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RESUMEN

El estudio del metabolismo celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae como
organismo modelo, enfocado en el campo de Bioprocesos, ha tenido gran importancia
para la produccion de ciertos metabolitos de interés, particularmente del etanol, el cual
puede tener varias aplicaciones industriales dentro de las cuales se prevé que
destinarlo al sector de combustibles puede ser una alternativa viable. Por ello, el
interés de desarrollar estrategias para lograr incrementar la produccion de etanol. En
el presente trabajo se planted una estrategia experimental basada en la comparacion
de tres procesos de fermentacion operados en lote en bioreactores STR: proceso
aerobio, anaerobio y un proceso de fermentacion en condiciones tales que se
presentara el efecto Crabtree, en este Ultimo se encontré que bajo estas condiciones
los rendimientos de etanol eran superiores (0.49 ge/gg) a los procesos de fermentacion
aerobio y anaerobio. Posteriormente se realiz6 un andlisis experimental de las
fermentaciones donde el efecto Crabtree es inducido. Este analisis se desarroll6 bajo
un umbral de diferentes concentraciones de glucosa (20,40 y 60 gL-!), donde se
encontré que a concentraciones iniciales de 60 gL de glucosa y a saturacién de
oxigeno se obtiene la mayor concentracion de etanol (29 gL1). Con los datos
experimentales anteriores se desarrollé un modelo matematico de tres estados el cual
describe el cambio postdiauxico que S. cerevisiae presenta cuando se trabaja a
condiciones de operacion para presentar el efecto Crabtree en su metabolismo. Con
el modelo desarrollado se obtuvo un R? global superior a 0.94, lo que indica que el
modelo tiene una buena capacidad predictiva para representar este fenbmeno

metabolico.
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ABSTRACT

Study the cellular metabolism of Saccharomyces cerevisiae as a model organism,
focused in the bioprocesses field, has had great importance for the production of certain
interesting metabolites, particularly ethanol, which can have various industrial
applications within which is expected that destine it in the fuel sector may be a viable
alternative. Therefore, the interest to develop strategies for increasing ethanol
production. In this work was developed an experimental strategy based on comparison
of three fermentation processes in bioreactors STR operated in batch cultures: aerobic
and anaerobic processes, and a fermentation process under conditions such that the
Crabtree effect is present. In the latter it was found that under these conditions, ethanol
yields were higher (0.49 ge/gg) than in aerobic and anaerobic processes. Subsequently
an experimental analysis of this effect under a range of different initial glucose
concentrations (20, 40 and 60 gL) was performed. It was found that at initial glucose
concentrations of 60 gL and saturation oxygen, the highest ethanol concentration (29
gL1)is obtained. With previous experimental data a mathematical model of three states
which describes the post diauxic change present during the operational conditions to
represent the Crabtree effect was developed. The model showed the ability to be
predictive to represent this metabolic phenomenon because a higher overall R? to 0.94

was obtained.
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1. INTRODUCCION

Durante aproximadamente 8.000 afios, los seres humanos han aprovechado los
microorganismos para producir alimentos y bebidas fermentadas. Mas recientemente,
los microorganismos se han utilizado para producir sustancias quimicas que han tenido
una amplia gama de aplicaciones. Mediante la utilizacion de la ingenieria genética se
hace posible la modificacion del metabolismo para algunos microorganismos. Sin
embargo, la mayoria de los procesos industriales actuales hacen uso de cepas
silvestres debido a que el proceso es econémicamente mas factible (Nielsen, 2001). A
finales de 1980 y principios de 1990 surgieron nuevos conocimientos sobre los
complejos mecanismos internos del metabolismo celular que alimentados por la
bioinformatica y métodos de modelizacion mateméatica permitieron el desarrollo de un

analisis cuantitativo en el estudio del metabolismo celular de ciertos microorganismos.

El metabolismo celular se define como el conjunto de las reacciones quimicas que se
producen en el interior de una célula, para que estas reacciones puedan llevarse a
cabo se requiere de una interaccion entre los mecanismos celulares internos de un
organismo con las condiciones ambientales del entorno presente (Nielsen etal., 2016).
La importancia de estudiar el metabolismo celular en el campo de la Biotecnologia, se
refleja en el desarrollo de una gran cantidad de productos relacionados con medicina
como vacunas Yy antibioticos, el mejoramiento de la agricultura a partir de la alteracion
genética de ciertas especies, en el campo de la biorremediacion con la degradacion

de hidrocarburos, y demas aplicaciones de indole industrial.

En el campo de los Bioprocesos, el estudio del metabolismo celular de ciertos
microorganismos ha logrado el establecimiento de procesos sostenibles y la mejora de
procesos ya existentes con el incremento de productividades de algin metabolito de

interés.
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Dentro de los microorganismos mas estudiados, se encuentra la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la cual debido a sus caracteristicas fisicoquimicas es
ampliamente utilizada a nivel industrial (Noor et al., 2003). Por ejemplo, para la
elaboracién de pan, obtencién de bebidas fermentables como el vino y la cerveza, y
en los Ultimos afios se ha destinado hacia el sector de los biocombustibles (Sarkar et
al., 2012).
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2. MARCO TEORICO

2.1. METABOLISMO CELULAR

Se conoce como metabolismo celular al proceso de asimilacion y descomposicion de
nutrientes en una serie de metabolitos; este proceso se encuentra mediado por
diversas enzimas, las cuales son reguladas por diversos mecanismos (Canales, 2014).
Es posible clasificar las vias metabdlicas en dos tipos: vias anabdlicas, que
corresponden a cadenas de reacciones en las que los metabolitos son reducidos,
produciendo los distintos componentes asimilados por la célula; y las vias catabolicas,
en las que los metabolitos son oxidados con el objetivo de generar energia para las
demas reacciones. De esta manera la célula debe alcanzar un equilibrio entre la
cantidad de nutrientes destinados a formar productos secundarios y la cantidad de
energia generada (Noor et al., 2010). La energia quimica utilizada en los procesos de
la célula es almacenada en forma de adenosin trifosfato (ATP), otros compuestos
importantes son la nicotinamida adenin dinucleétido fosfato (NADP) y la nicotinamida
adenin dinucledtido (NAD), que junto a sus respectivas versiones reducidas, NADPH

y NADH, actlan como co-factores en una gran cantidad de las reacciones metabdlicas.

Dentro de la ingenieria metabdlica, el metabolismo central del carbono es uno de los
mas estudiados. Ademas, es una via comin en la mayoria de los organismos
conocidos debido a que es la manera mas eficiente, bioquimicamente hablando, de
formar los precursores de la biomasa y mantener un balance energético positivo
(Fell, 2010; Noor et al., 2010).

El metabolismo central del carbono esta formado principalmente por la via de la
glicdlisis, la de las pentosas fosfato y el ciclo de Krebs, entre algunos otros. La Figura
1 muestra el metabolismo de S. cerevisiae, resaltando de rojo las rutas involucradas

en el metabolismo central del carbono.
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&=

Figura 1. Metabolismo de Saccharomyces cerevisiae (KEGG, 2016)

Para muchos de los organismos modelo estudiados, la glucosa es la fuente de carbono
que permite el crecimiento mas rapido y es, por lo general, el primer nutriente
consumido en presencia de una mezcla de ellos (Monod, 1949).

2.1.1. REDES METABOLICAS

Los set de reacciones, o vias metabdlicas, forman y funcionan como una red a través
de las cuales los distintos metabolitos reaccionan de manera sucesiva hasta
transformarse componentes de biomasa, aceptores finales de electrones u otros
productos. Las reacciones que componen esta red son mediadas por enzimas, que
son a su vez reguladas por metabolitos de la misma u otras vias, logrando un grado
de interconexion entre los metabolitos que alcanza varias dimensiones. A las
interconexiones formadas por los metabolitos de un organismo se les denomina redes
metabdlicas. Las redes metabdlicas se construyen a partir del estudio del genoma de
los organismos, identificando las enzimas que catalizan las reacciones de la red.
Existen bases de datos en las que esta informacién se organiza de manera de construir
redes que den cuenta de la mayor parte de las vias metabdlicas de los diferentes

organismos.
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En particular, las redes metabdlicas de S. cerevisiae han sido ampliamente estudiadas
y documentadas (KEGG, 2016).

2.1.2. SOBREFLUJO METABOLICO

Se ha encontrado que la produccién de algunos metabolitos como etanol o acetato
bajo condiciones aerobias se atribuye a un desbalance entre los flujos de carbono
proveniente de glucosa en la glicdlisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos, lo que
conduce a una acumulacion de acetil coenzima A, la cual se transforma en acetato o
en algunos otros casos en etanol, que se transporta hacia afuera de la célula. Este
fendbmeno de produccion de acetato o etanol es conocido como sobreflujo metabdlico
(Lara, 2011). Para evitar el sobreflujo metabdlico, debe mantenerse una tasa de
consumo de glucosa menor al valor umbral que dispara el sobrefluo metabdlico
(Eiteman et al., 2006).

2.2. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae es la especie de levaduras utilizada por excelencia a nivel industrial
debido a que es un microorganismo de facil manipulacion y recuperacién, no es
exigente en cuanto a su cultivo, no presenta alto costo, tolera altas concentraciones
de etanol, en la fermentacion produce bajos niveles de subproductos y es capaz de

utilizar altas concentraciones de azlicar (menor a 200 gL™1) (Carballo, 2000).

2.2.1. CARACTERISTICAS PRINCIPALES

Reino: Fungi — Mycetae

Division: Amastigomycota — Eumycota
Subdivisién: Ascomycotina

Clase: Asmomycetes — Hemiascomycetae
Subfamilia: Saccharomycetoidea

Género: Saccharomyces

vVvvVvyVvvVyyvyy

Especie: cerevisiae

Figura 2. Levadura Saccharomyces cerevisiae
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2.2.2. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

2.2.2.1. Carbono

Los compuestos carbonados son utilizados a la vez como fuente de energia y como
fuente de carbono por Saccharomyces cerevisiae, necesita D-azlcares como
hexosas, glucosa, fructuosa, manosa, etc., los L-azlcares pueden ser considerados

no fermentables por esta levadura (Tuite & Oliver, 1991).

2.2.2.2. Nitrégeno

Este elemento es un constituyente importante en los medios de cultivos para promover
el crecimiento ya que representa alrededor del 10% de peso seco de las levaduras. S.
cerevisiae es capaz de utilizar el nitrdgeno en forma de ion amonio. Los iones amonio
pueden ser aportados en el medio por el Cloruro de Amonio que provee ademas una
fuente de azufre asimilable ((NH4)2SOa4). Otra fuente de nitrégeno son los aminoacidos,
los dipéptidos, tripéptidos y la urea en asociacion con biotina y las bases puricas y
pirimidicas (Carballo, 2000).

2.2.2.3. Fésforo

Es esencial para el crecimiento, regula la sintesis de los lipidos y los carbohidratos y
mantiene la integridad de la pared celular. El fésforo es asimilado por la célula en forma
de iones ortofosfato (PO4’), formado por fosforo y oxigeno. Las fuentes de fésforo en
el medio de cultivo estan constituidas por el dihidrogenofosfato (KH2POa4) o por el
hidrégenofosfato disédico (NA2HPO4) en una concentracién de 0.6 mMg?! de células

para una fermentacion 6ptima (Carballo, 2000).

2.2.2.4. Azufre

Constituye el 0.4 % del peso seco de las levaduras. La fuente de azufre mas utilizada
por Saccharomyces cerevisiae es el sulfato de amonio, el sulfito y el tiosulfato; la
metionina puede ser utilizada como fuente Unica de azufre y permite un crecimiento

mas rapido que los iones sulfatos (Carballo, 2000).
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2.2.2.5. Elementos traza
En [0.1-1 mM] de macronutrientes: K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn, CI. (Carballo, 2000).

