOR/Km-FORp/Km)/ (1+FOR/Km+FORp/Km) ;

% XCH_RMM FORx (FORp: sustrato - FORx: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

%Cinética

XCH RMM FORx = Vmax* (FORp/Km-FORx/Km)/ (1+FORp/Km+FORx/Km) ;

SETANOL

$ALDH (ACCOA: sustrato - NADH: modificador - COA: producto - NAD: modificador
- AcAld: producto)

% Parametros

Vmax ALDH = 63.9; [umol/g.s] es lo mismo que mmol/L!!

o°

KACCOA ALDH = 0.0124; % [umol/g]
Knadh ALDH = 0.443; % [umol/g]
Knad ALDH = 0.1418; % [umol/g]
KCOA ALDH = 0.0142; % [umol/g]
Kacald ALDH = 17.7305; % [umol/g]
Keq ALDH = 2.7730e+01; % [umol/g]

% Cinética

ALDH = (Vmax_ALDH/(KACCOA_ALDH*Knadh_ALDH))*(ACCOA*NADH—
((COA*NAD*ACAld)/Keq_ALDH))/((l.O+(NAD/Knad_ALDH)+(NADH/Knadh_ALDH))*(l.O+(ACC
OA/KACCOA ALDH) + (COA/KCOA ALDH) + (AcAld/Kacald ALDH)+ ( (AcAld*COA)/ (Kacald ALDH*
KCOA ALDH)))) ;

$ADH (AcAld: sustrato - NADH: modificador - NAD: modificador - ETH: producto)
% Parametros

Vmax ADH = 57.97; % [umol/g.s]

Kacald ADH = 0.0532; % [umol/g]

Knadh ADH = 2.1; % [umol/g]

Knad ADH = 0.1418; % [umol/g]

Keth ADH = 7.1065e-04; % [g/1]

Keg ADH = 2.1906e+04; % [umol/g]
%$Cinética

ADH = ((Vmax_ADH/(Kacald_ADH*Knadh_ADH))*(ACAld*NADH—

( (ETH*NAD) /Keq ADH)))/ ((1.0+(NAD/Knad ADH)+ (NADH/Knadh ADH)) * (1.0+ (AcAld/Kacal
d_ADH) + (ETH/Keth_ADH)));

% XCH RMM ETHp (ETH: sustrato - ETHp: producto)
% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM ETHp = Vmax* (ETH/Km-ETHp/Km) / (1+ETH/Km+ETHp/Knm) ;
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% XCH_RMM ETHx (ETHp: sustrato - ETHx: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

%$Cinética

XCH RMM ETHx = Vmax*(ETHp/Km—ETHx/Km)/(l+ETHp/Km+ETHx/Km);

$SALIDA DE SUCCINATO

$XCH _RMM SUC (S: sustrato, SUC o SUCp)
% Parametros

Vmax= 0.5; %[umol/g*s]

Km= 16; %[umol/g]

XCH RMM SUCp = Vmax*SUC/ (Km+SUC) ;
XCH RMM SUCx = Vmax*SUCp/ (Km+SUCp) ;

$ENZIMAS DE BALlo611l

%$DehR (DEHU: sustrato - KDG: producto)

$Pardmetros (estimados desde otras kinasas de &cidos urdnicos)
% Ensayo sensibilidad

Km = 0.175; Kcat = 6.88; E = 0.001;

%$Cinética

DehR = Kcat*E*DEHU/ (Km+DEHU) ;

%$KDGK (KDG: sustrato - KDPG: producto)
$Parametros

% Ensayo sensibilidad

Km = 0.5; Kcat = 1167.94; E = 0.001;
%$Cinética

KDGK = Kcat*E*KDG/ (Km+KDG) ;

$XCH RMM DEHUp (DEHUx: sustrato - DEHUp: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH_RMM DEHUp = Vmax* (DEHUx/Km-DEHUp/Km) / (1+DEHUx/Km+DEHUp/Km) ;

% XCH RMM DEHU (DEHUp: sustrato - DEHU: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

%$Cinética

XCH RMM DEHU = Vmax* (DEHUp/Km-DEHU/Km) / (1+DEHUp/Km+DEHU/Km) ;

MtlD (MANI: sustrato - F6P: producto)
%$Parametros

% Ensayo sensibilidad

Km = 0.4586; Kcat = 0.0019; E = 0.001;
%$Cinética

MtlD = Kcat*E*MANI/ (Km+MANT) ;

$XCH RMM MANIp (MANIx: sustrato - MANIp: producto)

% Parametros

Vmax= 100; Km= 10;

% Cinética

XCH RMM MANIp = Vmax* (MANIx/Km-MANIp/Km)/ (1+MANIx/Km+MANIp/Km) ;

% XCH_RMM MANI (MANIp: sustrato - MANI: producto)
% Parametros
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Vmax= 100; Km= 10;
%$Cinética
XCH_RMM_MANI = Vmax*(MANIp/Km—MANI/Km)/(l+MANIp/Km+MANI/Km);

$PDC (PYR: sustrato - ACCOA: producto)
Pardmetros

m = 1.1; Kcat = 486; E = 0.001;

3 Cinética

PDC = Kcat*E*PYR/ (Km+PYR) ;

o°

o =N

$AdhB (AcAld: sustrato - ETH: producto)
% Parametros

Vm ETH = 820; Kma ETH = 0.110; Kmb ETH = 27; Kia ETH = 0.14; Vm AcAld = 11000;
Kma AcAld = 0.012; Kmb AcAld = 1.3; Kia AcAld = 0.018;

[}

% Cinética

AdhB =
1/(1/Vm_AcAld* (1+Kma AcAld/NADH+Kmb AcAld/AcAld+Kma AcAld*Kia AcAld/ (NADH*AcAl
d)))-1/(1/Vm ETH* (1+Kma_ ETH/NAD+Kmb ETH/ETH+Kma ETH*Kia ETH/ (NAD*ETH))) ;

$EDA Vibrio (GAP: producto - KDPG: sustrato - PYR: producto)
Paradmetros (promedio de azotobacter y sulfolobus)

Km = 0.103; %[mM]

Vmax = 0.01425; %[mmol/s]

%$Cinética (Michaeliana)

EDA Vibrio = Vmax*KDPG/ (Km+KDPG) ;

o°

$Velocidades creadas para metabolitos ei, eiP, etc
$k1_PTS1
kl PTS1 = k1 PTS l1l*hpr*eiP;

$k2 PTS1
k2 PTS1 = k2 PTS 1l*hprP*ei;

%kl PTS2
kl PTS2 = k1 PTS 2*eiia*hprP;

$k2 PTS2
k2 PTS2 = k2 PTS 2*eiiaP*hpr;

$k1_PTS3
k1 PTS3 = k1 PTS 3*eiicb*eiiaP;

$k2_ PTS3
k2 PTS3 = k2 PTS 3*eiicbP*eiia;

$ACE_OUT
ACE OUT = kl ACE OUT*ACEx;

$ATP_SYN (Hin: modificador - Hout: modificador - ADP: sustrato - P: sustrato -
ATP: producto)

% Parametros

Vmax= 108.733; Keg= 49.8315;

o)

% Cinética
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ATP SYN = (Vmax* (ADP*P-
ATP/Keq) *abs (log (Hout/Hin) /1og(10)) * (log (Hout/Hin) /log (10))"3)/ (1+ (log (Hout/Hi
n)/log(10))"4);

$CYTBO (Hin: modificador - Hout: modificador - 02: sustrato, fijo - QH2:

sustrato - Q: producto)
% Parametros
Vmax= 8.54045; Keg= 12.067;

% Cinética
CYTBO = Vmax* (QH2"2*02-
0"2/Keq) * (Log (Hout/Hin) /1og(10)+0.5)/(1.5*0.5%(2.5) +(log (Hout/Hin) /log (10)+0.5

)~ (2.5));

%$NDH1 (Hin: modificador - Hout: modificador - NADH: sustrato - Q: sustrato -
NAD: producto - QH2: producto)

% Parametros

Vmax= 23.0735; Keg= 27.6193;

% Cinética

NDH1 = Vmax* (NADH*Q-

NAD*QH2/Keq) * (log (Hout/Hin) /1log (10)+0.5)/(1.5*0.5%(2.5)+ (log (Hout/Hin) /log (10)
+0.5)"(2.5));

$PIT (Hout: Modificador - Hin: Modificador - Pp: sustrato - P: Producto)
% Parametros

Vmax= 7.146; KmP= 12.18; KmPp= 0.025; Kr= 0.1;

% Cinética

PIT =

Vmax* (abs (log (Hout/Hin) /log (10)) * (log (Hout/Hin) /1og (10)) *Pp) / ((1+ (log (Hout/Hin

(
) /1log (10))"2)* (KmPp+Pp) ) -
Kr*P* (log (Hout/Hin) /1log (10)+0.5) / ( (KmP+P) *1.5*0.5" (2.5)+ (log (Hout/Hin) /log (10)
+0.5)7(2.5));

%% Construccidén del vector de flujos

vl = [ACEA ACEB ACK ACEK 1 ACEK 2 ACN 1 ACN 2 ACS ADK ATP MAIN ATP SYN CYA
CYTBO DOS EDA EDD ENO F6P E4P TKT F6P GAP TAL FBA FBP FUMA GDH GL6P HYDROLYSIS
GLT GND GPM GROWTH ICD LPD MAD MDH MQO NDH1 NDH2 PCK PDH PFK PGI PGK PGL PIT
PNT PPC PPS PTA PTS O PTS 4 PYK RPE RPI S7P E4P TAL S7P R5P TKT SDH SK SQR TPI
X5P GAP_TKT XCH RMM ACE XCH RMM ACEx XCH RMM GLC XCH RMM P ZWF MAE B LDH
XCH RMM LACp XCH RMM LACx PFL XCH RMM FORp XCH RMM FORx ALDH ADH XCH RMM ETHp
XCH RMM ETHx XCH RMM SUCp XCH RMM SUCx DehR KDGK XCH RMM DEHUp XCH RMM DEHU
Mt1D XCH RMM MANIp XCH RMM MANI PDC AdhB EDA Vibrio k1 PTS1 k2 PTS1 kl PTS2

k2 PTS2 k1 PTS3 k2 PTS3 ACE OUT];

for i = 1 : length(vl)

if imag(vl(i)) ~= 0
vli(i) = real(vl(i));
end
end
v = vl';
end

function dydt = dydt(~,vy,S,C,G)
% Esta funcién entrega el cambio de concentracidén de las distintas especies
del sistema, en [mmol/s].

o)

% ~: generalmente es el tiempo [s]
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o\

oe
Q0O nK

es el vector de especies [mmol/L]

vector de flujos de entrada (s_Jj>0) o salidas (s_J<0) de cada metabolito
matriz estequiométrica

: 'vector genético', indica qué enzimas estdn encendidas y cudles apagadas
dydt: vector cuyas filas corresponden al cambio de concentracidén de las
distintas especies del sistema en [mmol/s].

o©

o\

o\

%% Velocidades enziméaticas

if y(64) < 10" (-10)

y(64) = 10~ (-10);
end
if y(64) > 10" (-4)
y(64) = 10~ (-4);
end
for 1 =1 length (y)
if y(i) < 0
y(i) = 0;
end
end

v = Velocidades2(y); %calcula todas las velocidades
v_fin = v.*G; %deja encendida solo las velocidades que se quieren simular

%% Sistema de EDO's
dydt = C*v_fin + S;

end

function [y est, v _est] = Integrador estacionario (y0,S,C,G)

y0: vector de condiciones iniciales [mmol/L]

S: vector de flujos de entrada (s_j>0) o salidas (s_Jj<0) de cada metabolito
C: matriz estequiométrica

G: 'vector genético', indica qué enzimas estan encendidas y cudles apagadas
Funcién que entrega las concentraciones (y est) y velocidades enziméaticas
v_est) en el estacionario

o® 00 o oe

—~ oP

TSPAN = [0 200]; %[s]
options = odeset ('NonNegative',l:length(y0));
[t,v] = odel5s(@(t,y)dydt(t,y,S,C,G),TSPAN,y0,options);

KJdADPMg = 1.27771;

KJdATPMg = 0.0847634;

KdFDPMg = 5.81;

MG = 1; %mmol/L

y(:,56) = MG.*y(:,51)./(KdADPMg+MG) ; %mmol/L MgADP
y(:,57) = MG.*y(:,53) ./ (KdATPMg+MG) ; %$mmol/L MgATP
y(:,58) = MG.*y(:,10) ./ (KdFDPMg+MG) ; %mmol/L MgFDP

y_est = y(length(t),:);
v_est = Velocidades2(y est) .*G;
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function [v_opt, g opt] = Optimizador
(C,S5,y0,G,Gctes, filetocombinel, filetosave)
C: matriz estequiométrica

S: vector de flujos de entrada (s_j>0) o salidas (s_j<0) de cada metabolito
% y0: vector de condiciones iniciales [mmol/L]

Gctes: vector con ceros en la posicidén de las enzimas que no pueden ser
modlflcadas
% Funcidén que entrega el flujo éptimo para cada G

o°
o°

%$Para todo G interesante, cambiar g sin cambiar los Gctes

Gi = G;

Gcomb = zeros(93,1);
y est = zeros(86,1);
v_est = zeros(93,1);
v_eth = 0;

v_growth = 0;

redox = 0;

enerqgy = 0;

%$Un solo cambio

fileID = fopen(filetocombinel, 'r'");
formatSpec = '%d Sd';

sizeA = [2 Inf];

A = fscanf (filelD, formatSpec,sized);
A =A";

fclose (filelID);

a = 0;

for i = 1 : length(a)
if Gectes(A(i,1)) ~= 0
a=a+ 1;

Gi(A(i,1)) = A(i,2);
Gcomb (:,a) = Gi;
[y, v] = Integrador_estacionario (y0,S5,C,G1i);
y est (:,a)=y";
v_est (:,a)= v;
v_eth (a) v(74);
v_growth (a) = v (28);
redox (a)= ((y(20)+y(22))/(y(19)+y(21)));
energy (a)= (y(53)/y(51));
Gi = G;
end

end

%ordenando vectores

[eth orden, ind] = sort(v_eth, 'descend');

g _orden = Gcomb (:,ind);

redox orden = redox (ind);

energy orden = energy(ind);
growth orden = v_growth (ind);

previos growth = [1.0311E-5 1.4729E-5 1.3636E-5 1.0798E-5 4.086E-6 1.1887E-6
5.9954E-23];

previos redox = [0.113702347 0.125328145 0.098880038 0.108329032 0.116695738
0.119356309 0.03434003];

previos energy= [3.679517054 9.016425133 2.4479494 3.716678724 5.811656167
7.007174994 0.2351109381;
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%$definir los limites
if S(62) == 0.23/100
if previos growth(l) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(1l),6);
end
limites redox = [O0.
limites_energy= [O0.
elseif S(9) == 0.23
if previos growth(2) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(2),6);
else
limites_growth
end
limites redox [0.5 2]*previos redox(2);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(2);
elseif S(9) == 0.177
if previos growth(3) >= 3.8e-10
limites growth linspace(3.8e-10,previos _growth(3),6);

5 2]*previos redox(1l);
5 2]*previos_energy(l);

0;

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(3);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(3);
elseif S(9) == 0.142
if previos growth (4) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(4),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(4);
limites _energy= [0.5 2]*previos energy (4);
elseif S(9) == 0.088

if previos growth(5) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(5),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(5);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (5);
elseif S(9) == 0.053
if previos growth(6) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(6),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox (6);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(6);
elseif S(83) == 0.23

if previos growth(7) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(7),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(7);
limites_energy= [0.5 2]*previos energy (7);
end
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figure

subplot(1,2,1)

scatter3 (energy orden,redox orden,eth orden, [],eth orden, 'filled")
colorbar

if S(62) == 0.23/100
title ('Etanol para BAL con glucosa')
elseif S(9) == 0.23
title('Etanol para BAL con manitol')
elseif S(9) == 0.177
title('Etanol para BAL con D:M 3:10")
elseif S(9) == 0.142
title ('Etanol para BAL con D:M 5:8 (S. japonica)')
elseif S(9) == 0.088
title('Etanol para BAL con D:M 8:5'")
elseif S(9) == 0.053
title('Etanol para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)')
elseif S(83) == 0.23
title('Etanol para BAL con DEHU'")
end

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (1,2,2)

scatter3 (energy orden,redox orden,eth orden, [],eth orden, 'filled")
colorbar

view (0, 90)

if S(62) == 0.23/100
title('Etanol para BAL con glucosa')
axis ([0 7.4 0 0.231)

elseif S(9) == 0.23
title ('Etanol para BAL con manitol')
axis ([0 18.1 0 0.261)

elseif S(9) == 0.177
title('Etanol para BAL con D:M 3:10")
axis ([0 5 0 0.2])

elseif S(9) == 0.142
title('Etanol para BAL con D:M 5:8 (S. japonica)')
axis ([0 7.5 0 0.221)

elseif S(9) == 0.088
title('Etanol para BAL con D:M 8:5")
axis ([0 12 0 0.241)

elseif S(9) == 0.053
title('Etanol para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)')
axis ([0 14.1 0 0.24])

elseif S(83) == 0.23
title('Etanol para BAL con DEHU')
axis ([0 0.5 0 0.071)

end

xlabel ('Razbébn energética')
ylabel ('Razdn poder reductor')

hold on

rectangle ('Position', [limites energy(l) limites redox(l) (limites energy(2)-
limites_energy(l)) (limites redox(2)-limites redox(1l))])

hold off
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if limites growth == 0
[v opt, r max] = max(v_eth(:));
g opt = Gcomb (:,r max);
redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
eth orden=eth orden';

|l

4

save (filetosave, 'A','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0
'v opt', 'g opt', 'v_eth', 'limites growth', 'limites redox',
'limites_energy', 'v_growth', 'redox',6 'energy', 'eth orden','g orden', 'ind',
'redox orden', 'energy orden', 'growth orden')

return
end

energy plot = 0;
redox plot = 0;
eth plot = 0;
growth plot = 0;
g plot i = 0;
g _plot = 0;
d = 0;
for i = 1 : length(limites growth)

for j = 1 : length(eth orden)

if growth orden(j) ~= 0
if growth orden(j) >= limites growth (i)
if redox orden(j) >= limites redox(1l)
%1f redox orden(j) ~= 0
if redox orden(j) <= limites redox(2)
if energy orden(j) >= limites energy(1l)
%1f energy orden(j) ~= 0

if energy orden(j) <= limites energy(2)

d=d+ 1;
growth plot(d,i) = growth orden(3j);
energy plot(d,i) = energy orden(j);
redox plot(d,i) = redox orden(j);
eth plot(d,i) = eth orden(3j);
end
send
end
end
send
end
end
end
end
d = 0;

end

energy plotl = 0; redox plotl
for j = 1 : length(eth plot)
if energy plot(j,1) ~= 0 && redox plot(j,1)

0; eth plotl = 0;

