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RESUMEN GENERAL

El cultivar Saccharomyces cerevisiae para aplicaciones en la industria alimentaria o para
la produccion de bioetanol como biocombustible, presenta aun importantes retos tecno-
econdmicos como un proceso de la industria biotecnoldgica. La concentracion final de
trehalosa y glucogeno en las células es utilizada como parametro de calidad en la
industria alimentaria. Ademas se asocia a estos dos compuestos la capacidad de la
levadura a sobrevivir en condiciones adversa de crecimiento, tales como ambientes
oxidativos, altas osmolaridades, limitacion de nutrientes, temperaturas elevadas y
presencia de sustancias toxicas.

La modelacion metabdlica del metabolismo celular aplicado en la produccion de biologicos
regularmente mejora rendimientos, sin embargo para aplicaciones industriales el modelo
debe ser lo mas simple posible con el fin de lograr que sea técnicamente util y viable. En
el primer capitulo se describe un analisis entre una descripcion de caja negra y una red
metabdlica simplificada. En el segundo capitulo se describe la obtencion de un modelo
metabdlico a partir de un analisis de flujo metabdlico en una red metabdlica simplificada
que permita predecir la concentracién de trehalosa y glucégeno en Saccharomyces
cerevisiae. En ambos casos se tomaron en cuenta las principales reacciones involucradas
en el crecimiento de la levadura y la sintesis de estos compuestos (bioetanol, trehalosa y
glucégeno) vy, se llevd a cabo un andlisis riguroso de las velocidades de reaccion
permitiendo la estimacién de la concentracion de etanol producido en cultivos por lote
alimentado, y la acumulacion de trehalosa y glucégeno en cultivos continuos.

Se interpreté el estado fisiolégico de la levadura en cultivos por lote alimentado a
diferentes concentraciones de glucosa alimentada mediante un analisis estequiométrico
asociado a la ruta metabdlica simplificada. Los resultados confirman que el aumento en
las velocidades de consumo de glucosa, controlados principalmente por la su
concentracién en la corriente de alimentacion, produce una regulacion en el catabolismo
reductivo por lo que la excrecién de etanol se incrementd. La produccién de la biomasa
recae normalmente del catabolismo oxidativo, que es controlado por las velocidades de
consumo de la glucosa y oxigeno. Por lo tanto la produccién de biomasa o etanol
depende del estado fisiologico de la levadura en el cultivo, que puede ser inferido a partir
de un apropiado balance de flujos metabdlicos.

Por otro lado, se logro interpretar el estado fisiolégico de la levadura en cultivos continuos
en presencia y ausencia de una fuente nitrogenada un analisis estequiométrico asociado
a la ruta metabdlica simplificada. Los resultados confirman que la ausencia de nitrégeno
en el cultivo incrementa la velocidad de sintesis de trehalosa y la de consumo de
glucdégeno, activandose al metabolismo de reserva y proteccién de S. cerevisiae, ante la
ausencia de un nutriente esencial en el medio de cultivo. Por lo tanto la concentracion de
trehalosa y glucogeno en la célula depende del estado fisiologico de la levadura en el
cultivo, que puede ser inferido a partir de un apropiado balance de flujos metabdlicos.



ABSTRACT

Growing Saccharomyces cerevisiae for applications in the food industry or to produce
ethanol as a biofuel, still has important techno-economic challenges as a process of the
biotechnology industry. The final concentration of trehalose and glycogen in cells is used
as a benchmark for quality in the food industry. Also associated with these two compounds
the ability of yeast to survive in adverse growing conditions such as oxidative environment,
high osmolarity, nutrient limitation, high temperature and presence of toxic substances.
Metabolic modeling of cellular metabolism applied in the production of biological usually
improves performance, but for industrial applications, the model should be as simple as
possible in order to make it useful and technically feasible. In the first chapter describes an
analysis from a description of black box and a simplified metabolic network. The second
chapter describes the production of a metabolic model based on an analysis of metabolic
flux in a simplified metabolic network to predict the concentration of trehalose and
glycogen in Saccharomyces cerevisiae. In both cases it took into account the main
reactions involved in the growth of yeast and the synthesis of these compounds (ethanol,
trehalose and glycogen), and took out a rigorous analysis of the reaction rates allowing the
estimation of the concentration of ethanol produced in fed-batch cultures and the
accumulation of trehalose and glycogen in continuous culture.

We interpreted the physiological state of yeast in fed-batch cultures at different
concentrations of glucose fed by a stoichiometric analysis associated with the simplified
pathway. The results confirm that the increase in the rates of glucose uptake, mainly
controlled by the concentration in the feed stream, produces a reductive catabolism
regulation so that the excretion of ethanol increased. Biomass production is associated to
oxidative catabolism, which is controlled by the speed of consumption of glucose and
oxygen. Therefore the biomass or ethanol production depends on the physiological state
of yeast culture, which can be inferred from a proper balance of metabolic fluxes.

On the other hand, it was possible to interpret the physiological state of yeast in
continuous culture in the presence and absence of a nitrogen source stoichiometric
analysis associated with the simplified pathway. The results confirm that the absence of
nitrogen in the crop increases the rate of synthesis of trehalose and glycogen
consumption, activating the metabolism of reserve and protection of S. cerevisiae, in the
absence of an essential nutrient in the culture medium. Therefore the concentration of
trehalose and glycogen in the cell depends on the physiological state of yeast culture,
which can be inferred from a proper balance of metabolic fluxes.



INTRODUCCION

Entre los microorganismos mas estudiados se encuentra la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Debido a su gran versatilidad metabdlica y relativa facilidad de manejo en
laboratorio, S. cerevisiae es utilizada como modelo para la descripcion matematica de
crecimiento celular y produccion de metabolitos. También ha sido empleada en biologia
molecular para el estudio de modificaciones genéticas y como vector para
transformaciones en otros organismos. Por otra parte, es usada en numerosos
bioprocesos para la obtencién de metabolitos y de biomasa utilizada como insumo para

otros procesos de la industria alimentaria.

El inminente agotamiento de combustibles fésiles y los problemas ambientales que
conllevan su uso, ha obligado a la humanidad a buscar fuentes alternas de energia,
siendo las renovables las de mayor interés. Dentro de estas destaca el etanol, producido
por via fermentativa. Tradicionalmente se utiliza a S. cerevisiae para dicho fin, sin
embargo existen ciertos factores técnicos y metabdlicos que deben ser mejorados para
que la produccion de etanol sea econémicamente viable. Como ejemplo de estos se
encuentra la utilizaciéon de subproductos agroindustriales como sustrato, mejorar el
rendimiento de transformacion de sustrato-etanol e incrementar la tolerancia a altas

concentraciones de etanol por parte de la levadura.

Uno de los usos mas conocidos de S. cerevisiae es en la industria de la panificacion como
agente leudante para esponjar la masa antes del horneado. Para este propdsito la
levadura es comercializada en dos formas: como pasta comprimida o como polvo seco,

en cualquiera de las dos presentaciones la levadura debe mantenerse viable.

Se han reportado que la viabilidad, tolerancia a altas concentraciones de metabolitos
toéxicos y crecimiento en condiciones adversas de crecimiento esta relacionada a dos

substancias de reserva energética y proteccion: la trehalosa y el glucégeno.

Una de las estrategias propuestas para estudiar y mejorar los bioprocesos es la ingenieria
metabdlica, cuyo objetivo es mejorar la formacion de un producto o propiedades celulares
a través de la modificacién de una reaccion o reacciones bioquimicas especificas, o la
introduccion de nuevas con el uso de técnicas de biologia molecular. Para lograrlo se
deben estudiar las rutas metabdlicas involucradas utilizando analisis de reacciones

bioquimicas desde el punto de vista estequiométrico y energético. Una vez que se



concluye el punto anterior, es posible simplificarlas con el uso de algoritmos y englobarlas
en un modelo matematico. Este podra ser utilizado para encontrar los puntos clave para
optimizar el proceso y obtener mejores productos. En ocasiones, sblo es necesario
modificar las condiciones ambientales de cultivo y en otras se deben realizar

modificaciones genéticas al organismo en cuestion.

Aun cuando se ha identificado que la trehalosa y el glucogeno son importantes para la
levadura, solo se reportan estudios acerca de la biosintesis y acumulacién de estos
compuestos. Hasta ahora la generacion de modelos matematicos de la acumulacion de

las sustancias de reserva de S. cerevisiae ha sido poco estudiada.

Esto abre la posibilidad del estudio de la acumulacion y biosintesis de las sustancias de
reserva utilizando la ingenieria metabdlica para proponer un modelo matematico y un
protocolo de produccién de S. cerevisiae con una aplicacion potencial en la industria de la

panificacion.



ANTECEDENTES GENERALES

Saccharomyces cerevisiae es una levadura, clasificada como hongo ascomiceto o
basidiomiceto que se reproduce vegetativamente por gemacién o fusiéon y en una forma
asexual (Walker, 2000).

Es un microorganismo diplético con una alta reproduccién clonal. También es homotalico,
lo que le confiere la posibilidad de regenerar una célula diploide de una haploide
(renovacién genomica). Este mecanismo puede ser el responsable de que se encuentren
cepas homocigoticas en un alto porcentaje (28%), sobre todo en aquellas que provienen
de vifiedos. Muchos estudios indican que las cepas que provienen de vifiedos,
cervecerias o para panificacion presentan aneuploidia, lo que se piensa puede ser una
respuesta de la levadura para adaptarse a varios ambientes por medio de la modificacién
en el numero de genes involucrados en este proceso. Ademas, se ha observado una alta
incidencia de polimorfismo cariotipico especialmente en levadura de vifiedos, resultado de

varios mecanismos como son la recombinacion mitética o ectdpica (Legras, et al., 2007).

Por otro lado Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo eucaridtico mas
ampliamente estudiado, lo que ha ayudado en gran medida a entender la biologia de las
células eucarioticas y por lo tanto de la biologia humana. Ha sido utilizada desde hace
siglos en la producciéon de alimentos y bebidas alcohdlicas (Ostergaard, et al., 2000). Se
conoce el uso de S. cerevisiae para producir bebidas fermentadas desde el afio de 7000
AC en China, en Iran y Egipto en 6000 AC y 3000 AC respectivamente, extendiéndose su

uso para dicho fin a otras partes del mundo (Legras, et al., 2007).

En afios recientes su uso se ha extendido a diferentes procesos en la industria
farmacéutica. Ademas es un organismo muy atractivo para trabajar ya que no es
patégeno y cuenta con una larga historia de aplicaciones en la produccion de productos
de consumo, como el etanol y la levadura de panificacion, ademas ha sido clasificada
como organismo GRAS (generalmente reconocido como seguro). Otra razén por la cual
es una levadura utilizada en biotecnologia en su susceptibilidad a modificaciones
genéticas por tecnologia DNA recombinante, lo que facilitdé la secuenciacion completa de
su genoma, publicado en 1996 (Ostergaard, et al., 2000).



