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RESUMEN

La produccion biotecnologica de Aromas y Sabores (A&S) ha recibido menor atencion
que la de compuestos farmacéuticos o biocombustibles. Esto resulta sorprendente
considerando que el mercado mundial de A&S ha sido estimado en US$ 27,5 mil
millones el afio 2014 y tiene un crecimiento anual de 4% (Leffingwell & Associates,
2015). Dentro de estos compuestos, la B-ionona es una molécula promisoria presente en
muchas flores y frutos, como moras, duraznos y damascos (Lopez et al., 2015). Pero
requiere la optimizacion de su biosintesis mediante modelacidn matematica e ingenieria
metabolica para convertirse en una alternativa econdémicamente viable.

Los modelos cinéticos estan siendo cada vez mas utilizados para predecir como los
cambios de la expresion enzimdtica se relacionan con los cambios en los flujos
metabolicos, para ayudar en los esfuerzos para aumentar el rendimiento, el titulo y la
productividad de las vias metabolicas disefiadas. Los modelos cinéticos permiten una
mejor comprension de las dindmicas bioldgicas y pueden brindar una aproximacion
costo-efectiva para reducir los experimentos de ensayo y error. En esta tesis
desarrollamos un modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias para una via heter6loga
de biosintesis de B-ionona en S. cerevisiae, usando algunos parametros cinéticos y
concentraciones enzimaticas obtenidas de literatura. La calibracion del modelo fue
realizada para estimar los pardmetros cinéticos mas relevantes del sistema bioldgico no
encontrados en la literatura. Se obtuvo un buen ajuste entre los modulos disefiados y la
dindmica bioldgica registrada mediante analisis experimental. Ademas, efectuamos un
diagnoéstico de post-regresion para detectar posibles inconsistencias paramétricas del
modelo. Finalmente, realizamos un analisis para identificar las etapas limitantes de la via
de biosintesis de P-ionona en esta factoria celular. Las modificaciones genéticas
propuestas mediante este trabajo proveen una alternativa para el disefio de una nueva
plataforma para la sintesis de mnovo de [-ionona, que podria alcanzar mejores

rendimientos que las estrategias biotecnologicas actuales.
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ABSTRACT

Biotechnological production of Flavors and Fragrances (F&F) has received fewer
attention than pharmaceutical compounds or biofuels. This is surprising considering that
the whole market for F&F has been estimated in US$ 27.5 billion in 2014 with a 4%
annual growth (Leffingwell & Associates, 2015). Among F&F compounds, B-lonone is
a prominent molecule present in many flowers and fruits, such as blackberries, peaches,
and apricots (Lopez et al., 2015). But in order to become economically viable it requires
an optimization of its biosynthesis mechanism through mathematical modelling and
metabolic engineering.

To aid in efforts to increase yield, titer, and productivity of engineered metabolic
pathways, computational models are increasingly needed to predict how changes in
enzyme expression map to changes in pathway flux. Kinetic Metabolic Models allow a
better understanding of biological dynamics and can provide a cost-effective approach to
reduce try-and-learn experiments. In this thesis, we developed an ordinary differential
equation model for an engineered PB-ionone biosynthetic pathway in S. cerevisiae using
some kinetic parameters and enzyme concentrations culled from literature. Model
calibration was performed to estimate the most relevant kinetic parameters of the
biological system which are not reported in literature. A good agreement was achieved
between the modules and biological dynamics reported by experimental analysis. In
addition, a post-regression diagnostic was performed to detect possible parametric
inconsistencies of the model. Finally, we performed an analysis to identify the limiting
steps of the B-ionone biosynthesis pathway in this cell factory. The genetic modifications
proposed by this work provide an alternative for the design of a new platform for de
novo synthesis of [-ionone, which could achieve better yields than current

biotechnological strategies.

Keywords: Kinetic Metabolic Models, Biotechnology Industry, -carotene, -ionone.



1. INTRODUCCION

1.1 Motivacion

1.1.1 Aromas y Sabores

Los aromas y sabores son componentes claves en multiples areas de nuestras vidas. No so6lo
afectan nuestra percepcion de los alimentos y las bebidas (Guichard, 2002), sino que
también desempefian un papel importante en la industria de los cosméticos, detergentes y
perfumes (Maldonado-Robledo et al., 2003). Tradicionalmente, estos compuestos se han
extraido a partir de tejidos vegetales, pero estas técnicas se han vuelto poco atractivas debido
al bajo rendimiento de los procesos de extraccion y purificacion; y la dependencia de las
condiciones agricolas y los factores ambientales (Cataldo et al., 2016; Longo &
Sanromdn, 2006). En este sentido, la biotecnologia es una alternativa promisoria para

producir compuestos aromaticos mas sostenibles y naturales (Berger, 2009).

Los apocarotenoides son compuestos naturales derivados de la escision oxidativa -
principalmente enzimatica - de carotenoides. En las plantas, este amplio grupo de
compuestos actiia como pigmentos, aromas y moléculas de sefial y regulacion (Walter et al.,
2010). Dentro de los apocarotenoides, la B-ionona es una molécula que se encuentra
presente en diversos frutos y flores, como violetas, rosas y en la flor del olivo dulce,
entre otros (Baldermann et al., 2012; Simkin et al., 2004). Esta molécula es uno de los
C13-apocarotenoides con mayor potencial en la industria de los aromas debido a su bajo
umbral olfativo (7 ppt en agua) y atractivas propiedades sensoriales (Baldwin et al.,
2000). Sin embargo, se encuentra en muy baja concentracion en las plantas (del orden de
ng/kg de peso fresco) y, por ende, se requiere la optimizacion de la via de biosintesis de
B-ionona para generar una alternativa viable comercialmente. Una alternativa promisoria
es su produccion heterdloga en factorias celulares, como Saccharomyces cerevisiae
(Lopez et al., 2015). Sin embargo, los rendimientos y concentraciones obtenidos a la

fecha son muy bajos para poder ser considerados a nivel industrial.



El modelamiento matematico ha sido empleado desde hace varias décadas como
estrategia para incrementar la tasa de éxito del trabajo experimental, guiando la
investigacion hacia experimentos que tienen mayor probabilidad de lograr el resultado
deseado. Predominantemente, los trabajos en modelacion se han focalizado en los
modelos basados en restricciones o modelos estequiométricos y los modelos cinéticos

(Varner & Ramkrishna, 1999).

En los modelos estequiométricos, el sistema metabodlico se describe como un sistema
lineal de ecuaciones e inecuaciones con los flujos metabolicos como variables
(Maarleveld et al., 2013). Una de las principales desventajas de estos modelos es que son
incapaces de predecir cuantitativamente en qué medida ciertas actividades enzimaticas
se deben modificar para conseguir un efecto deseado, como un aumento en la tasa de

produccion especifica de un producto.

En oposicion, los modelos cinéticos incorporan la concentracion y propiedades
cataliticas de las enzimas y metabolitos involucrados, y asi permiten predecir la
evolucion temporal de la concentracion de sustratos, intermediarios y productos.
Ademas, permiten realizar experimentos in silico para evaluar el desempeiio del sistema
biologico en estudio, tales como la concentracion de ciertas enzimas y su impacto en la
distribucion de flujos de la via. Es por ello que desarrollar un modelo cinético de la via
de biosintesis de P-ionona es una estrategia prometedora para detectar las etapas

limitantes e incrementar la eficiencia del proceso.



1.1.2 Hipétesis y Objetivos

En este trabajo proponemos que el desarrollo de un modelo cinético calibrado de la via
de biosintesis de B-ionona en S. cerevisiae permitird la formulacion de propuestas de
ingenieria metabdlica para la construccion de una plataforma optimizada para la bio-

produccién de B-ionona.

En concordancia con la hipdtesis propuesta, el objetivo general de esta tesis consiste en
desarrollar y calibrar un modelo dindmico de la biosintesis de B-ionona en S. cerevisiae.

Este objetivo puede ser dividido en cuatro objetivos especificos:

1. Desarrollo: construir un modelo matematico que represente la biosintesis de -
ionona en S. cerevisiae.

2. Calibracion: calibrar el modelo con el fin de minimizar la diferencia entre los
valores predichos y las mediciones experimentales.

3. Analisis de Post-Regresion: realizar un diagndstico de problemas paramétricos
de sensibilidad, identificabilidad y significancia.

4. Analisis de Control Metabdlico: identificar las etapas limitantes de la biosintesis

de B-ionona en S. cerevisiae.

Esta tesis esta dividida en tres capitulos:

e FEl capitulo 1, o introduccion, se subdivide en tres secciones: la seccion 1, que
incluye la motivacion y los objetivos de este trabajo; la seccion 2, un analisis del
Estado del Arte sobre B-ionona, sus aplicaciones y métodos actuales de sintesis;
y la seccion 3, en la cual se describe los antecedentes de modelamiento
relacionados a esta tesis.

e El capitulo 2 presenta los resultados de este trabajo y su analisis. Se escribid
como un articulo cientifico para ser enviado a una revista de corriente principal.

e Finalmente, en el capitulo 3 se resume las conclusiones y perspectivas futuras de

esta tesis.



1.2 Estado del Arte

La industria biotecnoldgica estd actualmente focalizada en desarrollar nuevas
tecnologias para la construccion de factorias celulares eficientes y, por lo tanto, proveer
una fuente sustentable de compuestos biologicos. Dentro de los trabajos realizados,
destaca la busqueda de estrategias para la optimizacion de plataformas de bioingenieria
en levaduras, debido al amplio rango de compuestos naturales que pueden producir y sus
implicancias econémicas. Una de las familias de productos naturales con mayor espectro

de aplicaciones industriales corresponde a los isoprenoides.

Los isoprenoides, también llamados terpenoides, son el grupo mas amplio y diverso de
compuestos naturales encontrados en la naturaleza (Wang et al., 2005). A la fecha, mas
de 70.000 compuestos han sido descubiertos (Trikka et al., 2015) y esta cantidad
aumenta cada afio (Thulasiram, 2007). Cumplen numerosas funciones celulares, desde
un rol estructural (ergosterol y colesterol en membranas celulares) hasta funcional
(carotenoides en fotosintesis, ubiquinonas en transferencia de electrones) (Goldstein &
Brown, 1990; Oldfield & Lin, 2012). Los isoprenoides son metabolitos ubicuos que se
encuentran en todos los organismos vivos, siendo especialmente abundantes en el reino
vegetal. La estructura basica de esta familia de compuestos es la molécula isopreno (2-
metil-1,3-butadieno), cuyas formas activas son el isopentenil pirofosfato (IPP) y su
isomero, dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Asi, mediante reacciones sucesivas de
condensacion y otras modificaciones quimicas como ciclaciones y oxidaciones, entre
otras, se genera la enorme complejidad y diversidad de esta clase de compuestos
organicos (Oldfield & Lin, 2012). En la actualidad, los terpenoides tienen atractivas
aplicaciones comerciales como biocombustibles, antisépticos, saborizantes y aromas, y
como agentes medicinales, entre otros, lo cual ha incrementado el interés por su
produccion comercial (Burt, 2004; Gershenzon & Dudareva, 2007; Kirby & Keasling,
2009).



En plantas y levaduras, la via de sintesis de isoprenoides sigue la ruta del mevalonato
(MVA). Sin embargo, existe otra ruta, la via del metileritritol fosfato (MEP), que ha sido
descrita en eubacterias y plastidios (Disch & Rohmer, 1998; Rodriguez-Concepcion &
Boronat, 2002) . La via del MVA (resumida en Miziorko, 2011), se inicia con la sintesis
acetoacetil-CoA mediante la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA por accion
de la enzima acetil-CoA transferasa. Luego, se forma 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) por la condensacion de acetoacetil-CoA con una tercera molécula de acetil-
CoA. A continuacion, la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR)
cataliza la reaccion limitante en la via del mevalonato que corresponde a la conversion
de HMG-CoA a MV A mediante dos reacciones de reduccion. Posteriormente, en la ruta
de sintesis de IPP, la enzima mevalonato quinasa (ERG12) cataliza la fosforilacion del
MVA, formando MVA-5-fosfato (MVAP); el cual es fosforilado por la enzima
fosfomevalonato quinasa (ERGS), generando MVA 5S-pirofosfato (MVAPP).
Finalmente, por accién de la pirofosfomevalonato decarboxilasa (MVD1), el MVAPP es
convertido en IPP, el precursor universal de la biosintesis de isoprenoides, a partir del
cual se derivan las rutas de biosintesis de esteroles y carotenoides en organismos

carotenogénicos (Figura 1-1).

Los esteroles son biomoléculas esenciales que participan en la regulacion de la fluidez y
permeabilidad de la membrana, regulacion de la actividad de enzimas unidas a
membrana y la modulacion de la tasa de crecimiento. Ademds, son precursores de
moléculas bioactivas tales como: hormonas esteroidales en mamiferos, hormonas
brasinoesteroides en plantas, y ecdiesteroides en insectos que regulan procesos del
desarrollo (Lepesheva & Waterman, 2007). El ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3f3-o0l) es
el principal esterol fungico y su ruta biosintética ha sido caracterizada en diversos
organismos, aunque los mecanismos de regulacion de su biosintesis aun no se han

dilucidado completamente (Arthington-Skaggs et al., 1996).

Por otra parte, los carotenoides son pigmentos naturales de colores amarillo, naranja y

rojo, producidos por una gran variedad de microorganismos y plantas. Son el grupo maés



representativo de los tetraterpenos (C40) y se clasifican como carotenos y xantofilas,
donde los ultimos presentan grupos funcionales oxigenados a diferencia de los primeros.
Los carotenoides presentan diversas aplicaciones industriales como colorantes y, debido
a sus diversas propiedades benéficas para la salud, son explotados en la industria de
alimentos, nutracettica y, mas recientemente, en el mercado farmacologico. Entre ellos,
destacan los apocarotenoides, una subclase de isoprenoides derivados de los
carotenoides, altamente apreciados en la industria de colorantes, y de aromas y sabores,

entre otros (Rodriguez-Bustamante & Sanchez, 2007).



Biosintesis de Carotenoides

Acetil-CoA

~—| HMG-CoA
Acctoacetil-CoA

Via del Mevalonato

DMAPP

Biosintesis de Esteroles

LEscualeno

(8)-2,3-Epoxiescualeno
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5,7,24(28-)ergosta-trienol

®
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Figura 1-1. Via del Mevalonato, biosintesis de carotenoides y esteroles. Las flechas representan los pasos
cataliticos de las rutas enzimaticas descritas. En hexdgonos verdes se muestran los genes que codifican enzimas
carotenogénicas. Abreviaturas: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), mevalonato (MVA), mevalonato-5-
fosfato (MVA-P), mevalonato-5-pirofosfato (MVA-PP), isopentenil-pirofosfato (IPP), dimetilalil-pirofosfato
(DMAPP), geranil pirofosfato (GPP), farnesil-pirofosfato (FPP), geranilgeranil-pirofosfato (GGPP). Adaptado de

Leiva et al., 2015.




1.2.1 Apocarotenoides, B-Ionona y aplicaciones

En plantas, los apocarotenoides son producidos mediante el clivaje de carotenoides por
la accion de enzimas CCDs (dioxigenasas de clivaje de carotenoides), una familia de
enzimas oxidativas que clivan de forma especifica enlaces dobles (Auldridge et al.,
2006). Estan ampliamente distribuidos en frutos y vegetales, pero también tienen
importantes funciones en vertebrados y microorganismos. Dentro de las muchas
funciones que los apocarotenoides realizan in vivo, cabe destacar la atraccion de
polinizadores de plantas a través del aroma (por ejemplo: safranal, iononas, damasconas
y damascenonas) y la coloracion de las flores (por ejemplo: bixina y crocina), la
regulacion del crecimiento de brotes mediante hormonas vegetales (por ejemplo: acido
abscisico y estrigolactonas) y funciones fundamentales en la vision de mamiferos
(retinal) (Bruno et al., 2015; Walter & Strack, 2011). Ademas, recientes estudios han
demostrado propiedades anti-proliferativas, anti-metastasicas y de inducciéon de
apoptosis para B-ionona y compuestos relacionados in vitro e in vivo (Ansari & Emami,
2016). Por ultimo, pero no menos importante, el valor de mercado de estos productos,
sintetizados naturalmente, oscila entre US$100 y US$10.000/kg, dependiendo de su
disponibilidad.

Dentro de los apocarotenoides, la B-ionona es una molécula que se encuentra presente en
diversos frutos y flores, como violetas, rosas y en la flor del olivo dulce, entre otros
(Baldermann et al., 2012; Simkin et al., 2004). Es uno de los C13-apocarotenoides con
mayor potencial en la industria de los aromas debido a su bajo umbral olfativo (7 ppt en
agua) y atractivas propiedades sensoriales (Baldwin et al., 2000). Su aroma es descrito
generalmente como frutal y tipo violeta (Burdock, 2009); es por ello que se utiliza
ampliamente como fragancia para diversos productos de cuidado personal, como:
perfumes, lociones corporales, productos capilares, entre otros (Lalko et al., 2007).
Ademas, es extensamente utilizada en la industria de los alimentos como aromatizante,
en productos como té o cerveza (Burdock, 2009); y es empleada como un intermediario

para la sintesis quimica de [-caroteno, vitamina A y otros compuestos quimicos



aromaticos. En cosméticos, la concentracién usual de B-ionona estd sobre 0,3% y en
productos alimenticios la cantidad maxima oscila entre 0,5 y 10 ppm; mientras que la
concentracion final en productos de uso doméstico, generalmente es: 0,03% (jabon),
0,003% (detergente), 0,016% (cremas y lociones) y 0,3% (perfumes) (OECD SIDS,
2004).

Mas atn, recientemente, la industria farmacéutica ha mostrado interés en la B-ionona,
dado que se ha demostrado que su consumo brinda diversos beneficios para la salud. En
efecto, estudios en modelos animales indican que la B-ionona presenta propiedades anti-
carcindgenas para cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer de prostata, gastrico,
osterosarcoma y hepatocarcinoma, entre otros (Asokkumar et al., 2012; Huang et al.,
2012; Liu et al., 2008; Zhu et al., 2010). De esta forma, la B-ionona se ha convertido en
un prometedor agente quimiopreventivo y quimioterapéutico, debido a su selectividad
contra células tumorales y sus propiedades de induccion de apoptosis y anti-metéstasis

in vitro e in vivo (Ansari & Emami, 2016).

Finalmente, se ha descubierto que la PB-ionona presenta una serie de propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, por lo que se esta investigando como candidato para
desarrollar un agente terapéutico contra estrés oxidativo e inflamacion en enfermedades
del sistema nervioso central, por ejemplo, para tratar la enfermedad de Alzheimer, la

enfermedad de Parkinson y esclerosis multiple (Kang et al., 2013).

1.2.2 Sintesis de B-ionona

La extraccion de B-ionona a partir de tejidos vegetales es un proceso costoso y
complicado, debido a que este compuesto se encuentra en muy baja concentracion en las
plantas (del orden de ng/kg de peso fresco); ademas, su sintesis en plantas es altamente
dependiente de las condiciones de cultivo y los factores ambientales (Cataldo et al.,
2016). Sin embargo, en las ultimas décadas, varios trabajos de investigacion han

permitido incrementar el rendimiento de compuestos naturales en plantas nativas y
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cultivos de células vegetales (Chemler & Koffas, 2008; Wu & Chappell, 2008). Asi por
ejemplo, se ha logrado obtener plantas por ingenieria metabolica capaces de
sobreproducir carotenoides (Giuliano et al., 2008) y aceites esenciales (Lange et al.,
2011). Lamentablemente, aunque la mayoria de estas plantas sobreproduce terpenoides,
otras caracteristicas se ven afectadas negativamente, como la vitalidad y el crecimiento
(Aharoni et al., 2005); y en el caso de los cultivos de células vegetales, éstos resultan

poco atractivos debido a su lento crecimiento y baja produccion de biomasa.

1.2.21 Sintesis quimica de B-ionona

Actualmente, la B-ionona es producida industrialmente mediante sintesis quimica a partir
de citral y acetona (Chuit & Bachofen, 1902; Tiemann & Kriiger, 1893; Tiemann, 1896).
Este método, denominado sintesis de Tiemann, es realizado en dos pasos no
enzimdticos. En primer lugar, la condensacién alddlica de citral con acetona en
condiciones alcalinas produce pseudoionona. Una fuente alternativa de pseudoionona es
la reaccion de Saucy-Marbet, en donde se mezcla (R/S)-dehidrolinalol y metil-isopropil
éter en condiciones alcalinas suaves (Saucy & Marbet, 1967). Luego, la ciclacion de
pseudoionona en B-ionona es catalizada por 4cidos inorganicos (Hibbert & Cannon,
1924) (Figura 1-2). En la reaccion de ciclacion para la sintesis de B-ionona se producen
otros isémeros (0-ionona y y-ionona) y su abundancia depende del tipo y concentracion
de los 4cidos empleados en el proceso. Asi, el uso de &cido sulfurico concentrado
produce principalmente B-ionona, mientras que el de acido fosforico permite obtener
preferencialmente a-ionona (Royals, 1946); y para obtener y-ionona, se requiere un
acido de Lewis, como BF3 (Ohloff & Schade, 1963). La pureza isomérica alcanzada en
el proceso de ciclacion catalizado por acidos inorgédnicos es mayor al 90% para o-

ionona, 96% para -ionona y 60% para y-ionona (Cataldo et al., 2016).

A este nivel es necesario recalcar que en la actualidad existe una fuerte demanda de los
consumidores por productos e ingredientes naturales en la industria de los alimentos.

Esto también afecta a los aromas, donde los consumidores exigen cada vez mas el
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reemplazo de las substancias sintéticas por compuestos naturales (Berger, 2009;
Rodriguez-Bustamante & Séanchez, 2007). De hecho, el valor comercial de B-ionona

natural es 10-100 mayor que el valor de su contraparte sintética (Nacke et al., 2012).

Este fenomeno ha promovido la bisqueda de alternativas sustentables y naturales para la
bio-produccién de B-ionona. En este sentido, la catdlisis enzimatica y el disefio de
factorias celulares por ingenieria metabdlica emergen como atractivas opciones

biotecnoldgicas para resolver esta problematica (Cataldo et al., 2016).
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Figura 1-2. Sintesis quimica de Ionona. La condensacion de citral y acetona produce pseudoionona. Luego,
la ciclacion de pseudoionona permite obtener a-ionona, B-ionona y y-ionona (Adaptado de Cataldo et al.,

2016).
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1.2.2.2 Biocatalisis enzimatica de p-ionona

En general, la biocatélisis es utilizada para transformaciones simples que requieren
pocos pasos enzimaticos. Un ejemplo de esto es el clivaje oxidativo de B-caroteno in
vitro para producir B-ionona por diferentes enzimas, como: CCDs, lipoxigenasas,
xantina oxidasa, fenoloxidasas y peroxidasas (Rodriguez-Bustamante & Sanchez, 2007).
Las lipoxidasas (LOX) fueron las primeras enzimas descritas capaces de clivar
oxidativamente carotenoides para obtener apocarotenoides (Belin et al., 1998). Las
reacciones de co-oxidacion catalizadas por LOX involucran la generacion de radicales
peroxilo lipidicos por oxidacion de dcidos grasos insaturados y el clivaje oxidativo de
carotenoides por los radicales libres. El clivaje de B-caroteno mediado por LOX es
altamente inespecifico y genera diversos compuestos volatiles, tales como: B-ionona, 3-

ciclocitral y una gran variedad de compuestos no volatiles (Wu et al., 1999).

Por otro lado, Bosser & Belin (1994) describieron un método anédlogo para la co-
oxidacion del B-caroteno con aldehidos, usando xantina oxidasa (XO). En este caso, los
radicales libres corresponden a especies reactivas de oxigeno (ROS). Mediante esta
estrategia se obtienen varios compuestos volatiles, entre ellos: B-ionona, epoxi-f-ionona,
B-ciclocitral y pseudoionona. Sin embargo, los métodos basados en XO presentan un
inconveniente tecnoldgico por la baja solubilidad del sustrato (B-caroteno) en agua,
mientras que las ROS generadas por XO son hidrofilicas y son inactivas en solventes
organicos. Para mejorar la accesibilidad de las ROS a fB-caroteno se han empleado
diversos surfactantes que promueven la formacion de micelas de B-caroteno dispersas en
soluciones acuosas (Waché et al., 2006). Sin embargo, este método tiene bajo
rendimiento debido a la degradacion de B-ionona por ROS en el medio de reaccion. Una
mejora del proceso basado en enzimas XO fue el desarrollo de un sistema multifasico
para recuperar la B-ionona del medio (Ly et al., 2008). En este sistema, se reduce la
degradacion del producto mediada por ROS vy, por lo tanto, el rendimiento es

significativamente mayor.
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Otra alternativa para la formacion de B-ionona mediante el clivaje enzimatico de B-
caroteno son las peroxidasas fingicas. En especifico, se ha demostrado que el liquido
extracelular del hongo Lepista irina es capaz de degradar [B-caroteno en varios
compuestos volatiles, entre ellos: PB-ionona, PB-ciclocitral, dihidroactinidiolido y 2-
hidroxi-2,6,6-trimetilciclohexanona. La enzima clave que cataliza el clivaje oxidativo de
B-caroteno fue identificada como una peroxidasa, convirtiéndose en la primera enzima
microbiana capaz de degradar carotenoides caracterizada a nivel molecular (Zorn et al.,
2003). Recientemente, otros estudios han descrito la formacion de B-ionona y otros
compuestos volatiles a través de la degradacion de B-caroteno por MsP1 y MsP2, dos
peroxidasas fungicas derivadas del basidiomicete Marasmis scorodonlus (Zelena et al.,
2009). Sin embargo, ambas estrategias basadas en peroxidasas fungicas tienen bajos
rendimientos de B-ionona, por lo cual no son competitivas con el método de sintesis

quimico.

