x x

‘ XXXl Congresso de @
.-. Iniciacdo Cientifica da )

PR« @ .. Unicamp $

RRERp

Aprendizado de Maquina e Bioinformatica: A indugao do
Ciclo de Krebs em anaerobiose para o aumento na
producao de biohidrogénio pela bactéria Escherichia coli

Palavras-Chave: biohidrogénio, bioinformatica, machine learning

Autores:
Cristian Leonardo Ferraz Ferreira, IB — UNICAMP
Prof. Dr. Renato Vicentini dos Santos, IB- UNICAMP

INTRODUGAO:

Frente as adversidades ambientais presenciadas cotidianamente pela sociedade, se mostra
crescente a ideia de que, caso a humanidade vise mitigar os efeitos das mudancas climaticas, a maior
parte das reservas remanescentes de combustiveis fosseis devem permanecer no subsolo (Krane,
2017). Diante disso, torna-se essencial a reformulacdo dos processos vigentes de producéo
energética, demandando aos pesquisadores a busca por meios de produgao sustentaveis e aplicaveis

em larga escala.

Nesse sentido, no que diz respeito ao biohidrogénio, este se mostra como uma uma opg¢ao
atraente para complementagao das fontes de energia vigentes, dada sua alta densidade energética e
possivel producao via fermentagdo escura de biomassa residual (Zhang et al., 2020). A produgao de
H, através da fermentagao escura ocorre por meio da acdo do metabolismo bacteriano em substratos
organicos, este que, ao ser quebrado em compostos mais simples, leva a liberagdo do biocombustivel
(Meena; Patane, 2025).

De acordo com a literatura, sdo conhecidas trés principais vias metabdlicas que implicam na
producdo de H, através da fermentagao escura, dentre as quais ressalta-se a via do NADH, composta
pelas reagdes catalisadas pelas enzimas NAD(P)H ferredoxina oxidoredutase (NFOR) e hidrogenase
dependente de ferredoxina (Hyda) (Eqs. 1 e 2) (OH et al., 2011).

(Eq. 1) 2 Fd,, + NADH —(NFOR)— 2 Fd,., + 1 NAD+
(EQ. 2) 2 Fd,oq + 2 H+ —(Hyda)— H, + 2 Fd,,

A partir do aumento da razdo NADH/NAD+ disponivel intracelularmente, constata-se que a via

da NFOR é capaz de produzir hidrogénio sob altos rendimentos, ultrapassando os limites estipulados
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experimentalmente (Oh et al., 2008). Nesse sentido, sabendo da capacidade de produgcdo do NADH
pelo Ciclo de Krebs, 3 mols por volta do ciclo (Blanco; Blanco, 2022), este pode servir como fonte da
molécula para a geragéo de H, pela via do NADH (Cao et al., 2022). Porém, dada a alta sensibilidade
da Hyda para o O, (Vincent et al., 2005), a realizagédo do Ciclo de Krebs deve ocorrer sob anaerobiose,
evidenciando a necessidade de modificagcdes no metabolismo escolhido.

Dessa maneira, tomando como base o modelo metabdlico em escala gendmica iJO1366, da
bactéria anaerdébica facultativa Escherichia coli, este estudo tem o objetivo de induzir a realizagcao do
Ciclo de Krebs na auséncia de O, pela bactéria. Além disso, a partir da introdugao da via do NADH no
modelo, esperamos maximizar a produgao de H, pela via, restringindo a utilizagcdo do metabdlito para a

sintese do biocombustivel.

METODOLOGIA:

Para a realizagdo das analises, foram implementadas abordagens inteiramente
computacionais, estas voltadas para estudos nas areas de engenharia metabdlica e aprendizado de
maquina. Deste modo, a condugdo dos experimentos baseou-se na utilizacdo de diferentes pacotes
desenvolvidos para a linguagem de programacgao Python, os quais designados para a manipulacdo em
modelos metabdlicos em escala gendmica (cobrapy, dFBA e escher) e criacdo de algoritmos de

machine learning (scikit-learn).
Criagado do modelo preditivo

Primeiramente, para a avaliagao das principais enzimas capazes de suportar a inducao do Ciclo
de Krebs em anaerobiose, realizamos o treinamento de um modelo de machine learning com
1.000.000 de combinacdes distintas entre os fluxos das enzimas envolvidas no ciclo. As enzimas
selecionadas foram tanto aquelas diretamente atuantes no Ciclo de Krebs em aerobiose, quanto as
necessarias para a entrada no ciclo (Tabela 1). Para cada enzima selecionada, foram gerados 10
valores de fluxo no intervalo correspondente aos fluxos minimo e maximo possiveis para a enzima em
anaerobiose. Dessa maneira, os valores presentes nas combinagdes geradas consistiram em fluxos

aleatérios para as enzimas dentro dos seus respectivos limites estabelecidos.