Una de las areas de aplicacion de S. cerevisiea ha tenido mayor relevancia en los ultimos
afios es en la produccién de bioetanol. Esto, debido a que gran nimero de paises estan
intentando depender menos de los combustibles fosiles, despertando un gran interés en la
produccion de biocombustibles a partir de recursos renovables. El etanol sirve como un
combustible liquido, y su produccién via fermentacion usando subproductos de la
agroindustria es viable técnica y econdmicamente hablando. En paises como Brasil y
Estados Unidos ya se utiliza el bioetanol como combustible para medios de transporte
terrestre. Los principales sustratos para la produccién de etanol son cafia de azlcar, maiz

y otros granos.

Sin embargo, mientras la produccién de bioetanol en Brasil compite exitosamente con
combustibles fésiles en Brasil, en otros paises no es econdmicamente viable. Ademas el
uso exclusivo de almidén o azucar como sustrato contenido en la biomasa, genera (i) una
competencia entre la produccion de bioetanol y la produccién de alimentos y (ii) un costo
de produccidn ineficiente. Para evitar esto se debe de utilizar la biomasa completa, o
mejor aun utilizar subproductos de la agroindustria. Tradicionalmente S. cerevisiae ha sido
usada para la produccion de etanol, por lo que se estan haciendo importantes esfuerzos
por mejorar la comprension de este proceso. Las principales lineas de estudio son: a)
procesos clasicos utilizando almidén o azucar como sustrato inicial, b) utilizaciéon de
sustratos biomasa lignoceluldsica y c) incrementar la eficiencia de bioconversion de

azucar-etanol y la tolerancia al etanol de S. cerevisiae (Nevoigt, 2008).

La sobrevivencia y conservacion de las funciones metabdlicas de la levadura en
condiciones adversas de crecimiento y almacenamiento, tal como tolerancia a altas
concentraciones de etanol, estan estrechamente relacionadas con el contenido
intracelular de compuestos de reserva y proteccion: trehalosa y glucégeno. La trehalosa
es un azucar no reductor (disacarido) encontrado en bacterias, microorganismos
eucaridticos, plantas, insectos e invertebrados. Ha sido estudiada en S. cerevisiae, donde
se ha encontrado que estabiliza proteinas y membranas bajo una variedad de condiciones
ambientales desfavorables (incluyendo incremento de temperatura, presion hidrostatica,
desecacion, limitacion de nutrientes, ambientes oxidativos y exposicion a quimicos
téxicos) También es importante para regular el flujo de glucosa durante la respuesta
celular en condiciones adversas. Debido a las propiedades de estabilizar moléculas,

suave sabor dulce, alta solubilidad y ser poco higroscépica, la trehalosa se ha vuelto un



importante objetivo en la biotecnologia, donde es utilizada para la fabricacién de

alimentos, proteccion de vacunas en climas calidos y productos cosméticos.

La glucosa 6 fosfato (G6P) es la clave del metabolismo de los azicares en S. cerevisiae.
En condiciones normales de crecimiento la levadura utiliza 2/3 partes para la glicolisis,
10% es para el ciclo de las pentosas, 20% es usado en la conversion reversible de
glucosa 1 fosfato (G1P) y una pequefia cantidad es usada para la produccion de trehalosa
6 fosfato (T6P) y otras rutas (Nevoigt, 2008).

La trehalosa (a-d-glucopiranosil a-d-glocopiranosido o a-a-1,1-diglucosa) se produce en
un proceso multietapa, donde el sustrato es la glucosa. La glucosa es convertida en
glucosa-6-fosfato (G6P), que junto con la glucosa uridin fosfato (UDPG), llevan a cabo la
formacion de la trehalosa-6-fosfato (T6F) y subsecuentemente la trehalosa. Esta ultima se
puede dividir en dos moléculas de glucosa, cerrando asi el ciclo de la trehalosa: (2)
glucosa - G6P + UDPG - T6P - Trehalosa = (2)glucosa.

En condiciones fisioldgicas normales y una temperatura aproximada de 25°C, la trehalosa
y la T6P se encuentran en concentraciones bajas. La glucosa es utilizada principalmente
para glicdlisis y cualquier exceso es almacenado en forma de glucégeno, que también se

forma a partir de UDPG, pero es un carbohidrato energéticamente superior a la trehalosa.

Cuando la temperatura aumenta aproximadamente a 37°C la actividad de la T6P sintasa y
la T6P fosfatasa se incrementa y la cantidad de trehalosa puede aumentar a 500 mM o

1g/g proteina.

Sin embargo la excesiva acumulacion de la trehalosa no aumenta la supervivencia de la
célula, la rapida movilizacién y remocién del disacarido es critica para una exitosa
recuperacion de la levadura después de haber sido sometida a un incremento de
temperatura. La T6P en altas concentraciones resulta toxica para S. cerevisiae y la
trehalosa en altas concentraciones impiden el redoblamiento de las proteinas que son

parcialmente desnaturalizadas durante las etapas adversas de crecimiento (Voit, 2003).

El glucégeno es un a-1,4-glucano con ramificaciones a-1,6 similares a los del almidon,
pero con mas bifurcaciones. La sintesis y degradacion del glucogeno esta controlada por
factores ambientales. Su biosintesis se ve afectada por la glucdgeno sintetasa que

cataliza uniones secuenciales de glucosa proveniente de glucosa-UDP a un polisacarido



aceptor de uniones lineales a-1,4. La formacién de las ramificaciones a-1,6 es funcion de
enzimas ramificadoras. Cuando del suministro de nutrientes esenciales se limita, la
levadura acumula glucdégeno. La utilizacion del glucégeno almacenado contribuye al
mantenimiento del metabolismo de la levadura, ya que suministra el ATP necesario para
conservar la viabilidad celular. No obstante que la degradacion del glucégeno esta
mediada por la enzima glucégeno fosforilasa, se sabe que el AMP ciclico esta relacionado
con el control de la degradacion del polisacarido. El rompimiento de glucégeno esta
acompanado con la formacion de esteroles, que son esenciales para la viabilidad celular y

capacidad fermentativa (Francois, et al., 2001).

La ingenieria metabdlica ha sido desarrollada para optimizar procesos biocataliticos con
células a través de la introduccion de cambios genéticos o metabdlicos dirigidos. Involucra
técnicas de biologia molecular y métodos de analisis de la ingenieria de reacciones
quimicas. La aplicacién de la ingenieria metabdlica comienza con un analisis de la funcién
celular, basada en los resultados de este anadlisis se disefian cepas mejoradas vy
subsecuentemente se construyen con ingenieria genética. Simultdneamente se
determinan las condiciones ambientales que propician la produccion del conjunto
enzimatico para conducir el metabolismo hacia la obtencién del producto requerido.
Algunos de los campos en los que mas ha incidido la ingenieria metabdlica son: (1)
produccion de proteinas heterdlogas, (2) extension de la gama de sustratos, (3) rutas
metabodlicas para nuevos productos, (4) rutas metabdlicas para la degradacion de
xenobidticos, (5) mejoras en la fisiologia celular total (6) eliminacion o reduccién de la
formacion de subproductos y (7) mejoras de los rendimientos o productividad (Nielsen,
2001).

En el caso particular de Saccharomyces cerevisiae, la ingenieria metabdlica tiene por
objetivo redireccionar intencionalmente los flujos metabdlicos, que juegan un papel
importante en el mejoramiento de cepas de levadura para su aplicacidon industrial. En
contraste con los métodos clasicos de ingenieria genética donde el mejoramiento de
cepas de realiza por medio de mutacién, hibridacion y entrecruzamiento; la ingenieria
metabodlica confiere dos ventajas: (i) la modificacion directa de cepas evitando la
acumulacion desfavorable de mutaciones y (ii) la introduccion de genes de otros
organismos para generar cepas de S. cerevisiae con nuevos rasgos. De esta manera se

pueden ofrecer a la industria biotecnolégica cepas de levadura capaces de crecer en



diferentes de medios de cultivo (biomasa lignocelulésica) y/o producir compuestos no

formados convencionalmente por S. cerevisiae (Nevoigt, 2008).



JUSTIFICACION

Saccharomyces cerevisiae es una levadura con multiples aplicaciones en el area de
alimentos, farmacia, ambiental y biologia molecular donde es utilizada como organismo
modelo en estudios de crecimiento celular y produccion de metabolitos. A pesar del
extendido uso, su produccién para algunas de estas aplicaciones se lleva a cabo de
manera empirica o artesanal. Por esta razén la calidad final del producto no es
consistente. Ademas no permite determinar cuales son las etapas criticas del proceso, lo

que hace dificil proponer mejoras al mismo.

Por otro lado, se ha demostrado que la levadura acumula durante su crecimiento
trehalosa y glucégeno. Estos compuestos de reserva son utiles para mantenerse viable
aun después de su acondicionamiento para venta y uso posterior. Esta caracteristica es
importante en la levadura que se utiliza en la industria de la panificacion. Sin embargo, los
protocolos de produccion existentes pueden ser mejorados introduciendo bases técnicas
para producir Saccharomyces cerevisiae con determinada cantidad de compuestos de

reserva.

Lo que se pretende realizar en esta tesis es un analisis metabdlico de las rutas
biosintéticas de Saccharomyces cerevisiae involucradas en la acumulacién se
compuestos de reserva. Una vez concluido el analisis se propone un modelo matematico
que permita predecir la concentracion de trehalosa y glucégeno que tendra la levadura en
curso de cultivo. A partir del modelo y el analisis metabdlico se haria posible el
planteamiento de un protocolo de produccion que permita obtener levadura para
panificacion con la cantidad adecuada de trehalosa y glucégeno. Esto redundaria en la

fabricacion de un producto con calidad consiste y mejores cualidades para su uso final.

Ademas, el conocimiento logrado con el analisis metabdlico y el modelo matematico
acerca de las rutas biosintéticas de Saccharomyces cerevisiae, podran ser utilizados
como una base cientifica para la mejorar la produccion de otros metabolitos de interés

econdmico.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Generar un modelo metabdlico de compuesto de reserva de Saccharomyces cerevisiae

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar las velocidades de reaccién involucradas en la sintesis de trehalosa y
glucégeno en Saccharomyces cerevisiae

Estudiar el control de la biosintesis de la trehalosa y el glucégeno en
Saccharomyces cerevisiae

Proponer un modelo de la sintesis de la trehalosa y glucégeno en Saccharomyces
cerevisiae

Verificar experimentalmente el modelo propuesto de la sintesis de trehalosa y
glucégeno en Saccharomyces cerevisiae

11



Capitulo1: Modelo metabdlico de Saccharomyces cerevisiae
para la producciéon de biomasa y etanol en un cultivo por lote

alimentado.