Por otro lado, el descubrimiento de las enzimas CCD ha abierto nuevas posibilidades
para la sintesis especifica de B-ionona a partir de carotenos. Dentro de esta familia
destacan las enzimas CCD1, las que catalizan el clivaje oxidativo de B-caroteno en la
posicion 9-10 y en la posicion 9°-10°, lo que permite un rendimiento de dos moléculas
de B -ionona por molécula de sustrato y la formacion de C-14 aldehido como

subproducto (Figura 1-3) (Schwartz et al., 2001; Vogel et al., 2008).

Ademas, diversos estudios han reportado la produccion de B-ionona a partir de -
caroteno mediante las enzimas CCD4 y CCD7. Pero en ambos casos hay antecedentes
de que el clivaje de B-caroteno es asimétrico (Auldridge et al., 2006; Bruno et al., 2015;

Huang et al., 2009; Schwartz et al., 2004).
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Figura 1-3. Esquema de clivaje simétrico de p-caroteno catalizado por la enzima CCDI1. La reaccion
catalizada por CCD1 permite la formacion de dos moléculas de B-ionona y un C14-dialdehido. (Adaptado de

Simkin et al., 2004).

Hasta la fecha, s6lo se ha reportado el desarrollo de un sistema de biocatalisis para la
sintesis de B-ionona mediada por enzimas CCD (Nacke et al., 2012). En este estudio, el
clivaje enzimatico de una preparacion micelar de B-caroteno se llevod a cabo por un
lisado celular de E. coli que expresa la enzima recombinante CCD1 de Arabidopsis
thaliana. La reaccidon se produce en un reactor enzimatico acoplado a un sistema de
pervaporacion organofilico, permitiendo la separacion continua e in situ de B-ionona. A
pesar de que este método alcanza un nivel de conversion de sustrato cercano al 60%, se
requiere una mejora del proceso de solubilizacion del sustrato y estabilizacion
enzimatica para que esta plataforma de biocatalisis alcance rendimientos competitivos

con la sintesis quimica.
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1.2.2.3 Ingenieria metabdlica para la sintesis de novo de B-ionona

Una alternativa diferente es la biocatalisis en factorias celulares, que se puede dividir en
dos grupos: bioconversion y sintesis de novo por ingenieria metabolica. En cuanto a la
primera opcidn, en diversos microorganismos, especialmente en hongos, se ha descrito
la capacidad natural de bioconvertir carotenoides en C13-apocarotenoides, incluyendo [3-
ionona (Rodriguez-Bustamante & Sanchez, 2007). Dentro de las investigaciones
realizadas destaca el trabajo de Zorn et al. (2003) donde se evalué mas de 50 cepas de
levaduras y hongos filamentosos (conocidos por su capacidad de sintetizar o
biotransformar mono-, sesqui-, tri-, o tetraterpenos) para detectar su capacidad de clivar
[-caroteno en sustancias odorantes. Aunque la utilizacion de estos microorganismos para
la sintesis natural de aromas derivados de carotenoides pareciera ser atractiva como
aplicacion industrial, la baja especificidad de las enzimas involucradas y el
requerimiento de sustratos de elevado valor (carotenoides), hacen poco viable

comercialmente esta alternativa.

La sintesis de novo a través de ingenieria metabdlica es una estrategia con gran
potencial, que contempla la incorporacion de nuevas vias metabdlicas y la optimizacion
de vias ya existentes en microrganismos para permitir la sintesis de compuestos de
interés a partir de intermediarios de las vias metabolicas endogenas. Varios trabajos han
utilizado esta estrategia para la sintesis de aromas, entre los cuales debemos mencionar
la clonacién y expresion de enzimas CCD y genes de la via de biosintesis de
carotenoides en cepas de E. coli (Schwartz et al., 2001; Vogel et al., 2008). De hecho, se
han efectuado varios estudios exitosos que utilizan diferentes enzimas CCD derivadas de
plantas para sintetizar B-ionona en E. coli y en lineas transgénicas de plantas (Rubio et
al., 2008; Simkin et al., 2004). Por otro lado, también se han reportado diversos trabajos
de ingenieria metabolica para obtener cepas de S. cerevisiae productoras de B-caroteno
al incorporar genes de la levadura carotenogénica Xanthophyllomyces dendrorhous
(Lange & Steinbiichel, 2011; Li et al., 2013; Maury et al., 2005; Verwaal et al., 2007).
De acuerdo a estos antecedentes parece evidente la factibilidad de sintetizar f-ionona

mediante ingenieria metabolica en S. cerevisiae.
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De hecho, dos estudios recientes han reportado la sintesis de novo de B-ionona en S.
cerevisiae (Figura 1-4). Beekwilder et al., 2014 empled un sistema de expresion
policistronico de crtYB/crtl/crtE, correspondiente a los genes de la biosintesis de [3-
caroteno de X. dendrorhous. Estas enzimas catalizan la sintesis de -caroteno a partir de
farnesil pirofosfato (FPP), un intermediario en la via de biosintesis de ergosterol en
levaduras. La incorporacion del gen CCDI1 de frambuesa (Rubus idaeus) permitié la
generacion de la primera cepa de levadura productora de B-ionona a partir de glucosa,

que alcanza un rendimiento de 0,22 mg B-ionona / g PSC a las 24 h de cultivo.

Por otro lado, Lopez et al., 2015 construy6 una plataforma alternativa para la sintesis de
B-ionona a través del uso de constructos episomales e integrativos de la via de sintesis de
carotenoides de la levadura X. dendrorhous. Esta estrategia incluye la sobreexpresion de
una version truncada del gen HMG1, que codifica la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
CoA reductasa, que cataliza un paso enzimatico clave de la via del MVA. La sintesis de
geranilgeranil pirofosfato (GGPP), precursor de la via de sintesis de carotenoides, se
logré gracias a la sobreexpresion del gen enddgeno BTSI. Los genes crtYB 'y crtl
promueven la transformacion de GGPP en B-caroteno, mientras que la CCD1 de Petunia
hibrida cataliza el clivaje oxidativo del B-caroteno obtenido a B-ionona. Ademas, todas
las modificaciones fueron realizadas en una cepa de S. cerevisiae sobreproductora de
FPP (Scalcinati et al., 2012). El titulo alcanzado por esta cepa fue de 5 mg/L de B-ionona
después de 50 h de fermentacion batch en biorreactores de 1.5 L (1 mg de B-ionona / g
PSC). A pesar de ser la concentraciéon mas alta de B-ionona obtenido por fermentacion
reportada hasta ahora, aun esta lejos de la concentracion requerida para competir con la

sintesis quimica.

Asi, a partir de los antecedentes anteriores se desprende que es necesario avanzar hacia
sistemas de produccién més eficientes de -ionona, que cumplan con los requisitos de
naturalidad y sustentabilidad que estan exigiendo los consumidores. En ese sentido, la
sintesis biotecnologica estd posicionandose rapidamente como un método de alto

potencial, pero requiere la optimizacion tanto de la via de biosintesis como del proceso
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de fermentacion, separacion y purificacion de B-ionona para generar una alternativa
viable comercialmente. Es por ello que predecir el comportamiento de la plataforma de
biosintesis de B-ionona desarrollada por Lépez et al.,, 2015 a través de modelos
matematicos - objeto de esta tesis - es una estrategia relevante para aumentar la

eficiencia del proceso.
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Figura 1-4. Via de biosintesis de B-ionona disefiada por ingenieria metabdlica en S. cerevisiae. Se
muestran los genes expresados en la estrategia de Beekwilder et al., 2014 (verde), Lopez et al., 2015 (rojo) y

los compartidos en ambas (azul).
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1.3 Modelamiento

La industria biotecnologica ha realizado progresos considerables para la produccion de
compuestos quimicos en los Ultimos 30 afos, debido a la mejora de las tecnologias
disponibles. En paralelo, se ha empleado modelacion computacional para incrementar la
tasa de éxito experimental, guiando el desarrollo de hipdtesis y el disefio de nuevas
pruebas experimentales. Existe gran variedad de enfoques que han sido utilizados para la
formulacion de modelos matematicos de redes metabolicas, entre los cuales destacan los
modelos cinéticos, cibernéticos, estocasticos, teoria de sistemas bioquimicos y modelos
basados en restricciones (Reed & Palsson, 2003). Sin embargo, los trabajos en
modelacion metabodlica se han focalizado predominantemente en modelos basados en
restricciones - o modelos estequiométricos - y los modelos cinéticos (Varner &

Ramkrishna, 1999).

En los modelos estequiométricos, el sistema metabolico se describe como un sistema
lineal de ecuaciones e inecuaciones con los flujos metabdlicos como variables
(Maarleveld et al., 2013). Una de las principales desventajas de estos modelos es que no
permiten predecir cuantitativamente en qué medida ciertas actividades enzimaticas se
deben modificar para conseguir un efecto deseado, como un aumento en la tasa de
produccion especifica de un producto. Esto se explica porque estos modelos no
contienen informacion cinética y, por lo tanto, solo son validos para la condicion de
estado de equilibrio estacionario particular para los que fueron construidos. Esta
limitacién se ha superado parcialmente a través de modelos hibridos, que suelen
incorporar restricciones adicionales, como la capacidad enzimatica, informacion
termodinadmica asociada con la direccionalidad de las reacciones, y bucles bioquimicos

(Price et al., 2003).
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1.3.1 Modelos Cinéticos de Redes Metabdlicas

Los modelos cinéticos describen cuantitativamente la dinamica de las concentraciones
de metabolitos y de las velocidades de reaccion de las rutas bioquimicas implicadas en la
red. Estos modelos estan basados en la estructura de la red, es decir, consideran la
estequiometria de las reacciones y las cinéticas e informacion regulatoria; para este
ultimo punto, se incluye la expresion cinética correspondiente a cada reaccion, teniendo
en cuenta la presencia de inhibidores y activadores de las enzimas (Wiechert & Noack,

2011).

En los modelos cinéticos, los sistemas metabodlicos se describen mediante sistemas de
ecuaciones diferenciales ordinarias. Asi, para cada metabolito se formula una ecuacion
diferencial que define su variacion en el tiempo. Estas se construyen sumando los flujos
que producen cada metabolito y restando los flujos que lo consumen sobre la base de la
estequiometria de las reacciones definidas en la red metabodlica. Asi, en estos modelos, el
fluyjo de una reaccion es funciéon de la concentracion de aquellos metabolitos que
participan o regulan la reaccion. La funcidon matematica, que expresa como depende el
flujo de una reaccidon concreta de las concentraciones de metabolitos, se denomina
ecuacion cinética (Figura 1-5). En las reacciones enzimaticas, las ecuaciones cinéticas
suelen reflejar la cantidad total de enzima, la afinidad de esta por los sustratos y su grado
de inhibicién o activacion. De esta forma, la resolucion numérica del sistema de
ecuaciones diferenciales permite predecir como evolucionan las concentraciones de

metabolitos, y por extension, los flujos (Foguett & Cascante, 2015).

Dada su estructura dindmica, los modelos cinéticos son ideales para estudiar como se
distribuyen los flujos metabolicos en un sistema bioldgico a través del tiempo. Ademas,
permiten realizar experimentos in silico donde es posible evaluar el efecto de
modificaciones en los niveles de ciertos componentes de la red sobre la distribucion de

flujos metabolicos (Weaver et al., 2015).



21

A) Estructura B) Balance C) Cinética
\ u=u(S,0C)
dA
— Frink
;é; v=1v(4,B,D,E)
@ | a_
3 a7V
£ w =w(B,(C)
dCc
ac WP
el =p(F,C)
\ p ) p =p(F,

Pools externos

Figura 1-5. Principio general de modelamiento cinético. A) Representacion esquematica de la estructura de
la red con las interacciones regulatorias, B) Formulacion matematica de las ecuaciones de balance para cada
nodo interno, C) Términos de cinética de reaccion asignados para cada paso enzimatico. La dinamica de los
nodos externos (pools de metabolitos externos a los limites del sistema) no se explica por el modelo, de esta

forma, se mantienen en valores constantes o son controlados a nivel experimental. Adaptado de Wiechert &

Noack, 2011.
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Uno de los conceptos mas relevantes en los modelos cinéticos es la cinética enzimatica,
que describe mediante una ley de velocidad matematica la dependencia de las
velocidades de reaccion a la concentracion de los sustratos, productos y efectores en
cada paso enzimatico. Una ley de velocidad cinética enzimdtica es una funcién que
depende de las concentraciones de los reactantes y los pardmetros que especifican la
rapidez de la reaccion. Un ejemplo de esto es la ecuacion de Michaelis - Menten

reversible para el tercer paso enzimatico de la via ilustrada en la Figura 1-5.

Vi, _la

£ (18 ) ()
Yw = B [C]
1+K_B+K_C

Donde [B] y [C] corresponden a las concentraciones de los metabolitos B y C, Vres la
velocidad limite (actividad méxima) de la enzima w en la direccion directa de la
reaccion, Keq es la constante de equilibrio de la reaccion, y Ks y Kc son las constantes de

Michaelis-Menten para B y C, respectivamente (Imperial & Centelles, 2014).

La cinética enzimatica es un area muy amplia, por lo cual se han desarrollado diversas
investigaciones con el fin de definir ecuaciones cinéticas que representen de forma
exacta el comportamiento de las enzimas en los sistemas bioldgicos. Dentro de la
literatura destacan los trabajos de Cornish-Bowden, 2004 y Segel, 1993 que resumen
con gran detalle los avances en esta tematica. Recientemente, sin embargo, el desarrollo
de la biologia computacional ha desplazado el énfasis desde los estudios de los
mecanismos cinéticos de las enzimas hacia la cinética de enzimas para modelamiento
(Rohwer, 2012). Esto significa que, en lugar de proporcionar informacion sobre el
mecanismo enzimatico en forma detallada, las leyes de velocidad deben capturar el
detalle esencial de una reaccion (incluyendo propiedades cinéticas y termodinamicas)
para describir su comportamiento (en términos de sustrato, producto, y efectores) de
manera adecuada en los modelos. Al mismo tiempo, algunos autores indican una nueva

tendencia que promueve el uso de ecuaciones de velocidad genéricas (Liebermeister &
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Klipp, 2006; Rohwer et al., 2006; 2007), las que pueden en algunos casos describir el
comportamiento general de las reacciones con mayor precision que las ecuaciones
mecanisticas detalladas, pero con menor numero de parametros. Por ejemplo, para la
segunda reaccion de la Figura 5 (A+ D <-> B +E), donde participa una enzima no-
cooperativa que muestra una cinética normal hiperbolica tipo Michaelis-Menten, la

ecuacion de velocidad esta dada por:

- (141- (D) - 20)

Ka Kp

= B[] o (2)
(1+ig+ie) (1+io+i)

Donde Vry Keq fueron definidos anteriormente, [A], [B], [D] y [E] y Ka, KB, Kp y K&
las concentraciones y las constantes de Michaelis-Menten para A, B, D y E,
respectivamente.

En cambio, las ecuaciones mecanisticas para la misma reaccion establecen diferentes
leyes de velocidad, dependiendo del mecanismo enzimatico (ordenado — aleatorio —
ping-pong), y ademdas contienen parametros adicionales, tales como constantes de
inhibicion para los diferentes sustratos y productos (Rohwer, 2012). Por lo tanto, en la
formulacion de las ecuaciones de velocidad de un modelo cinético se deben considerar
diferentes aspectos con el fin de obtener el modelo mas representativo del sistema

estudiado.

La simulacion de vias metabolicas mediante modelos cinéticos ha crecido
significativamente en las ultimas dos décadas; de hecho, se han implementado modelos
de vias metabolicas de varios organismos (Pfau et al., 2011; Schallau & Junker, 2010).
Es importante destacar que los modelos construidos no so6lo se limitan al metabolismo
central, sino que se han extendido al metabolismo secundario, metabolismo de
xenobioticos, asi como a redes de regulacion génica (Rohwer, 2012; Saa & Nielsen,
2016). La Tabla 1-1 presenta un resumen de los modelos cinéticos que han sido
publicados recientemente, desde la ltima revision realizada por Rios-Estepa & Lange,

2007.
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Tabla 1-1. Revision de Modelos cinéticos publicados recientemente.

Via metabolica Organismo EDO Referencia

Biosintesis de xiamenmicina S. lividans (bacteria) 86 (Xu et al., 2016)

Metabolismo de esfingolipidos  S. cerevisiae (levadura) 70 (Savoglidis et al., 2016)

Ciclo de metionina H. sapiens (animal) 5 (Saa & Nielsen, 2016)
Biosintesis de amorfadieno E. coli (bacteria) 7 (Weaver et al., 2015)
Metabolismo Central * E. coli (bacteria) 30 (Mannan et al., 2015)
Metabolismo de eritrocitos H. sapiens (animal) 76 (Bordbar et al., 2015)
Metabolismo Central * E. coli (bacteria) 93 (Khodayari et al., 2014)
Glicolisis S. cerevisiae (levadura) 20 (Smallbone et al., 2013)
Metabolismo Central * E. coli (bacteria) 90 (Chakrabarti et al., 2013)
Biosintesis de etanol S. lycopersicum (planta) 6 (Van de Poel et al., 2014)
Metabolismo de glucosa H. sapiens (animal) 49 (Konig et al., 2012)
Biosintesis de aceites esenciales M. piperita (planta) 46 (Rios-Estepa et al., 2010)
Via de compuestos benzenoides  P. hybrida (planta) 90 (Colon et al., 2010)
Metabolismo de 4cidos grasos H. sapiens (animal) 85 (Dean et al., 2010)
Metabolismo del aspartato A. thaliana (planta) 7 (Curien et al., 2009)

Via de flavonoides A. thaliana (planta) 7 (Olsen et al., 2009)
Biosintesis de aceites esenciales M. piperita (planta) 26 (Rios-Estepa et al., 2008)

EDO: Numero de ecuaciones diferenciales ordinarias empleadas en el modelo.
* Incluye: glicolisis/gluconeogénesis, via de las pentosas fosfato, ciclo del TCA,

metabolismo principal del piruvato y reacciones anapleroticas.
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1.3.2 Formulacion de Modelos Cinéticos

La construccion de un modelo cinético requiere cinco elementos clave: estequiometria,
datos de cinética enzimatica, datos termodinamicos, datos de actividad enzimatica

maxima y otros parametros de modelacion.

En primer lugar, la estequiometria define el niumero y la naturaleza de todos los
reactantes y productos que participan en una reaccion bioquimica especifica; y describe
como las reacciones estan conectadas entre si. Hoy en dia, este punto no es dificil de
abordar pues se ha podido caracterizar completamente el metabolismo y se encuentran
disponibles redes metabolicas a escala gendmica de un ntimero creciente de organismos

(Palsson, 2006).

Por su parte, los datos de cinética enzimdtica incluyen las leyes de velocidad de las
enzimas y las constantes asociadas (Michaelis- Menten, inhibicion, activacion, y otras).
La busqueda de informacion a partir de literatura es una tarea ardua que requiere un
esfuerzo y tiempo considerables. Sin embargo, en la actualidad existen bases de datos
disponibles en internet como BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org; Schomburg et

al., 2004) o SABIO-RK (http://sabio.villa-bosch.de; Krebs et al., 2007), entre otras que

facilitan en gran medida este proceso. En el caso que los datos cinéticos para una enzima
en particular de un determinado organismo no se encuentren disponibles, se debe

recurrir a datos de especies cercanamente relacionadas.

Idealmente, los parametros cinéticos deberian ser determinados en condiciones que
asemejan la situacion in vivo. Sin embargo, historicamente, los ensayos cinéticos no se
han realizado de esta forma; de hecho, los mecanismos enziméticos en general han sido
investigados en condiciones Optimas de actividad enzimadtica en términos de pH y fuerza
16nica, entre otros. Para facilitar la estandarizacion y la integracion de los datos, Van
Eunen et al. (2010) desarrolld6 un set de condiciones estandares para medir actividad
enzimatica y realizar ensayos cinéticos en levaduras. Para ello, se requirid la

determinacion del pH citosolico y las concentraciones de calcio, sodio, potasio, fosforo,


http://www.brenda-enzymes.org/
http://sabio.villa-bosch.de/
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azufre, y magnesio. Esta informacion, en conjunto con datos de literatura, fue utilizada
para formular una solucion tampoén (buffer) similar a las condiciones in vivo,

experimentalmente factible (Rohwer, 2012). Ademas, bajo el auspicio del Instituto

Beilstein en Alemania, se cre6 la Comision STRENDA (http://www.beilstein-

institut.de/en/projects/strenda) que promueve el desarrollo de una plataforma de

busqueda y almacenamiento de datos enzimaticos funcionales de libre acceso, en linea.
Con este fin, la Comision fomenta un sistema estandarizado de reporte de datos
enzimaticos, que busca facilitar a la comunidad cientifica la interpretacion, evaluacion y

reproduccion de los andlisis de enzimologia.

En relacion a los datos termodinamicos, cabe destacar que, en principio, todas las
reacciones catalizadas por enzimas son reversibles, y el grado de reversibilidad debe ser
explicitado adecuadamente en los modelos cinéticos. Afortunadamente, se han realizado
grandes avances en términos de recolectar los datos de constantes de equilibrio (o de las
constantes de energia libre de Gibbs estdndar de las reacciones) en base de datos de
termodinamica de reacciones catalizadas por enzimas

(http://xpdb.nist.gov/enzyme_thermodynamics; Goldberg et al., 2004) y en el calculo de

los cambios de energia libre estandar para reacciones bioquimicas (Alberty, 2006).

En cuanto a los datos de actividad enzimatica maxima, la velocidad maxima es
incorporada en las leyes de velocidad de cinética enzimdtica directamente o como un
producto de la concentracion enzimatica y la constante de velocidad catalitica (kcat).
Dado que la expresion de los genes (y, como consecuencia, el nivel de enzimas) depende
de las condiciones fisiologicas, estos datos tienen que ser medidos directamente en la
muestra bioldgica para la cual el modelo se va a construir, y rara vez son transferibles de
un laboratorio a otro. Mas aun, los niveles de actividad enzimatica son tejido y
organismo especificos (Rohwer, 2012). Cabe mencionar que, durante la ultima década,
se ha desarrollado aplicaciones para medir multiples actividades enzimadticas a gran
escala con una plataforma robdtica (Gibon et al., 2004), obteniéndose una correcta

correlacion (R? = 0.592) entre los niveles de proteina estimados a partir de las
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actividades enzimaticas determinadas experimentalmente y los valores de Kea
publicados, por un lado; y los resultados de protedmica cuantitativa, utilizando el indice
de abundancia de proteinas emPAlI, por el otro (Piques et al., 2009). Por lo tanto, hoy en
dia es posible obtener experimentalmente estos datos en sistemas bioldgicos, aunque su

desarrollo es de alto costo.

Finalmente, también se debe considerar otros parametros de modelacion, tales como la
concentracion de metabolitos externos - que son incorporados como pardmetros fijos en
el modelo - y la concentracion inicial de todas las variables del modelo. Estos datos
pueden ser obtenidos de experimentos de metabolémica, ensayos directos y, en algunos

casos, a partir de la literatura.

Una vez que estan disponibles todos estos datos, se puede construir el modelo cinético y
luego integrar el sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) para obtener la

evolucion temporal de la concentracion de los metabolitos en estudio.

A continuacion, para evaluar la calidad del modelo, éste debe ser validado:

e En primer lugar, es necesario comprobar la consistencia interna del modelo; por
ejemplo, asegurandose de que no hay reacciones que puedan generar un flujo de
estado estacionario cuando los metabolitos externos no estan presentes.

e Luego, los resultados de la simulacion deben ser comparados con un set de datos
independiente de los que fueron usados para la construcciéon del modelo. Por
ejemplo, los datos de wvalidaciéon pueden incluir mediciones de flujos o
concentraciones de metabolitos en una muestra biologica del organismo en

estudio, bajo un estado fisiologico diferente.

Esta estrategia para la construccion de modelos, denominada bottom-up, no es siempre
factible, debido a que la cantidad de datos disponibles puede ser insuficiente para

determinar todos los pardmetros del modelo (Rohwer, 2012). En ese caso, los
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parametros del modelo pueden ser estimados mediante una aproximacion top-down, en
la cual se ajustan estos valores iterativamente en una rutina de optimizacion hasta que
los resultados de simulacion (flujos o concentraciones) coinciden con los valores
determinados experimentalmente, usando una métrica particular (Ashyraliyev et al.,

2009; Cedersund & Roll, 2009).

1.3.3 Estimacion de Parametros

El problema de optimizacion para la calibracion del modelo cinético estd dado por:
dx
E=f(X,ll,9,t); 3)

y =g(xu,0,7) )
Donde Xxe€ X < R™ sonlasn variablesde estado
yeY c R"*" sonlasn,, variablesobservadasconn  medicionescada una
ueU c R™ sonlasn,variables de entrada

0 U c R" sonlosn, parametros a estimar

El valor de las variables de salida del modelo para un vector de pardmetros especifico g
que se obtiene por integracion numérica de la ecuacion (3) considerando la funcion de

las variables observadas de la ecuacion (4), es denotado por:

yij:gij(xauaéat) (5)

Donde el subindice i indica el nimero de experimentos realizados y el subindice j el

numero de mediciones para cada variable en cada experimento.

Por su parte, el vector de discrepancias entre los valores del modelo y los datos

experimentales esta dado por:

e(0) =

Vi (é) - .)71']' (6)

Para resolver el problema, se asume que la ecuacion (3) es una descripcion matematica

suficientemente precisa del fendomeno bioldgico, lo que implica que todo el
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conocimiento bioquimico acerca del proceso estd incorporado de forma adecuada en la
funcién vectorial f. Por lo tanto, la Gnica incertidumbre de la ecuacién (3) es el vector de
parametros desconocidos 6 (Rohwer, 2012).

