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I N T R O D U C TI O N
T h e gr o wi n g d e m a n d f or r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n o w es t o its  wi d e r a n g e of i n d ustri al

a n d bi o m e di c al a p pli c ati o ns, i n cl u di n g p h ar m a c e uti c als, c os m eti cs a n d d et er g e nts

(R a n d h a w a  &  R a h m a n, 2 0 1 4 ).  T h e r h a m n oli pi ds c o m p os e d of gl y c os yl h e a d gr o u p

(i. e., r h a m n os e  m oi et y) a n d f att y a ci d ( F A) t ail,  w ell- c h ar a ct eri z e d b a ct eri al bi os urf a ct a nts,

ar e  m ai nl y pr o d u c e d b y Ps e u d o m o n as a er u gi n os a (R a h m a n et al., 2 0 0 2 ; A b d el- M a w g o u d,

L é pi n e  &  D é zi el, 2 0 1 4 ; R a n d h a w a  &  R a h m a n, 2 0 1 4 ). P. a er u gi n os a, a gr a m- n e g ati v e

o p p ort u nisti c b a ct eri al p at h o g e n, is  wi d el y st u di e d f or t h e bi os y nt h esis of r h a m n oli pi ds.

T h e pr o d u cti o n of t h es e bi os urf a ct a nts r eli es o n t w o pr e c urs ors: L-r h a m n os e a n d  R- 3-

h y dr o x y F A, a n i nt er m e di at e of t h e F A d e gr a d ati o n p at h w a y.  T h e r h a m n os yltr a nsf er as e  A

( R hl A e n c o d e d b y r hl A) di m eri z es R- 3- h y dr o x y F As t o f or m R - 3-((R - 3- h y dr o x y al k a n o yl)

o x y) al k a n oi c a ci ds ( H A A) ( D é zi el et al., 2 0 0 3 ; Z h u  &  R oc k, 2 0 0 8 ; A b d el- M a w g o u d,

L é pi n e  &  D é zi el, 2 0 1 4 ); s u bs e q u e ntl y, t h e r h a m n os yltr a nsf er as e  R hl B c at al y z es t h e

a d diti o n of t h e fi rst r h a m n os e  m oi et y, f or mi n g  m o n o-r h a m n oli pi ds ( R a hi m et al., 2 0 0 1 ;

A b d el- M a w g o u d, L é pi n e  &  D é zi el, 2 0 1 4 ). B y c o ntr ast, Ps e u d o m o n as p uti d a is a gr a m-

n e g ati v e, s oil- d w elli n g, n o n- p at h o g e ni c b a ct eri u m a n d r e pr es e nts a  m o d el or g a nis m

wit h v ers atil e  m et a b olis m  wit h v al u a bl e i n d ustri al a p pli c ati o ns ( Witt g e ns et al., 2 0 1 1 ;

Tis o et al., 2 0 1 6 ).  Alt h o u g h it is a n e v ol uti o n ar y cl os e r el ati v e of P. a er u gi n os a , its

si m plifi e d g e n eti cs, t h e l a c k of c o m pl e x r e g ul at or y n et w or ks f o u n d i n P. a er u gi n os a

a n d t h e pr es e n c e of p at h w a ys r e q uir e d f or t h e s y nt h esis of r h a m n oli pi d pr e c urs ors  m a d e

P. p uti d a t h e i d e al b a ct eri u m of c h oi c e t o c o n d u ct t his st u d y.

T h e a p pli c ati o ns of b a ct eri al s urf a ct a nts ar e di v ers e a n d r a pi dl y gr o wi n g i n d e m a n d.

O n e of t h e r e as o ns r h a m n oli pi ds h a v e b e c o m e s u c h a n attr a cti v e ar e a f or bi o c h e mi c al

r es e ar c h is t h e s c o p e of t h eir a p pli c ati o ns.  R h a m n oli pi ds c o ul d r e pl a c e p etr o c h e mi c al

d eri v e d s urf a ct a nts us e d i n  m a n y cl e a ni n g pr o d u cts d et er g e nts ( R a n d h a w a  &  R a h m a n,

2 0 1 4 ).  R h a m n oli pi ds h a v e als o b e e n s h o w n t o b e a v al u a bl e r es o ur c e i n t h e a gri c ult ur al

i n d ustr y, pr o vi di n g p est r esist a n c e i n v ari o us pl a nts, f or e x a m pl e, sti m ul ati n g t h e

e x pr essi o n of i m p ort a nt d ef e ns e g e n es i n t o b a c c o pl a nts a n d pr ot e cti n g  m o n o c ot yl e d o n o us

pl a nts a g ai nst h ar mf ul bi otr o p hi c f u n gi ( M ulli g a n, 2 0 0 5 ).  A d diti o n all y, it h as b e e n

s h o w n t h at t h e y ar e a bl e t o i m pr o v e n utri e nt a ds or pti o n i n pl a nt r o ots ( S ac h d e v  &

C a m e otr a, 2 0 1 3 ).  T h e e m ulsif yi n g pr o p erti es of r h a m n oli pi ds  m a k e t h e m a n i d e al t o ol

f or t h e bi or e m e di ati o n of oil s pills.  R h a m n oli pi ds ar e e xtr e m el y eff e cti v e i n ai di n g

r e m o vi n g oil fr o m c o nt a mi n at e d s oil a n d f a cilit ati n g its br e a k d o w n a n d dis p ers al i n

a q u e o us e n vir o n m e nts ( C h e n et al., 2 0 1 3 ; K os aric, 2 0 0 1 ).  D u e t o t h eir l o w t o xi cit y,

hi g h bi o- d e gr a d a bilit y a n d e n vir o n m e nt al c o m p ati bilit y, r h a m n oli pi ds ar e us e d ef fi ci e ntl y

i n  mi cr o bi al e n h a n c e d oil r e c o v er y a n d ar e i n v al u a bl e t o ol i n bi or e m e di ati o n eff orts

(A m a ni, 2 0 1 5 ).

P er h a ps o n e of t h e  m ost i nt er esti n g a p pli c ati o ns of r h a m n oli pi ds is  wit hi n c os m eti c a n d

p h ar m a c e uti c al i n d ustri es.  R h a m n oli pi ds s h o w p ot e nti al t o b e us e d i n a r a n g e of c os m eti cs

s u c h as  m oist uri z ers, s h a m p o o, l u bri c a nts a n d a nti- wri n kl e cr e a ms ( R a n d h a w a  &

R a h m a n, 2 0 1 4 ).  R es e ar c h h as s h o w n r h a m n oli pi ds t o h a v e a nti mi cr o bi al a cti viti es a g ai nst

a h ost of h u m a n p at h o g e ns s u c h as  Gr a m- n e g ati v e b a ct eri a ( S al m o n ell a t y p hi m uri u m,
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Esc h eric hi a c oli , E nt er o b act er a er o g e n es, S err ati a  m arc esc e ns a n d Kl e bsi ell a p n e u m o ni a e ),

Gr a m- p ositi v e b a ct eri a ( List eri a  m o n oc yt o g e n es , St a p h yl oc occ us a ur e us, S. e pi d er mi dis ,

B acill us c er e us a n d B. s u btilis ) a n d f u n gi (P h yt o p ht h or a i nf est a ns, P h yt o p ht h or a c a psici,

B otr ytis ci n er e a, F us ari u m gr a mi n e ar u m,  M uc or s p p., C erc os p or a ki k uc hii,  Cl a d os p ori u m

c uc u m eri n u m,  C oll et otric h u m or bic ul ar e,  C yli n dr oc ar p o n d estr uct a ns a n d M a g n a p ort h e

gris e a ) (R o dri g u es et al., 2 0 0 6 ; M a g al h a es  &  Nitsc h k e, 2 0 1 3 ). I n a d diti o n t o t his, p at e nts

h a v e b e e n o bt ai n e d f or t h e us e of r h a m n oli pi ds t o tr e at or g a n tr a ns pl a nts r ej e cti o n,

at h er os cl er osis, d e pr essi o n, s c hi z o p hr e ni a, b ur n s h o c k,  w o u n d h e ali n g ( Pilj ac  & Pilj ac,

2 0 0 7 ).  T h e us e of r h a m n oli pi ds i n t h es e i n d ustri es  m a y  m a k e t h eir c o m m er ci ali z ati o n

e c o n o mi c all y vi a bl e.  T h e hi g h er pr o fi ts t h at c o ul d b e  m a d e p er gr a m of r h a m n oli pi ds

pr o d u c e d  w h e n c o m p ar e d  wit h ot h er i n d ustri es s u c h as cl e a ni n g pr o d u cts or

bi or e m e di ati o n  m e a n t h at t h e hi g h c osts of pr o d u cti o n a n d l o w yi el ds  w o ul d b e l ess

si g nifi c a nt.  T his  w o ul d c o m e  wit h a  w h ol e n e w s et of c h all e n g es, as r h a m n oli pi ds b ei n g

pr o d u c e d f or p h ar m a c e uti c als  w o ul d n e e d t o b e of a n e xtr e m el y hi g h p urit y.

S e v er al f a ct ors aff e ct t h e q u alit y a n d q u a ntit y of r h a m n oli pi ds pr o d u c e d, t h e

m ost i m p ort a nt b ei n g t h e c ar b o n s o ur c e a n d t h e n utri e nt  m e di u m.  C ar b o n s o ur c es s u c h as

gl y c er ol, gl u c os e, s u cr os e,  m a n nit ol, ali p h ati c a n d ar o m ati c h y dr o c ar b o ns h a v e b e e n

s u c c essf ull y us e d f or r h a m n oli pi d pr o d u cti o n b y Pse u d o m o n as s p p. (Sil v a et al., 2 0 1 0 ;

P us k ar o v a et al., 2 0 1 3 ).  Alt h o u g h t h e us e of l o w- c ost  m at eri als is us u all y c o nsi d er e d t o s ol v e

t h e c ost pr o bl e m, t h e s el e cti o n of a s u bstr at e c o m p ati bl e  wit h c ell gr o wt h is v er y i m p ort a nt.

T h e ai m of t his st u d y is t o i n v esti g at e t h e  m et a b oli c c a p a biliti es of P. p uti d a f or

r h a m n oli pi ds bi os y nt h esis usi n g  m ulti- o mi cs  m o d elli n g, st atisti c al,  m et a b oli c a n d

bi os y nt h eti c e n gi n e eri n g a p pr o a c h es.  W e e x pl or e t h e t e c h ni q u es us e d b y Witt g e ns et al.

( 2 0 1 1) a n d Tis o et al. ( 2 0 1 6) b y i ntr o d u ci n g t h e R hl A a n d R hl B g e n es fr o m P. a er u gi n os a

t o r e c o nstr u ct a n e n gi n e er e d g e n o m e-s c al e  m o d el of P. p uti d a .  G e n o m e-s c al e

c o nstr ai nt- b as e d  m o d els h a v e b e e n c o nstr u ct e d a n d a p pli e d e xt e nsi v el y t o a r a n g e of

pr o bl e ms: g e n o m e a n n ot ati o n ( G a nt er,  K alt e n b ac h  & St elli n g, 2 0 1 4 ), c o m p ar ati v e a n al ys es

(O b er h ar dt et al., 2 0 1 1 ; M o n k et al., 2 0 1 3 ; B art ell et al., 2 0 1 4 ; B a b a ei,  G h as e mi- K a hri zs a n gi

&  M ar as hi, 2 0 1 4 ; V a n  H ec k et al., 2 0 1 6 ; K o e h orst et al., 2 0 1 6 ), a n al ys es of o mi cs

d at a ( C olij n et al., 2 0 0 9 ; C h a n dr as e k ar a n  & Pric e, 2 0 1 0 ; Z ur,  R u p pi n  & S hl o mi, 2 0 1 0 ;

Vij a y a k u m ar et al., 2 0 1 7 ), dis e as e ( a n d c a n c er) c h ar a ct eri z ati o n (E y ass u  &  A n gi o n e, 2 0 1 7 ;

A uric h, Fl e mi n g  &  T hi el e, 2 0 1 7 ; A n gi o n e, 2 0 1 8 ), dr u g dis c o v er y (Pl at a et al., 2 0 1 0 ) a n d

m et a b oli c e n gi n e eri n g ( P uc h a ø k a et al., 2 0 0 8 ; Mc A n ult y et al., 2 0 1 2 ; Ki m et al., 2 0 1 5 ).

W e si m ul at e si n gl e o bj e cti v es usi n g li n e ar pr o gr a m mi n g, f o c usi n g o n bi o m ass a n d

r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n.  W e f urt h er i n v esti g at e t h e fl u x distri b uti o ns usi n g st atisti c al

a n d  m a c hi n e l e ar ni n g t e c h ni q u es t o el u ci d at e t h e r ol e of t h e i n di vi d u al r e a cti o ns a n d

p at h w a ys i n d et er mi ni n g t h e pr e di ct e d p h e n ot y p e.  O ur pr e di cti o ns c a n b e us e d i n

s y nt h eti c bi ol o g y t o s u g g est o pti m al st e ps f or e n gi n e eri n g  mi cr o or g a nis ms a n d f or

a n al y zi n g c o m pl e x o mi c n et w or ks.  W e fi n all y pr es e nt a  m et h o d ol o gi c al fr a m e w or k

t o i nt e gr at e a n d a n al y z e g e n e e x pr essi o n d at a i n t h e c o nt est of t h e  m et a b oli c  m o d el, i n

or d er t o cl os el y i n v esti g at e t h e p at h w a ys a n d r e a cti o ns i n v ol v e d i n t h e pr o d u cti o n of

r h a m n oli pi ds.  T o t h e b est of o ur k n o wl e d g e, t his is t h e fi rst st u d y t h at us es  m ulti- o mi cs i n

sili c o  m o d elli n g of P. p uti d a f or o pti mi zi n g r h a m n oli pi ds s y nt h esis.

O c c hi pi nti et al. ( 2 0 1 8), P e er J ,  D OI 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 6 0 4 6 3/ 2 5

http://dx.doi.org/10.7717/peerj.6046
https://peerj.com/


M E T H O D S

R e c o n str u cti o n  of t h e e n gi n e er e d c o n str ai nt- b a s e d  g e n o m e- s c al e

m et a b oli c  m o d el

T o r e c o nstr u ct a  m et a b oli c all y e n gi n e er e d  m o d el of P. p uti d a f or r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n,

f oll o wi n g Witt g e ns et al. ( 2 0 1 1) a n d Tis o et al. ( 2 0 1 6) ,  w e i ntr o d u c e d t w o p at h w a ys

f or r h a m n oli pi ds bi os y nt h esis b y c oll ati n g t h e f ull list of r e a cti o ns c at al y z e d b y  R hl A a n d

R hl B t o a n e xisti n g g e n o m e-s c al e  m o d el of P. p uti d a , iJ P 9 6 2 (O b er h ar dt et al., 2 0 1 1 ).