~= 0 && eth plot(j,1)
energy plotl(j) = energy plot(j,1);
redox plotl(j) = redox plot(j,1);
eth plotl(j) = eth plot(j,1);
growth plotl(j) = growth plot(j,1);

end
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end
energy plot2 = 0; redox plot2 = 0; eth plot2 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,2) ~= 0 && redox plot(j,2) ~= 0 && eth plot(j,2)
energy plot2(j) = energy plot(j,2);
redox plot2(j) = redox plot(j,2);
eth plot2(j) = eth plot(j,2);
growth plot2(j) = growth plot(j,2);
end
end

energy plot3 = 0; redox plot3 = 0; eth plot3 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,3) ~= 0 && redox plot(j,3) ~= 0 && eth plot(j,3)
energy plot3(j) = energy plot(j,3);
redox plot3(j) = redox plot(j,3);
eth plot3(j) = eth plot(j,3);
growth plot3(j) = growth plot(j,3);
end
end

energy plot4 = 0; redox plotd4d = 0; eth plotd = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,4) ~= 0 && redox plot(j,4) ~= 0 && eth plot(j,4)
energy plot4(j) = energy plot(j,4);
redox plot4(j) = redox plot(j,4);
eth plot4 (j) = eth plot(j,4);
growth plot4(j) = growth plot(j,4);
end
end

energy plot5 = 0; redox plot5 = 0; eth plot5 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,5) ~= 0 && redox plot(j,5) ~= 0 && eth plot(j,5)
energy plot5(j) = energy plot(j,5);
redox plot5(j) = redox plot(j,5);
eth plot5(j) = eth plot(j,5);
growth plot5(j) = growth plot(j,5);
end
end

energy ploté = 0; redox plot6 = 0; eth plot6 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,6) ~= 0 && redox plot(j,6) ~= 0 && eth plot(j,6)
energy ploté6(j) = energy plot(j,6);
redox plot6(j) = redox plot(j,6);
eth plot6(j) = eth plot(j,6);
growth plot6(j) = growth plot(j,6);
end
end
figure

subplot (3,2,1)

scatter3 (energy plotl,redox plotl,eth plotl, [],eth plotl, 'filled")
colorbar

titulol = sprintf('a) Crecimiento > %0.2e',limites growth(1l));
title(titulol)

xlabel ('Razbébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,2)
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scatter3 (energy plot2,redox plot2,eth plot2, [],eth plot2, 'filled")
colorbar

titulo2 = sprintf('b) Crecimiento > %0.2e',limites growth(2));
title(titulo?2)

xlabel ('Razdédn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 3)

scatter3 (energy plot3,redox plot3,eth plot3, [],eth plot3, 'filled")
colorbar

titulo3 = sprintf('c) Crecimiento > %0.2e',limites growth(3));
title(titulo3)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,4)

scatter3 (energy plot4,redox plot4,eth plot4, [],eth plot4, 'filled")
colorbar

titulo4 = sprintf('d) Crecimiento > %0.2e',limites growth(4));
title(titulod)

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,5)

scatter3 (energy plot5,redox plot5,eth plot5, [],eth plot5, 'filled")
colorbar

titulo5 = sprintf('e) Crecimiento > %0.2e',limites growth(5));
title(titulob)

xlabel ('Razdén energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 6)

scatter3 (energy plot6,redox plot6,eth plot6, [],eth plote6, 'filled")
colorbar

titulo6 = sprintf('f) Crecimiento > %0.2e (ideal)',limites growth(6));
title(titulob)

xlabel ('Razdébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

[v opt, r max] = max(v_eth(:));
g _opt = Gcomb (:,r max);

redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';

eth orden=eth orden';

save (filetosave, 'A','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0',
'v_opt', 'g opt', 'v_eth', 'limites growth', 'limites redox',

'limites _energy', 'v_growth', 'redox', 'energy', 'eth orden','g orden','ind',
'redox orden',

'energy orden', 'growth orden', 'growth plot','eth plot', 'redox plot', 'energy pl
ot")

end
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$MAIN para resolver el sistema

%% Cargar matriz estequiométrica C
= sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal','A1:C086"'));

@

e
S = zeros(86,1);

S(62) = 0.23/100; %entrada de GLCx

$Definir S para manitol puro

S1 = zeros(86,1);

S51(9) = 0.23; %entrada a F6P

S51(19) = -0.23; %uso de NAD en entrada a Fo6P

31(20) = 0.23; %produccién de NADH en entrada a F6P

$Definir S para manitol:DEHU 0.177:0.053

S52(9) = 0.177; %entrada a F6P

52(19) = -0.177; %uso de NAD en entrada a F6P

32(20) = 0.177; %produccidén de NADH en entrada a F6P
S2(83) = 0.053; %entrada a KDG

S2(20) = -0.053; %uso de NADH en entrada a KDG
$2(19) = 0.053; %$produccidén de NAD en entrada a KDG
S2(17) = 0.053; %$entrada a KDPG

52 (53) = -0.053; %uso de ATP en entrada a KDPG
52(51) = 0.053; S%$produccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.142:0.088

S3(9) = 0.142; %entrada a Fo6P

53(19) = -0.142; %uso de NAD en entrada a F6P

S33(20) = 0.142; Sproduccién de NADH en entrada a Fo6P
S3(83) = 0.088; %entrada a KDG

53(20) = -0.088; %uso de NADH en entrada a KDG
S3(19) = 0.088; %produccidén de NAD en entrada a KDG
S3(17) = 0.088; %entrada a KDPG

S3(53) = -0.088; %uso de ATP en entrada a KDPG
S3(51) = 0.088; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.088:0.142

54 (9) = 0.088; %entrada a Fo6P

S4(19) = -0.088; %uso de NAD en entrada a F6P

S4(20) = 0.088; %$produccidén de NADH en entrada a Fo6P
54 (83) = 0.142; %entrada a KDG

54 (20) = -0.142; %Suso de NADH en entrada a KDG
S4(19) = 0.142; %produccién de NAD en entrada a KDG
S4(17) = 0.142; %Sentrada a KDPG

S4(53) = -0.142; %uso de ATP en entrada a KDPG
S4(51) = 0.142; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.053:0.177

S5(9) = 0.053; %entrada a F6P

S5(19) = -0.053; %uso de NAD en entrada a F6P

S5(20) = 0.053; S%$produccién de NADH en entrada a F6P
55(83) = 0.177; %entrada a KDG

S5(20) = -0.177; %uso de NADH en entrada a KDG
S5(19) = 0.177; %produccién de NAD en entrada a KDG
S5(17) = 0.177; %entrada a KDPG

55(53) = -0.177; %uso de ATP en entrada a KDPG
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S5(51) = 0.177; Sproduccién de ADP en entrada a KDPG
$Definir S para DEHU puro
S6 = zeros(86,1);

S6(83) = 0.23; %entrada a KDG

S6(20) = -0.23; %Suso de NADH en entrada a KDG
S6(19) = 0.23; %$produccién de NAD en entrada a KDG
S6(17) = 0.23; %entrada a KDPG

S6(53) = -0.23; %uso de ATP en entrada a KDPG
S6(51) = 0.23; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

%% Definir G
$Definir G para glucosa

G = ones(93,1);
G(65:70) = 0; %apagar lactato y formiato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI

$Definir G para manitol:DEHU

G MD = ones(93,1);

G MD(65:70) = 0; %apagar lactato y formiato
G_MD(77 83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
G MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

%% Definir Gctes

$Definir Gctes para glucosa
Gctes GLC = ones(93,1);
%$0tros no-cambios

0; %apagar lactato y formiato
0; %apagar sistema de DEHU y de MANI

Gctes GLC(61) = 0; %no cambiar la entrada de GLC
Gctes GLC(47) = 0; %no cambiar la entrada de GLC
Gctes GLC(48) = 0; %no cambiar la entrada de GLC
Gectes GLC(73) = 0; %no cambiar salida de etanol
Gctes GLC(74) = 0; %no cambiar salida de etanol
Gctes GLC(93) = 0; %no cambiar degradacidn ACE
Gctes GLC(65:70) = 0;
(

Gctes GLC(77:83)

$Definir Gctes para manitol:DEHU

Gctes MD = ones (93,1);

%0tros no-cambios

GcteS_MD(73) = 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes MD(74) = 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes MD(93) = 0; %no cambiar degradacidén ACE

Gctes MD(65:70) = 0; %apagar lactato y formiato
GcteS_MD(77 83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
Gctes MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

o\°

% Condiciones iniciales

zeros (86,1);

= 0.154743; $ACCOA, mmol/L
.0321498; %ACO, mmol/L
.0143909; %ACP, mmol/L
.59787; %$AKG, mmol/L
.0654106; %BPG, mmol/L

(1)
(2)
(3) =
(4)
(3)

KK KK

0
0
0
0
yO0
yO0

O O OO
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.0895305; %CIT, mmol/L
.437094; %DAP, mmol/L
.1313; %E4P, mmol/L
.261766; %$F6P, mmol/L
.281808; %$FDP, mmol/L
.213115; %FUM, mmol/L
.86113; %G6P, mmol/L
.117183; %GAP, mmol/L
.00326165; %GL6P, mmol/L
.00881041; %GLX, mmol/L
.105782; %ICIT, mmol/L
.0868177; %KDPG, mmol/L
.03215; %$MAL, mmol/L
.41154; SNAD, mmol/L
.158456; SNADH, mmol/L
.167837; %NADP, mmol/L
.0891628; %NADPH, mmol/L
.12784; %0OAA, mmol/L
.997038; %$PEP, mmol/L
.378297; %PGA2, mmol/L
.696274; %PGA3, mmol/L
.1316; %PGN, mmol/L
.236891; %PYR, mmol/L
.326117; %0, mmol/L
.673883; %QH2, mmol/L
.106842; %R5P, mmol/L
.341827; %RUS5SP, mmol/L
.141985; %s7P, mmol/L
.216055; %SUC, mmol/L
.0410878; %SUCCOA, mmol/L
.506018; %X5P, mmol/L
.000334013; %ei, mmol/L
.00638116; %eiP, mmol/L
.0142019; %eiia, mmol/L
.480569; %eiiaP, mmol/L
.7191E-05; %eiicb, mmol/L
.000342621; %eiicbP, mmol/L
.000191212; S%hpr, mmol/L
.00525081; %$hprP, mmol/L
.000542744; %icd, mmol/L
.0514573; %icdP, mmol/L
.00278094; %tal, mmol/L
.0572191; %talC3, mmol/L
.0138308; %tkt, mmol/L
.0561692; %tktC2, mmol/L
.598315; %ADP, mmol/L
.186253; %AMP, mmol/L
.5722; %ATP, mmol/L
.923131; %CAMP, mmol/L
.76395; %P, mmol/L
.262683; %$MgADP, mmol/L
.37121; %$MgATP, mmol/L
.0413815; %MgFDP, mmol/L
.253914; %FAD, mmol/L
.746086; %FADH2, mmol/L
.000186708; %ACE, mmol/L
.00633337; %GLCx, mmol/L
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y0(63) = 0.000186687; SACEx, mmol/L
y0(64) = 5.37448E-05; %Hout, mmol/L
y0(65) = 0.00403337; %GLCp, mmol/L
y0 (66) = 9.99943; %Pp, mmol/L

y0(67) = 0.000186697; SACEp, mmol/L
y0(68) = 0.000186708; %FOR, mmol/L
y0(69) = 0.000186697; %FORp, mmol/L
y0(70) = 0.000186687; %FORx, mmol/L
y0(71) = 0.000186708; SLAC, mmol/L
y0(72) = 0.000186697; SLACp, mmol/L
y0(73) = 0.000186687; SLACx, mmol/L
y0(74) = 0.216055; %$SUCp, mmol/L
y0(75) = 0.216055; %$SUCx, mmol/L
y0(76) = 0.000186708; SETH, mmol/L
y0(77) = 0.000186697; SETHp, mmol/L
y0(78) = 0.000186687; %ETHx, mmol/L
y0(79) = 0.000186708; %AcAld, mmol/L
y0(80) = 0.000186708; %DEHU, mmol/L
y0(81) = 0.000186697; %DEHUp, mmol/L
y0(82) = 0.000186687; %DEHUx, mmol/L
y0(83) = 0.000186708; %KDG, mmol/L
y0(84) = 0.000186708; SMANI, mmol/L
y0(85) = 0.000186697; $MANIp, mmol/L
yv0(86) = 0.000186687; SMANIx, mmol/L
%% Resolucidén del problema

%$Un solo cambio

fileID = fopen('combil.txt','w');

generate (1,1:93, []
fclose (filelD);

Glucosa
opt_G,
S y0,G,Gctes GLC,

Manltol puro

,fileID)

g _opt G] = Optimizador
'combil.txt',

v_opt M, g opt M] = Optimizador

c,s81,y0,G MD,Gctes MD,

'combil.txt'

(v

(C

[

(

%$manitol :DEHU 0.177:0.053
[v opt MDl, g opt MDI1] =
(C,s2,y0,G_MD,Gctes MD,
$manitol:DEHU 0.142:0.088
[v opt MD2, g opt MD2] =
(C,83,y0,G MD,Gctes MD,
$manitol:DEHU 0.088:0.142
[v_opt MD3, g opt MD3] =
(C,s4,y0,G MD,Gctes MD,
%$manitol :DEHU 0.053:0.177
[v opt MD4, g opt MD4] =
(C,s5,y0,G_MD,Gctes MD,
%$DEHU puro

Optimizador
'combil.txt',

Optimizador
'combil.txt',

Optimizador
'combil.txt',

Optimizador
'combil.txt',

[v_opt D, g opt D] = Optimizador

(C,s86,y0,G MD,Gctes MD,

'combil.txt"',

'1ETHMD1

'1ETHMD2

'1ETHMD3

'1ETHMD4
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")

")

)7

")
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9.14.2. Dos mutaciones

9.14.2.1. Graficos de las simulaciones
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Figura 87. Gréficos que muestran la relacién entre produccién de etanol (en escala de colores), razén de poder

reductor y razén energética para cada simulaciéon de dos mutaciones, realizada con glucosa como sustrato. A la

izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.
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Figura 88. Graficos de produccién de etanol en la zona de factibilidad bioldgica para glucosa, para cada restriccion en
el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.
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Figura 89. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder

reductor y razén energética para cada simulaciéon de dos mutaciones, realizada con DEHU como sustrato. A la

izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.
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Figura 90. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razén energética para cada simulacién de dos mutaciones, realizada con M. pyrifera como sustrato. A la
izquierda, el gréafico de todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.
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Figura 91. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder

reductor y razdn energética para cada simulacion de dos mutaciones, realizada con DEHU:manitol 8:5 como sustrato.
A la izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.
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Figura 92. Graficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad bioldégica para DEHU:manitol 8:5, para cada

restriccion en el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.
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Figura 93. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder
reductor y razdn energética para cada simulacion de dos mutaciones, realizada con S. japonica como sustrato. A la
izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.
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Figura 94. Gréficos de produccion de etanol en la zona de factibilidad bioldgica para S. japonica, para cada
restriccion en el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.
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Figura 95. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razon de poder
reductor y razén energética para cada simulacion de dos mutaciones, realizada con DEHU:manitol 3:10 como
sustrato. A la izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a
la zona factible graficada con un rectangulo.
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Figura 96. Graficos de produccién de etanol en la zona de factibilidad biol6gica para DEHU:manitol 3:10, para cada
restriccion en el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones.
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Figura 97. Graficos que muestran la relacion entre produccion de etanol (en escala de colores), razén de poder

reductor y razdn energética para cada simulacion de dos mutaciones, realizada con manitol como sustrato. A la

izquierda, el grafico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona
factible graficada con un rectangulo.

9.14.2.2. Cdbdigos de Matlab
En este caso, hay que cambiar la funcion Optimizador y el main, por lo siguiente:

function [v_opt, g opt] = Optimizador

(C,S,y0,G,Gctes, filetocombine?2, filetosave)

C: matriz estequiométrica

S: vector de flujos de entrada (s _j>0) o salidas (s_3j<0) de cada metabolito
y0: vector de condiciones iniciales [mmol/L]

Gctes: vector con ceros en la posicién de las enzimas que no pueden ser
modificadas

% Funcidén que entrega el flujo éptimo para cada G

o oo oe

o

o

o
o
%$Para todo G interesante, cambiar g sin cambiar los Gctes

Gi = G;

Gcomb = zeros(93,1);
y_est = zeros(86,1);
v_est = zeros(93,1);
v_eth = 0;

v_growth = 0;

redox = 0y
enerqgy = 0;

%$Dos cambios

fileID2 = fopen(filetocombine2, 'r");
formatSpec = '%d %d %d %d';

sizeB = [4 Inf];

B = fscanf (filelID2, formatSpec,sizeB);
B =B';

fclose (fileID2) ;

b = 0;

197



for i = 1 : length(B)
)

if Gctes(B(i, 1) ~= 0
if Gctes(B(i,3)) ~= 0
b=Db+ 1;
Gi(B(i,1)) = B(i,2);
Gi(B(i,3)) = B(i,4);
Gcomb (:,b) = Gi;
[y, v] = Integrador estacionario (y0,S,C,Gi);
y_est (:,b) =y';
v est (:,b) = v;
v eth (:,b) = v(74);
v growth (:,b) = v(28);
redox (b)= ((y(20)+y(22))/(y(19)+y(21)));
energy (b)= (y(53)/y(51));
Gi = G;
end
end
end
[v opt, r max] = max(v_eth(:));
g opt = Gcomb (:,r max);
save (filetosave, 'B','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0
'v_opt', 'g opt', 'v_eth', 'v growth', 'redox',6 'energy')
end
$MAIN para optimizar etanol - 2 cambios
%% Cargar matriz estequiométrica C
C = sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal','Al:C086"));

$Definir S para glucosa

S = zeros (86,1);

S(62) = 0.23/100; %entrada de GLCx

$Definir S para manitol puro

S1 = zeros(86,1);

S1(9) = 0.23; %entrada a Fo6P

S1(19) = -0.23; %uso de NAD en entrada a F6P

S1(20) = 0.23; %produccidén de NADH en entrada a F6P

$Definir S para manitol:DEHU 0.177:0.053

52(9) = 0.177; %entrada a Fo6P

52(19) = -0.177; %uso de NAD en entrada a F6P

52(20) = 0.177; %produccién de NADH en entrada a FoP
52 (83) = 0.053; %entrada a KDG

52 (20) = -0.053; %uso de NADH en entrada a KDG
S52(19) = 0.053; Sproduccién de NAD en entrada a KDG
52 (17) = 0.053; %entrada a KDPG

52 (53) = -0.053; %uso de ATP en entrada a KDPG

52 (51) = 0.053; %produccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.142:0.088
S3 = zeros(86,1);
S3(9) = 0.142; %entrada a F6P
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53(19) = -0.142; %uso de NAD en entrada a F6P

33(20) = 0.142; %produccién de NADH en entrada a Fo6P
53(83) = 0.088; %entrada a KDG

33(20) = -0.088; %uso de NADH en entrada a KDG
S3(19) = 0.088; S$produccién de NAD en entrada a KDG
S3(17) = 0.088; %entrada a KDPG

53(53) = -0.088; %uso de ATP en entrada a KDPG
33(51) = 0.088; %produccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.088:0.142

S4(9) = 0.088; %entrada a F6P

54 (19) = -0.088; %uso de NAD en entrada a F6P

34 (20) = 0.088; %$produccidén de NADH en entrada a Fo6P
S4(83) = 0.142; %entrada a KDG

S4(20) = -0.142; %uso de NADH en entrada a KDG
S4(19) = 0.142; %Sproduccidén de NAD en entrada a KDG
S4(17) = 0.142; %entrada a KDPG

54 (53) = -0.142; %uso de ATP en entrada a KDPG
S4(51) = 0.142; Sproduccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.053:0.177

S5(9) = 0.053; %entrada a FoP

55(19) = -0.053; %uso de NAD en entrada a F6P

S5(20) = 0.053; S%$produccién de NADH en entrada a F6P
S5(83) = 0.177; %entrada a KDG

55(20) = -0.177; %uso de NADH en entrada a KDG
S5(19) = 0.177; %Sproduccidén de NAD en entrada a KDG
S5(17) = 0.177; %entrada a KDPG

S5(53) = -0.177; %uso de ATP en entrada a KDPG
S5(51) = 0.177; Sproduccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para DEHU puro

56(83) = 0.23; %entrada a KDG

S6(20) = -0.23; %Suso de NADH en entrada a KDG
S6(19) = 0.23; %produccién de NAD en entrada a KDG
S6(17) = 0.23; %entrada a KDPG

56(53) = -0.23; %uso de ATP en entrada a KDPG
S6(51) = 0.23; %$produccidén de ADP en entrada a KDPG

%% Definir G
$Definir G para glucosa

G ones (93,1);
G(65:70) = 0; %apagar lactato y formato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI

$Definir G para manitol:DEHU

G MD = ones(93,1);

G MD(65:70) = 0; %apagar lactato y formato

G MD(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
G MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

%% Definir Gctes
$Definir Gctes para glucosa
Gctes GLC = ones(93,1);

%0tros no-cambios
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Gectes GLC(61) = 0; %no cambiar la entrada de GLC

Gctes GLC(47) = 0; %no cambiar la entrada de GLC

Gctes GLC(48) = 0; %no cambiar la entrada de GLC

Gctes GLC(73) = 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes GLC(74) = 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes GLC(93) = 0; %no cambiar degradacidén ACE

Gctes GLC(65:70) = 0; %apagar lactato y formato

Gctes GLC(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI

$Definir Gctes para manitol:DEHU

Gctes MD = ones (93,1);

%$0tros no-cambios

Gectes MD(73) = 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes MD(74) = 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes MD(93) = 0; %no cambiar degradacidn ACE