2.2.2.5.1. Potasio

A pH acidos estimula la fermentacion y la respiracion, actia como efector de
numerosas enzimas: piruvatoquinasas, aldolasa, aldehido deshidrogenasa y
permeasa e interviene en la estructura de los ARN. Las fuentes de potasio son el

cloruro potasico y los fosfatos mono y di potasico (Carballo, 2000).

2.2.2.5.2. Magnesio

Es utilizado como activador de las enzimas glicoliticas, estimula la sintesis de acidos
grasos, regula las ATPasas de las membranas y participa con el potasio en la
introduccién del fosfato. EI magnesio es obtenido en los medios de cultivo en forma de

sulfato o de Cloruro de Magnesio (Carballo, 2000).

2.2.2.6. Microelementos
Co, B, Cd, Cr, Cu, |, Mo, Ni, Va, en [0.1 — 100 uM] (Carballo, 2000).

2.2.2.7. Inhibidores

Los inhibidores como Hg, Ag, Ar, Ba, Li, Ni, Os, Pb, pueden afectar el crecimiento de

la lavadura cuando se encuentran en [> 100uM] (Tuite & Oliver, 1991).

2.2.2.8. Otros compuestos

Existen otros compuestos como el inositol el cual juega un papel importante en la
sintesis de lipidos de membranas; el pantotenato es un factor de crecimiento para
Saccharomyces y debe adicionarse al medio de cultivo en forma de Pantotenato de
Calcio a una concentracion de alrededor de 6.25 mgL-2. La vitamina B6 o piridoxina la
cual es transformada en Fosfato de Piridoxial y en piridoxamina, que actian como
coenzimas implicadas en la desaminacién y descarboxilacion de los aminoacidos. La
tiamina (vitamina B1) tiene un papel en el metabolismo respiratorio, el metabolismo de

los lipidos, la glucolisis y la fermentacién alcohdlica.
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Las necesidades para S. cerevisiae son alrededor de 5 mgLt en Tiamina-HCI. La
biotina es un factor de crecimiento para levaduras, esta implicada en numerosas
reacciones anabdlicas como la carboxilacién del piruvato, sintesis de las bases puricas
y pirimidicas, de los nucledétidos y de los &cidos nucleicos, sintesis de las proteinas, de
los polisacaridos y de los acidos grasos. Las necesidades de biotina son del orden de
1 mgL-! para S. cerevisiae. Las otras vitaminas, acido félico, acido p-amino benzoico

y riboflavina son normalmente sintetizadas por las levaduras (Carballo, 2000).

2.2.3. APLICACIONES INDUSTRIALES

S. cerevisiae es la especie de levaduras utilizada por excelencia a nivel industrial en
el proceso de panificacion, elaboraciéon de bebidas fermentadas (vino, cerveza, licores,
sake, etc.) y en la produccién de etanol; ademas de ser utilizada en la elaboracion de

complementos nutricionales, saborizantes, vitaminas, extractos, etc. (Damas, 2010).

2.2.3.1. Bioetanol

Una de las principales aplicaciones del uso de S. cereviseae es en la obtencion de
etanol el cual es producido por la fermentacién de los azlicares presentes en biomasas
vegetales. Segun el tipo de carbohidrato que contengan, las materias primas pueden
ser se dividen biomasas ricas en sacarosa, almidon o celulosa. Los cultivos ricos en
sacarosa mas utilizados son la remolacha (Europa) y la cafia de azlicar (Brasil). Entre
los cultivos ricos en almidén, el mas comun es el maiz (sobre todo en EEUU) (Balat,
2011). Se estima que el uso de biomasa lignocelulésica podra concretarse en 7-10
afnos, por lo que el bioetanol proveniente de esta fuente se considera un biocarburante
de segunda generacion lo que incluye el aprovechamiento de residuos agroindustriales
(Aimaretti et al., 2012; Martinez-Alcalad, 2012; Sakar et al., 2012; Tayeh et al., 2014;
Dominguez et al., 2015).

El proceso de obtencion de bioetanol puede llevarse a cabo por diferentes sustratos.
Cuando se recurra a las biomasas ricas en sacarosa (cafia de azlcar, melaza, jugo de

frutas), la fermentacion se lleva a cabo de manera directa.
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Si se emplean materias primas ricas en almidén (maiz, trigo, cebada, sorgo), se debe
llevar un proceso de licuefaccion y sacarificacion que dard lugar a los azucares
fermentables. Si la materia prima empleada son compuestos celulésicos (madera,
bagazo de cafia) se debe llevar a cabo un proceso de hidrélisis previo a la etapa de
fermentacion. En la Figura 3 se presenta un diagrama del proceso de obtencién de
bioetanol, partiendo de las materias primas mencionados anteriormente.
Normalmente, el proceso involucra tres etapas: i) los sustratos poliméricos son
descompuestos a monosacaridos, ii) involucra la fermentacion microbiana (por
bacterias o levaduras) para convertir los azlcares a alcoholes v iii) el alcohol el cual

es recuperado por destilacién, es purificado en pasos subsecuentes.

MAIZ
TRIGO

SORGO » ALMIDONES
CEBADA
PATATA l
MOLIENDA
LICUEFACCION
CELULOSA » HIDROLISIS
COCCION
, I
MADERA SEPARACION L/S SACARIFICACION
DESPERDICIOS
FORESTALES . y
RESIDUOS
AGRICOLAS y v
HIDROLISIS » FERMENTACION » DESTILACION

h

CANA DE AZUCAR
MELAZA » AZUCAR
FRUTAS TROPICALES

Figura 3. Proceso de obtencién de bioetanol a partir de diferentes sustratos.
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2.2.4. FACTORES LIMITANTES EN SU PROCESO DE FERMENTACION

2.2.4.1. Concentracion de alcohol.

No todas las levaduras presentan la misma sensibilidad a etanol. Las mas resistentes
son las especies de Saccharomyces sp. que se presentan en los procesos de
fermentacion alcohodlica para elaboracion de bebidas o la produccion industrial de
etanol. Segun las cepas y el estado fisiologico del cultivo, el etanol es tdéxico en
concentraciones de 8% (p/v) al 18% (p/v). La tolerancia al etanol depende de la
composicion en &cidos grasos de las membranas citoplasmaticas. Las células
cultivadas en presencia de acido linoleico toleran mejor el etanol afiadido al medio que

las células en presencia del acido oleico (Carballo, 2000).

El etanol intracelular es mas toxico para las células que el etanol extracelular. La
viabilidad de los cultivos puede incrementar por la eficiencia de la excrecion del etanol,
debido a esto, hay una influencia de la presién osmotica: cuando la presion osmotica
aumenta en el medio, la secreciéon del etanol se disminuye considerablemente. En un
medio que contiene 30 % (p/v) de sorbitol y 10 % (p/v) de sacarosa, no hay
practicamente ninguna secrecion del etanol durante 24 horas mientras que en un
medio con presién osmotica baja, el etanol difunde rapidamente. Es asi que, la presion
osmotica elevada de los medios representa un problema importante en la fermentacion
alcohdlica, que debe ser tenido en cuenta en el procedimiento (Carballo, 2000).

En conclusién la tolerancia al alcohol depende de la habilidad de la célula para exportar
el etanol del interior al medio externo, un proceso que depende de la composicion de
la membrana y de la fluidez de la misma. La célula modifica la composicion en acidos
grasos de la membrana para minimizar los efectos de la fluidez que produce el etanol,
de la misma manera la adaptacién de las levaduras al etanol también obedece a una
modificacion de la composicion lipidica de las membranas debido basicamente a un
enriquecimiento de las mismas en esteroles y acido grasos de cadena larga, de esta
manera para las levaduras poder adaptarse a altas concentraciones de alcohol debe
existir un aumento del contenido de &cidos grasos insaturados con respecto a los
saturados y un aumento en lalongitud de las cadenas carbonadas de los acidos grasos
(Tomasso, 2004).
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2.2.4.2. pH
El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentacion debidoa que las levaduras
se ven afectadas por el ambiente en el cual se desarrollan es decir alcalino o acido.

Las levaduras tienen rango éptimo de pH que va desde 3.5 hasta 5.5.

En el proceso de fermentacion, el pH tiende a disminuir debido a la produccion de
acidos, formados al tomar los nitrégenos de los aminoacidos perdiendo su caracter
anfétero. En los procesos industriales, se hace uso de soluciones tampén para

mantener niveles optimos de acidez (Rios et al 2005).

2.2.4.3. Concentracion de Azlcares.

Las concentraciones altas de azlcares afectan los procesos de osmosis dentro de la
membrana celular, el rango éptimo de concentracion de azlcar es de 10 a 18%, puesto
gue a concentraciones de 22% las levaduras empiezan a tener problemas en su

proceso de respiraciéon celular (Rios et al 2005).

2.2.4.4. Temperatura.

Las levaduras son microorganismo mesdéfilos, por lo tanto su temperatura no puede
sobrepasar los 50 °C, puesto que a esta temperatura 0 temperaturas superiores se
produce su muerte. Por lo tanto debido a que la fermentacion es un proceso
exotérmico, se debe mantener en el mismo un control de temperatura para mantener

la temperatura en su valor optimo que es de 30 °C (Tuite et al, 1991).

2.2.4.5. Oxigeno

El metabolismo de la levadura durante la fermentacién depende del oxigeno disuelto
en el medio, que es rapidamente consumido. Su disminucion provoca una inhibicién
en la biosintesis de &cidos grasos y esteroles, disminuyéndose asi la biomasa
producida y la glicélisis (Alexandre et al., 1995).
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Figura 4. Principales factores de influencia sobre levaduras silvestres (Bai et al., 2008)

2.2.5. METABOLISMO CELULAR DE Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae es un microorganismo que puede llevar a cabo un metabolismo
respiratorio o fermentativo (Noor et al., 2003). Este microorganismo convierte la
glucosa a etanol a través de la ruta de la glicolisis. (Figura 5). La glicolisis es una via
ubicua para el catabolismo de los monosacéaridos. Por cada molécula de hexosa que
se convierte a piruvato, hay una produccion neta de dos moléculas de ATP a partir de
ADP + Piy dos moléculas de NAD+ se reducen a NADH. La glicolisis se puede dividir
en dos etapas: una de hexosas, enla cual el ATP es consumido, y una etapa de triosas,

en la cual se obtiene una ganancia neta de ATP.

En la fermentacién alcohdlica la produccion de etanol el acetaldehido es
descarboxilado a etanol por la enzima alcohol deshidrogenasa, con liberacién de
NAD+ proveniente de la etapa de la glucolisis. El etanol y CO2 son productos finales

de la fermentacién alcohdlica y su ecuacion general es la siguiente:

Glucosa + 2ADP + 2Pi — 2 Etanol+ 2C0, + 2ATP + 2H,0
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La conversion de glucosa en etanol y CO2 produce 2 moles de ATP por mol de glucosa
transformada (Pfeiffer et al., 2014).