RESUMEN

El cultivar Saccharomyces cerevisiae para aplicaciones en la industria alimentaria o para
la produccion de bioetanol como biocombustible, presenta aun importantes retos tecno-
econdémicos como un proceso de la industria biotecnolégica. La modelacién metabdlica
del metabolismo celular aplicado en la produccién de biolégicos regularmente mejora
rendimientos, sin embargo para aplicaciones industriales el modelo debe ser lo mas
simple posible con el fin de lograr que sea técnicamente util y viable. En este capitulo se
describe un analisis entre una descripcién de caja negra y una red metabdlica simplificada
tomando en cuenta las principales reacciones involucradas en el crecimiento de la

levadura y la produccion de bioetanol.

En ambos casos, se llevé a cabo un analisis riguroso de las velocidades de reaccion
permitiendo la estimacion de la concentracion de etanol producido en cultivos por lote
alimentado, aunque los resultados obtenidos con un analisis de flujo metabdlico muestran

mayor exactitud.

Ademas, se logré interpretar el estado fisiolégico de la levadura en cultivos por lote
alimentado a diferentes concentraciones de glucosa alimentada mediante un analisis
estequiométrico asociado a la ruta metabdlica simplificada. Los resultados confirman que
el aumento en las velocidades de consumo de glucosa, controlados principalmente por la
su concentracion en la corriente de alimentacién, produce una regulacion en el
catabolismo reductivo por lo que la excrecidn de etanol se incrementd. La produccion de
la biomasa recae normalmente del catabolismo oxidativo, que es controlado por las
velocidades de consumo de la glucosa y oxigeno. Por lo tanto la produccién de biomasa o
etanol depende del estado fisioldgico de la levadura en el cultivo, que puede ser inferido a

partir de un apropiado balance de flujos metabdlicos.

Palabras clave: bioetanol, biomasa, balance de flujos metabdlicos, modelo

estequiométrico, Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCCION

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente explotada para la conversion
a nivel industrial de carbohidratos de cana de azucar y otros subproductos de la
agroindustria (biomasa vegetal) a biomasa microbiana, que es utilizada como materia
prima para numerosos procesos de la industria alimentaria (Jorgensen, et al., 2002), y los
bioalcoholes para ser usados como solventes, combustibles o quimicos basicos (Antoni,
et al., 2007). Una de las estrategias utilizadas para alcanzar el rendimiento 6ptimo en la
produccién de biomasa de levadura es someter al microorganismo a condiciones
adversas de crecimiento en cultivos lote alimentado (Cannizzaro, et al., 2007), mientras
que el proceso de produccién de etanol como biocombustible se encuentra aun en
investigacion con el fin de hacerlo econdmicamente viable (Kwiatkowski, et al., 2006;
Hahn-Kowski, et al., 2006) sin afectar el suministro global de alimentos (Hill, et al., 2005).
Una manera racional de alcanzar este objetivo es la modelacion matematica de procesos
de produccién. La produccion de biomasa y de bioetanol ha sido mejorada técnicamente
hablando en el pasado aplicando estrategias de modelacién (Cannizzaro, et al., 2007;
Wong, et al., 2010), porque los modelos matematicos son utiles para entender, predecir y
controlar o incluso disefiar la produccion en sistemas bioldgicos (Wu, et al., 2008). Sin
duda un modelo matematico formal de produccién de biomasa o etanol debe incluir las
rutas bioquimicas centrales del metabolismo del carbono, como son la glicolisis, el ciclo
de los acido tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa. Se reportan contribuciones
importantes de la modelacién restringida basada en el paradigma de modelos restringidos
(PMR) considerando rutas metabdlicas a gran escala basadas en genomas anotados
(Princen, et al., 2004; Mahadevan, et al., 2005; Hjersted, et al., 2007; Bro, et al., 2006;
Shiyuta, et al., 2007), pero para aplicaciones industriales se requieren modelos tan
simples como sean posibles, donde se involucren un numero reducido de reacciones
bioquimicas. Algunos avances en cuanto a estas reacciones condensadas han arrojado
resultados interesantes acerca de la condicion fisioldgica celular, comportamiento cinético
o del funcionamiento global del proceso con diferentes sistemas microbiolégicos (Burgard,
et al., 2001; Aranda, et al., 2010). Se ha utilizado un modelo simple de balance de flujos
metabdlicos (BFM) para estudiar la regulacion transciente del metabolismo central del
carbono en S. cerevisiae (Herwig, et al., 2002), pero no se ha hecho énfasis en la

produccion de bioetanol o biomasa en cultivos. Por tanto, la integracion de flujos
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metabdlicos para la produccion explicita de biomasa asociada a la fosforilacién oxidativa,
y a la produccién de etanol en el metabolismo reductivo, fue el objeto de estudio en este
capitulo con la intencién de generar un modelo de una ruta metabdlica simplificada para
estimar la produccion de etanol y biomasa en un proceso de produccion en lote

alimentado.
MATERIALES Y METODOS

Material biolégico y medios de cultivo

Se cultivd una cepa comercial de S. cerevisiae en un medio de cultivo con la siguiente
composicion (g/L): 7.0, CaCl, 2H,0O 0.25, NaCl 0.5, MgCl, 6H,0O 6.0, adicionado con
soluciones de vitaminas y minerales (10 mL/L de cada una) las cuales tenian la siguiente
composicion, solucion de minerales: FeSO, 7H,O (278 mg), ZnSO, 7H,O (288 mgq),
CuS0,4 5H,0 (7.5 mg), Na,MoO, 2H,0 (25 mg), MnSO,4 H,O (169 mg) disueltas en 500
mL de agua con ayuda de unas gotas de H,SO, con el fin de disolver las sales de Fe,
solucion de vitaminas (500ml): biotina (1.5 mg), pantotenato de calcio (20 mg) inositol
(125 mg) piridoxina-HCI (25 mg) y tiamina-HCI (50 mg). Se alimentaron soluciones de
glucosa para los diferentes experimentos a las siguientes concentraciones (g/L) 27.25,
38.5, 50.0. El pH del cultivo fue controlado adicionando una soluciéon de amonio (20% v/v),
siendo la Unica fuente de nitrégeno. Las condiciones experimentales del cultivo fueron: 30
°C, pH 5.0, flujo de aire 450 L/h, y oxigeno disuelto 10% del valor de saturacion (0.8
mg/L).

Estrategia de cultivo

Se utilizé un bioreactor de 15 L para los cultivos en lote alimentado, el cual fue inoculado
con levadura a una concentracién de 3.0 x 10° cel/mL: El volumen inicial del biorreactor
era de 6 L y la alimentacién inicié a las 12 h. El flujo de entrada de la solucion de glucosa
se mantuvo en 0.4 L/h con el fin de mantener la concentracion de glucosa cercana a cero

dentro del biorreactor (S = 0), y favorecer la conversion de sustrato.
Planteando un balance de masa para un compuesto z en un biorreactor con un cultivo por

lote alimentado:

d
=D -2 tq, (1)
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Se puede rearreglar para estimar le velocidad de volumétrica a partir de las
concentraciones medidas, como:

¢;=D(zz-2) + T (1.2)

El segundo término del lado derecho de la ecuacién (1.2) tiende a cero conforme se va
alcanzando un estado estacionario, pero la importancia de éste es que depende de la
substancia z y del tiempo t. Por lo tanto, para las condiciones experimentales en las que la
concentracién del sustrato es S = 0, se establece un estado pseudo-estacionario donde

(dS/dt = 0), y la velocidad de consumo de glucosa esta dada por:
qs = —DSp (1.3)

cuando la velocidad volumétrica de crecimiento es lenta, la manera mas adecuada de

calcularla es:

dx

o para un intervalo infinito de tiempo:

(1.5)

Ax _
qx =-—+ DX

At
La ecuacion (1.5) también es util para estimar la velocidad volumétrica de produccién de
etanol y de consumo de amonio, aunque no se debe de tomar en cuenta el término de la
dilucién porque el amonio es consumido instantdneamente después de que se adiciona.
Se puede hacer una estimacién muy acertada de la concentracién de la biomasa en el
medio liquido en cualquier instante en el cultivo si la tasa especifica de crecimiento y se

mantiene aproximadamente constante:
Xiv1 = X; + uXAt (1.6)
La velocidad de consumo de oxigeno puede ser estimada cuando la concentraciéon de

oxigeno disuelto en el medio liquido es minima (Co, = 0) utilizando la siguiente expresion:

q02= _kLa * CSZ (1'7)
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El coeficiente de transferencia de masa fue medido tedrica y experimentalmente con una
correlacion empirica (Moresi y Patete, 1998) y con el método dinamico (Merchuk, et al.,

1989; Scargiali, et al., 2010), respectivamente.

Técnicas analiticas

Se tomaron muestras cada 2 horas para realizar analisis cuantitativos. La concentracion
de la biomasa fue evaluada con una correlacién empirica entre el peso seco y la densidad
Optica a 620 nm (Boeco S-22, Hamburgo, Alemania). La muestra se centrifugé por 5
minutos a 5000 rpm (Sol-BAT, Puebla, México), las concentraciones de glucosa, amonio y
etanol fueron determinadas en el sobrenadante. La glucosa y amonio por técnicas
espectrofotométricas (método del DNS y método de Nessler), mientras que las
concentraciones de bioetanol fueron medidas por medio de HPLC (TSP Spectra system,
San Jose California, EUA) con una columna Aminex HPX-87 (Bio-Rad, Hercules
California, EUA) a 40 °C, 1200 psi y un flujo de fase mévil 0.4 mL/min (H,SO4 5.0 mM). A
partir de estas mediciones experimentales, las velocidades volumétricas de produccion de
etanol y de consumo de amonio, necesarias para un analisis de redundancia, fueron
facilmente evaluadas. La composicion del gas de salida fue medida continuamente
usando un analizador paramagnético de oxigeno (Servomex 570/571, Houston Texas,
EUA) y un analizador infrarrojo de didxido de carbono (Servomex 1410, Houston Texas,
EUA) conectado a una microcomputadora, por lo que el coeficiente respiratorio

experimental fue calculado a partir de estos datos.

Tratamiento matematico
Se puede representar un cultivo aerobio de S. cerevisiae con glucosa (CH,O), amonio
(NH3) y oxigeno disuelto como sustratos (O,) con una descripcion de caja negra, como

sigue:
CHZO + NH3 +02 —_—> C1_8H0,58 00_16N+ CH3 Oos5+CO2+ H20 (18)

Los productos principales del a reaccion son biomasa (CH1.800.58No.16) y etanol (CH3Oo.5).