Gctes MD(65:70) = 0; %apagar lactato y formato

Gctes MD(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
Gctes MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gectes MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

o°
o°

Condiciones iniciales

y0 = zeros(86,1);
y0 (1) = 0.154743; $ACCOA, mmol/L
y0(2) = 0.0321498; %ACO, mmol/L
y0(3) = 0.0143909; %ACP, mmol/L
y0(4) = 0.59787; %AKG, mmol/L
y0(5) = 0.0654106; %BPG, mmol/L
y0(6) = 0.0895305; %CIT, mmol/L
yO0(7) = 0.437094; %DAP, mmol/L
y0(8) = 0.1313; %$E4P, mmol/L
y0(9) = 0.261766; %$F6P, mmol/L
y0(10) = 0.281808; %FDP, mmol/L
y0(11) = 0.213115; %FUM, mmol/L
y0(12) = 0.86113; %G6P, mmol/L
y0(13) = 0.117183; %GAP, mmol/L
y0(14) = 0.00326165; %GL6P, mmol/L
y0(15) = 0.00881041; %GLX, mmol/L
y0(16) = 0.105782; SICIT, mmol/L
y0(17) = 0.0868177; SKDPG, mmol/L
y0(18) = 1.03215; %MAL, mmol/L
y0(19) = 1.41154; %$NAD, mmol/L
y0(20) = 0.158456; SNADH, mmol/L
y0(21) = 0.167837; SNADP, mmol/L
y0(22) = 0.0891628; SNADPH, mmol/L
y0(23) = 0.12784; %OAA, mmol/L
y0(24) = 0.997038; %PEP, mmol/L
y0(25) = 0.378297; %PGA2, mmol/L
y0(26) = 0.696274; $PGA3, mmol/L
y0(27) = 0.1316; %PGN, mmol/L
y0(28) = 0.236891; %$PYR, mmol/L
y0(29) = 0.326117; %Q, mmol/L
y0(30) = 0.673883; %QH2, mmol/L
y0(31) = 0.106842; %R5P, mmol/L
y0(32) = 0.341827; SRU5S5P, mmol/L
y0(33) = 0.141985; %S7P, mmol/L
(34) 0

.216055; %sSUC, mmol/L
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y0 (35) = 0.0410878; $SUCCOA, mmol/L
y0(36) = 0.506018; %$X5P, mmol/L
y0(37) = 0.000334013; %ei, mmol/L
y0(38) = 0.00638116; %eiP, mmol/L
y0(39) = 0.0142019; %eiia, mmol/L
y0 (40) = 0.480569; %eiiaP, mmol/L
y0(41) = 4.7191E-05; %eiicb, mmol/L
y0(42) = 0.000342621; %eiicbP, mmol/L
y0(43) = 0.000191212; Shpr, mmol/L
yv0(44) = 0.00525081; %hprP, mmol/L
y0 (45) = 0.000542744; %icd, mmol/L
y0(46) = 0.0514573; %icdP, mmol/L
y0(47) = 0.00278094; %tal, mmol/L
y0(48) = 0.0572191; %talC3, mmol/L
yv0(49) = 0.0138308; %tkt, mmol/L
y0(50) = 0.0561692; %tktC2, mmol/L
y0(51) = 0.598315; %$ADP, mmol/L
y0(52) = 0.186253; %$AMP, mmol/L
y0(53) = 2.5722; %ATP, mmol/L
y0(54) = 0.923131; %CAMP, mmol/L
y0 (55) = 9.76395; %P, mmol/L
y0 (56) = 0.262683; $MgADP, mmol/L
y0(57) = 2.37121; %$MgATP, mmol/L
y0(58) = 0.0413815; SMgFDP, mmol/L
y0(59) = 0.253914; %FAD, mmol/L
y0(60) = 0.746086; S$FADH2, mmol/L
y0(61) = 0.000186708; %ACE, mmol/L
y0(62) = 0.00633337; %GLCx, mmol/L
y0(63) = 0.000186687; SACEx, mmol/L
y0(64) = 5.37448E-05; %Hout, mmol/L
y0(65) = 0.00403337; %GLCp, mmol/L
y0 (66) = 9.99943; %Pp, mmol/L
y0(67) = 0.000186697; SACEp, mmol/L
y0(68) = 0.000186708; %FOR, mmol/L
y0(69) = 0.000186697; %FORp, mmol/L
y0(70) = 0.000186687; %FORx, mmol/L
y0(71) = 0.000186708; S$LAC, mmol/L
y0(72) = 0.000186697; SLACp, mmol/L
y0(73) = 0.000186687; SLACx, mmol/L
y0(74) = 0.216055; %$SUCp, mmol/L
y0(75) = 0.216055; %$SUCx, mmol/L
y0(76) = 0.000186708; %ETH, mmol/L
y0(77) = 0.000186697; %ETHp, mmol/L
y0(78) = 0.000186687; %ETHx, mmol/L
y0(79) = 0.000186708; %AcAld, mmol/L
y0(80) = 0.000186708; %DEHU, mmol/L
y0(81) = 0.000186697; %DEHUp, mmol/L
y0(82) = 0.000186687; %DEHUx, mmol/L
y0(83) = 0.000186708; %KDG, mmol/L
y0(84) = 0.000186708; SMANI, mmol/L
y0(85) = 0.000186697; S$MANIp, mmol/L
(86) 0

.000186687; S$MANIx, mmol/L

%% Resolucién del problema

%$Dos cambios

fileID2 = fopen('combi2.txt','w');
generate(2,1:93,[],filelID2)
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fclose (fileID2);

v_opt G, g opt G] = Optimizador

C,S,y0,G,Gctes_GLC, 'combiZ2.txt', "ETHglucosa.mat');
$Manitol puro

v_opt M, g opt M] = Optimizador

c,s1,y0,G MD,Gctes MD, 'combiZ.txt', 'ETHmanitol.mat');
$manitol:DEHU 0.177:0.053

v_opt MDl, g opt MD1l] = Optimizador

Cc,s2,y0,G MD,Gctes MD, 'combiZ.txt', '"ETHMDl.mat"');

% S$manitol:DEHU 0.142:0.088

[v_opt MD2, g opt MD2] = Optimizador

(C,s3,y0,G MD,Gctes MD, 'combiZ2.txt', '"ETHMD2 .mat") ;

% %manitol:DEHU 0.088:0.142

[v_opt MD3, g opt MD3] = Optimizador
(C,s4,y0,G_MD,Gctes MD, 'combiZ2.txt', '"ETHMD3.mat'") ;

[
(

—~ — 0 ~ — 0°

% %manitol:DEHU 0.053:0.177

[v_opt MD4, g opt MD4] = Optimizador
(C,s85,y0,G_MD,Gctes MD, 'combiZ2.txt', '"ETHMD4 .mat'") ;
% $DEHU puro

[v_opt D, g opt D] = Optimizador

(C,86,y0,G MD,Gctes MD, 'combi2.txt', "ETHDEHU.mat") ;

Ademas, para generar los gréaficos se agregé la funcion Graficar, a la cual se le ingresan
como parametros los datos guardados en el main, para cada simulacion, y el nombre del
nuevo archivo donde se quieren guardar las demas matrices generadas:

function Graficar (file,filetosave)

load(file)

%ordenando vectores

[eth orden, ind] = sort(v_eth, 'descend');
g _orden = Gcomb (:,ind);
redox orden = redox (ind);

energy orden = energy(ind);
growth orden = v_growth (ind);

previos growth = [1.0311E-5 1.4729E-5 1.3636E-5 1.0798E-5 4.086E-6 1.1887E-6
5.9954E-231;

previos redox = [0.113702347 0.125328145 0.098880038 0.108329032 0.116695738
0.119356309 0.034340037;

previos energy= [3.679517054 9.016425133 2.4479494 3.716678724 5.811656167
7.007174994 0.235110938];

$definir los limites
if S(62) == 0.23/100
if previos growth(l) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(1l),6);
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(1l);
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limites_energy= [0.5
elseif S(9) 0.23
if previos growth(2)

limites growth =

else

limites growth =
end
limites redox = [0.5
limites_energy= [0.5

elseif S(9) 0.177
if previos growth(3)

2] *previos_

>= 3.8e-10

linspace (3.

0;

2] *previos
2] *previos__

>= 3.8e-10

energy (1) ;

8e-10,previos_growth(2),6);

redox (2) ;
energy(2) ;

limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(3),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(3);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(3);

elseif S(9) 0.142
if previos growth (4)
limites growth =

>= 3.8e-10
linspace (3.8e-10,previos_growth(4),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(4);
limites _energy= [0.5 2]*previos energy (4);

elseif S(9) == 0.088
if previos growth (5)

limites growth =

>= 3.8e-10
linspace (3.8e-10,previos _growth(5),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(5);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (5);

elseif S (9) 0.053
if previos growth (6)
limites growth =

>= 3.8e-10
linspace (3.8e-10,previos _growth(6),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox (6);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (6);

elseif S(83) 0.23
if previos growth (7)
limites growth =

>= 3.8e-10
linspace (3.8e-10,previos _growth(7),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(7);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(7);
end
figure

subplot (1,2,1)
scatter3 (energy orden,redox orden,eth orden, [],eth orden, 'filled")
colorbar
if S(62) 0.23/100
title('Etanol para BAL con glucosa')
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elseif S(9) == 0.23
title('Etanol para
elseif S(9) == 0.177
title ('Etanol para
elseif S(9) == 0.142
title('Etanol para
elseif S(9) == 0.088
title('Etanol para
elseif S(9) == 0.053
title ('Etanol para
elseif S(83) == 0.23
title('Etanol para
end
xlabel ('Razdédn energética')
ylabel ('Razdn poder reductor')
view (0, 90)
subplot (1,2,2)

BAL con

BAL con

BAL con

BAL con
BAL con

BAL con

scatter3 (energy orden,redox orden,eth orden,

colorbar

view (0, 90)

if S(62) == 0.23/100
title('Etanol para BAL con
axis ([0 7.4 0 0.23])

elseif S(9) == 0.23
title('Etanol para BAL con
axis ([0 18.1 0 0.261])

elseif S(9) == 0.177
title('Etanol para BAL con
axis ([0 5 0 0.21)

elseif S(9) == 0.142
title('Etanol para BAL con
axis ([0 7.5 0 0.22])

elseif S(9) == 0.088
title('Etanol para BAL con
axis ([0 12 0 0.24])

elseif S(9) == 0.053
title('Etanol para BAL con
axis ([0 14.1 0 0.24])

elseif S(83) == 0.23
title('Etanol para BAL con

axis ([0 0.5 0 0.071])
end
xlabel ('Razdébn energética')
ylabel ('Razdédn poder reductor')
hold on
rectangle ('Position'

; [limites energy (1)

manitol')
D:M 3:10")
D:M 5:8 (S. japonica)')
D:M 8:5")
D:M 10:3 (M. pyrifera)')

DEHU'")

[],eth orden, 'filled")

glucosa')
manitol")
D:M 3:10")
D:M 5:8 (S. japonica)')
D:M 8:5")
D:M 10:3 (M. pyrifera)"')
DEHU'")

limites redox(l) (limites energy(2)-
]

DR

-limites redox(

limites energy(l)) (limites redox(2)
hold off
if limites growth == 0

[v opt, r max] = max(v_eth(:));

g _opt = Gcomb (:,r max);
redox orden=redox orden'
energy orden=energy orden'
growth orden=growth orden'
eth orden=eth orden'
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save (filetosave, 'B','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0'
'v_opt', 'g opt', 'v eth', 'limites growth', 'limites redox',
'limites energy', 'v growth', 'redox', 'energy', 'eth orden','g orden', 'ind',
'redox _orden', 'energy orden', 'growth orden')

return

14

end

energy plot = 0;

redox _plot = 0;
eth plot = 0;
growth plot = 0;

g plot i = 0;
g plot = 0;
d = 0;
for i = 1 : length(limites growth)
for j = 1 : length(eth orden)
if growth orden(j) ~= 0
if growth orden(j) >= limites growth (i)
if redox orden(j) >= limites redox(1l)
$1f redox orden(j) ~= 0
if redox orden(j) <= limites redox(2)
if energy orden(j) >= limites energy(l)
%1f energy orden(j) ~= 0
if energy orden(j) <= limites energy(2)

d=d+ 1;
growth plot(d,i) = growth orden(3j);
energy plot(d,i) = energy orden(j);
redox plot(d,i) = redox orden(j);
eth plot(d,i) = eth orden(j);
%g_plot i(:,d) = g orden(:,3);
end
%end
end
end
%end
end
end
end

end

d = 0;

%g plot(:,:,1) g plot i(:,:);

end

energy plotl = 0; redox plotl = 0; eth plotl = 0;
for j = 1 : length(eth plot)
if energy plot(j,1) ~= 0 && redox plot(j,1l) ~= 0 && eth plot(j,1) ~= 0

energy plotl(j) = energy plot(j,1);
redox plotl(j) = redox plot(j,1);
eth plotl(j) = eth plot(j,1);

growth plotl(3)

growth plot(j,1);
end
end
energy plot2 = 0; redox plot2 = 0; eth plot2 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)
if energy plot(j,2) ~= 0 && redox plot(j,2) ~= 0 && eth plot(j,2) ~= 0
energy plot2(j) = energy plot(j,2);
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redox plot2(j) = redox plot(j,2);
eth plot2(j) = eth plot(j,2);
growth plot2(3j) = growth plot(j,2);
end
end
energy plot3 = 0; redox plot3 = 0; eth plot3 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,3) ~= 0 && redox plot(j,3) ~= 0 && eth plot(j,3) ~=
energy plot3(j) = energy plot(j,3);
redox plot3(j) = redox plot(j,3);
eth plot3(j) = eth plot(j,3);
growth plot3(j) = growth plot(j,3);
end

end
energy plot4 = 0; redox plotd4d = 0; eth plotd = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,4) ~= 0 && redox plot(j,4) ~= 0 && eth plot(j,4) ~=
energy plot4(j) = energy plot(j,4);
redox plot4(j) = redox plot(j,4);
eth plot4 (j) = eth plot(j,4);
growth plot4(j) = growth plot(j,4);
end
end

energy plot5 = 0; redox plot5 = 0; eth plot5 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,5) ~= 0 && redox plot(j,5) ~= 0 && eth plot(j,5) ~=
energy plot5(j) = energy plot(j,5);
redox plot5(j) = redox plot(j,5);
eth plot5(j) = eth plot(j,5);
growth plot5(j) = growth plot(j,5);
end
end

energy ploté = 0; redox ploté = 0; eth plot6 = 0;
for j = 1 : length(eth plot)

if energy plot(j,6) ~= 0 && redox plot(j,6) ~= 0 && eth plot(j,6) ~=
energy ploté6(j) = energy plot(j,6);
redox plot6(j) = redox plot(j,6);
eth plot6(j) = eth plot(j,6);
growth plot6(j) = growth plot(j,6);
end
end
figure

subplot (3,2,1)

scatter3 (energy plotl,redox plotl,eth plotl, [],eth plotl, 'filled")
colorbar

titulol = sprintf('a) Crecimiento > %0.2e',limites growth(1l));
title(titulol)

xlabel ('Razbébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 2)

scatter3 (energy plot2,redox plot2,eth plot2,[],eth plot2,'filled')
colorbar

titulo2 = sprintf('b) Crecimiento > %0.2e',limites growth(2));
title(titulo?2)

xlabel ('Razdédn energética')
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ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 3)

scatter3 (energy plot3,redox plot3,eth plot3, [],eth plot3, 'filled")
colorbar

titulo3 = sprintf('c) Crecimiento > %0.2e',limites growth(3));
title(titulo3)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,4)

scatter3 (energy plot4,redox plot4,eth plot4, [],eth plot4, 'filled")
colorbar

titulo4 = sprintf('d) Crecimiento > %0.2e',limites growth(4));
title(titulod)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,5)

scatter3 (energy plotb,redox plot5,eth plot5,[],eth plot5,'filled")
colorbar

titulob = sprintf('e) Crecimiento > %0.2e',limites growth(5));
title(titulob)

xlabel ('Razdén energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 6)

scatter3 (energy plot6,redox plot6,eth plot6, [],eth plote6, 'filled")
colorbar

titulo6 = sprintf('f) Crecimiento > %0.2e (ideal)',limites growth(6));
title(tituloo6)

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

[v opt, r max] = max(v_eth(:));
g _opt = Gcomb (:,r max);

redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
eth orden=eth orden';

save (filetosave, 'eth orden','g orden','ind', 'redox orden',
'energy orden', 'growth orden', 'growth plot', 'eth plot', 'redox plot', 'energy pl
ot")

end

9.14.3. Tres 0 mas mutaciones

Empleando los mismos programas anteriores, el codigo del main de Matlab utilizado para
estas simulaciones es el siguiente:
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SMAIN

%% Cargar matriz estequiométrica C
= sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal','A1:C086"'));

@

%% Definir entradas

$Definir S para m pyrifera

S = zeros(86,1);

S(9) = 0.053; %entrada a F6P

S(19) = -0.053; %uso de NAD en entrada a Fo6P

S5(20) = 0.053; S%produccién de NADH en entrada a F6P
S5(83) = 0.177; %entrada a KDG

5(20) = -0.177; %uso de NADH en entrada a KDG

S(19) = 0.177; %produccién de NAD en entrada a KDG
S(17) = 0.177; %entrada a KDPG

S(53) = -0.177; %Suso de ATP en entrada a KDPG

S(51) = 0.177; %produccién de ADP en entrada a KDPG

%% Definir los G
$Definir G para manitol:DEHU

G ones (93,1);

G(65:70) = 0; %apagar lactato y formato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
G(6l) = 0; %apagar la entrada de GLC
G(47) = 0; %apagar la entrada de GLC
G(48) = 0; %apagar la entrada de GLC
%$Gl: EDA + ALDH - CYTBO

Gl = G;

Gl (15) 2;

Gl(71) = 2;

G1l(13) 0;

%$G2: EDA + ALDH - MQO

G2 = G;

G2 (15) = 2;

G2 (71) = 2;

G2(33) = 0;

%$G3: EDA + ALDH - CYTBO - MQO
G3 = G;

G3(15) = 2;

G3(71) = 2;

G3(13) = 0;

G3(33) = 0;

%% Condiciones iniciales

y0 = zeros(86,1);

y0 (1) = 0.154743; $ACCOA, mmol/L
y0(2) = 0.0321498; %ACO, mmol/L
y0(3) = 0.0143909; %ACP, mmol/L
y0(4) = 0.59787; %AKG, mmol/L
y0(5) = 0.0654106; %BPG, mmol/L
y0(6) = 0.0895305; %CIT, mmol/L
y0(7) = 0.437094; %DAP, mmol/L
y0(8) = 0.1313; %E4P, mmol/L
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0.261766; %F6P, mmol/L
.281808; %FDP, mmol/L
.213115; %FUM, mmol/L
.86113; %G6P, mmol/L
.117183; %GAP, mmol/L
.00326165; %GL6P, mmol/L
.00881041; %GLX, mmol/L
.105782; %ICIT, mmol/L
.0868177; %KDPG, mmol/L
.03215; %$MAL, mmol/L
.41154; %NAD, mmol/L
.158456; %NADH, mmol/L
.167837; %NADP, mmol/L
.0891628; %NADPH, mmol/L
.12784; %OAA, mmol/L
.997038; %PEP, mmol/L
.378297; %PGA2, mmol/L
.696274; %PGA3, mmol/L
.1316; %$PGN, mmol/L
.236891; %PYR, mmol/L
.326117; %0, mmol/L
.673883; %QH2, mmol/L
.106842; %R5P, mmol/L
.341827; %RU5SP, mmol/L
.141985; %S7P, mmol/L
.216055; %sUC, mmol/L
.0410878; %SUCCOA, mmol/L
.506018; %X5P, mmol/L
.000334013; %ei, mmol/L
.00638116; %eiP, mmol/L
.0142019; %eiia, mmol/L
.480569; %eiiaP, mmol/L
.7191E-05; %eiicb, mmol/L
.000342621; %eiicbP, mmol/L
.000191212; S%hpr, mmol/L
.00525081; %$hprP, mmol/L
.000542744; %icd, mmol/L
.0514573; %icdP, mmol/L
.00278094; %tal, mmol/L
.0572191; %talC3, mmol/L
.0138308; %tkt, mmol/L
.0561692; %tktC2, mmol/L
.598315; %ADP, mmol/L
.186253; %AMP, mmol/L
.5722; %ATP, mmol/L
.923131; %CAMP, mmol/L
.76395; %P, mmol/L
.262683; $MgADP, mmol/L
.37121; S$MgATP, mmol/L
.0413815; %$MgFDP, mmol/L
.253914; %FAD, mmol/L
.746086; %FADH2, mmol/L
.000186708; %ACE, mmol/L
.00633337; %GLCx, mmol/L
.000186687; %ACEx, mmol/L
.37448E-05; %Hout, mmol/L
.00403337; %GLCp, mmol/L
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y0(66) = 9.99943; %Pp, mmol/L
y0(67) = 0.000186697; SACEp, mmol/L
y0(68) = 0.000186708; %FOR, mmol/L
y0(69) = 0.000186697; %FORp, mmol/L
y0 (70) = 0.000186687; %FORx, mmol/L
y0(71) = 0.000186708; SLAC, mmol/L
y0(72) = 0.000186697; SLACp, mmol/L
y0(73) = 0.000186687; SLACx, mmol/L
v0(74) = 0.216055; %SUCp, mmol/L
y0(75) = 0.216055; %$SUCx, mmol/L
y0(76) = 0.000186708; %ETH, mmol/L
y0(77) = 0.000186697; SETHp, mmol/L
y0(78) = 0.000186687; %ETHx, mmol/L
y0(79) = 0.000186708; %AcAld, mmol/L
y0(80) = 0.000186708; %$DEHU, mmol/L
y0(81l) = 0.000186697; %$DEHUp, mmol/L
v0(82) = 0.000186687; %$DEHUx, mmol/L
y0(83) = 0.000186708; %KDG, mmol/L
y0(84) = 0.000186708; SMANI, mmol/L
y0 (85) = 0.000186697; SMANIp, mmol/L
(86) 0

.000186687; $MANIx, mmol/L

%% Resolucidén del problema

[y estl, v _estl] Integrador estacionario (y0,S,C,Gl);

[y est2, v_est2] = Integrador estacionario (y0,S,C,G2);

[y est3, v _est3] Integrador estacionario (y0,S,C,G3);

redoxl = (y estl(20)+y estl(2
redox2 = (y est2(20)+y est2(2
redox3 (y_est3(20)+y est3(22

))/ (y estl(19)+y estl(21));
))/ (y est2(19)+y est2(21));
))/ (y_est3(19)+y est3(21));

2
2

energyl = y estl(53)/y estl(51);
energy2 = y est2(53)/y_est2(51);
energy3 y est3(53)/y est3(51);

9.15. Anexo O: Simulaciones de la optimizacion de la produccion de
acido lactico y acido succinico

Debido a la gran cantidad de datos generados en estas simulaciones, se decidié no incluir
las tablas con los distintos valores numéricos obtenidos. No obstante, se presenta a
continuacion los codigos de Matlab utilizados para las simulaciones, en caso de querer
ser reproducidas.