CS ACONTa | ACONTb | ICDHyr | AKGDH | sucoas | Fum | MPH | PDH | GLCptspp | PPC

Tabela 1: Enzimas selecionadas para a geragao do modelo preditivo: CS (Citrato sintase); ACONTa (Aconitase - meia reagdo A); ACONTb
(Aconitase - meia reagao B); ICDHyr (Isocitrato desidrogenase); AKGDH (2-Oxoglutarato desidrogenase); SUCOAS (Succinil-CoA sintetase);
FUM (Fumarase); MDH (Malato desidrogenase); PDH (Piruvato desidrogenase); GLCptspp (Transporte de glicose via PEP:Pyr (periplasma));
PPC (Fosfoenolpiruvato carboxilase)

A partir do pacote cobrapy (versao 0.19), foi realizada uma Analise de Balango de Fluxo (FBA)
para cada combinagdo de fluxos enzimaticos gerada, a fim de averiguar a producao de NADH e
biomassa pelo modelo, quando modificado para a expressao dos fluxos impostos. Desta forma, devido
a diferenga nas produgdes de NADH e biomassa entre as combinagdes geradas, o modelo de

aprendizado de maquina foi capaz de determinar a importancia de cada enzima para a expressao do
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fenétipo desejado. O algoritmo escolhido para a geragdo do modelo de machine learning foi o Random
Forest Classifier, disponivel pelo pacote scikit-learn. Dada a necessidade imposta pelo algoritmo
selecionado, foi necessaria a divisdo dos dados gerados em duas classes distintas, as quais fornecem

a base para o treinamento do modelo

A divisdo das classes foi realizada de modo a classificar como favoravel uma combinacgao de
fluxos que resultou em uma taxa de produgdgo de NADH maior do que 30 mmol/gDW/h,
concomitantemente a uma taxa de produgao de biomassa maior que 0.1 mmol/gDW/h. Dessa maneira,
as combinagdes classificadas como favoraveis foram rotuladas com o numero 1, sendo as
combinagdes remanescentes rotuladas com o numero 0. Apds a rotulagédo, os dados gerados foram
separados em: variaveis preditoras, compostas pelas combinag¢des de fluxos enzimaticos; variaveis
resposta, compostas pelos rotulos estabelecidos (0 para combinagbes desfavoraveis e 1 para

favoraveis).

O algoritmo de aprendizado de maquina foi entdo treinado com 90% dos dados (900.000
combinacgdes), sendo os 10% restantes utilizados para a validagdo do modelo. Ao fim do treinamento,
o0 modelo criado apresentou precisdao de 0.99, assim como uma curva ROC AUC equivalente a 1.00,
indicando alta precisdo preditiva do modelo. Finalizando as etapas equivalentes a criagdo do modelo
preditivo, foram encontradas as principais enzimas responsaveis pela determinacdo das classes,
sendo estipulada a importancia relativa, em porcentagem, da enzima para a expressao do fenotipo.
Cabe ressaltar que a métrica da importancia relativa indica apenas o quéo importante a caracteristica
avaliada é para a predigdo do modelo, sem que seja esclarecida se essa importancia é positiva ou

negativa.

Indugao do Ciclo de Krebs em anaerobiose e expressdo da via do NADH no modelo
iJO1366

As 3 principais enzimas determinadas pelo algoritmo preditivo (PDH, MDH e AKGDH) foram
induzidas a funcionar sob seus fluxos maximos permitidos, de maneira a ser possivel a expressao
minima do objetivo estabelecido pelo modelo iJO1366, a produgédo de biomassa. Para as indugdes, foi
desenvolvido um algoritmo interativo capaz de avaliar a sintese de NADH e biomassa pelo modelo
quando modificado o fluxo de uma ou mais das trés enzimas escolhidas. Além disso, o cédigo criado
permitiu ainda a visualizagdo dos fluxos das demais enzimas que constituem o Ciclo de Krebs, quando

modificagdes nas trés enzimas sao realizadas.

Posto isso, foram induzidos dois conjuntos de fluxos enzimaticos para a PDH, AKGDH e MDH
que resultaram na maximizagéo da sintese de NADH, tornando o Ciclo de Krebs parcialmente operavel
sob anaerobiose, sem o comprometimento do crescimento bacteriano. Por fim, para a avaliagdo da
capacidade de produgao de H, pela via do NADH, esta foi introduzida ao modelo iJO1366 a partir das

equacgodes descritas por Oh et al. (2011) (Egs. 1 e 2). Apds a introdugéo da via do NADH ao modelo, os
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conjuntos de fluxos enzimaticos para a PDH, AKGDH e MDH que impulsionaram a produgédo de NADH

pela bactéria foram fixados, sendo avaliada a concentragéo de H, gerado pela bactéria recombinante.
RESULTADOS E DISCUSSAO:

De acordo com os resultados obtidos pelo algoritmo de machine learning, as trés principais
enzimas determinantes para a produgdo de NADH e biomassa foram, respectivamente, em
porcentagem de importancia relativa, a PDH (= 22%), a MDH (= 17%) e a AKGDH (= 15%). A PDH, ao
converter o piruvato em acetil-CoA, além de preparar a inicializagcdo do Ciclo de Krebs, & altamente
capaz de estimular a produgao de NADH intracelular, mesmo que fora do ciclo. Além disso, de maneira
semelhante, a MDH, presente dentro do Ciclo de Krebs, ao converter o oxaloacetato em malato,

também pode impulsionar a produgao do metabdlito.

Dessa maneira, quando analisadas com o algoritmo interativo, a PDH e a MDH, uma vez
induzidas a funcionarem sobre fluxos equivalentes a 25.33 e 9 mmol/gDW/h, respectivamente, sao
capazes de manter uma taxa de produg¢ao de NADH de 54.358866 mmol/gDW/h, 1.52 vezes maior que
aquela observada no Ciclo de Krebs em aerobiose (35.61788 mmol/gDW/h). Além disso, para estes
fluxos estabelecidos, observamos também uma manutencdo da taxa de producdo de biomassa

equivalente a 0.103219 mmol/gDW/h, indicando um crescimento bacteriano aceitavel.

Por outro lado, quando incluida nas analises interativas, a AKGDH foi capaz de manter uma
taxa ainda maior de producdo de NADH (60.027871 mmol/gDW/h), sendo os fluxos enzimaticos das
enzimas PDH, MDH e AKGDH equivalentes a, respectivamente, 31.96, 8.02 e -19.48 mmol/gDW/h.
Neste caso, a taxa de produgdo de biomassa também se mostrou aceitavel, sendo equivalente a
0.123101 mmol/gDW/h, maior que aquela observada anteriormente. Dessa maneira, € possivel inferir
que a AKGDH, quando induzida a funcionar de maneira reversa, € capaz de manter altas taxas de

fluxo na PDH, principal enzima responsavel pela produ¢cdo de NADH no organismo.

Quando introduzida ao modelo, a via do NADH demonstrou alta capacidade de conversao do
excesso de NADH gerado em H,. No caso das modifica¢des dos fluxos da PDH e MDH para 25.33 ¢ 9
mmol/gDW/h, respectivamente, a via do NADH foi capaz de aproveitar 96.1126% do metabdlito
produzido pela bactéria, levando a producao de 4.578 mol H, / mol glicose consumida, resultado 2.8
vezes maior que aquele observado para a bactéria selvagem (1.66 mol H, / mol glicose consumida).
Quanto a producao de biomassa, esta também teve um aumento quando comparada a produgao pela
bactéria selvagem em anaerobiose (2.460921 g/L), sendo observada uma concentragcao final de
3.544658 g/L.

Quanto as analises referentes a introducao da via do NADH e manipulagédo das enzimas PDH,
MDH e AKGDH, estas indicaram uma produ¢ao menor de H,, o que se deve ao proprio consumo de

NADH pela AKGDH quando induzida a funcionar de maneira reversa. Neste cenario, dos 60.027871
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mmol/gDW/h de NADH gerados, a via do NADH foi capaz de aproveitar apenas 64.3134%, sendo o
restante consumido pela AKGDH. Deste modo, a producao de H, pela bactéria foi limitada a 3.61476

mol H,/ mol glicose consumida, sendo a concentragao final de biomassa equivalente a 2.37 g/L.

CONCLUSOES:.

Os resultados obtidos demonstram a possibilidade de indugao parcial do Ciclo de Krebs em
anaerobiose, seja pela modificagdo apenas nas enzimas PDH e MDH, assim como na inclusdo da
reacao inversa da AKGDH na bactéria. Se mostra também evidente a importancia da PDH para o
aumento na sintese de NADH pela bactéria, o qual pode ser utilizado por diversas outras rotas
metabdlicas economicamente importantes além daquela de producdo do H,. Deste modo, torna-se
clara a necessidade de modificagcbes na enzima que visem sua superexpressao em ensaios

experimentais in vitro destinados ao aumento da quantidade de NADH produzido.

Destaca-se também a capacidade de aproveitamento do NADH produzido pela via recém
introduzida, esta que ndo somente é capaz de impulsionar a produgao de H, a rendimentos altos, mas
também possibilita um destino melhor para o NADH, uma vez que, quando presente no organismo, a
via é capaz de estimular um maior crescimento bacteriano. Em suma, o presente projeto serve como
base para futuras experimentacdes in vifro destinadas ao aumento da producédo de biohidrogénio
através da via do NADH, provendo conhecimento base para métodos de produgao do biocombustivel

em larga escala.
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