T h e  R hl A a n d  R hl B g e n es pr o d u c e r h a m n oli pi ds b y t hr e e s e q u e nti al r e a cti o ns

(Fi g. 1 A ).  R hl A is i n v ol v e d i n t h e s y nt h esis of  H A A (D é zi el et al., 2 0 0 3 ), a n d is l o os el y

b o u n d t o t h e i n n er  m e m br a n e ( R a hi m et al., 2 0 0 1 ).  T h e n e xt r e a cti o n is c at al y z e d b y

t h e  m e m br a n e- b o u n d  R hl B r h a m n os yltr a nsf er as e a n d us es d T D P- L-r h a m n os e a n d a n

H A A as pr e c urs ors, yi el di n g  m o n o-r h a m n oli pi ds ( R a hi m et al., 2 0 0 1 ).  T h e  R hl A a n d

R hl B g e n es ar e cl ust er e d  wit h r hl R a n d r hlI,  w hi c h e n c o d e pr ot ei ns i n v ol v e d i n t h eir

tr a ns cri pti o n al r e g ul ati o n t hr o u g h t h e q u or u m-s e nsi n g ( Q S) r es p o ns e a n d t h e y ar e

arr a n g e d as a n o p er o n.  R hlI a n d L asI s y nt h esi z e t h e  Q S a ut oi n d u c er  m ol e c ul es

b ut a n o yl- h o m os eri n e-l a ct o n e ( C 4- H S L) a n d 3- o x o- d o d e c a n o yl- h o m os eri n e-l a ct o n e

( 3- o x o- C 1 2- H S L), r es p e cti v el y.  W h e n t h eir c o n c e ntr ati o n r e a c h es a t hr es h ol d, t h e y

bi n d t o t h e r e g ul at or pr ot ei ns a n d i n d u c e t h e e x pr essi o n of t h e  R hl- g e n es ( Witt g e ns et al.,

2 0 1 7 ).  Q S r es p o ns e r e g ul at es t h e pr o d u cti o n of r h a m n oli pi ds (V a n  D el de n  & I gl e ws ki,

1 9 9 8 ), as  w ell as h u n dr e ds of a d diti o n al g e n es (H e nt z er et al., 2 0 0 3 ; Sc h ust er et al., 2 0 0 3 ;

W a g ner et al., 2 0 0 3 ).

T h e f ull s et of k n o w n bi o c h e mi c al r e a cti o ns f or r h a m n oli pi ds bi os y nt h esis  w er e a d d e d

fr o m t h e P. a er u gi n os a m o d el ( O b er h ar dt et al., 2 0 0 8 ) t o t h e P. p uti d a m o d el iJ P 9 6 2.

W h er e a p pr o pri at e, st oi c hi o m etri c all y b al a n c e d r e a cti o ns of t h e r h a m n os e p at h w a y fr o m

K E G G ( K a n e his a  &  G ot o, 2 0 0 0 ),  M et a C y c (C as pi et al., 2 0 1 6 ) a n d B R E N D A (Sc h o m b ur g

et al., 2 0 1 3 )  w er e a d d e d. T a bl e 1 s h o ws t h e r e a cti o ns f or r h a m n oli pi ds bi os y nt h esis

t h at  w er e a d d e d t o t h e P. p uti d a m o d el.  R e a cti o ns  R H L A,  R H L B a n d  R H L C r e pr es e nt t h e

r h a m n os yltr a nsf er as e c h ai n  A, r h a m n os yltr a nsf er as e c h ai n B a n d r h a m n os yltr a nsf er as e 2,

r es p e cti v el y.  R e a cti o ns 3 H 3 H a n d P H A C ar e i n v ol v e d i n t h e p ol y ( 3- h y dr o x y al k a n oi c

a ci d) s y nt h as e ( O b er h ar dt et al., 2 0 0 8 ).  T h e r e a cti o n fl u x a cr oss i n n er a n d o ut er

m e m br a n es  w as c arri e d o ut b y tr a ns p ort r e a cti o ns,  w hi c h  w er e  m o d ell e d as r e a cti o ns

c o n v erti n g i ntr a c ell ul ar i nt o e xtr a c ell ul ar c o m p o u n ds.  A tr a ns p ort r e a cti o n  w as als o

a d d e d f or t h e e x p ort of r h a m n oli pi ds a cr oss t h e c ell  m e m br a n e. F or t h e f ull list of r e a cti o ns

f or r h a m n oli pi ds s y nt h esis, e x c h a n g e a n d tr a ns p ort s e e A d diti o n al Fil e 1 .

T h e  m o d el  w as t h e n  m a n u all y c ur at e d t o est a blis h t h at t h e n e w r e a cti o ns  w er e

f ull y i nt e gr at e d.  T his  w as a c hi e v e d b y e v al u ati n g  m et a b olit e s p e cifi cit y a n d  m et a b olit e

c h ar g es a c c or di n gl y, as  w ell as r e a cti o n dir e cti o n alit y t o c o n fi r m t h at e a c h r e a cti o n

c arri e d a fl u x.  G e n e- pr ot ei n-r e a cti o n r ul es of t h e a d d e d r e a cti o ns  w er e als o c ur at e d fr o m

lit er at ur e (f or t h e fi n al  m et a b oli c  m o d el s e e A d diti o n al Fil e 2 ).  T o r u n t h e  m o d el, a

li n e ar o pti mi z ati o n f or r h a m n oli pi d pr o d u cti o n  w as t h e n c arri e d o ut, a n d fl u x b al a n c e

a n al ysis ( F B A) (s e e t h e f oll o wi n g s u bs e cti o ns f or a d et ail e d d es cri pti o n)  w as us e d t o

a n al y z e t h e n e wl y r e c o nstr u ct e d e n gi n e er e d  m o d el.
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Fi g u r e 1 Bi os y nt h esis of r h a m n oli pi ds f r o m t h e  m et a b oli c e n gi n e e r e d  m o d el of Ps e u d o m o n as p uti d a . ( A)  R h a m n oli pi ds bi os y nt h esis p at h w a y.
T h e fi g ur e d e pi cts c e ntr al c ar b o n  m et a b olis m, gl y c ol ysis a n d t h e tri c ar b o x yli c a ci d ( T C A) c y cl e, a n d t w o r h a m n oli pi ds pr e c urs or p at h w a ys: f att y a ci d
( F A) d e gr a d ati o n p at h w a y a n d t h e r h a m n os e p at h w a y.  T w o g e n es ( r hl A a n d r hl B) a n d t h eir c orr es p o n di n g r e a cti o ns fr o m P. a er u gi n os a w er e
i n c or p or at e d i nt o t h e P. p uti d a m o d el.  M yristi c a ci d is  m et a b oli z e d t hr o u g h t h e F A d e gr a d ati o n p at h w a y, g e n er ati n g i nt er m e di at es,  w h er e R hl A a n d
R hl B s e q u e nti all y g e n er at e r h a m n oli pi ds.  O n t h e ot h er h a n d, R hl B s y nt h esi z es r h a m n oli pi ds t hr o u g h t h e r h a m n os e p at h w a y at a hi g h er fl u x r at e
( d e pi ct e d b y t h e li n e t hi c k n ess)  w h er e b y t h e u pt a k e of gl u c os e, fr u ct os e, s u cr os e a n d gl y c er ol  w as us e d as t h e  m ai n c ar b o n s o ur c es.  D ott e d li n es
r e pr es e nt  m ultist e p r e a cti o ns,  w hil e t h e li n e t hi c k n ess r e pr es e nts t h e r el ati v e fl u x c arri e d b y t h e c orr es p o n di n g p at h w a y. ( B)  R at e of bi o m ass a n d
r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n fr o m t h e P. p uti d a m o d el si m ul at e d u n d er diff er e nt c ar b o n s o ur c es. Bi o m ass a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n cr e as e
li n e arl y  wit h t h e r at e of s u bstr at e u pt a k e.  M yristi c a ci d ( C- 1 4) pr o vi d e d  m a xi m u m bi o m ass a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n c o m p ar e d t o t h e
ot h er c ar b o n s o ur c es. ( C)  R h a m n oli pi ds pr o d u cti o n b y t h e P. p uti d a  m o d el fr o m t h e r h a m n os e p at h w a y a n d f att y a ci d ( F A) p at h w a y.  U n d er all
c o n diti o ns, t h e r h a m n os e p at h w a y g e n er at es  m a xi m u m a m o u nt of r h a m n oli pi d. ( D)  O pti mi z ati o n f or bi o m ass a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n b y t h e
P. p uti d a m o d el.  U n d er e a c h c ar b o n s o ur c e, hi g h r at e of r h a m n oli pi ds  w as s y nt h esi z e d t hr o u g h t h e r h a m n os e p at h w a y. ( E)  C o m p aris o n of
r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n t h e P. p uti d a a n d P. a er u gi n os a .  U n d er e a c h c ar b o n s o ur c e, t h e r at e of r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n  w as hi g h er i n P. p uti d a
t h a n P. a er u gi n os a. F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 6 0 4 6/ fi g- 1
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G e o m etri c fl u x  b al a n c e a n al y si s

Fl u x b al a n c e a n al ysis is a  wi d el y us e d  m at h e m ati c al a p pr o a c h f or  m o d elli n g l ar g e-s c al e

m et a b oli c n et w or ks ( Ort h,  T hi el e  & P alss o n, 2 0 1 0 ). B e c a us e F B A ass u m es t h e h o m e ost asis

of a s yst e m, it d o es n ot r e q uir e k n o wl e d g e of  m et a b olit e c o n c e ntr ati o ns a n d e n z y m e

ki n eti cs.  T his diff er e nti at es F B A fr o m ot h er  m o d elli n g t e c h ni q u es t h at r e q uir e ki n eti c

p ar a m et ers, us u all y dif fi c ult t o o bt ai n. I n F B A, t h e s et of bi o c h e mi c al r e a cti o ns is

r e pr es e nt e d  m at h e m ati c all y i n t h e f or m of a st oi c hi o m etri c  m atri x ( S )  wit h di m e nsi o ns

of m n ,  w h er e t h e m m et a b olit es ar e r e pr es e nt e d a r o ws a n d t h e n r e a cti o ns ar e

r e pr es e nt e d as c ol u m ns.  T h e st oi c hi o m etri c  m atri x is a n u m eri c al  m atri x of st oi c hi o m etri c

c o ef fi ci e nts f or e a c h  m et a b olit e p arti ci p ati n g i n a r e a cti o n.  T h e st oi c hi o m etri c c o ef fi ci e nt

f or e v er y  m et a b olit e c o ns u m e d a n d pr o d u c e d i n t h e s yst e m h as a n e g ati v e a n d p ositi v e

c o ef fi ci e nt r es p e cti v el y.  A z er o st oi c hi o m etri c c o ef fi ci e nt is gi v e n f or e v er y  m et a b olit e

t h at d o es n ot t a k e p art i n a gi v e n r e a cti o n. It is ass u m e d t h at t h e s yst e m is at a ps e u d o-

st e a d y st at e S · v = 0 t h at h ol ds f or i nt er n al  m et a b olit es, i. e. t h os e r e a ct a nts a n d pr o d u cts of

t h e c h e mi c al r e a cti o ns c o nstit uti n g t h e  m o d el t h at c a n n ot b e i m p ort e d or e x p ort e d

dir e ctl y.  T h e v e ct or v r e pr es e nts t h e fl u x distri b uti o n of t h e n r e a cti o ns. E x c h a n g e

m et a b olit es c a n b e i m p ort e d a n d e x p ort e d fr o m t h e s yst e m, s o t h e y d o n ot s atisf y t h e

st e a d y st at e ass u m pti o n.  T his fl u x distri b uti o n v t h er ef or e r e pr es e nts a f e asi bl e fl u x of

m et a b olit es t hr o u g h t h e r e a cti o n n et w or k,  w h er e u n d er t h e pri n ci pl e of  m ass c o ns er v ati o n

t h e t ot al a m o u nts of i nt er n al  m et a b olit e c o ns u m e d a n d i nt er n al  m et a b olit e pr o d u c e d

ar e t h e s a m e, a n d t h e d eri v ati v e of t h eir c o n c e ntr ati o n is t h er ef or e e q u al t o z er o.

C o nstr ai nts s u c h as dir e cti o n alit y a n d c a p a cit y ( b as e d o n e n z y m e a cti vit y,  Gi b bs fr e e

e n er g y c h a n g e a n d u pt a k e r at es fr o m t h e lit er at ur e) ar e pl a c e d o n i n di vi d u al r e a cti o ns

b y d e fi ni n g t h e u p p er ( V m a x ) a n d l o w er (V mi n ) b o u n ds o n t h e r a n g e of v al u es t h at t h e fl u x

of e a c h r e a cti o n c a n h ol d ( V mi n v V m a x ).  T h es e c o nstr ai nts d efi n e t h e s p a c e of

all o w a bl e fl u x distri b uti o ns at  w hi c h e v er y  m et a b olit e is c o ns u m e d or pr o d u c e d b y e a c h

r e a cti o n i n t h e s yst e m.  D es pit e t h es e c o nstr ai nts, t h e s yst e m is still u n d er d et er mi n e d

(t h er e ar e  m or e u n k n o w ns t h a n e q u ati o ns), a n d t h er ef or e i n fi nit e p ossi bl e s ol uti o ns e xist.

A fl u x distri b uti o n c a n b e o bt ai n e d b y d e fi ni n g a n o bj e cti v e f u n cti o n t h at is a s c al ar

pr o d u ct of t h e v e ct or of fl u x r at es v , a n d a v e ct or of  w ei g hts c,  m e as uri n g h o w e a c h

c o m p o n e nt i n t h e n et w or k c o ntri b ut es t o t h e pr o d u cti o n of a bi ol o gi c all y d esir a bl e

T a bl e 1 List of r e a cti o ns f o r r h a m n oli pi ds bi os y nt h esis a d d e d t o t h e P. p uti d a m o d el.