9.15.1. Acido lactico
9.15.1.1. Una mutacién

El codigo de Matlab es casi el mismo gue se utilizd en el caso de etanol para un cambio
(Anexo N), modificando la funcién Optimizador y el main, por lo siguiente:
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function [v_opt, g opt] = Optimizador
(C,S5,y0,G,Gctes, filetocombinel, filetosave)
C: matriz estequiométrica

S: vector de flujos de entrada (s_j>0) o salidas (s_Jj<0) de cada metabolito
% y0: vector de condiciones iniciales [mmol/L]

Gctes: vector con ceros en la posicidén de las enzimas gque no pueden ser
modlflcadas
% Funcidén que entrega el flujo éptimo para cada G

o°
o°

$Para todo G interesante, cambiar g sin cambiar los Gctes

Gi = G;

Gcomb = zeros(93,1);
y est = zeros(86,1);
v_est = zeros(93,1);
v_lac = 0;

v_growth = 0;

redox = 0;

enerqgy = 0;

%$Un sb6lo cambio

fileID = fopen(filetocombinel, 'r'");
formatSpec = '%d Sd';

sizeA = [2 Inf];

A = fscanf (filelD, formatSpec,sized);
A =A";

fclose (filelID);

a = 0;

for i = 1 : length(a)
if Gectes(A(i,1)) ~= 0
a=a+ 1;

Gi(A(i,1)) = A(i,2);
Gcomb (:,a) = Gi;
[y, v] = Integrador_estacionario (y0,S5,C,G1i);
y est (:,a)=y";
v_est (:,a)= v;
v_lac (a) v(67);
v_growth (a) = v (28);
redox (a)= ((y(20)+y(22))/(y(19)+y(21)));
energy (a)= (y(53)/y(51));
Gi = G;
end

end

%ordenando vectores

[lac_orden, ind] = sort(v_lac, 'descend');

g _orden = Gcomb (:,ind);

redox orden = redox (ind);

energy orden = energy(ind);
growth orden = v_growth (ind);

previos growth = [1.0311E-5 1.4729E-5 1.3636E-5 1.0798E-5 4.086E-6 1.1887E-6
5.9954E-23];

previos redox = [0.113702347 0.125328145 0.098880038 0.108329032 0.116695738
0.119356309 0.03434003];

previos energy= [3.679517054 9.016425133 2.4479494 3.716678724 5.811656167
7.007174994 0.2351109381;
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%$definir los limites
if S(62) == 0.23/100
if previos growth(l) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(1l),6);
end
limites _redox = [0.5
limites_energy= [0.5
elseif S(9) == 0.23
if previos growth(2) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(2),6);
else
limites_growth
end
limites redox [0.5 2]*previos redox(2);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(2);
elseif S(9) == 0.177
if previos growth(3) >= 3.8e-10
limites growth linspace(3.8e-10,previos _growth(3),6);

2] *previos redox(1l);
2] *previos _energy (1) ;

0;

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(3);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(3);
elseif S(9) == 0.142
if previos growth (4) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(4),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(4);
limites _energy= [0.5 2]*previos energy (4);
elseif S(9) == 0.088

if previos growth(5) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(5),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(5);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (5);
elseif S(9) == 0.053
if previos growth(6) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(6),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox (6);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(6);
elseif S(83) == 0.23

if previos growth(7) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(7),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(7);
limites_energy= [0.5 2]*previos energy (7);
end
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figure
subplot(1,2,1)

scatter3 (energy orden,redox orden,lac orden, [],lac orden, 'filled")

colorbar
if S(62) == 0.23/100
title ('Ac. lactico para
elseif S (9) 0.23
title('Ac. lactico para
elseif S (9) 0.177
title('Ac. lactico para
elseif S(9) == 0.142
title ('Ac. lactico para
elseif S (9) 0.088
title('Ac. lactico para
elseif S(9) == 0.053
title ('Ac. lactico para
elseif S(83) == 0.23
title('Ac. lactico para
end
xlabel ('Razdbn energética')

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)
subplot (1,2,2)

con

con

con

con

con

con

con

glucosa')

manitol")

D:M 3:10")

D:M 5:8 (S. japonica)')

D:M 8:5")

D:M 10:3

DEHU')

(M. pyrifera)"')

scatter3 (energy orden,redox orden,lac_orden, [],lac orden, 'filled")

colorbar
view (0, 90)
axis ([0 14.1 0 0.24])
if S(62) == 0.23/100
title('Ac. lactico para
axis ([0 7.4 0 0.231)
elseif S(9) == 0.23
title ('Ac. lactico para
axis ([0 18.1 0 0.26])
elseif S(9) == 0.177
title('Ac. lactico para
axis ([0 5 0 0.2])
elseif S(9) == 0.142
title('Ac. lactico para
axis ([0 7.5 0 0.2271)
elseif S(9) == 0.088
title ('Ac. lactico para
axis ([0 12 0 0.241])
elseif S(9) == 0.053
title('Ac. lactico para
axis ([0 14.1 0 0.24])
elseif S(83) == 0.23
title ('Ac. lactico para
axis ([0 0.5 0 0.0771)
end
xlabel ('Razbébn energética')

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

ylabel ('Razdn poder reductor')

con

con

con

con

con

con

con

glucosa')

manitol")

D:M 3:10")

D:M 5:8 (S. japonica)')

D:M 8:5")

D:M 10:3

DEHU'")

(M. pyrifera)')

hold on
rectangle ('Position', [limites energy(l) limites redox(l) (limites energy(2)-
limites_energy(l)) (limites redox(2)-limites redox(1l))])

hold off
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if limites growth == 0
[v opt, r max] = max(v_lac(:));
g opt = Gcomb (:,r max);
redox orden=redox orden'
energy orden=energy orden'
growth orden=growth orden'
lac_orden=lac orden'

4

save (filetosave, 'A','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0'
'v opt', 'g opt', 'v_lac', 'limites growth', 'limites redox',
'limites_energy', 'v_growth', 'redox', 'energy', 'lac orden','g orden', 'ind',
'redox orden', 'energy orden', 'growth orden')
return
end
energy plot = 0;
redox plot = 0;
lac_plot = 0;
growth plot = 0;
g plot i = 0;
g plot = 0;
d = 0;
for i = 1 : length(limites growth)
for j = 1 : length(lac_orden)
if growth orden(j) ~= 0
if growth orden(j) >= limites growth (i)
if redox orden(j) >= limites redox(1l)
%1f redox orden(j) ~= 0
if redox orden(j) <= limites redox(2)
if energy orden(j) >= limites energy (1)
%1f energy orden(j) ~= 0
if energy orden(j) <= limites energy(2)
d=d+ 1;
growth plot(d,i) = growth orden(j);
energy plot(d,i) = energy orden(j);
redox plot(d,i) = redox orden(j);
lac plot(d,i) = lac_orden(j);
end
%end
end
end
%end
end
end
end
end
d = 0;

end

energy plotl = 0; redox plotl = 0; lac_plotl = 0;
for j = 1 : length(lac_plot)

if energy plot(j,1) ~= 0 && redox plot(j,1) ~= 0 && lac plot(j,1) ~= 0
energy plotl(j) = energy plot(j,1);
redox plotl(j) = redox plot(j, l)
lac plotl(j) = lac_plot(j,1);
growth plotl(j) = growth plot(j,1);
end
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end
energy plot2 = 0; redox plot2 = 0; lac plot2 = 0;
for j = 1 : length(lac plot)

if energy plot(j,2) ~= 0 && redox plot(j,2) ~= 0 && lac plot(j,2)
energy plot2(j) = energy plot(j,2);
redox plot2(j) = redox plot(j,2);
lac plot2(j) = lac plot(j,2);
growth plot2(j) = growth plot(j,2);
end

end
energy plot3 = 0; redox plot3 = 0; lac plot3 = 0;
for j = 1 : length(lac plot)

if energy plot(j,3) ~= 0 && redox plot(j,3) ~= 0 && lac plot(j,3)
energy plot3(j) = energy plot(j,3);
redox plot3(j) = redox plot(j,3);
lac plot3(3j) = lac plot(j,3):;
growth plot3(j) = growth plot(j,3);
end

end
energy plot4 = 0; redox plotd4d = 0; lac plotd = 0;
for j = 1 : length(lac plot)

if energy plot(j,4) ~= 0 && redox plot(j,4) ~= 0 && lac plot(j,4)
energy plot4(j) = energy plot(j,4);
redox plot4(j) = redox plot(j,4);
lac plot4(j) = lac _plot(j,4):;
growth plot4(j) = growth plot(j,4);
end

end
energy plot5 = 0; redox plot5 = 0; lac plotb = 0;
for j = 1 : length(lac _plot)

if energy plot(j,5) ~= 0 && redox plot(j,5) ~= 0 && lac plot(j,5)
energy plot5(j) = energy plot(j,5);
redox plot5(j) = redox plot(j,5);
lac_plot5(j) = lac_plot(j,5);
growth plot5(j) = growth plot(j,5);
end

end
energy ploté = 0; redox ploté6 = 0; lac _plot6 = 0;
for j = 1 : length(lac plot)

if energy plot(j,6) ~= 0 && redox plot(j,6) ~= 0 && lac plot(j,6)
energy ploté6(j) = energy plot(j,6);
redox plot6(j) = redox plot(j,6);
lac plot6(j) = lac _plot(j,6);
growth plot6(j) = growth plot(j,6);
end
end
figure

subplot (3,2,1)

scatter3 (energy plotl,redox plotl,lac_plotl, [],lac plotl, 'filled")
colorbar

titulol = sprintf('a) Crecimiento > %0.2e',limites growth(1l));
title(titulol)

xlabel ('Razbébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,2)
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scatter3 (energy plot2,redox plot2,lac plot2, [],lac plot2, 'filled")
colorbar

titulo2 = sprintf('b) Crecimiento > %0.2e',limites growth(2));
title(titulo?2)

xlabel ('Razdédn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 3)

scatter3 (energy plot3,redox plot3,lac plot3, [],lac plot3, 'filled")
colorbar

titulo3 = sprintf('c) Crecimiento > %0.2e',limites growth(3));
title(titulo3)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,4)

scatter3 (energy plot4,redox plot4,lac plot4, [],lac plot4, 'filled")
colorbar

titulo4 = sprintf('d) Crecimiento > %0.2e',limites growth(4));
title(titulod)

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,5)

scatter3 (energy plot5,redox plotb,lac plot5, [],lac plotb, 'filled")
colorbar

titulo5 = sprintf('e) Crecimiento > %0.2e',limites growth(5));
title(titulob)

xlabel ('Razdén energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 6)

scatter3 (energy plot6,redox plot6,lac ploté6, [],lac plot6, 'filled")
colorbar

titulo6 = sprintf('f) Crecimiento > %0.2e (ideal)',limites growth(6));
title(titulob)

xlabel ('Razdébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

[v opt, r max] = max(v_lac(:));
g opt = Gcomb (:,r max);

redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
lac_orden=lac_orden';

Q

save (filetosave, 'A','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes',
'v_opt', 'g opt', 'v lac', 'limites growth', 'limites redox',
'limites _energy', 'v _growth', 'redox', 'energy', 'lac orden','g orden',6 'ind',
'redox orden', 'energy orden', 'growth orden', 'growth plot', 'lac plot', 'redox pl
ot', 'energy plot')

yo',

end
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$MAIN de un cambio - lactato

%% Cargar matriz estequiométrica C
= sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal','A1:C086"'));

@

$Definir S para glucosa

S = zeros(86,1);

S(62) = 0.23/100; %entrada de GLCx

$Definir S para manitol puro

S1 = zeros(86,1);

S51(9) = 0.23; %entrada a F6P

S51(19) = -0.23; %uso de NAD en entrada a Fo6P

31(20) = 0.23; %produccién de NADH en entrada a F6P

$Definir S para manitol:DEHU 0.177:0.053

S52(9) = 0.177; %entrada a F6P

52(19) = -0.177; %uso de NAD en entrada a F6P

32(20) = 0.177; %produccidén de NADH en entrada a F6P
S2(83) = 0.053; %entrada a KDG

S2(20) = -0.053; %uso de NADH en entrada a KDG
$2(19) = 0.053; %$produccidén de NAD en entrada a KDG
S2(17) = 0.053; %$entrada a KDPG

52 (53) = -0.053; %uso de ATP en entrada a KDPG

52 (51) = 0.053; S%$produccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.142:0.088
S3 = zeros(86,1);

S3(9) = 0.142; %entrada a Fo6P

53(19) = -0.142; %uso de NAD en entrada a F6P

S3(20) = 0.142; Sproduccién de NADH en entrada a F6P
S3(83) = 0.088; %entrada a KDG

53(20) = -0.088; %uso de NADH en entrada a KDG
S3(19) = 0.088; %produccidén de NAD en entrada a KDG
S3(17) = 0.088; %entrada a KDPG

S3(53) = -0.088; %uso de ATP en entrada a KDPG
S3(51) = 0.088; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.088:0.142

54 (9) = 0.088; %entrada a Fo6P

S4(19) = -0.088; %uso de NAD en entrada a F6P

S4(20) = 0.088; %produccidén de NADH en entrada a F6P
54 (83) = 0.142; %entrada a KDG

54 (20) = -0.142; %Suso de NADH en entrada a KDG
S4(19) = 0.142; %produccidén de NAD en entrada a KDG
S4(17) = 0.142; %Sentrada a KDPG

S4(53) = -0.142; %uso de ATP en entrada a KDPG
S4(51) = 0.142; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.053:0.177

S5 zeros (86,1);

= 0.053; %$entrada a F6P

= -0.053; %uso de NAD en entrada a F6P

0.053; %produccidén de NADH en entrada a Fo6P
0.177; %$entrada a KDG

-0.177; %uso de NADH en entrada a KDG
0.177; %produccién de NAD en entrada a KDG
= 0.177; %entrada a KDPG

= -0.177; %uso de ATP en entrada a KDPG

S5 (9)
S5(19)
S5(20)
S5(83)
S5(20)
S5(19)
S5(17)
S5(53)
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S5(51) 0.177;
$Definir S para DEHU puro

S6(83) = 0.23; %entrada a KDG
S6(20) = -0.23;
S6(19) = 0.23;
S6(17) = 0.23; %entrada a KDPG
S6(53) = -0.23;
S6(51) = 0.23;

Definir G
$Definir G para glucosa

G = ones(93,1);

G(84:85) = 0; %apagar etanol
G(68:70) = 0; %apagar formato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de
$Definir G para manitol:DEHU

G MD = ones(93,1);

G MD(84:85) = 0; %apagar etanol
G MD(68:70) = 0; %apagar formato
G MD(77:83) = 0; %apagar sistema
G MD(61) = 0; %apagar la entrada
G MD(47) = 0; %apagar la entrada
G MD(48) = 0; %Sapagar la entrada

o9
]

Definir Gctes
$Definir Gctes para glucosa

Gctes GLC = ones(93,1);

Gctes GLC(61) 0; %no cambiar
Gctes GLC(47) = 0; %no cambiar
Gctes GLC (48) 0; %no cambiar
Gctes GLC(93) = 0; %no cambiar
Gctes GLC(77:83) = 0

Gctes GLC (84:85) 0

Gctes GLC (68:70) 0

$Definir Gctes para manitol:DEHU

$produccidén de ADP en entrada a KDPG

%uso de NADH en entrada a KDG
$produccidén de NAD en entrada a KDG

%uso de ATP en entrada a KDPG
$produccidén de ADP en entrada a KDPG

DEHU y de MANI

de
de
de
de

DEHU y de MANI
GLC
GLC
GLC

la entrada de GLC
la entrada de GLC
la entrada de GLC
degradacién ACE

; %no cambiar sistema de DEHU y de MANI
; %no cambiar etanol

; %no cambiar formato

Gctes MD = ones (93,1);

Gectes MD(93) = 0; %no cambiar degradacién ACE

Gctes MD(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
Gctes MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(84:85) = 0; %no cambiar etanol

Gctes MD(68:70) = 0; %no cambiar formato

Condiciones iniciales

y0 = zeros(86,1);

y0 (1) = 0.154743; SACCOA, mmol/L
y0(2) = 0.0321498; %ACO, mmol/L
y0(3) = 0.0143909; %ACP, mmol/L
v0 (4) 0.59787; %AKG, mmol/L
y0(5) = 0.0654106; %BPG, mmol/L
y0(6) = 0.0895305; %CIT, mmol/L
yO(7) = 0.437094; %$DAP, mmol/L
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= 0.1313; %E4P, mmol/L
= 0.261766; %F6P, mmol/L

[ NeoNoRololNoNeol Vool VeololoNoNoNolNoNololNoNeolN YelloNoloBololNoNoNoNoNoNoNolololoNoNoNoNoNol i SlelolNoNolNolNolNo o]