D-glucosa 6-fostato
T Glucosa-6-fostato isomerasa
D-fructuosa 6-fostato
fosfofructolanasa l T Fructosa bifosfatasa

D-fructuosa 1,6-bifostato

ETANOL T
Fosfoenolpiruvato <
Alcohol Alcohol
deshidrogenasa 2 deshidrogenasa 1 Piruvato gquinasa
\4
Acetaldehido Piruvato
d :‘-‘ddehido Piruvato deshidrogenasa
L v Acetato-CoA ligasa
Acetato e Acetil CoA
Citrato

Oxaloacetato

Ciclo de Acidos
Tricarboxilicos

Figura 5. Ruta metabdlica de la glicdlisis en S. cerevisiae (Barnett et al., 2005 modificado)

2.2.6. EFECTOS METABOLICOS

En su metabolismo, S. cerevisiae presenta dos efectos metabdlicos principales. Por
un lado se encuentra el efecto Pasteur, el cual es el responsable de regular el
metabolismo de S. cerevisiae hacia un proceso respiratorio o fermentativo
dependiendo si hay presencia o no de oxigeno (Pasteur, 1861). Por muchos afios, el
efecto Pasteur tuvo gran importancia debido a que segun ciertas condiciones
ambientales permitia orientar un proceso hacia un proceso respiratorio para la
generacion de biomasa (condiciones aerdbicas) o hacia fermentacion alcohdlica

(condiciones anaerobias).
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Sin embargo, poco tiempo después se descubri6 que cuando S. cerevisiae se
encontraba en fase de crecimiento exponencial, en presencia de altas concentraciones
de glucosa, el efecto Pasteur no tenia oportunidad de trabajar porque a estas
condiciones la degradacion de glucosa procedia solamente via fermentativa (Deken,
1966). A este fendbmeno se le conoce como “contra-efecto Pasteur” o “Efecto
Crabtree”.

2.2.6.1. Efecto Pasteur

En condiciones aerobias aumenta la biomasa y se produce poco alcohol, pero en
anaerobiosis el crecimiento celular es lento y la produccidon de etanol es alta. Por esta
razon, la oxidacion completa de la fuente de carbono a CO2 y H20 presenta una
produccion celular 6ptima, donde el oxigeno es el aceptor final de electrones en la
fosforilacion oxidativa durante la respiracion. Es asi, que en concentraciones altas de
oxigeno disuelto la fermentacién de azlcar a etanol es inhibida. Esta situacion fue

observada por Pasteur en 1861, y se denomina efecto Pasteur.

En el efecto Pasteur, la velocidad de consumo de glucosa es mucho mayor en
condiciones anaerobias que en condiciones aerobias (Pasteur, 1861). Como se
mencion6 anteriormente, el efecto Pasteur es un indicativo del metabolismo de muchos

microorganismos hacia un proceso respiratorio o fermentativo (Figura 6).

Sin embargo, en S. cerevisiae no es del todo estricto, debido a que esta levadura se
considera del tipo respirofermentativo porque tiene la capacidad de adaptarse a
ambientes en ausencia o0 presencia de oxigeno para la generaciéon de biomasa y

produccion de etanol (Barnett et al., 2005).
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D-glucosa

/ glicolisis

piruvato

piruvato descarboxilasa

acetaldehido + CO, acetil CoA

alcohol deshidrogenasa

Ciclo de los acidos
etanol tricarboxilicos

Figura 6. Rutas metabdlicas anaerobias y aerobias del catabolismo de azlcar en levaduras.
(Barnett et al., 2005)

2.2.6.2. Efecto Crabtree

Mientras que la capacidad de degradar los azlcares a través de la fermentacion
permite a las levaduras adaptarse a ambientes andxicos, el uso de la fermentacién no
se limita a tales condiciones. Algunas especies de levadura como S. cerevisiae llevan
a cabo procesos de fermentacion incluso en presencia de oxigeno, cuando las
concentraciones de glucosa son suficientemente altas. El proceso de fermentacion en
presencia de oxigeno y a altas concentraciones de glucosa se conoce como efecto
Crabtree (Crabtree, 1929). El efecto Crabtree es también conocido como un “efecto
glucosa”, fue descubierto en 1929 por Herbert Crabtree; en este efecto la mayor parte
del piruvato formado en la glicdlisis es convertido a etanol, en lugar de ser utilizado en
el ciclo de los acidos tricarboxilicos, esto se da porque las enzimas respiratorias como
la piruvato deshidrogenasa son reprimidas y el flup metabdlico se dirige hacia la
produccion de etanol (Figura 7). Se incluyen enzimas respiratorias, enzimas del ciclo

glioxilato, enzimas gluconeogénicas y muchas otras.
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Dentro del grupo de las levaduras denominadas Crabtree positivas, se encuentra S.
cerevisiae, la cual, lleva a cabo un proceso fermentativo aln en presencia de oxigeno
pero con muy bajo rendimiento de ATP en comparacion con la respiracion
(2 ATP vs 18 ATP por glucosa) (Pfeiffer etal., 2014)

hexoquinasa
D-glucosa » D-glucosa 6-fostato

l Glucosa-6-fostato isomerasa
D-fructuosa 6-fostato

fosfofructolanasa * Fructosa bifosfatasa

D-fructuosa 1,6-bifostato
ETANOL l

Alcohol Alcohol
deshidrogenasa 2 deshidrogenasa 1 Fosfoenolpiruvato «—

i . Piruvato quinasa
Piruvato descarboxilasa

Acetaldehido < Piruvato
Aldehido . q q
i * Acetato-CoA ligasa * Piruvato deshidrogenasa x
Acetato * »  Acetil CoA

Citrh

Oxaloacetato

Ciclo de Acidos
Tricarboxilicos

Figura 7. Enzimas reprimidas por glucosa en la ruta metabdlica de la glicélisis en S. cerevisiae
(Efecto Crabtree)

En la Tabla 1, se muestra el comportamiento del metabolismo de S. cerevisiae a
diferentes condiciones ambientales y nutricionales, observandose la diferencia entre
el efecto Pasteur y el efecto Crabtree.
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Tabla 1. Caracteristicas metabdlicas de S. cerevisiae a diferentes condiciones.

BAJA CONCENTRACION DE GLUCOSA ALTA CONCENTRACION DE GLUCOSA

Bajo Yurp Bajo Yarp
BAJO NIVEL DE . Proceso ;
Bajo Y, fermentativo Bajo Y,
OXIGENO DISUELTO (Pasteur)
Alto Yetanol Alto Yetanol
Alto Y,p Alto Yyrp
ALTO NIVEL DE ’
Alto Y, Bajo Y,
OXIGENO DISUELTO ]
Bajo Yetanor Alto Yetanol
Proceso respiratorio Proceso
(Pasteur) respirofermentativo

(Crabtree)

2.2.7. CAMBIO POST-DIAUXICO

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto que ha sido
ampliamente estudiado dada su importancia en la industria panadera y vitivinicola, asi
como por su capacidad de producir etanol. Este microorganismo muestra 5 fases de
crecimiento bien definidas cuando es cultivado en medios liquidos con glucosa como
fuente de carbono: la fase lag, la fase logaritmica, el cambio diauxico, la fase
postdiduxica y la fase estacionaria. La fase lag es un periodo de adaptacion en el
cual la célula se prepara para dividirse. Durante la fase logaritmica las células alcanzan
su maxima velocidad de duplicacién y llevan a cabo un metabolismo fermentativo del
gue se produce etanol. Aldisminuir la concentracion de glucosa, las células atraviesan
por el cambio diduxico, un periodo breve de tiempo en el cual no hay division, y la
célula cambia de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio. En la fase
postdiauxica las células usan como fuente de carbono el etanol producido durante la
fase logaritmica e incrementan su resistencia al estrés gradualmente (Figura 8); en
tanto que la fase estacionaria se presenta cuando los nutrientes del medio se han
agotado y no hay division celular. En esta fase, las células acumulan carbohidratos de
reserva como trehalosa y glucégeno, alcanzan el maximo nivel de resistencia a estrés
y su pared celular se vuelve mas gruesa y resistente a la digestion por liticasa (\Werner
et al., 1993).
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En la Tabla 3 se muestran parametros cinéticos durante el crecimiento postdialxico

de S. cerevisiae.
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— iomasa
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o.? 1 1 | O
0 4 8 12 16 20
Tiempo (horas)

Figura 8. Fase postdialuxica de S. cerevisiae en un cultivo aerobio operado en lote
(Von Meyerburg, 1968)

Tabla 2. Parametros cinéticos de S. cerevisiae en cambio dialxico de procesos fermentativos
(Von Meyerburg, 1968)

PARAMETRO / PROCESO CONSUMO GLUCOSA CONSUMO ETANOL
Hmax [h] 0.45 0.20
Ys) [9x/9g] 0.5 0.65

2.3. MODELADO MATEMATICO

La modelacién matematica de procesos es una herramienta de gran utilidad para el
ingeniero ya que le permite conocer, entender e interpretar el mundo fisico en el
proceso de toma de decisiones (Villamazar, 2010; Gomez, 2008). Los avances de la
computacion han permitido el desarrollo de modelos matematicos cada vez mas
detallados y precisos que luego se utilizan en el disefio, escalado, optimizacién y
control de procesos de una forma rapida y econdémica, al reducir los costos por la

eliminacién de parte del trabajo experimental en la industria (Rivera, 2006).
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Un modelo matematico de un proceso se define como un conjunto de ecuaciones
matematicas que expresan las caracteristicas esenciales de un fenbmeno o proceso.
Estos modelos se caracterizan por su universalidad, empleo de lenguaje preciso y
facilidad de manipulacion analitica e implementaciéon computacional. Todo modelo
posee estructura y parametros; la primera se refiere a la descripcion cualitativa del
proceso mediante ciertas ecuaciones y los pardmetros son valores constantes que

modifican la estructura (Ruiz, 2010).

2.3.1. VISION GENERAL EN BIOPROCESOS
En un reactor biologico se llevan a cabo una serie de procesos, los cuales en su
interaccion determinan el comportamiento de la fermentacion. Tales procesos pueden
dividirse en dos clases (Galindez, 1994):

- Procesos de transferencia (Transporte)

- Procesos de transformacion (Conversion)

Ambos estdn descritos mediante ecuaciones de velocidad, de transporte o de
conversién, respectivamente. Los procesos de transporte se describen mediante
ecuaciones que contienen términos de concentracion (para transporte a través de los
limites de un sistema homogéneo) o bien de gradientes de concentracion (para
transporte en el interior de un sistema homogéneo). Los procesos de conversion de
nutrientes a masa celular, energia y otros productos de reaccion, se efectian por el
metabolismo microbiano y son descritos mediante ecuaciones cinéticas.
Generalmente los procesos de transferencia y conversion se combinan en las
ecuaciones de balance de masa o de energia y tienen la forma general:

Transferencia + Conversion = Acumulacion

2.3.2. MODELADO DE BIOPROCESOS

Una poderosa herramienta para el andlisis cinético de procesos, para el disefio de
reactores biolégicos y en general para el disefio y la evaluacion de bioprocesos lo
constituye la simulacion del comportamiento microbiano dentro de un sistema de

reaccion.
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La prediccién de eventos, basados en el uso de modelos matematicos, se esta
convirtiendo rapidamente en un importante componente del método cientifico que
permite analizar el comportamiento de un fendmeno bajo diversas perspectivas y
condiciones experimentales. La simulacion de bioprocesos, basada en modelos
matematicos, permite ahondar en la comprension de fenbmenos complejos poniendo
a prueba las hipdtesis formuladas y visualizando las trayectorias descritas
matematicamente por el modelo bajo condiciones extremas, 0 incluso
experimentalmente impracticables con resultados a menudo sorprendentes. Mediante
la simulacion de bioprocesos, basada en modelos biocinéticos, es factible reducir
marcadamente la duracion y el costo de la investigacion para el desarrollo de un

proceso bioldgico.

2.3.2.1. Descripcion y aplicaciéon de modelos
Las diversas clases de modelos matematicos existentes pueden agruparse en pares
contrastantes (Figura 9) (Galindez, 1994). Sin embargo, un modelo puede pertenecer

a mas de una clase.