C o d e  R e a cti o n f o r m ul a R e v e rsi bilit y

R H L A ( 3 R)- 3- H y dr o x y d e c a n o yl- a c yl- c arri er pr ot ei n +  C o e n z y m e  A ⇒ ( S)- 3- H y dr o x y d e c a n o yl- C o A + a c yl c arri er pr ot ei n Irr e v ersi bl e

R H L B 3- h y dr o x y d e c a n o yl- 3- h y dr o x y d e c a n o at e + d T D P- 4- d e h y dr o- 6- d e o x y- L- m a n n os e +  H + ⇒ d T D P + L-r h a m n os yl- 3-
h y dr o x y d e c a n o yl- 3- h y dr o x y d e c a n o at e

Irr e v ersi bl e

R H L C d T D P- 4- d e h y dr o- 6- d e o x y- L- m a n n os e +  H + + L-r h a m n os yl- 3- h y dr o x y d e c a n o yl- 3- h y dr o x y d e c a n o at e ⇒ d T D P +
L-r h a m n os yl- Lr h a m n os yl- 3- h y dr o x y d e c a n o yl- 3- h y dr o x y d e c a n o at e

Irr e v ersi bl e

3 H 3 H 2 b et a- h y dr o x y d e c a n o yl- b et a- h y dr o x y d e c a n o yl- S- C o A +  H 2 O ⇒ 3- h y dr o x y d e c a n o yl- 3- h y dr o x y d e c a n o at e +  C o e n z y m e  A Irr e v ersi bl e

P H A C ( S)- 3- H y dr o x y d e c a n o yl- C o A ⇒ 2 b et a- h y dr o x y d e c a n o yl- b et a- h y dr o x y d e c a n o yl- S- C o A +  C o e n z y m e  A Irr e v ersi bl e

N ot e:
R e a cti o ns  R H L A,  R H L B a n d  R H L C r e pr es e nt t h e r h a m n os yltr a nsf er as e c h ai n  A, r h a m n os yltr a nsf er as e c h ai n B a n d r h a m n os yltr a nsf er as e 2 r es p ecti v el y.  R e a cti o ns 3 H 3 H
a n d P H A C ar e i n v ol v e d i n t h e p ol y( 3- h y dr o x y al k a n oic aci d) s y nt h as e.
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p h e n ot y p e.  T h e s et of all p ossi bl e s ol uti o ns t o t h e F B A pr o bl e m is gi v e n b y t h e

e q u ati o n a n d c o nstr ai nts:

m a x c v ; s u c h t h at
S v ¼ _x
_x i ¼ 0 if M i 2 i nt er n al  m et a b olit es
_x i 2 R if M i 2 e x c h a n g e  m et a b olit es
V mi n v V m a x ( 1)

w h er e i n o ur c as e t h e v e ct or c all o ws t o s el e ct eit h er t h e bi o m ass or r h a m n oli pi ds as t h e

o bj e cti v e f u n cti o n.

I n o ur pi p eli n e,  w e us e t h e g e o m etri c fl u x b al a n c e a p pr o a c h t o d e fi n e a u ni q u e fl u x

b al a n c e s ol uti o n ( S m all b o n e  & Si m e o ni dis, 2 0 0 9 ).  G e o m etri c F B A is b as e d o n a g e o m etri c

r e pr es e nt ati o n of a F B A pr o bl e m. I n p arti c ul ar, e v er y F B A pr o bl e m d e fi n es a p ol y h e dr o n

w hi c h c a n b e n at ur all y d e c o m p os e d as t h e s u m of a c o n v e x h ull a n d a p oi nt e d c o n e;

F B A s ol uti o ns ar e t o b e f o u n d  wit hi n t h e h ull. Si n c e t h e v erti c es of t h e h ull a n d t h e r a ys of t h e

c o n e ar e u ni q u el y d e fi n e d, t h e c e nt er of t h e s ol uti o n h ull (i. e., t h e fi n al F B A s ol uti o n)

is u ni q u el y d efi n e d.  Usi n g t h e g e o m etri c F B A al g orit h m all o ws us t o c h o os e a u ni q u e a n d  w ell-

d e fi n e d fl u x fr o m t h e s p a c e of all p ossi bl e s ol uti o ns.  T h e s ol uti o n pr o vi d e d als o s atis fi es a

n u m b er of a d diti o n al c o nstr ai nts. I n d e e d, t h e  m o d el ass u m es t h at fl u x c orr el at es  wit h e n z y m e

l e v els,  w hi c h is e q ui v al e nt t o t h e c ell  mi ni mi zi n g t h e a m o u nt of e n z y m e r e q uir e d t o s atisf y t his

o bj e cti v e.  M or e o v er, t h e al g orit h m r e m o v es a n y fl u x es r e pr es e nti n g t h er m o d y n a mi c all y

i nf e asi bl e i nt er n al c y cl es a n d s el e cts t h e s ol uti o n r e q uir e d t o s atisf y t h e gi v e n o bj e cti v e fr o m

t h e r e m ai ni n g s et of s ol uti o ns.  H e n c e, t h e c h os e n u ni q u e s ol uti o n fl u x is i n a s e ns e “c e ntr al ”

a n d c a n b e c o nsi d er e d u n bi as e dl y r e pr es e nt ati v e of all p ossi bl e F B A s ol uti o ns.

O bj e cti v e f u n cti o n a n d  u pt a k e r at e s f or  o pti m al r h a m n oli pi d s s y nt h e si s

C o nsist e nt  wit h t h e r ef er e n c e  m o d el iJ P 9 6 2,  w e us e d t h e u pt a k e of gl u c os e at 1 0  milli m ol es

p er gr a m dr y  w ei g ht p er h o ur ( m m ol/ g D W/ h) as a c o ntr ol gr o wt h c o n diti o n.  T o

d et er mi n e t h e b est c ar b o n s o ur c e f or o pti m al r h a m n oli pi ds s y nt h esis,  w e i n v esti g at e d

alt er n ati v e c ar b o n s o ur c es s e p ar at el y: fr u ct os e, s u cr os e, gl y c er ol, b e n z o at e a n d

m yristi c a ci d.  W e si m ul at e d t h e gr o wt h  m e di u m  wit h a si n gl e c ar b o n s o ur c e b y s etti n g

t o 1 0  m m ol/ g D W/ h t h e u pt a k e of t h e c ar b o n s o ur c e u n d er i n v esti g ati o n a n d t o z er o t h e

u pt a k e of t h e ot h er s o ur c es.

O ur P. p uti d a m o d el  w as o pti mi z e d t o  m a xi mi z e t h e pr o d u cti o n a n d e x p ort of

r h a m n oli pi ds.  H e n c e,  w e us e d  m a xi m u m r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n as t h e o bj e cti v e

f u n cti o n i n o ur e n gi n e er e d  m o d el.  G e o m etri c F B A  w as us e d t o c al c ul at e t h e o pti m al

fl u x distri b uti o n t h at  m a xi mi z es t h e o bj e cti v e f u n cti o n. Si m ul ati o ns  w er e c arri e d o ut i n

M A T L A B ( v ersi o n  R 2 0 1 8 a) usi n g t h e  C O B R A t o ol b o x ( Sc h ell e n b er g er et al., 2 0 1 1 ),  wit h

t h e li n e ar pr o gr a m mi n g s ol v er  G L P K (t h e  M atl a b s cri pt is pr o vi d e d as A d diti o n al Fil e 3 ).

U si n g  g e n e e x pr e s si o n  d at a t o  b uil d c o n diti o n- s p e cifi c  m et a b oli c  m o d el s

U n d erst a n di n g h o w t h e tr a ns cri pt o mi c alt er ati o ns c h a n g e t h e  m et a b oli c p h e n ot y p e c a n

pr o vi d e a n eff e cti v e  m et h o d f or d at a i nt er pr et ati o n a n d a n al ysis ( Vij a y a k u m ar et al., 2 0 1 8 ;

St e p h e ns et al., 2 0 1 5 ).  T o t his e n d,  w e als o us e d t h e P. p uti d a m et a b oli c  m o d el t o i n v esti g at e
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t h e tr a ns cri pt o mi c eff e cts o n diff er e nt p at h w a ys a n d r e a cti o ns b y i n cl u di n g g e n e

e x pr essi o n d at a i nt o t h e pr o p os e d  m o d el.

G E Ms pli c e ( A n gi o n e, 2 0 1 8 )  w as us e d t o  m er g e g e n e e x pr essi o n d at a  wit h t h e P. p uti d a

m et a b oli c  m o d el.  T h e  m ai n i d e a is t o cr e at e a pr o fi l e-s p e cifi c  m et a b oli c  m o d el f or

e a c h si n gl e g e n e e x pr essi o n pr o fi l e.  T his is d o n e b y d efi ni n g t h e c o nstr ai nts o n fl u x es i n

E q. ( 1) as

V mi n j uð Þ v V m a x j uð Þ ( 2)

w h er e t h e f u n cti o n 4 m a ps t h e e x pr essi o n l e v el θ of e a c h g e n e t o a c o ef fi ci e nt f or t h e l o w er-

a n d u p p er- b o u n ds of t h e c orr es p o n di n g r e a cti o ns, a n d is d e fi n e d as

j uð Þ ¼ 1 þ g l o g uj j½ s g n u 1ð Þ ( 3)

w h er e t h e s g n o p er at or r et ur ns a v e ct or of ± 1 (si g ns of θ - 1).  T h e c o nst a nt c s ets t h e

w ei g ht of t h e g e n e s et e x pr essi o n l e v el as a n i n di c at or of t h e r at e of pr o d u cti o n of t h e

ass o ci at e d e n z y m e ( A n gi o n e, 2 0 1 8 ).  W e r a n o ur  m o d el  wit h c = 1 i n or d er t o e ns ur e a

l o g arit h mi c eff e ct of t h e tr a ns cri pt o mi c v al u e o n t h e fl u x b o u n ds of t h e  m et a b oli c  m o d el.

W e us e d t h e i nt e gr at e d  m o d el t o i n v esti g at e t h e r el ati o n b et w e e n g e n e- e x pr essi o n

d at a a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n P. p uti d a .  W e d o w nl o a d e d t h e e x pr essi o n d at a of

P. p uti d a fr o m  G E O ( a c c essi o n n u m b er: G S E 2 8 2 5 7 ).  T h e d at as et pr o vi d es t h e e x pr essi o n

l e v els θ of 5, 5 4 7 g e n es f or 4 0 s a m pl es of t h e P. p uti d a wil d t y p e a n d 4 0 s a m pl es of P. p uti d a

T n 5  m ut a nts. F or e a c h s a m pl e, a c o n diti o n s p e ci fi c  m o d el  w as cr e at e d b y usi n g E q. ( 2)

as c o nstr ai nt i n t h e g e o m etri c F B A pr o bl e m.  W e us e d  m a xi m u m r h a m n oli pi ds

pr o d u cti o n as t h e o bj e cti v e f u n cti o n i n o ur e n gi n e er e d c o n diti o n-s p e ci fi c  m o d els i n

or d er t o  m a xi mi z e t h e pr o d u cti o n a n d e x p ort of r h a m n oli pi ds.

El a sti c- n et r e gr e s si o n i d e ntifi e s k e y  g e n e s  dri vi n g  m et a b oli c

alt er ati o n s

Aft er r u n ni n g t h e c o n diti o n-s p e ci fi c  m o d els,  w e c o m p ar e d t h e pr e di ct e d fl u x r at es (i. e., t h e

F B A s ol uti o n v e ct or v ) of t h e t w o gr o u ps ( wil d t y p e a n d  T n 5  m ut a nt) t o i d e ntif y a s et of

diff er e nti all y a cti v e r e a cti o ns ( D A Rs), t h at is, r e a cti o ns  wit h a n a dj ust e d p - v al u e < 0. 0 5.

T h e i d e nti fi e d r e a cti o ns b el o n g t o disr u pt e d  m et a b oli c p at h w a ys t h at c arr y a si g ni fi c a ntl y

diff er e nt fl u x b et w e e n t h e  wil d t y p e s a m pl es a n d t h e  T n 5  m ut a nt s a m pl es  w h e n t h e

r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n is  m a xi mi z e d.  T o f urt h er i n v esti g at e t h os e disr u pt e d  m et a b oli c

p at h w a ys a n d i d e ntif y t h e g e n es c o ntri b uti n g t o t h e fl u x r at es of t h e  D A Rs i n t h e t w o

gr o u ps,  w e a p pli e d t h e v ari a bl e s el e cti o n r e gr essi o n  m et h o d d es cri b e d b el o w.  T h e i d e a is t o

i d e ntif y t h e g e n es t h at ar e hi g hl y pr e di cti v e of t h e fl u x r at e of e a c h  D A R  w h e n o pti mi zi n g

t h e r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n r at e.

L et t b e t h e n u m b er of o bs er v ati o ns (s a m pl es)  wit h p pr e di ct ors ( g e n es). L et y = ( y 1 ,: : : , yt)
T

b e t h e r es p o ns e (t h e F B A s ol uti o n v e ct or) a n d X = ( x 1 j : : : jx p ) b e t h e m o d el

m atri x ( g e n e e x pr essi o n  m atri x),  w h er e x j = ( x 1 j, : : : , xtj)
T , j = 1, : : : , p ar e t h e pr e di ct ors.

F or a n y fi x e d n o n- n e g ati v e l 1 a n d l 2 ,  w e us e t h e el asti c- n et r e g ul ari z ati o n crit eri o n

(Z o u  &  H astie, 2 0 0 5 ), n a m el y a li n e ar c o m bi n ati o n of l ass o a n d ri d g e r e gr essi o n p e n alti es:

L ð 1 ; 2 ; b Þ ¼ k y X b k 2 þ 1 k b k 1 þ 2 k b k 2 ( 4)
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w h er e β = ( β 1 ,: : : ,β p ) is t h e v e ct or of c o effi ci e nts t o b e esti m at e d, k b k 1 ¼
P p

j¼ 1 b j a n d

k b k 2 ¼
P p

j¼ 1 b 2
j .  T h e el asti c- n et esti m at or b̂ is t h e  mi ni mi z er of E q. ( 4) :

b̂ ¼ ar g mi n b L ð 1 ; 2 ; b Þf g ( 5)

L et a = l 2 /(l 1 + l 2 ) a n d l = l 1 + l 2 ; t h e n s ol vi n g b̂ i n E q. ( 5) is e q ui v al e nt t o t h e

o pti mi z ati o n pr o bl e m

b̂ ¼ ar g mi n b k y X b k 2 þ P a ; bð Þ ( 6)

w h er e P a ,l (β ) is t h e el asti c- n et p e n alt y f u n cti o n d efi n e d as

P a ; bð Þ ¼ 1 að Þ k b k 1 þ a k b k 2½ ( 7)

I n o ur a n al ysis, t h e  m o d el  m atri x X w as s et e q u al t o t h e n or m ali z e d g e n e e x pr essi o n

m atri x,  wit h t = 8 0 o bs er v ati o ns ( e x pr essi o n pr o fi l es) a n d p = 5, 5 4 7 pr e di ct ors ( g e n es).

T h e r es p o ns e v ari a bl e y w as s et e q u al t o t h e v e ct or of fl u x r at es of t h e  D A R t o b e a n al y z e d

(y is a v e ct or  wit h di m e nsi o n t 1).  H e n c e, y is t h e v e ct or  wit h t h e fl u x r at es of a

gi v e n  D A R r es ulti n g fr o m r u n ni n g e a c h of t h e t = 8 0 F B A c o n diti o n-s p e ci fi c  m o d els. F or

e a c h  D A R,  w e s et t h e r e g ul ari z ati o n p ar a m et er a = 0. 5 t o a c hi e v e a b al a n c e b et w e e n l ass o

a n d ri d g e r e gr essi o n.  W e us e d a 1 0-f ol d cr oss v ali d ati o n t o i d e ntif y t h e o pti m al l .