.281808; %FDP, mmol/L
.213115; %FUM, mmol/L
.86113; %G6P, mmol/L
.117183; %GAP, mmol/L
.00326165; %GL6P, mmol/L
.00881041; %GLX, mmol/L
.105782; %ICIT, mmol/L
.0868177; %KDPG, mmol/L
.03215; %MAL, mmol/L
.41154; %NAD, mmol/L
.158456; %NADH, mmol/L
.167837; SNADP, mmol/L
.0891628; %NADPH, mmol/L
.12784; %0OAA, mmol/L
.997038; %PEP, mmol/L
.378297; %$PGA2, mmol/L
.696274; %PGA3, mmol/L
.1316; %$PGN, mmol/L
.236891; %PYR, mmol/L
.326117; %0Q, mmol/L
.673883; %0QH2, mmol/L
.106842; %R5P, mmol/L
.341827; %RU5SP, mmol/L
.141985; %s7P, mmol/L
.216055; %sUC, mmol/L
.0410878; %SUCCOA, mmol/L
.506018; %X5P, mmol/L
.000334013; %ei, mmol/L
.00638116; %eiP, mmol/L
.0142019; %eiia, mmol/L
.480569; %eiiaP, mmol/L
.7191E-05; %eiicb, mmol/L
.000342621; %eiicbP, mmol/L
.000191212; S%hpr, mmol/L
.00525081; %$hprP, mmol/L
.000542744; %icd, mmol/L
.0514573; %icdP, mmol/L
.00278094; %tal, mmol/L
.0572191; %talC3, mmol/L
.0138308; %tkt, mmol/L
.0561692; %tktC2, mmol/L
.598315; %ADP, mmol/L
.186253; %AMP, mmol/L
.5722; %ATP, mmol/L
.923131; %CAMP, mmol/L
.76395; %P, mmol/L
.262683; %MgADP, mmol/L
.37121; S$MgATP, mmol/L
.0413815; $%$MgFDP, mmol/L
.253914; %FAD, mmol/L
.746086; %FADH2, mmol/L
.000186708; S%$ACE, mmol/L
.00633337; %GLCx, mmol/L
.000186687; %ACEx, mmol/L
.37448E-05; %Hout, mmol/L
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y0 (65) = 0.00403337; %GLCp, mmol/L
y0(66) = 9.99943; %Pp, mmol/L

y0(67) = 0.000186697; SACEp, mmol/L
y0(68) = 0.000186708; %FOR, mmol/L
y0(69) = 0.000186697; %FORp, mmol/L
y0(70) = 0.000186687; %FORx, mmol/L
y0(71) = 0.000186708; SLAC, mmol/L
y0(72) = 0.000186697; SLACp, mmol/L
y0(73) = 0.000186687; SLACx, mmol/L
y0(74) = 0.216055; %SUCp, mmol/L
y0(75) = 0.216055; %$SUCx, mmol/L
y0(76) = 0.000186708; %$ETH, mmol/L
y0(77) = 0.000186697; SETHp, mmol/L
y0(78) = 0.000186687; %ETHx, mmol/L
y0(79) = 0.000186708; %AcAld, mmol/L
y0(80) = 0.000186708; %DEHU, mmol/L
y0(81) = 0.000186697; $%DEHUp, mmol/L
y0(82) = 0.000186687; %DEHUx, mmol/L
y0(83) = 0.000186708; %KDG, mmol/L
y0(84) = 0.000186708; SMANI, mmol/L
y0(85) = 0.000186697; $MANIp, mmol/L
y0(86) = 0.000186687; $MANIx, mmol/L

\o

%% Resolucidén del problema
%Un s6lo cambio
fileID = fopen/
generate (1,1:93, []
fclose (filelID) ;

'combil.txt','w
,fileID)

")

opt G, g opt G] = Optimizador

+S,v0,G,Gctes GLC, 'combil.txt',

$manitol:DEHU 0.053:0.177
v_opt MD4, g opt MD4] = Optimizador
C,s85,y0,G MD,Gctes MD, 'combil.txt',

[v
(C 'LAClglucosa.mat');
[

( 'LAC1IMD4 .mat') ;

9.15.1.2.
En este caso, hay que cambiar la funcion Optimizador y el main, por lo siguiente:

Dos mutaciones

function [v_opt, g opt] = Optimizador
C,S,vy0,G,Gctes, filetocombine?, filetosave)
C: matriz estequiométrica

S: vector de flujos de entrada

0° o~

o

(s_3>0) o salidas (s_j<0) de cada metabolito

% y0: vector de condiciones iniciales [mmol/L]
% Gctes: vector con ceros en la posicidén de las enzimas que no pueden ser
modificadas

Q

% Funcién que entrega el flujo éptimo para cada G

o\°
o\°

o

Para todo G interesante, cambiar g sin cambiar los Gctes

Gi = G;

Gcomb = zeros(93,1);
y_est = zeros(86,1);
v_est = zeros(93,1);
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v_lac = 0;
v_growth =
redox = 0;
energy = 0;

0;

Q

% %Dos cambios
fileID2 = fopen(filetocombine2,'r");

formatSpec = '%d %d %d sd';

sizeB = [4 Inf];

B = fscanf(fileID2, formatSpec,sizeB);

B =B';

fclose(fileID2) ;

b = 0;

for i = 1 : length(B)

if Gctes(B(i,1)) ~= 0
if Gctes(B(i,3)) ~= 0
b=Db+ 1;
Gi(B(i,1)) = B(i,2);
Gi(B(i,3)) = B(i,4);
Gcomb (:,b) = Gi;
[y, v] = Integrador estacionario (y0,S,C,Gi);
y est (:,b) =y';
v_est (:,b) v
v lac (:,b) = v(67);
v growth (b) = v(28);
redox (b)= ((y(20)+y(22))/(y(19)+y(21)));
energy (b)= (y(53)/y(51));
Gi = G;
end
end
end
[v opt, r max] = max(v_lac(:));

g opt = Gcomb (:,r max);

save (filetosave, 'B','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0',
'v opt', 'g opt', 'v lac', 'v _growth', 'redox', 'energy')

end

$MAIN para lactato - 2 cambios

%% Cargar matriz estequiométrica C

C = sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal', 'A1:C086"));

o

% Definir entradas
Definir S para glucosa

o

S = zeros(86,1);

S(62) = 0.23/100; %entrada de GLCx

$Definir S para manitol puro

S1 = zeros(86,1);

S1(9) = 0.23; %entrada a Fo6P

51(19) = -0.23; %uso de NAD en entrada a Fo6P

S51(20) = 0.23; Sproduccién de NADH en entrada a F6P

221



$Definir S para manitol:DEHU 0.177:0.053

52(9) = 0.177; %entrada a F6P

S2(19) = -0.177; %uso de NAD en entrada a F6P

52(20) = 0.177; Sproduccién de NADH en entrada a F6P
52(83) = 0.053; %entrada a KDG

52 (20) = -0.053; %uso de NADH en entrada a KDG
$2(19) = 0.053; %$produccidén de NAD en entrada a KDG
S2(17) = 0.053; %entrada a KDPG

S2(53) = -0.053; %uso de ATP en entrada a KDPG

32 (51) = 0.053; %$produccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.142:0.088

S3(9) = 0.142; %entrada a Fo6P

S3(19) = -0.142; %uso de NAD en entrada a Fo6P

33(20) = 0.142; %produccidén de NADH en entrada a Fo6P
53(83) = 0.088; %entrada a KDG

53(20) = -0.088; %Suso de NADH en entrada a KDG
S3(19) = 0.088; S%$produccién de NAD en entrada a KDG
S3(17) = 0.088; %entrada a KDPG

53(53) = -0.088; %uso de ATP en entrada a KDPG
33(51) = 0.088; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.088:0.142

’

)
= 0.088; %entrada a F6P

S4(9)

54 (19) = -0.088; %uso de NAD en entrada a F6P

34 (20) = 0.088; %produccidén de NADH en entrada a F6P
54 (83) = 0.142; %entrada a KDG

S4(20) = -0.142; %uso de NADH en entrada a KDG
S4(19) = 0.142; Sproduccién de NAD en entrada a KDG
S4(17) = 0.142; Sentrada a KDPG

54 (53) = -0.142; %uso de ATP en entrada a KDPG
S4(51) = 0.142; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.053:0.177

55(9) = 0.053; %entrada a Fo6P

55(19) = -0.053; %uso de NAD en entrada a F6P

35(20) = 0.053; %$produccidén de NADH en entrada a F6P
S5(83) = 0.177; %entrada a KDG

S5(20) = -0.177; %uso de NADH en entrada a KDG
S5(19) = 0.177; %produccidén de NAD en entrada a KDG
55(17) = 0.177; %entrada a KDPG

55(53) = -0.177; %uso de ATP en entrada a KDPG
S5(51) = 0.177; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para DEHU puro

) 7
) = 0.23; %Sentrada a KDG

56 (83

S6(20) = -0.23; %Suso de NADH en entrada a KDG
S6(19) = 0.23; %$produccién de NAD en entrada a KDG
S6(17) = 0.23; %entrada a KDPG

S6(53) = -0.23; %Suso de ATP en entrada a KDPG
S6(51) = 0.23; %producciédn de ADP en entrada a KDPG

%% Definir G

$Definir G para glucosa

G = ones(93,1);

G(84:85) = 0; %apagar etanol
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G(68:70) 0; %apagar formato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI

$Definir G para manitol:DEHU
G MD = ones(93,1);

G_MD
G_MD

7) = 0; %apagar la entrada de GLC
8) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(84:85) = 0; %apagar etanol
G MD(68:70) = 0; %apagar formato
G_MD(77 83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
G MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC
(4
(4

XN}

%% Definir Gctes
$Definir Gctes para glucosa
Gctes GLC = ones(93,1);

Gctes GLC(61) 0; %no cambiar la entrada de GLC

Gctes GLC(47) 0; %no cambiar la entrada de GLC

Gctes GLC(48) 0; %no cambiar la entrada de GLC

Gctes GLC(93) = 0; %no cambiar degradacidén ACE

Gectes GLC(77:83) = 0; %no cambiar sistema de DEHU y de MANI
Gctes GLC(84:85) = 0; %no cambiar etanol

Gctes GLC(68:70) = 0; %no cambiar formato

$Definir Gctes para manitol:DEHU
Gctes MD = ones (93,1);

Gctes MD(93) = 0; %no cambiar degradacidn ACE
Gctes_MD(77 83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
Gctes MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(84:85) = 0; %no cambiar etanol

Gctes MD(68:70) = 0; %no cambiar formato

o°
o°

Condiciones iniciales

y0 = zeros(86,1);

y0 (1) = 0.154743; %ACCOA, mmol/L
y0(2) = 0.0321498; %ACO, mmol/L
y0(3) = 0.0143909; %$ACP, mmol/L
y0(4) = 0.59787; %AKG, mmol/L
y0(5) = 0.0654106; %BPG, mmol/L
y0(6) = 0.0895305; %CIT, mmol/L
y0(7) = 0.437094; %DAP, mmol/L
y0(8) = 0.1313; %$E4P, mmol/L
y0(9) = 0.261766; %F6P, mmol/L

v0 (10) 0.281808; %FDP, mmol/L
y0(11) = 0.213115; %FUM, mmol/L
y0(12) = 0.86113; %G6P, mmol/L
y0(13) = 0.117183; %GAP, mmol/L
y0(14) = 0.00326165; %GL6P, mmol/L
y0(15) = 0.00881041; %GLX, mmol/L
y0(16) = 0.105782; SICIT, mmol/L
y0(17) = 0.0868177; SKDPG, mmol/L
y0(18) = 1.03215; %$MAL, mmol/L
y0(19) = 1.41154; %NAD, mmol/L
y0(20) = 0.158456; SNADH, mmol/L
y0(21) = 0.167837; SNADP, mmol/L
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.0891628; %NADPH, mmol/L
.12784; %0OAA, mmol/L
.997038; %PEP, mmol/L
.378297; %$PGA2, mmol/L
.696274; S%SPGA3, mmol/L
.1316; %PGN, mmol/L
.236891; %PYR, mmol/L
.326117; %0, mmol/L
.673883; %$QH2, mmol/L
.106842; %R5P, mmol/L
.341827; %RU5P, mmol/L
.141985; %S7P, mmol/L
.216055; %sSUC, mmol/L
.0410878; %SUCCOA, mmol/L
.506018; %$X5P, mmol/L
.000334013; %ei, mmol/L
.00638116; %eiP, mmol/L
.0142019; %eiia, mmol/L
.480569; %eiiaP, mmol/L
.7191E-05; %eiicb, mmol/L
.000342621; %eiicbP, mmol/L
.000191212; %hpr, mmol/L
.00525081; %$hprP, mmol/L
.000542744; %icd, mmol/L
.0514573; %icdP, mmol/L
.00278094; %tal, mmol/L
.0572191; %talC3, mmol/L
.0138308; %tkt, mmol/L
.0561692; %tktC2, mmol/L
.598315; %ADP, mmol/L
.186253; %$AMP, mmol/L
.5722; %ATP, mmol/L
.923131; %CAMP, mmol/L
.76395; %P, mmol/L
.262683; %MgADP, mmol/L
.37121; SMgATP, mmol/L
.0413815; %MgFDP, mmol/L
.253914; %FAD, mmol/L
.746086; %FADH2, mmol/L
.000186708; S%ACE, mmol/L
.00633337; %GLCx, mmol/L
.000186687; %ACEx, mmol/L
.37448E-05; %Hout, mmol/L
.00403337; %GLCp, mmol/L
.99943; %$Pp, mmol/L
.000186697; $ACEp, mmol/L
.000186708; %FOR, mmol/L
.000186697; $FORp, mmol/L
.000186687; %FORx, mmol/L
.000186708; S$LAC, mmol/L
.000186697; %LACp, mmol/L
.000186687; S$LACx, mmol/L
.216055; %SUCp, mmol/L
.216055; %SUCx, mmol/L
.000186708; %ETH, mmol/L
.000186697; %ETHp, mmol/L
.000186687; %ETHx, mmol/L

224



y0(79) = 0.000186708; %AcAld, mmol/L
y0(80) = 0.000186708; %DEHU, mmol/L
y0(81l) = 0.000186697; %$DEHUp, mmol/L
y0(82) = 0.000186687; %$DEHUx, mmol/L
y0(83) = 0.000186708; %KDG, mmol/L

y0(84) = 0.000186708; SMANI, mmol/L

y0(85) = 0.000186697; %MANIp, mmol/L
y0(86) = 0.000186687; %MANIx, mmol/L

%% Resolucién del problema

%$Dos cambios

fileID2 = fopen('combi2.txt','w');
generate(2,1:93,[]1,fileID2)

fclose (filelID2) ;

v_opt G, g opt G] = Optimizador
(C,s,y0,G,Gctes_GLC, "combiZ2.txt', "LACglucosa.mat"') ;
$Macrocystis

[v_opt MD4, g opt MD4] = Optimizador

(C,85,y0,G MD,Gctes MD, 'combi2.txt', '"LACMD4 .mat") ;

Ademas, para generar los graficos se agreg6 la funcién Graficar, a la cual se le ingresan
como parametros los datos guardados en el main, para cada simulacion, y el nombre del
nuevo archivo donde se quieren guardar las demas matrices generadas:

function Graficar (file,filetosave)

load(file)

%ordenando vectores

[lac_orden, ind] = sort(v_lac, 'descend');
g _orden = Gcomb (:,ind);
redox orden = redox (ind);

energy orden = energy(ind);
growth orden = v_growth (ind);

previos growth = [1.0311E-5 1.4729E-5 1.3636E-5 1.0798E-5 4.086E-6 1.1887E-6
5.9954E-23];
previos redox = [0.113702347 0.125328145 0.098880038 0.108329032 0.116695738

0.119356309 0.03434003];
previos energy= [3.679517054 9.016425133 2.4479494 3.716678724 5.811656167
7.007174994 0.2351109381;

$definir los limites

if S(62) == 0.23/100
if previos growth(l) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(l),6);
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(1l);
limites_energy= [0.5 2]*previos energy(1l);
elseif S(9) == 0.23

if previos growth(2) >= 3.8e-10
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limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(2),6);
else
limites growth
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(2);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(2);
elseif S(9) == 0.177
if previos growth(3) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(3),6);
else
limites growth
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(3);
limites _energy= [0.5 2]*previos energy(3);
elseif S(9) == 0.142
if previos growth(4) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(4),6);

0;

0;

()]

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(4);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (4);
elseif S(9) == 0.088
if previos growth(5) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(5),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(5);
limites_energy= [0.5 2]*previos energy (5);
elseif S(9) == 0.053

if previos growth(6) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth (6),6);
else
limites growth
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(6);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (6);
elseif S(83) == 0.23
if previos growth(7) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(7),6);

0;

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(7);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (7);
end
figure

subplot (1,2,1)
scatter3 (energy orden,redox_ orden,lac_orden, [],lac_orden, 'filled")
colorbar

if S(62) == 0.23/100

title ('Ac. lactico para BAL con glucosa')
elseif S(9) == 0.23

title ('Ac. lactico para BAL con manitol')
elseif S(9) == 0.177
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title ('Ac. lactico para BAL con D:M 3:10'")
elseif S(9) == 0.142

title('Ac. lactico para BAL con D:M 5:8 (S. japonica)')

elseif S(9) == 0.088
title ('Ac. lactico para BAL con D:M 8:5'")
elseif S(9) == 0.053
title('Ac. lactico para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)"')
elseif S(83) == 0.23
title ('Ac. lactico para BAL con DEHU')
end

xlabel ('Razdbn energética')
ylabel ('Razdn poder reductor')
view (0, 90)

subplot(1,2,2)

scatter3 (energy orden,redox orden,lac_orden, [],lac_orden, 'filled")

colorbar

view (0, 90)

axis ([0 14.1 O 0.247)

if S(62) == 0.23/100
tltle('Ac. lactico para BAL con glucosa')
axis ([0 7.4 0 0.2371)

elseif S(9) == 0.23
title('Ac. lactico para BAL con manitol')
axis ([0 18.1 0 0.26])

elseif S(9) == 0.177
title('Ac. lactico para BAL con D:M 3:10'")
axis ([0 5 0 0.2])

elseif S(9) == 0.142

title ('Ac. léctico para BAL con D:M 5:8 (S. japonica)')

axis ([0 7.5 0 0.22])

elseif S(9) == 0.088
title('Ac. lactico para BAL con D:M 8:5'")
axis ([0 12 0 0.24])

elseif S(9) == 0.053

title ('Ac. lactico para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)')

axis ([0 14.1 0 0.24])

elseif S(83) == 0.23
title('Ac. lactico para BAL con DEHU')
axis ([0 0.5 0 0.071)

end

xlabel ('Razbébn energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

hold on
rectangle ('Position', [limites energy(l) limites redox (1)
limites _energy(l)) (limites redox(2)-limites redox(1l))])
hold off
if limites growth == 0

[v opt, r max] = max(v_lac(:));

g _opt = Gcomb (:,r max);

redox orden=redox orden'

energy orden=energy orden'

growth orden=growth orden'

lac_orden=lac_orden'

save (filetosave, 'B','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C',
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'limites energy',
'redox orden',

return
end
energy plot = 0;
redox _plot = 0;
lac_plot = 0;
growth plot = 0;

g plot i = 0;

g plot = 0;
d = 0;
for 1 =1 length (limites growth)
for j =1 length (lac_orden)
if growth orden(j) ~= 0
if growth orden(j) >= limites growth (i)
if redox orden(j) >= limites redox(1l)
%1f redox orden(j) ~= 0
if redox orden(j) <= limites redox(2)
if energy orden(j) >= limites energy (1)
%1f energy orden(j) ~= 0
if energy orden(j) <= limites energy(2)
d=d+ 1;
growth plot(d,i) = growth orden(3J)
energy plot(d,i) = energy orden(j);
redox plot(d,i) = redox orden(j);
lac_plot(d,i) = lac_orden(j);
%g_plot 1i(:,d) = g orden(:,]);
end
%end
end
end
%end
end
end
end
end
d = 0;
%g plot(:,:,1) = g plot i(:,:);
end
energy plotl = 0; redox plotl = 0; lac _plotl = 0;

for 3 =1
if energy plot(j,1)

energy plotl(j) =
redox plotl(j) =
lac _plotl(3)
growth plotl(j) =

'v_growth',
'energy orden', 'growth orden')

'redox', 'energy', 'lac orden','g orden',

length (lac _plot)

~= 0 && redox plot(j,1) ~= 0 && lac plot(j,1)
energy plot(j,1);

redox plot(j,1);