El vector de las velocidades volumétricas de reaccién asociadas a la ecuacion (1.8):

q= [Cls CINH3QOZQXQEQCOZQHZO] (1.9)

La descripcion cinética del crecimiento aerobio y la produccion de etanol, como se
representa en la ecuacion (1.8) se consigue cuando se conocen los valores numéricos de

las velocidades de reaccion durante el proceso del cultivo microbiano. El analisis de
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reaccion consiste en medir alguna de las velocidades del vector q de acuerdo a los
grados de libertad (Dg) asociados a la descripcidon cinética, y calcular en resto de las

velocidades no medidas. Los grados de libertad son (Nielsen y Villadsen, 1994):
Dp=ns+np+l-ne=3+3+1-4=3 (1.10)

Lo que significa que se deben de medir al menos tres velocidades de reaccién para poder
calcular las cuatro restantes. Las velocidades de reaccion elegidas para ser medidas (gm):

Js, Ox Y Joe, por lo tanto el vector q se puede dividir en:

q=[qmacl con qn=[qs90,ax]" ¥ dc = [anu,9£9c0,9m,0]T (1.11)

En donde g, es un subvector de las velocidades de reaccién calculables. Considerando E
como una matriz elemental, esta puede ser planteada de acuerdo a la ley de la
conservacion de la materia (Nielsen y Villadsen, 1994; Soto-Cruz y Paez-Lerma, 2005)

Ccomo.
Eq=0 (1.12)

La estructura de la matriz E para la produccién de biomasa en la ecuacion (8) es:

1 00 1 1 10
E= 2 3 0182 3 0 2 (1.13)
1 0 2 058 05 2 1
010016 0 0O
La matriz E puede dividirse en:
1 1 0
2 182 0
Em=11 058 2
0 010 O
y
0 1 10
3 3 0 2
E:=1g 05 2 1 (1.14)
1 0 0O

De acuerdo a la particion mostrada en las ecuacion en las ecuaciones (1.11) y (1.14), la

ecuacion (1.12) puede ser reescrita como:
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Eq=Enqm +Ecq.=0 (1.15)

donde las velocidades calculables gc son (Nielsen y Villadsen, 1994):

qc = _[EzlEm]qm (1-16)

Se dice que el sistema esta sobredeterminado cuando el nimero de velocidades medidas
es mayor a Dr, entonces se puede llevar a cabo un analisis de redundancia. Este analisis
permite estimar el error bruto de las mediciones experimentales. La matriz redundancia

esta dada por (van der Heijden, et al., 1994):
R = E,_E.ETE.]"ETE,, (1.17)

De donde la matriz redundancia reducida R, esta definida por la eliminacién de las filas
dependientes en R. Considerando q, como las velocidades medidas y sus

correspondientes valores verdaderos qmt, puede ser recalculado como:
gqm=(mt+ 0 (118)

donde & es el vector de los errores de medicion, que puede ser calculado de (van der
Heijden, et al., 1994; Nielsen y Villadsen, 1994):

3=FRTP'R.q,, (1.19)

Donde F es la matriz varianza-covarianza, y P esta dado por (Stephanopoulos, et al.,
1998):

P = R,FRT (1.20)

Asi, a través de la estimacién exacta de gqe y qnusa partir de los datos experimentales con

la ecuacioén (1.5), se calculan los errores para qm.

Una descripcion mas detallada de los procesos involucrados en el crecimiento aerébico y
la excrecion del etanol es obtenida por balance de flujo metabdlico (BFM). En este
acercamiento (Llaneras y Pico, 2008), se considera una descripcion de las rutas
bioquimicas involucradas para la produccién global de biomasa o etanol para evaluar el
rendimiento del proceso. Dicha ruta metabdlica condensada se presenta en la figura 1.1.
Las velocidades volumétricas q dependen de la velocidad especifica de reaccion rj para

cada reaccién bioquimica en la ruta metabdlica de acuerdo a (Nielsen y Villadsen, 1994):
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Figura 1.1 Ruta metabdlica simplificada de S. cerevisiae en cultivos para producir biomasa
y etanol. Los flujos molares de las diferentes concentraciones de glucosa (27.25, 38.5, y
50.01 g/L) son referidos a una velocidad de consumo (100%).

Donde T' es la transpuesta de la matriz estequiométrica total. La ecuacion (1.21) es

conveniente particionada de manera similar a la ecuacién (1.14) como sigue:

dm T, T, r X
<CIc> = |Ts T, <;nX>
0 Ts Tegl '€

(1.22)

Los vectores rmy rc son los flujos metabdlicos desconocidos en la red. De la ecuacion

(1.22) es facil ver que:
qm = TitpX + TorgX

qc = T3t X + TyrcX

y

0= T5Tm + T4T'C
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La ecuacion (1.25) representa el llamado estado pseudo-estacionario en CMP (Llaneras y
Pico, 2008). Combinando las ecuaciones 1.23-1.25, los flujos desconocidos r, y r. pueden

ser calculados como lo indica la ecuacion (1.26):

Te qs
r'm X = AnQm , entonces |T5| X = A, CIX], con
Ty do,
0 0.091 0
A, =[T-TT T.]'=[ -1 -0001 o0 (1.26)
0 0.000 -2
T3 qs
y reX = AmQm, entonces |T2| X = A, | 9x ] con
] do,

~2 -0318 0.333
A =-T, T -T,7T.]'=| 0 -0.045 —0333 (1.27)
~2 -0273 0.000

En esta aproximacién BFM, los grados de libertad son:
Dr=J-C=6-3=3 (1.28)

Donde J es el numero de reacciones en la ruta metabdlica y C es el numero de
intermediarios en la ruta en estado pseudo-estacionario. De acuerdo con esto, las
. . . sgr _ T . — . . s
mediciones de velocidades volumétricas qm = [sQxJo.] proporciona suficiente informacién
experimental para estimar la distribucion de todos flujos metabdlicos r = [rurg]’, en el
conjunto de reacciones minimas presentadas en la figura 1.1, las cuales representan los

eventos fisiolégicos principales durante el crecimiento y produccién de etanol.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de biomasa y bioetanol en cultivos por lote alimentado
En la figura 1.2 se muestra el comportamiento cinético de la levadura durante el proceso

de lote alimentado con diferentes concentraciones de la solucién de glucosa alimentada.

De manera general, se observd que el suministro de la solucién de glucosa con
concentracién mas alta, generd la concentracion mas baja de biomasa y la concentracién
mas alta de etanol. Esta tendencia se verificé calculando los rendimientos de biomasa

(Yxsis) y etanol (YEess), presentados en el cuadro 1.1.

Cuadro 1.1. Rendimientos de produccion de biomasa y etanol obtenidos en el cultivo lote
alimentado con diferentes concentraciones de glucosa

Concentracion de Concentraciéon final Concentracién final Rendimiento de Rendimiento de
glucosa alimentada de biomasa (g/L) de etanol (g/L) biomasa (g/g) etanol (g/g)

(9/L)

27.25 12.2 4.7 0.44 0.059

38.5 9.8 5.1 0.42 0.093

50.01 7.2 6.3 0.37 0.11

La concentracion de etanol excretado fue la mas alta con la concentracion mas alta de
sustrato disponible, aun en condiciones aerobias; lo que significa que el catabolismo
reductivo en las células de levadura fue activado en algun grado. Resulta interesante
observar que este comportamiento corresponde tanto al valor de RQ medido y estimado
en los diferentes procesos lote alimentado (figura 1.3). En el proceso lote donde S >> 0,
hay una produccién importante de CO, de la descarboxilacién del piruvato con una
produccion simultanea de etanol y el maximo consumo de O,, por lo que el coeficiente
respiratorio es mayor que 1. Si la concentracidon de glucosa en el medio de cultivo es
controlada a través del proceso de alimentacion (S = 0), la produccion del CO2 es
estequiométricamente equivalente al consumo de O, y RQ = 1 (Fiechter, et al., 1981). Sin
embargo, si la glucosa en la alimentacion excede la capacidad respiratoria de la levadura
(Cooney, et al., 1977) se observa una ligera tendencia de incremento en el coeficiente
respiratorio, comportamiento representado en la figura 1.3. Como consecuencia la

concentracién de etanol fue alta (figura 1.2). Ademas hubo una acumulacién simultanea
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Figura 1.2 Concentraciones experimentales medidas de biomasa producida (e), glucosa
residual (o), amonio consumido (+) y etanol producido (o) en cultivos lote alimentado con
diferentes concentraciones de glucosa suministrada (g/L): (a) 27.25, (b) 38.5, y (c) 50.01.
Concentraciones estimadas a partir de la ecuacién 6 (——), los puntos en la grafica de
etanol representa la concentracion del metabolito estimados con la descripcién de caja

negra (=——) con su correspondiente error (-=====: ), y valores encontrados con el andlisis
de flujos metabdlicos (== =).

de biomasa y bioetanol, por lo que el metabolismo puede ser controlado para inducir la
generacion de cualquiera de los dos productos.
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Figura 1.3 Coeficiente respiratorio (RQ) en cultivos de levadura. Datos experimentales (—
—) y estimados a partir del analisis de caja negra de velocidades de reacciéon (e). Media
de los valores estimados (====). Los circulos corresponden a los errores de RQ calculados

a partir del analisis de redundancia.

Analisis de velocidades de reaccion para la produccion de bioetanol con una
descripcion de caja negra.
De las concentraciones experimentales de biomasa y glucosa alimentada, se calcularon

las velocidades volumétricas instantaneas s y Qgx usando las ecuaciones 1.3 y 1.5.
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Adicionalmente, el coeficiente de transferencia de masa puede ser medido o estimado

como una funcién del flujo de aireacién Qg, y la correlacién se muestra en la figura 1.4.

Para el flujo de aire establecido en los experimentos, el kia calculado fue 51 h™ de
acuerdo a la relacion empirica de Moresi y Patete (Moresi y Patete, 1988). A partir de la

ecuacion 1.7, la velocidad de consumo de oxigeno fue go. = 0.416 g/Lh.

kLa(n™)

O T T T
50 150 250 350 450 550

Q¢ (L/h)

Figura 1.4 Coeficientes de transferencia de oxigeno estimado (=) y medido (e) para
cultivos en lote alimentado.