Descriptivo Predictivo
Estructurado No estructurado
Deterministico Estocastico
Continuo Discreto
Distribuido Segregado

Figura 9. Clases de modelos matematicos

2.3.2.1.1. Modelos descriptivos y predictivos

Un modelo descriptivo es un sistema que solo da informacion del comportamiento
dentro de los limites experimentales bajo los cuales fue obtenido y no hay garantia que
el modelo sea valido en condiciones diferentes a las experimentales. Por otra parte,
un modelo predictivo permite su utilizacion bajo condiciones distintas a las

experimentales (extrapolacion).
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Usualmente este tipo de modelo considera algunos mecanismos de funcionamiento

del microorganismo y sus constantes poseen significado fisico o biolégico.

2.3.2.1.2. Modelos estructurados y no estructurados

Los modelos no estructurados no toman en consideracion la estructura interna de la
célula, en tanto que los estructurados o compartimentalizados si lo hacen. Dado que
una poblacion celular cambia su composicion macromolecular (RNA, DNA, proteinas,
materiales de reserva, enzimas, etc.,) COmo una respuesta a cambios ambientales, es
de esperarse que un modelo no estructurado presente fallas al tratar de describir un
proceso fermentativo transitorio en el que las condiciones ambientales se modifican en
el tiempo, y con ello la velocidad de sintesis y la concentracion de los diversos
componentes que constituyen la biomasa. Dada la complejidad estructural de una
célula, no es posible definirla sino superficialmente, por lo que es comun considerar en

el modelo solo un nimero relativamente pequefio de componentes clave.

2.3.2.1.3. Modelos distribuidos y segregados

En biologia, las células han de considerarse como unidades discretas. Sin embargo,
en un gran nimero de modelos tal naturaleza discreta no es tomada en consideracién
y una poblacién celular en un cultivo es considerada como homogénea. Un modelo
segregado considera al nimero de células como una variable que describe a la

cantidad de biomasa, en tanto que uno distribuido maneja términos de concentracion

celular como si estas células se encontrasen disueltas en el medio de cultivo.

2.3.2.1.4. Modelos deterministicos y estocasticos

La gran mayoria de modelos utilizados en biologia son deterministicos. Tales
modelos son aplicables cuando se manejan poblaciones con un gran nimero de
individuos. Si se trabaja con poblaciones pequefias, las diferencias entre organismos
pueden tener tal influencia en el comportamiento general de la poblacion que se
requiere recurrir a términos probabilisticos para describir su variacion. En este caso se

estaria manejando un modelo estocastico.
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2.3.2.1.5. Modelos continuos y discretos

En los modelos continuos, las variables cambian continuamente con el tiempo.
Aunque muchos sistemas biol6gicos son discretos, al manejarse una gran cantidad
de individuos en una poblacion ocurre una dispersion de eventos en el tiempo, por
ejemplo la multiplicacién celular, lo que permite considerar al fenbmeno como si

ocurriese de manera continua.

Muchos de los modelos disefiados en biotecnologia han sido basados en la hipétesis
de la ruta bioguimica. La mayoria de estos enfoques utilizan ecuaciones diferenciales
ordinarias (Figura 10) para representar la dinAmica a nivel intracelular y extracelular,

modelando las posibles reacciones bioquimicas mediante balances de masa.

Sistemas Sistemas Sistemas Sistemas
Sistemas Sistemas | -
Mecanicos
|
Especulacion  Prediccion Analisis Control Disefio
EA EA EDO EDP EDO
EDO: Ecuaciones Diferenciales Ordinarias
. EDP: Ecuaciones en Derivadas Parciales
EA: Ecuaciones Algebraicas
Caja negra Caja blanca

Figura 10. Eleccion de modelo matematico (Lopez, 2013)

El proceso de para el desarrollo de modelos metabdlicos parte de datos
experimentales, con los cuales se desarrolla una estructura matemética, la cual,
mediante simulaciones lleva a cabo un proceso de ajuste de datos tedricos arrojados

por el modelo simulado, con respecto a los datos experimentales (Figura 11).
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Simulacion
MODELO
Analisis de cinética Datos
experimentales
Analisis estequimétrico
Anadlisis metabdlico
Actualizacion y
validacion del modelo

Figura 11. Proceso para el desarrollo de modelos metabdlicos (Borodina & Nielsen, 2005)

2.3.3. MODELOS MATEMATICOS DE LA PRODUCCION DE ETANOL POR S. cerevisiae

Hoy en dia es comun encontrar modelos matematicos desarrollados para describir
procesos de fermentacion por S. cerevisiae (Tabla 4). La mayoria de los modelos
involucran entradas y salidas del sistema de fermentacion en diferentes modos de
operacién, y son pocos los que involucran el desarrollo de modelos estructurados
(Kesten etal., 2015). Por ejemplo, en el modelo de Caro y col. (1991) se desarrollaron
dos ecuaciones diferenciales para describir la dinamica de producciéon de etanol y el
consumo del mosto como Unica fuente de carbono. A diferencia de este, en el modelo
de Cramer y col. (2002), se desarrollaron cuatro ecuaciones diferenciales para
describir la dinAmica de biomasa, etanol, fuente de carbono y fuente de nitrégeno, ellos
observaron que una vez que se alcanza la maxima concentracién de células viables,
la prediccién del modelo pasa a través de los datos experimentales, pero no se logra
exhibir el comportamiento general del sistema.

Por otro lado, Sainz y col. (2003), desarrollaron un modelo con cinco ecuaciones
diferenciales para describir la dinAmica de biomasa, etanol, fuente de carbono, fuente
de nitrdgeno Yy glicerol; los resultados experimentales comparados con las
simulaciones desarrolladas en base al modelo construido tienen una diferencia del 3%
y 14% en los rendimientos totales de produccién de etanol y glicerol respectivamente,

mejorando la prediccion del modelo con los ya reportados anteriormente.
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Finalmente, el modelo desarrollado por Kesten y col. (2015), abarca la ruta metabdlica
de la glicolisis y la ruta del ciclo de TCA, con un total de 49 reacciones, 42 metabolitos,
e involucra reacciones enzimaticas y de transporte. La diferencia entre este sistemay
los anteriores radica las consideraciones para establecer las ecuaciones diferenciales

utilizadas en el desarrollo de la estructura matematica propuesta.

Sin embargo, pese a la robustez que este tipo de modelos van desarrollando con el
paso del tiempo, no se ha logrado una explotacién en el desarrollo de modelos
matematicos que involucren aspectos “basicos” e importantes dentro del metabolismo
de S. cerevisiae como por ejemplo, el cambio dialxico presente durante uno de los
efectos metabolicos de esta levadura (Pasteur y Crabtree), los cuales se sabe tienen

un impacto considerable en la produccion de etanol.

Por lo anterior, la presente investigacion se basa en comparar dos procesos de
fermentacion tradicionales (aerobio y anaerobio) con un tercer proceso de
fermentacion que opere a condiciones necesarias para reproducir el efecto Crabtree.
Como se menciond anteriormente, una caracteristica importante de este fendbmeno
metabdlico, es que se presenta cuando existen altas concentraciones de azlcar. Se
sabe que los medios de cultivo en los que Saccharomyces cerevisiae puede crecer
presentan concentraciones de azlcar de [10 a 20 gL1]. Sin embargo ¢ qué sucedera a
concentraciones mayores a [20 gL™]?, ¢Son concentraciones suficientes como para
gue se presente el fendbmeno conocido como efecto Crabtree? Dado estas incognitas,
se plantea una estrategia experimental para evaluar este efecto bajo un umbral de
altas concentraciones de glucosa inicial, considerando como “altas concentraciones”
mayores a [20 gL], por lo que dicho umbral de concentraciones sera de [20 a
60 gL]. Datos que permitiran el desarrollo de una estructura matematica que sirva
como base para el analisis de este fenOmeno en concentraciones mayores a los
[60 gL1].
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Tabla 3. Modelos matematicos de S. cerevisiae en la obtencién de etanol.

SISTEMA MODELO OPERACION R2 | REFERENCIA
MNE:
Fermentacion alcohdlica de mosto ) CL NR Caro et al., 1991
2 ecuaciones
MNE: Keenneth et al.,
Crecimiento de la levadura ) CL, CC NR
2 ecuaciones 1999
o MNE: Pham et al.,
Crecimiento por pH-auxostat CL, CC NR
3 ecuaciones 1999
Fermentacion del vino con MNE: Cramer et al.,
o ) CL NR
limitacion de N2 4 ecuaciones 2002
MNE: Sainz et al.,
Metabolismo de la levadura ) CL NR
5 ecuaciones 2003
o ) MNE: Del Nobile et al.,
Crecimiento en Vino ) CL NR
4 ecuaciones 2003
Efectos de Nz asimilable y T en MNE: Malherbe et al.,
CL NR
fermentacion 4 ecuaciones 2004
) ) . o MNE:
Sistema Dispersion Polifasica ) CL 0.96 Jacques, 2004
2 ecuaciones
Sacarificacion y fermentacion MNE: - NR Kroumov et al.,
simultanea, cepa recombinante 3 ecuaciones 2006
] ] MNE: Arellano-Plaza
Fermentacién del tequila ) CL 0.98
3 ecuaciones et al., 2007
Efectos de T, pH y [S] en los MNE: Arrollo-Lépez et
) o ) CcC 0.81
pardmetros de crecimiento 3 ecuaciones al., 2009
Produccién de etanol a partir de o
_ ) ) MNE: Jiménez-Islas et
jugo de remolacha roja bajo ] CL 0.98
L L . 3 ecuaciones al 2014
condicion de estrés térmico y acido.
Metabolismo aerdbico durante ME: Kesten et al.,
CL NR
pulso de glucosa 49 ecuaciones 2015
Fermentacién a partir de jugo de o
MNE: Ariyajaroenwong
sorgo dulce en sistema CL, CC 0.98

inmovilizado

3 ecuaciones

et al., 2016

CL: Cultivo por lote, CL: Cultivo Continuo

MNE: Modelo no estructurado, ME: Modelo estructurado

NR: No reportado
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3. JUSTIFICACION

Actualmente existe una gran cantidad de procesos industriales enfocados en la
produccion de etanol con la levadura Saccharomyces cerevisiae. Existe incluso, una
gran cantidad de estrategias biotecnologicas desarrolladas para incrementar la
productividad de este metabolito (por ejemplo modificacion genética, mutagénesis,
evaluacion de diferentes sustratos, etc.), las cuales, la mayoria de las veces resultan
econdémicamente poco viables para desarrollarse en un proceso industrial. Por otra
parte, se ha dejado de lado la factibilidad que tiene el estudio y la aplicacion de los
efectos metabdlicos presentes en S. cerevisiae para la produccion de etanol; de los
cuales se ha encontrado que el efecto Crabtree es el que mayor impacto tiene para
incrementar la produccién de este metabolito dentro de un proceso. Sin embargo, a
pesar de ser un efecto metabdlico conocido por mas de una década, no se ha aplicado
como estrategia industrial para incrementar la produccién de etanol. Es por ello que
resultara interesante realizar una evaluacion a diferentes condiciones iniciales de
fuente de carbono que permitird tener un criterio mas amplio de este efecto en la

produccion de etanol.