= lac_plot(3j,1);

growth plot(j,1);

end
end
energy plot2 = 0; redox plot2 = 0; lac_plot2 = 0;
for 3 =1 length (lac _plot)

if energy plot(j,2)

energy plot2(j) =

~= 0 && redox plot(j,2) ~= 0 && lac _plot(j,2)

energy plot(j,2);
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redox plot2(j) = redox plot(j,2);
lac _plot2(j) = lac_plot(3j,2);
growth plot2(3j) = growth plot(j,2);
end
end
energy plot3 = 0; redox plot3 = 0; lac plot3 = 0;
for j = 1 : length(lac plot)

if energy plot(j,3) ~= 0 && redox plot(j,3) ~= 0 && lac plot(j,3)
energy plot3(j) = energy plot(j,3);
redox plot3(j) = redox plot(j,3);
lac plot3(j) = lac plot(j,3):;
growth plot3(j) = growth plot(j,3);
end
end

energy plotd4 = 0; redox plotd4d = 0; lac plotd = 0;
for j = 1 : length(lac plot)

if energy plot(j,4) ~= 0 && redox plot(j,4) ~= 0 && lac plot(j,4)
energy plot4(j) = energy plot(j,4);
redox plot4(j) = redox plot(j,4):;
lac plot4(j) = lac _plot(j,4);
growth plot4(j) = growth plot(j,4);
end
end

energy plot5 = 0; redox plot5 = 0; lac plot5 = 0;
for j = 1 : length(lac _plot)

if energy plot(j,5) ~= 0 && redox plot(j,5) ~= 0 && lac plot(j,5)
energy plot5(j) = energy plot(j,5);
redox plot5(j) = redox plot(j,5);
lac _plot5(j) = lac _plot(j,5);
growth plot5(j) = growth plot(j,5);
end
end

energy ploté = 0; redox ploté = 0; lac _plot6 = 0;
for j = 1 : length(lac plot)

if energy plot(j,6) ~= 0 && redox plot(j,6) ~= 0 && lac plot(Jj,6)
energy ploté6(j) = energy plot(j,6);
redox plot6(j) = redox plot(j,6);
lac plot6(j) = lac _plot(j,6);
growth plot6(j) = growth plot(j,6);
end
end
figure

subplot (3,2,1)

scatter3 (energy plotl,redox plotl,lac plotl, [],lac plotl, 'filled")
colorbar

titulol = sprintf('a) Crecimiento > %0.2e',limites growth(1l));
title(titulol)

xlabel ('Razbébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 2)

scatter3 (energy plot2,redox plot2,lac plot2,[],lac plot2,'filled')
colorbar

titulo2 = sprintf('b) Crecimiento > %0.2e',limites growth(2));
title(titulo?2)

xlabel ('Razdédn energética')
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ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 3)

scatter3 (energy plot3,redox plot3,lac plot3, [],lac plot3,'filled")
colorbar

titulo3 = sprintf('c) Crecimiento > %0.2e',limites growth(3));
title(titulo3)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,4)

scatter3 (energy plot4,redox plot4,lac ploté4, [],lac plot4, 'filled")
colorbar

titulo4 = sprintf('d) Crecimiento > %0.2e',limites growth(4));
title(titulod)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,5)

scatter3 (energy plot5,redox plotb,lac plot5, [],lac plotb, 'filled")
colorbar

titulo5 = sprintf('e) Crecimiento > %0.2e',limites growth(5));
title(titulob)

xlabel ('Razdén energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 6)

scatter3 (energy plot6,redox plot6,lac ploté6, [],lac ploté6, 'filled")
colorbar

titulo6 = sprintf('f) Crecimiento > %0.2e (ideal)',limites growth(6));
title(titulob)

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

[v opt, r max] = max(v_lac(:));

g _opt = Gcomb (:,r max);

redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
lac _orden=lac _orden';

save (filetosave, 'lac orden','g orden','ind', 'redox orden',
'energy orden','growth orden', 'growth plot','lac plot', 'redox plot', 'energy pl
ot")

end
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9.15.2. Acido succinico

9.15.2.1. Una mutacion

Ac. succinico para BAL con glucosa Ac. succinico para BAL con glucosa
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Figura 98. Gréficos que muestran la relacién entre produccion de acido succinico (en escala de colores), razén de
poder reductor y razén energética para cada simulacion realizada con glucosa como sustrato. A la izquierda, el
gréfico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada
con un rectangulo.
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Figura 99. Graficos de produccion de acido succinico en la zona de factibilidad biolégica para glucosa, para cada
restriccion en el crecimiento.

El cédigo de Matlab es casi el mismo que se utilizé en el caso de etanol para un cambio
(Anexo N), modificando la funcién Optimizador y el main, por lo siguiente:
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function [v_opt, g opt] = Optimizador
(C,S5,y0,G,Gctes, filetocombinel, filetosave)
C: matriz estequiométrica

S: vector de flujos de entrada (s_j>0) o salidas (s_j<0) de cada metabolito
% y0: vector de condiciones iniciales [mmol/L]

Gctes: vector con ceros en la posicidén de las enzimas gque no pueden ser
modlflcadas
% Funcidén que entrega el flujo éptimo para cada G

o°
o°

%$Para todo G interesante, cambiar g sin cambiar los Gctes

Gi = G;

Gcomb = zeros(93,1);
y est = zeros(86,1);
v_est = zeros(93,1);
v_suc = 0;

v_growth = 0;

redox = 0;

enerqgy = 0;

%$Un sb6lo cambio

fileID = fopen(filetocombinel, 'r'");
formatSpec = '%d Sd';

sizeA = [2 Inf];

A = fscanf (filelD, formatSpec,sized);
A =A";

fclose (filelID);

a = 0;

for i = 1 : length(a)
if Gectes(A(i,1)) ~= 0
a=a+ 1;

Gi(A(i,1)) = A(i,2);
Gcomb (:,a) = Gi;
[y, v] = Integrador_estacionario (y0,S5,C,G1i);
y est (:,a)=y";
v_est (:,a)= v;
vV_suc (a) v(76);
v_growth (a) = v (28);
redox (a)= ((y(20)+y(22))/(y(19)+y(21)));
energy (a)= (y(53)/y(51));
Gi = G;
end

end

%ordenando vectores

[suc_orden, ind] = sort(v_suc, 'descend');

g _orden = Gcomb (:,ind);

redox orden = redox (ind);

energy orden = energy(ind);
growth orden = v_growth (ind);

previos growth = [1.0311E-5 1.4729E-5 1.3636E-5 1.0798E-5 4.086E-6 1.1887E-6
5.9954E-23];

previos redox = [0.113702347 0.125328145 0.098880038 0.108329032 0.116695738
0.119356309 0.03434003];

previos energy= [3.679517054 9.016425133 2.4479494 3.716678724 5.811656167
7.007174994 0.2351109381;
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%$definir los limites
if S(62) == 0.23/100
if previos growth(l) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(1l),6);
end
limites _redox = [0.5
limites_energy= [0.5
elseif S(9) == 0.23
if previos growth(2) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(2),6);
else
limites_growth
end
limites redox [0.5 2]*previos redox(2);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(2);
elseif S(9) == 0.177
if previos growth(3) >= 3.8e-10
limites growth linspace(3.8e-10,previos _growth(3),6);

2] *previos redox(1l);
2] *previos _energy (1) ;

0;

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(3);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(3);
elseif S(9) == 0.142
if previos growth (4) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(4),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(4);
limites _energy= [0.5 2]*previos energy (4);
elseif S(9) == 0.088

if previos growth(5) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(5),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(5);
limites energy= [0.5 2]*previos energy (5);
elseif S(9) == 0.053
if previos growth(6) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(6),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox (6);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(6);
elseif S(83) == 0.23

if previos growth(7) >= 3.8e-10
limites _growth = linspace(3.8e-10,previos growth(7),6);

else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(7);
limites_energy= [0.5 2]*previos energy (7);
end
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figure
subplot(1,2,1)

scatter3 (energy orden,redox orden,suc_orden, [],suc_orden, 'filled")

colorbar
if S(62) == 0.2
title ('Ac.
elseif S(9) ==
title('Ac.
elseif S(9) ==
title('Ac.
elseif S(9) ==
title ('Ac.
elseif S(9) ==
title ('Ac.
elseif S(9) ==
title ('Ac.
elseif S(83) ==
title ('Ac.
end

3/100
succinico
0.23
succinico
0.177
succinico
0.142
succinico
0.088
succinico
0.053
succinico
0.23
succinico

para

para

para

para

para

para

para

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)
subplot (1,2,2)

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

BAL

con glucosa')
con manitol')
con D:M 3:10")
con D:M 5:8
con D:M 8:5")
con D:M 10:3

con DEHU')

(S.

japonica) ')

(M. pyrifera)"')

scatter3 (energy orden,redox orden,suc_orden, [],suc_orden, 'filled")

colorbar

view (0, 90)

if S(62) == 0.23/100
title('Ac. succinico para BAL con glucosa')
axis ([0 7.4 0 0.231)

elseif S(9) == 0.23
title ('Ac. succinico para BAL con manitol')
axis ([0 18.1 0 0.261)

elseif S(9) == 0.177
title('Ac. succinico para BAL con D:M 3:10'")
axis ([0 5 0 0.2])

elseif S(9) == 0.142
title ('Ac. succinico para BAL con D:M 5:8 (S.
axis ([0 7.5 0 0.221)

elseif S(9) == 0.088
title('Ac. succinico para BAL con D:M 8:5')
axis ([0 12 0 0.241)

elseif S(9) == 0.053
title('Ac. succinico para BAL con D:M 10:3
axis ([0 14.1 0 0.24])

elseif S(83) == 0.23
title ('Ac. succinico para BAL con DEHU')
axis ([0 0.5 0 0.071)

end

xlabel ('Razbébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

hold on

rectangle ('Position', [limites energy (1)

limites energy (
hold off

1))
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if limites growth == 0
[v opt, r max] = max(v_suc(:));
g opt = Gcomb (:,r max);
redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
suc_orden=suc_orden';

save (filetosave, 'A','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0',
'v opt', 'g opt', 'v_suc', 'limites growth', 'limites redox',
'limites_energy', 'v_growth', 'redox', 'energy', 'suc orden','g orden', 'ind',
'redox orden', 'energy orden', 'growth orden')

return

end

energy plot = 0;
redox plot = 0;
suc_plot = 0;
growth plot = 0;
g plot i = 0;

g _plot = 0;

d = 0;

for i = 1 : length(limites growth)
for j = 1 : length(suc_orden)

if growth orden(j) ~= 0
if growth orden(j) >= limites growth (i)
if redox orden(j) >= limites redox(1l)
if redox orden(j) <= limites redox(2)
if energy orden(j) >= limites energy (1)
if energy orden(j) <= limites energy(2)

d=d+ 1;
growth plot(d,i) = growth orden(3j);
energy plot(d,i) = energy orden(j);
redox plot(d,i) = redox orden(j);
suc_plot(d,i) = suc_orden(j);
end
end
end
end
end
end
end
d = 0;

end

energy plotl = 0; redox plotl = 0; suc plotl = 0;
for j = 1 : length(suc plot)
if energy plot(j,1) ~= 0 && redox plot(j,1l) ~= 0 && suc _plot(j,1) ~= 0

energy plotl(j) = energy plot(j,1);
redox plotl(j) = redox plot(j,1);
suc_plotl(j) = suc plot(j,1);
growth plotl(j) = growth plot(j,1);

end
end
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energy plot2 = 0; redox plot2 = 0; suc_plot2 = 0;
for j = 1 : length(suc plot)

if energy plot(j,2) ~= 0 && redox plot(j,2) ~= 0 && suc _plot(j,2)
energy plot2(j) = energy plot(j,2);
redox plot2(j) = redox plot(j,2);
suc_plot2(j) = suc _plot(j,2);
growth plot2(j) = growth plot(j,2);
end
end

energy plot3 = 0; redox plot3 = 0; suc_plot3 = 0;
for j = 1 : length(suc plot)

if energy plot(j,3) ~= 0 && redox plot(j,3) ~= 0 && suc _plot(j,3)
energy plot3(j) = energy plot(j,3);
redox plot3(j) = redox plot(j,3);
suc_plot3(j) = suc_plot(j,3);
growth plot3(j) = growth plot(j,3);
end
end

energy plot4 = 0; redox plot4d = 0; suc plotd = 0;
for j = 1 : length(suc_plot)

if energy plot(j,4) ~= 0 && redox plot(j,4) ~= 0 && suc _plot(j,4)
energy plot4(j) = energy plot(j,4);
redox plot4 (j) = redox plot(j,4);
suc_plot4(j) = suc_plot(j,4);
growth plot4(j) = growth plot(j,4);
end
end

energy plot5 = 0; redox plot5 = 0; suc_plot5 = 0;
for j = 1 : length(suc_plot)

if energy plot(j,5) ~= 0 && redox plot(j,5) ~= 0 && suc_plot(Jj,5)
energy plot5(j) = energy plot(j,5);
redox plot5(j) = redox plot(j,5);
suc_plot5(j) = suc_plot(j,5);
growth plot5(j) = growth plot(j,5);
end
end

energy ploté = 0; redox ploté6 = 0; suc_plot6 = 0;
for j = 1 : length(suc_plot)

if energy plot(j,6) ~= 0 && redox plot(j,6) ~= 0 && suc_plot(j,6)
energy plot6(j) = energy plot(j,6);
redox plot6(j) = redox plot(j,6);
suc_plot6(j) = suc_plot(j,6);
growth plot6(j) = growth plot(j,6);
end
end
figure

subplot (3,2,1)

scatter3 (energy plotl,redox plotl,suc_plotl, [],suc_plotl, 'filled")
colorbar

titulol = sprintf('a) Crecimiento > %0.2e',limites growth(1l));
title(titulol)

xlabel ('Razdédn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,2)

scatter3 (energy plot2,redox plot2,suc plot2, [],suc plot2, 'filled')
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colorbar

titulo2 = sprintf('b) Crecimiento > %0.2e',limites growth(2));
title(titulo?2)

xlabel ('Razdédn energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 3)

scatter3 (energy plot3,redox plot3,suc plot3, [],suc plot3,'filled")
colorbar

titulo3 = sprintf('c) Crecimiento > %0.2e',limites growth(3));
title(titulo3)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,4)

scatter3 (energy plot4,redox plot4,suc ploté4, [],suc plot4, 'filled")
colorbar

titulod4 = sprintf('d) Crecimiento > %0.2e',limites growth(4));
title(titulod)

xlabel ('Razdén energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,5)

scatter3 (energy plot5,redox plot5,suc_plot5, [],suc_plotb, 'filled")
colorbar

titulo5 = sprintf('e) Crecimiento > %0.2e',limites growth(5));
title(titulob)

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 6)

scatter3 (energy plot6,redox plot6,suc _plot6, [],suc _ploté6, 'filled")
colorbar

titulo6 = sprintf('f) Crecimiento > %0.2e (ideal)',limites growth(6));
title(tituloo6)

xlabel ('Razdébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

[v opt, r max] = max(v_suc(:));
g opt = Gcomb (:,r max);

redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
suc_orden=suc_orden';

save (filetosave, 'A','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0',
'v_opt', 'g opt', 'v suc', 'limites growth', 'limites redox',

'limites _energy', 'v _growth', 'redox', 'energy', 'suc orden','g orden',6 'ind',
'redox orden', 'energy orden', 'growth orden', 'growth plot', 'suc plot', 'redox pl
ot', 'energy plot')
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$MAIN un cambio - succinato

%% Cargar matriz estequiométrica C
= sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal','A1:C086"'));

@

$Definir S para glucosa

S = zeros(86,1);

S(62) = 0.23/100; %entrada de GLCx

$Definir S para manitol puro

S1 = zeros(86,1);

S51(9) = 0.23; %entrada a F6P

S51(19) = -0.23; %uso de NAD en entrada a Fo6P

31(20) = 0.23; %produccién de NADH en entrada a F6P

$Definir S para manitol:DEHU 0.177:0.053

S52(9) = 0.177; %entrada a F6P

52(19) = -0.177; %uso de NAD en entrada a F6P

32(20) = 0.177; %produccidén de NADH en entrada a F6P
S2(83) = 0.053; %entrada a KDG

S2(20) = -0.053; %uso de NADH en entrada a KDG
$2(19) = 0.053; %$produccidén de NAD en entrada a KDG
S2(17) = 0.053; %$entrada a KDPG

52 (53) = -0.053; %uso de ATP en entrada a KDPG
52(51) = 0.053; S%$produccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.142:0.088
S3 = zeros(86,1);

S3(9) = 0.142; %entrada a Fo6P

53(19) = -0.142; %uso de NAD en entrada a F6P

S3(20) = 0.142; Sproduccién de NADH en entrada a F6P
S3(83) = 0.088; %entrada a KDG

53(20) = -0.088; %uso de NADH en entrada a KDG
33(19) = 0.088; %produccidén de NAD en entrada a KDG
S3(17) = 0.088; %entrada a KDPG

S3(53) = -0.088; %uso de ATP en entrada a KDPG
S3(51) = 0.088; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.088:0.142

54 (9) = 0.088; %entrada a Fo6P

S4(19) = -0.088; %uso de NAD en entrada a F6P

S4(20) = 0.088; %produccidén de NADH en entrada a F6P
54 (83) = 0.142; %entrada a KDG

54 (20) = -0.142; %Suso de NADH en entrada a KDG
S4(19) = 0.142; %produccién de NAD en entrada a KDG
S4(17) = 0.142; %Sentrada a KDPG

S4(53) = -0.142; %uso de ATP en entrada a KDPG
S4(51) = 0.142; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.053:0.177

S5 zeros (86,1);

= 0.053; %$entrada a F6P

= -0.053; %uso de NAD en entrada a F6P

0.053; %produccidén de NADH en entrada a F6P
0.177; %$entrada a KDG

-0.177; %uso de NADH en entrada a KDG
0.177; %produccién de NAD en entrada a KDG
= 0.177; %entrada a KDPG

= -0.177; %uso de ATP en entrada a KDPG

S5 (9)
S5(19)
S5(20)
S5(83)
S5(20)
S5(19)
S5(17)
S5(53)
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S5(51) = 0.177; Sproduccién de ADP en entrada a KDPG
$Definir S para DEHU puro
S6 = zeros(86,1);

S6(83) = 0.23; %entrada a KDG

S6(20) = -0.23; %Suso de NADH en entrada a KDG
S6(19) = 0.23; %$produccién de NAD en entrada a KDG
S6(17) = 0.23; %entrada a KDPG

S6(53) = -0.23; %uso de ATP en entrada a KDPG
S6(51) = 0.23; %produccidén de ADP en entrada a KDPG

%% Definir G
$Definir G para glucosa

G = ones(93,1);
G(65:70) = 0; %apagar lactato y formato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI

$Definir G para manitol:DEHU

G MD = ones(93,1);

G MD(65:70) = 0; %apagar lactato y formato
G_MD(77 83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
G MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

%% Definir Gctes
$Definir Gctes para glucosa
Gctes GLC = ones(93,1);

Gctes GLC(61) = 0; %no cambiar la entrada de GLC
Gctes GLC(47) = 0; %no cambiar la entrada de GLC
Gctes GLC(48) = 0; %no cambiar la entrada de GLC
Gectes GLC(73) = 0; %no cambiar salida de etanol
Gctes GLC(74) = 0; %no cambiar salida de etanol
Gctes GLC(93) = 0; %no cambiar degradacidn ACE
Gctes GLC(65:70) =
(

0; %apagar lactato y formato
0

Gctes GLC(77:83) ; %apagar sistema de DEHU y de MANI

$Definir Gctes para manitol:DEHU
Gctes MD = ones (93,1);

Gctes MD(73) 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes MD(74) = 0; %no cambiar salida de etanol

Gctes MD(93) 0; %no cambiar degradacién ACE

Gctes MD(65:70) = 0; %apagar lactato y formato

Gectes MD(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
Gectes MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

Gctes MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

%% Condiciones iniciales

y0 = zeros(86,1);

y0 (1) = 0.154743; SACCOA, mmol/L
y0(2) = 0.0321498; %ACO, mmol/L
y0(3) = 0.0143909; %ACP, mmol/L
y0 (4) 0.59787; %AKG, mmol/L
y0(5) = 0.0654106; %BPG, mmol/L
y0(6) = 0.0895305; %CIT, mmol/L
yO(7) = 0.437094; %$DAP, mmol/L
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= 0.1313; %E4P, mmol/L
= 0.261766; %F6P, mmol/L