De acuerdo a la descripcidon de caja negra, las velocidades volumétricas medidas
permiten la estimacion de la velocidad de produccion de etanol ge durante el cultivo, por lo

que las concentraciones de etanol pueden ser estimadas de:

E; = E; + qEAt (129)

donde es necesario conocer el valor experimental de E, para comenzar la estimacién de

las subsecuentes concentraciones de etanol. Las fronteras de confianza superior e inferior
de las concentraciones predichas de etanol fueron obtenidas con el error g - obtenido del

analisis de redundancia ecuacién 1.19:
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Eir1 sup = Ei+ (qe + 0p)At
El'+1) inf = E;- (qE - 5E)At (130)

Como se observa en la grafica de etanol (figura 1.2), los valores estimados de
concentracién de este metabolito con caja negra fueros aceptables. No obstante, dichos
valores mejoraron sustancialmente cuando se consideraron los eventos metabdlicos
principales en la conversion de glucosa a biomasa o bioetanol, como se presenta a

continuacion.

Distribucion de flujos metabdlicos de la red simplificada en S. cerevisiae

En la figura 1.1 se representa una ruta metabdlica simplificada que describe el crecimiento
celular y la produccion de etanol en un proceso lote alimentado. La variable ry representa
el flujo de glucosa a través de glicolisis hasta piruvato, que es descarboxilado a acetil-CoA
reaccion representada por el flujo r;. Estos dos intermediarios son convertidos ya sea en
etanol (rs) o incorporado al ciclo de Krebs simplificado mediante el flujo r,. Los flujos ry y 15
corresponden respectivamente al catabolismo oxidativo y reductivo en las células de
levadura. El flujo metabdlico rg representa el nivel de la actividad en la cadena respiratoria
y la velocidad de oxidacion del NAHD, mientras que r; indica, de manera condensada la

sintesis de biomasa, donde los intermediarios clave son la glucosa, piruvato y acetil-CoA.

El cuadro 1.2 muestra la estequiometria asociada a esta ruta minima metabdlica. Donde
la glucosa suministrada en los cultivos lote alimentada fue controladas para ajustar las
condiciones experimentales S = 0 y lograr que la velocidad especifica de crecimiento
cambiara gradualmente hasta igualar la tasa de dilucion D, por lo que los cultivos lote

alimentado se comportaran como cultivos continuos.

Por esta razén, las velocidades volumétricas de produccién y consumo en los procesos
lote alimentado fueron practicamente constantes, y las distribuciones de los flujos

metabolicos calculados mostrados en la figura 1.1 son consistentes.
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Cuadro 1.2. Estequiometria simplificada de la conversién de glucosa a biomasa y etanol

por S. cerevisiae.

Flujo

Proceso celular

Reaccion condensada

rl

r2

r3

r4

r5

ré

Glicolisis

Produccion de

biomasa

Descarboxilacion de

piruvato

Ciclo de Krebs

Produccion de
etanol

Cadena respiratoria

Glucosa + 2H;PO, + 2ADP + 2NAD+ >

2Piruvato + 2H,0 + 2ATP + 2NADH
CeH1206+2H3P04+2C19H15N5010P2+2C 51 H28N7014P2

N

2C3H,03+2H,0+2C19H16N5013P3+2[C1Hp9N7014P,+H+]

Glucosa + Piruvato + Acetil-CoA + NH; + 27.5ATP + 24.1H,0 >
Biomasa + CoA + 27.5ADP + 27.5H;PO,
CeH1206+C3H,03+Cy3H35N7017P3S+1.98NH3+27.5C10H16NsO13P3+24.1H,0>
11CH; 7800,6N0.18+C21H36N7016P3S+27.5C19H15N5010P2+27.5H3PO,
Piruvato + CoA + NAD+ -

Acetil-CoA + CO, + NADH
C3H403+Cp1H36N7016P35+C21H28N7014P,

N

C23H3N7017P3S+CO,+[Cp1HogN7O14P,+H+]

Acetil-CoA + 2H,0 + H;PO, + ADP + 4NAD+ >

2C0, + CoA + ATP + 4NADH
C23H33N7017P3S+2H;0+H3PO,4+C1oH15N5O10P2+4C 51 HpgN7014P2
N

2C0,+Cy;H3sN7016P35+C19H16N5013P3+4[Cy HpgN7014P,+H+]
Acetil-CoA + H;PO, + ADP + 2NADH >

Etanol + CoA + H,0 + ATP + 2NAD+
C23HagN7017P3S+H3PO4+C1oH1sN5010P5+2[Co1HogN7O14Po+H+] >
C2HO+Ca1H36N7016P3S+H,0+C19H16N5013P3+2C21Hz8N7014P5
3ADP + 3H;PO4 + NADH + 0.50, >

3ATP + NAD+ + 4H,0
3C10H15N5010P2+3H3PO,+[C21H9N7014P5+H+]+0.50, >
3C10H16N5013P3+C51H2sN7014P2+4H,0

Los flujos metabdlicos involucrados en la produccién de etanol permiten la estimacién de
las concentraciones de dicho metabolito, y son mostradas en la figura 1.2. Aqui se
observa que los valores predichos mejoran cuando se realiza la estimacion considerando
la distribucién de flujos metabdlicos comparados con los obtenidos con el modelo de caja

negra, reproduciendo mas cercanamente los valores experimentales encontrados.
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Se observa en la figura 1.1, que el incremento en la concentracion de glucosa en la
alimentacion provoca que el flujo relativo de produccion de biomasa (r,) decayera,
mientras que la excrecién de etanol (rs) se incrementara. Esto puede deberse a que la
células presentaron un ajuste metabdlico ante el exceso de glucosa en el flujo de
alimentacion, resultando en una substancial activacién del catabolismo reductivo (rs) que
es proporcional al flujo glicolitico (ry) como se muestra en la figura 1.5b. El catabolismo
oxidativo se reduce por las altas concentraciones de glucosa en la alimentacion (figura
1.5a). Por lo tanto, la represién catabdlica de la oxidacion del NADH por glucosa
(Gancedo, 1998) fue confirmada. El flujo r, correspondiente al ciclo de Krebs, se
considerd6 como la ruta metabdlica representativa del catabolismo oxidativo. El flujo
metabdlico r, asociado al ciclo de los acidos tricarboxilicos disminuye de manera

importante por el incremento del flujo glicolitico rq, efecto observado en la figura 1.5c.
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Figura 1.5 Comparaciéon de flujos metabdlicos en las rutas oxidativas y respiratorias en
cultivos lote alimentado de levadura con diferentes concentraciones en la corriente de
alimentacion: (e) 27.25, (o) 38.5, y (¢) 50.01 g/L.
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Ademas, cuando el metabolismo reductivo rs presenta un incremento en la figura 1.5d, se
registrd6 una disminucion en el flujo r, correspondiente al catabolismo oxidativo. Estos
resultados son consistentes con los representados en la figura 1.2, donde Ila
concentracién de la biomasa disminuye y la del etanol aumenta como funciones de la

glucosa disponible en la alimentacion.

En las figuras 1.5a y 1.5c se observa que el catabolismo oxidativo y la oxidacién de NADH
se incrementaron cuando la concentracién de glucosa en la alimentacion disminuyé. Este
comportamiento es observado claramente en los flujo metabdlicos ry y rs, tal como se
representa en la figura 1.5b donde el flujo del catabolismo reductivo (rs) es proporcional al
flujo glicolitico r1 no importando la concentracién de glucosa en el flujo de entrada. Este
hecho implica diferentes respuestas fisiolégicas entre el catabolismo reductivo y oxidativo

en las células de levadura ante un sobreflujo de alimentacién.

El incremento del catabolismo reductivo se debié a la activacion/inhibicion de algunas
enzimas existentes en el citoplasma involucradas en la descarboxilacion del piruvato y
reduccién del etanol, por lo que estas enzimas pueden ajustarse ante cualquier variacion
de la velocidad de consumo de glucosa. En contraste el fenédmeno de expresién/represion
genética puede estar involucrado en el catabolismo oxidativo porque fueron estimados
diferentes flujos en la ruta correspondiente a esta parte del metabolismo para los
diferentes niveles de glucosa disponible en el cultivo. Los niveles de glucosa alimentada
parecen estar fuertemente involucrados en la fisiologia oxidativa de los cultivos aerobios
de levadura, y los rendimientos de produccién de biomasa y etanol dependen del balance

de alimentacion de glucosa/etanol.
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CONCLUSIONES

Las mediciones experimentales necesarias para calcular la distribucion de flujos
metabdlicos fueron basicamente biomasa acumulada, glucosa y oxigeno consumidos. A
partir de estos datos se calcularon las velocidades de consumo de glucosa, el flujo
glicolitico, el catabolismo reductivo y oxidativo, y oxidacion de NADH a partir del BFM en
el proceso de produccién de biomasa o bioetanol. La velocidad volumétrica para la
biomasa puede ser calculada de las estimaciones de las concentraciones de la biomasa
basadas en la velocidad especifica de crecimiento (ecuacién 1.5), mientras que la
velocidad de consumo de glucosa depende de la velocidad de dilucion y la concentracion
de ésta en la alimentacion (ecuacion 1.2) y la velocidad de consumo de oxigeno depende
de la concentracion de saturacién del O, y el coeficiente de transferencia de masa kLa
(ecuacion 1.6). Los parametros necesarios para evaluar estas velocidades volumétricas
son regularmente conocidos en los procesos aerobios lote alimentado, por lo que los
flujos metabdlicos pueden ser facilmente estimados durante el desarrollo del proceso, lo
que representa informacion valiosa para optimizar procesos de produccion de biomasa o

etanol con S. cerevisiae.

La incorporacion de eventos bioquimicos y metabdlicos en la evaluacion del desarrollo de
la produccion de biomasa y etanol mejora la estimacion de las concentraciones y
rendimientos finales del proceso, por lo que el producto principal esta incluidos en el
proceso. Ademas la estimacién de flujos metabdlicos para el catabolismo reductivo y
oxidativo en las células de levadura es util para conseguir los rendimientos 6ptimos en el
proceso. Para la produccion de etanol, el analisis de BFM también permite hacer

predicciones muy precisas de las concentraciones experimentales.

Por lo tanto, el analisis de las velocidades de reaccién en una ruta metabdlica minima
aporta informacion importante acerca de la fisiologia del cultivo de levadura, por lo que la
produccion de la biomasa o bioetanol puede ser mejorada ajustando las condiciones
experimentales del cultivo lote alimentado. Si el bioetanol es el producto requerido, se
debe de establecer una velocidad de alimentaciéon de sustrato alta, mientras que el
oxigeno alimentado debe mantenerse en niveles bajos, pero se debe de evitar la
anaerobiosis. En el proceso de produccion de biomasa, se debe se mantener una
estrategia controlada de glucosa alimentada y condiciones totalmente aerébicas lo que
reducira el sobreflujo a nivel del piruvato, por lo que se maximizara el catabolismo

oxidativo asociado a la alta produccion de biomasa.
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Capitulo 2 Modelo metabdlico de Saccharomyces cerevisiae para

la acumulacién de trehalosa y glucégeno en un cultivo continuo.