4. HIPOTESIS

Los procesos de fermentacion con la levadura Saccharomyces cerevisiae que se
lleven a cabo bajo condiciones para inducir el efecto Crabtree tendran un

incremento en la produccién de etanol.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un andlisis tedrico y experimental del metabolismo de la levadura
Saccharomyces cerevisiae para encontrar las mejores condiciones de operacion en

las cuales se logre un incremento en la produccion de etanol.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Comparar la produccion de etanol en un proceso aerobio, anaerobio y un

proceso bajo condiciones del efecto Crabtree.

ii.  Analizar el comportamiento cinético que Saccharomyces cerevisiae tiene bajo
condiciones del efecto Crabtree dentro de un umbral de diferentes

concentraciones iniciales de fuente de carbono en un cultivo por lote.

iii. Desarrollar un modelo matematico de tres estados, que integre los datos
experimentales obtenidos y que comprenda el cambio postdiauxico presente

durante el efecto Crabtree.
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6. METODOLOGIA

6.1. METODOLOGIA GENERAL.

METODOLOGIA GENERAL

‘ Etapas ‘ Proceso
T
Comparacion de
procesos de fermentacion:
1. Aerobio
1 2. Anaerobio
3. Efecto Crabtree

Analisis experimental [
Seguimiento experimental de la dinamica de
biomasa, glucosa y etanol, a lo largo de la —
fermentacion en un biorreactor operado en lote, A"al'sﬁ’a?sld?ff:gztgamm
bajo diferentes condiciones de operacién. [So: 20, 40y 60 g/L]
(Experimentos por triplicado)

Andlisis estadistico
de los datos experimentales

Desarrollo de la

2 esfructura matematica
h 4
- |
Modelado matematico Ajuste Paramétrico
Desarrollo de una estructura matematica predictiva, por simulacion

que describa el cambio post-diauxico (consumo de ,
glucosa y de etanol) por S. cerevisiae. :

‘ Validacion del modelo ‘

‘ Evaluacion del modelo ‘

N | )

Figura 12. Metodologia general del proyecto de investigacion
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6.1.1. DESCRIPCION DE LA ETAPA 1: ANALISIS EXPERIMENTAL

6.1.1.1. Microorganismo

Se utilizd la levadura Saccharomyces cerevisiae CDBB790 obtenida de la Coleccion
de Cultivos Microbianos del CINVESTAV-IPN.

6.1.1.2. Preparacion del indculo

La preparaciéon del in6culo se realizé en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, conteniendo

250 mL de medio de cultivo YM (10 gL-! de glucosa, 3 gL de extracto de malta, 5 gL-

1 de peptona de caseina y 3 gL-! de extracto de levadura), a temperatura constante de

30 °C y con una velocidad de agitacion de 150 rpm durante 24 h. Después de las 24 h

el medio en fase de crecimiento exponencial fue inoculado a una concentracion del

10% v/v en el biorreactor con un volumen de operacion de 2.5 L de medio de cultivo

YM.

10 % Medio en
fase exponencial

250 ml de medio YM

Matraz Edenmeyer 500 ml

> T30°C; 150 rpm; 24 h Biorreactor 3 Litros

Figura 13. Desarrollo preparacion del in6culo

6.1.1.3. Comparacion de procesos de fermentacion

Las fermentaciones se llevaron a cabo por triplicado en un biorreactor STR marca

APPLIKON® de 3 L de capacidad total. Las condiciones de operacién para cada
fermentacion fueron (Figura 14):
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a. Fermentacion aerobia: aireacion al 70 %, temperatura de 30 £ 0.2 °C, pH de
5, 150 rpm y concentracion inicial de glucosa (So) de 10 gL 1.

b. Fermentacion anaerobia: aireacion al 0%, temperatura de 30 £ 0.2 °C, pH de
5,150 rpmy So=10gL™.

c. Fermentacion bajo el efecto Crabtree: aireacion al 100%, temperatura de
30+£0.2°C,pHde5ySo=60gLL.

Se tomaron muestras cada dos horas durante 48 hy en cada muestra se determiné

biomasa total, consumo de sustrato y produccion de etanol.

—

T:30+02°C
pH: 5
150-750 rpm
0-100 % DO

Controlador

Determinacion de
biomasa, sustrato
y etanol

< <
2.5 L de medio YM

Biorreactor 3 L

Figura 14. Esquema experimental de la comparacién de procesos fermentativos

6.1.1.4. Fermentaciones bajo condiciones del efecto Crabtree

Las condiciones de operacion con las cuales trabajo el biorreactor* fueron: temperatura
de 30 £ 0.2 °C, pH de 5, agitacion de 750 rpm para asegurar la saturacion de oxigeno
y concentraciones iniciales de glucosa de 10 (control), 20, 40 y 60 gL'1, se tomaron
muestras cada dos horas durante las primeras 48 h y posteriormente cada 12 h hasta
los 5 dias y en cada muestra se determind biomasa total, consumo de sustrato y

produccion de etanol. (Figura 15).
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°T: 30+ 0.2°C
pH: 5
750 rpm
100 % DO

| Toma de muestra

/

Controlador
-

-

Determinacién de
biomasa, sustrato

2.5 L de medio YM y etanol

Medio YM

Biorreactor 3 L

Figura 15. Esquema experimental de las fermentaciones a condiciones del efecto Crabtree

* Las caracteristicas generales del biorreactor marca APPLIKON®, se describen en el
apartado de ANEXOS (Seccion A)

6.1.1.5. Métodos de andlisis

6.1.1.5.1. Determinacion de peso seco

La determinacién de biomasa se llevd a cabo por el método de peso seco, para ello se
tomaron 5 mL de muestra, la cual fue centrifugada a 3000 rpm durante 5 min en una
centrifuga clinica marca SOLBAT, el paquete celular se re-suspendid, se lavd con 3
mL de agua destilada y se centrifugd nuevamente, esta operacion se realizd 2 veces
mas; posteriormente el paquete celular se filtrd6 en membranas de acetato de celulosa
MilliporeMR con 0.45um de diametro de poro puestas previamente a peso constante,

las membranas que contienen el paquete celular se dejaron secar por 24 h a 60°C.
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5 mL muestra ' Filtrar en membranas
' '  MilliporeMR (D: 0.45um)
Retirar T
Centrifugar sobrenadante Reon
5 min (SOMEnaENE SmLde 24h60°C
3000 rpm agua destilada

Figura 16. Esquema experimental de la determinacion de biomasa por peso seco

6.1.1.5.2. Determinacion de numero de células.

Se toma 1 mL de muestra, esta se lleva a 10 mL de volumen total con agua destilada.
De la dilucién previamente preparada, con una pipeta Pasteur se toma una pequefia
muestra la cual se coloca en la cAmara de Neubauer y se realiza el conteo celular en
la cuadricula central de la camara, el conteo se realiza de ambos pozos y se promedia.

Se utiliza un microscopio Optico de luz para realizar el conteo celular.

1 mL muestra

=t

t t
H 30 B o e

sraiigbnding

Figura 17. Esquema experimental de la determinacion de biomasa por conteo celular
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6.1.1.5.3. Densidad 6ptica
Se toman 3 mL de muestra, se coloca en las celdas de cuarzo y se lee en un
espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 470 nm para Saccharomyces. cerevisiae.

Como blanco se utiliza medio YM estéril.

Leera A =470 nm

Figura 18. Espectrofotometro utilizado para la determinacién de biomasa por densidad 6ptica

6.1.1.5.4. Determinacién de sustrato.
Para determinar los azlcares reductores residuales en las diferentes muestras
tomadas a lo largo de la fermentacién, se llevd a cabo la técnica del &cido 2,3-

dinitrosalicilico (DNS), también conocida como técnica de Miller (Miller, 1959).

El procedimiento consiste en tomar 2 mL de muestra, se centrifuga a 5000 rpm durante
5 min en una microcentrifuga, se separa el sobrenadante de la biomasa, se toma 1 mL
del sobrenadante y se coloca en un tubo de centrifuga de 15 mL, posteriormente se le

adiciona 1 mL del reactivo DNS.

Posteriormente los tubos de centrifuga se tapan y se calientan a ebullicion durante 5
min, pasados los 5 min, los tubos se enfrian rapidamente en un bafio de hielo por 5
min y se les adicionan 8 mL de agua destilada, finalmente se agitan con un vortex
(modelo G-560 Scientific, Inc.MR NY. EEUU) y se lee en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 540 nm. La lectura de densidad Optica se interpola en una curva

estandar previamente realizada para conocer la concentracion de glucosa de cada
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Centrifugar 5min ’{ Tomar 1 mL __, Adicionar

5000 rpm de sobrenadante " 1mLDNS

= Calentar a
2mL - .,
— ebullicion
de muestra = :
(5 min)

Medir Absorbancia eelefieae = b b il
_ destilada y dejar < rapidamente
ai= 540 nm - . .
reposar por 10 min en bario de hielo

Figura 19. Esquema experimental de la determinacién de sustrato por la técnica
de Miller (1959) modificada.

Otro método de determinacién para los azlcares es por la determinacion de °Brix
(NMX-F-436-SCFI-2011). Un grado Brix es un sistema de medicién especifico, el cual
representa el porcentaje en peso de azlcar pura en solucién. En muestras con alta
concentracién de azlcar, se deben diluir con agua vy la lectura refractométrica debe
multiplicarse por el factor de dilucion. El procedimiento general consiste en calibrar el
refractometro (Figura 20, a) con agua destilada, posteriormente se toma una gota de
la solucion y se coloca en el refractometro, se observa la escala del refractometro y se
anota la lectura indicada. La lectura indicada por el refractémetro es igual al °Brix de

la muestra.
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Figura 20. Refractémetro (a) y Cromatografo de gases (b).

6.1.1.5.5. Determinacion de etanol

El etanol contenido en las muestras se determind con un cromatografo de gases
(Figura 20, b) Perkin Elmer Autosystem, con una columna de etanol grado HPLC
Zebron FFAP-30m, marca 0-25 min, temperatura del detector de 250 °C, temperatura

del inyector de 30 °C, temperatura de la columna 60°C durante 9 min-10 °C /min 200
°C - 20 min.

6.1.1.6. Analisis estadistico

Cada fermentacion se realizo por triplicado, con estos datos experimentales, se calculd
la desviacion estdndar de cada punto, con la finalidad de saber el grado de
confiabilidad estadistica de los datos experimentales. Ademas se llevdo a cabo un
analisis de ANOVA y una prueba estadistica de Tukey para saber si existe 0 no un
impacto estadisticamente significativo en cada una de las fermentaciones bajo las
diferentes condiciones ambientales y nutricionales con las cueles se trabajo; tanto para
el estudio comparativo de los procesos de fermentacion, asi como para el analisis del

efecto Crabtree bajo un umbral de concentraciones iniciales de fuente de carbono.
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6.1.2. DESARROLLO DE LA ETAPA 2: MODELADO MATEMATICO

6.1.2.1. Desarrollo de la estructura matematica.

Para el desarrollo de las estructuras mateméticas candidatas a convertirse en el
modelo cinético deseado, se parte de considerar la ruta metabdlica fermentativa de
Saccharomyces cerevisiae reportada en literatura por Barnett y col. en 2005. A partir
de esta ruta se procede a realizar los balances de masa correspondientes a los
compuestos bioquimicos determinados experimentalmente (biomasa, sustrato y
producto), los cuales son representados como un conjunto de ecuaciones diferenciales
ordinarias. EI modelo propuesto es del tipo no estructurado fenomenoldgico, el cual
considera una velocidad de reaccion especifica de cada metabolito o compuesto

bioquimico determinado de manera experimental.

6.1.2.2. Simulacion

Una vez generado el sistema de ecuaciones, y con un conunto de datos
experimentales, se procede a realizar la caracterizacion paramétrica del mismo, que
corresponde a encontrar el valor de cada una de las constantes de ajuste, mediante la
técnica de regresion no lineal de Levenberg-Marquardt. Lo anterior se lleva a cabo con
simulaciones en el software ModelMaker® 3.0.3 de Cherwell Scientific©. Para
discriminar entre los diversos conjuntos de parametros generados se efectué un
andlisis de regresion global contra el conjunto de datos experimentales con el cual se

llevd a cabo el ajuste.