[ NeoNoRololNoNeol Vel el VeololoNoNoNolNoNoloNoNeoN YelNolNoloBoloNoNoNoNoNoNololololoNoNoNoNoNol i SlelolNoNolNolNolNolNo]

.281808; %FDP, mmol/L
.213115; %FUM, mmol/L
.86113; %G6P, mmol/L
.117183; %GAP, mmol/L
.00326165; %GL6P, mmol/L
.00881041; %GLX, mmol/L
.105782; %ICIT, mmol/L
.0868177; %KDPG, mmol/L
.03215; %MAL, mmol/L
.41154; %NAD, mmol/L
.158456; %NADH, mmol/L
.167837; SNADP, mmol/L
.0891628; %NADPH, mmol/L
.12784; %0OAA, mmol/L
.997038; %PEP, mmol/L
.378297; %$PGA2, mmol/L
.696274; %PGA3, mmol/L
.1316; %$PGN, mmol/L
.236891; %PYR, mmol/L
.326117; %0Q, mmol/L
.673883; %0QH2, mmol/L
.106842; %R5P, mmol/L
.341827; %RU5SP, mmol/L
.141985; %s7P, mmol/L
.216055; %sUC, mmol/L
.0410878; %SUCCOA, mmol/L
.506018; %X5P, mmol/L
.000334013; %ei, mmol/L
.00638116; %eiP, mmol/L
.0142019; %eiia, mmol/L
.480569; %eiiaP, mmol/L
.7191E-05; %eiicb, mmol/L
.000342621; %eiicbP, mmol/L
.000191212; S%hpr, mmol/L
.00525081; %$hprP, mmol/L
.000542744; %icd, mmol/L
.0514573; %icdP, mmol/L
.00278094; %tal, mmol/L
.0572191; %talC3, mmol/L
.0138308; %tkt, mmol/L
.0561692; %tktC2, mmol/L
.598315; %ADP, mmol/L
.186253; %AMP, mmol/L
.5722; %ATP, mmol/L
.923131; %CAMP, mmol/L
.76395; %P, mmol/L
.262683; %MgADP, mmol/L
.37121; S$MgATP, mmol/L
.0413815; $%$MgFDP, mmol/L
.253914; %FAD, mmol/L
.746086; %FADH2, mmol/L
.000186708; S%$ACE, mmol/L
.00633337; %GLCx, mmol/L
.000186687; %ACEx, mmol/L
.37448E-05; %Hout, mmol/L
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\o

.00403337;
.99943;
.000186697;
.000186708;
.000186697;
.000186687;
.000186708;
.000186697;
.000186687;
.216055;
.216055;
.000186708;
.000186697;
.000186687;
.000186708;
.000186708;
.000186697;
.000186687;
.000186708;
.000186708;
.000186697;
.000186687;

SPp,

%GLCp,

%SUCp,
%$SUCx,

mmol/L
mmol/L

$ACEp, mmol/L
%$FOR, mmol/L
$FORp, mmol/L
$FORx, mmol/L
$LAC, mmol/L
$LACp, mmol/L
$LACx, mmol/L
mmol/L
mmol/L
$ETH, mmol/L
$ETHp, mmol/L
%$ETHx, mmol/L
%$AcAld, mmol/L
$DEHU, mmol/L
$DEHUp, mmol/L
$DEHUx, mmol/L
$KDG, mmol/L
$MANI, mmol/L
$MANIp, mmol/L
$MANIx, mmol/L

%% Resolucidén del problema
$Un s6lo cambio

fileID =

fopen('combil.txt', 'w'");

generate(1,1:93,[],filelD)
fclose (filelID) ;

_opt G,

g_opt_G] =

v Optimizador
C,s,y0,G,Gctes_GLC, 'combil.txt','SUClglucosa.mat');

manitol:DEHU 0.053:0.177

[v opt MD4,
(

C,85,y0,G MD,Gctes MD, 'combil.txt', 'SUCIMD4.mat');

g_opt MD4]

= Optimizador
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9.15.2.2. Dos mutaciones

% msﬂc. succinico para BAL con glucosa Ac. succinico para BAL con glucosa
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Figura 100. Graficos que muestran la relacién entre produccién de acido succinico (en escala de colores), razéon de
poder reductor y razén energética para cada simulacion realizada con glucosa como sustrato. A la izquierda, el
gréfico de todas las simulaciones; a la derecha, el gréafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada
con un rectangulo.
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Figura 101. Gréficos de produccion de acido succinico en la zona de factibilidad biolégica para glucosa, para cada
restriccion en el crecimiento en las simulaciones con dos mutaciones
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Ac. succinico para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera) Ac. succinico para BAL con D:M 10:3 (M. pyrifera)
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Figura 102. Graficos que muestran la relacién entre produccion de acido succinico (en escala de colores), razén de
poder reductor y razén energética para cada simulacion realizada con M. pyrifera como sustrato. A la izquierda, el
gréfico de todas las simulaciones; a la derecha, el grafico con las simulaciones cercanas a la zona factible graficada
con un rectangulo.

En cuanto al codigo de Matlab, en este caso hay que cambiar la funcién Optimizador y el
main, por lo siguiente:

function [v_opt, g opt] = Optimizador
C,S,y0,G,Gctes, filetocombine2, filetosave)

C: matriz estequiométrica

S: vector de flujos de entrada (s_j>0) o salidas (s_j<0) de cada metabolito
y0: vector de condiciones iniciales [mmol/L]

Gctes: vector con ceros en la posicidén de las enzimas que no pueden ser
modificadas

% Funcidén que entrega el flujo éptimo para cada G

o 0° o° —~

o°

o
o

$Para todo G interesante, cambiar g sin cambiar los Gctes
Gi = G;

Gcomb = zeros(93,1);

y _est = zeros(86,1);

v_est = zeros(93,1);

v_suc = 0;
v_growth = 0;
redox = 0;

energy = 0;

% %Dos cambios

fileID2 = fopen(filetocombine2, 'r'");
formatSpec = '%d %d %d 3d';

sizeB = [4 Inf];

B = fscanf (filelID2, formatSpec, sizeB);

B =B';
fclose (fileID2);
b = 0;
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for i = 1 : length(B)
)

if Gctes(B(i, 1) ~= 0
if Gctes(B(i,3)) ~= 0
b=Db+ 1;
Gi(B(i,1)) = B(i,2);
Gi(B(i,3)) = B(i,4);
Gcomb (:,b) = Gi;
[y, v] = Integrador estacionario (y0,S,C,Gi);
y est (:,b) = y';
v est (:,b) = v;
v_suc (:,b) = v(67);
v_growth (b) = v (28);
redox (b)= ((y(20)+y(22))/(y(19)+y(21)));
energy (b)= (y(53)/y(51));
Gi = G;
end
end
end
[v opt, r max] = max(v_suc(:));
g opt = Gcomb (:,r max);
save (filetosave, 'B','Gcomb', 'v est', 'y est', 'C', 'S', 'Gctes', 'y0
'v_opt', 'g opt', 'v_suc', 'v _growth', 'redox', 'energy')
end
$MAIN para succinato - 2 cambios
%% Cargar matriz estequiométrica C
C = sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal','A1:C086"));

$Definir S para glucosa

S = zeros(86,1);

S(62) = 0.23/100; %entrada de GLCx

$Definir S para manitol puro

S1 = zeros(86,1);

S1(9) = 0.23; %entrada a F6P

S1(19) = -0.23; %uso de NAD en entrada a F6P

31(20) = 0.23; %produccidén de NADH en entrada a F6P
$Definir S para manitol:DEHU 0.177:0.053

’

)
= 0.177; %entrada a F6P

32 (9)

S2(19) = -0.177; %uso de NAD en entrada a F6P

32 (20) = 0.177; %produccidén de NADH en entrada a F6P
52(83) = 0.053; %entrada a KDG

52 (20) = -0.053; %uso de NADH en entrada a KDG
52(19) = 0.053; %$produccién de NAD en entrada a KDG
S2(17) = 0.053; %entrada a KDPG

52 (53) = -0.053; %uso de ATP en entrada a KDPG

52 (51) = 0.053; S%Sproduccién de ADP en entrada a KDPG
$Definir S para manitol:DEHU 0.142:0.088

S3 = zeros(86,1);

S3(9) = 0.142; %entrada a F6P
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53(19) = -0.142; %uso de NAD en entrada a F6P

33(20) = 0.142; %produccién de NADH en entrada a Fo6P
53(83) = 0.088; %entrada a KDG

33(20) = -0.088; %uso de NADH en entrada a KDG
S3(19) = 0.088; S$produccién de NAD en entrada a KDG
S3(17) = 0.088; %entrada a KDPG

53(53) = -0.088; %uso de ATP en entrada a KDPG
33(51) = 0.088; %produccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.088:0.142

S4(9) = 0.088; %entrada a F6P

54 (19) = -0.088; %uso de NAD en entrada a F6P

34 (20) = 0.088; %$produccidén de NADH en entrada a Fo6P
S4(83) = 0.142; %entrada a KDG

S4(20) = -0.142; %uso de NADH en entrada a KDG
S4(19) = 0.142; %Sproduccidén de NAD en entrada a KDG
S4(17) = 0.142; %entrada a KDPG

54 (53) = -0.142; %uso de ATP en entrada a KDPG
S4(51) = 0.142; Sproduccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para manitol:DEHU 0.053:0.177

S5(9) = 0.053; %entrada a FoP

55(19) = -0.053; %uso de NAD en entrada a F6P

S5(20) = 0.053; S%$produccién de NADH en entrada a F6P
S5(83) = 0.177; %entrada a KDG

55(20) = =-0.177; %uso de NADH en entrada a KDG
S5(19) = 0.177; %Sproduccidén de NAD en entrada a KDG
S5(17) = 0.177; %entrada a KDPG

S5(53) = -0.177; %uso de ATP en entrada a KDPG
S5(51) = 0.177; Sproduccién de ADP en entrada a KDPG

$Definir S para DEHU puro

56(83) = 0.23; %entrada a KDG

S6(20) = -0.23; %Suso de NADH en entrada a KDG
S6(19) = 0.23; %produccién de NAD en entrada a KDG
S6(17) = 0.23; %entrada a KDPG

56(53) = -0.23; %uso de ATP en entrada a KDPG
S6(51) = 0.23; %$produccidén de ADP en entrada a KDPG

%% Definir G
$Definir G para glucosa

G ones (93,1);
G(65:70) = 0; %apagar lactato y formato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI

$Definir G para manitol:DEHU

G MD = ones(93,1);

G MD(65:70) = 0; %apagar lactato y formato

G MD(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
G MD(61) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(47) = 0; %apagar la entrada de GLC

G MD(48) = 0; %apagar la entrada de GLC

%% Definir Gctes

$Definir Gctes para glucosa

Gctes GLC = ones(93,1);

Gctes GLC(61) = 0; %no cambiar la entrada de GLC
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Gctes GLC
Gctes GLC
Gctes GLC
Gctes GLC
Gctes GLC
Gctes GLC
Gctes GLC
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:70)
77:83)

o\

la entrada de GLC

la entrada de GLC

salida de etanol

cambiar salida de etanol

cambiar degradaciédn ACE

%apagar lactato y formato

%apagar sistema de DEHU y de MANI

cambiar
cambiar
cambiar

@]

o©

@)

o

@)

o\

o

o\

n

o

0;
0;

$Definir Gctes para manitol:DEHU

Gctes MD
Gctes MD
Gctes MD
Gctes MD
Gctes MD
Gctes MD
Gctes MD
Gctes MD
Gctes_MD
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5
7
9
6
5
6
4
4

ones (93,1);

3) = 0; %no cambiar salida de etanol

4) = 0; %no cambiar salida de etanol

3) = 0; %no cambiar degradacién ACE

5:70) = 0; %apagar lactato y formato

7:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
1) = 0; %apagar la entrada de GLC

7) = 0; %apagar la entrada de GLC

8) = 0; %apagar la entrada de GLC

154743;

.0321498;
.0143909;

.59787;

.0654106;
.0895305;

.437094;
.1313;
.261766;

.281808;
.213115;
.86113;

.117183;

.00326165;
.00881041;

.105782;
.0868177;
.03215;
.41154;
.158456;
.167837;
.0891628;
.12784;
.997038;
.378297;
.696274;
.1316;
.236891;
.326117;
.673883;
.106842;
.341827;
.141985;
.216055;
.0410878;
.506018;

$AKG,

%DAP,
SE4P,
$F6P,

$G6P,

SMAL,
SNAD,

$PGN,

Condiciones iniciales
zeros (86,1);

= 0. $ACCOA, mmol/L

$ACO, mmol/L
$ACP, mmol/L
mmol/L
$BPG, mmol/L
%CIT, mmol/L
mmol/L
mmol/L
mmol/L
$FDP, mmol/L
$FUM, mmol/L
mmol/L
%GAP, mmol/L
$GL6P, mmol/L
$GLX, mmol/L
$ICIT, mmol/L
$KDPG, mmol/L
mmol/L
mmol/L
$NADH, mmol/L
$NADP, mmol/L
$NADPH, mmol/L

$0OAA, mmol/L

$PEP, mmol/L
$PGA2, mmol/L
$PGA3, mmol/L
mmol/L
%$PYR, mmol/L
%Q, mmol/L
%$QH2, mmol/L
%$R5P, mmol/L
$RUS5P, mmol/L
%S7P, mmol/L
%$SUC, mmol/L
%$SUCCOA, mmol/L
%X5P, mmol/L
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y0(37) = 0.000334013; %ei, mmol/L
y0(38) = 0.00638116; %eiP, mmol/L
y0(39) = 0.0142019; %eiia, mmol/L

y0 (40) = 0.480569; %eiiaP, mmol/L
y0(41) = 4.7191E-05; %eiicb, mmol/L
y0(42) = 0.000342621; %eiicbP, mmol/L
y0(43) = 0.000191212; Shpr, mmol/L
y0(44) = 0.00525081; %hprP, mmol/L
yv0 (45) = 0.000542744; %icd, mmol/L
y0(46) = 0.0514573; %icdP, mmol/L
y0(47) = 0.00278094; %tal, mmol/L
y0(48) = 0.0572191; %talC3, mmol/L
y0(49) = 0.0138308; %tkt, mmol/L

y0 (50) = 0.0561692; %tktC2, mmol/L
y0(51) = 0.598315; %ADP, mmol/L
y0(52) = 0.186253; %AMP, mmol/L
y0(53) = 2.5722; %ATP, mmol/L

y0(54) = 0.923131; %CAMP, mmol/L

y0 (55) = 9.76395; %P, mmol/L

y0 (56) = 0.262683; $MgADP, mmol/L
y0(57) = 2.37121; %$MgATP, mmol/L
y0(58) = 0.0413815; S$MgFDP, mmol/L
y0(59) = 0.253914; S$FAD, mmol/L

y0 (60) = 0.746086; %FADH2, mmol/L
y0(61) = 0.000186708; SACE, mmol/L
y0(62) = 0.00633337; %GLCx, mmol/L
y0(63) = 0.000186687; %ACEx, mmol/L
y0(64) = 5.37448E-05; %Hout, mmol/L
y0(65) = 0.00403337; %GLCp, mmol/L
y0(66) = 9.99943; %Pp, mmol/L

y0(67) = 0.000186697; SACEp, mmol/L
y0(68) = 0.000186708; %FOR, mmol/L
y0(69) = 0.000186697; %FORp, mmol/L
y0(70) = 0.000186687; %FORx, mmol/L
y0(71) = 0.000186708; SLAC, mmol/L
y0(72) = 0.000186697; SLACp, mmol/L
y0(73) = 0.000186687; SLACx, mmol/L
y0(74) = 0.216055; %SUCp, mmol/L
y0(75) = 0.216055; %$SUCx, mmol/L
y0(76) = 0.000186708; %ETH, mmol/L
y0(77) = 0.000186697; %ETHp, mmol/L
y0(78) = 0.000186687; %ETHx, mmol/L
y0(79) = 0.000186708; %AcAld, mmol/L
y0(80) = 0.000186708; %DEHU, mmol/L
y0(81) = 0.000186697; %DEHUp, mmol/L
y0(82) = 0.000186687; %DEHUx, mmol/L
y0(83) = 0.000186708; %KDG, mmol/L
y0(84) = 0.000186708; SMANI, mmol/L
y0(85) = 0.000186697; S$MANIp, mmol/L
y0(86) = 0.000186687; $MANIx, mmol/L

% %Dos cambios

Resolucién del problema

fileID2 = fopen('combi2.txt','w');
generate(2,1:93,[]1,fi1i1leID2)
fclose(fileID2) ;
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v_opt G, g opt G] = Optimizador
C,8,y0,G,Gctes_GLC, 'combiZ2.txt', 'SUCglucosa.mat');
$Macrocystis

[v_opt MD4, g opt MD4] = Optimizador

(C,85,y0,G _MD,Gctes MD, 'combiZ2.txt', 'SUCMD4.mat'") ;

Ademas, para generar los graficos se agrego la funcién Graficar, a la cual se le ingresan
como parametros los datos guardados en el main, para cada simulacion, y el nombre del
nuevo archivo donde se quieren guardar las demas matrices generadas:

function Graficar (file,filetosave)
load(file)

%ordenando vectores

[suc_orden, ind] = sort(v_suc, 'descend');

g _orden = Gcomb (:,ind);

redox orden = redox (ind);

energy orden = energy(ind);

growth orden = v_growth (ind);

previos growth = [1.0311E-5 1.4729E-5 1.3636E-5 1.0798E-5 4.086E-6 1.1887E-6
5.9954E-23];

previos redox = [0.113702347 0.125328145 0.098880038 0.108329032 0.116695738

0.119356309 0.03434003];
previos energy= [3.679517054 9.016425133 2.4479494 3.716678724 5.811656167
7.007174994 0.235110938];

$definir los limites

if S(62) == 0.23/100
if previos growth(l) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(1l),6);
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(1l);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(1l);
elseif S(9) == 0.23
if previos growth(2) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(2),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(2);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(2);
elseif S(9) == 0.177
if previos growth(3) >= 3.8e-10
limites growth = linspace(3.8e-10,previos growth(3),6);
else
limites growth = 0;
end
limites redox = [0.5 2]*previos redox(3);
limites energy= [0.5 2]*previos energy(3);
elseif S(9) == 0.142

if previos growth(4) >= 3.8e-10
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limites_growth =
else
limites growth
end
limites _redox = [0.5
limites energy= [O0.
elseif S(9) == 0.088
if previos growth (5)
limites_growth =
else
limites growth
end
limites redox = [0.5
limites_energy= [O0.
elseif S(9) == 0.053
if previos growth (6)
limites growth =
else
limites_growth
end
limites redox = [0.5
limites energy= [O0.
elseif S(83) == 0.23
if previos growth(7)
limites _growth =

ul

()]

ul

else
limites growth =
end
limites _redox = [0.5
limites_energy= [0.5
end
figure

subplot (1,2,1)

linspace(3.8e-10,previos_growth(4),6);

0;

2] *previos redox(4);
2] *previos energy (4);

>= 3.8e-10
linspace (3.8e-10,previos_growth(5), 6);

0;

2] *previos redox(5);
2] *previos _energy (5);

>= 3.8e-10
linspace (3.8e-10,previos growth (6),6);

0;

2] *previos redox(6);
2] *previos energy (6);

>= 3.8e-10
linspace (3.8e-10,previos_growth(7),6);

0;

2] *previos redox(7);
2] *previos _energy (7);

scatter3 (energy orden,redox orden,suc_orden, [],suc_orden, 'filled")

colorbar
if S(62) == 0.23/100
title ('Ac. succinico
elseif S(9) == 0.23
title('Ac. succinico
elseif S(9) == 0.177
title ('Ac. succinico
elseif S(9) == 0.142
title('Ac. succinico
elseif S(9) == 0.088
title('Ac. succinico
elseif S(9) == 0.053
title ('Ac. succinico
elseif S(83) == 0.23

title ('Ac. succinico
end

xlabel ('Razdédn energética'

para BAL
para BAL
para BAL
para BAL
para BAL
para BAL
para BAL

)

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)
subplot (1,2,2)

con

con

con

con

con

con

con

glucosa')

manitol"')

D:M 3:10")

D:M 5:8 (S. japonica)')

D:M 8:5")
D:M 10:3

DEHU")