En la mayoria de los casos, la métrica empleada para resolver los problemas de

optimizacion esta dada por la siguiente funcion objetivo o funcién de costo:

10=3 3, ®-7,Y0,y,®-7,) )

i=l j=1

Donde 7, , eselnimerode variables observadas en el experimeno i
n,,, €selnimerode experimenos

ng; eselnimerode medicionesde cada variable en cada experimento
V, € ¥ = R"™ sonlosvectoresde medicionesde cada variable en cada experimenio
y,e¥Yc R" sonlas predicciores correspondentesdel modelo

Q, € Qc R""™"eslamatrizde pesos,simétricay semi- definida no - negativa

Métodos de Optimizacion

Para encontrar el minimo de la funcion objetivo se pueden emplear métodos de
optimizacion local, global o hibridos. Los métodos de busqueda local generalmente
convergen de forma rapida a un minimo; pero, como su nombre sugiere, este resultado
podria ser un minimo local y, lamentablemente, estos métodos no poseen una forma para
escapar de esta solucion y encontrar el minimo verdadero o global. Por otro lado, estos
métodos entregan la mejor solucion posible en las inmediaciones del punto inicial, por lo
que tienen una fuerte dependencia del punto de arranque del algoritmo. En cambio, las
técnicas de optimizacion global son independientes de la naturaleza del espacio de
soluciones y, a diferencia de las técnicas de busqueda local, son capaces de atravesar un
espacio de busqueda con multiples minimos o méximos locales, y alcanzar una solucion
global al problema, entendiendo como tal la mejor solucion posible o una solucion en las

inmediaciones de la region que contiene a la solucion 6ptima.
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Optimizacion global

Los métodos de optimizacion global (GO) pueden ser clasificados como estrategias
deterministicas (Esposito & Floudas, 2000; Fogel et al., 1997; Grossmann, 1996; Reiner
& Tuy, 1990) o estocasticas (Ali et al., 1997; Boender & Romeijn, 1995; Tom et al.,
1999). Los métodos estocasticos de optimizacién global se basan en aproximaciones
probabilisticas. Dado que emplean elementos aleatorios, estos métodos tienen un débil
sustento tedrico de convergencia a la solucion global. En cambio, los métodos
deterministicos se caracterizan porque pueden entregar un nivel de seguridad que el
optimo global sera localizado. Sin embargo, cabe sefialar que, si bien los métodos
deterministicos pueden garantizar el optimo global para ciertos problemas GO, ninglin
algoritmo puede resolver los problemas generales GO con certeza absoluta en tiempo
finito (Boender & Romeijn, 1995). De hecho, pese a que varios métodos deterministicos
(por ejemplo, el algoritmo de ramificacion y acotacion) tienen propiedades de
convergencia teoricas solidas, los esfuerzos computacionales asociados se incrementan
muy rapidamente (a menudo de forma exponencial) con el tamafo del problema. En
contraste, la mayoria de los métodos estocasticos puede localizar con relativa eficiencia
la vecindad de la solucion global, pero con el costo de que la optimalidad global no
puede ser garantizada. Pese a lo anterior, en la préctica, los resultados obtenidos con
estos métodos son satisfactorios y requieren un tiempo computacional acotado. Ademas,
los métodos estocasticos son, en general, mas simples de implementar y usar, y no
requieren la transformacion del problema original, que puede ser tratado como una caja

negra (Moles et al., 2003).

Existen diferentes métodos estocasticos para optimizacion global, entre los cuales los
mas destacados son los siguientes: métodos estocdsticos adaptativos, métodos de
clustering, algoritmos evolutivos o simulated annealing, entre otros métodos
metaheuristicos, tales como Taboo Search (TS), Optimizacion de colonia de hormigas
(ACO) y métodos de enjambre de particulas. Dentro de ellos destacan los algoritmos
evolutivos (AE), también conocidos como métodos estocasticos basados en poblaciones.

Estos métodos estan inspirados en la evolucion biologica (Fogel, 2005). Las soluciones
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potenciales (vectores de parametros) corresponden a los individuos de una poblacion.
Para obtener nuevas soluciones (una nueva generacion), los individuos en la poblacion
son sustituidos usando los mecanismos que impulsan la evolucién bioldgica:
reproduccion, seleccion natural, mutacion, recombinacion y sobrevivencia del mas apto
(Darwin, 1859). Estos métodos se caracterizan porque, en general, presentan un buen
desempefio para todo tipo de problemas y son adecuados para solucionar problemas con
un amplio espacio de busqueda. Los factores criticos para escapar de 6ptimos locales y
para la rapidez de la convergencia son los operadores de recombinacion y seleccion,

respectivamente.

Por su parte, los algoritmos evolutivos usualmente se clasifican en tres grupos:
Algoritmos Genéticos (AG; Goldberg, 1989; Holland, 1992; Michalewicz, 1996),
Programacion evolutiva (EP; Fogel et al., 1966), y Estrategias de Evolucion (ES; Beyer
& Schwefel, 2002; Schwefel, 1995). Diversos estudios sobre métodos estocasticos
indican que las estrategias de evolucion modernas presentan varias ventajas sobre los
algoritmos genéticos y el Simulated annealing, principalmente mejor ratio
eficiencia/robustez, escalabilidad, inherente naturaleza paralela y mecanismo de self-
tuning para la busqueda de parametros (Rodriguez-Fernandez et al., 2006). Los
resultados obtenidos indican que los algoritmos estocasticos DE (Evolucion diferencial;
Storn & Price, 1997) y SRES (Estrategia evolutiva de ranking estocastico; Runarsson &
Yao, 2000) son los mas competitivos. Sin embargo, el principal problema que presentan
estos métodos es que requieren demasiadas evaluaciones de la funcion objetivo (Moles

etal., 2003).

Optimizacion local

Los métodos locales pueden ser clasificados en métodos de busqueda directa (Hooke &
Jeeves, 1961; Lagarias et al., 1998; Nelder & Mead, 1965), métodos basados en
gradientes (Conn et al., 2000) y métodos basados en gradientes para problemas de
minimos cuadrados (Bus et al., 1975; Madsen et al., 2004). El término métodos de

busqueda directa se emplea generalmente para describir a todos los métodos que
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encuentran un minimo local sin el uso de derivadas. Los métodos de busqueda directa
seleccionan un numero finito de posibilidades en cada paso y chequean si alguna de
estas es mejor que la solucidon actual. Dentro de esta categoria los métodos mas usados

son el método de Hooke—Jeeves y el método Simplex de Nelder—Mead.

A diferencia de los métodos descritos anteriormente, los métodos basados en gradientes
no soélo requieren el valor de la funcion objetivo, sino que también el valor de su primera
derivada respecto a los parametros. Estos métodos no son tan sencillos de implementar
como los métodos de busqueda directa, pero en general su uso es preferible. Dentro de
ellos, los algoritmos fundamentales son los de pendiente maxima (Steepest descent), el

método de Newton y el método de la region de confianza (Trust region method).

Por otro lado, si la funciéon a minimizar es una suma de cuadrados (como en el caso de
resolver un problema de minimo cuadrados), el método de Newton es frecuentemente
reemplazado por el algoritmo de Gauss-Newton, en el cual el hessiano no es empleado.
Otro método para resolver este tipo de problemas es el método de Levenberg-Marquart,
que puede ser descrito como una combinacion del método Gauss- Newton y el método

de pendiente maxima.

En general, los métodos de busqueda directa son aplicables, pero son menos eficientes,
especialmente para problemas de alta dimensionalidad. Si es posible (es decir, si el
problema es suave), se recomienda usar el método de Newton o el de regiéon de
confianza y, para un ajuste de minimos cuadrados, el método de Levenberg-Marquardt.
Pero si la funcion objetivo es discontinua o tiene una derivada discontinua (por ejemplo,
porque el modelo matematico contiene funciones escalonadas, valores absolutos, etc.)
los métodos basados en gradiente no pueden aplicarse. El método de Hooke-Jeeves o, en
general, los métodos de busqueda directa son confiables pero lentos. El método simplex
de Nelder-Mead es, en la mayoria de los casos, eficiente, pero puede fallar

impredeciblemente (Ashyraliyev et al., 2009).



33

En conclusion, los métodos de optimizacion global exploran de forma exhaustiva el
espacio de soluciones, pero sin aprovechar las caracteristicas del espacio de busqueda
como ocurre al operar por ejemplo con gradientes en los métodos de busqueda local,
ralentizando asi la convergencia. En cambio, los métodos locales son mucho maés
rapidos en encontrar el minimo en las inmediaciones de la regidon que rodea a la solucion
optima. De esta forma, la aplicacion secuencial de ambas aproximaciones podria ser una

estrategia para combinar lo mejor de cada una de ellas.

Métodos hibridos

Los métodos hibridos usan un método de busqueda global para identificar regiones
prometedoras del espacio de busqueda que son luego exploradas por un optimizador
local. En este sentido, Rodriguez-Fernandez et al., 2006 desarrollaron una estrategia que
combina optimizacion global y local en un método hibrido con el fin de aumentar la
velocidad de los métodos de optimizacion global estocasticos y, simultineamente,
mantener su robustez. Este método es una nueva aproximacion metaheuristica basada en
busqueda dispersa combinada con varios métodos de busqueda local. Otra ventaja de
este método es que elimina la delicada tarea de decidir donde establecer el punto de

cambio desde el método global al local.

La busqueda dispersa (denominada en inglés Scatter Search y abreviada como SS) es un
método basado en poblaciones que fue introducido por Glover, 1977 como un heuristico
para programacion entera, pero desde entonces se ha extendido a otro tipo de problemas
(Laguna & Marti, 2003; 2005). Neumaier et al., 2005 compararon recientemente
diferentes optimizadores de métodos de busqueda global sobre un set de 1000 problemas
GO con restricciones, obtenidos de literatura. Los autores concluyeron que el mejor
método estocdstico es SS y, ademas, es el mejor método para resolver problemas de caja
negra. Por otro lado, para problemas con un gran numero de variables de decision, este
optimizador también ha probado ser el mas confiable (Rodriguez-Fernandez, Egea et al.,

2006).



34

La busqueda dispersa, cuando la busqueda local es activada, puede ser definida como un
método hibrido que combina busqueda global con una fase de intensificacion (bisqueda
local). Este algoritmo usa diferentes heuristicas para seleccionar eficientemente puntos
iniciales convenientes para la busqueda local, basado en filtros de distancia, calidad y
términos de memoria. Esto permite que el usuario no tenga que preocuparse de detener
la busqueda global e iniciar el solucionador local, ya que el algoritmo lleva a cabo este
proceso automaticamente. Finalmente, cabe mencionar que el procedimiento de
busqueda dispersa trabaja sobre un conjunto pequefio de soluciones, denominado
conjunto de referencia, combinando sus soluciones para crear otras nuevas. A
continuacion se describe los cinco elementos esenciales del método, asi como el
funcionamiento de estos elementos dentro del esquema basico de SS, de acuerdo a

Casado & Marti, 2007 (Figura 1-6):

1. Método generador de soluciones diversas. Este método genera un conjunto de
soluciones diversas que, en principio, no tienen que ser necesariamente factibles.

2. Método de mejora de soluciones. Esta herramienta se emplea para obtener
soluciones de mayor calidad que las de partida, aunque, en el caso que aparezcan
soluciones no factibles, su funcidn consistird primeramente en obtener una
solucion factible y luego intentar mejorarla. Se aplica tanto al conjunto de
soluciones diversas como a aquellas soluciones que se obtienen tras la aplicacion
del método de combinacion a las del conjunto de referencia. Habitualmente,
como método de mejora, se usa un procedimiento de buisqueda local.

3. Método de actualizacion del Conjunto de referencia (Refset). De entre el
conjunto de soluciones diversas generado con el método anterior y una vez
aplicado el método de mejora, se selecciona el conjunto de referencia, formado
por un nimero pequefio de soluciones, b (alrededor de b=10).

4. Método generador de subconjuntos. A través de este método se generan
subconjuntos de soluciones del conjunto de referencia. Las soluciones de cada

uno de estos subconjuntos se combinaran entre si posteriormente.
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5. Método de combinacion. Con este método se combinan entre si las soluciones
de cada subconjunto obtenido con el método generador de subconjuntos ya

descrito.

El algoritmo de SS disefiado por Rodriguez-Fernandez et al. (2006) presenta ademas
algunas herramientas utiles para incrementar su rendimiento en la resoluciéon de

problemas de estimacion de parametros. Dentro de ellas, cabe destacar:

e Distribucion logaritmica para generar soluciones de prueba iniciales.

e Mecanismos para impedir las zonas planas y escapar de las soluciones locales.

e Me¢étodo de combinacion de soluciones para explorar en mayor profundidad el
espacio solucion.

e Ademas, cuando todas las combinaciones de soluciones elite han sido hechas, el
algoritmo puede detenerse o continuar mediante la regeneracion del set de
soluciones elite con un método basado en direcciones de busqueda ortogonal.

e Por tltimo, se pueden emplear varios optimizadores locales, tales como: fmincon
(The MathWorks Inc.), SOLNP (Ye, 1987), SNOPT (Gill et al., 2002), y
métodos directos, como Nomad (Abramson, 2002) y otros optimizadores

especialmente disefiados para los problemas de estimacion de pardmetros como

N2FB/DN2FB (Dennis et al., 1993).
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Figura 1-6. Diagrama del algoritmo de biisqueda dispersa. Adaptado de Rodriguez-Fernandez et al., 2006.
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1.3.4 Analisis de pre/post-Regresion

Los modelos cinéticos con ecuaciones de velocidad no lineales tienen, en general,
multiples conjuntos de pardmetros que cumplen los criterios de minimizacion, siendo
algunos solo optimos locales. Mas atn, luego de obtener una parametrizacion aceptable
del modelo mediante un procedimiento de estimacion de parametros, esto no significa
que todos los parametros obtenidos sean confiables. En efecto, es necesario efectuar un
analisis de regresion a posteriori para evaluar que tan bien ha sido determinado el vector
de pardmetros a partir de un set de datos experimentales, posiblemente limitado y
ruidoso (Ashyraliyev et al., 2009). Sin embargo, hay algunos autores que sefialan que,
muchas veces, no se requiere obtener el valor preciso de un parametro para establecer

conclusiones bioldgicas (Ashyraliyev et al., 2008).

Los procedimientos necesarios para probar la calidad de la estimacion de parametros,

llamados diagnosticos de pre/post-regresion, abarcan varios métodos:

Sensibilidad paramétrica:

El andlisis de sensibilidad de los parametros define en qué medida las variables de
estado del modelo son afectadas por las variaciones en los valores de los parametros.
Los coeficientes de sensibilidad paramétrica y los coeficientes de sensibilidad

normalizados se definen, respectivamente como:

OX;
Gif:@gj (8)
_0; o
Gy="1 %
" x; 00, ©

Donde _ .
X= [xl s Xttty xn] son las variables de estado

9:[919027”.90m]

son los parametros del modelo
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Los parametros no sensibles son aquellos que no influyen en las variables de estado. En
los modelos dindmicos, la sensibilidad varia con el tiempo y por lo tanto los pardmetros

pueden ser no sensibles en ciertos intervalos de tiempo y sensibles en otros.

Significancia paramétrica:

El analisis de significancia permite determinar la confiabilidad de la estimacion de los
parametros (intervalo de confianza). Para ello se calcula una aproximacion de la matriz
de covarianza como (Dochain & Vanrolleghem, 2001; Goodwin & Payne, 1977;

Munack, 2001; Petersen, 2000):
-1

N
i=l

Donde J(0)

W corresponde a una aproximacion no sesgada de la varianza residual c*
—ng

00
0 corresponde a la matriz de covarianza de error de las mediciones

(ayz ( Q)J corresponde a las funciones de sensibilidad para los parametros evaluados.

Bajo el supuesto que el ruido de las mediciones tiene distribucién gausseana con media
igual a cero y no es correlacionado (la matriz de covarianza de error de mediciones es
una matriz diagonal), la aproximacion de la matriz de covarianza de la ecuacion (10)
equivale a la inversa de la matriz de informacion de Fisher (FIM) (Dochain &

Vanrolleghem, 2001; Munack, 2001; Petersen, 2000), que es definida como:

X ( oy, jT _2[@- ]
FIM (0)= ( Loy | 072 L) 11
; 00 00 (
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Por lo tanto, FIM es una aproximacion a la inversa de la matriz de covarianza del error
de estimacion de los parametros, y a partir de ello se obtiene una aproximacion de los

elipsoides de confianza:

0:0-07CO-0" <n,F% 0] 12

Por ende, los intervalos de confianza de los parametros S, \i =1,..,n, son obtenidos de la

siguiente forma:

1 4l(al2)
51' =Xy e A C; (13)

Donde Cii puede ser aproximado como C;jy Z}\,_E%z)es la distribucién t de Student de dos

colas para el nivel de confianza a y los grados de libertad N-ne.

Identificabilidad paramétrica:

En el andlisis de identificabilidad se calcula la matriz de correlacion de los parametros
del modelo para lograr determinar si los pardmetros ajustados son localmente
identificables para un intervalo de tiempo dado. La matriz de correlacidon, cuyos

elementos son los coeficientes de correlacion aproximada entre los parametros iy j, esta

definida por:
R, = i P#j (14)
Y [T
Rijj=1 ) i=]j (15)

En general, coeficientes de correlacion (Rj) mayores a 0,95 indican una alta correlacion.
En estos casos los parametros no pueden ser determinados de manera tunica al ajustar el

modelo con los datos experimentales.

Luego, si los diagndsticos de post-regresion no son satisfactorios, el modelo tiene que

ser modificado y/o los datos experimentales deben repetirse o complementarse con
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nuevos datos en un proceso iterativo hasta la obtenciéon de un modelo robusto y
confiable. A su vez, los métodos de diagndstico pueden entregar valiosas
recomendaciones para la modificacion de montajes experimentales con el fin de

aumentar el contenido de informacion de los datos.

1.3.5 Analisis de control metabdlico

El andlisis del control metabdlico, desarrollado en los trabajos de Kacser y Burns (1973),
y en forma independiente por Heinrich y Rapoport (1974), proporciona un marco tedrico
para estudiar cuantitativamente los mecanismos de control y regulacion de los sistemas
metabolicos. De hecho, se ha convertido en una gran herramienta para estudiar la
distribucion del control del flujo en los pasos enzimaticos y disefiar estrategias para

manipular vias metabdlicas.

Los postulados de este analisis se pueden resumir en las siguientes generalizaciones
(Kacser & Porteous, 1987; Meléndez-hevia et al., 1987):

e El control del flujo se distribuye en todos los componentes enzimaticos de la via.

e Varias enzimas pueden ejercer control significativo del flujo.

e La distribucion del control puede variar con el cambio del estado metabolico de la

célula o por cambios en las condiciones del experimento.

Esta teoria define el coeficiente de control del flujo, Cj, para medir la sensibilidad del
flujo a un cambio en la concentracion de una enzima. De esta forma, el coeficiente de
control de flujo se define como la fraccion de cambio en el flujo, J, con respecto a la
fraccion de cambio en la concentracion de la enzima, [E] (Cornish-Bowden, 2004;

Kacser & Porteous, 1987):

SIE] "~ SIn[E]
[

o )
7 nj (16)
C]_ [E
E

]
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El control del flujo puede ser compartido cuantitativamente por todas las enzimas de la
via. Estudios rigurosos de varios sistemas metabolicos muestran que la suma de los
coeficientes de control de flujo de las enzimas participantes en una via es igual a 1
(teorema aditivo del control metabolico, [Cornish-Bowden, 2004; Kacser & Porteous,

1987)).
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2. DESARROLLO DE UN MODELO METABOLICO CINETICO
PARA OPTIMIZAR LA SINTESIS DE BETA-IONONA EN

SACCHAROMYCES CEREVISIAE

2.1 Introduccion

Entre el sinnimero de compuestos aromaticos que hoy se comercializan, la B-ionona
destaca como una prominente molécula, naturalmente presente en muchas flores
(violetas) y frutos (frambuesas, duraznos y damascos) (Lépez et al., 2015). La B-ionona
es actualmente sintetizada a partir de citral y acetona, a través de un proceso quimico
conocido desde hace mas de un siglo (Chuit & Bachofen, 1902; Tiemann & Kriiger,
1893; Tiemann, 1896). Sin embargo, en los ultimos afos, el incremento de la demanda
de los consumidores por ingredientes y productos naturales en los alimentos ha
promovido el reemplazo del sistema de produccion quimico por uno natural (Cataldo et
al., 2016). Dentro de los esfuerzos realizados en esta direccion cabe destacar la
construccion de una plataforma eficiente para la produccién de B-ionona mediante la
expresion de genes carotenogénicos de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous y el
gen CCDI de Petunia hybrida en S. cerevisiae (Lopez et al., 2015). Sin embargo, se
requiere optimizar la via biosintética y las condiciones de fermentacion, afin de
incrementar en forma sustancial la concentracion final y la productividad volumétrica de
la biosintesis, con el objetivo de consolidar un proceso econdmicamente competitivo

respecto de la sintesis quimica.

El modelamiento matematico ha sido empleado desde hace varias décadas como
estrategia para incrementar la tasa de éxito del trabajo experimental, permitiendo
disminuir significativamente los ensayos experimentales y seleccionar aquellos
experimentos que tienen mayor probabilidad de lograr el resultado deseado. Dentro del
campo de la biologia computacional, los modelos metabolicos a escala gendmica han
sido ampliamente utilizados debido a su simplicidad, robustez y cobertura (Sanchez &

Nielsen, 2015). Estos modelos se caracterizan por entregar informacion acerca de la
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distribucion de los flujos de carbono en el metabolismo. Ademas, pueden ser analizados
como un problema de programacion lineal (PL) donde se resuelve una funcion objetivo
con relevancia bioldgica, como la maximizacion de la tasa de crecimiento, bajo el
supuesto de estado pseudo-estacionario (Sanchez et al, 2014). Sin embargo, una de las
principales limitaciones de estos modelos es que no consideran la concentracion de las
enzimas involucradas como una variable explicita, generando una desconexion con los
experimentos, pues el cambio de los niveles de expresion es una de las estrategias mas

empleadas en ingenieria genética (Picotti et al., 2009; Weaver et al., 2015).

En oposicion a los modelos estequiométricos, los modelos cinéticos (MC) resuelven los
cambios metabolicos de acuerdo a los cambios en las velocidades de reaccion. De esta
forma, los MC incorporan la concentracion de las enzimas y metabolitos, y asi predicen
la evolucion temporal de la concentracién de sustratos, intermediarios y productos.
Ademas, permiten realizar experimentos in silico para evaluar el desempefio del sistema
biologico en estudio, tales como cambios en el nivel de expresion de ciertas enzimas y
su impacto en la distribucion de flujos de la via. Pese a lo anterior, los modelos cinéticos
son dificiles de implementar debido a la poca informacioén disponible de pardmetros
cinéticos (constantes de velocidad y concentracion de enzimas, entre otros) para la
mayoria de los sistemas bioldgicos (Weaver et al., 2015). Ademads, incluso cuando las
constantes cinéticas han sido caracterizadas in vitro, no se puede asegurar la idoneidad
de estos valores in vivo (Garcia-Contreras et al., 2012; Laue & Demeler, 2011; Van

Eunen et al., 2010).

Recientemente, se han llevado a cabo diversos trabajos de modelacion cinética de vias
metabolicas, lo que ha permitido aumentar la comprension de los fendémenos biologicos
asociados, y el disefio de nuevas rutas para incrementar el flujo por vias ya existentes
con interesantes aplicaciones biotecnoldgicas (Rios-Estepa et al., 2008; Saa & Nielsen,

2016; Smallbone et al., 2013; Weaver et al., 2015).
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En este trabajo, construimos un modelo de 55 ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO)
de la via de sintesis heter6loga de B-ionona en Saccharomyces cerevisiae, a partir de la
via del mevalonato, incluyendo la via de sintesis de esteroles y de carotenoides (Figura
2-1). La parametrizacion del modelo fue realizada usando 92 parametros cinéticos
enzimaticos obtenidos de literatura y la concentracion de proteinas fue fijada de acuerdo
a los antecedentes de Weaver et al., 2015, Martinez-Moya et al., 2015 y Currie et al.,
2014. Usando acetil-CoA como sustrato inicial, desconectamos la via del metabolismo
central, permitiéndonos examinar la produccion de B-ionona en profundidad y en forma
independiente de los problemas que pueden ocasionarse por otros factores fisiologicos,
tales como las complicaciones inherentes que resultan de la insercion de las vias del
metabolismo central y las regulaciones asociadas; ademés de los efectos que esto puede
ocasionar en los resultados de simulacion de las vias heterdlogas, que podrian complicar
el analisis y llevar a conclusiones erroneas (Rios-Estepa et al., 2010; Weaver et al.,

2015).

A continuacién, presentamos la calibraciéon del modelo de fermentacion batch de una
cepa de S. cerevisiae productora de B-ionona con el fin de estimar los parametros
cinéticos mas relevantes del sistema biolégico no reportados en la literatura. El
algoritmo de optimizacion usado estd basado en un método de busqueda dispersa
implementado en MATLAB, el cual ha mostrado resultados promisorios para la solucién
de problemas de optimizacion combinatorial y no lineal (Rodriguez-Fernandez et al.,
2006). Luego de la obtencion de los parametros calibrados del modelo, se efectué un
diagnostico de post-regresion para evaluar posibles problemas paramétricos del modelo
a nivel de sensibilidad, identificabilidad y significancia. Finalmente, realizamos un
analisis de control metabolico para identificar las etapas limitantes en la biosintesis de -
ionona. De esta forma, identificamos que la concentracion de las enzimas CrtYB, ERG9
y CCDI1 es fundamental para la optimizaciéon de esta via. Ademds, estos analisis
revelaron que las constantes cinéticas Kecat ertyB ¥ Km cca1 son factores claves para

asegurar la biosintesis eficiente de -ionona.
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Figura 2-1. Plataforma para la produccion de B- ionona en S. cerevisiae. Los cuadros azules representan las vias nativas,

y el cuadro naranja representa la via heterologa expresada en la levadura. Los genes en rojo representan las modificaciones de

la cepa construida por (Scalcinati et al., 2012) y (Lopez et al., 2015). El gen tHMGI codifica una HMG-CoA reductasa

truncada, el gen ERG20 que codifica una FPP sintasa y el gen BTSS! que codifica una geranilgeranil difosfato sintasa fueron

sobreexpresados y el promotor del gen ERGY que codifica una escualeno sintasa fue reemplazado por el promotor HXT].