6.1.2.3. Validacién

Para llevar a cabo la validacion del modelo, se considera la version final del modelo
construido y se evalué su capacidad predictiva al realizarse analisis in silico bajo
condiciones diferentes a las utilizadas para desarrollar la identificacion paramétrica.
Estas condiciones corresponden a los otros dos juegos de datos obtenidos

experimentalmente.
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6.1.2.4. Evaluacion del modelo.

La evaluacion del modelo se llevé a cabo con un analisis comparativo de los resultados
predichos por el modelo cinético construido a partir de un analisis in silico a diferentes
condiciones iniciales [60, 90 y 180 gL1] contra datos experimentales reportados en

literatura por Arellano y col. (2007).

7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. ANALISIS EXPERIMENTAL

7.1.1. PRODUCCION DE ETANOL EN DIFERENTES PROCESOS DE FERMENTACION.

El desarrollo experimental realizado en esta etapa consistié en analizar la produccién
de etanol de tres procesos de fermentacion diferentes: proceso aerobio, anaerobio y

el proceso fermentativo a condiciones de operacion para inducir el efecto Crabtree. La
Figura 21 muestra la cinética de crecimiento. Se puede observar que en el proceso

aerobio se llega al estado estacionario a las 24 h de operacién, ocurre diferente para
el proceso anaerobio, en el cual se llega ala fase estacionaria a las 16 h de operacion.
Finalmente se observa que enla fermentacion a condiciones de operacion para inducir

el efecto Crabtree existe un incremento de biomasa después de las 48 h de operacion.

7

Biomasa [g/L]
l’.l

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (horas)

==+ Condiciones del efecto Crabtree =# Condicién aerobia —#— Condicion anaerobia

Figura 21. Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en diferentes procesos de fermentacion:

aerobio, anaerobio y a condiciones de operacion para inducir el efecto Crabtree.
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La Figura 22 muestra el comportamiento del consumo de sustrato en cada uno de los
procesos de fermentacion, observandose que el consumo de sustrato es mas rapido
en el proceso anaerobio, seguido del proceso aerobio y finalmente del proceso a
condiciones del efecto Crabtree, en donde a las 48 h de operacién se llega a un 80 %

de consumo de sustrato aproximadamente.

70
60
50
40

30

Sustrato[g/L]

20

10 l\q
0 X
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (horas)

=+ Condiciones del efecto Crabtree = Condicién aerobia =@ Condicién anaerobia

Figura 22. Cinética del consumo de sustrato por Saccharomyces cerevisiae en diferentes procesos de

fermentacion: aerobio, anaerobio y a condiciones de operacion para inducir el efecto Crabtree..

La siguiente figura (Figura 23) muestra la produccion de etanol a las 24 horas de
operacién en cada uno de los procesos de fermentacién, donde es notorio la capacidad
productora de etanol bajo condiciones del efecto Crabtree en comparacion a los

procesos de fermentacion tradicionales parala obtencion de este metabolito de interés.

Se muestra que la produccién de etanol en condiciones de operacion para inducir el

efecto Crabtree es de un 85 a 88 % mayor que en los procesos de fermentacion
aerobio y anaerobio.
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Con base en lo anterior se llevd a cabo un andlisis estadistico de ANOVA, en el cual
se obtiene un valor en elfactor p < 0.05 (5.96x10-2%) indicando que efectivamente existe
una diferencia estadisticamente significativa en al menos uno de los procesos de
fermentacion antes descritos. Con la prueba estadistica de Tukey se obtuvo un indice
de significancia a para el proceso llevado a cabo bajo condiciones el efecto Crabtree;
y un indice de significancia b para los procesos aerobioy anaerobio, lo cual indica que
para los procesos aerobio y anaerobio no existe una diferencia estadisticamente
significativa. Sin embargo, para el proceso bajo el efecto Crabtree si existe una

diferencia estadisticamente marcada en cuanto a la produccion de etanol.

35
a

—

w
o

N N
o (6]

Etanol [g/L]
=
6]

10

Crabtree Aerobia Anaerobia
TIPO DE FERMENTACION

Figura 23. Produccidn de etanol [g/L] a 24 horas de operacién bajo los diferentes procesos de
fermentacion: aerobio, anaerobio y a condiciones de operacién parainducir el efecto Crabtree (a: 0.05).

Cuando se trabajé a condiciones anaerobias, se alcanzé un crecimiento maximo de
25 gLt a las 24 h con una velocidad especifica de crecimiento (u) de
0.10 h'1; el consumo del sustrato fue del 100 % aproximadamente con una producciéon
maxima de etanol de 4.7 gL1. Por otro lado, a condiciones aerobias, se alcanzé un
crecimiento maximo de 3.2 gL* a las 24 h con una p de 0.12 h'l; el consumo del

sustrato fue del 97 % aprox. y con una producciéon maxima de etanol de 3.4 gL™L.
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Para la fermentaciéon en donde se lleva a cabo el efecto Crabtree, se alcanz6 un
crecimiento de 3.8 gL a las 24 h con una p de 0.13 h'1; el consumo del sustrato fue

del 80 % aprox., con una produccién maxima de etanol de 29.1 gL! (Tabla 4).

En literatura se ha encontrado que en procesos de fermentacion aerobios, la
producciéon maxima de etanol ha llegado a 12.8 gL-! a partir de una [So: 20 gL]
(Kappeli et al., 1986) y para procesos de fermentacion anaerobios, la produccion
maxima de etanol ha llegado a 4 gL a partir de una [So: 10 gL] (Dominguez et al.,
2015).

Tabla 4. Parametros experimentales obtenidos de cada proceso de fermentacion.

Parametros Unidades Aerobio Anaerobio Crabtree
Y(ws) [9x/gq] 0.37 0.25 0.12
Yiels) [ge/gd] 0.39 0.45 0.49

Px(24 h) [gx/Lh] 0.13 0.10 0.16
Pe(24 h) [ge/Lh] 0.14 0.20 1.21

De la Tabla 4, un punto importante a resaltar en los parametros experimentales es la
produccion de biomasay etanol que se tiene a las 24 horas de operacion; la produccion
de biomasa (Px) a condiciones del efecto Crabtree tiene el valor méas alto (0.16 gx/Lh),
lo mismo sucede en la produccion de etanol (Pe), el valor mas alto en un 500 %

(1.21 g etanol/ Lh) se tiene a condiciones del efecto Crabtree.

4.1.2. ANALISIS ADIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE FUENTE DE CARBONO DE LOS
PROCESOS DE FERMENTACION DONDE SE PRESENTA EL EFECTO CRABTREE

El desarrollo experimental realizado en esta etapa consistio en analizar la cinética de
crecimiento de S. cerevisiae, la cinética de consumo de sustrato y de produccion de
etanol en un intervalo de concentraciones iniciales de fuente de carbono [So: 20, 40,
60 gL1], con la finalidad de encontrar las mejores condiciones de operacion donde se

logra la mayor produccion de etanol dentro de este umbral de concentraciones.
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En los datos experimentales se observd que a una concentracion inicial de glucosa de
[20 gL1] se alcanzd un crecimiento maximo de 3.4 gL a las 24 h, con una velocidad
especifica de crecimiento (1) de 0.12 h' y una produccién maxima de etanol de
10.8 gL 1. Por otro lado, a una concentracion inicial de glucosa de [40 gL-!] se alcanzé
un crecimiento maximo de 3.6 gL' a las 24 horas, auna pde 0.12 h'ly una produccién
maxima de etanol de 16.5 gL 1. Finalmente, a una concentracion inicial de glucosa de
[60 gL] se obtuvo un crecimiento maximo de 3.8 gL' alas 24 h, una pde 0.13 h'ly

una produccién maxima de etanol de 29.1 gL

En la Figura 24, se observa que en cada una de las fermentaciones un
comportamiento muy similar. Posterior a 24 horas de operacion, en las fermentaciones
donde se trabaj6é a concentraciones iniciales de glucosa de [60 y 40 gL-!], se observa
gue la biomasa sigue en crecimiento. A diferencia de ello, en las fermentaciones a
bajas concentraciones iniciales de glucosa [20 y 10 gL1] se observa que posterior a
24 h, se llega a la fase estacionaria. Es importante resaltar que en cada una de las
fermentaciones realizadas se observd una fase lag muy corta, incluso nula para
algunos casos.

10

9

Biomasa[g/L]
(&)}

o

60 80 100 120 140
Tiempo (horas)

——1[60 g/L] [40g/L] =—+—[20g/L] =—*%—[10g/L]

Figura 24. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae a diferentes concentraciones iniciales de fuente de
carbono en medio YM, 30+ 0.2 °C, pH de 5, 750 rpm, DO 100%
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En la Figura 25 se observa un comportamiento similar. En la fermentacion a
[So: 10 gL-1] el consumo de sustrato al 100% se observa a las 32 h de operaciéon. Para
las fermentaciones cuyas concentraciones iniciales de glucosa superan los 10 gL el

consumo de sustrato total se presenta después de las 72 h de operacion.

70

Consumode sustrato [g/L]

Tiempo (horas))

—+—1[60 g/L] [40g/L] —+—[20g/L] =—*—[10g/L]

Figura 25. Cinética del consumo de sustrato por S. cerevisiae a diferentes concentraciones iniciales de
fuente de carbono en medio YM, 30+ 0.2 °C, pH de 5, 750 rpm, DO 100%

En la Figura 26, se observa la produccion y consumo de etanol para cada una de las
fermentaciones a diferentes concentraciones iniciales de glucosa. A concentraciones
iniciales de [60, 40y 20 gL1] el consumo de etanol inicia después de 24 h de operacion
y a una concentracién de glucosa inicial de [10 gL-1] el consumo de etanol se observa
posterior a las 30 h de operacion.

Analizando el comportamiento de cada fermentacion en esta grafica con respecto a la
grafica del consumo de sustrato (Figura 25), se aprecia que para la fermentacion a
una concentracién inicial de glucosa de [10 gL-1], en consumo de etanol inicia cuando

la fuente de carbono principal (glucosa) se agota por completo.
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En fermentaciones a concentraciones de glucosa superior a los [10 gL, se observa
gue antes de ser agotada la fuente de carbono principal (glucosa), S. cerevisiae utiliza
una segunda fuente de carbono (etanol) para mantener su metabolismo.

35

30

N N
o (&)

=
(&)}

Etanol [g/L]

60 80
Tiempo (horas)

——[60 g/L] [40g/l] —=—[20g/L] —=— [10 g/L]

Figura 26. Cinética de la produccién y consumo de etanol a diferentes concentraciones iniciales de
glucosa por S. cerevisiae en medio YM, 30+ 0.2 °C, pH de 5, 750 rpm, DO 100%

Enla Tabla 5y Figura 28 se muestra la produccion de etanol a las 24 h de operacion
para cada tratamiento, asi como rendimiento Y(ess) y productividad Pe(24n). Se observa
gue las mejores condiciones se dieron con una concentracion inicial de glucosa de

[60 gL'] ya que bajo estas condiciones el Y(eis) y Pe(24n) también fueron mayores.

40 2
36 1.8
32 1.6
28 1.4
<o 12 &
e S
S 20 15
s )
S 16 08 <
12 0.6
: ._1 o
4 0.2
- .