Si m ul ati o ns  w er e c arri e d o ut i n  R v ersi o n 3. 5. 1 usi n g t h e gl m n et p a c k a g e 2. 0- 1 6

(Fri e d m a n,  H asti e  &  Ti bs hir a ni, 2 0 1 0 ).

R E S U L T S
T o i m pl e m e nt t h e  m a xi mi z ati o n of r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n,  w e st art e d fr o m a g e n o m e-

s c al e  m o d el of P. p uti d a, i J P 9 6 2 (O b er h ar dt et al., 2 0 1 1 ).  T o e n a bl e t h e pr o d u cti o n of

r h a m n oli pi ds,  w e e n gi n e er e d t h e iJ P 9 6 2  m o d el b y i ntr o d u ci n g t h e g e n es a n d r e a cti o ns

r es p o nsi bl e f or r h a m n oli pi ds bi os y nt h esis fr o m P. a er u gi n os a . Fi g ur e 1 B s h o ws t h e

m a xi m u m pr o d u cti o n of bi o m ass a n d  m a xi m u m pr o d u cti o n a n d e x p ort of r h a m n oli pi ds.

Usi n g t h e r ef er e n c e c o n diti o n ( u pt a k e of gl u c os e at 1 0  m m ol/ g D W/ h), o ur  m o d el

pr e di ct e d a pr o d u cti o n of 0. 7 4  m m ol/ g D W/ h of bi o m ass, i n a gr e e m e nt  wit h t h e g e n o m e-

s c al e  m o d el iJ P 9 6 2.

Fi g ur e 1 B s h o ws t h e r at e of bi o m ass a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n fr o m t h e P. p uti d a

m o d el si m ul at e d u n d er diff er e nt c ar b o n s o ur c es (fr u ct os e, s u cr os e, gl y c er ol, b e n z o at e

a n d  m yristi c a ci d).  W e f o u n d t h at bi o m ass s y nt h esis a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n

i n cr e as e d li n e arl y  wit h t h e r at e of  m et a b olit e u pt a k e.  O ur si m ul ati o n- b as e d pr e di cti v e

r es ults ar e i n k e e pi n g  wit h o ur l a b- b as e d f er m e nt ati o n  w or k pr e vi o usl y c arri e d o ut  wit h

Ps e u d o m o n as str ai ns (R a h m a n et al., 2 0 0 2 , 2 0 0 9 , 2 0 1 0 ; J o y,  R a h m a n  & S h ar m a, 2 0 1 7;

P art hi p a n et al., 2 0 1 8 ). I n a d diti o n,  w e als o i d e ntifi e d t h at  m yristi c a ci d ( C- 1 4) pr o vi d e d

o pti m al gr o wt h r at e a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n c o m p ar e d t o t h e ot h er c ar b o n

s o ur c es i n t his st u d y.

T o pi n p oi nt t h e k e y i nt er m e di at es c o ntri b uti n g t o t h e f or m ati o n of r h a m n oli pi ds,

w e ass ess e d t h e p at h w a ys i n t h e e n gi n e er e d  m o d el. S p e ci fi c all y, r h a m n oli pi ds utili z e

gl u c os e- 6- p h os p h at e a n d a c et yl- C o A (i nt er m e di at es of c e ntr al  m et a b olis m) t o dri v e

t h e bi os y nt h eti c p at h w a y t hr o u g h t w o disti n ct r o ut es: t h e r h a m n os e p at h w a y a n d F A
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p at h w a y ( Fi g. 1 A ).  Gl u c os e- 6- p h os p at e g e n er at e d fr o m d e gr a d ati o n of gl u c os e,

fr u ct os e, s u cr os e a n d gl y c er ol,  w h e n pr o vi d e d as a  m ai n c ar b o n s o ur c e, f e d t o t h e

r h a m n os e p at h w a y s u bs e q u e ntl y f or mi n g d T D P-r h a m n os e, a pr e c urs or of r h a m n oli pi d.

C o nsist e nt  wit h t h e fi n di n gs of Tis o et al. ( 2 0 1 6) , fl u x es fr o m t h e d e gr a d ati o n of gl u c os e,

fr u ct os e a n d b e n z o at e g e n er at e d r h a m n oli pi ds vi a t h e r h a m n os e p at h w a y.  O n t h e ot h er

h a n d, pr o visi o n of  m yristi c a ci d a n d b e n z o at e e nt er e d F A d e gr a d ati o n p at h w a y, g e n er ati n g

i nt er m e di at es f or  R hl A t o f or m  H A A. B e n z o at e e nt ers c e ntr al  m et a b olis m vi a a ct yl- C o A

a n d s u c ci n yl- C o A.  T his is i n a gr e e m e nt  wit h t h e r e p ort b y A b d el- M a w g o u d, L é pi n e  &

D é zi el ( 2 0 1 4) . S u bs e q u e ntl y, t h e  R hl B f or m e d r h a m n oli pi ds,  w hi c h  w as t h e n e x p ort e d

t o t h e e xtr a c ell ul ar c o m p art m e nt (Fi g. 1 A ).  T o d et er mi n e t h e r o ut es of r h a m n oli pi ds

pr o d u cti o n b y t h e P. p uti d a m o d el,  w e e v al u at e d t h e fl u x distri b uti o n of t h e r h a m n os e

a n d F A p at h w a y. Si m ul ati o n u n d er all diff er e nt c ar b o n gr o wt h  m e di u m r e v e al e d t h at

t h e fl u x t hr o u g h t h e r h a m n os e p at h w a y  w as d o mi n a nt i n pr o d u ci n g  m a xi m u m a m o u nt

of r h a m n oli pi ds c o m p ar e d t o t h e F A p at h w a y.

R h a m n oli pi d s s y nt h e si s  b y t h e e n gi n e er e d  m o d el  of P.  p uti d a

T o d et er mi n e t h e  m a xi m u m r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n b y t h e e n gi n e er e d i n sili c o  m o d el,  w e

i n v esti g at e d s e v er al c ar b o n s o ur c es a n d e v al u at e d t h e  m et a b oli c n et w or k c o m pr e h e nsi v el y

(Fi g. 1 B ).  W h e n t h e P. p uti d a m o d el  w as o pti mi z e d f or bi o m ass a n d r h a m n oli pi ds

pr o d u cti o n, t h e a m o u nt of r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n cr e as e d  wit h t h e u pt a k e of e a c h

m et a b olit e.  M et a b olis m of  m yristi c a ci d ( C- 1 4), f oll o w e d b y fr u ct os e a n d s u cr os e/ gl u c os e,

pr o vi d e d t h e b est c o n diti o n f or o pti m al r h a m n oli pi ds s y nt h esis.  As e x p e ct e d, r h a m n oli pi ds

s y nt h esis i n cr e as e d i n a li n e ar r el ati o ns hi p  wit h t h e i n cr e as e d u pt a k e of v ari o us c ar b o n

s o ur c es (Fi g. 1 B ).  O ur r es ults als o s u g g est t h at  m ost of t h e r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n d eri v es

fr o m t h e r h a m n os e p at h w a y r at h er t h a n fr o m t h e F A d e gr a d ati o n p at h w a y (Fi gs. 1 A a n d

1 C ). I nt er esti n gl y,  w h e n  m yristi c a ci d  w as s u p pli e d as a c ar b o n s o ur c e, b ot h p at h w a ys

c o ntri b ut e d t o r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n t o a si mil ar d e gr e e. Fi g ur e 1 D s h o ws r h a m n oli pi ds

s y nt h esis a n d bi o m ass b y t h e e n gi n e er e d  m o d el u n d er e a c h c ar b o n s o ur c e.

T o d et er mi n e  w h et h er a  mi xt ur e of  m et a b olit es i n cr e as e d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n,  w e

i n cr e as e d t h e u pt a k e of  mi x e d  m et a b olit es si m ult a n e o usl y.  W h e n gl u c os e a n d gl y c er ol or

gl u c os e a n d  m yristi c a ci d  w er e s u p pli e d as c o m bi n ati o ns of  m et a b olit es si m ult a n e o usl y,

r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n cr e as e d t o 2. 1 9  m m ol/ g D W/ h a n d 4. 5 0  m m ol/ g D W/ h,

r es p e cti v el y, c o m p ar e d t o  w h e n e a c h  m et a b olit e  w as s u p pli e d i n di vi d u all y. I n o ur pr e vi o us

st u d y, a  mi n er al s alt  m e di u m us e d f or gr o wi n g bi os urf a ct a nt pr o d u c ers  w as i niti all y

s u p pl e m e nt e d  wit h t w o g/ L gl u c os e t o i niti at e bi o m ass pr o d u cti o n.  T his  w as f oll o w e d b y

t h e a d diti o n of gl y c er ol t o t est t h eir i nfl u e n c e o n bi os urf a ct a nt pr o d u cti o n. Ps e u d o m o n as

a er u gi n os a D S 1 0- 1 2 9 pr o d u c e d a  m a xi m u m of 1. 7 7 g/ L r h a m n oli pi d  wit h gl y c er ol at 2 8 8 h

(R a h m a n et al., 2 0 0 2 ).

C o m p ari s o n  b et w e e n P.  p uti d a a n d P. a er u gi n o s a f or  pr o d u cti o n  of

r h a m n oli pi d s

Fi g ur e 1 E s h o ws t h e c o m p aris o n b et w e e n o ur  m o d el a n d t h e Ps e u d o m o n as a er u gi n os a

P A O 1  m o d el ( O b er h ar dt et al., 2 0 0 8 ) i n t er ms of r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n u n d er si x
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diff er e nt c ar b o n s o ur c es ( gl u c os e, fr u ct os e, s u cr os e, gl y c er ol, b e n z o at e a n d  m yristi c a ci d).

T h e tr a ns p ort r e a cti o ns f or t h e e x p ort of r h a m n oli pi ds a cr oss t h e c ell  m e m br a n e  w er e

a d d e d t o t h e P. a er u gi n os a m o d el. I n or d er t o c o m p ar e t h e t w o  m o d els u n d er t h e s a m e

c ar b o n s o ur c es, t h e tr a ns p ort r e a cti o ns a cr oss i n n er a n d o ut er  m e m br a n es f or s u cr os e

a n d b e n z o at e  w er e als o i n cl u d e d i n t h e P. a er u gi n os a m o d el (s e e A d diti o n al Fil e 4 f or

t h e f ull list of r e a cti o ns).

T o a n al y z e t h e diff er e nt pr o d u cti o n r at es of r h a m n oli pi ds,  w e i n v esti g at e d t h e

alt er n ati v e c ar b o n s o ur c es s e p ar at el y b y s etti n g a n u pt a k e r at e of 1 0  m m ol/ g D W/ h f or

t h e c ar b o n s o ur c e u n d er i n v esti g ati o n, a n d z er o u pt a k e f or t h e ot h er s o ur c es. B ot h  m o d els

s h o w a hi g h pr o d u cti o n r at e of r h a m n oli pi ds  w h e n eit h er gl u c os e, fr u ct os e or s u cr os e is

pr o vi d e d, c o nsist e nt  wit h pr e vi o us r es ults ( B a hi a et al., 2 0 1 8 ).  Gl y c er ol pr o vi d es e n o u g h

n utri e nts f or P. p uti d a a n d P. a er u gi n os a f or t h e pr o d u cti o n of r h a m n oli pi ds i n

a c c or d a n c e  wit h R a h m a n et al. ( 2 0 0 2) a n d Sil v a et al. ( 2 0 1 0) .  W h e n b e n z o at e or

m yristi c a ci d  w er e pr o vi d e d as s ol e c ar b o n s o ur c e, t h e pr o d u cti o n r at e of r h a m n oli pi ds

w as 1. 9 6 7  m m ol/ g D W/ h i n P. p uti d a a n d n ull i n P. a er u gi n os a ,  w hi c h  mi g ht b e d u e t o t h e

u nr el at e d g e n o m e c o d o n i n d e x a n d c o d o n a d a pt ati o n i n d e x pr o fi l es of t h e t w o b a ct eri a

(W ei n el et al., 2 0 0 2 ).  H o w e v er, if  w e us e d t h e u pt a k e of gl u c os e at 1 0  m m ol/ g D W/ h as

a c o ntr ol gr o wt h c o n diti o n ( O b er h ar dt et al., 2 0 1 1 ), t h e pr o d u cti o n r at e of r h a m n oli pi ds

w as 1. 8 1 8  m m ol/ g D W/ h i n b ot h  m o d els.

Pri n ci p al c o m p o n e nt a n al y si s r e v e al s  bi o m ar k er s  of r h a m n oli pi d s

pr o d u cti o n i n P.  p uti d a

Pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis ( P C A), a f or m of u ns u p er vis e d  m a c hi n e l e ar ni n g, i d e nti fi es

d at a si mil ariti es fr o m  m ulti di m e nsi o n al bi ol o gi c al d at as ets ( Br u n k et al., 2 0 1 6 ).  M or e

s p e cifi c all y, P C A is a st atisti c al t e c h ni q u e t h at us es a  m ulti- di m e nsi o n al s p a c e t o c o n v ert a

s et of c orr el at e d v ari a bl es i nt o li n e ar u n c orr el at e d l at e nt v ari a bl es c all e d pri n ci p al

c o m p o n e nts. I n o ur c as e, it is b as e d o n t h e si n g ul ar v al u e d e c o m p ositi o n of t h e  m atri x

of fl u x r at es, a n d is t h er ef or e e q ui v al e nt t o fi n di n g t h e s yst e m of a x es i n t h e s p a c e of

fl u x r at es s u c h t h at t h e c o v ari a n c e  m atri x is di a g o n al.

W e i n v esti g at e d t h e i n di vi d u al r e a cti o ns a n d i d e nti fi e d t h e k e y c o m p o n e nts t h at dri v e

c h a n g e i n t h e gr o wt h a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n t h e e n gi n e er e d  m o d el.  W e a p pli e d

P C A o n o ur o bs er v e d fl u x d at as et g e n er at e d u n d er diff er e nt gr o wt h  m e di a; gl u c os e,

fr u ct os e, s u cr os e, gl y c er ol, b e n z o at e a n d  m yristi c a ci d.  T o c h ar a ct eri z e t h e u ni q u e f e at ur es

of i n di vi d u al r e a cti o ns a n d v ari a bl es i n t h e o bs er v e d fl u x d at as ets,  w e pl ott e d t h e fi rst t w o

si n g ul ar v e ct ors of P C A (Fi gs. 2 A a n d 2 B ).  W e f o u n d t h at t h e fi rst t w o ei g e n v e ct ors s u m

t o 8 8. 7 % of t h e v ari a n c e i n t h e o bs er v e d fl u x.  T h es e fi n di n gs s u g g est t h at c h a n g es i n

r e a cti o n fl u x es c orr el at e  wit h t h e a v ail a bilit y of v ari o us c ar b o n s o ur c es f or gr o wt h a n d

r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n. Fi g ur e 2 A s h o ws t h e v ari a bl e c orr el ati o n pl ot of e a c h v ari a bl e

a n d t h e c o ntri b uti o n f or t h e c orr es p o n di n g c ar b o n s o ur c e.  W e f o u n d t h at t h e fi rst

c o m p o n e nt c orr el at es hi g hl y  wit h t h e v ari a bl es fr u ct os e a n d s u cr os e,  w hil e t h e s e c o n d

c o m p o n e nt c orr el at es  wit h t h e v ari a bl es  m yristi c a ci d a n d b e n z o at e. T a bl e 2 A s h o ws

t h e d et ail e d c o ntri b uti o n of e a c h c ar b o n s o ur c e o n t h e pri n ci p al c o m p o n e nts.  T h es e
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v ari ati o ns ar e dri v e n b y c h a n g es i n t h e a m o u nt of c ar b o n s o ur c es us e d f or gr o wt h,

i n di c ati n g t h e n et w or k a d a pt ati o n, p arti c ul arl y i n t h e r at e of c or e  m et a b oli c r e a cti o ns.