RESUMEN

Saccharomyces cerevisiae es uno de los microorganismo mas usados en la industria
biotecnoldgica. Se utiliza principalmente en la industria alimentaria, y para la produccion
de etanol como biocombustible (uso ampliamente estudiado actualmente). La
concentracion final de trehalosa y glucdégeno en las células es utilizada como parametro
de calidad en la industria alimentaria. Ademas se asocia a estos dos compuestos la
capacidad de la levadura a sobrevivir en condiciones adversas de crecimiento, tales como
ambientes oxidativos, altas osmolaridades, limitacion de nutrientes, temperaturas
elevadas y presencia de sustancias toxicas. La estimacion de la concentracion
intracelular de estos compuestos es muy importante, sin embargo aun no se ha reportado
algun método que prediga la concentracion en las células de estas dos sustancias. La
modelacion metabdlica aplicada en el crecimiento de microorganismos regularmente
aporta informaciéon acerca de la composicion celular, no obstante para aplicaciones
industriales el modelo debe ser lo mas simple posible con el fin de lograr que sea
técnicamente util. En este capitulo se describe la obtencién de un modelo metabdlico a
partir de un andlisis de flujo metabdlico en una red metabdlica simplificada que permita
predecir la concentraciéon de trehalosa y glucégeno en Saccharomyces cerevisiae
considerando las principales reacciones involucradas en el crecimiento de la levadura y la

sintesis de estos compuestos.

Se llevdé a cabo un analisis riguroso de las velocidades de reaccion permitiendo la
estimacion de la concentracion de los llamados compuestos de reserva y proteccién en
cultivos continuos, los resultados obtenidos con el anadlisis de flujo metabdlico son

similares los obtenidos experimentalmente.

Ademas, con base en el analisis de velocidades de reaccion, se propone una
interpretacion del estado fisiolégico de la levadura en cultivos continuos en presencia y
ausencia de una fuente nitrogenada. Los resultados confirman que la ausencia de
nitrégeno en el cultivo incrementa la velocidad de sintesis de trehalosa y la de consumo
de glucégeno, activandose al metabolismo de reserva y proteccion de S. cerevisiae, ante
la ausencia de un nutriente esencial en el medio de cultivo. Por lo tanto la concentracién

de trehalosa y glucdégeno en la célula depende del estado fisioldgico de la levadura en el
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cultivo, a su vez condicionado por la disponibilidad de nutrientes, y que puede ser inferido

a partir de un apropiado balance de flujos metabdlicos.

Palabras clave: frehalosa, glucdégeno, balance de flujos metabdlicos, modelo

estequiométrico, Saccharomyces cerevisiae

INTRODUCCION

El crecimiento de microorganismos en su medio ambiente natural y en muchas
aplicaciones industriales es normalmente limitado por la disposicién de nutrientes. En
estas condiciones la velocidad especifica de crecimiento del organismo se determina por
la concentracién de un solo nutriente. Por ejemplo, en la produccién de levadura para
panificacion el crecimiento esta limitado por la fuente de carbono, al tiempo que un cultivo
aerobio a velocidades especificas de crecimiento relativamente bajas es esencial para
lograr altos rendimientos de biomasa. Por otro lado, en procesos como la produccién de
cerveza, se necesitan altas concentraciones de azucares fermentables y limitacion por
otros nutrientes (oxigeno y nitrégeno). Como resultado el metabolismo activo de la

levadura se altera (Boer, et al., 2003).

La levadura para panificacion (Saccharomyces cerevisiae) es usada de manera extensiva
debido a su capacidad de fermentar principalmente la sacarosa y la maltosa presentes en
la masa para generar etanol y diéxido de carbono. La capacidad fermentativa de la
levadura, por lo tanto es un parametro sumamente importante en la produccion de
levadura para panificacién. Otros parametros importantes son la estabilidad al
almacenarse (vida de anaquel), resistencia al congelado-descongelado y a condiciones
osmoéticas extremas (Hirasawa, et al., 2006). En ocasiones, al final del proceso de
produccion de la levadura, se someta al microorganismo a limitacion de fuente de
nitrogeno con el fin de incrementar el contenido de carbohidratos en la célula, lo que
conferira mayor vida de anaquel conservando su capacidad fermentativa. Saccharomyces
cerevisiae experimenta multiples cambios intracelulares durante el periodo de limitacion
de nutrientes, ademas estos cambios estan relacionados a otras condiciones adversas de
temperatura y regulaciéon osmética. Los cambios en el contenido intracelular de dos
carbohidratos de reserva (trehalosa y glucégeno) estan relacionados con Ia
osmotolerancia, resistencia al congelado-descongelado, a altas temperaturas y a la

estabilidad de almacenaje de la levadura (Jorgensen, et al., 2002).
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La trehalosa es un azucar no reductor (disacarido) encontrado en bacterias,
microorganismos eucarioticos, plantas, insectos e invertebrados. Ha sido estudiada en S.
cerevisiae, estabiliza proteinas y membranas bajo una variedad de condiciones
ambientales desfavorables (incluyendo incremento de temperatura, presion hidrostatica,
desecacion, limitacion de nutrientes, ambientes oxidativos y exposicion a quimicos
téxicos) (Jules, et al.,, 2008). También es importante para regular el flujo de glucosa
durante la respuesta celular en condiciones adversas (Pérez-Torrado, et al., 2005).
Debido a las propiedades de estabilizar moléculas, suave sabor dulce, alta solubilidad y
ser poco higroscopica, la trehalosa se ha vuelto un importante objetivo en la
biotecnologia, donde es utilizada para la fabricacion de alimentos, proteccién de vacunas

en climas calidos y en productos cosméticos (Voit, E, 2003).

El glucdégeno es un polisacarido ramificado de alto peso molecular de cadenas lineales de
a-(1,4).glucosil con uniones a-(1,6). Se han realizado numeros estudios de caracterizacion
bioquimica y molecular del metabolismo de la trehalosa y el glucégeno (Francois y Parrou,
2001).

Ademas la capacidad fermentativa de la levadura esta relacionada con la cantidad vy
actividad de las enzimas glicoliticas y fermentativas, por lo que es importante producir
levadura con alto contenido de proteina. Sin embargo, la relacion entre las actividades
enzimaticas, capacidades fermentativas y las condiciones de operacién durante el

proceso de produccion aun no ha sido totalmente elucidada (van Hoek et al., 2000).

Por otro lado, el establecimiento de un cultivo en quimiostato hace posible el estudio de
las adaptaciones fisiolégicas en el estado pseudo-estacionario provocadas por la
limitacion por un nutriente. EI medio que es continuamente alimentado al cultivo puede ser
disefado de tal manera que el crecimiento este limitado por un solo y definido nutriente,
mientras que los otros se encuentran en exceso. Durante el cultivo continuo la velocidad
de alimentacion y de cosecha debe ser la misma, de tal manera que la velocidad de
dilucion (D) en el estado pseudo-estacionario se iguala a la velocidad especifica de
crecimiento (M) (Brauer, J, et al., 2008). Esto ofrece la posibilidad Unica de estudiar el
metabolismo y su regulacion a una velocidad especifica de crecimiento elegida y
constante, bajo condiciones nutricionales estrictamente definidas. Los microorganismos
han desarrollado multiples estrategias para hacer frente a la limitacion de nutrientes. Las
condiciones limitantes de crecimiento a menudo inducen sistemas de transporte de gran

afinidad y/o sistemas metabdlicos que permitan una incorporacién mas eficiente de los
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nutrientes. En otros casos, la composicion final de la biomasa presenta un contenido
reducido del nutriente limitante. Por ejemplo, en Saccharomyces cerevisiae y Escherichia
coli se ha observado que la composicién de los aminoacidos en el conjunto de las
enzimas estructurales usadas en la asimilacién de azufre, carbono o nitrogéno presenta
una reduccién del respectivo elemento comparado con el contenido promedio en el

proteoma predicho (Boer, et al., 2003).

Para llevar cabo un analisis de flujos metabdlicos (AFM) y control metabdlico es esencial
el andlisis de la ruta metabdlica en cuestion. Este ultimo es una herramienta util para el
estudio de la parte analitica de la ingenieria metabdlica. EI AFM es un acercamiento
celular global, donde en la red metabdlica completa se considera las reacciones
intracelulares y los flujos de las ramificaciones de dicha red se cuantifican. La
comparacion de la distribucion de los flujos obtenidos bajo diferentes condiciones
fisioldgicas puede proporcionar valiosos conocimientos acera de las interacciones entre
diferentes rutas o puede ayudar a identificar el potencial de ciertas reacciones
bioquimicas no descubierto con anterioridad. Por lo tanto el AFM puede ser usado como
una estrategia apropiada para la caracterizacion fisiolégica de una cepa, a la que se
desea introducir una nueva o alterar sus propiedades (Sainz, et al., 2003). Una de las
areas donde el AFM tiene especial interés es en la mejora de rendimientos y
productividad. La modulacién de la distribuciéon de flujos alrededor de un punto especifico
de una ruta requiere el analisis completo de la misma, y es para esto que el AFM es
importante. El AFM es por lo general mas utilizado donde una gran fraccién del carbono
es dirigida a producto (metabolitos primarios). Sin embargo, el AFM puede ayudar a
entender como se producen los metabolitos secundarios o proteinas heterdlogas si se
relaciona al metabolismo central del carbono a través de sus precursores. El AFM es una
herramienta conveniente para realizar mediciones in vivo en combinacién con el
modelamiento cinético proporciona un valioso acercamiento al analisis de rutas
metabdlicas para mejorar el entendimiento de la dinamica entre los metabolitos
extracelulares, intermediarios glicoliticos y metabolitos intracelulares en el metabolismo de

la glucosa de S. cerevisiae (Ostergaard, et al., 2000, Nolan, et al., 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico y medios de cultivo
La cepa utilizada para este cultivo se conservé en un tubo inclinado a 4° C con medio

PDA. Se utilizé de nueva cuenta una cepa comercial de S. cerevisiae.

Cuadro 2.1. Composicion de medio de cultivo PDA

g/L
Almidoén de 20.0
papa
Dextrosa 2.0
Agar 15.0
pH=5.6

Se inocularon 4 matraces con 30 mL de medio complejo (ver composicién en cuadro 2)
con una asada de Saccharomyces cerevisiae tomada de un tubo inclinado, se incubd
durante 48 horas a 30° C y 250 rpm. Para recuperar la biomasa fue colocado el contenido
de los matraces en tubos Falcén estériles de 50 mL, y centrifugado por 5 minutos a 5000
rom, luego de lo cual se lavaron las células con agua destilada estéril, repitiendo el

proceso dos veces mas para eliminar restos del medio complejo.