[So=60 g/L] [So=40 g/L] [So=20 g/L] [So=10 g/L]
concentracion inicial de glucosa[g/L]

= Etanol [g/L] ®Y(e/s)[g/lg] * Pe(24h) [g/Lh]

Figura 27. Produccién de etanol a las 24 horas de operacién.
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Para corroborar el dato anterior, se llevdé a cabo un analisis de ANOVA, en el cual se
obtuvo un valor p de 8.03638E-2°> < 0.05 lo que indica que al menos un proceso de
fermentacion es diferente respecto a los otros. Para validar esta aseveracién, se
realiz6 una prueba estadistica de Tukey, donde se encontr6 que cada tratamiento
muestra ser estadisticamente diferente, o dicho de otro modo, la concentracion inicial
de glucosa bajo las condiciones de operacion trabajadas tiene un impacto

estadisticamente significativo en la produccién de etanol.

Tabla 5. Parametros experimentales obtenidos para cada condicién inicial de glucosa en fermentaciones

con el efecto Crabtree.

[So] [10 gL [20 gL [40 gL1] | [60 gL
Parametros Unidades Diaz, 2006 Gonzalez, 2001 Gonzé;l:;eet 2 Este trabajo
Yes) [9x/gal] 0.32 0.26 0.14 022 012 0.12
Yers) [ge/gal] 0.40 0.20 0.44 046 047 0.49
P4 hy [g/Lh] 0.10 0.12 0.17 014  0.15 0.16
Pe(24 hy [ge/Lh] 0.15 0.11 0.52 045  0.69 1.21

De la Tabla 5, es importante resaltar que la produccion de biomasa y etanol que se
tiene a las 24 horas de operacién en cada una de las concentraciones iniciales de
fuente de carbono. La produccion de biomasa (Px) a condiciones iniciales de glucosa
de [60 gL '] bajo el efecto Crabtree tiene el valor mas alto (0.16 gx/Lh), lo mismo sucede
para la produccion de etanol (Pe), donde el valor mas alto (1.21 ge/Lh) se tiene a estas
mismas condiciones iniciales. A pesar de que el efecto Crabtree fue descubierto hace
poco mas de 50 afios, son muy pocos los reportes experimentales que se tienen al
respecto. Ejemplo de ello es que en literatura el reporte de la evaluacion del efecto
Crabtree a las concentraciones iniciales de glucosa propuestas en ese trabajo de
investigacién, se encontr6 solo para una concentracion de [20gL-1]. En este trabajo,
Gonzalez y col. (1989) trabajaron sus fermentaciones a las mismas condiciones de
operacion, ellos obtuvieron un rendimiento Y(ess) de 0.44 gel/gg, valor cercano a lo

obtenido en este trabajo (0.46 ge/gg).
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Lo mismo pasa con el valor de la productividad de etanol a las 24 h (Pe (24)), Gonzalez
y colaboradores obtuvieron una productividad de 0.17 ge/L, el valor obtenido en ese
trabajo fue de 0.14 ge/Lh. Lo anterior, permite establecer la cercania de los datos

experimentales con lo reportado en literatura.

Por otro lado, para descartar la idea de que la glucosa es el Gnico factor responsable
de incrementar la produccion de etanol, se compararon los parametros experimentales
obtenidos en este trabajo con pardmetros reportados por Gonzalez (2001) y Diaz
(2006). En ambos reportes se trabajaron a condiciones de operacion similares a las de
este trabajo, pero a una concentracién baja de glucosa [10 gL1]. Como se muestra en
la Tabla 5, los rendimientos Y(ess) y Pe(24) obtenidos fueron de 0.20 ge/ggy 0.11 ge/Lh
respectivamente para Gonzalez (2001) y Y(ess) de 0.4 ge/gg Y Pe(24) de 0.15 ge/Lh para
Diaz (2006). Lo valores anteriores, comparados con los valores obtenidos a
concentraciones de glucosa de [20, 40y 60 gL-!], muestran que el efecto que tiene la
concentracién de glucosa no es el Unico factor responsable de aumentar la produccion
de etanol, de ser asi los rendimientos para cada fermentacion se hubieran mantenido
iguales y s6lo hubiera cambiado la produccién maxima de etanol. Sin embargo, no
ocurrié de esta manera, ya que el tener altos rendimientos y productividades de etanol,
engloba tanto una concentracién alta de glucosa como condiciones ambientales tales

gue sean factores de induccidon del efecto Crabtree. Lo anterior se observa en los
valores de Y(eis) y Pe de la Tabla 5.

7.2. MODELADO MATEMATICO

7.2.1. ESTRUCTURA MATEMATICA

Para el planteamiento del conjunto de las ecuaciones diferenciales que conformaron
el modelo cinético no estructurado fenomenoldgico primero se analiz6 la ruta
metabolica de produccion de etanol de Saccharomyces cerevisiae, la cual se presenta

a continuacion:
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Glucosa

(9)

l

Glucosa 6P —

l

Biomasa

(X)

Glicerol  —— Fructuosa 6P —— Gliceraldehido Bio(”;)asa
Etg;ol «—— Acetaldehido «— Piruvato
Acido acético Ciclo de Biomasa
l Krebs ()
| Acetato de etilo /\
— ATP CO,

Figura 28. Esquema ruta metabdlica simplificada de la produccién de etanol por S. cerevisiae

En el esquema (Figura 28) se puede apreciar que el flujo de carbono proveniente de
glucosa se concentra en dos nodos metabdlicos importantes, por un lado se tiene la
sintesis de fructuosa 6P, la cual es un compuesto precursor de dos productos

principales: glicerol y gliceraldehido.

El gliceraldehido es un producto importante para la sintesis de biomasa y piruvato,
quien es el segundo nodo metabdlico importante, porque de él se desprenden muchos
compuestos importantes para el metabolismo de S. cerevisiae, por un lado se tiene
gue el piruvato es un compuesto necesario para la sintesis de compuestos en el ciclo
de Krebs; y por otro lado, del piruvato se sintetizan productos de interés como el &cido

acético, acetato de etilo y etanol.

Con respecto a lo anterior, la ecuacion de estado para la generacion de biomasa se
desarroll6 bajo la consideracion de que solo dependia del consumo de glucosa,
ademas de considerar un crecimiento celular no segregado y con una dinamica

poblacional uniforme.
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Para la ecuacion de estado de etanol, esta se plante6 considerando que su formacion
dependia del consumo de glucosa, y que este solvente a su vez, funcionada como
sustrato para el mantenimiento celular cuando la glucosa se encontraba agotada.
Finalmente, la ecuacion de estado para el consumo de glucosa se planteé bajo la
consideracion de que esta es consumida para generar biomasa y producir etanol.

Debido a que en los datos experimentales no se observa inhibicidon por sustrato ni por

producto, se consideré el modelo de Monod dentro de las estructuras matematicas

del modelo desarrollado.

S e
H= e\ s

Considerando lo anterior, a continuacién se muestran las ecuaciones que conforman

el modelo matematico desarrollado:
7.2.1.2. Velocidades de reaccion:

Velocidad de crecimiento por glucosa:
Hyg = H (_g )
xg maxg ng + g
Velocidad de crecimiento por consumo de etanol:

e
Hez = Hmaxe2 (KS n e)
e2

Velocidad de produccion de etanol:

=)
e maxe KSe +g
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7.2.1.3. Balances:

Biomasa:
dx
<E> = (ﬂxg + nueZ)X
(55) = e (555 )+ omaner X ()
de) = Fmaxg Ks,+g Hmaxez Ks,, +e
Glucosa:
<d_g)=‘ el | T
dt Yx Ye
g g
(8= = (75) () (e (75) 55
] = 7 || Hmax T maxe
dt 9\Y,,)\Ks, + g Yeg) \Ks. + g
Etanol:

(3e) = [6= e (v

(@) ) v (o)

— ) = Tr R - — —_ -

dt maxe\ 'y, [\Ks, + g Hmaxez | vy |\Ks_, + e
e e

7.3.2. AJUSTE PARAMETRICO

El desarrollo del ajuste paramétrico se llevd a cabo por el método de Levenberg-
Marquardt realizado con simulaciones en el software ModelMaker® 3.0.3,
considerando como patrén el conjunto de datos experimentales obtenidos a
[So: 20 gL™1]. Para asegurar un buen ajuste se determiné el coeficiente de correlacion
global (R?), por el método de minimos cuadrados, siendo éste Ultimo valor calculado

como 0.98 para este proceso de fermentacion operado en lote.
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Tabla 6. Resultado de la identificacion paramétrica para el modelo no estructurado mediante el método de

[g/L]

Levenberg-Marquardt en base a datos experimentales a [So: 20 gL-1].

Parametro Valor Unidades
kse 0.95 gL?
kse2 7.04 gL?
ksg 0.88 gL?
Imaxe 0.14 hi
Hmaxe2 0.01 hl
maxg 0.13 h1
Y(elg) 0.50 ge/gg
Y(x/e) 0.25 Ox/ge
Yixig) 0.59 0x/gg
R2 (biomasa) 0.98 -
R2 (glucosa) 0.97 -
R2 (etanol) 0.98 -
R2 (global) 0.98 -

Efecto Crabtree [So: 20 g/L]

25.00+
20.00-}}&
15.00- %\
I — [etanol
. }%H‘\M...,_% —¥glucosa
10.00 ‘%/ *'--~~.._‘L_ ——opbiomasa
A
£/ \\}\\?\"" .
5001 I, \g e s =
3/,«"'/ Pl .
T i X, ‘ ‘ ‘
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00
tiempo [h]

Figura 29. Comparacion de datos simulados (linea continua) por el modelo no estructurado

fenomenoldgico y datos experimentales (xme) reportados en este trabajo, por S. cerevisiae bajo las
siguientes condiciones: medio YM, [So: 20 gL], 30+ 0.2 °C, pH de 5, 750 rpm, DO 100%.
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7.3.3. VALIDACION DEL MODELO

Una vez teniendo el valor de los parametros, se procedio a realizar la validacion del
modelo propuesto. Esto se realizd con simulaciones en el software ModelMaker® 3.0.3
con los conjuntos de datos experimentales obtenidos a [So: 40 y 60 gL']. Para
asegurar el buen ajuste de los datos simulados con los obtenidos experimentalmente
se determiné el coeficiente de correlacion global (R?), por el método de minimos
cuadrados, siendo estos valores de 0.94 y de 0.97 para los procesos de fermentacion

operados en lote de [40 gL 1]y [60 gL-1] respectivamente.

Tabla 7. Coeficientes de correlacion de los datos experimentales a [So: 40y 60 g/L] con respecto a los
datos simulados.

[40 gL [60 gL
R? (biomasa) 0.99 0.97
R? (glucosa) 0.88 0.96
R? (etanol) 0.95 0.97
R? (global) 0.94 0.97

Efecto Crabtree [So: 40 g/L]
50.00

40.00 #

30.00 - B

— retanol

% —xglucosa
}

20.00+ ——dbiomasa

[g/L]

10.00

ST
2 :

=% e EEV y
0.00 === ‘ x : ‘
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00

tiempo [h]

Figura 30. Comparacion de datos simulados (linea continua) por el modelo no estructurado
fenomenoldgico y datos experimentales (xme) reportados en este trabajo, por S. cerevisiae bajo las
siguientes condiciones: medio YM, [So: 40 gL*Y], 30 £ 0.2 °C, pH de 5, 750 rpm, DO 100%.
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70.00+

60.00 34,

50.00

Efecto Crabtree [So: 60 g/L]

g 40001 —Jetanol
= 30.00 - —xglucosa
' . ——¢hiomasa
20.00 T—
“*Jf'\"«.
i R
10.00- - T
E —-&N
0.00+ ‘ ‘ ‘ ‘
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00
tiempo [h]

Figura 31. Comparacion de datos simulados (linea continua) por el modelo no estructurado

fenomenoldgico y datos experimentales (xme) reportados en este trabajo, por S. cerevisiae bajo las
siguientes condiciones: medio YM, [So: 60 gL*}], 30 £ 0.2 °C, pH de 5, 750 rpm, DO 100%.