Fi g ur e 2 B s h o ws t h e t o p- 3 0 i n di vi d u al r e a cti o ns,  wit h t h e hi g h est  m e a n s c or es o n t h e

c o m p o n e nts,  m a p p e d o n t h e fi rst t w o pri n ci p al c o m p o n e nts (f or t h e f ull list of

0

5. 9 2

1 1. 8 3

1 7. 7 5

2 3. 6 6

2 9. 5 8

3 5. 4 9

4 1. 4 1

4 7. 3 3

5 3. 2 4

5 9. 1 6

Di
m.

1

Di
m.

2

Di
m.

3

Di
m.

4

Di
m.

5

Gl u c o s e

0
2
0

2
0

0 2 0

0
1
0
0

0 2 0

0. 8 6* **

Fr u ct o s e

0. 8 3* **

0. 8 9* **

S u cr o s e

0 2 0

0 2 0 4 0

0. 4 8* * *

0. 5 8* * *

0. 6 1* * *

B e n z o at e

0. 8 6* **

0. 8 9* **

0. 8 4* **

0. 4 8* * *

Gl y c er ol

0 2 0

0 5 0 1 5 0

00. 5 7* * *

0. 6 5* * *

0
2
0

0. 6 5* * *

0. 7 1* * *

0
2
0

0. 5 9* * *

M yri sti c A ci d

0

2

0 1 0

Di m 1 ( 7 5. 5 %)

Di
m
2 

(
1
3.

2
%)

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

c o s 2

S cr e e pl ot

R R 0 0 3 6 2

R R 0 8 6 7 4

R R 0 8 5 9 3

I R 1 0 0 2 2

R R 0 8 6 7 0

R R 0 8 6 7 2

R R 0 4 3 6 8

R R 0 0 7 0 3

I R 1 0 0 6 9

I R 0 8 6 0 5

R R 0 0 1 7 9

I R 0 0 0 0 1

R R 0 0 2 1 9

R R 0 8 8 7 9

R R 0 1 0 7 1

R R 0 0 6 8 5

R R 0 3 6 7 5

R R 0 3 6 8 1

I R 1 0 3 6 7

R R 0 0 4 6 4

I R 0 8 9 8 4

I R 0 3 5 2 0

R R 0 8 9 3 9

R R 0 8 7 3 9

B e n z o at e

M y sti c A ci d

0. 0

0. 5

1. 0

0. 5 1. 00. 0

Di m 1 ( 7 5. 5 %)

Di
m
2 

(
1
3.

2
%)

1 6. 0

1 6. 5

1 7. 0

c o ntri b

V ari a bl e s f a ct or m a p

S u cr o s e 
Fr u ct o s e

Gl y c er ol 

Gl u c o s e

I n di vi d u al s f

I R 0 8 9 8 4

0

2

1 00

Di m 1 ( 7 5. 5 %)

Di
m
2 

(
1
3.

2
%)

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

c o s 2

R R 0 0 3 6 2

R R 0 8 6 7 4

R R 0 8 5 9 3

I R 1 0 0 2 2

R R 0 8 6 7 0

R R 0 8 6 7 2

R R 0 4 3 6 8

R R 0 0 7 0 3

I R 1 0 0 6 9

I R 0 8 6 0 5

R R 0 0 2 1 9

R R 0 0 1 7 9

I R 0 0 0 0 1

R R 0 8 8 7 9

R R 0 1 0 7 1

R R 0 0 6 8 5

R R 0 3 6 7 5

R R 0 3 6 8 1

I R 1 0 3 6 7

R R 0 0 4 6 4

I R 0 3 5 2 0

R R 0 8 9 3 9

R R 0 8 7 3 9

B e n z o at e

M y sti c A ci d

0. 0

0. 5

1. 0

0. 5 1. 00. 0

Di m 1 ( 7 5. 5 %)

Di
m
2 

(
1
3.

2
%)

1 6. 0

1 6. 5

1 7. 0

c o ntri b

V ari a bl e s f a ct or m a p

S u cr o s e 
Fr u ct o s e

Gl y c er ol 

Gl u c o s e

I n di vi d u al s f

Q u alit y of r e pr e s e nt ati o n pl ot
C orr el ati o n pl ot

C

B

D E

7 5. 5 %

1 3. 2 %

4. 8 %
2. 7 % 2. 3 % 1. 5 %

0

2 0

4 0

6 0

1 2 3 4 5 6

Di m e n si o n s

P
er

c
e
nt

a
g
e 

of
 
ex

pl
ai

n
e
d 

v
ar
i
a
nc

es

Fi g u r e 2 P ri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis of fl u x r at es of t h e e n gi n e e r e d P. p uti d a . ( A)  V ari a bl es f a ct or  m a p.  T h e distri b uti o n of e a c h c ar b o n s o ur c es
us e d f or gr o wt h c orr el at es diff er e ntl y  wit h t h e pri n ci p al c o m p o n e nts. Fr u ct os e a n d s u cr os e c orr el at e p ositi v el y  wit h t h e fi rst c o m p o n e nt ( Di m 1),  w hil e
t h e s e c o n d c o m p o n e nt ( Di m 2) c orr el at es hi g hl y  wit h b e n z o at e a n d  m yristi c a ci d. ( B) I n di vi d u als f a ct or  m a p.  K e y r e a cti o ns of t h e c e ntr al  m et a b olis m a r e
dri v ers of gr o wt h a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n t h e e n gi n e er e d P. p uti d a m o d el. E a c h c o m p o n e nt,  R R 0 8 5 9 3 ( A T P s y nt h as e) a n d I R 1 0 0 2 2 ( c yt o-
c hr o m e- c r e d u ct as e) ar e disti n g uis h a bl e b et w e e n t h e diff er e nt c o n diti o ns.  T h e n a m es of t h e t o p- 3 0 r e a cti o ns  wit h t h e hi g h est c o ntri b uti o ns h a v e b e e n
r e p ort e d i n t h e f a ct or  m a p. ( C)  C orr el ati o n hist o gr a m.  T h e distri b uti o n of e a c h v ari a bl e is s h o w n i n t h e di a g o n al p a n el r e pr es e nti n g t h e  m ai n c ar b o n
s o ur c es: gl u c os e, fr u ct os e, s u cr os e, b e n z o at e, gl y c er ol a n d  m yristi c a ci d. I n t h e t o p p a n els, t h e a bs ol ut e v al u e of t h e c orr el ati o n is s h o w n  wit h t h e r es ult of
t h e c orr el ati o n t est (p - v al u e < 0. 0 0 1). I n t h e b ott o m p a n els, t h e bi v ari at e s c att er pl ots ar e dis pl a y e d,  wit h a fi tt e d li n e. ( D) S cr e e pl ot g e n er at e d fr o m
ei g e n v al u e v ers us c o m p o n e nt n u m b er. ( E)  C orr el ati o n  m atri x ill ustr ati n g t h e c orr el ati o n b et w e e n e a c h v ari a bl e a n d t h e P C A l at e nt di m e nsi o ns. Bl u e
c ol or r e pr es e nts p ositi v e c orr el ati o n,  w hil e t h e c ol or i nt e nsit y a n d si z e of t h e cir cl es ar e pr o p orti o n al t o t h e c orr el ati o n c oef fi ci e nts.  T h e r e a d er is r ef err e d
t o T a bl e 2 f or i n di vi d u al r e a cti o n s c or es, a n d t o t h e  m ai n t e xt f or f urt h er i nt er pr et ati o n of t h e r es ults. F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 6 0 4 6/ fi g- 2
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c o ntri b uti o ns s e e A d diti o n al Fil e 5 ).  A T P s y nt h as e (r e a cti o n i d:  R R 0 8 5 9 3) a n d

c yt o c hr o m e- c o xi d as e (r e a cti o n i d: I R 1 0 0 2 2), t o g et h er  wit h t h e u pt a k e of o x y g e n,  H 2 O

a n d  H 2 O tr a ns p ort (r e a cti o n i ds: E X _ E C 0 0 0 1, E X _ E C 0 0 0 7 a n d  R R 0 8 6 7 4), s c or e d hi g hl y

wit h t h e fi rst c o m p o n e nt, i n di c ati n g t h e e n er g y d e m a n d f or gr o wt h a n d r h a m n oli pi ds

s y nt h esis (T a bl e 2 B ).  T h e utili z ati o n of c yt o c hr o m e- c o xi d as e is a c o m m o n f e at ur e of

s e v er al pr ot e o b a ct eri a (Os a m ur a et al., 2 0 1 7 ); it is i n v ol v e d i n t h e pr o d u cti o n of  A T P vi a

t h e r es pir at or y el e ctr o n tr a ns p ort c h ai n a n d c o ntri b ut es t o t h e pr o d u cti o n of t h e n e c ess ar y

e n z y m es s u bs e q u e ntl y us e d f or  A T P pr o d u cti o n b y t h e  A T P s y nt h as es ( Tr e m bl a y  &  D é zi el,

2 0 1 0 ).  O n e of t h e r e a cti o ns t h at s c or e d hi g hl y  wit h t h e s e c o n d c o m p o n e nt is s u c ci n at e

d e h y dr o g e n as e (r e a cti o n i d:  R R 0 4 3 6 8).  T his r e a cti o n is i n v ol v e d b ot h i n t h e

tri c ar b o x yli c a ci d c y cl e ( T C A) a n d i n r es pir ati o n vi a t h e el e ctr o n tr a ns p ort c h ai n li n k e d t o

r h a m n oli pi d pr o d u cti o n (Witt g e ns et al., 2 0 1 1 ). Fi g ur e 2 C r e p orts t h e c orr el ati o n

m atri x of t h e si x v ari a bl es u n d er i n v esti g ati o n (t h e distri b uti o n of e a c h v ari a bl e, t h e

a bs ol ut e v al u e of t h e c orr el ati o n, t h e r es ult of t h e c orr el ati o n t est a n d t h e bi v ari at e

s c att er pl ots  wit h a fi tt e d li n e).  T h e pl ot s h o ws t h at t h e r es ults of t his pr eli mi n ar y a n al ysis

ar e i n a c c or d a n c e  wit h t h e r es ults r e p ort e d i n t h e P C A v ari a bl es f a ct or  m a p ( Fi g. 2 A ).

I n or d er t o a n al y z e t h e q u alit y of o ur P C A a n al ysis,  w e r e p ort t h e s cr e e pl ot ( Fi g. 2 D )

a n d t h e c os 2 c orr el ati o n  m a p ( Fi g. 2 E ).  T h e fi rst t w o c o m p o n e nts r et ai n 8 8. 7 % of t h e

i nf or m ati o n ( v ari a n c es) c o nt ai n e d i n t h e d at a,  w hi c h all o ws us t o f o c us o nl y t h e m f or

t h e st atisti c al a n al ysis of t h e  m o d el.  M or e o v er, t h e c orr el ati o n pl ot of c os2 (Fi g. 2 E )

i n di c at es a g o o d r e pr es e nt ati o n of t h e v ari a bl es o n t h e fi rst t w o pri n ci p al c o m p o n e nts.

T his als o e x pl ai ns t h e p ositi o n of t h e si x v ari a bl es i n Fi g. 2 A (t h e y ar e cl os e t o t h e

cir c u mf er e n c e of t h e c orr el ati o n cir cl e).

T a bl e 2 C o nt ri b uti o n of v a ri a bl es a n d i n di vi d u al r e a cti o ns o n t h e p ri n ci p al c o m p o n e nts.

P C 1  P C 2  P C 3  P C 4  P C 5

(A )

Gl u c os e 1 7. 7 3 3 1 0. 6 6 9 0. 0 0 1 5 6. 1 5 7 1 5. 3 9 6

Fr u ct os e 1 9. 7 4 8 4. 0 8 6 0. 4 6 3 4. 8 5 2 3. 2 7 3

S u cr os e 1 9. 1 6 7 1. 4 6 7 4. 9 2 9 3 4. 8 9 2 2 9. 0 1 0

B e n z o at e 1 1. 4 3 1 4 6. 8 6 8 3 4. 4 7 3 3. 8 8 9 3. 1 0 0

Gl y c er ol 1 8. 2 0 8 1 0. 8 0 4 0. 9 7 8 0. 1 0 1 4 8. 3 0 4

M yristi c a ci d 1 3. 7 1 3 2 6. 1 0 6 5 9. 1 5 7 0. 1 0 8 0. 9 1 7

(B )

R R 0 8 5 9 3 2 3. 8 7 8 0. 6 8 3 0. 8 7 8 0. 5 7 5 0. 0 4 0

R R 0 8 6 7 4 2 2. 9 8 0 9. 9 5 6 2. 1 3 0 3. 3 1 6 0. 3 7 6

E X _ E C 0 0 0 1 1 7. 6 5 1 7. 9 7 2 2. 2 2 3 0. 2 6 0 0. 7 7 2

E X _ E C 0 0 0 7 5. 9 5 2 8. 4 5 6 0. 0 1 5 0. 2 0 1 0. 0 9 6

I R 1 0 0 2 2 5. 7 5 8 0. 4 0 1 1 7. 8 6 1 0. 1 2 4 0. 5 6 9

R R 0 4 3 6 8 0. 9 6 3 9. 3 9 4 1 0. 4 4 8 0. 3 2 3 0. 1 6 2

N ot e:
( A) Fr u ct os e a n d s u cr os e ar e hi g hl y c orr el at e d  wit h t h e fi rst c o m p o n e nt ( P C 1), c o m p ar e d t o b e n z o at e or  m yristi c a ci d.
T his v ari ati o n is dri v e n b y t h e a cti vit y of c or e  m et a b oli c r e a cti o ns f or e n er g y d e m a n d t o w ar d gr o wt h a n d r h a m n oli pi d
s y nt h esis. ( B)  T h e i n di vi d u al r e a cti o ns dri vi n g r h a m n oli pi d s y nt h esis s c or e d hi g hl y o n t h e fi rst t w o pri n ci p al
c o m p o n e nts; t h es e i n cl u d e  A T P s y nt h as e (r e a cti o n i d:  R R 0 8 5 9 3), c yt o c hr o m e- c r e d u ct as e a n d s u c ci n at e d e h y dr o g e n as e
(r e a cti o n i d: I R 1 0 0 2 2 a n d  R R 0 4 3 6 8).
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I n c o n cl usi o n, t h e P C A a n al ysis s h o ws t h at o ur r es ults ar e i n a gr e e m e nt  wit h t h os e

o bt ai n e d b y Witt g e ns et al. ( 2 0 1 1) a n d Tis o et al. ( 2 0 1 6) . I n d e e d, t h e hi g h c os2 v al u e of

gl u c os e a n d fr u ct os e s h o ws t h at t h e y b ot h pl a y a k e y r ol e i n t h e  m et a b oli c p at h w a y of

r h a m n oli pi ds s y nt h esis c h os e n as F B A o bj e cti v e.  H e n c e, fl u x es fr o m t h e d e gr a d ati o n of

gl u c os e a n d fr u ct os e g e n er at e r h a m n oli pi ds vi a t h e r h a m n os e p at h w a y.