Cuadro 2.2. Composicién de medio de cultivo complejo para la fase de preindculo

g/L

Glucosa 20
(NH4)2S04 2

MgSQO47H,0 0.4
KH2PO4 5
Extracto de levadura 1

pH=5

La biomasa recuperada en el paso anterior fue utilizada para inocular 4 matraces con 250
mL de medio sintético (ver composicién en cuadro 2.3), incubandose 48 h a 30° C y 250

rpm. Este cultivo se utilizé para inocular el biorreactor.

Estrategia de cultivo

Se utilizd un biorreactor de 7 litros, para los cultivos continuos el cual fue inoculado con S.
cerevisiae con una concentracion de 3.0 x 10* cel/mL. El volumen inicial del biorrector era
de 5 L y el cultivo continuo se establecié a las 30 h. Las condiciones del cultivo por lote

fueron 250 rpm, 5 vwvm, 30° C, y el pH se mantuvo en 5 adicionando NaOH 1 N. El cultivo
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continuo de mantuvo a 250 rpm, 5 vvm, 30° C, con un flujo de alimentacion de sales y
glucosa de 2.5 ml/min, respectivamente, y cosecha de 5 mL/min, el pH se mantuvo en 5

mediante la adicion de NaOH 1 N.

Cuadro 2.3 Composicién de medio sintético para la fase de inéculo, cultivo en lote y
cultivo continuo

Etapa Lote Cultivo continuo Inéculo
a/L
Glucosa 10 20 20
Sales
(NH4)2S04 15
MgCl»6H,0 6
KH2PO4 7
NaCl 0.5
CaCl»2H,0 0.25
Solucién de vitaminas 10 mL/L
Solucion de minerales 10 mL/L
pH=5

Para activar el metabolismo de compuestos de reserva y proteccién se eliminé la fuente

de nitrégeno, sustituyendo el (NH4),SO, por MgSO,-7H,0O

Para la etapa de cultivo continuo se calculé la concentracion de la fuente carbonada

estableciendo los siguientes valores:

u=0.02h" (2.1)
X=15¢g/L (2.2)
Yx/s =05 gX/gs (23)

Se calcula la velocidad de consumo de sustrato que se requiere para lograr la velocidad

especifica de crecimiento (u) y el rendimiento (Yys) planteados:
g/X = p/ Yxs=0.04 g,/gsh (2.4)

Para encontrar la concentracion de la fuente carbonada requerida, se multiplica la

velocidad calculada en (2.4) por la biomasa esperada (2.2):
g = (0.04 g,/gsh)(15 g/L) = 0.01 gs/Lmin

Se establecié un flujo de alimentacion y cosecha de 5 mL/min considerando la menor
capacidad de bombeo del equipo disponible. Utilizando este flujo y la velocidad de

consumo de sustrato (q) se obtuvo una concentracién de alimentacion de la solucién de
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glucosa de 10 g/L. Sin embargo el flujo de entrada se dividid para alimentar de manera
separada las sales y la fuente de carbono, por lo tanto el flujo de alimentacién final fue de

2.5 mL/min y la concentracién de glucosa fue de 20 g/L.

Técnicas analiticas
Se tomaron al menos tres muestras del medio de cultivo en el biorreactor por dia. El

volumen aproximado de cada una fue de 30 mL.

La biomasa se determiné a partir de una correlacién empirica entre el peso seco y la
densidad optica medida a 620 nm. La viabilidad de la biomasa se verificd con el método
del azul de metileno. La proteina total fue cuantificada utilizando el método de Bradford y
el glucégeno por un método enzimatico. La trehalosa se determind por extraccion con
acido ftricloroacético. La glucosa residual fue medida por el método de azucares
reductores (DNS). El etanol se cuantifico por el método de microdifusion de Conway

(Conway, 1957). El nitrdgeno inorganico se midio por el método de Nessler.

A la salida de los gases exhaustos se detectd el porcentaje de CO, utilizando un
analizador EX 2000 por medicién directa de la sefial generada por el detector con un
amperimetro digital. La intensidad de corriente es convertida a la concentracion de CO,

mediante la expresion:
% CO, = (XmADC -4)*0.3125, donde X es la senal eléctrica medida en miliamperes

Para cuantificar la concentracion de oxigeno disuelto se determiné la velocidad de
transferencia de oxigeno (VTO) y el coeficiente global de transferencia de masa (K_A)

para el biorreactor por el método dinamico.

Este método se basa en registrar la variacion de la concentracion de oxigeno disuelto (C,)

al pasar de una minima concentracion a una maxima (cercana a C.*).

Se construye una grafica de tiempo contra el logaritmo de las concentraciones de oxigeno

disuelto y de acuerdo a la ecuacion:
Ln (CL*- CLo)/(CL*- C) = KLA(t - to) (2.5)
la pendiente de la recta es el coeficiente global de transferencia de masa (K.A)

Basandose en la ecuacion:
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VTO = K A(C*- C\) (2.6)
Se determind la velocidad de transferencia de oxigeno

Tratamientos de muestras

Inactivacion

La muestra fue inactivada con acido perclorico (0.66 M) frio para la posterior
determinacion de trehalosa. En un tubo Falcén de 15 mL con 5 mL de acido perclérico frio
de afadieron 5 mL de muestra. Se agité con vortex e inmediatamente después se guardé

en congelacion.
Ruptura celular

Para cuantificaciéon de proteina total y glucdgeno, las muestras fueron sometidas a
rupturas con perlas de vidrio de aproximadamente 0.5 mm de diametro. En un tubo Falcén
de 15 mL se colocaron 5.0 mL de perlas y se adicion6 un volumen similar de muestra. Se
agitdé con vortex por un minuto y se enfrid en un bafo de hielo, este procedimiento se

repitié 3 veces y el volumen final se guardd en congelacién.
Sin tratamiento

El resto de la muestra se conservé en un tubo Falcdn de 15 mL a -2°C. Esta fue utilizada
para cuantificar glucosa residual, nitrégeno inorganico por el método de Nessler, sulfatos
y etanol. Para realizar estas determinaciones se utilizd sobrenadante proveniente del
medio residual de cultivo, obtenido por centrifugacion durante 5 minutos a 5000 rpm para

eliminar la biomasa.

Tratamiento matematico
Se llevd a cabo un balance de flujos metabdlicos descrito en el primer capitulo de esta

tesis en la ruta metabdlica simplificada que se muestra en la figura 2.1.
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~mmernt | I PO Y1

Figura 2.1 Ruta metabodlica simplificada de S. cerevisiae de la sintesis de los
compuestos de reserva y proteccion. Los flujos molares en condiciones no limitantes
(A) y en ausencia de nitrodgeno (B) son referidos a una velocidad de consumo (100%).
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Para este caso,

qs
| a |
rmX = Angm , entonces [1,,]X = A.|4co, |, con

Atre
ANH,

(7357 0 0 0
Am=[T1—T2T6_1T5Tl= 0 10 0 (2.7)
0729 0 0 -4.568
6512 0 0 -4.222

(674 05 1 3.19 -1
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Q
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]
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dnH,

con

-0.1275 0.1336 -0.0668 -0.0729 0.2672
0.0289 -0.1484 0.0742 -0.2206 -0.2967
-0.3448 1.1224 0.4388 0.8737 1.2449
0.2351 -0.7721 0.3861 -0.5473 -1.5443
-0.3049 0.6554 0.1723 0.5338 1.3109
0.3312 -1.1224 -0.4388 -0.8737 -2.2449
0.2022 -0.7901 0.3951 -0.6996 -1.5803
-1.1413 2.0950 -0.0475 2.3831 4.1900
0.1969 -0.8215 0.4107 -0.7160 -1.6430
0.0304 -0.0632 0.0316 -0.0331 -0.1264
0.2824 -0.8476 0.4238 -0.5869 -1.6953
0.0254 -0.3403 0.1701 -0.3211 -0.6805
0.0344 -0.0783 0.0392 -0.0410 -0.1566

1 a 1 0.0219 -0.0313 0.0157 -0.0164 -0.0627
Ac :_Te Ts [Tl_TzTe T5] = -0.0136 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
-0.0518 -0.0493 0.0247 -0.1687 -0.0987
0.0373 -0.0895 0.0448 -0.0469 -0.1790 (28)
0.0083 -0.0313 0.0157 -0.0164 -0.0627
-0.0472 -0.5471 0.2735 0.4277 -1.0942
-0.0141 0.0321 -0.0161 0.0644 0.0642
-1.1330 2.0637 -0.0318 23667 4.1274
-0.6180 1.3206 0.3397 1.1203 2.6412
-0.6868 1.4772 0.2614 1.2024 2.9545
0.0339 -0.0462 0.0231 0.0234 -0.0924
0.0475 -0.0462 0.0231 0.0234 -0.0924
-0.0470 0.0141 -0.0070 -0.0879 0.0282
-0.1081 0.0603 -0.0301 -0.1113 0.1206
-0.0136 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
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Ademas (" 0.0555 05158 -0.2579

0.0089
0.0059
0.0059
0.0775
qc = Agcqm, entonces A, cqy = 0.1484
0.0135
0.0234
con 0.0095
0.0083
0.0070
0.0070
0.0064
0.0117
0.0046
0.0098
0.0486
0.0094
0.0083
\0.0077

-0.0336
-0.0224
-0.0224

0.4330
-0.5594
-0.0509
-0.0884
-0.0358
-0.0313
-0.0263
-0.0263
-0.0241
-0.0442
-0.0173
-0.0369
-0.0806
-0.0355
-0.0313
-0.0291

2.7437
37.6281
721231
16.9497

178.8363
-49.9950
-4.4585

ch = (T; — T4T6_1T5)T7_1 = 49.6099

-3.0000
0.7437
-3.1112
1.0000
1.5188
-16.9497
-0.0000
334.6244

| -334.6244

0.0168
0.0112
0.0112
-0.2165
0.2797
0.0255
0.0442
0.0179
0.0157
0.0131
0.0131
0.0120
0.0221
0.0087
0.0185
0.0403
0.0178
0.0157
0.0145

En esta aproximacién BFM, los grados de libertad son:

DF=J-C=53-48=5

-0.4441 1.0315
-0.0176 -0.0671
-0.0117 -0.0448
-0.0117 -0.0448
-0.4875 0.8659
-0.2930 -1.1189
-0.0267 -0.1018
-0.0463 -0.1768
-0.0188 -0.0716
-0.0164 -0.0627
-0.0138 -0.0526
-0.0138 -0.0526
-0.0126 -0.0481
-0.0231 -0.0884
-0.0091 -0.0347
-0.0193 -0.0738
-0.0422 -0.1611
-0.0186 -0.0710
-0.0164 -0.0627
-0.0152 -0.0582