(M. pyrifera)')

scatter3 (energy orden,redox_ orden,suc_orden, [],suc_orden, 'filled")

colorbar
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view (0, 90
if S(62)

end

xlabel ('Raz
ylabel ('Raz
hold on

rectangle ('Position', [limites energy (1)

limites_ene
hold off

0.23/100

Ac. succinico para BAL
7.4 0 0.23])
== 0.23

Ac. succinico para BAL
18.1 0 0.261])
== 0.177

Ac. succinico para BAL
50 0.2])
== 0.142

Ac. succinico para BAL
7.5 0 0.22])

== 0.088

Ac. succinico para BAL
12 0 0.241)

== 0.053

Ac. succinico para BAL
14.1 0 0.241])

) == 0.23

Ac. succinico para BAL
0.5 0 0.07])

6n energética')
6n poder reductor')

rgy (1))

con

con

con

con

con

con

con

'v_est',

if limites growth == 0
[v opt, r max] = max(v_suc(:));
g opt = Gcomb (:,r max);
redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
suc_orden=suc_orden';
save (filetosave, 'B', 'Gcomb',
'v opt', 'g opt', 'v_suc',

'limites energy',
'redox orden',

return
end

energy plot
redox plot
suc_plot
growth plot
g plot i
g _plot
d 0;
for 1 =1

for J

0;

if growth orden(3j)

'v_growth',

= 0;
= 0;
0;
= 0;
0;

length (limites growth)
1 : length(suc_orden)
~= 0

'limites growth',

glucosa')

manitol")

D:M 3:10")

D:M 5:8

D:M 8:5")

D:M 10:3

DEHU')
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'redox', 'energy',
'energy orden', 'growth orden')
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(M. pyrifera)')

1)
1)

'C', 'S',

'Gctes',

y0
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if growth orden(j) >= limites growth (i)
if redox orden(j) >= limites redox(1l)
%1f redox orden(j) ~= 0
if redox orden(j) <= limites redox(2)
if energy orden(j) >= limites energy(l)
%1f energy orden(j) ~= 0
if energy orden(j) <= limites energy(2)
d=d+ 1;
growth plot(d,i) = growth orden(3j);
energy plot(d,i) = energy orden(j);
redox plot(d,i) = redox orden(j);
suc_plot(d,i) = suc_orden(j);
end
%end
end
end
send
end
end
end
end
d = 0;
end
energy plotl = 0; redox plotl = 0; suc plotl = 0;
for 3 =1 length (suc_plot)
if energy plot(j,1) ~= 0 && redox plot(j,1l) ~= 0 && suc plot(j,1) ~= 0
energy plotl(j) = energy plot(j,1);
redox plotl(j) = redox plot(j,1);
suc_plotl(j) = suc_plot(j,1);
growth plotl(j) = growth plot(j,1);
end
end
energy plot2 = 0; redox plot2 = 0; suc_plot2 = 0;
for 3 =1 length (suc_plot)
if energy plot(j,2) ~= 0 && redox plot(j,2) ~= 0 && suc plot(j,2) ~= 0
energy plot2(j) = energy plot(j,2);
redox plot2(j) = redox plot(j,2);
suc_plot2(j) = suc_plot(j,2);
growth plot2(j) = growth plot(j,2);
end
end
energy plot3 = 0; redox plot3 = 0; suc_plot3 = 0;
for j =1 length (suc _plot)
if energy plot(j,3) ~= 0 && redox plot(j,3) ~= 0 && suc plot(j,3) ~= 0
energy plot3(j) = energy plot(j,3);
redox plot3(j) = redox plot(j,3);
suc_plot3(j) = suc_plot(j,3);
growth plot3(j) = growth plot(j,3);
end
end
energy plot4 = 0; redox plotd4d = 0; suc plotd = 0;
for j =1 length (suc_plot)
if energy plot(j,4) ~= 0 && redox plot(j,4) ~= 0 && suc _plot(j,4) ~= 0

energy plotd(3)

energy plot(j,4);
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redox plot4 (j) = redox plot(j,4);
suc_plot4(j) = suc _plot(j,4);
growth plot4(j) = growth plot(j,4);
end
end
energy plot5 = 0; redox plot5 = 0; suc _plot5 = 0;
for j = 1 : length(suc plot)

if energy plot(j,5) ~= 0 && redox plot(j,5) ~= 0 && suc plot(j,5)
energy plot5(j) = energy plot(j,5);
redox plot5(j) = redox plot(j,5);
suc_plot5(j) = suc _plot(j,5);
growth plot5(j) = growth plot(j,5);
end

end
energy plot6 = 0; redox plot6 = 0; suc_plot6 = 0;
for j = 1 : length(suc plot)

if energy plot(j,6) ~= 0 && redox plot(j,6) ~= 0 && suc plot(j,6)
energy plot6(j) = energy plot(j,6);
redox plot6(j) = redox plot(j,6);
suc_plot6(j) = suc_plot(j,6);
growth plot6(j) = growth plot(j,6);
end
end
figure

subplot (3,2,1)

scatter3 (energy plotl,redox plotl,suc plotl, [],suc _plotl, 'filled')
colorbar

titulol = sprintf('a) Crecimiento > %0.2e',limites growth(1l));
title (titulol)

xlabel ('Razdbn energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,2)

scatter3 (energy plot2,redox plot2,suc plot2, [],suc _plot2, 'filled")
colorbar

titulo2 = sprintf('b) Crecimiento > %0.2e',limites growth(2));
title(titulo?)

xlabel ('Razdébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 3)

scatter3 (energy plot3,redox plot3,suc plot3, [],suc _plot3, 'filled")
colorbar

titulo3 = sprintf('c) Crecimiento > %0.2e',limites growth(3));
title(titulo3)

xlabel ('Razdén energética')

ylabel ('Razdédn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2,4)

scatter3 (energy plot4,redox plot4,suc_plotd, [],suc _plot4, 'filled")
colorbar

titulo4 = sprintf('d) Crecimiento > %0.2e',limites growth(4));
title(titulod)

xlabel ('Razbébn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)
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subplot (3,2,5)

scatter3 (energy plotb,redox plotb,suc plot5, [],suc _plot5, 'filled')
colorbar

titulo5 = sprintf('e) Crecimiento > %0.2e',limites growth(5));
title(titulob)

xlabel ('Razdn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

subplot (3,2, 06)

scatter3 (energy plot6,redox plot6,suc_plot6, [],suc_plot6, 'filled')
colorbar

titulo6 = sprintf('f) Crecimiento > %0.2e (ideal)',limites growth (6));
title(titulo6)

xlabel ('Razdédn energética')

ylabel ('Razdn poder reductor')

view (0, 90)

[v opt, r max] = max(v_suc(:));
g _opt = Gcomb (:,r max);

redox orden=redox orden';
energy orden=energy orden';
growth orden=growth orden';
suc_orden=suc_orden';

save (filetosave, 'suc orden','g orden','ind', 'redox orden',
'energy orden', 'growth orden', 'growth plot', 'suc plot', 'redox plot', 'energy pl
ot")

end

9.15.2.3. Tres o0 mas mutaciones

Empleando los mismos programas anteriores para acido succinico, el cédigo del main de
Matlab utilizado para estas simulaciones es el siguiente:

SMAIN

%% Cargar matriz estequiométrica C
C = sparse(xlsread('Matriz estequiometrica.xlsx','Hojal','Al:C086"));

zeros (86,1);

) = 0.053; %entrada a F6P

9) -0.053; %Suso de NAD en entrada a FG6P

0) 0.053; %produccién de NADH en entrada a Fo6P
3) = 0.177; %entrada a KDG

0) = -0.177; %uso de NADH en entrada a KDG

9)

7)

3)

0.177; S%produccién de NAD en entrada a KDG
0.177; %Sentrada a KDPG
= -0.177; %uso de ATP en entrada a KDPG
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S(51) = 0.177;

o\

% Definir los G

o°

$produccidédn de

Definir G para manitol:DEHU

ADP en entrada a KDPG

G ones (93,1);

G(65:70) = 0; %apagar lactato y formato
G(77:83) = 0; %apagar sistema de DEHU y de MANI
G(6l) = 0; %apagar la entrada de GLC
G(47) = 0; %apagar la entrada de GLC
G(48) = 0; %apagar la entrada de GLC
%$Gl: —-SDH + XCH RMM SUCp - ALDH

Gl = G;

Gl (54) = 0;

Gl (75) = 2;

Gl(71) = 0;

$G2: —-SDH + XCH RMM SUCp + EDA

G2 = G;

G2 (54) = 0;

G2(75) = 2;

G2 (15) = 2;

%$G3: —-SDH + XCH_RMM_SUCp - ALDH + EDA
G3 = G;

G3(54) 0;

G3(75) = 2;

G3(71) 0;

G3(15) 2;

%G4: -SDH + XCH RMM SUCp - ALDH + EDA + XCH RMM SUCx
G4 = G;

G4 (54) = 0;

G4 (75) = 2;

G4 (71) = 0;

G4 (15) = 2;

G4 (76) = 2;

%% Condiciones iniciales

y0 = zeros(86,1);

y0 (1) = 0.154743; %ACCOA, mmol/L
y0(2) = 0.0321498; %ACO, mmol/L
y0(3) = 0.0143909; %ACP, mmol/L
y0(4) = 0.59787; %AKG, mmol/L

y0(5) = 0.0654106; %BPG, mmol/L

y0 (6) 0.0895305; %CIT, mmol/L
y0(7) = 0.437094; %DAP, mmol/L

y0(8) = 0.1313; %E4P, mmol/L

y0(9) = 0.261766; %$F6P, mmol/L
y0(10) = 0.281808; %FDP, mmol/L
y0(11) = 0.213115; %FUM, mmol/L
y0(12) = 0.86113; %G6P, mmol/L
y0(13) = 0.117183; %GAP, mmol/L
y0(14) = 0.00326165; %GL6P, mmol/L
y0(15) = 0.00881041; %GLX, mmol/L
y0(16) = 0.105782; SICIT, mmol/L
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.0868177; %KDPG, mmol/L
.03215; %MAL, mmol/L
.41154; %NAD, mmol/L
.158456; SNADH, mmol/L
.167837; SNADP, mmol/L
.0891628; %NADPH, mmol/L
.12784; %0OAA, mmol/L
.997038; %PEP, mmol/L
.378297; %$PGA2, mmol/L
.696274; SPGA3, mmol/L
.1316; %PGN, mmol/L
.236891; %PYR, mmol/L
.326117; %0, mmol/L
.673883; %$QH2, mmol/L
.106842; %R5P, mmol/L
.341827; %RU5P, mmol/L
.141985; %S7P, mmol/L
.216055; %sSUC, mmol/L
.0410878; %SUCCOA, mmol/L
.506018; %X5P, mmol/L
.000334013; %ei, mmol/L
.00638116; %eiP, mmol/L
.0142019; %eiia, mmol/L
.480569; %eiiaP, mmol/L
.7191E-05; %eiicb, mmol/L
.000342621; %eiicbP, mmol/L
.000191212; S%hpr, mmol/L
.00525081; %$hprP, mmol/L
.000542744; %icd, mmol/L
.0514573; %icdP, mmol/L
.00278094; %tal, mmol/L
.0572191; %talC3, mmol/L
.0138308; %tkt, mmol/L
.0561692; %tktC2, mmol/L
.598315; %ADP, mmol/L
.186253; %$AMP, mmol/L
.5722; %ATP, mmol/L
.923131; %CAMP, mmol/L
.76395; %P, mmol/L
.262683; %MgADP, mmol/L
.37121; SMgATP, mmol/L
.0413815; %MgFDP, mmol/L
.253914; %FAD, mmol/L
.746086; %FADH2, mmol/L
.000186708; S%ACE, mmol/L
.00633337; %GLCx, mmol/L
.000186687; %ACEx, mmol/L
.37448E-05; %Hout, mmol/L
.00403337; %GLCp, mmol/L
.99943; %$Pp, mmol/L
.000186697; %ACEp, mmol/L
.000186708; %$FOR, mmol/L
.000186697; %FORp, mmol/L
.000186687; %FORx, mmol/L
.000186708; S$LAC, mmol/L
.000186697; %LACp, mmol/L
.000186687; %$LACx, mmol/L
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y0(74) = 0.216055; %$SUCp, mmol/L
y0(75) = 0.216055; %$SUCx, mmol/L
y0(76) = 0.000186708; %ETH, mmol/L
y0(77) = 0.000186697; %ETHp, mmol/L
y0(78) = 0.000186687; $ETHx, mmol/L
y0(79) = 0.000186708; %AcAld, mmol/L
y0(80) = 0.000186708; %DEHU, mmol/L
y0(81l) = 0.000186697; %$DEHUp, mmol/L
y0(82) = 0.000186687; %$DEHUx, mmol/L
y0(83) = 0.000186708; %KDG, mmol/L
y0(84) = 0.000186708; SMANI, mmol/L
y0(85) = 0.000186697; %MANIp, mmol/L
y0(86) = 0.000186687; %$MANIx, mmol/L

%% Resolucién del problema

[y estl, v _estl] = Integrador estacionario
[y est2, v _est2] = Integrador estacionario
[y est3, v _est3] = Integrador estacionario
[y estd4, v _est4] = Integrador estacionario
redoxl = (y estl(20)+y_estl(22))/(y_estl(l
redox2 = (y est2(20)+y_est2(22))/(y_est2(l
redox3 = (y est3(20)+y_est3(22))/(y_est3(l
redox4 = (y _estd(20)+y estd (22))/(y_estd (1
energyl = y estl(53)/y estl(51);
energy2 = y _est2(53)/y _est2(51);
energy3 = y est3(53)/y_est3(51);
energy4 = y est4(53)/y _est4(51);

9.16. Nomenclatura
AC: metabolismo de acetato
AcAld: acetaldehido
ACCOA: acetilCoA
ACE: acetato
ACEA: isocitrato liasa
ACEB: malato sintasa
ACEK _1: kinasa de ICD
ACEK_2: kinasa 2 de ICD
ACEp: acetato periplasmatico
ACEX: acetato extracelular
ACK: acetato kinasa
ACN_1: aconitasa 1
ACN_2: aconitasa 2
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ACO: cis-aconitato

ACP: acetil-fosfato

ACS: acetato sintasa

ADH: alcohol deshidrogenasa

AdhB: alcohol deshidrogenasa B
ADK: Adenilato kinasa

ADP: adenosin-difosfato

AKG: alfa-cetoglutarato

ALDH: alcetaldehido deshidrogenasa
AMP: adenosin-monofosfato

AR: reacciones anapleroticas

ASP: acido aspartico

ATP: adenosin-trifosfato

ATP_MAIN: ATP para mantenimiento
ATP_SYN: ATP sintetasa

BPG: bifosfoglicerato

cAMP: AMP ciclico

CIT: citrato

COA: CoA

CYA: Adenilato ciclasa

CYS: cisteina

CYTBO: citocromo B oxidasa

DHAP: dihidroxiacetona fosfato
DehR: DEHU reductasa

DEHU: acido urénico 4-deoxi-L-eritro-5-hexoseulosa
DEHU_FEED: alimentacion de DEHU
DEHUp: DEHU periplasmético
DEHUx: DEHU extracelular

DOS: cAMP fosfodiesterasa

EDA: KDG-6-fosfato aldolasa

EDD: gluconato-6-fosfato deshidratasa
EDP: Ruta de Entner-Doudoroff
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ei, eiia, eiiaP, eiicb, eiicbP, eiP, hpr, hprP: metabolitos de la cadena de fosforilaciéon de
glucosa

EMT: glicélisis y gluconeogénesis

ENO: enolasa

ETH: etanol

ETHp: etanol periplasmatico

ETHXx: etanol extracelular

E4P: eritrisa-4-fosfato

FAD: dinucledtido de flavina y adenina
FADH2: FAD reducido

FBA: aldolasa

FBP: fructose-bifosfatasa

FDP: fructose-bifosfato

FOR: formiato

FORp: formiato periplasméatico

FORXx: formiato extracelualr

FP: Rutas fermentativas

FUM: fumarato

FUMA: fumarato deshidrogenasa

F6P: fructosa-6-fosfato

F6P_E4P_TKT: trascetolasa de F6P a E4P
F6P_GAP_TAL: transaldolasa de F6P a GAP
GAP: gliceraldehido-3-fosfato

GDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GLC_FEED: alimentacién de glucosa
GLCp: glucosa periplasmética

GLCx: glucosa extracelular

GLT: citrato sintasa

GLX: glioxilato

GL6P: 6-fosfato-gluconolactona
GL6P_HYDROLYSIS: hidrélisis espontanea de 6-fosfato-gluconolactona
GND: 6-fosfoglucanato deshidrogenasa
GPM: fosfoglicerato mutasa
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GROWTH: crecimiento

GS: ruta de glioxilato

G6P: glucosa-6-fosfato

HCO3: carbonato

Hin: protones en intracelular

Hout: protones en extracelular

ICD: isocitrato deshidrogenasa

icd: isocitrato deshidrogenasa (como molécula)
icdP: isocitrato deshidrogenasa fosforilada
ICIT: isocitrato

KDG: 2-ceto-3-deoxi-gluconato

KDGK: KDG kinasa

KDPG: 2-ceto-3-deoxi-fosfogluconato
LAC: lactato

LACp: lactato periplasmatico

LACXx: lactato extracelular

LDH: lactato deshidrogenasa

LPD: alfa-cetoglutarato deshidrogenasa
MAD: enzima méalica

MAE_B: enzima malica B

MAL: malato

MANI: manitol

MANI_FEED: alimentacion de manitol
MANIp: manitol periplasmatico

MANIX: manitol extracelular

MDH: malato deshidrogenasa

MG: magnesio

MgADP: complejo ADP-magnesio
MgATP: complejo ATP-magnesio
MgFDP: complejo FDP-magnesio

MN: manganeso

MQO: malato-quinona oxidorreductasa
MtID: manitol-1-fosfato-5-dehidrogenasa
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NAD: dinucleétido de nicotinamida y adenina
NADH: dinucledtido de nicotinamida y adenina reducida
NADP: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
NADPH: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida
NDH1: NADH dehidrogenasa |

NDH2: NADH dehidrogenasa Il

NC&T: conversion de nucleétidos y transhidrogenasas
OAA: oxaloacetato

OP: fosforilacién oxidativa

02: oxigeno molecular

P: fosfato

Pp: fosfato periplasma

Px: fosfato extracelular

PCK: fosfoenolpiruvato carboxicinasa

PDC: piruvato decarboxilasa

PDH: piruvato deshidrogenasa

PEP: fosfoernolpiruvato

PFK: fosfofructokinasa

PFL: piruvato formiato-liasa

PGAZ2: 2 fosfoglicerato

PGAS: 3 fosfoglicerato

PGlI: fosfoglucoisomerasa

PGK: fosfoglicerato kinasa

PGL: 6-fosfoglucolactonasa

PGN: 6-fosfogluconato (6PG)

PIT: transportador de fosfato

PNT: transhidrogenasas

PPC: fosfoenolpiruvato carboxilasa

PPS: fosfoenolpiruvato sintasa

PPP: Ruta de las pentosas fosfato

PTA: fosfotransacetilasa

PTS: sistema de glucosa fosfotransferasa
PTS_0: hexokinasa
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PTS_4: hexokinasa

PYK: piruvato kinasa

PYR: piruvato

Q: quinona

QH2: quinona reducida

RPE: ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa

RPI: ribosa-5-fosfato isomerasa

RUS5P: ribulosa-5-fosfato

R5P: ribosa-5-fosfato

SDH: succinato deshidrogenasa

SK: succinilCoA sintetasa

SQR: complejo succinato deshidrogenasa
SUC: succinato

SUCCOA: succinilCoA

SUCp: succinato periplasmatico

SUCX: succinato extracelular

S7P: sedoheptulosa-7-fosfato
S7P_E4P_TAL: transaldolasa de S7P a E4P
S7P_R5P_TKT: transacetolasa de S7P a R5P
tal: transaldolasa

talC3: transaldolasa con unidad C3

TCA: ciclo del acido tricarboxilico

tkt: transacetolasa

tktC2: transacetolasa con unidad C2

TPI: triosa fosfato isomerasa

Vcell: volumen celular

Vperi: volumen periplasmatico

Vxcell: volumen extracelular

XCH: reacciones de intercambio entre compartimientos
X5P: xilosa-5-fosfato

X5P_GAP_TKT: transacetolasa de X5P a GAP
ZWF: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
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