R e gr e s si o n a n al y si s i d e ntifi e s  di sr u pt e d  p at h w a y s a n d  g e n e s

W e i nt e gr at e d g e n e e x pr essi o n pr o fi l es i nt o t h e pr o p os e d  m et a b oli c  m o d el of P. p uti d a

t o i n v esti g at e disr u pt e d  m et a b oli c r e a cti o ns a n d p at h w a ys usi n g  G E Ms pli c e (A n gi o n e,

2 0 1 8 ).  W e c o m p ar e d 4 0 s a m pl es of t h e P. p uti d a wil d t y p e  wit h 4 0 s a m pl es of P. p uti d a

T n 5  m ut a nts.  W e si m ul at e d t h e gr o wt h  m e di u m usi n g t h e si n gl e c ar b o n s o ur c e t h at

all o w e d t h e hi g h est pr o d u cti o n of r h a m n oli pi ds, t h at is,  m yrist c a ci d ( Fi g. 1 C ).  H e n c e,

w e s et t h e u pt a k e of  m yristi c a ci d e q u al t o 1 0  m m ol/ g D W/ h  w hil e t h e u pt a k e of t h e

ot h er s o ur c es  w as s et e q u al t o z er o. T a bl e 3 r e p orts t h e list of t h e p at h w a ys ass o ci at e d

wit h t h e t o p- 5  D A Rs, t h at is, r e a cti o ns  wit h a n a dj ust e d p - v al u e < 0. 0 5 (f or t h e f ull list of

1 5  D A Rs s e e A d diti o n al Fil e 6 ).

P uri n e  m et a b olis m a n d F A bi os y nt h esis ar e t h e t w o p at h w a ys ass o ci at e d  wit h t h e t o p- 2

D A Rs  wit h a dj ust e d p - v al u e of 0. 0 0 4 2 a n d 0. 0 0 4 3, r es p e cti v el y. B ot h p at h w a ys pl a y a k e y

r ol e i n t h e r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n ( R e h m,  Mits k y  & St ei n b üc h el, 2 0 0 1 ) a n d b a ct eri al

m e m br a n e bi o g e n esis ( Z h a n g  &  R oc k, 2 0 1 2 ).  T h e b e n z o at e d e gr a d ati o n vi a h y dr o x yl ati o n

p at h w a y ( a dj ust e d p - v al u e = 0. 0 0 6 6) h as als o b e e n pr e vi o usl y li n k e d t o t h e r h a m n oli pi ds

p at h w a ys ( Pr oc ó pi o et al., 2 0 1 2 ). I n d e e d, t h e g e n es e n c o di n g e n z y m es i n v ol v e d i n

t h e r h a m n oli pi ds pr o d u cti o ns als o e n c o d e e n z y m es f or t h e b e n z o at e d e gr a d ati o n vi a

h y dr o x yl ati o n p at h w a y. It is n ot e w ort h y t h at t h e i d e nti fi e d  D A Rs r e fl e ct t h e disr u pti o n

of  m et a b oli c p at h w a ys fr o m t h e i nt er a cti o n b et w e e n g e n e e x pr essi o n pr o fi l es (i nt e gr at e d

t hr o u g h  G E Ms pli c e) a n d  m et a b oli c n et w or ks (r e pr es e nt e d b y t h e P. p uti d a m et a b oli c

m o d el).  As a c o ns e q u e n c e, t h es e r es ults ar e c o m pl e m e nt ar y t o t h e o ut c o m es o bt ai n e d

t hr o u g h  m et a b oli c n et w or k a n al ysis al o n e,  w hi c h d o es n ot t a k e i nt o a c c o u nt s p e cifi c

tr a ns cri pt o mi c pr ofi l es.

R e gr essi o n a n al ysis ( el asti c- n et, s e e  M et h o ds)  w as t h e n a p pli e d t o i d e ntif y t h e k e y g e n es

c o ntri b uti n g t o t h e fl u x r at e of t h e  D A Rs. Fi g ur e 3 s h o ws t h e distri b uti o n of t h e t o p- 1 0

g e n es ( g e n es  wit h t h e hi g h est jβ j) c t h e  m ost disr u pt e d  D A R (i n t h e p uri n e  m et a b olis m

p at h w a y) f or t h e  wil d t y p e a n d  T n 5  m ut a nt s a m pl es. B y a n al y zi n g t h es e distri b uti o ns it is

T a bl e 3 T o p- 5 diff e r e nti all y a cti v e r e a cti o ns ( D A Rs) i n  wil d t y p e a n d  T n 5  m ut a nt P. p uti d a s a m pl es.

T o p- 5  Diff e r e nti all y a cti v e r e a cti o ns P at h w a ys p - v al u e

L- Al a ni n e: 3- o x o pr o p a n o at e a mi n otr a nsf er as e P uri n e  m et a b olis m 0. 0 0 4 2

3- A mi n o pr o p a n o at e: 2- o x o gl ut ar at e a mi n otr a nsf er as e F att y a ci d bi os y nt h esis 0. 0 0 4 3

4 a- h y dr o x yt etr a h y dr o bi o pt eri n d e h y dr at as e B e n z o at e d e gr a d ati o n vi a h y dr o x yl ati o n 0. 0 0 6 6

N A D H: 6, 7- di h y dr o pt eri di n e o xi d or e d u ct as e P yri mi di n e  m et a b olis m 0. 0 3 4 1

L- P h e n yl al a ni n e,t etr a h y dr o bi o pt eri n: o x y g e n o xi d or e d u ct as e( 4- h y dr o x yl ati n g) F ol at e bi os y nt h esis 0. 0 3 4 1

N ot e:
T h e fi rst c ol u m n r e p orts t h e list of t h e t o p- 5  D A Rs (r e a cti o ns  wit h a dj ust e d p - v al u e < 0. 0 5).  T h e s e c o n d c ol u m n r e p ort t h e p at h w a ys ass o ci at e d t o e a c h disr u pt e d r e a cti o n.
T h e a dj ust e d p - v al u e is r e p ort e d i n t h e t hir d c ol u m n.
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p ossi bl e t o c h ar a ct eri z e t h e  m et a b oli c di v ersit y of t h e diff er e nt s a m pl es a n d pr e di ct t h eir

b e h a vi or u n d er diff er e nt c o n diti o ns. F or e x a m pl e, t h e diff er e nt distri b uti o n of t h e g e n e

P P 2 4 3 1  mi g ht r e v e al a diff er e nt c ell ul ar a d a pt ati o n ( Fer n á n d e z et al., 2 0 1 3 ).  M or e o v er, t h e

g e n e P P 4 3 5 5 h as b e e n i d e nti fi e d as a g e n e i n v ol v e d i n t h e e n c o di n g pr o c ess of di v ers e

fl a g ell ar c o m p o n e nts i n  T n 5  m ut a nts s a m pl es,  w hi c h  mi g ht e x pl ai n t h e diff er e nt

distri b uti o ns i n t h e t w o t y p es of s a m pl es ( S h ar m a et al., 2 0 1 4 ).  W e str ess t h at t h e pr o c e d ur e

pr o p os e d h er e is a si n gl e c as e st u d y, a n d it c a n b e a d a pt e d a n d e xt e n d e d t o i d e ntif y or

c o m p ar e a n y t w o diff er e nt t y p es of P. p uti d a s a m pl es.

DI S C U S SI O N
T h e gr o wi n g d e m a n d f or bi os urf a ct a nts r e q uir es r a pi d, ef fi ci e nt a n d i n n o v ati v e a p pr o a c h es

f or its s y nt h esis, i n cl u di n g t h e us e of  mi cr o or g a nis ms.  H o w e v er, n ati v e b a ct eri al c ells ar e

P P 2 4 3 1 P P 4 6 0 1 P P 4 3 5 5 P P 2 4 6 1 P P 3 4 0 3

m pf H- gi P P 2 1 6 6 P P 0 4 8 8 P P 4 1 8 0 P P 4 5 1 2

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

G e n e s

F
ol

d 
C
h
a
n
g
e

Wil d T y p e

T n 5 m ut a nt s

T o p- 1 0 g e n e s i n t h e P uri n e M et a b oli s m P at h w a y

Fi g u r e 3 T o p- 1 0 g e n es c o nt ri b uti n g t o t h e fl u x of t h e  m ost dis r u pt e d  m et a b oli c r e a cti o n ( p a rt of t h e
p u ri n e  m et a b olis m p at h w a y). T h e b o x pl ots r e p ort t h e distri b uti o n of t h e 1 0 g e n es  wit h t h e hi g h est | β |
r es ulti n g fr o m t h e el asti c- n et r e gr essi o n a n al ysis i n b ot h  wil d t y p e a n d  T n 5  m ut a nt P. p uti d a s a m pl es.

F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 6 0 4 6/ fi g- 3
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v er y i n ef fi ci e nt at  m a xi mi zi n g t h e pr o d u cti o n of i n d ustri all y-r el e v a nt pr o d u cts.

Bi o e n gi n e eri n g of s u c h c ells c a n i m pr o v e t h e yi el d, b ut t h e n u m b er of p ot e nti al  m et a b oli c

a n d g e n eti c i nt er v e nti o ns is e n or m o us i n pr a cti c e ( K ell, 2 0 1 2 ).  At t h e s a m e ti m e, t h e

e m er g e n c e of i n sili c o  m o d elli n g e n a bl es us t o  m et a b oli c e n gi n e er  mi cr o bi al n et w or ks

i n sili c o, a n d t o pr e di ct t h eir effi ci e n c y i n a v ari et y of gr o wt h c o n diti o ns.

M a c hi n e l e ar ni n g t o ols c o u pl e d  wit h c o m p ut ati o n al  m o d elli n g of  m et a b olis m c a n

r a pi dl y i d e ntif y  w a ys of i n cr e asi n g t h e pr o d u cti vit y of t h es e c ells t o w ar d  m a xi m u m

pr o d u cti o n of bi os urf a ct a nts  w hil e  m a xi mi zi n g t h e gr o wt h r at e of t h e c ult ur es. I n t his

st u d y  w e g e n eti c all y e n gi n e er e d P. p uti d a K T 2 4 4 0, off ci all y cl assi fi e d as a “ g e n er all y

r e c o g ni z e d as s af e” str ai n a n d us e d i n t h e pr o d u cti o n of di v ers e n at ur al pr o d u cts, i n cl u di n g

r h a m n oli pi ds (L o esc hc k e  &  T hi es, 2 0 1 5 ). I n p arti c ul ar, P. p uti d a w as o bs er v e d t o h a v e

r esist a n c e t o hi g h er r h a m n oli pi d c o n c e ntr ati o ns ( 9 0 g/ L) i n t h e pr o d u cti o n  m e di u m

w h e n c o m p ar e d t o ot h er  mi cr o bi al h osts of i n d ustri al i m p ort a n c e li k e E. c oli , B. s u btilis

a n d C. gl ut a mic u m (Witt g e ns et al., 2 0 1 1 ).

R e c o m bi n a nt r h a m n oli pi d pr o d u cti o n h as  m a n y i n d ustri al a d v a nt a g es, i n cl u di n g t h e

o p p ort u nit y t o us e n o n- p at h o g e ni c pr o d u cti o n str ai ns a n d t h e a bilit y t o pr o d u c e

r h a m n oli pi ds i n d e p e n d e nt of t h e c o m pl e x q u or u m s e nsi n g r e g ul ati o n.  N o n- p at h o g e ni c

b a ct eri al str ai ns h a v e b e e n g e n eti c all y e n gi n e er e d t o e x pr ess P. a er u gi n os a r hl- g e n es f or t h e

h et er ol o g o us r h a m n oli pi d pr o d u cti o n ( B e u k er et al., 2 0 1 6 ). Oc hs n er et al. ( 1 9 9 5) st u di e d

r h a m n oli pi d s y nt h esis b y r e c o m bi n a nt P. fl u or esc e ns , P. p uti d a , P. ol e o v or a ns a n d E. c oli

wit h t h e r hl A B o p er o n fr o m P. a er u gi n os a a n d o bs er v e d r h a m n oli pi d pr o d u cti o n b y

P. fl u or esc e ns ( 0. 2 5 g/ L) a n d P. p uti d a ( 0. 6 g/ L). B ut n o r h a m n oli pi ds  w er e pr o d u c e d

b y r e c o m bi n a nt E. c oli a n d P. ol e o v or a ns , d es pit e t h e d et e cti o n of a n a cti v e

r h a m n os yltr a nsf er as e.  R e c o m bi n a nt E. c oli str ai ns  w er e als o us e d b y W a n g et al. ( 2 0 0 7)

a n d C a br er a- V all a d ar es et al. ( 2 0 0 6) f or h et er ol o g o us e x pr essi o n of P. a er u gi n os a r hl A B

g e n es. C h a et al. ( 2 0 0 8) a n d C a br er a- V all a d ar es et al. ( 2 0 0 6) r e p ort e d r h a m n oli pi d

pr o d u cti o n b y a r e c o m bi n a nt P. p uti d a ( 7. 3 g/ L) a n d r e c o m bi n a nt E. c oli H B 1 0 1 ( 5 2  m g/ L)

wit h s o y b e a n oil a n d ol ei c a ci d as s u bstr at es, r es p e cti v el y.  As t h e pr o d u cti o n of hi g h

yi el ds of r h a m n oli pi ds is d e p e n d e nt u p o n pr e c urs ors pr o vi d e d b y t h e  m et a b oli c fl u x  wit hi n

t h e b a ct eri u m, it is u nli k el y t h at si m pl y i m pl a nti n g t h e n e c ess ar y g e n es i n a b a ct eri u m

will b e s uf fi ci e nt t o  m a k e t h at or g a nis m pr o d u c e r h a m n oli pi ds i n hi g h er c o n c e ntr ati o ns

(M arc h a nt  & B a n at, 2 0 1 2 ). G e n eti c alt er ati o ns c a n h o w e v er b e a n i m p ort a nt p art of

or g a nis m s el e cti o n f or f er m e nt ati o n pr o c ess es, a n d c o m p ut ati o n al t o ols c a n h el p

fi n di n g t h e b est e x p eri m e nt al s etti n g t o  m a xi mi z e t h eir pr o d u cti o n.