Ademas, los genes heterdlogos crtYB (codifica una fitoeno sintasa/licopeno ciclasa), crtl (codifica una fitoeno desaturasa) y

PhCCDI (codifica una dioxigenasa que cliva carotenoides) fueron integrados y expresados episomalmente.
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Cepas, mantencion y medios de cultivo

Todos los cultivos fueron realizados con la cepa JLS07 de S. cerevisiae, construida y
descrita por Lopez et al., 2015. Esta cepa tiene un background CEN.PK SCIGS22 con
modificaciones en el genoma para la sobreproduccion de FPP (Scalcinati et al., 2012).
Las cepas de S. cerevisiae empleadas para la produccion de B-ionona se describen en la
Tabla 2-1. La cepa SCIGS22a presenta una version truncada del gen HMGI (tHMGI)
que codifica para la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa sin region trans-
membranar. La cepa JLS02 deriva de la cepa SCIGS22a y contiene los genes BTSI,
crtYB, crtl y CCDI. Por ultimo, la cepa JLS07 fue obtenida por transformacion de la
cepa JLS02 con el plasmido pEJLOS8 de alto nimero de copias que contiene el gen URA3
de S. cerevisiae como marcador de seleccion y los genes crtYB y PhCCDI bajo el

control del promotor fuerte constitutivo GPD (Lopez et al., 2015).

Tabla 2-1.- Lista de cepas de S. cerevisiae usadas para la produccion de B-ionona.

Cepa Genotipo Plasmido Referencia
SCIGS22  MATa MAL2-8c SUC2 ura3-52 ninguno (Scalcinati et al.,
IpplA::loxP
dpplA::loxP PERGYA::loxP-PHXTI 2012)
gdhid::loxP  PTEFI-ERG20 PPGKI-
GDH?2
SCIGS22a SCIG22 + PTEFI-tHMGI ninguno (Lopez et al., 2015)
JLS02 SCIG22a + PTEF1-BTSI PPGK1-crtYB ninguno (Lopez et al., 2015)
PTEF1-
crtl PPGKI-PhCCD1
JLS07 JLS02 P426 PGPD- (Lopez et al., 2015)
crtYB
PGPD-

PhCCDI
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Los experimentos de cultivo celular se realizaron en medio minimo sintético dextrosa
(SCD) que contiene: 20 g/L de glucosa, 5 g/L (NH4)2SO4, 1,7 g/L de Yeast Nitrogen
Base sin aminoacidos (BD Difco™ YNB; BD & Co, Sparks, MD, USA) y 0,77 g/L de
mezcla de suplemento completo sin uracilo (CSM-URA; Sunrise Science Products Inc.,
San Diego, CA, USA). Luego de la esterilizacion del medio durante 20 min a 121 °C, se
agreg6 una solucion concentrada de vitaminas esterilizada por filtracion (30 mm x 0.22
um syringe-filter; Tecnologia y Ciencia, Santiago, Chile), preparada de acuerdo a Van
Hoek et al., 1998. Por ultimo, se adicioné 10% dodecano (vol/vol) (Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA) al medio de cultivo para la recuperacion in situ de B-ionona.

Las cepas de levadura son mantenidas como una suspension en 25% de glicerol estéril

(vol/vol) y almacenadas en crioviales a -80 °C.

2.2.2 Modelamiento

Se construyd un modelo de 55 ecuaciones diferenciales ordinarias en MATLAB R2016b
usando 94 pardmetros cinéticos obtenidos a partir de la base de datos BRENDA

(http://www.brenda-enzymes.info/) y estudios previos, los cuales se detallan en las

Tablas A-1 y A-2. Las concentraciones enzimaticas fueron fijadas de forma arbitraria
(Tabla A-3), de acuerdo a Weaver et al., 2015, excepto para las enzimas BTS1, CrtYB y
Crtl para las cuales se empled los antecedentes de Martinez-Moya et al., 2015 y para las
enzimas ERG9, ERG1, ERG7, ERG11, ERG24, ERG25, ERG26, ERG6, ERG2, ERGS5
y ERG4 para las cuales se empleo los datos de Currie et al., 2014. La concentracion
inicial de los metabolitos del modelo fue fijada basdndose en una extensa revision
bibliografica y en nuestros resultados experimentales (Tabla A-4). La concentracion de
acetil-CoA se fij6 en 0.5 uM (constante), de acuerdo al promedio de los datos

experimentales de LC-MS durante el periodo considerado en el modelo.


http://www.brenda-enzymes.info/
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El método de Jagaman & Danuser (2006) se utilizo para el analisis de sensibilidad del
modelo y la determinacion de los pardmetros mas sensibles para la produccion de
GGPP, B-caroteno, B-ionona, escualeno y ergosterol. De esta forma, seleccionamos 18
parametros cinéticos del sistema biologico no reportados en la literatura para la
estimacion. A continuacion, empleamos el toolbox SSm GO para optimizacion global en

MATLAB (http://www.iim.csic.es/~gingproc/ssmGO.html) para calibrar el modelo. El

método de optimizacion global utilizado fue el algoritmo de blisqueda dispersa eSS
descrito en Egea et al. (2009; 2010), que es una version mejorada del método SSm (Egea
et al., 2006). SSm (Scatter Search for MATLAB) es un algoritmo de optimizacion global
metaheuristico para problemas de programacion no lineal que ha sido empleado
exitosamente en el area de bioprocesos (Balsa-Canto et al., 2007; Sacher et al., 2011;
Sriram et al., 2012); entrega una solucion cercana al ptimo global, utilizando métodos
de diversificacion e intensificacion y un conjunto de referencia de soluciones de alta
calidad (Egea et al., 2006). El algoritmo eSS, por su parte, utiliza parametrizacion del
vector de control (CVP) y estd orientado a problemas con ruido y discontinuidades

(Egea et al., 2009).

Los parametros fueron estimados por minimizacion de la suma de los errores cuadraticos
entre los resultados de simulacion y los datos experimentales. Cada uno de los términos
de error de la ecuacion fue dividido por el maximo valor experimental. Asi, la siguiente

funcion de minimos cuadrados fue minimizada:

m N
A4hl:E::E:

i=1 j=1

modelo __ y€exp 2
Xij Xi

i,j
max exp
Xi

Donde X;; corresponde a las j mediciones de la variable i, m es el nimero de variables

max exp

; es el maximo valor

medidas, n; es el nimero de mediciones realizadas y X

experimental para la variable i.


http://www.iim.csic.es/~gingproc/ssmGO.html
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Posteriormente, para validar el modelo se utilizaron herramientas de diagnostico de post-
regresion, las cuales consideran andlisis de sensibilidad, identificabilidad y significancia
de los parametros del modelo. Finalmente, se realizé un analisis de control metabolico
(ACM) con el fin de evaluar el rol de actividades enzimaticas individuales en el control de

la via metabolica en estudio.

2.2.3 Cultivos batch en bioreactor

Los cultivos batch fueron efectuados en un bioreactor bench top de 2,5 L BioFlo Ilc
(New Brunswick Scientific). Esta unidad estaba equipada con un sensor de temperatura
(Pt100; 20 — 60 °C) y un electrodo de pH Tophit CPS471D (Endress Hauser, Suiza) con
un rango de medicion de pH de 2—12. Ambos parametros fueron controlados via control
PID para mantenerlos dentro de los valores deseados. Ademas, incluia entradas para
liquidos, tales como soluciones de control de pH y antiespumante, puerto de entrada y
salida para la corriente de aire, y valvula para la toma de muestras. Las entradas de las
soluciones acida y baésica para el control de pH y de antiespumante se conectaron con
mangueras flexibles de 2,4 mm de diametro (Masterflex Norprene; Cole-Parmer, Vernon
Hills, USA) y el flujo de entrada de los liquidos fue realizado a través de bombas
peristalticas 210U y 102FD/R (Watson Marlow, USA). EIl sistema de agitacion
consistio en dos turbinas Rushton conectadas a un eje de rotacion ajustado al volumen
de reaccion (V = 1,5 L). Ademas, se insertd una placa deflectora dentro del reactor. El
flujo de entrada de aire fue controlado mediante un medidor de flujo masico (FMA-
A2407-SS; OMEGA Engineering Inc., Stamford, USA) y esterilizado por filtracion,
previo a la entrada al reactor, mediante un filtro profundo de 0,2 pm (Midisart 2000

PTFE; Sartorius AG, Géttingen, Alemania).

El pre-cultivo fue preparado en 3 mL de medio SCD sin uracilo e inoculado con una
alicuota de levadura almacenada a -80 °C. Luego, 50 mL de medio contenidos en
matraces de 250 mL fueron inoculados con una alicuota del pre-cultivo a una densidad

optica inicial a 600 nm (DOeoo) de 0,1. Luego de una noche de crecimiento a 30 °C y
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180 rpm de agitacion en un incubador de agitacion horizontal, el fermentador con 1450
mL de medio SCD sin uracilo fue inoculado con 50 mL del cultivo crecido en matraces
a una DOeoo inicial de 0,1. Durante la fermentacion, las condiciones de operacion fueron
20 °C, 600 rpm de agitacion y un flujo de aire de 1 L/min (Céarcamo et al., 2014).
Ademas, el pH fue controlado usando una solucion de hidréxido de amonio 20%
(vol/vol) y wuna solucion de dacido fosforico 20% (vol/vol) para mantener
automaticamente el pH en 5,0. Por ultimo, la espuma se control6 manualmente
utilizando silicona 10% (vol/vol), como antiespumante. La fermentacion se desarrolld
durante 72 h y las muestras fueron colectadas cada 4 h para mediciones de metabolitos y
parametros cinéticos. Cada experimento fue realizado en duplicado. Glucosa y etanol

fueron medidos por HPLC como se describe en Sanchez et al., 2014.

2.2.4 Analisis Quimico

2.2.4.1 Carotenoides

Los carotenoides se extrajeron desde el pellet celular, obtenido a partir de muestras de
50 mL de caldo muestreados en diferentes momentos del crecimiento de la cepa JLS07
de S. cerevisiae, basandose en el protocolo descrito por An et al., 1989. El pellet celular
se lavo con 10 mL de agua destilada, se centrifugd y resuspendié en 1,5 mL de agua
destilada, luego de lo cual se agregd 0,5 mL de microesferas de vidrio de 0,5 mm de
diametro y se agitd en moledor de células (mini bead beater-16, Bio Spec Products,
Bartlesville, OK, USA) por 1 min. Para extraer los pigmentos, se agregé 1 mL de
acetona y 18 pL de una solucion 0,1 g/L de apo-B-carotenal (Sigma-Aldrich), empleado
como estandar interno. Se agité nuevamente en el moledor de células por 1 min y se
centrifugd por 5 min a 6.000 rpm para recuperar la fase superior en otro tubo. Este
procedimiento se repitio hasta que los restos celulares quedaron de color blanco. A
continuacion, se midid el volumen recuperado de acetona y se agregd la quinta parte de
éter de petrdleo. La mezcla se agitd en Vortex (VX100; Labnet international Inc.,
Woodbridge, USA) durante 5 min, se separaron las fases por centrifugacion a 6.000 rpm

y 4 °C por 5 min y se recuper6 la fase superior con los pigmentos. Luego de repetir el
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proceso de extraccion con éter de petroleo, se agregd 1 mL de agua al tubo acetona-éter
de petréleo, se agitd en Vortex durante 5 min, se separaron las fases por centrifugacion a
6.000 rpm por 5 min y se recupero la fase superior (éter de petréleo) con los pigmentos.
La solucion recuperada se evaporé y el extracto se utilizo para la medicion del contenido

de carotenoides por HPLC, en duplicado.

Los compuestos fueron analizados en un HPLC Merck Hitachi (LaChrom®), compuesto
por una bomba cuaternaria modelo L-7100, un desgasificador modelo L7612, un auto-
muestreador modelo L-7250 y un horno modelo L-7350 (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania). Previo al andlisis, las muestras fueron suspendidas en 600 puL de acetona y se
prepar6 una curva de calibracion estandar con concentraciones conocidas de B- caroteno
(0,2 - 15 mg/L). A continuacion, 30 pL. de solucion fueron inyectados en una columna
Lichrospher RP18 100 (125 x 4 mm; Merk), con wuna solucion de
acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5, vol/vol) como eluyente, a un flujo de 1
mL/min a 40 °C y en condiciones isocraticas. A la salida de la columna, los carotenoides
fueron detectados con un detector de arreglo de diodos UV/VIS (Merck-Hitachi
LaChrom L-7450A). Finalmente, cada metabolito fue cuantificado utilizando el software
D7000 Multi HSM Manager (Merck-Hitachi), normalizando cada area en el
cromatograma por el area correspondiente del estandar interno y usando una curva de

calibracion con los estandares de HPLC.

2.2.4.2 Esteroles

La extraccion de esteroles intracelulares se realizo a partir del pellet celular obtenido de
muestras de 10 mL de cultivo tomadas en distintos tiempos de crecimiento de la cepa S.
cerevisiae JLSO07, segun los protocolos de Shang et al., 2006, y Cheng et al., 2010. En
resumen, al pellet celular se le afiadid 16 mL de una solucion de etanol 60% (vol/vol)
conteniendo 4 g de KOH y 8 pL de una solucion de colesterol a una concentracion de 1
g/L (usado como estandar interno; Sigma-Aldrich). Luego de mezclarse, se dejo a 80 + 2

°C en bafio Maria durante 2 h. Los esteroles no saponificables fueron extraidos con 10
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mL de éter de petréleo. La solucién recuperada se evapord mediante corriente de
nitrogeno y el extracto se utiliz6 para la cuantificacion de esteroles por HPLC, en

duplicado.

El andlisis de HPLC fue realizado en el equipo Merck/Hitachi (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) descrito anteriormente. Para la medicion, las muestras fueron
suspendidas en 400 plL de acetona y se prepard6 una curva de calibracion con
concentraciones conocidas de escualeno, epoxi-escualeno y ergosterol. A continuacion,
30 uL de cada solucion fueron inyectados para su andlisis. Los compuestos de interés se
separaron en una columna Lichrospher RP18 100 (125 x 4 mm; Merk), eluida con una
solucion de metanol: agua (97:3, vol/vol), con un flujo de 1 mL/min a 40 °C, en
condiciones isocraticas. Un detector con arreglo de diodos UV/VIS (Merck-Hitachi
LaChrome L[-7450A) fue empleado para detectar los esteroles. Finalmente, cada
metabolito fue cuantificado utilizando el software D7000 Multi HSM Manager (Merck-
Hitachi) normalizando cada éarea en el cromatograma por el 4rea correspondiente del
estandar interno y usando una curva de calibracion con los estandares de HPLC en un

rango de (0,2 - 100 mg/L).

2.2.4.3 B-ionona

Para el analisis de B-ionona, una muestra de 5 mL de medio de cultivo fue colectada
desde el reactor y centrifugada a 6.000 rpm y 4 °C por 5 min. Posteriormente, s6lo la
fase organica de la muestra — del dodecano — fue almacenada a -20 °C para su posterior
medicion. Antes del andlisis, la fase orgédnica fue secada sobre sulfato de sodio anhidro.
Posteriormente, se afadid a la muestra 10% (vol/vol) de 4-isopropil-3-metilfenol
(41P3MP; Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) como estandar interno para calcular la

concentracion de -ionona con una curva de calibracion en un rango de (0,1 - 50 mg/L).

El analisis de B-ionona fue efectuado por cromatografia de gases (GC) (HP 6890 Series
GC System, Hewlett Packard, Palo Alto, USA), acoplado a un detector de ionizacion de
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llama (FID) mantenido a 250 °C con un flujo de gas H> a 40 psi y de aire a 45 psi.
Ademas, el sistema estaba equipado con un inyector sin division con control EPC (100
psi EPC S/SL; Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU.) funcionando a 250 °C y
25,39 psi. El programa del horno fue el siguiente: 80 °C por 1 min; luego, la temperatura
se aumentd en forma gradual a razéon de 10 °C/min hasta 120 °C; y finalmente se
aumentd 3 °C/min hasta alcanzar 240 °C. Se emple6 una columna capilar DB-FFAP (60
m x 0,25 mm de didmetro interno; 0,25 pum de espesor de pelicula; Agilent
Technologies) bajo un flujo constante de 1,2 mL/min y 45 psi de He como gas portador.
Ademas, se obtuvieron los espectros de masas utilizando un cromatégrafo de gases
HP6890A, conectado a un espectrometro de masas HP 5975 C en el modo de impacto
electronico (EI) en 70 eV. El equipo se controld con el software HP ChemStation GC
(Agilent Technologies) y los cromatogramas se analizaron con el software MSD
ChemStation mejorada (Agilent Technologies). Por ultimo, 1 pL de la muestra
preparada fue inyectado en el equipo GC-FID usando una jeringa de vidrio de 10 pL
(Hamilton Co., Reno, USA).

2.2.4.4 Metabolitos intermediarios de la via del Mevalonato

Luego de colectar una muestra de 5 mL de medio de cultivo desde el reactor, ésta fue
centrifugada a 10.000 rpm por 5 min a 4 °C y lavada dos veces con 100 mM de
NH4HCO:; frio, pH 7.8. El pellet fue resuspendido en 1 mL de 2-propanol, 100 mM de
NH4HCOs3 (Henneman et al., 2008).

A cada homogeneizado, se le adiciond 15 pL de una solucion 1 mg/L de timolftaleina
fosfato como estandar interno y se sonicd en hielo 2 veces por 15 min. Luego, cada
muestra se agitdé en vortex durante 5 min y a continuacion se adicionaron 3 mL de
acetonitrilo para desproteinizacién. Las muestras resultantes fueron incubadas en hielo
por 10 min y luego centrifugadas a 14.000 rpm y 4 °C por 10 min. Finalmente, el

sobrenadante fue transferido a un tubo de vidrio y secado mediante corriente de
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nitrogeno a 30 °C. El residuo obtenido fue resuspendido en 500 pL de agua miliQ y

analizado de forma inmediata o almacenado a -80 °C, hasta su analisis.

La separacion, identificacion y cuantificacion de los isoprenoides fue realizada en un
sistema UHPLC Dionex modelo Ultimate-3000 que consiste en una bomba cuaternaria,
un inyector automatico con control de temperatura y un compartimiento termorregulado
para columna (Dionex Corp., Sunnyvale, USA), acoplado a un espectrometro de masas
Exactive plus (Thermo Fisher Scientific, San José, CA). El sistema UHPLC es
controlado por el Software Xcalibur 2.13 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). La
separacion cromatografica fue realizada en una columna Purospher RP18 (150 x 4,6
mm, 5 um de tamafo de particula, Merck). El método utilizado es una modificacion de
Lu et al., 2010 a un flujo de 400 pL/min. La fase mévil A fue agua con bicarbonato de
amonio (NH4HCO3) 10 mM y 0,05% de trietilamina; y la fase movil B, acetonitrilo con
0,1% de trietilamina. El gradiente de operacion fue: 0 min, 30% B; 2 min, 60% B; 6
min, 95% B; 12 min 30% B; 15 min 30% B. Otros parametros del sistema fueron
temperatura del inyector automatico 4 °C, volumen de inyeccion 20 puL y temperatura de
columna de 40 °C. El espectrometro de masas fue operado en modo negativo, dado que
trietilamina suprime los iones positivos. La optimizacion del detector (tuning) fue
realizada por la infusion directa de estandares de DMAPP (m/z 244,99; Sigma-Aldrich),
GPP (m/z 313,05; Sigma-Aldrich), FPP (m/z 381,12; Sigma-Aldrich), acetil-CoA (m/z
808,12; Sigma-Aldrich), MVA (m/z 147,07; Sigma-Aldrich), GGPP (m/z 449,19;
Sigma-Aldrich), y timolftaleina fosfato (m/z 509,17; Sigma-Aldrich), cada uno a 0,5
pg/mL. Los pardmetros de operacion optimizados fueron: flujo de gas envolvente, 48
(unidades arbitrarias); flujo de gas auxiliar, 11 (unidades arbitrarias); flujo de gas de
barrido, 2 (unidades arbitrarias); voltaje de pulverizacion, 3,5 kV; temperatura del

capilar, 300 °C; voltaje del capilar, -50 V; voltaje del lente tubular, 50 V.
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2.3 Resultados
2.3.1 Calibracion del Modelo
2.3.1.1 Estimacion de Parametros

El procedimiento de calibracion del modelo fue efectuado de acuerdo a lo indicado en
Materiales y Métodos. Los valores de los parametros estimados, con sus unidades de
medida, limites inferior (LI), superior (LS) y punto inicial de busqueda para la
optimizacion se resumen en la Tabla 2-2. Los LI y LS para Km ccd1a, Km erg3b, Km ergoc,
Km erg27a, Km ergan, Kd ciyBa Y Kd ergobp fueron seleccionados de acuerdo a los limites
teoricos descritos en literatura (Berg et al., 2002); asi como los LS de Ks, Yxg ¥ Yxe
(Badotti et al., 2008; Paalme et al., 1997; Pham et al., 1999). El resto de los LI y LS
fueron seleccionados para asegurar que el algoritmo tuviera un adecuado espacio de

busqueda.



Tabla 2-2.- Resumen de Estimacion de Parametros de S. cerevisiae JLSO7.
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Simbolo Nombre Unidad LI* Valor LS** Valor
Inicial Final

Keat ergo Constante catalitica enzima ERG9 h! 3,6 1908 3,6%¥10° 10554

Keat criyeo  Constante catalitica enzima CrtYB h! 3,6 3600 3,6%10° 3.6

Keat erel Constante catalitica enzima ERG1 h'! 36 19,8 3,6%¥10° 9,5

Km cedta  Cte. Michaelis-Menten CCD1-B-caroteno uM 100 15,2 1*10° 7,8

Km ergsv  Cte. Michaelis-Menten ERG3-NADPH uM 100 357 1*¥105 352

K ergoc Cte. Michaelis-Menten ERG9-Pre-Escualeno uM 10t 7,7 1*10° 0,2

K erg2a  Cte. Michaelis-Menten ERG27-metil- pM 100 236 1*¥10° 1

zimosterona

Km ergav  Cte. Michaelis-Menten ERG4-Ergostatetraenol M 100 10,8 1¥105 4189

Kd etyBa  Constante de disociacion CrtYBa- GGPP uM 100 20 1¥105 64,2

Kad ergob Constante de disociacion ERG9- NADPH uM 101 1000 1¥10° 3,7

Erg27 Concentracion Enzima ERG27 M 104 0,03 1 0,0047

Erg3 Concentraciéon Enzima ERG3 uM 10* 0,03 1 0,0038

Ccdla Concentracién Enzima CCDI1 t<20 h uM 10* 0,01 1 0,0094

Ccdlb Concentracion Enzima CCDI1 t>20 h uM 104 0,18 1 0,0001

K Constante de saturaciéon media g/L 102 0,12 0,5 0,0243

Ysxe Rendimiento de biomasa/glucosa g/g 102 0,2 0,5 0,0990

Yie Rendimiento de biomasa/producto g/g 102 0,21 0,7 0,2859

d Tasa de muerte celular h! 104 2*10* 0,1 0,0007

*LI = Limite inferior; ** LS = Limite superior

LOS VaIOI”CS IHICIaleS de lOS paré.metros Kcatiergg, KcaticrtYBb, Kcatiergl, Kmiccdla_, Krniergfib,

Km_erg9c, Km_erg27a, Km_erg4b, Ks, ng y Yxe fl,lel‘Ol’l SeleCCIOHadOS de llteratura (Tabla A'l

y A-5). Por tultimo, el resto de los valores iniciales fueron definidos para lograr una

simulacidn factible.
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2.3.1.2 Cinética de crecimiento de S. cerevisiae JLS07 en bioreactores

La Figura 2-2 ilustra la evolucién de glucosa, etanol e intermediarios (escualeno, 2,3-
epoxi-escualeno, ergosterol y [-caroteno) de la sintesis de P-ionona durante el
crecimiento de S. cerevisiae JLSO7 en bioreactor; el intervalo de confianza
correspondiente de los datos experimentales (IC: 95%); y la cinética resultante de la
modelacion para cada uno de estos compuestos. Cabe destacar que el modelo reprodujo
satisfactoriamente la dindmica bioldgica registrada mediante analisis experimental,

considerando un intervalo de confianza (IC:95%)).