7.3.4. EVALUACION DEL MODELO.

Para verificar la validez del modelo y su posible extrapolacion a diversos sistemas de

produccién de etanol bajo el uso de cepas emparentadas bioquimicamente se procedio

a realizar un andlisis in silico bajo diferentes condiciones iniciales reportadas en

literatura sobre el tema, con ello se procedié arealizar la comparacién de los resultados

predichos por el modelo cinético construido contra datos experimentales de

fermentaciones llevadas a cabo bajo esas condiciones. Se propuso caracterizar el

desempefio del modelo contra datos experimentales obtenidos por Arellano y col.

(2007), los cuales inicia su fermentacion a una concentracién de sustrato inicial de

60 gL' y un inéculo inicial de 0.25 gL!. Los resultados de dicha comparaciéon se

presentan a continuacion:
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fBiomasa ®@Glucosa Etanol

Figura 32. Comparacion de datos simulados por el modelo y concentraciones a tiempo final reportadas en
este trabajo y por Arellano et al. (2007) a 60 g/L de sustrato.

Letras iguales en los indices superiores significan igualdad estadistica (a = 0.05).

A su vez se realizaron simulaciones para corroborar la capacidad predictiva de la

estructura propuesta bajo condiciones de “alta concentracién de sustrato”, usando

como base datos a tiempo final reportados por Arellano y col. (2007).

40 ab 90 a
_.35 A a | — 80 B
= =
=) 270
3 e

60

T 25 3
& 20 a
o (o]
= 15 b E v a
[=2] [=)]
g o 30 " b
S 10 8
§ a 5§
=} Q

° o a a 1 a b

0 : 0

Arellano et al., 2007 Este trabajo Arellano et al., 2007 Este trabajo
mBiomasa mGlucosa 1 Etanol mBiomasa mGlucosa [ Etanol

Figura 33. Comparacion de datos simulados por el modelo no estructurado y concentraciones a tiempo
final reportadas por Arellano et al. (2007) a A) 90y B) 180 g/L de sustrato.

Letras iguales en los indices superiores significan igualdad estadistica (a = 0.05).
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Con respecto a la prueba estadistica de Tukey, la Figura 32 presenta la comparacion
de concentraciones en el equilibrio en régimen por lote a concentraciones de sustrato
inicial de [60 gL'] de datos experimentales obtenidos en este trabajo, datos simulados
por el modelo propuesto y datos experimentales reportados por Arellano y col. (2007),
donde los datos obtenidos por simulacion utilizando el modelo fenomenolégico
presentan mayor similitud estadistica con los datos experimentales reportados en este
trabajo, que con los datos reportados en literatura; esto se observa al presentar
mayores indices de significancia estadistica con respecto a datos experimentales

reportados en este trabajo.

Por otro lado, en la Figura 33-A, los indices de significancia obtenidos tras la prueba
estadistica de Tukey, muestran que la produccion de glucosa y etanol, tienen una
semejanza estadisticamente significativa, fendbmeno que no ocurre con la generacion
de biomasa, ya que para este compuesto se encontré una diferencia estadisticamente

significativa.

Lafigura 33-B, presenta la comparacion de concentraciones en el equilibrio en régimen
por lote a concentraciones de sustrato inicial de [180 gL-!] de datos simulados por el
modelo fenomenoldgico y datos experimentales reportados por Arellano y col. (2007).
Dado que los indices de significancia son diferentes para cada caso, se determina que

existe una diferencia estadisticamente significativa.

Es importante destacar que, al carecer en el término cinético de crecimiento celular un
término de inhibicién por producto y por sustrato, es evidente la prediccion pierde
fiabilidad una vez llegando al umbral de los 220 gL de glucosa, que es donde se ha

reportado inicia un proceso de inhibicion por sustrato inicial.
Esta particularidad puede ser relevante al momento de considerar el uso de este

modelo en sistemas de fermentacion por S. cerevisiae que tengan como objetivo tratar

soluciones muy saturadas de fuente de carbono, como lo puede ser la alimentacién
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8. CONCLUSIONES

Con el desarrollo experimental previd se lograron establecer las condiciones de
operacion a las cuales se presenta el efecto Crabtree. Se observd la presencia del
fenbmeno metabodlico conocido como “efecto Crabtree” bajo el umbral de
concentraciones iniciales de glucosa propuesto, siendo la concentracion inicial de

glucosa de [60 gL-!] la que mejor rendimientos de etanol arroj6.

El modelo matematico propuesto mostré tener un buena capacidad predictiva con
respecto a los datos experimentales. Sin embargo, su evaluacion a concentraciones
iniciales de glucosa superiores a [60 gL-], permitié observar que el modelo no muestra
tener reproducibilidad a condiciones diferentes a las trabajadas para inducir el efecto

Crabtree.

9. RECOMENDACIONES

Con respecto al analisis experimental, se recomienda el desarrollo de fermentaciones
a concentraciones de glucosa inicial superiores a los [60 gL"!], para determinar si a
concentraciones superiores, se observa una mejora en la produccion de etanol.
Ademas, para futuros trabajos relacionados a este mismo se recomienda la
determinacion experimental de especies metabdlicas que permitan ampliar la robustez
del modelo propuesto, asi como el seguimiento de la dinAmica del oxigeno disuelto a

lo largo de la fermentacion.

Incluso, para investigaciones futuras se recomienda la evaluacién de este efecto con
fuentes de carbono diferentes a glucosa, como melaza, residuos agroindustriales, etc.,
lo que permitiria que la aplicacion de este proceso tenga mayor factibilidad a nivel
industrial. Con respecto al modelo propuesto, se recomienda que la evaluacién de este
modelo se amplie a regimenes de operacion diferentes al cultivo por lotes, como por

ejemplo cultivo continuo y semicontinuo.
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10. PRODUCTOSDETRABAJO

A lo largo del desarrollo de este proyecto de investigacion, se presentaron trabajos a

diferentes congresos mencionados a continuacion:

“Primer Congreso Nacional Propuestas para el Cuidado de la Vida del siglo XXI”,

con el tema “Analisis de procesos metabdlicos orientados a la produccién de etanol’.
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XXXVII Encuentro de la Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en

Ingenieria Quimica, AMIDIQ 2016, con los temas:

‘Estudio comparativo de procesos de fermentacion orientados a la produccion de
etanol por Saccharomyces cerevisiae”

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
‘5 INSTITUTO TECNOLOGICO DE CELAYA ‘
'\ DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA
st

La Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica A.C.
Nuevas tecnologias tendenclas en la Ingemena Quimica

ANA PEREZ MONTOYA, ALY
WEN MONTES HORCA

A | >
=i 3 or S
e
“ESTUDIO COMPARAT}OG-DE PROCESOS RMENTAC
LA PRODUCCIW ETANOL POR’SACCAAR/QF
- r /

nW - -

XXXVII Encuentro Nacional de la AMIDIQ
Puerto Vallarta, Jalisco, México, del 3 al 6 de mayo de 2016

ales Cruz Dr. Pedro Al
PRESIDENTE DE AMIDIQ PRESIDENTE DELAL

tana Hernandez  Dr. Jesu Z:;:;:b

FTE ORGANIZADOR PRESIDE! EL COMITE TECNICO

LUz MARIANA PEREZ MONTOYA 71



“ANALISIS TEORICO-EXPERIMENTA DE LA RUTA METABOLICA FERMENTATIVA DE
Saccharomyces cerevisiae EN LA PRODUCCION DE ETANOL”

“Estudio del Efecto Crabtree a diferentes concentraciones de fuente de carbono en la

produccion de etanol’.
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12. ANEXOS

SECCION A. Descripcion de los fermentadores utilizados

La obtencion de datos experimentales para la produccion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae se llevaron a cabo en un biorreactor comercial. Ademas de
estos equipos, ha sido necesaria la utilizacién de otros para conseguir la esterilidad de
los medios y las temperaturas programadas en el mantenimiento y crecimiento del
microorganismo. También ha sido necesario utilizar y disponer de un buen nimero de
aparatos de medida para analizar la evolucion de los diferentes componentes del
proceso objeto de estudio. A continuacion se dan las caracteristicas principales del

equipo empleado:

Fermentador comercial: El proceso de fermentacibn con microorganismos se ha
llevado a cabo enun biorreactor de tipo tanque agitado, disefiado y comercializado por
APPLIKON®. Esta constituido por un tanque de cultivo de 2 L (otro de 1 L) y con los
sistemas de medida, control y regulacion de pH, oxigeno disuelto, temperatura,
velocidad de agitacién y determinacion de biomasa. En la Figura 28 se muestra el

biorreactor empleado.

Sistema de Medida y Control de Temperatura: el fermentador APPLIKON® lleva un
controlador PID, con un alto grado de eficacia. La temperatura del medio de cultivo es
medida mediante un sensor de temperatura Pt 100, a la vez que un segundo sensor
mide la temperatura del fluido calefactor que circula a través de la camisa del reactor.
La temperatura de operacion es seleccionada y ajustada mediante un indicador digital,

con una sensibilidad de 0.10 °C.

Sistema de agitacion: la unidad de agitacion esta formada por un motor P100, que
ejerce su accién sobre una varilla de acero inoxidable, sobre la que se encuentran dos
agitadores de turbina de cuatro palas rectas (Rushton). Este sistema garantiza una
velocidad de agitacion adecuada en procesos en los que se llega a alcanzar una

elevada viscosidad en el caldo.
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El torqgue maximo es de 0.20 Nm y un rango de 0-2000 rpm. El valor fijado se presenta

en un indicador digital y es regulado mediante un controlador PI.

Sistema de aireacion: La aireacidéndel caldo se consigue suministrando aire mediante
un compresor, filtrandose a través de un filtro que posee una membrana de 0.22 pm,
para conseguir la esterilizacion del aire que se introduce en el reactor. El aire se
distribuye en el interior mediante un rociador de tipo L. El caudal de aire es ajustado

mediante una valvula y medido por un rotametro.

Sistema de medida y control de oxigeno disuelto: La medida del oxigeno disuelto
es realizada empleando un electrodo esterilizable. Este electrodo funciona mediante
el principio de polarizacion y consta de un anodo de plata y catodo de platino
separados de la disolucion a medir por una membrana de teflon. La sefial de medida
es amplificada y convenida en una sefial digital. La concentracion de oxigeno disuelto
puede ser controlada mediante la accién sobre el caudal de aire o bien mediante la

velocidad de agitacion.

Sistema de medida y control de pH: El pH del medio de cultivo es analizado en linea
mediante un electrodo de vidrio esterilizable. La sefial de medida, previamente
amplificada, es alimentada a un controlador de tipo PI. Una vez fijado el valor de pH al
gue se desea trabajar es mantenido por la accion del controlador sobre sendas

bombas de alimentaciéon de alcali o acido.

Sistema de medida y control de espuma: la aparicion de excesiva espuma es
combatida mediante la introduccion de un compuesto antiespumante. Para la
deteccion de espuma se utiliza un simple sensor de contacto, donde la parte metélica
del reactor actia como tierra. La sefial de salida del sensor es enviada al médulo de

control de espuma que actia sobre la bomba de dosificacion de antiespumante.

Sistema de determinacion en linea de Biomasa: se utilizo un sensor BuglLab

BE2100 el cual determina la biomasa total.
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Figura 34.Biorreactores APPLIKON® de 3 litros (izquierda) y 1 litro (derecha)
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