I n t his st u d y,  w e h a v e t a k e n a g e n o m e-s c al e a p pr o a c h t o i n v esti g at e t h e  m et a b oli c

p ot e nti al of P. p uti d a t o pr o d u c e r h a m n oli pi ds b y o pti mi zi n g  m ulti pl e c ell ul ar f u n cti o ns.

Fi g ur e 1 B s h o ws t h e r at e of bi o m ass a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n b y P. p uti d a m o d el

si m ul at e d u n d er diff er e nt c ar b o n s o ur c es: gl u c os e, fr u ct os e, s u cr os e, gl y c er ol, b e n z o at e

a n d  m yristi c a ci d. Bi o m ass s y nt h esis a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n cr e as e d li n e arl y  wit h

t h e r at e of  m et a b olit e u pt a k e, a n d  m yristi c a ci d ( C- 1 4) s u p p ort e d o pti m al gr o wt h r at e

a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n c o m p ar e d t o t h e ot h er c ar b o n s o ur c es.  W h e n t h e P. p uti d a

m o d el  w as o pti mi z e d f or bi o m ass a n d r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n, t h e a m o u nt of

r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n i n cr e as e d  wit h t h e u pt a k e of e a c h  m et a b olit e.  Q u or u m s e nsi n g,
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n a m el y t h e  m e c h a nis m b y  w hi c h b a ct eri a e n g a g e i n c ell-t o- c ell si g n ali n g c o m m u ni c ati o n

usi n g diff usi bl e  m ol e c ul es b as e d o n a criti c al c ell d e nsit y,  mi g ht b e o n e of t h e r e as o ns

w h y r h a m n oli pi d s y nt h esis is ass o ci at e d  wit h e x p o n e nti al st a g e of t h e bi o m ass

(D us a n e et al., 2 0 1 0 ).

T h es e o ut c o m es s u p p ort pr e vi o us st u di es i n v ol vi n g r h a m n oli pi d pr o d u cti o n o n s u g ars

a n d s u g ar- c o nt ai ni n g  w ast es. S u g ar- c o nt ai ni n g  w ast es ar e g ai ni n g pr o mi n e n c e d u e t o

t h eir l o w er c ost  w h e n c o m p ar e d t o oil- or gl y c er ol- c o nt ai ni n g  w ast es d es pit e t h e l o w er

r h a m n oli pi d yi el ds (H e n k el et al., 2 0 1 2 ).  A gr o-i n d ustri al  w ast es ar e ri c h i n c ar b o h y dr at es

a n d li pi ds a n d h e n c e c a n b e us e d as a c ar b o n s o ur c e f or  mi cr o bi al gr o wt h a n d

r h a m n oli pi d s y nt h esis (G u di ñ a et al., 2 0 1 5 ).  A m o n g t h e m,  m ol ass es h as a hi g h s u cr os e

c o n c e ntr ati o n i n t h e r a n g e of 5 0 – 5 5 % b y  w ei g ht. R a z a et al. ( 2 0 0 7) o bt ai n e d a  m a xi m u m of

1. 4 5 g/ L r h a m n oli pi d yi el d aft er 9 6 h of i n c u b ati o n  wit h P. a er u gi n os a E B N- 8  m ut a nt

o n 2 % bl a c kstr a p  m ol ass es. Si mil arl y, O n b asli  &  Asli m ( 2 0 0 9) us e d 5 % s u g ar b e et  m ol ass es

a n d o bt ai n e d a  m a xi m u m r h a m n oli pi d yi el d aft er a 1 2 h i n c u b ati o n  wit h P. l ut e ol a

B 1 7 a n d P. p uti d a . Li et al. ( 2 0 1 1) a n d G u di ñ a et al. ( 2 0 1 5) o bs er v e d t h e hi g h est bi os urf a ct a nt

pr o d u cti o n yi el d of 2. 6 g/ L a n d 3. 2 g/ L b y P. a er u gi n os a usi n g  m ol ass es distill er y  w ast e w at er

a n d a c ult ur e  m e di u m c o nt ai ni n g c or n st e e p li q u or a n d  m ol ass es, r es p e cti v el y.

W e o bs er v e d t h at t h e  m et a b olis m of  m yristi c a ci d pr o vi d e d t h e b est c o n diti o n f or

o pti m al r h a m n oli pi ds s y nt h esis, f oll o w e d b y fr u ct os e a n d s u cr os e/ gl u c os e. Pl a nt oils ar e

a ri c h s o ur c e of  m yristi c a ci d a n d t h es e l o n g c h ai n F As h a v e b e e n s u c c essf ull y us e d as

c ar b o n s o ur c e f or r h a m n oli pi d bi os y nt h esis. F or i nst a n c e, R a d z u a n, B a n at  &  Wi nt er b ur n

( 2 0 1 7) s h o w e d t h at P. a er u gi n os a P A O 1 c a n gr o w a n d pr o d u c e 0. 4 3 g/ L of r h a m n oli pi ds

usi n g p al m F A distill at e u n d er b at c h f er m e nt ati o n. C h a et al. ( 2 0 0 8) st u di e d t h e gr o wt h

of P. a er u gi n os a E M S 1 a n d P. p uti d a 1, 0 6 7 i n  mi n er al s alt  m e di u m  wit h 2 % s o y b e a n oil as

t h e s ol e c ar b o n s o ur c e.  T h e y d et e ct e d r h a m n oli pi d pr o d u cti o ns of a b o ut 5. 1 8 g/ L a n d

6. 9 7 g/ L, r es p e cti v el y.  T his s h o ws t h at P. p uti d a 1, 0 6 7 is  m or e ef fi ci e nt t h a n P. a er u gi n os a

E M SI i n usi n g pl a nt oils as c ar b o n s o ur c e.  V e g et a bl e oils ar e  m or e ef fi ci e nt i n i n d u ci n g

r h a m n oli pi d pr o d u cti o n  w h e n c o m p ar e d t o t h e h y dr o p hili c s u bstr at es li k e gl u c os e,

fr u ct os e a n d s u cr os e; t his  m a y b e d u e t o t h eir  w at er-s ol u bl e n at ur e t h at f a cilit at es t h e

e as e of u pt a k e.  H o w e v er, v e g et a bl e oils ar e h y dr o p h o bi c, a n d t his sti m ul at es t h e b a ct eri al

r h a m n oli pi d pr o d u cti o n t o i n cr e as e t h eir s ol u bilit y ( C h a et al., 2 0 0 8 ).

W h e n  w e i n v esti g at e d t h e  m et a b oli c r e a cti o ns a n d p at h w a ys t h at ar e disr u pt e d b y

i nt e gr ati n g t h e g e n e e x pr essi o n pr ofi l es i nt o t h e pr o p os e d  m et a b oli c  m o d el of P. P uti d a ,

t h e t o p t w o p at h w a ys o bs er v e d  w er e p uri n e  m et a b olis m a n d F A bi os y nt h esis, f oll o w e d b y

b e n z o at e d e gr a d ati o n, p yri mi di n e  m et a b olis m, f ol at e bi os y nt h esis a n d p or p h yri n a n d

c hl or o p h yll  m et a b olis m.  T h es e r es ults hi g hli g ht t h e ess e nti al r ol e of n u cl ei c a ci d  m et a b oli c

p at h w a ys i n r h a m n oli pi d bi os y nt h esis.  T his  mi g ht b e d u e t o t h e f a ct t h at u n d er

e x p o n e nti al gr o wt h c o n diti o ns b a ct eri al r e pli c ati o ns l e a ds t o t h e a cti v ati o n of p uri n e a n d

p yri mi di n e p at h w a ys.  M or e o v er, p or p h yri n a n d c hl or o p h yll  m et a b olis m pl a y a n

i m p ort a nt r ol e i n t h e bi os y nt h esis of t etr a p yrr ol es li k e h e m es, c hl or o p h ylls a n d c o b al a mi n.

T h e y s er v e as pr ost h eti c gr o u p of  m a n y pr ot ei ns i n v ol v e d i n f u n d a m e nt al bi ol o gi c al

pr o c ess es li k e r es pir ati o n,  m et a b olis m a n d tr a ns p ort of o x y g e n. F urt h er, h e m e a cts as

ess e nti al c of a ct or f or e n z y m es s u c h as c at al as es, p er o xi d as es a n d c yt o c hr o m es.
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Ni k el  &  D e L or e n z o (i n pr ess) h a v e r e c e ntl y p u blis h e d a n u p d at e d g e n o m e a n n ot ati o n of

P. p uti d a K T 2 4 4 0,  w hi c h i n cl u d es n o v el c at a b oli c p at h w a ys f or 3 2 c ar b o n s o ur c es, 2 8

nitr o g e n s o ur c es, 2 9 p h os p h or us s o ur c es a n d 3 c ar b o n a n d nitr o g e n s o ur c es.  T his u ni q u e

m et a b oli c ar c hit e ct ur e of P. p uti d a will b e h ar n ess e d f or f ut ur e st u di es. F urt h er m or e,

w hil e F B A o nl y all o ws f or o n e o bj e cti v e f u n cti o n ( us u all y t h e gr o wt h r at e),  m ulti-t ar g et

o pti mi z ati o n al g orit h ms h a v e b e e n d e v el o p e d a n d a p pli e d t o g e n o m e-s c al e  m et a b oli c

m o d els of  mi cr o or g a nis ms t o o pti mi z e  m ulti pl e c ell ul ar f u n cti o ns ( C ost a n z a et al., 2 0 1 2 ;

A n gi o n e  & Li ó, 2 0 1 5 ).  W e s p e cifi c all y e n vis a g e t h e us e of  m a c hi n e l e ar ni n g c o u pl e d  wit h

m ulti-l e v el o pti mi z ati o n f or i n d ustri al bi ot e c h n ol o g y. F or i nst a n c e, o n e c a n e n gi n e er a

mi cr o or g a nis m t o  m a xi mi z e t h e e x p ort of s el e ct e d c h e mi c als o ut of t h e c ell ul ar  m e m br a n e,

w hil e e ns uri n g bi o m ass pr o d u cti o n a n d si m ult a n e o usl y  mi ni mi zi n g b y pr o d u ct f or m ati o n.

T a k e n t o g et h er, o ur fi n di n gs cl e arl y s h o w t h e p ot e nti al us e of e n gi n e er e d str ai ns c o u pl e d

wit h  m et a b oli c  m o d elli n g a n d  m a c hi n e l e ar ni n g t o ols f or r h a m n oli pi ds pr o d u cti o n.

C O N C L U SI O N
W e e n gi n e er e d a g e n o m e-s c al e  m o d el of P. p uti d a f or o pti mi z ati o n of r h a m n oli pi ds

pr o d u cti o n as a hi g h- e n d s e c o n d ar y  m et a b olit e.  O ur i n sili c o  m o d el  w as e n gi n e er e d t o

pr o d u c e r h a m n oli pi ds b y utili zi n g t w o k e y e n z y m es:  R hl A a n d  R hl B.  All c orr es p o n di n g

bi o c h e mi c al r e a cti o ns f or r h a m n oli pi ds bi os y nt h esis  w er e a d d e d fr o m t h e P. a er u gi n os a

m o d el ( O b er h ar dt et al., 2 0 0 8 );  w h er e a p pr o pri at e,  K E G G,  M et a C y c a n d B R E N D A

w er e us e d t o a d d n e w r e a cti o ns f or t h e r h a m n os e p at h w a y.  O ur e n gi n e er e d i n sili c o

m o d el  w as d esi g n e d t o s y nt h esi z e a n d e x p ort r h a m n oli pi ds; t h e tr a ns p ort  m e c h a nis ms f or

r h a m n oli pi ds e x p ort  w er e  m o d ell e d as a r e a cti o n st e p t h at c arri e d o ut fl u x es fr o m t h e

i ntr a c ell ul ar t o t h e e xtr a c ell ul ar c o m p art m e nt a cr oss t h e c ell  m e m br a n e.  T h e e n gi n e er e d

m o d el  w as  m a n u all y c ur at e d a n d g e o m etri c F B A  w as us e d t o r e pr o d u c e t h e fl u x of 0. 7 4

m m ol/ g D W/ h of bi o m ass, c o nsist e nt  wit h t h e iJ P 9 6 2  m o d el (O b er h ar dt et al., 2 0 1 1 ).

A f urt h er st atisti c al a n al ysis b as e d o n P C A  w as p erf or m e d t o f urt h er el u ci d at e t h e

m et a b oli c b e h a vi or, a n d t o i d e ntif y r ol es of i n di vi d u al n utri e nts a n d r e a cti o ns i n s h a pi n g

t h e r es p o ns e of t h e e n gi n e er e d c ell. Fi n all y, tr a ns cri pt o mi c d at a  w as i nt e gr at e d i nt o

o ur  m o d el,  w hi c h all o w e d b uil di n g c o n diti o n-s p e ci fi c  m o d els of P. p uti d a t o e x pl oit a n d

pr e di ct t h e  m et a b oli c a n d g e n eti c e n gi n e eri n g st e ps n e e d e d f or  m a xi mi zi n g r h a m n oli pi ds

pr o d u cti o n.  T h es e  m o d els  w er e i n v esti g at e d  wit h el asti c- n et r e gr essi o n  wit h t h e ai m

of i d e ntif yi n g l at e nt p at h w a ys a n d g e n es c orr el at e d  wit h e n h a n c e d pr o d u cti o n of

r h a m n oli pi ds i n P. p uti d a .