En el caso la de biomasa, ésta cae dentro del intervalo de confianza del 95% de las
mediciones experimentales (Figura 2-2A). Ademas, se puede identificar dos plateaux,
correspondientes a la etapa de agotamiento de glucosa (25-30 h) y de etanol (mayor a 55
h), respectivamente. El consumo de glucosa presenta una leve desviacion fuera del
intervalo de confianza entre las 24-30 h de fermentacion, posiblemente por limitaciones
experimentales o del modelo (Figura 2-2B). Por su parte, el consumo de etanol comienza
alrededor de las 30 h de fermentacion. El etanol permanece dentro de los limites del

intervalo de confianza a partir de las 10 h de cultivo (Figura 2-2C).
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Figura 2-2. Comparacion entre predicciones del modelo (linea sélida) y datos experimentales (+) del cultivo batch
de S. cerevisiae JLS07 crecida en bioreactor de 1,5 L. (A) Biomasa (g/L); (B) Glucosa (g/L). (C) Etanol (g/L); (D)
Escualeno (uM); (E) 2,3-Epoxi-escualeno (uM); (F) Ergosterol (uM); (G) B-caroteno (uM). (H) B-ionona (uM). Los
valores representan el promedio de tres experimentos independientes. Las lineas rojas representan un intervalo de

confianza de 95% de las mediciones experimentales.
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El escualeno se acumula a partir de las 20 h de cultivo, y alcanza el estado estacionario
alrededor de las 50 h (Figura 2-2D). A su vez, el 2,3-epoxi-escualeno se acumula a
partir de las 30 h de cultivo y permanece también dentro del intervalo de confianza del
95% de los datos durante toda la fermentacion (Figura 2-2E). Por otro lado, la Figura 2-
2F ilustra la significativa acumulacion de ergosterol entre 20-25 h de cultivo - periodo
en el cual se agota la glucosa — hasta las 30 h de fermentacién, tiempo a partir del cual
disminuye la acumulacion de ergosterol. El ergosterol permanece dentro de los limites

del intervalo de confianza del 95% durante toda la fermentacion.

La sintesis de B-caroteno se inicia al momento en que el cultivo presenta carencia en
glucosa (Figura 2-2G). Por ultimo, la produccion de B-ionona comienza luego de 10 h de
fermentacion, pero se acumula principalmente a partir de las 30 h de cultivo,

concomitantemente con el consumo de etanol (Figura 2-2H).



60

2.3.2 Analisis Pre/Post regresion
2.3.2.1 Identificabilidad

Se evalu6 si existian problemas de identificabilidad de diferentes combinaciones de
parametros estimados, considerando como valor limite un coeficiente de correlacion
Pearson de 0,95 (Figura A-1). Los parametros correlacionados se pueden agrupar en 2
grupos. Un primer grupo, conformado por los pardmetros asociados a la formacion de
B-ionona (Km ccdia y CCDIb); un segundo grupo, que incluye los parametros

relacionados con la via de sintesis de escualeno (K ergob ¥ Keat_ergo)-

2.3.2.2 Sensibilidad

El andlisis de sensibilidad relativa (Figura 2-3) indica que los pardmetros Km erg27a, ¥
Km _ergsb tienen una baja sensibilidad frente a las diferentes variables de estado, pero se
encuentran dentro del rango aceptable de sensibilidad relativa (> 0,01). Por el contrario,
los pardmetros Km_ergoc, Kd crtyBa, Kd ergob, y CCD1a no impactan las variables de estado

del modelo.

2.3.2.3 Significancia

Finalmente, la mayoria de los parametros tienen niveles de significancia menores a 2,
por lo que no son significativamente diferentes de cero. Los pardmetros estimados que
resultaron significativos con un nivel de confianza de 95% fueron Keat creyBb, Ks, Yxg, Yxe

y d (Tabla A-7).
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Sensibilidad relativa

Sensibilidad relativa Sensibilidad relativa

Sensibilidad relativa

0.5 A

Kcat_ergg Kcat_crtYBb Kr.at_e rgl KM_cr.dla

0.5 4

KM_erg3b KM_ergZ?a KM_erg4b Erg27

0.5 A

Erg3 ccdlb Ks Y,

biomasa H epoxi-escualeno
s glucosa m ergosterol
etanol B B-caroteno

M escualeno ® 3-ionona

Y. d '

Figura 2-3. Analisis de Sensibilidad Relativa. Para cada parametro las barras representan el impacto en
una variable de estado especifica. De izquierda a derecha las barras corresponden a biomasa, glucosa, etanol,

escualeno, 2,3-epoxi-escualeno, ergosterol, f-caroteno y B-ionona
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2.3.3 Identificacion de etapas limitantes en la biosintesis de -

ionona

Los resultados de simulacion de la cepa JLSO7 de S. cerevisiae indican que ciertos
metabolitos se acumulan durante la fermentacion: via del mevalonato (HMG-CoA, IPP y
DMAPP), biosintesis de esteroles (pre-escualeno, escualeno, 2,3-epoxiescualeno, 4a -
formil-43-metil-zimosterol, 3-ceto-4a-metil-zimosterol, Sa- colesta- 8,24-dien-33-ona,
episterol y ergosterol) y biosintesis de B-ionona (GGPP, licopeno, B-caroteno y -

ionona).

De lo anterior, se desprende que ciertos pasos enzimaticos de las rutas biosintéticas
descritas podrian corresponder a etapas limitantes en la produccion de B-ionona en esta
factoria celular, e.g.: HMGR, ERG20, ERG9, ERGI1, ERG7, ERG25, ERG27, ERG3,
CrtYB y CCDI1 (Figura 2-4). Cabe destacar que la enzima ERG20 cataliza dos
reacciones consecutivas en la via del mevalonato, la formacion de GPP y FPP; sin
embargo, los resultados indican que so6lo la primera reaccion — la actividad GGP sintasa,
identificada como ERG20a en el modelo — es una etapa limitante de la via. Asimismo,
los resultados reportados de las enzimas ERG25 y ERG27, que catalizan varias
reacciones de la biosintesis de ergosterol, indican que so6lo las reacciones de formacion
de 4a-carboxi-4p-metil-zimosterol y 4a-metil-zimosterol corresponderian a etapas
limitantes de esta via. En el caso de la enzima bifuncional CrtYB (fitoeno sintasa/
licopeno ciclasa), la cual cataliza la formacion de fitoeno y B-caroteno, ambas reacciones

fueron detectadas como posibles etapas limitantes de la via de biosintesis de -ionona.
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Figura 2-4. Identificacion de etapas limitantes en la Via del Mevalonato, biosintesis de B-ionona y

esteroles de S. cerevisiae JLS07. En color rojo se muestran los genes que codifican las enzimas de las

etapas limitantes de las rutas enzimaticas descritas.
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A continuacion, se realizo un analisis de control metabolico (ACM) con el fin de evaluar
el rol de actividades enzimaticas individuales en el control de la via de biosintesis de [-
ionona. La Tabla 2-3 presenta los coeficientes de control de flujo (CCF) para la sintesis
de B-ionona y ergosterol, y los coeficientes de control de concentracion (CCC) para la
sintesis de los intermediarios de las vias metabolicas B-caroteno y escualeno. Este
andlisis indic6 que las enzimas que controlan mayoritariamente la via de biosintesis de
B-ionona corresponden a CrtYB, CCD1, ERGY9, ERG1 y ERG3. Cabe destacar que los
cambios mas relevantes observados fueron la modulacion de las concentraciones de B-
caroteno, B-ionona, escualeno y ergosterol, debido a cambios en los niveles de las

enzimas CCDI1, CrtYB y ERG9, respectivamente.

En efecto, los cambios en la concentracion de la enzima dioxigenasa de clivaje de
carotenoides (CCD1) afectan significativamente la concentracion de B-caroteno (CCC=-
0,96) y, en menor medida, el flujo de sintesis de B-ionona (CCF=0,23). Asimismo, la
concentracion de la enzima bifuncional fitoeno sintasa/licopeno ciclasa (CrtYB) controla
mayoritariamente la concentracion de -caroteno (CCC=0,93) y el flujo de sintesis de -
ionona (CCF=0,79). En relacion a lo tltimo, cabe destacar que este resultado se debe
principalmente a la actividad enzimadtica licopeno ciclasa de CrtYB, que cataliza la
formacion de B-caroteno, siendo insignificante en el caso de la actividad fitoeno sintasa

de la misma enzima.

Por su parte, la concentracion de la enzima escualeno sintasa (ERGY) controla
mayoritariamente la concentracion de escualeno (CCC=0,97). Sin embargo, este analisis
reveld que otras enzimas también participan en el control de la concentracion de

escualeno, tales como ERG1 (CCC=-0,57), ERG25 (CCC=-0,15) y ERG3 (CCC=-0,33).

Finalmente, cabe destacar que los cambios en la concentracion de la enzima C5 esterol
desaturasa (ERG3) afectan significativamente el flujo de sintesis de ergosterol
(CCF=0,58). Asimismo, pero en menor medida, las enzimas ERG27 (CCF=0,25) y
ERG25 (CCF=0,12) controlan el flujo de la via de sintesis de esteroles.
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Tabla 2-3.- Analisis de Control Metabolico. Control de la sintesis de B-ionona, [3-

caroteno, escualeno y ergosterol en S. cerevisiae JLSO7.

Enzima Ci" B—ionona C]Eergosteral Cﬁi—caroteno Cz:si‘cualeno
ERG10 <0,01 <0,01 <0,01 0,03
ERG13 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
HMGR <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
ERG12 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
ERGS8 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
MVD1 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
D11 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
ERG20 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
BTS1 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
CrtYB 0,79 <-0,01 0,93 <0,01
Crtl <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
CCD1 0,23 <0,01 -0,96 <0,01
ERGY9 <0,01 <0,01 <0,01 0,97
ERG1 <0,01 0,05 <0,01 -0,57
ERG7 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
ERGI11 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
ERG24 <0,01 <0,01 <0,01 -0,05
ERG25 <0,01 0,12 <0,01 -0,15
ERG26 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
ERG27 <0,01 0,25 <0,01 <0,01
ERG6 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
ERG2 <0,01 <0,01 <0,01 <-0,01
ERG3 <0,01 0,58 <0,01 -0,33
ERG5 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
ERG4 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Cg“"’"""“, coeficiente de control de la enzima Ei sobre la sintesis de P-ionona;

Cgei’g"“"”’, coeficiente de control de la enzima Ei sobre la sintesis de ergosterol;

ch e, coeficiente de control de la enzima Ei sobre la concentracion de p-caroteno;
cgseuateno - coeficiente de control de la enzima Ei sobre la concentracion de escualeno.
Una enzima con control de flujo negativo indica que estd ubicada en una ramificacion,

desviando el flujo principal; una enzima con control de concentracién negativo indica

que el aumento en su actividad disminuye la concentracién del metabolito.
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Posteriormente, analizamos el impacto de la variacion de los pardmetros cinéticos de las
enzimas del modelo en la concentracién de isoprenoides de la via de biosintesis de -
ionona. Los parametros enzimaticos que poseen mayor control sobre la biosintesis de -
ionona son la constante catalitica de la actividad enzimatica licopeno ciclasa de CrtYB
(Kcat crtyBb) ¥ la constante de Michaelis-Menten de la enzima CCDI1 para B-caroteno
(Km ccdia). Especificamente, la variacion del pardmetro Kea crtyBb afecta principalmente
la concentraciéon de B-caroteno (CCC=0,92) y B-ionona (CCC=0,94). Asimismo, la
variacion de la constante cinética Km ccaia afecta la concentracion de B-caroteno

(CCC=0,66) y B-ionona (CCC=-0,49).

Los resultados obtenidos mediante el analisis de control metabodlico nos permiten
proponer que para incrementar la concentracion de B-ionona se deberia modificar los
niveles de CrtYB, CCD1 y ERG9, enzimas responsables de controlar el flujo de esta via.
Asimismo, se propone modificar los pardmetros cinéticos Keat crtyBb ¥ Km cedia con el fin
de incrementar la velocidad de sintesis de B-ionona, asi como su concentracion final. De
esta forma, la Figura 2-5 ilustra el potencial efecto de estas modificaciones en la via de
biosintesis de B-ionona, en especifico, se simularon los perfiles de isoprenoides de esta
via al incrementar o disminuir en un 50% los niveles de CrtYB, CCD1, ERG9, Kcat crtyBb
0 K cedta en el modelo. Estas modificaciones de los parametros de modelacion
predijeron cambios relativamente menores del rendimiento total de la via (<14%), pero a
su vez permitieron confirmar correlaciones importantes de actividades enzimaticas
especificas con la composicion de isoprenoides en esta via. En efecto, los resultados
indican que la concentracidn y los parametros cinéticos de las enzimas CrtYB y CCD1
son relevantes en la modulacion de la concentracion de B-caroteno y [-ionona.
Asimismo, la concentracion de la enzima ERG9 modularia la concentracion de
escualeno. De acuerdo a las simulaciones, en conjunto estas modificaciones (CrtYBD,
CCD1 y Kecat ertyso se incrementaron en un 50%, y ERG9 y K ccdia s€ redujeron en un
50%) estan asociadas a cambios en las concentraciones de escualeno (-53%), B-caroteno
(-29%), y B-ionona (+172%), y no afectan la concentracién final de ergosterol

producido.
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Figura 2-5. Analisis de Perturbacién de la biosintesis de B-ionona en S. cerevisiae. Los siguientes

colores fueron empleados para indicar los perfiles de isoprenoides: escualeno, amarillo; ergosterol, azul; B-
caroteno, verde; f-ionona, rojo. (A — C) El impacto de cambios en la abundancia de proteinas claves (=50%
respecto al valor basal) es indicado por lineas segmentadas para la enzima licopeno ciclasa/ fitoeno sintasa
(A), dioxigenasa de clivaje de carotenoides (B) y escualeno sintasa (C). (D-E) El potencial impacto de la
variacion de las constantes cataliticas mas relevantes (=50% respecto al valor basal) es indicado por lineas
segmentadas para la constante catalitica de la enzima licopeno ciclasa/ fitoeno sintasa (D) y la constante de
Michaelis-Menten de la dioxigenasa de clivaje de carotenoides (E). F, Simulacion de los potenciales efectos
de diferentes modificaciones en S. cerevisiae (+50% CrtYBb, CCD1 y Kecat crtyBb, Y -50% ERG9 y Kin cedia)-
Los graficos de barra a la derecha de cada panel indican la concentracion de escualeno, ergosterol, B-
caroteno y fB-ionona después de 80 h de fermentacion batch. N, concentracion de isoprenoides bajo

condiciones control.
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2.4 Discusion
2.4.1 Simulaciones

La dindmica de crecimiento de la cepa JLS07 en cultivo batch aerdbico confirma los
resultados de Lopez et al., 2015 (Figura 2-2). Luego de una fase inicial de crecimiento
asociada al consumo de glucosa, ocurre una fase de consumo del etanol producido como
consecuencia del efecto Crabtree en S. cerevisiae. Ademads, este trabajo presentd la
dindmica de produccion de B-caroteno, B-ionona, escualeno, 2,3-epoxi-escualeno y
ergosterol; lo que da cuenta de la preponderancia de la formacion de esteroles por sobre
carotenoides en esta factoria celular. Asimismo, la acumulacion de B-caroteno en la fase
estacionaria de crecimiento indica que la actividad enzimatica de CCD1 que cataliza la
formacion de B-ionona podria ser deficiente. En conjunto, estos antecedentes confirman
las posibilidades de optimizar el nivel de produccion de B-ionona mediante el desarrollo

de estrategias de ingenieria genética.

Finalmente, cabe destacar que en la mayoria de los experimentos, los ajustes realizados
por el modelo matematico concuerdan bien con los datos experimentales, ya que las
cinéticas del modelo se encuentran la mayoria del tiempo dentro de los intervalos de

confianza (IC:95%) de las mediciones (Gelmi et al., 2002).

2.4.2 Analisis Pre/Post regresion

El andlisis de identificabilidad permiti6é detectar problemas de identificabilidad en los
parametros asociados a la formacion de B-ionona, Km ccaia y CCD1b, A partir de ello se
infiere que solo se requiere emplear uno de ellos para la calibracion. En consecuencia,
convendria recopilar informacion experimental de la enzima CCD1 en la cepa JLS07 de
S. cerevisiae. Por otro lado, los parametros relacionados con la formaciéon de escualeno
que presentaron problemas de identificabilidad fueron Keat ergo ¥ Kd ergob. En este caso
seria util obtener informacion experimental de la enzima ERG9, pues no se encuentran

antecedentes disponibles en literatura para fijar a priori estos parametros.
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Por su parte, el andlisis de sensibilidad revel6 que los pardmetros més importantes para
la biosintesis de B-ionona fueron las constantes enzimaticas Kecat crtyBo Y Km cedia ¥ la
concentracion enzimdatica de CCDI1. Estos parametros afectaron principalmente la
simulacion de los perfiles de B-caroteno y B-ionona. Por otro lado, el pardmetro Kq ergob,
mostrd ser insensible para la mayoria de las variables de estado, y dado que estd
correlacionado con Keat ergo, sOlo este ultimo deberia preferirse para los estudios de
calibracion posteriores. Por su parte, los parametros Kg catyBa y CCDla también
resultaron practicamente insensibles a la mayoria de las variables de estado, por lo que
se recomienda para la recalibracion del modelo fijar estos parametros de acuerdo a la

literatura o ensayos experimentales.

Las pruebas de significancia dependen del numero de parametros estimados, a diferencia
de los analisis de identificabilidad y sensibilidad. Por lo que es razonable encontrar
problemas de significancia en modelos de gran envergadura. Es asi como el andlisis de
significancia reveld varios problemas de esta indole en el modelo cinético construido.
Sin embargo, después de fijar un grupo de parametros del modelo, usando otros criterios
como sensibilidad e identificabilidad, se deberia lograr reducir los problemas de
significancia obteniendo un modelo sin inconsistencias paramétricas. Otra alternativa
para mejorar la identificabilidad del modelo es incluir en préximos estudios las
relaciones de Haldane, que permiten incorporar restricciones termodindmicas para dar
lugar a cinéticas reales. En especifico, la relacion de Haldane establece que los
parametros cinéticos (velocidad maxima y constante de Michaelis Menten) de una
enzima, vienen constrefiidos por el valor de la constante de equilibrio, Keq, de la
reaccion catalizada (Cleland, 1982). Esta informacion se puede obtener de varias

fuentes, como, por ejemplo: http://equilibrator.weizmann.ac.il/.



http://equilibrator.weizmann.ac.il/
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2.4.3 Identificacion de etapas limitantes en la biosintesis de [-

ionona

El modelo cinético desarrollado consiste en tres modulos, los cuales describen la via del
mevalonato (MVA), biosintesis de esteroles y B-ionona, respectivamente. A partir del
andlisis de los resultados del modelo fueron predichas varias posibles etapas limitantes

en la biosintesis de B-ionona.

En primer lugar, diversos estudios han demostrado que la via del MVA se encuentra
fuertemente regulada, siendo su principal punto de regulacion la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa (HMGR), la que estéd regulada a nivel transcripcional, post-
traduccional y de su degradacion (Miziorko, 2011). Sin embargo, es preciso sefialar que
la cepa JLSO7 de S. cerevisiae presenta una version truncada del gen HMGR (tHMG1)
que codifica una forma soluble citosolica de la proteina eliminando la regulacién
negativa endogena en esta factoria celular (Scalcinati et al., 2012); pese a lo anterior, las
predicciones del modelo detectan un “cuello de botella” en este punto, debido a la
acumulacion de HMG-CoA. Esto resulta interesante dado que diferentes trabajos han
concluido que la enzima HMGR, efectivamente, cataliza la reaccion limitante en la via
del MVA que corresponde a la conversion de HMG-CoA a MVA mediante dos

reacciones de reduccion (Parks & Casey, 1995).

Por otro lado, los andlisis también detectaron la acumulacion de IPP y DMAPP en esta
factoria celular, indicando que la enzima geranil pirofosfato sintasa (ERG20) que
cataliza la formacion de GPP, también actuaria como etapa limitante en la via del MVA.
Este resultado es interesante porque el gen ERG20 fue sobreexpresado en la cepa JLS07
con el fin de incrementar la sintesis de FPP (Scalcinati et al., 2012); sin embargo, los
resultados de simulacidon aun predicen un “cuello de botella” en este punto. Al respecto,
cabe mencionar el trabajo de Zhao et al. (2016), donde se evalud el potencial de
diferentes GPP sintasas para incrementar la produccion de geraniol en S. cerevisiae,

monoterpeno sintetizado a partir de GPP. Este trabajo mostré que la sobreexpresion del
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gen ERG20 endogeno logrd incrementar significativamente la produccion de geraniol,
siendo atn mejor el rendimiento al sobreexpresar en forma conjunta otros genes de la
via del mevalonato, como HMGR e IDII. Ademas, varios estudios han demostrado que
la expresion de variantes de ERG20 que tiene mayor actividad GPP sintasa incrementan
los titulos alcanzados de diferentes monoterpenos (Fischer et al., 2011; Ignea et al.,
2014; Liu et al., 2013). Sin embargo, el efecto de la regulacion de la concentracion de
GPP aln no se ha investigado extensamente en S. cerevisiae. En conjunto, estas
observaciones sugieren que las enzimas HMGR y ERG20 corresponden a etapas
limitantes de la via del mevalonato, por lo que estarian restringiendo la formacion de -

ionona en la cepa JLS07 de S. cerevisiae.

Por su parte, los resultados de simulacién también revelaron la acumulacién de pre-
escualeno, indicando que la enzima escualeno sintasa (ERG9) que cataliza la formacion
de escualeno a partir de FPP, actuaria como etapa limitante en la biosintesis de esteroles
en la cepa JLSO07 de S. cerevisiae. Cabe destacar que esta cepa presenta regulacion
negativa del gen ERGY para la sobreproduccion de FPP (Scalcinati et al., 2012), por
ende la acumulacion de pre-escualeno da cuenta de la reduccion de la velocidad de
reaccion en el segundo paso enzimatico catalizado por ERGY, i.e. la transformacion de

pre-escualeno en escualeno mediante la oxidacion de NADPH en NADP.

Los andlisis también permitieron demostrar la acumulacion de escualeno en esta factoria
celular, indicando que la enzima escualeno monooxigenasa (ERG1) que cataliza la
formaciéon de 2,3-epoxiescualeno, también actuaria como etapa limitante en la
biosintesis de esteroles en la cepa JLS07 de S. cerevisiae. De forma similar, Veen et al.,
2003, reportaron que la sobreexpresion del gen ERGI en S. cerevisiae induce una
disminucioén significativa de la concentracion de escualeno, su sustrato directo, asi como
un incremento sustancial de lanosterol, y un aumento limitado en los esteroles, rio abajo.
Esto sugiere que es este paso enzimatico el que limita la transformacion de escualeno en
otros esteroles de la via. En conjunto, estos antecedentes sugieren que las enzimas ERG9

y ERGI corresponden efectivamente a etapas limitantes de la biosintesis de esteroles en
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levaduras, por lo que el control de estas actividades enzimaticas favoreceria la

biosintesis de B-ionona en la cepa JLS07 de S. cerevisiae.

Asimismo, los resultados de simulacion revelaron una leve acumulacién de varios
intermediarios de la via de biosintesis de esteroles en S. cerevisiae, entre ellos: 2,3-
epoxiescualeno, 4o -formil-4p3-metil-zimosterol, 3-ceto-4a-metil-zimosterol, Sa-
colesta- 8,24-dien-3B-ona y episterol. Por lo tanto, otros posibles pasos enzimaticos
limitantes de esta via son ERG7, ERG25, ERG27 y ERG3. Pese a que estos pasos
enzimaticos no han sido descritos previamente como etapas limitantes, cabe destacar que
varios autores han mostrado que estas enzimas corresponden a importantes puntos de
regulacion de la via de biosintesis de ergosterol en levaduras (Arthington-Skaggs et al.,

1996; Blosser et al., 2014; Darnet et al., 2001; Layer et al., 2013).

Por 1ultimo, las simulaciones permitieron identificar acumulacion de licopeno y B-
caroteno en esta factoria celular, sugiriendo que los pasos enzimaticos catalizados por
CrtYB y CCDI son etapas limitantes de la biosintesis de B-ionona. De forma similar a
estos resultados, el trabajo de Lopez et al. (2015) mostré que el incremento de la
expresion génica de CCDI y crtYB en la cepa JLS07 de S. cerevisiae, logré un
significativo aumento en el contenido de carotenoides totales y B-ionona en esta factoria
celular, a diferencia de lo ocurrido con la co-expresion de los genes crtYB y crtl que
tuvieron un efecto mas leve en la biosintesis de P-ionona. En conjunto, estos
antecedentes indican que las enzimas CrtYB y CCDI1 corresponden efectivamente a

etapas limitantes de la biosintesis de -ionona en la cepa JLS07 de S. cerevisiae.

Es por esto que, para evaluar los potenciales efectos de la variacion de la concentracién
enzimatica en los perfiles de metabolitos, se realizé un anélisis de control metabdlico en
el modelo. Este anélisis indico que las enzimas CrtYB, CCD1, ERGY9, ERG1 y ERG3
poseen un control significativo sobre la composicion de isoprenoides en la via de
biosintesis de B-ionona. A continuacion, se realizd un andlisis de perturbacion para

evaluar el rol de actividades enzimaticas individuales en la composicion de isoprenoides
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de la via de biosintesis de B-ionona. En especifico, los cambios mas relevantes en
relacion al rendimiento de B-caroteno, B-ionona, escualeno y ergosterol se observaron al
modificar la concentraciéon de las enzimas CrtYB, CCDI1 y ERGY, respectivamente.
Ademas, se observaron cambios significativos en los perfiles de B-caroteno y -ionona

debido a cambios en las constantes enzimaticas Kecat crtyBb Y K cedla-

En primer lugar, este analisis mostr6 la importancia de la enzima bifuncional CrtYB en
la sintesis de P-ionona. En especifico, se observa que el incremento de la actividad
enzimadtica licopeno ciclasa de la enzima CrtYB aumenta drasticamente la concentracion
de B-caroteno, y al mismo tiempo la de B-ionona. Estos resultados se condicen con el
trabajo realizado por Lopez et al. (2015), donde el aumento del nivel de expresion
génica de crtYB en la cepa JLS07 de S. cerevisiae promovid un significativo incremento
en el contenido de carotenoides totales y P-ionona en relacion a la cepa parental, a
diferencia del incremento en la expresion del gen carotenogénico crt/ que incluso
disminuy6é la produccion de estos compuestos. Por otro lado, los resultados de
simulacion indican que otro factor clave para la sintesis de B-ionona es la constante
catalitica de la enzima CrtYB. De lo anterior se deduce que el incremento en la
eficiencia de la actividad enzimatica de CrtYB mediante ingenieria de proteinas
permitiria optimizar la sintesis de P-ionona reduciendo la concentracion final de sus

precursores.