W h e n e x p eri m e nt al d at a o n t h e e n gi n e er e d or g a nis m b e c o m e a v ail a bl e,  w e e n vis a g e

t hr e e dir e cti o ns f or e xt e nsi o n of t h e  m o d el. (i)  M ulti-st e p o pti mi z ati o n al g orit h ms

c a n b e us e d t o  m a xi mi z e t h e gr o wt h r at e a n d r h a m n oli pi ds s y nt h esis, a n d si m ult a n e o usl y

mi ni mi z e b y pr o d u ct f or m ati o n i n a  m ulti-t ar g et f as hi o n ( A n gi o n e, Pr at a n w a nic h  & Li ó,

2 0 1 5 ).  T h e pr o p os e d i n sili c o d esi g n of P. p uti d a c a n t h e n b e ass ess e d usi n g a d v a n c e d

s e nsiti vit y t e c h ni q u es, r o b ust n ess a n d c o ntrol a n al ysis. (ii) If  m or e t h a n o n e o mi c-l e v el

i nf or m ati o n is a v ail a bl e,  m et h o ds fr o m n et w or k t h e or y (A n gi o ne,  C o n w a y  & Li ó, 2 0 1 6 ) c a n b e

a d a pt e d t o gi v e i nsi g hts i nt o t h e  m o d el a n d pr e di ct t h e b e h a vi or of t h e  mi cr o or g a nis m i n

u nt est e d c o n diti o ns. (iii)  Alt er ati o ns t o t h e r e g ul at or y g e n es  R hlI a n d  R hl R c o ul d i n fl u e n c e
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o v er all yi el d. I n a d diti o n t o t his, t h e  R hl C g e n e,  w hi c h c o d es f or a r h a m n os yl tr a nsf er as e

r es p o nsi bl e f or  m o n o- t o di-r h a m n oli pi d c o n v e rsi o n, c o ul d b e r e g ul at e d ( p arti al k n o c k d o w n

or o v er e x pr essi o n) t o e ns ur e t h e pr o d u cti o n of a s p e ci fi c t y p e of r h a m n oli pi d.

T h e a bilit y t o a d a pt t o s u c h c o n diti o ns a cr oss  m ulti pl e o mi c l e v els c a n f or i nst a n c e

b e ass ess e d b y e v al u ati n g t h e c h a n g es i n t h e pr ot ei ns of t h e o ut er  m e m br a n e, k e y pl a y ers

i n t h e a d a pt ati o n of Ps e u d o m o n as t o e n vir o n m e nt al p ert ur b ati o ns a n d i n t h e pr o d u cti o n

of r h a m n oli pi ds ( Wil h el m et al., 2 0 0 7 ; B o uff arti g u es et al., 2 0 1 1 ).  T a k e n t o g et h er, o ur

fi n di n gs gi v e str o n g b asis f or  m et a b oli c e n gi n e eri n g of P. p uti d a f or r h a m n oli pi ds

pr o d u cti o n a n d pr o vi d e a fr a m e w or k a n d a  w or ki n g  m o d el f or f urt h er st u di es

i n v ol vi n g o pti mi z ati o n of bi os urf a ct a nt pr o d u cti o n.

LI S T  O F  A B B R E VI A TI O N S
F B A fl u x b al a n c e a n al ysis

Q S q u or u m s e nsi n g

F A f att y a ci ds

P C A pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis

D A Rs diff er e nti all y a cti v e r e a cti o ns

A D DI TI O N A L I N F O R M A TI O N  A N D  D E C L A R A TI O N S

F u n di n g
T his  w or k is s u p p ort e d b y B B S R C, gr a nts  C B M N et- BI V- D 0 0 9 7 a n d  C B M N et- P o C- D 0 1 5 6

wit h i n- ki n d ti m e c o ntri b uti o n fr o m  T e e G e n e Bi ot e c h Lt d.  T h e a ut h ors als o r e c ei v e d a

T e essi d e  U ni v ersit y  Gr a n d  C h all e n g e F u n di n g a w ar d.  T h e f u n d ers h a d n o r ol e i n st u d y

d esi g n, d at a c oll e cti o n a n d a n al ysis, d e cisi o n t o p u blis h, or pr e p ar ati o n of t h e  m a n us cri pt.

Gr a nt  Di s cl o s ur e s
T h e f oll o wi n g gr a nt i nf or m ati o n  w as dis cl os e d b y t h e a ut h ors:

B B S R C, gr a nts  C B M N et- BI V- D 0 0 9 7 a n d  C B M N et- P o C- D 0 1 5 6  wit h i n- ki n d ti m e

c o ntri b uti o n fr o m  T e e G e n e Bi ot e c h Lt d.

T e essi d e  U ni v ersit y  Gr a n d  C h all e n g e F u n di n g a w ar d.

C o m p eti n g I nt er e st s
T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e y h a v e n o c o m p eti n g i nt er ests.

A ut h or  C o ntri b uti o n s

A n n alis a  O c c hi pi nti p erf or m e d t h e e x p eri m e nts, a n al y z e d t h e d at a, pr e p ar e d fi g ur es

a n d/ or t a bl es, a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts of t h e p a p er, a p pr o v e d t h e fi n al dr aft, b uilt t h e

m o d els a n d  wr ot e t h e c o d e.

Fil m o n E y ass u p erf or m e d t h e e x p eri m e nts, a n al y z e d t h e d at a, pr e p ar e d fi g ur es a n d/ or

t a bl es, a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts of t h e p a p er, a p pr o v e d t h e fi n al dr aft, b uilt t h e

m o d els a n d  wr ot e t h e c o d e.

T h a hir a J.  R a h m a n a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts of t h e p a p er, a p pr o v e d t h e fi n al dr aft.
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P att a n at h u  K. S.  M.  R a h m a n a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts of t h e p a p er, a p pr o v e d t h e

fi n al dr aft, c o ntri b ut e d t o s el e ct t h e s u bstr at es f or t h e pr o p os e d  m o d els usi n g l a b or at or y

e x p eri m e nt al r es ults.

Cl a u di o  A n gi o n e c o n c ei v e d a n d d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, c o or di n at e d t h e st u d y,

a n al y z e d t h e d at a, a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts of t h e p a p er, a p pr o v e d t h e fi n al dr aft,

b uilt t h e  m o d els a n d  wr ot e t h e c o d e.

D at a  A v ail a bilit y
T h e f oll o wi n g i nf or m ati o n  w as s u p pli e d r e g ar di n g d at a a v ail a bilit y:

T h e r a w d at a ar e pr o vi d e d i n t h e S u p pl e m e nt al Fil es .

S u p pl e m e nt al I nf or m ati o n

S u p pl e m e nt al i nf or m ati o n f or t his arti cl e c a n b e f o u n d o nli n e at htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 7 7 1 7/

p e erj. 6 0 4 6 #s u p pl e m e nt al-i nf or m ati o n .

R E F E R E N C E S
A b d el- M a w g o u d  A M, L é pi n e F,  D é zi el E. 2 0 1 4. A st er e os p e ci fi c p at h w a y di v erts b - O xi d ati o n

i nt er m e di at es t o t h e bi os y nt h esis of r h a m n oli pi d bi os urf a ct a nts. C h e mistr y  & Bi ol o g y

2 1( 1) : 1 5 6– 1 6 4 D OI 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m bi ol. 2 0 1 3. 1 1. 0 1 0 .

A m a ni  H. 2 0 1 5. St u d y of e n h a n c e d oil r e c o v er y b y r h a m n oli pi ds i n a h o m o g e n e o us

2 D  mi cr o m o d el. J o ur n al of P etr ol e u m Sci e nc e a n d E n gi n e eri n g 1 2 8 : 2 1 2– 2 1 9

D OI 1 0. 1 0 1 6/j. p etr ol. 2 0 1 5. 0 2. 0 3 0 .

A n gi o n e  C. 2 0 1 8. I nt e gr ati n g s pli c e-is of or m e x pr essi o n i nt o g e n o m e-s c al e  m o d els c h ar a ct eri z es

br e ast c a n c er  m et a b olis m. Bi oi nf or m atics 3 4( 3) : 4 9 4– 5 0 1 D OI 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt x 5 6 2 .

A n gi o n e  C,  C o n w a y  M, Li ó  P. 2 0 1 6. M ulti pl e x  m et h o ds pr o vi d e eff e cti v e i nt e gr ati o n of

m ulti- o mi c d at a i n g e n o m e-s c al e  m o d els. B M C Bi oi nf or m atics 1 7( S 4) : 8 3

D OI 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 5 9- 0 1 6- 0 9 1 2- 1 .

A n gi o n e  C, Li ó  P. 2 0 1 5. Pr e di cti v e a n al yti cs of e n vir o n m e nt al a d a pt a bilit y i n  m ulti- o mi c

n et w or k  m o d els. Sci e nti fi c  R e p orts 5( 1) : 1 5 1 4 7 D OI 1 0. 1 0 3 8/sr e p 1 5 1 4 7 .

A n gi o n e  C,  P r at a n w a ni c h  N, Li ó  P. 2 0 1 5. A h y bri d of  m et a b oli c fl u x a n al ysis a n d B a y esi a n f a ct or

m o d eli n g f or  m ulti o mi c t e m p or al p at h w a y a cti v ati o n. A C S S y nt h etic Bi ol o g y 4( 8) : 8 8 0– 8 8 9

D OI 1 0. 1 0 2 1/s b 5 0 0 3 4 0 7 .

A u ri c h  M K, Fl e mi n g  R M T,  T hi el e I. 2 0 1 7. A s yst e ms a p pr o a c h r e v e als disti n ct  m et a b oli c

str at e gi es a m o n g t h e  N CI- 6 0 c a n c er c ell li n es. P L O S  C o m p ut ati o n al Bi ol o g y 1 3( 8) : e 1 0 0 5 6 9 8

D OI 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 5 6 9 8 .

B a b a ei  P,  G h as e mi- K a h ri zs a n gi  T,  M a r as hi S A. 2 0 1 4. M o d eli n g t h e diff er e n c es i n bi o c h e mi c al

c a p a biliti es of Ps e u d o m o n as s p e ci es b y fl u x b al a n c e a n al ysis: h o w g o o d ar e g e n o m e-s c al e

m et a b oli c n et w or ks at pr e di cti n g t h e diff er e n c es? Sci e nti fi c  W orl d J o ur n al 2 0 1 4 : 1– 1 1

D OI 1 0. 1 1 5 5/ 2 0 1 4/ 4 1 6 2 8 9 .

B a hi a F M,  Al m ei d a  G C,  A n d r a d e L P,  C a m p os  C G,  Q u ei r o z L R,  D a Sil v a  R L V,  A b d el n u r  P V,

C o r r ê a J R,  B etti g a  M,  P a r a c hi n  N S. 2 0 1 8. R h a m n oli pi ds pr o d u cti o n fr o m s u cr os e b y

e n gi n e er e d S acc h ar o m yc es c er e visi a e . Sci e nti fi c  R e p orts 8( 1) : 2 9 0 5

D OI 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 8- 0 1 8- 2 1 2 3 0- 2 .

B a rt ell J A,  Y e n  P,  V a r g a JJ,  G ol d b e r g J B,  P a pi n J A. 2 0 1 4. C o m p ar ati v e  m et a b oli c

s yste ms a n al ysis of p at h o g e ni c B ur k h ol d eri a. J o ur n al of B act eri ol o g y 1 9 6( 2) : 2 1 0– 2 2 6

D OI 1 0. 1 1 2 8/J B. 0 0 9 9 7- 1 3 .
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B e u k e r J, St ei e r  A,  Witt g e ns  A,  R os e n a u F,  H e n k el  M,  H a us m a n n  R. 2 0 1 6. I nt e gr at e d

f o a m fr a cti o n ati o n f or h et er ol o g o us r h a m n oli pi d pr o d u cti o n  wit h r e c o m bi n a nt Ps e u d o m o n as

p uti d a i n a bi or e a ct or. A M B E x pr ess 6( 1) : 1 1 D OI 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 5 6 8- 0 1 6- 0 1 8 3- 2 .

B o uff a rti g u es E,  Gi c q u el  G,  B a zi r e  A, Fit o- B o n c o m pt e L,  T a u pi n L. 2 0 1 1. T h e  m aj or o ut er

m e m br a n e pr ot ei n o prf is r e q uir e d f or r h a m n oli pi d pr o d u cti o n i n Ps e u d o m o n as a er u gi n os a .

J o ur n al of B act eri ol o g y  & P ar asit ol o g y 2( 5) : 1 1 8 D OI 1 0. 4 1 7 2/ 2 1 5 5- 9 5 9 7. 1 0 0 0 1 1 8 .

B r u n k E,  G e o r g e  K W,  Al o ns o- G uti e r r e z J,  T h o m ps o n  M,  B ai d o o E,  W a n g  G,  P et z ol d  CJ,

M c Cl os k e y  D,  M o n k J,  Y a n g L,  O ’B ri e n EJ,  B att h  T S,  M a rti n  H G, F eist  A,  A d a ms  P D,

K e asli n g J D,  P alss o n  B O, L e e  T S. 2 0 1 6. C h ar a ct eri zi n g str ai n v ari ati o n i n e n gi n e er e d E. c oli

usi n g a  m ulti- o mi cs- b as e d  w or k fl o w. C ell s yst e ms 2( 5) : 3 3 5– 3 4 6 D OI 1 0. 1 0 1 6/j. c els. 2 0 1 6. 0 4. 0 0 4 .

C a b r e r a- V all a d a r es  N,  Ri c h a r ds o n  A- P,  Ol v e r a  C,  T r e vi ñ o L G,  D é zi el E, L é pi n e F, S o b e r ó n-

C h á v e z  G. 2 0 0 6. M o n or h a m n oli pi ds a n d 3-( 3 h y dr o x y al k a n o yl o x y) al k a n oi c a ci ds

( H A As) pr o d u cti o n usi n g Esc h eric hi a c oli as a h et er ol o g o us h ost. A p pli e d  Micr o bi ol o g y

a n d Bi ot ec h n ol o g y 7 3( 1) : 1 8 7– 1 9 4 D OI 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 2 5 3- 0 0 6- 0 4 6 8- 5 .

C as pi  R,  Billi n gt o n  R, F e r r e r L, F o e rst e r  H, F ul c h e r  C A,  K es el e r I M,  K ot h a ri  A,  K r u m m e n a c k e r

M, L at e n d r ess e  M,  M u ell e r L A,  O n g  Q,  P al e y S, S u b h r a v eti  P,  W e a v e r  D S,  K a r p  P D. 2 0 1 6.

T h e  M et a C y c d at a b as e of  m et a b oli c p at h w a ys a n d e n z y m es a n d t h e Bi o C y c c oll e cti o n of

p at h w a y/ g e n o m e d at a b as es. N ucl eic  Aci ds  R es e arc h 4 4( D 1) : D 4 7 1– D 4 8 0

D OI 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k v 1 1 6 4 .

C h a  M, L e e  N,  Ki m  M,  Ki m  M, L e e S. 2 0 0 8. H et er ol o g o us pr o d u cti o n of Ps e u d o m o n as a er u gi n os a

E M S 1 bi os urf a ct a nt i n Ps e u d o m o n as p uti d a . Bi or es o urc e  T ec h n ol o g y 9 9( 7) : 2 1 9 2– 2 1 9 9

D OI 1 0. 1 0 1 6/j. bi ort e c h. 2 0 0 7. 0 5. 0 3 5 .

C h a n d r as e k a r a n S,  P ri c e  N D. 2 0 1 0. Pr o b a bilisti c i nt e gr ati v e  m o d eli n g of g e n o m e-s c al e  m et a b oli c
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