En relacion a los datos experimentales, la acumulacion de B-caroteno en la cepa JLS07
de S. cerevisiae sugiere que el gen PACCDI podria estar siendo expresado de forma
suboptima o que la enzima presenta una baja eficiencia catalitica. Este fenomeno se
refleja en los resultados del analisis de control metabolico, que muestran que CCD1
afecta significativamente la concentracion de B-caroteno y el flujo de sintesis de -
ionona. En especifico, este andlisis reveld que el incremento del nivel de la enzima
CCD1 disminuye drasticamente la concentracion de [-caroteno, aumentando la
concentracion de B-ionona. Este razonamiento se apoya en un estudio previo de cepas

productoras de B-ionona de S. cerevisiae en el cual se determiné la existencia de una
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correlacion entre los niveles de expresion génica de CCD/ y el rendimiento de B-ionona
alcanzado (Lopez et al., 2015). Ademas, de acuerdo a las simulaciones el efecto positivo
para la biosintesis de B-ionona del nivel de CCDI se produce mayoritariamente en la
fase estacionaria de crecimiento de la levadura, siendo practicamente nulo antes de las
20 h de fermentacion, momento donde ocurre el agotamiento del sustrato inicial de la via
(glucosa). Es por eso que una posible estrategia para optimizar la produccion de -
ionona podria ser el uso de un promotor inducible de CCD1, que facilitara el crecimiento
celular y la acumulacién de B-caroteno al inicio de la fermentacion, antes de la induccion

de la biosintesis de -ionona.

Por otro lado, la baja eficiencia catalitica de la enzima CCD1 podria explicarse por el
clivaje inespecifico de enlaces dobles de diferentes sustratos. En organismos que
acumulan carotenoides se ha detectado este fendmeno, por ejemplo, la enzima CCD1 de
maiz no cliva de forma exclusiva enlaces dobles 9,10 — 9°, 10’ de carotenoides, sino que
también corta enlaces 5,6 — 5°,6° (Vogel et al., 2008), lo cual indicaria que CCD1 no
produciria exclusivamente [-ionona. Una alternativa para mejorar la actividad
enzimatica es la expresion de enzimas CCD1 provenientes de otros organismos o el uso
de otras enzimas de la misma familia, como CCD4 o CCD7, que también producen f3-
ionona a partir de B-caroteno. De hecho, existen antecedentes en la literatura que indican
que las enzimas CCD4 son mas activas que las CCD1 para la produccion de B-ionona.
Por ejemplo, las enzimas de CCD4a y CCD4b de Croccus sativus expresadas en cepas
de E. coli disefiadas para la acumulacion de PB-caroteno, fueron hasta 15 veces maés

activas comparadas con las enzimas CCD1 de la misma planta (Rubio et al., 2008).

Asimismo, el analisis de control metabdlico revel6 la importancia de la constante
cinética de Michaelis- Menten de la enzima CCDI1 por su sustrato B-caroteno en la
biosintesis de f-ionona. Por lo que una alternativa para mejorar su actividad enzimatica
seria aumentar la afinidad de unidn de la enzima por el sustrato mediante modelacion e
ingenieria de proteinas, modificando el sitio activo de la enzima, la region de union del

sustrato y/o el canal de salida de los productos. Otra opcion interesante es la
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construccion de proteinas fusion que reduzcan el acceso de la enzima a otros sustratos,
en este caso seria conveniente acoplar la actividad enzimatica de CrtYB y CCDI1, que

catalizan las ultimas reacciones de la via de sintesis de -ionona.

Por tltimo, también se detectd que la concentracion de la enzima ERGY9 afecta
significativamente la biosintesis de esteroles, debido al control que ejerce sobre la
concentracion escualeno. La disminucién del nivel de esta enzima reduce drasticamente
la concentracion de escualeno, precursor de la via de sintesis de ergosterol; por lo que
permite dirigir el flujo de carbono hacia la sintesis de B-ionona. Este antecedente es
interesante, pues la cepa JLS07 precisamente presenta el gen ERGY regulado de forma
negativa, con la finalidad de favorecer la sintesis de carotenoides por sobre los esteroles
(Scalcinati et al., 2012). Sin embargo, segin las mediciones realizadas la cantidad de
esteroles totales es varias 6rdenes de magnitud superior que los carotenoides totales en
esta factoria celular. Por lo tanto, una alternativa que podria emplearse para favorecer la
sintesis de B-ionona es reducir el nivel de expresion de FRGY hasta un punto 6ptimo que

no limite la produccidn de ergosterol, compuesto indispensable para la levadura.

En consecuencia, estas observaciones apoyan la hipotesis de que CrtYB, CCD1 y ERG9

corresponden a las principales etapas limitantes en la biosintesis de B-ionona.
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2.5 Conclusion

En este estudio, construimos un modelo cinético de la via de biosintesis de f-ionona en
S. cerevisiae, que incluye la via del mevalonato y la via de sintesis de ergosterol y
carotenoides. Se realizé la calibracion del modelo para estimar los parametros cinéticos
mas relevantes del sistema biologico. Se obtuvo un buen ajuste entre los modulos
disefiados y la dindmica biologica registrada mediante andlisis experimental. Ademas, se
hizo un andlisis de pre/post regresion para detectar posibles inconsistencias paramétricas
a resolver. Finalmente, se realizé un analisis de control metabdlico para identificar los
factores claves para la optimizacion de la via de biosintesis de B-ionona en esta factoria

celular.

De esta forma, el modelo sugiere la realizacion de diferentes modificaciones metabdlicas

para optimizar la biosintesis de B-ionona en la cepa JLS07:

1. Sobreexpresion de genes de la via: crtYB y CCDI. El aumento de la expresion de
estos genes mediante la introduccion de copias extras podria incrementar la
produccion de B-ionona sin afectar la biomasa. Otra alternativa es la utilizacion
de promotores inducibles para CCDI que promuevan la acumulacion de B-
caroteno al inicio de la fermentacion, antes de la induccion de la biosintesis de f3-
ionona.

2. Expresion de CCD4 de C. sativus en vez de PhCCD], por presentar una mayor
actividad enzimatica para la produccion de B-ionona.

3. Incremento de la afinidad de CCDI por p-caroteno (disminuir Km cedia)
mediante ingenieria de proteinas usando disefio racional y evolucion dirigida.

4. Construccion de proteinas fusion entre genes crtYB y CCDI que promuevan el
clivaje oxidativo de B-caroteno por CCDI.

5. Ingenieria de proteinas de CrtYB para aumentar la eficiencia de la actividad

enzimatica de esta enzima (Kcat_crtyBb).
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6. Reduccion de la expresion del gen ERGY. La disminuciéon de ERG9 permitiria
reducir la formacion de escualeno, precursor de la via de sintesis de ergosterol;

dirigiendo el flujo de carbono hacia la sintesis de B-ionona.

De esta forma, este modelo permitié establecer las bases para la optimizaciéon mediante
ingenieria genética de la produccién de terpenoides de alto valor comercial en esta

levadura.
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3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

La simulacion de vias metabdlicas mediante modelos cinéticos se ha empleado para
estudiar como se distribuyen los flujos metabolicos en un sistema bioldgico a través del
tiempo. Sin embargo, estos modelos no solamente describen la estructura de las vias
metabolicas, sino que también ayudan a entender sus mecanismos de control. De esta
forma, se han convertido en una estrategia promisoria para estudiar el comportamiento
de los sistemas biologicos y predecir como los flujos metabdlicos pueden ser afectados

por una amplia variedad de condiciones metabolicas.

El principal objetivo de esta tesis fue la construccion de un modelo cinético de la via de
biosintesis de B-ionona en S. cerevisiae JLS07 que permitiera integrar el conocimiento
disponible de esta factoria celular para optimizar la produccion de B-ionona. Cabe
destacar que una de las principales ventajas del desarrollo de un modelo metabolico
cinético es la facilidad para realizar analisis experimentales in silico que permiten
evaluar el potencial efecto de modificaciones en el nivel de enzimas sobre la
composiciéon y rendimiento de metabolitos de interés. De esta forma, los estudios
realizados revelaron que CrtYB, CCD1 y ERG9 corresponden a las principales etapas
limitantes en la biosintesis de B-ionona en S. cerevisiae JLS07. A partir de lo anterior, se
propusieron diferentes modificaciones para la optimizacion de la cepa JLSO07, tales
como: sobreexpresion de genes crtYB y CCDI, ingenieria de proteinas de CrtYB y
CCD1, modulacion de expresion de ERGY, entre otros. Asi, las modificaciones genéticas
propuestas mediante este trabajo de la via de sintesis de terpenoides proveen una
alternativa para el disefio de una nueva plataforma para la sintesis de novo de -ionona,

que podria alcanzar mejores rendimientos que las estrategias biotecnoldgicas actuales.

Por otro lado, la principal limitacion de los modelos cinéticos radica en la dificultad de
construir y parametrizar leyes cinéticas para las distintas reacciones. Esto limita la

aplicacion de los modelos cinéticos a redes metabolicas de reducidas dimensiones en las
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que el numero de reacciones es relativamente bajo. Sin embargo, una alternativa es
utilizar estos modelos cinéticos como mddulos que pueden integrarse para formar redes
metabolicas complejas. Lo que permitiria el modelamiento cinético de nuevos sistemas
biologicos y el disefo de alternativas para la optimizacion mediante ingenieria genética

de vias metabolicas de interés biotecnoldgico.

Perspectivas

La utilizacion de modelos cinéticos para estudiar la distribucion de flujos metabolicos en
los sistemas biologicos ha crecido en el ultimo tiempo, sin embargo, la dificultad de
contar con datos cinéticos para todas las reacciones sigue siendo una limitante para la
formulacion de los modelos. En este trabajo, el diagnodstico de post-regresion detectd
problemas paramétricos relacionados a la estructura del modelo y la falta de informacion
cinética de ciertos pasos cataliticos. En especifico, el analisis indicd que es necesario
estudiar la cinética de las enzimas crtYB, CCD1 y ERG9 de forma experimental con el
fin de recopilar antecedentes para mejorar la modelacion de las vias metabolicas

involucradas.

Asimismo, a nivel experimental es fundamental la implementacion de las estrategias de
ingenieria genética propuestas para la optimizacién de la biosintesis de B-ionona en S.
cerevisiae JLS07. Dentro de ellas, podemos destacar la modelacién e ingenieria de
proteinas de CCD1 para aumentar la afinidad enzimatica por B-caroteno, y CrtYB con el
fin de incrementar su eficiencia catalitica, ambas ya estdn en desarrollo a nivel de
laboratorio. Ademas, modular los niveles de expresion de crtYB, CCDI y ERGY, que
codifican las enzimas claves para la biosintesis de B-ionona en esta factoria celular. Por
ultimo, se plantea la posibilidad de expresar diferentes variantes de la familia CCD que

se ha reportado poseen mayor actividad enzimatica, tales como: CCD4 de C. sativus.

Como proyeccion de este trabajo, se plantea desarrollar un procedimiento de re-

calibracion basado en las sugerencias planteadas en el andlisis debido a la deteccion de
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algunos problemas de sensibilidad, identificabilidad y significancia en el modelo; con el
fin de mejorar la robustez y capacidad predictiva del mismo. Dentro de las
modificaciones se propone fijar, de acuerdo a informacion experimental o literatura, los

siguientes pardmetros: Kq ereob, Kd crtyBa, CCD1a y CCD1b.

Debido a la acotada duracion de esta tesis no fue posible recabar mas informacion a
nivel empirico para validar el modelo con datos experimentales diferentes a los usados
en la construccion del mismo; por lo que seria relevante en el futuro realizar nuevos
ensayos que permitieran llevar a cabo un proceso exhaustivo de validacion del modelo.
Ademas, con el fin de aumentar las aplicaciones a otras condiciones de cultivo de S.
cerevisiae, €l modelo podria también ser calibrado empleando datos de fermentacion
utilizando otras fuentes de carbono y estrategias de alimentacion, tales como: una fase
de crecimiento batch con glucosa, seguida por una fase de alimentacion con etanol.
Finalmente, seria deseable calibrar el modelo con datos derivados de las cepas
productoras de B-ionona disefiadas a través de este trabajo, con el fin de comprender y

cuantificar los efectos metabolicos asociados a su produccion.
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Tabla A-1: Constantes enzimaticas empleadas en los estudios de modelacion.

Enzima | Organismo | Kcat (s) Organismo Km (mM) Referencia
ERG10 Z. ramigera keat [ 2,1 Z. ramigera Km. Acetil-coa 0,33 (Nishimura et al.
1978)
Km_acetoacetil-coa | 0,024 (Davis et al., 1987)
Km.coz 0,0085 | (Nishimura et al.,
1978)
ERG13 B. juncea keat [ 0,415 | S. cerevisiae Km.acetoaceti-coa | 0,0004 | (Nagegowda et al.
2004)
Km. Acetil-Coa 0,018 (Middleton, 1972)
HMGR R. norvegicus | keat | 0,023 | H. sapiens Km ume-coa 0,6 (Pak et al., 2007)
Km.nappr 0,021 (Gholambhose et al.
2010)
ERG12 S. cerevisiae ket | 38 R. novergicus Kmmva 0,131 (Primak et al., 2011)
Km.atp 0,96 (Chu & Li, 2003)
ERGS S. cerevisiae Keat 10 S. cerevisiae Km.mva-p 0,885 (Garcia & Keasling,
Km st 0,098 | 2014)
H. sapiens Km.app 0,047 (Herdendorf &
Miziorko, 2
Ko 0.041 iziorko, 2007)
MVD1 S. cerevisiae keat [ 4.9 S. cerevisiae Km.mva-pp 0,123 (Krepkiy &
Miziorko, 2004)
Km.atp 0,061
IDI1 S. aureus Keat | 0,69 S. cerevisiae Km.pp 0,043 (Kittleman et al.,
2008)
M. piperita Km.pmarp 0,0051 | (Street & Poulter,
1990)
(Rios-Estepa et al.,
2010)
ERG20. E. coli keat ] 0,21 S. cerevisiae Km.pp 0,0034 | (Kuetal., 2005)
E. coli Km.pmarp 0,0293 | (Song & Poulter,
1994)
ERG20y E. coli keat | 0,47 S. cerevisiae Km._gpp 0,0067 | (Kuetal., 2005)
Km.pp 0,0034 | (Song & Poulter,
1994)
BTS1 S. cerevisiae Keat ] 0,530 | S. cerevisiae Km.gpp 0,0032 | (Lo et al., 2009)
Km.pp 0,0008 | (LoGrasso et al.,
1993)
CrtYBa FA ket |1 S. lycopersicum | Km.ggpp 22,855 | (Fraser et al., 2000)
Este estudio
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Enzima | Organismo | Keat (s) Organismo Km (mM) Referencia
Crtl FA keat |1 N. crassa Km-Fitoeno 0,030 (Hausmann &
Sandmann, 2000)
Km-oz 0,030
CrtYBb FA ket |1 P. haeundaensis | Km.Licopeno 0,0035 | (Jeongetal., 2013)
CCD1 FA keat |1 A. thaliana Km.g-caroteno 0,0152 | (Schwartz et al.,
Km.o 0,0152 | 2004)
ERGY. S. cerevisiae Keat ] 0,53 S. cerevisiae Km_gpp 0,0025 | (LoGrasso et al.,
1993)
ERGY» S. cerevisiae keat | 0,53 S. cerevisiae Km.napru 35,773 | (LoGrasso et al.,
1993)
Este estudio
Km.pre-escualeno | 0,0077 | (Beytia et al., 1973)
ERG1. R. novergicus | kear | 0,006 | S. cerevisiae Km.oz 0,0043 ] (Ono & Imai, 1985)
H. sapiens Km-appu 0,0014 | (M’Baya & Karst,
1987)
(Laden et al., 2000)
ERG1y R. novergicus | keac | 0,006 | S. cerevisiae Km.ppr 0,0135 | (Ono & Imai, 1985)
Km.Escuateno 0,0135 | (Satoh et al.,1993)
ERG7 R. novergicus | keae | 0,001 | S. cerevisiae Km.ipp 0,035 (Moore &
Schatzman, 1992)
(Balliano et al., 1992)
ERGI11. S. cerevisiae Keat | 0,008 | S. cerevisiae Km.Lanosterol 0,005 (Kitahama et al.,
2009)
Km.nappu 0,0015 (Lamb et al., 2001)
ERGl11y, S. cerevisiae Keat | 0,008 | S. cerevisiae Km. 1 4-g-carboxi- 0,005 (Kitahama et al.,
Alcohol 2009)
Km.nappu 0,0015 (Lamb et al., 2001)
ERGI11. S. cerevisiae keat | 0,008 | S. cerevisiae Km.14-g-carboxi- 0,005 (Kitahama et al.,
Aldehido 2009)
Km.nappa 0,0015 (Lamb et al., 2001)
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Enzima | Organismo | Keat (s) Organismo | Km (mM) Referencia
ERG24 R. novergicus | kear | 0,0009 | Z mays Km-4.4-dimetil- 50-colesta- | 0,1 (Paik et al., 1984)
8,14,24-trien-3B-ol
Km-nappr 0,023 (Taton et al., 1989)
ERG25 S. cerevisiae keat | 0,0014 | S. cerevisiae Km_4 4-dimetil- 50-colesta- | 0,047 (Darnet & Rahier,
8,24-dien-3p-ol 2003)
Km 40 -hidroximetil-48- 0,047
metil-50-colesta-8,24-dien-
3B-ol
Km.o -formil-4B-metil- 05047
5a-colesta-8,24-dien-3B-ol
Km. nappu 0,015
ERG26 Ratuus sp keat | 0,2 Rattus sp Km.44-carboxi-4p-metil- 0,007 (Rahimtula &
So-colesta-8,24-dien-3beta-ol Gaylor, 1972)
Km.nap 0,007
ERG27 H. sapiens keat | 0,052 R. norvegicus | KM.gg-metil-sa-colesta-7- | 0,236 (Steckelbroeck et al.,
eno 2004)
Km.napru 0,0001 (Billheimer et al.,
1981)
(De Launoit et al.,
1992)
ERG6 S. cerevisiae kear | 0,01 S. cerevisiae Km. Zimosterol 0,017 (Nes et al., 2002)
Km.sam 0,017 (Jayasimha & Nes,
2008)
ERG2 H. sapiens Keat | 0,423 Z. mays Kim_4 g-metil-fecosterol 0,522 (Nes et al., 2002)
(Rahier et al., 2008)
ERG3 R. norvegicus | kear | 0,1097 | R. norvegicus | Km.gpisterol 0,036 (Trzaskos et al.,
1986)
Km.nappi 0,036
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| Enzima Organismo | Keat (s!) Organismo | Km (mM) Referencia
ERG5 L. esculentum | Kear | 0,167 L. esculentum | Km- g itosterol 0,0037 (Morikawa, 2006)
Km-nappu 0,0037 [ (Kellyetal., 1997)
ERG4 S. cerevisiae keat ] 0,0107 S. cerevisiae | Km.s 722 24- ergosta-tetra- | 0,0108 (Zweytick et al.,
3beta-ol 2000)
Km.nappr 0,0108 | (Neal & Parks, 1977)

FA: Fijado arbitrariamente.
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Tabla A-2: Constantes de disociacion empleadas en los estudios de modelacion.

Enzima Organismo ka(mM) Referencia
ERG10 Z. ramigera K acetil-Coa 0,33 (Nishimura et al., 1978)
B. taurus K acetoaceti-coa | 0,0016 (Huth et al., 1975)
R. novergicus Kacon 0,067 (Middleton, 1974)
ERG12 R. novergicus Kamva 0,131 (Primak et al., 2011)
ERGS S. pneumoniae Kamva-p 0,0077 | (Pilloff et al., 2003)
S. pneumoniae Kag.atp 0,137 (Bloch et al., 2010)
H. sapiens Ka-mva-pp 0,041 (Herdendorf & Miziorko, 2007)
MVD1 S. cerevisiae Kamva-pp 0,123 (Krepkiy & Miziorko, 2004)
ERG20, P. cochleariae K4-pmarp 2,206 (Frick et al., 2013)
ERG20, P. cochleariae Kacep 0,322 (Frick et al., 2013)
BTS1 S. scrofa Ka-rrp 0,025 (Sagami et al., 1985)
CrtYB., S. lycopersicum | Ka.garp 0,01 (Fraser et al., 2000)
CCD1 A. thaliana K- p-caroteno 0,0152 (Schwartz et al., 2004)
ERGY, E. coli Ka-Nnappu 1 (Radisky & Poulter, 2000)
ERG1, S. cerevisiae Ka-Napru 0,0053 (Suh, Poulsen et al., 1996)
ERGO6, S. cerevisiae Kg-sam 0,002 (Nes, Marshall, et al., 2002)
Enzima | Organismo Ki(mM) Referencia
IDI1 M. piperita Ki.gpp 0,096 (Rios-Estepa et al., 2010)




Tabla A-3: Concentracion de enzimas empleadas en los estudios de modelacion.

Enzima Concentracion (uM) | Concentracion (uM)
t<20h t>20h
ERG10 0,060 0,060
ERGI13 0,020 0,020
HMGR 0,020 0,020
ERG12 0,020 0,020
ERGS 0,035 0,035
MVD1 0,060 0,060
IDI11 0,020 0,020
ERG20 0,060 0,060
ERGY 0,001 0,020
ERG1 0,003 0,045
ERG7 0,003 0,060
ERGI11 0,003 0,060
ERG24 0,003 0,060
ERG25 0,003 0,060
ERG26 0,003 0,060
ERG27* 0,03 0,03
ERG6 0,003 0,060
ERG2 0,003 0,060
ERG3* 0,03 0,03
ERGS5 0,003 0,060
ERG4 0,00073 3,650
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Enzima | Concentracion (uM) | Concentracion (uM)
t<20h t>20h

BTS1 0,3 1

CrtYB, 0,07 0,64

Crtl 0,05 1

CrtYB, 0,01 0,03

CCD1* 0,01 0,18

* Condiciones iniciales para calibracion del modelo.
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Tabla A-4: Concentracion inicial de metabolitos empleados en los estudios de

modelacion.
Compuesto Concentracion | Referencia
(uM)
acetil-CoA 0,5 Este trabajo
acetoacetil-CoA 3 (Middleton, 1972; Nishimura et al., 1978)
3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA 1 (Chappell et al., 1995; Gilbert & Stewart,
1981)
mevalonato 0,1 Este trabajo
mevalonato-5-fosfato 0,2 Fijado arbitrariamente
mevalonato-5-pirofosfato 0,5 Fijado arbitrariamente
isopentenil pirofosfato 0 Este trabajo
dimetilalil pirofosfato 0 Este trabajo
geranil pirofosfato 60 (Frick et al., 2013)
geranilgeranil pirofosfato 0 Este trabajo
fitoeno 10 Fijado arbitrariamente
licopeno 10 Fijado arbitrariamente
-caroteno 0,01 Este trabajo
-ionona 0,01 (Lopez et al., 2015)
Cl4-dialdehido 0,01 Fijado arbitrariamente
farnesil pirofosfato 200 (LoGrasso et al., 1993)
pre-escualeno pirofosfato 8 (Beytia et al., 1973)
escualeno 0,05 Este trabajo
hidroperoxiflavina 5 Fijado arbitrariamente
2,3-epoxiescualeno 0,33 Este trabajo
lanosterol 0,045 (Kitahama et al., 2009)
14-a-carboxi-Alcohol 0,045 (Kitahama et al., 2009)
14-a-carboxi-Aldehido 0,045 (Kitahama et al., 2009)
4 4-dimetil-colesta-8,14,24-trienol 200 (Taton et al., 1989)
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Compuesto Concentracion | Referencia

(M)
4,4-dimetil-zimosterol 60 (Paik et al., 1984)
40 -hidroximetil-4p-metil-5a- 60 (Paik et al., 1984)
colesta-8,24-dien-3f-ol
4a -formil-4f-metil-5o-colesta- 60 (Paik et al., 1984)
8,24-dien-383-ol
4o -carboxi-4p-metil-Sa-colesta- 37 (Rahimtula & Gaylor, 1972)
8,24-dien-38-ol
3-ceto-40-metil-zimosterol 50 Fijado arbitrariamente
4a-metil-zimosterol 60 Fijado arbitrariamente
4a-hidroxi-metil-5a- colesta- 8,24- 60 Fijado arbitrariamente
dien-3f-ol
4a-formil-5a- colesta- 8,24-dien- 60 Fijado arbitrariamente
3B-ol
4a-carboxi-Sa- colesta- 8,24-dien- 37 Fijado arbitrariamente
3B-ol
S0~ colesta- 8,24-dien-3B-ona 50 Fijado arbitrariamente
zimosterol 200 (Nes, Marshall, et al., 2002)
fecosterol 150 (Rabhier et al., 2008)
episterol 100 (Trzaskos et al., 1986)
5,7,24- ergostatrienol 10 (Morikawa, 2006)
5,7,22,24-ergostatetraenol 10 (Neal & Parks, 1977; Zweytick et al.,

2000)

ergosterol 0 Este trabajo
peroxido de hidrogeno 70 (Jamieson, 1992)
adenosin trifosfato 30 (Schulte et al., 2000)
adenosin difosfato 50 (Williams et al., 1993)
fosfato (PO4>) 1 (Wuetal., 1996)
coenzima A 25 (Middleton, 1972; Nishimura et al., 1978)
0, 437,5 Este trabajo
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Compuesto Concentracion | Referencia
(uM)
nicotinamida adenina 200 Este trabajo
dinucleotido fosfato reducida
nicotinamida adenina 10 Este trabajo
dinucleotido fosfato oxidada
S-adenosil- metionina 50 (Nes, Marshall, et al., 2002)
pirofosfato (P,07%) 1 (Wu et al., 1996)
dioxido de carbono 1,674*107 (Kabolizadeh et al., 2012)
acido formico 1 Fijado arbitrariamente
H* 25 Fijado arbitrariamente
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Tabla A-5: Parametros asociados al crecimiento empleados en los estudios de

modelacion.

Simbolo | Nombre Unidad Valor | Referencia

Pmax Tasa méxima de h'! 0,1824 | Este trabajo
crecimiento

K Constante de saturacion g/L 0,12 (Badotti et al., 2008; Paalme et
media al., 1997; Pham et al., 1999)

Yy Rendimiento de g/g 0,2-0,5 (Badotti et al., 2008; Paalme et
biomasa/glucosa al., 1997; Pham et al., 1999)

Yie Rendimiento de g/g 0,2-07 (Badotti et al., 2008; Paalme et
biomasa/etanol al., 1997; Pham et al., 1999)

d Tasa de muerte celular h! 0,0002 | Este trabajo
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Tabla A-6: Mecanismos de reaccion de enzimas empleadas en los estudios de

modelacion.

Enzima | Direccionalidad Mecanismo Referencia

ERG10 Reversible Ping Pong (Hiser et al., 1994; Kornblatt & Rudney,
1971)

ERG13 Irreversible Ping Pong (Middleton, 1972)

HMGR Irreversible Ping Pong (Chappell et al., 1995; Friesen & Rodwell,
2004)

ERG12 Irreversible Secuencial Ordenado (Schulte et al., 2000)

ERGS Reversible Secuencial aleatorio (Pilloff et al., 2003)

MVD1 Irreversible Secuencial ordenado (Barta et al., 2012; Jabalquinto &
Cardemil, 1989)

IDI1 Reversible Unimolecular (Wu et al., 2005)

ERG20 Irreversible Secuencial ordenado (Song & Poulter, 1994)

ERGY. Irreversible Ping Pong (Beytia et al., 1973)

ERGYy Irreversible Secuencial ordenado (Beytia et al., 1973)

ERG1. Irreversible Secuencial ordenado (Suh et al., 1996)

ERG1y Irreversible Secuencial ordenado (Suh et al., 1996)

ERG7 Irreversible Unimolecular (Moore & Schatzman, 1992)

ERG11 Irreversible Ping Pong (Lamb et al., 2001)

ERG24 Irreversible Ping Pong (Taton et al., 1989)

ERG25 Irreversible Ping Pong (Darnet & Rabhier, 2003)

ERG26 Irreversible Ping Pong* (Rahimtula & Gaylor, 1972)

ERG27 Irreversible Ping Pong* (Gachotte et al., 1998)

ERG6 Irreversible Aleatorio ordenado (Liu & Nes, 2009; Nes, Marshall, et al.,
2002)

ERG2 Irreversible Unimolecular (Rahier et al., 2008)

ERG3 Irreversible Ping Pong (Trzaskos et al., 1986)

ERGS Irreversible Ping Pong (Kelly et al., 1997; Morikawa, 2006)

ERG4 Irreversible Ping Pong* (Zweytick et al., 2000)

BTS1 Irreversible Secuencial ordenado (Szabo et al., 2002; Tachibana et al., 1993)
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Enzima | Direccionalidad Mecanismo Referencia
CrtYBa Irreversible Secuencial ordenado (Moise et al., 2015)
Crtl Irreversible Ping Pong (Verdoes et al., 2003)
CrtYBy Irreversible Secuencial ordenado (Verdoes et al., 2003)
CCD1 Irreversible Secuencial ordenado (Vogel et al., 2008)

* Se asumid un mecanismo Ping Pong, pues no hay informacion al respecto.
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Analisis de Identificabilidad

Ki K K3z Ky Ks Kg K7 Kg Ko Kio Ki1 Kiz Kiz Kig Kis Kis Ki7 Kig

Figura A-1: Representacion grafica de la matriz de correlacion. La identificabilidad
fue calculada como la correlacion entre cada par de parametros. K(1-18) corresponden a
Kcat_erg9, Kcat_crtYBb, Kcat ergl, Km ccdla, Km_erg3b, Km erg9c, Km_erg27a,

Km_ergdb, Kd crtYBa, Kd ergd9b, ERG27, ERG3, CCDla, CCDIb, Ks, Yxg,Yxe y d.
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Tabla A-7: Analisis de Significancia.

Simbolo Nombre Int. Inf. Int.Sup. T

Kea ereo Constante catalitica enzima ERG9 -1,9*%10°  4*10° 0,7

Keat ertyBy  Constante catalitica enzima CrtYB 0,8 6,4 2,6

Keat ergl Constante catalitica enzima ERG1 -9 2,8%10! 1

Km ccdta  Cte. Michaelis-Menten CCD1-B-caroteno -5,5%10%  5,6%10% 2,8%102
Km eresv  Cte. Michaelis-Menten ERG3-NADPH -8,1*10°  8,8*10° 8,3*%1072
Km croe  Cte. Michaelis-Menten ERG9-Pre-Escualeno -2,6¥10%  2,6%10? 1,1*1073
Km er27a Cte. Michaelis-Menten ERG27-metil-zimosterona ~ -2*10? 2,0%10>  1*10?
Km crgtv  Cte. Michaelis-Menten ERG4-Ergostatetraenol -1,8*10°  2,7*10° 0,4

Kq ey Constante de disociacion CrtYBa- GGPP -1,7%¥10*  1,7*10% 7,4%¥1073
K ereon Constante de disociacion ERG9- NADPH -1,5%10°  1,5*10° 4,8%107
Erg27 Concentracion Enzima ERG27 22,6102 3,5%102 0,3
Erg3 Concentracion Enzima ERG3 -5,3*¥102  6,1*¥102 0,1
Ccdla Concentracion Enzima CCD1 t<20 h -1,9 1,9 9,9%10°3
Ccdlb Concentracion Enzima CCD1 20 h -8,1*¥103  8,4*103  3,5*%102
Ks Constante de saturacion media 2,4*%102  2.4*102%  1.0*10°
Yxe Rendimiento de biomasa/glucosa 9,9*102  9,9*102  1.0*%10°
Yie Rendimiento de biomasa/producto 2.9*%107  2.9*%10"  1.0%10°
d Tasa de muerte celular 7.0%10*  7.0*10*%  3.1*10*

Int. Inf.: intervalos de -95% confianza inferiores

Int. Sup.: intervalos de +95% confianza superiores

. o . .6
T: nivel de significancia, corresponde a la razon a—‘
i
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Modelo cinético de biosintesis de B-ionona en S. cerevisiae

El modelo cinético abarca las principales reacciones de la via de sintesis de B-ionona

disefiada por ingenieria metabolica en S. cerevisiae (Lopez et al., 2015).

Se considera que la variacién de un metabolito M en el tiempo es proporcional a la
diferencia entre la tasa de formacion (reaccién anabdlica, Ra) y la tasa de recambio
(reaccion catabdlica, Rc) del compuesto. De esta forma, el modelo integra el balance de
masa para cada uno de los metabolitos de la via de biosintesis de f-ionona en una serie
de ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) rigidas, que deben ser resueltas

simultaneamente:
dM

dt =R,—R.
La reaccion de formacion de metabolitos (asumiendo cinética tipo Michaelis-Menten) se

define como:

cat

Ky ]

o _[Bek,, o[

Donde [Ea] corresponde a la concentracion enzimatica, Kcar €s la constante catalitica,
[M] es la concentracion del metabolito en estudio y Km es la constante de Michaelis

Menten.



APENDICE B: ECUACIONES CINETICAS

1. Variacién AcCoA

132

d[AcCoA]
dt
Kcatergio* ENzergio *[AcCoA]?
_ Kdaccoa * KMaccoa
[AcCoA] [AcCoA] [CO,] Kmgeop*[AcAcCoA] [AcCoA]? [AcCoA]*[CO,] [AcCoA]*[AcAcCoA] [CO,]*[AcAcCoA]
Kdaccoa Kdaccoa Kdcoz Kdco2* KMacaccoa Kdaccoa* KMaccoa  Kdaccoa*Kdcoz ~ Kdaccoa*Kdacaccoa Kdco2*KMacaccoa
Kcatergio * ENZergio * [CO2|*[AcAcCoA]
2 * g g
Kdcoz * KMacaccoa
[AcCoA] [AcCoA] [CO,] Kmgga*[AcAcCoA] [AcCoA]? [AcCoA]*[CO,] [AcCoA]*[AcAcCoA] [CO,]*[AcAcCoA]
Kdaccoa Kdaccoa Kdcoz Kdco2* KMacaccoa Kdaccoa* KMaccoa  Kdaccoa* Kdcoz — Kdaccoa*Kdacaccoa Kdco2*KMacaccoa
3 Kcatep g1z * Enzepgq3 * [AcCoA] * [AcAcCoA]
KMycaccoa * [AcCoA]l + Kmyccon * [AcAcCoA] + [AcCoA] x [AcAcCoA]
2. Variaciéon AcACCoA
d [AcAcCoA]
dt
Kcatergio * ENZergio *[AcCoA]?
_ Kdaccoa * KMaccoa
~ [AcCoA] [AcCoA] [CO,] Kmcoo*AcAcCoA AcCoA*[AcCoA] [AcCoA]*[CO,] [AcCoA)xAcAcCoA [CO,]*AcAcCoA
Kdaccoa Kdaccoa Kdcoz Kdco2* KMacaccoa Kdaccoa* KMaccoa  Kdaccoa*Kdcoz — Kdaccoa*Kdacaccoa Kdco2*KMacaccoa
Kcatergio * ENZergio * [COz]*[AcAcCoA]
Kdcoz * KMacaccoa
[AcCoA] [AcCoA] [CO,] Kmcoa*[AcAcCoA] [AccoA]? [AcCoA]*[CO,] [AcCoA]*[AcAcCoA] [CO,]*[AcAcCoA]
Kdaccoa Kdaccoa Kdcoz Kdco2* KMacaccoa Kdaccoa* KMaccoa  Kdaccoa*Kdcoz — Kdaccoa*Kdacaccoa Kdco2*KMacaccoa

Kcatergiz * ENZergqz * [AcCoA] * [AcAcCoA]
Kmycaccon * [AcCoA]l + Kmyccoa * [AcAcCoA] + [AcCoA] * [AcAcCoA]
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3. Variacion HMG-CoA

d[HMGCoA] Kcatergiz * ENZergqs * [AcCoA] * [AcAcCoA]

dt KMycaccon * [ACCOA] + Kmyecoa * [AcAcCoA] + [AcCoA] * [AcAcCoA]

Kcatpmgz * EnZymg, * [HMGCoA] * [NADPH]?
KmHMGCOA * KmNADPH * [NADPH] + 2% KmNADpH * [HMGCOA] +* NADPH + KmHMGCOA * [NADPH]Z + [HMGCOA] * [NADPH]2

4. Variacion MEV

d[MEV]
dt

Kcatpmgz * ENZymg, * [HMGCoA] * [NADPH]?

- KmHMGCOA * KmNADpH * [NADPH] + 2% KmNADpH * [HMGCOA] * [NADPH] + KmHMGCOA * [NADPH]Z + [HMGCOA] * [NADPH]2

Kcatergiz * EnZergip * [MEV] * [ATP]
Kdygy * Kmyrp + Kmygy * [ATP] + Kmypp * [MEV] + [MEV] x [ATP]

5. Variacion MEVP

d[MEVP] Kcaty, g15% Enz,y gy MEV]+[ATP]
dt Kdypy* Kmypp+ Kmygy<[ATP]+ Km g px [MEV]+[MEV]+[ATP]
KcatergS* EnzergB*[MEVP]*[ATP]
_ Kdygyp* Kmarp
1+ [MEVP] | Kmygyp*[ATP] | Kmypypp*[ADP] | [MEVPP] | [MEVPIx[ATP] |, Kmpypypp*IMEVPIx[ADP]  Kmppyp*[ATPIx[MEVPP] [ADP|x[MEVPP] | [MEVPI+[ATP]x[ADP] _ _ [ATP]*[ADPIx[MEVPP]

"Kdypyp Kdygyp*Kmyrp KmyppsKdygypp ' Kdygypp Kdygyp*Kmarp ' Kdygyp+Kmypp*Kdypypp ' Kdygyp*Kmyrp+Kdygypp ' KmyppKdygypp ' Kdypyp*Kmgrp*Kdspp " Kdgpp*Kmypp*Kdygypp

Kcatergg* Enzeygg*[ADP]+[MEVPP]

+ Kdapp* KmmEvep
1+ [MEVP] Kmugvp+ATP] Kmpgypp*[ADP] | [MEVPP] [MEVP]+[ATP] Kmpgypp*[MEVP]<[ADP] Kmpgy p*[ATP]x[MEVPP] [ADP]+[MEVPP] [MEVP]+[ATP]+[ADP] [ATP]+[ADP]*[MEVPP]

)

Kdmevp  Kdmpvp* Kmarp  Kmapp*Kdmpvpp  Kdmevep  Kdmevp*Kmarp  Kdypyp*Kmapp*Kdmevpp  Kdmevp*Kmarp*Kdyevep  Kmapp*Kdmevpp  Kdmevp*Kmarp*Kdapp — Kdarp*Kmapp*KdmEevpp
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6. Variacion MEVPP

d[MEVPP]
dt
Kcatergg+ Enzergg*[MEVP]*[ATP]
Kdmgyp* Kmarp
(1 [MEVP] = KmpmEyp*[ATP]  Kmypypp+[ADP]  [MEVPP]  [MEVP|<[ATP] Kmpypypp*|MEVP]<[ADP]  Kmpypyp+[ATP]+[MEVPP]  [ADP]+[MEVPP]  [MEVP|«[ATP]«[ADP] [ATP]+[ADP]<[MEVPP]

L L o T o e o T L L
Kdyeyp KdmgvpxKmgrp Kmgpp*Kdygypp KdMgvpp Kdmpyvp*Kmarp Kdypyp*Kmapp*Kdmgypp Kdypyp*Kmarp*Kdypypp Kmapp*Kdmgypp Kdygyp*KmarpxKdaopp  KdpTp*Kmapp*KdMEVPP

Kcatergg* Enzergg*[ADP]+[MEVPP]

Kdapp* Kmygvep

[MEVP] Kmpgyp*[ATP] Kmpygypp*[ADP] [MEVPP] [MEVP]+[ATP] Kmpgypp*[MEVP]*[ADP] Kmpgyp*[ATP]+[MEVPP] [ADP]*[MEVPP] [MEVP]+[ATP]+[ADP] [ATP]+[ADP]*[MEVPP]

a+

Kdmevp  Kdmgvp*Kmarp  Kmapp*Kdmpvep  Kdmevep  Kdmpvp*Kmarp  Kdmevp*Kmapp*Kdmevpp  Kdmpvp*Kmarp+Kdmevpp ~ Kmapp*Kdmevep  Kdmpvp*Kmarp+Kdapp = Kdarp*Kmapp*KdmEeyvpp

kcatpar * EnZypqr * IMEVPP] * [ATP)]
Kdygyvpp * Kmarp + Kmygypp * [ATP] + Kmyrp x [MEVPP]P + [MEVPP] % [ATP]

7. Variacién IPP

d[1pp] Kcat,y * Enz,y; * [DMAPP] Kcaty * Enzg; * [IPP]
= K +«[GPP] — K pp*[GPP
dt  Kmpyapp + [DMAPP] + m””%[] Kmypp + [IPP] + L[]
Kcat,, 00 * ENZyy a0 * [DMAPP] % [IPP]

Kdpyapp * Kmypp + Kmpyapp * [IPP] + Kmypp * [DMAPP] + [DMAPP] * [IPP]

Kcaterga0p * ENZergaop * [GPP] * [IPP] Kcatygq * Enzygy * [FPP] = [IPP]
KdGPP *Kmlpp +KmGpp * [IPP] + Kmlpp * [GPP] + [GPP] * [IPP] KdFPP * Kmlpp + Kmep * [IPP] + Kmlpp * [FPP] + [FPP] * [IPP]

8. Variacion DMAPP

d[DMAPP] Kcat,y, * Enzg, * [IPP] Kcat,y, * Enz,y, * [DMAPP]
dt

Kmypp+[GPP] Kmpyapp*[GPP]

Kmpyapp + [DMAPP] +

i i

Kmpp + [IPP] +

Kcate,ga0q * ENZergaoq * [DMAPP] « [IPP]
Kdpyapp * Kmypp + Kmppyapp * [IPP] + Kmypp * [DMAPP] + [DMAPP] = [IPP]
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9. Variacién GPP

d[GPP] Kcat,, 500 * ENZgry00 ¥ [DMAPP] * [IPP]
dt  Kdpyapp * Kmypp + Kmpyapp * [IPP] + Kmpp x [DMAPP] + [DMAPP] * [IPP]

Kcatergaop * EnZergaop * [GPP] * [IPP]
Kdgpp * Kmpp + Kmgpp * [IPP] + Kmpp * [GPP] + [GPP] * [IPP]

10. Variacién GGPP

d[GGPP] Kcatyy,, * Enz,g, * [FPP] * [IPP] Kcat,,yp, * ENZepypy * [GGPP]?
= — 2 %
dt Kdppp * Kmpp + Kmppp * [IPP] + Km,pp * [FPP] + [FPP] * [IPP] Kdgppp * KMmgopp + 2 % Kmeepp * [GGPP] + [GGPP]?

11. Variacién Fitoeno

d[Fitoeno] Kcat . ypa * ENZeriypa * [GGPP]2
dt Kdgppp * ng(;pp + 2 % Km(;(;pp * [GGPP] + [GGPP]Z

kcat,y¢; * Enzeye * [Fitoeno] * [0,]*
[0;]* * [Fitoeno] + Kmgipeno * [02]* + 4 * K"lo2 * [Fitoeno] * [05]3 + KMpitoeno * Kmoz * [0,]3

12. Variacion Licopeno

d[Licopeno] kcat,,, * Enz,,, * [Fitoeno] * [0,]*

dt B [0,]* * [Fitoeno] + Kmp;ppno * [0,]* + 4 Kmg * [Fitoeno] * [0,]° + Kiyypen, * Kmy % [0,]°
kcat ,iypy * EnZepiypy * [Licopeno]

KMyicopeno + [Licopeno]
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13. Variacién 3 — caroteno

d[B caroteno|  kcat,,, g, * ENZ, g, * [Licopeno]

dt KMyicopeno + [Licopeno]

Kcat,.g, * Enz,., * [Bcaroteno] * [0,]

Kdﬁ—caroteno * Kmoz + KmOZ * [:8 - caroteno] + Kmﬁ—caroteno * [02] + [,Bcaroteno] * [02]

14. Variacién 3 —ionona

d[B - ionona] Kcat .44 * Enz, .4, * [Bcaroteno] * [0,]

dt B Kdp_caroteno * KMo, + Kmy, * [B — caroteno] + Kmy_cqroteno * [0,] + [Bcaroteno] = [0,]

15. Variacién C14-aldehido

d[C14 — aldehido] Kcat,.4, * Enz,.4 * [Bcaroteno] = [0,]
dt B Kdg_caroteno * KMo, + Kmg, * [B — caroteno] + Kmy_cqroreno * [0,] + [Bcaroteno] * [0,]

16. Variacioén FPP

d[FPP] Kcat, go0p * ENZyrgrop * [GPP] * [IPP]
dt  Kdgpp * Kmypp + Kmgpp * [IPP] + Kmpp * [GPP] + [GPP] * [IPP]
Kcatyy, * Enz,,, * [FPP] * [IPP] Kcaty,go * Enzgygoq * [FPP]?

- — 2%
Kdppp * Kmpp + Kmppp * [IPP] + Km,pp * [FPP] + [FPP] * [IPP] 2 * Kmgpp * [FPP] + [FPP]?

17. Variacién Pre-escualeno

d[Pre — esc] Kcat, 49 * Enz,,. g9, * [FPP]? Kcat,,go * ENnzg,gop * [NADPH] * [Pre — esc]
dt 2% Kmppp * [FPP] + [FPP]>  Kdyappy * KMpypose + KMyappy * [Pre — esc] + Kmp,,_,. * INADPH] + [NADPH] * [Pre — esc]
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18. Variacién Escualeno

d[Escualeno] Kcat,.49 * Enz,pgop * [NADPH] * [Pre — esc]
dt  Kdyappy * KMpro—oee + KMyappy * [Pre — esc] + Kmp,,_,., * [NADPH] + [NADPH] * [Pre — esc]
Kcat,.gq1 * Enzg,gqp * [Escualeno] * [HPF]

Kmypp * [Escualeno] + KMy yaieno * [HPF] + [Escualeno] * [HPF]

19. Variacién HPF

d[HPF] Kcat, g, * Enz,,g,, * [NADPH] * [0,] Kcat,, g1 * Enze,g1), * [Escualeno] + [HPF]
At Kdyappy * Kmg, + Kmyappy * [0,] + Kmy, + [NADPH] + [NADPH] * [0,] ~ Kmypp * [Escualeno] + KMggeyaten, * [HPF] + [Escualeno] * [HPF]

20. Variacioén Epoxi-escualeno

d[Epoxi — escualeno] Kcaty,gq * ENnzypgy, * [Escualeno] * [HPF] Kcaty,.g7 * Enzy.g; * [Epoxi — escualeno]
dt - Kmypp * [Escualeno] + KMggoyaiono * [HPF] + [Escualeno] * [HPF] KM oriescuateno + [Epoxi — escualeno]

21. Variacién Lanosterol

d[Lanosterol] Kcat,.g7 * Enzy,.g; * [Epoxi — escualeno) Kcatggq1 * ENZgpgyqq * [Lanosterol] + [NADPH]
dt B KM oxi—escuateno T+ [Epoxi — escualeno] KMy gnosteror * [INADPH] + Kmy ppy * [Lanosterol] + [Lanosterol] * [NADPH]

22. Variacién AC-alcohol

d[AC — alcohol] Kcaty,g11 * Enz,g11, * [Lanosterol] « [NADPH|
dt a KM, gnosterol * INADPH] + Kmy appy * [Lanosterol] + [Lanosterol] * [NADPH]
Kcate, 11 * ENZgpg1qp * [Ac — alcohol] * [NADPH]

KMy._aiconot * INADPH] + Kmy 4ppy * [Ac — alcohol] + [Ac — alcohol] * [NADPH]
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23. Variacion AC-aldehido

d[AC — aldehido] Kcat, g1y * Enz,g1qp * [Ac — alcohol] x [NADPH)]

dt - KMy _aiconot * INADPH] + Kmy appy * [Ac — alcohol] + [Ac — alcohol] * [NADPH]

Kcate. g1y * ENZgpgyqc * [Ac — aldehido] + [NADPH]
KMy qigonidzo * [INADPH] + Kmy 4ppy * [Ac — aldehido] + [Ac — aldehido] * [NADPH]

24. Variacion DimetilColestaTrienol

d[DimetilColestaTrienol] Kcaty,g1q * Enzygyy, * [Ac — aldehido]  [NADPH]

dt KMy aidonido * INADPH] + Kmy appy * [Ac — aldehido] + [Ac — aldehido] * [NADPH]

Kcatyygoq * ENZppgpg * [dimetilcolestatrienol] x [NADPH]

KM yimetitcotestatrienot * INADPH] + Ky appy * [dimetilcolestatrienol] + [dimetilcolestatrienol] * [NADPH]

25. Variacion DimetilColestaDienol

d[DimetilColestadienol]
dt

Kcat,,go4 * ENzgp gy * [dimetilcolestatrienol] + [NADPH]

B KMgimetitcotestatrienot * INADPH] + Kmyappy * [dimetilcolestatrienol] + [dimetilcolestatrienol] * [NADPH]

Kcat,,go5 * ENZgp g5 * [dimetilcolestadienol]| * [NADPH]

KM yimeticolestadienol * INADPH] + Kmy appy * [dimetilcolestadienol] + [dimetilcolestadienol] * [NADPH]
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26. Variacion Metil- Zimosterol -CH20H

d[Metil — zimosterol — CH20H |
dt

Kcat,, o5 * Enz,, 55 * [dimetilcolestadienol] x [NADPH]
* KMyimeritcotestadionol * INADPH] + Kmy,ppy * [dimetilcolestadienol] + [dimetilcolestadienol] * [NADPH]

Kcat,, o5 * Enz,, o5 * [metilzim — CH20H] « [NADPH]
KMy pritsim—cizon * INADPH] + Kmy 4ppy * [metilzim — CH20H] + [metilzim — CH20H] * [NADPH]

27. Variacion Metil- Zimosterol -COH

d[Metil — zimosterol — COH|
dt

Kcat,, o5 * ENz,, g5 * [metilzim — CH20H] * [NADPH]
KMyprityim—ctizon * INADPH] + Kmyappy * [metilzim — CH20H] + [metilzim — CH20H] * [NADPH]

Kcat,, g5 * Enz,,. 55 * [metilzim — COH| * [NADPH]
KMy pritim—con * INADPH] + Kmy 4ppy * [metilzim — COH] + [metilzim — COH| * [NADPH]

28. Variacion Metil- Zimosterol -COOH

d[Metil — zimosterol — COOH] Kcat

5 * Enz,, 55 * [metilzim — COH]  [NADPH]
dt B KMyoritzim—con * INADPH] + Kmy appy * [metilzim — COH] + [metilzim — COH] * [NADPH]

erg2

Kcat,, g6 * ENnz,p g6 * [metilzim — COOH] * [NADP]
KMy pritsim—coon * INADP] + Kmy upp * [metilzim — COOH] + [CO2] * [NADP]

29. Variacion Ceto-metilzimosterol

d[Ceto — metil — zimosterol] Kcat,, g6 * ENzyy 4o * [metilzim — COOH] * [NADP]

dt KMpotitzim—coon * [INADP] + Kmy app * [metilzim — COOH] + [CO2] * [NADP]
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Kcat,,go7 * ENzgp g7 * [cetometilzimosterol] * [NADPH]

KM prometitzimosterol * INADPH] + Kmy appy * [cetometilzimosterol] + [cetometilzimosterol] * [NADPH]

30. Variacién Metilcolestadienol

d[Metil — colestadienol] Kcate,gz7 * ENZepgp7 * [cetometilzimosterol] * [NADPH]
dt " KMeerometitzimosterol * INADPH] + Kmy appy * [cetometilzimosterol] + [cetometilzimosterol] * [NADPH]
Kcat,, o5 * ENZgp g5 * [metilcolestadienol]| * [NADPH]

KM icotestadionol * INADPH] + Kmy 4ppy * [metilcolestadienol] + [metilcolestadienol] * [NADPH]

31. Variacién Hidroxi-metilcolestadienol

d[Hidroxi — metilcolestadienol] Kcate, o5 * Enze,gp5 * [metilcolestadienol] « [NADPH]
dt " KMypetitcotestadienot * INADPH] + Kmy 4ppy * [metilcolestadienol] + [metilcolestadienol] * [NADPH]

Kcat,, g5 * Enz,,. o5 * [hidroxi — metilcolestadienol] * [NADPH]

KMy ovicmetilcolostadienol * INADPH] + Kmy appy * [hidroxi — metilcolestadienol] + [hidroxi — metilcolestadienol] * [NADPH]

32. Variacién Formil-colestadienol

d[Formil — colestadienol] Kcat,, ;o5 * Enz,, gos * [ formil — colestadienol] + [NADPH]

dt KM rmitl—colestadienot * [NADPH] + Kmy ppy * [formil — colestadienol] + [formil - colestadienol] * [NADPH]

Kcat,, go5 * Enze,gos * [hidroxi — metilcolestadienol] + [NADPH]

KMpigroxi—metilcolestadienol * [NADPH] + Kmy 4ppy * [hidroxi — metilcolestadienol] + [hidroxi — metilcolestadienol] * [NADPH]

33. Variacién Carboxi-colestadienol

d[Carboxi — colestadienol] Kcat,,go5 * Enz,,gps * [formil — colestadienol] * [NADPH]

dt B KMformii—colestadienol * [INADPH] + Kmy 4ppy * [formil — colestadienol] + [formil — colestadienol] = [NADPH]
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Kcaty, o6 * ENZep g6 * [carboxi — colestadienol] * [NADP]

KM gy pori—cotestadienol * INADP] + Kmy,pp * [carboxi — colestadienol] + [carboxi — colestadienol] * [NADP]

34. Variacién Colestadienona

d[Colestadienonal Kcat,, gp6 * ENZepgpe * [carboxi — colestadienol] x [NADP]

dt KM grporircotestadienol * INADP] + Kmy 4pp * [carboxi — colestadienol] + [carboxi — colestadienol] * [NADP]

Kcaty, g7 * ENZgp g7 * [colestadienona] * [NADPH]

KM piostadionona * INADPH] + Kmy ppy * [colestadienona] + [colestadienona] * [NADPH]

35. Variacién Zimosterol

d[Zimosterol] Kcat,, 497 * ENZg, g7 * [colestadienona] * [NADPH]

dt " KMyppestadienona * INADPH] + Kmy 4ppy * [colestadienona] + [colestadienona) * [NADPH]

Kcaty,ge * ENzypge * [zimosterol] * [SAM]

Kdgay * Km + KMyosteror * [SAM] + Kmgyy, * [zimosterol] + [zimosterol] * [SAM]

zimosterol

36. Variacién Fecosterol

d[Fecosterol] Kcat,, g6 * Enz,,g6 * [zimosterol] » [SAM] Kcat,,gp * Enz,, g, * [fecosterol]
dt B KdSAM * Km

simosterol T KMimosterol * [SAM] + Kmgay * [zimosterol] + [zimosterol] = [SAM] KMgecosteror + [f€COSTETOL]

37. Variacién Episterol

d[Episterol]  Kcat, g, * Enz,,,, * [fecosterol] Kcat,, 43 * Enz,, g * [episterol] «+ [NADPH]

dt KMocosteror + [fecosterol] KMpisteror ¥ INADPH] + Kmyppy * [episterol] + [episterol] x [NADPH]
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38. Variacién Ergostatrienol

d[Ergostatrienol] Kcat,, 3 * Enz,, g * [episterol] * [NADPH]
dt  KMypisteror * INADPH] + Kmyppy * [episterol] + [episterol] « [NADPH]
Kcat, g5 * Enzgp g5 * [ergostatrienol] * [NADPH]

Km NADPH] + Kmy ,ppy * [ergostatrienol] + [ergostatrienol] * [NADPH]

ergostatrienol * [

39. Variacién Ergostatetraenol

d[Ergostatetraenol] Kcat,,45 * Enz,, s * [ergostatrienol] x [NADPH]
[NADPH] + Kmyppy * [ergostatrienol] + [ergostatrienol] x [NADPH]

dt Km

ergostatrienol *

Kcat,, gy * ENZgpgy * [ergostatetraenol] + [NADPH]

Km NADPH] + Kmy ,ppy * [ergostatetraenol] + [ergostatetraenol] * [NADPH]

ergostatetraenol * [

40. Variacion Ergosterol

d[Ergosterol] ~ Kcat,, g4 * Enzy,g4 * [ergostatetraenol] x [NADPH]
[NADPH] + Kmyppy * [ergostatetraenol] + [ergostatetraenol] x [NADPH]

dt Km

ergostatetraenol *

41. Variacion H202

d[H202] kcat,,, * Enz,.; * [Fitoeno] * [0,]*
= 4- *

dt [0,]* * [Fitoeno] + KMgiioeno * [02]4 + 4 * Kmg, « [Fitoeno] * [0,1® + KMpipeno * KMy, [0,]°

42. Variacion ATP

d[ATP] _ KCtyrgio * ENZorgyy * [MEV] % [ATP] kcatmpay * ENZypay * [MEVPP] * [ATP]

dt " Kdygy * Kmyze + Kmygy * [ATP] + Kmygp * [MEV] + [MEV] * [ATP]  Kdygypp * Kiarp + KMygyep * [ATP] + Kmygp * [MEVPP]P + [MEVPP]  [ATP]
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Keaty, g% Enz,,gex[MEVP]<[ATP]

Kdygyp* Kmyrp

[MEVP]  Kmypyp*[ATP] + Kmygypp*[ADP]  [MEVPP]  [MEVP]+[ATP] + Kmygypp*[MEVP]*[ADP]  Kmygyp*[ATP]*[MEVPP]  [ADP]+[MEVPP]  [MEVP]«[ATP]«[ADP] [aTP]«[ADP]+[MEVPP]

1+

Kdypyp  Kdygyp* Kmarp  Kmupp*Kdygypp  Kdypvpp  Kdypyp*Kmgrp  KdygypxKmgpp*Kdypypp  Kdygyp*Kmarp*Kdypypp ~ Kmapp*Kdypypp  Kdygyp*KmyrpxKdgpp — Kdyrp*Kmypp*Kdygypp

Kcatergg* EnZergg*[ADP]*[MEVPP]

Kdapp* Kmmevep

+ (a+ [MEVP]  Kmuygyp*[ATP] Kmugypp*[ADP] | [MEVPP] [MEVP]+[ATP] Kmuygypp*[MEVP]+[ADP] Kmugyp*|ATP]x[MEVPP] [ADP][MEVPP] [MEVP]«[ATP]|+[ADP] [ATP]+[ADP]+[MEVPP]
Kdmepvp  Kdmgvp*Kmarp  Kmapp*Kdmpvpp  Kdmpvpp  Kdmpvp*Kmarp  Kdmpvp*Kmapp*Kdmpvpp  Kdmpvp*Kmarp*Kdmpvpp  Kmapp*Kdmevep  Kdmevp*Kmarp*Kdapp  Kdarp*Kmapp+Kdmevpp
. ey,
43. Variacion ADP
d[ADP] _ Kcate g1z * ENzepgi, * [MEV] + [ATP] kcatmpar * EnZypqq * IMEVPP] * [ATP]

= +
de Kdygy * KMarp + Kmygy * [ATP] + Kmyupp * [MEV] + [MEV] % [ATP] " Kdygypp * KMure + KMygypp * [ATP] + Kmyrp * [MEVPPIP + [MEVPP] * [ATP]

Keat,, g% Enz,,ggx[MEVP]<[ATP]

Kdygyp* Kmyrp

+ a+ [MEVP]  Kmypyp*[ATP]  Kmygypp*[ADP] ~ [MEVPP]  [MEVP|+[ATP]  Kmygpypp*|[MEVP]*[ADP]  Kmygyp*[ATP]*[MEVPP]  [ADP]+[MEVPP]  [MEVP]+[ATP]+[ADP] [aTP]«[ADP]+[MEVPP]

Kdypyp  Kdygyp* Kmarp  Kmupp*Kdygypp  Kdypypp  Kdypyp*Kmgrp  KdygypxKmgpp*Kdypypp — Kdygyp*Kmarp*Kdypypp  Kmapp*Kdypypp — Kdypyp*KmyrpxKdgpp — Kdgrp*Kmypp*Kdygypp

Kcatergg* Enzerggx[ADP]*[MEVPP]

Kdapp* Kmmgvpp
[MEVP] . Kmumgyp+lATP] | Kmmgypp+lADP] _ [MEVPP] [MEVP]+[ATP] Kmugypp*[MEVP]+[ADP] Kmugyp+ATP]<[MEVPP] [ADP]+[MEVPP] [MEVP]+[ATP]+[ADP] [ATP]+[ADP]*[MEVPP]

Kdmgvp  Kdmevp*Kmarp ~ Kmapp*Kdmpvpp  Kdmevep  Kdmpvp*Kmarp  Kdmpvp*Kmapp*Kdmevpp  Kdmpvp*Kmarp*Kdymevpp  Kmapp*Kdmpvpp  Kdmevp*Kmarp*Kdapp =~ Kdarp*Kmapp*KdmEevep

A+

44, Variacion Pi

a[pi] kcatpar * Enzy,qq * [MEVPP] « [ATP]
dt ~ Kdygypp * KMarp + KMygypp * [ATP] + Kmupp * [MEVPP]P + [MEVPP] + [ATP]

45. Variacion CoA

d[CoA] _ Kcateg13 * Enzergi3 * [AcCoA] * [AcAcCoA]
dt ~ KMycaccon * [ACCOA] + KMyccon * [AcAcCoA] + [AcCoA] * [AcAcCoA]

Kcaterg1o * Enzergio *[AcCoA]?

Kdaccoa* KMaccoa
[AcCoA] [AcCoA] [CO,] Kmepox[AcAcCoA] [AcCoA]? . [AcCoA]+[CO3] | [AcCoA]+[AcAcCoA] [CO2]*[AcAcCoA]
t t
Kdgccoa Kdaccoa Kdcoz  Kdcoz*KMacaccoA Kdaccoa*KMmaccoa Kdaccoa*Kdcoz Kdaccoa*Kdacaccoa Kdcoz*KMacaccoa
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Kcatergio * EnZergio * [CO2]*[AcAcCoA]

Kdcoz * KMyacaccoa
[AcCoA] [AcCoA] [CO,] Kmcoa*[AcAcCoA] [AcCoA]? [AcCoA]+[CO,] [AcCoA]*[AcAcCoA] [CO,)*[AcAcCoA]

Kdaccoa Kdaccoa Kdcoz Kdcoz* KMacaccoa Kdpccoa* KMaccoa  Kdaccoa* Kdcoz Kdpccoa*Kdacaccoa Kdco2*KMacaccoa

N Kcatpmgs ¥ EnZppgs ¥ [HMGCoA]  [NADPH]?
KmHMGCOA * KmNADpH * [NADPH] + 2% KmNADPH * [HMGCOA] * [NADPH] + KmHMGCOA * [NADPH]Z + [HMGCOA] * [NADPH]Z

46. Variacion NADPH

d[NADPH] 24 Kcatpmga * ENZpngz * [HMGCoA] * [NADPH]2
dt Kmymccoa * Kmyappy * [INADPH] + 2 % Kmyappy * [HMGCoA] * INADPH) + Kmypccoa * INADPH)% + [HMGCoA] * [NADPH]2

Kcat,,go * Enz,. g9 * [NADPH] * [Pre — esc]

" Kdyappn * KMpre—ose + KMyappy * [Pre — esc] + Kmp,,_ps. * [NADPH] + [NADPH] * [Pre — esc]
Kcat,,q; * Enz,,q1, * [NADPH] * [0,]

- Kdyappy * Kmg, + Kmyappy * [05] + Kmy, * [NADPH] + [NADPH]  [0,]

Kcat,.41; * Enz * [Lanosterol] * [NADPH] Kcat,,.gq1 * Enzg.gqq, * [Ac — alcohol] * [NADPH]

KMy goctoror * INADPH] + Ky ppy * [Lanosterol] + [Lanosterol] x [INADPH]  Ky,_gconot * INADPH] + Ky ppy * [Ac — alcohol] + [Ac — alcohol] + [NADPH]

erglla

Kcaty.g1q * Enzg,gqq, * [Ac — aldehido] * [NADPH]

KMy idonizo * INADPH] + Ky ppy * [Ac — aldehido] + [Ac — aldehido] * [NADPH]
+ Kcat,, go6 * ENZgpgpe * [metilzim — COOH] + [NADP]

KMoetitzim—coon * INADP] + Kmy app * [metilzim — COOH] + [CO2] * [NADP]

Kcatygoq * ENZppgpy * [dimetilcolestatrienol] * [NADPH]

KM gimetitcolestatrienol * INADPH] + Kmyappy * [dimetilcolestatrienol] + [dimetilcolestatrienol] * [NADPH]

Kcat, * ENZgp g5 * [dimetilcolestadienol] * [NADPH]

erg25
KM yimetitcotestadionot * INADPH] + Kmy uppy * [dimetilcolestadienol] + [dimetilcolestadienol] * [NADPH]

Kcat,, o5 * Enz,,gos * [metilzim — CH20H] + [NADPH]

KMopsitgim—chzon * INADPH] + Kmy ,ppy * [metilzim — CH20H] + [metilzim — CH20H] * [NADPH]
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Kcat,,go5 * ENZypgos * [metilzim — COH] * [NADPH]
KM poritzim—con * INADPH] + Kmy 4ppy * [metilzim — COH)] + [metilzim — COH] * [NADPH]

Kcat,, g7 * ENZgpgp7 * [cetometilzimosterol] x [NADPH]

KM prometitzimosterol * INADPH] + Kmy 4ppy * [cetometilzimosterol] + [cetometilzimosterol] x [NADPH]

Kcatyygos * ENZgp g5 * [metilcolestadienol] x [NADPH]

Km [NADPH] + Kmyppy * [metilcolestadienol] + [metilcolestadienol] * [NADPH]

metilcolestadienol *

Kcatyygos * Enz,pgp5 * [hidroxi — metilcolestadienol] * [NADPH]

KMy groxi-metitcolestadienol * INADPH] + Kmy 4ppy * [hidroxi — metilcolestadienol] + [hidroxi — metilcolestadienol] * [NADPH]

Kcat,, g5 * ENZgp g5 * [formil — colestadienol] * [NADPH]

KMt ormit—colestadienot ¥ [INADPH] + Kmy appy * [formil — colestadienol] + [formil — colestadienol] * [NADPH]

Kcat * Enz, * [carboxi — colestadienol] * [NADP]

erg26
[NADP] + Kmy,pp * [carboxi — colestadienol] + [carboxi — colestadienol] * [NADP]

erg26

+

Km

carboxi—colestadienol *

Kcat,,go7 * Enz,p.go7 * [colestadienona] * [NADPH]

KM otostadienona * INADPH] + Kmy,ppy * [colestadienona] + [colestadienona] * [NADPH]

Kcat,, g3 * Enz,, 3 * [episterol]  [NADPH]

NADPH] + Kmyppy * [episterol] + [episterol] * [NADPH]

erg3

Km

episterol * [

Kcat,,gs * Enzy,gs * [ergostatrienol] * [NADPH]

KMy gostatrienol * [INADPH] + Kmy uppy * [ergostatrienol] + [ergostatrienol] * [NADPH]

Kcaty, gy * ENzypgy * [ergostatetraenol] * [NADPH]

Km NADPH] + Kmy,ppy * lergostatetraenol] + [ergostatetraenol] * [NADPH]

ergostatetraenol * [
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47. Variacion NADP*

d[NADP] _ 2% Kcatpmgy * ENZppngz * [HMGCoA] * [NADPH]2
dat KmHMGCOA * KmNADpH * [NADPH] + 2% KmNADpH * [HMGCOA] * [NADPH] + KmHMGCnA * [NADPH]Z + [HMGCOA] * [NADPH]Z

Kcat, g9 * ENZgp g9, * [NADPH] * [Pre — esc]

+
Kdyappy * KMpre_ese + KMyappy * [Pre — esc] + KMp,o_.. * [NADPH] + [NADPH] * [Pre — esc]
Kcatergy * EnZergyp * [Escualeno] x [HPF]

+ Kmypp * [Escualeno] + KMggcyaieno * [HPF] + [Escualeno] * [HPF]

Kcat,.411 * [Lanosterol]| * [NADPH] Kcat, * ENZgpg11p * [Ac — alcohol] * [NADPH]

+ +
KMy gnosieror * INADPH] + Ky appy * [Lanosterol] + [Lanosterol] x [NADPH] ~ Kmy._ycono * INADPH] + Kmmyppy * [Ac — alcohol] + [Ac — alcohol] = [NADPH]

* Enz

erglla ergll

+ Kcate,g11 * ENZgrgryc * [Ac — aldehido] + [NADPH] Kcatergzg * ENZergye * [metilzim — COOH] + [NADP]
KMye_qigeniazo * [INADPH] + Kmy appy * [Ac — aldehido] + [Ac — aldehido] * [INADPH]  KMyetizim—coon * [INADP] + Kmyapp * [metilzim — COOH] + [CO2] * [NADP]

Kcatyygoq * ENZppgpg * [dimetilcolestatrienol] x [NADPH]

+
KM yimetitcotestatrienot * INADPH] + Ky appy * [dimetilcolestatrienol] + [dimetilcolestatrienol] * [NADPH]

Kcaty,go5 * ENZyp g5 * [dimetilcolestadienol] * [NADPH]

+
KM gimetitcotestadionot * INADPH] + Kmyappy * [dimetilcolestadienol] + [dimetilcolestadienol] * [NADPH]

Kcat,, g5 * Enz,, s * [metilzim — CH20H] + [NADPH]

+
KMooritgim—chzon * INADPH] + Kmy appy * [metilzim — CH20H] + [metilzim — CH20H] * [NADPH]

Kcaty, o5 * ENZgp g5 * [metilzim — COH] * [NADPH]

+
KMyeritzim—con * INADPH] + Ky sppy * [metilzim — COH) + [metilzim — COH] * [NADPH]

Kcat,, g7 * ENZepgp7 * [cetometilzimosterol] x [NADPH]

+

Km NADPH] + Kmyppy * [cetometilzimosterol] + [cetometilzimosterol] * [NADPH]

cetometilzimosterol * [

Kcaty,gos * ENZypgos * [metilcolestadienol] + [NADPH]
+

KMopesicotestadienol * INADPH] + Kmy appy * [metilcolestadienol] + [metilcolestadienol] * [NADPH]
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+ Kcaty, o5 * ENZgp g5 * [hidroxi — metilcolestadienol] * [NADPH]

KMy oxivmetitcotestadienot * INADPH] + Kmy appy * [hidroxi — metilcolestadienol] + [hidroxi — metilcolestadienol] * [NADPH]

+ Kcaty, g5 * ENZyp g5 * [formil — colestadienol]| * [NADPH]

KMt ormit—colestadienot ¥ INADPH] + Kmy appy * [formil — colestadienol] + [formil — colestadienol] * [NADPH]

Kcat * Enz, * [carboxi — colestadienol] * [NADP]

erg26
[NADP] + Kmy,pp * [carboxi — colestadienol] + [carboxi — colestadienol] * [NADP]

erg26

Km

. . *
carboxi—colestadienol

Kcat,.go7 * Enz,, 57 * [colestadienona]  [NADPH]

KMy posiadionona * INADPH] + Kmy,ppy * [colestadienona] + [colestadienona] * [NADPH]

+

Kcat,, g3 * Enz,, 3 * [episterol]  [NADPH]
NADPH] + Kmy ppy * [episterol] + [episterol] x [NADPH]

+
Km

episterol * [

Keat, g5 * Enzg,gs * [ergostatrienol] * [NADPH]
+

Km NADPH] + Kmyppy * [ergostatrienol] + [ergostatrienol] * [NADPH)]

ergostatrienol * [

Kcate, g4 * Enzgpgy * [ergostatetraenol] * [NADPH]
+

KMy gostatetraenol * [INADPH] + Kmy,ppy * [ergostatetraenol] + [ergostatetraenol] x [NADPH]

48. Variacion SAM

d[SAM] Kcat,, g6 * Enz,,g6 * [zimosterol] x [SAM]
dt - KdSAM * Km

+ KMyimosterol * [SAM] + Kmgyy * [zimosterol] + [zimosterol] x [SAM]

zimosterol

49. Variacion PPi

d[PPi] Kcat,, 50, * Enz [FPP]?

= +
dt Kdppyapp * Kmpp + Kmpyapp * [IPP] + Kmypp ¥ [DMAPP] 4+ [DMAPP]  [IPP] 2 * Kmypp * [FPP] + [FPP]?

erg20a * [DMAPP] * [IPP] Kcaterg9 * Enzerg9a *

Kcatergaob*ENZerg20b*[GPP]*[IPP] Kcate,go*Enze,gop* [NADPH]+[Pre—esc]
Kdgpp*Kmpp+Kmgpp*[IPP]+Kmpp*[GPPI+[GPPI+[IPP] ~ Kdyappy*KMpre—esc+Kmyappu*[Pre—escl+Kmpyq_esc*[INADPH]+[NADPH]+[Pre—esc]
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Kcatbstl * Enzbstl * [FPP] * [IPP] KcatcrtYBa * EnzcrtYBa * [GGPP]Z

+ 2%
Kdgpp * Kmpp + Kmypp * [IPP] + Km,pp * [FPP] + [FPP] * [IPP] Kdgppp * Kmggpp + 2 * Kmgopp * [GGPP] + [GGPP)?

50. Variacién CO2

d[coz2] keat,,,, * Enz, ., * [MEVPP] + [ATP]
dt Kdypypp * KMygp + KMygypp * [ATP] + Kmy, + [MEVPP]P + [MEVPP] « [ATP]
Kcat,, 5 * Enz,, 6 * [metilzim — COOH] * [NADP]

+
KMy itsim_coon * INADP] + Kmy,pp * [metilzim — COOH] + [€02] « [NADP]

Kcaty, o6 * ENZgp g6 * [carboxi — colestadienol] * [NADP]

+

KM grboxi—colestadienot * INADP] + Kmy app * [carboxi — colestadienol] + [carboxi — colestadienol] * [NADP]

51. Variacion HCOOH

d[HCOOH] 3 Keat, 1) * Enz, g, * [Ac - aldehido] * [NADPH]

dt KMy, artonizo * INADPH] + Kmmyppy * [Ac — aldehido] + [Ac — aldehido] * [NADPH]
52. Variacién H'

diH_ Kcatpmgz * ENZymga * [HMGCoA] * [NADPH]?
dt KmHMGCoA * KmNADpH * [NADPH] + 2% KmNADpH * [HMGCOA] * [NADPH] + KmHMGCOA * [NADPH]Z + [HMGCOA] * [NADPH]

2

Kcat,.g9 * Enz,. g9, * [NADPH] * [Pre — esc]

" Kdyappy * KMpre_ose + KMyappy * [Pre — esc] + Kmp,,_ps. * [NADPH] + [NADPH] * [Pre — esc]
Kcat,, g * Enz, * [NADPH] = [0,]

Kdyappy * Kmg, + Kmyappy * [0,] + Kmy, * [NADPH] + [NADPH] * [0,]

ergla

Kcat * Enz * [Lanosterol] * [NADPH] Kcat,,g11 * Enzg.gqq, * [Ac — alcohol] * [NADPH]

ergll
KMy gociorer * INADPH] + Ky ppy * [Lanosterol] + [Lanosterol] x [INADPH]  Kmi,_conot * INADPH] + Ky ppy * [Ac — alcohol] + [Ac — alcohol] + [NADPH]

erglla

Kcatergq1 * EnZerg11, * [Ac — aldehido] * [NADPH] Kcat,y gz * Enze,g43 * [episterol] « [NADPH]
KMyc_qigeniao * [INADPH] + Kmyppy * [Ac — aldehido] + [Ac — aldehido] * [NADPH]  KMgyiseror * [INADPH] + Ky 4ppy * [episterol] + [episterol] * [NADPH]
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Kcat,ygs * ENnzg,gs * [ergostatrienol] * [NADPH]

KMypgostatrienol * [INADPH] + Kmy uppy * [ergostatrienol] + [ergostatrienol] » [NADPH]

Kcat,,.gy * Enz,,.gy * [ergostatetraenol] * [NADPH]

Km NADPH] + Kmyppy * [ergostatetraenol] + [ergostatetraenol] * [NADPH]

ergostatetraenol * [