-0.2111
0.1055
-10.1633
-2.6884
-11.8951
3.7688
0.3430
-0.4315
0.0000
-0.2111
0.2393

0
-0.1168
2.6884
-0.0000
-34.9711
34.9711

~

-0.1407
-0.4296
-14.4422
-2.1256
-12.0967
2.5126
0.2286
-0.2877
1.0000
0.8593
0.1595

0
-0.0779
2.1256
-0.0000
-46.3141
46.3141

0.4221
-0.2111
22.3266
3.3769
22.2902
-7.5377
-0.6859
0.8631
0.0000
0.4221
-0.4786
0
0.2337
-3.3769
-0.0000
69.9422
-69.9422
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dnH,

—

(2.9)

(2.10)

Donde J es el numero de reacciones en la ruta metabdlica y C es el niumero de

intermediarios en la ruta en estado pseudo-estacionario. De acuerdo con esto, las
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mediciones de velocidades volumétricas gm = [0s Ox Oco: Gwe Onrz]| Proporciona suficiente
informacién experimental para estimar la distribucién de todos flujos metabdlicos r =
[rard]’, en el conjunto de reacciones minimas presentadas en la figura 1, las cuales
representan los eventos fisioldgicos principales durante el crecimiento y el metabolismo

de reserva y proteccion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la construccion de la ruta metabdlica simplificada se consultaron bases de datos
especializadas en internet (Brauer, et al., 2008, van Hoek, et al., 2000) ademas de
literatura de bioquimica y fisiologia microbiana (Moat, et al., 2002; Voet, et al., 2006;
Walker, 1998). Se analizaron todas las reacciones involucradas en la biosintesis de
compuestos de reserva, aminoacidos y crecimiento celular de la levadura. Se planted una
ruta metabdlica completa que incluyd las reacciones involucradas en la produccion de

dichos compuestos.

En la figura 2.1 se presenta la ruta metabdlica simplificada que describe el crecimiento
celular, el metabolismo de los compuestos de reserva y proteccion y la biosintesis de
aminoacidos en un proceso de cultivo continuo. La variable r; representa el flujo
condensado para la produccion de la biomasa a partir de glucosa. Las reacciones de la
glicolisis se representan de r; a r, ¥ rig €s una derivacién hacia la sintesis de trehalosa y
glucoégeno. Las reacciones r; y ry; representan la descarboxilacion del piruvato para
generar Ac-CoA y acetato respectivamente. Las reacciones del ciclo de Krebs estan
condensadas en las reacciones rg, g Y rqo, involucrando al oxaloacetato, 2-oxoglutarato y
fumarato. Las variables rqi3, y de la r,; a la rs; corresponden a la biosintesis de los
aminodacidos. La ruta de las pentosas esta representada por los flujos ry4 y hasta ry7,
considerando los principales carbohidratos involucrados en dicha ruta, hasta la formacion
de la fosforibosilpirofosfato (PRPP). Las reacciones correspondientes al metabolismo
energético (compuestos de reserva y proteccidén) se describen con las variables ry a la ry
a partir de la glucosa-1-fosfato, para la formacion de trehalosa y glucégeno. La reaccién

rs3 representa el metabolismo reductivo de S. cerevisiae.

En la figura 2.2 se muestran los datos obtenidos de concentracion de biomasa, sustrato
residual, de S. cerevisiae en el cultivo continuo en condiciones no limitantes. En la grafica,

se observa que durante la fase de cultivo continuo (a partir de las 24 horas) la biomasa
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presenta un comportamiento estable, excepto en los primeros puntos indicados con
flechas en la figura. Los valores del promedio de concentracién de biomasa producida en
los cultivos continuos fueron de 11.73 + 1.20 g/L y de 11.26 + 1.38 g/L.

En cuanto a la fuente carbonada se observa que la glucosa alimentada fue consumida por
la levadura para la produccion de biomasa y CO,, ya que el etanol detectado es minimo
(valores no presentados). Por lo que se puede inferir que el cultivo se condujo
basicamente en condiciones fisiolégicas de metabolismo oxidativo, porque la produccion
de etanol, que se presenta en metabolismo reductivo (Walker, 1998), fue escasa. La
concentracion cercana a cero del sustrato en el biorreactor (en promedio 0.282 g/L)
también favorece al metabolismo oxidativo. La desviacién estdndar encontrada fue de +
0.09 g/L.
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Figura 2.2 Concentraciones experimentales medidas de biomasa producida (e, V), y
glucosa residual (m,0) en los cultivos continuos en condiciones no limitantes

En la figura 2.3 se muestran los datos obtenidos de concentracion de biomasa, sustrato
residual, para S. cerevisiae en cultivo continuo en limitacion por nitrégeno. En la gréfica,
se observa que durante el cultivo continuo la biomasa presenta un comportamiento
estable hasta la hora 20 de haber iniciado la alimentacion, después la concentracién de la
biomasa comienza a decaer. Sin embargo, la viabilidad del cultivo se mantuvo en 90%,
por lo que este comportamiento se atribuye a que la velocidad especifica de crecimiento

disminuyd ante la ausencia de nitrégeno (Jorgensen, et al., 2002; Thomsson, et al., 2005).
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En cuanto a la fuente carbonada, se observa que la glucosa alimentada fue consumida
por la levadura para la produccién de biomasa y CO,, manteniéndose el metabolismo
oxidativo. Después de la hora 20, la concentracion del sustrato residual se incrementa en
aproximadamente 2 g/L, hecho que coincide con el ajuste de la velocidad de crecimiento
de la biomasa. Si bien se detecta una ligera disminuciéon en el consumo de la fuente
carbonada, aparentemente la levadura mantuvo suficientemente activo el metabolismo
glicolitico para continuar con una adecuada velocidad de consumo de glucosa y activar,
ante la ausencia de nitrégeno, el metabolismo de compuestos de reserva y proteccion.
Como resultado de este ajuste metabdlico, la concentracion de trehalosa y glucégeno
aumentaron (datos no mostrados), efecto reportado ampliamente en la literatura
(Blomberg, 2000; Francois y Parrou, 2001; Jorgensen, et al.,2002; Aranda et al., 2004,
Albers, et al., 2007).
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Figura 2.3 (a) Concentraciones experimentales medidas de biomasa producida (e, m),
glucosa residual (0,V), en los cultivos continuo en ausencia de nitrégeno.

Para verificar la consistencia de los datos experimentales se realizaron balances de grado

de reduccion y elementales (Nielsen, et al., 2002; Stephanopoulos, et al., 1998).

El cuadro 2.4 muestra la estequiometria asociada a esta ruta metabdlica condensada de
los compuestos de reserva y proteccion. Donde la glucosa suministrada en los cultivos
continuos fue controlada para ajustar las condiciones experimentales S = 0 y lograr que la
velocidad especifica de crecimiento cambiara gradualmente hasta igualar la tasa de

dilucién D, logrando establecer un cultivo en quimiostato. Por esta razon, las velocidades
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volumétricas de produccién y consumo en los procesos de cultivo continuo fueron
practicamente constantes, y las distribuciones de los flujos metabdlicos calculados

mostrados en la figura 2.4 son consistentes.
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Cuadro 2.4. Estequiometria simplificada de la conversién de glucosa a biomasa y a compuestos del metabolismo energético.

Proceso Reaccion
metabdlico

Sintesis de | Glucosa-6P + NH; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,0 + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con | CgH1309P + 1.2750, + 0.575[C21H29N7014P2 + H+] + CioH1sNsO049 P, + 0.95NH; > C10H16N5013P3 + 0.575C,H56N;014P + 3.55H,0 +
Glucosa-6P 5CH;78006Ng.10 + CO,

Sintesis de | Glucosa-1P + NH; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,0 + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con | CgH1300P + 1.2750, + 0.575[C21H29N7014P2 + H+] + CioH1sNsO49 P, + 0.95NH, > C10H16N5013P3 + 0.575C,H56N,014P + 3.55H,0 +
Glucosa-1P 5CH; 78096Ng.19 + CO,

Biomass Fructosa-6P + NH; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,0O + ATP + NAD+ + CO,

synthesis on
Fructose-6P

CeH1309P + 1.2750, + 0.575[CyHy9N;O14P, + H+] + CyoH15N5O19 P, + 0.95NH; > CioH15N5043P3; + 0.575C,HsN;O14P + 3.55H,0 +
5CH1.78006Ng.19 + CO;

Sintesis de | Gliceraldehido-3P + NH3; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO,
biomasa con | C3H;O6P + 0.38NH; + 1.340, + CigHi5sNsOq9P, + 0.69[C21H29N7014P2 + H+] - 2CH;78006Ng19 + 2.48H,0 + CyoHigN5O43Ps +
Glicer 0.69C,1H5N;014P, + CO,
aldehido-3P
PEP + NH; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO,
Sintesis de C3HsOgP + 0.38NHj3; + CyioHisNsO40P, + 3.21[021H29N7014P2 + H+] + 2.10, 92CH1.7800_5N0,19 + 4.0H,0 + CyoHigNsO43P5 +

biomasa con PEP

3.21C21H28N7014P2+ C02

Sintesis de | Piruvato + NH; + O, + ADP + NADH + H3;PO, - Biomasa + H,0O + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con C;3H405 + 0.38NH; + 0.840, +C1gH15N5010P> + 0.69[C21H29N7014P2 + H+] + H3PO492CH1'7600.6N0.19 + 2.48H,0 + CyyH1cNsO435P; +0.69
Piruvato C21H28N7014P2+ COZ

Sintesis de | Eritrosa-4P + NH; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con | C4HgO7P + 0.57NH; + 0.16350, + C1gH15N5O04P, + 2[C21H29N7014P2 + H+] > 3CH;76096No.19 + 3.47H,0 + C1oH16N5043P3 + 2C51HogN7O14P>
Eritrosa-4P + CO,

Sintesis de | Sedoheptulosa-7P + NH;3 + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con | CsHis00P + 0.57NH; + 2.020, + CioHisNsO1P> + 1.285[C21H29N7014P2 + H+] > 6CH;76006Ng 10 + 5.44H,0 + CioHigNs013P; +

Sedo-heptulosa-
7P

1.285C21H28N7014P2 + COZ

Xylulosa-5P + NH; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,0 + ATP + NAD+ + CO,

il I - P A Bﬁ:le |28| \I;O.4 CO . ) N ] I:I |1.7GOO.6N0.19 5-44' I O + C]O 16N5013P3 +
Xy|u|05a 5 : 142 2 2 H
S|’ tesiS de :I N 3 :2 ! \D NAD"I ) Biomasa + HZO + A | P + NAD+ + C( )2

i - . 2 . ) N . .61N0.19 5. O CJO 16N5013P3 +
R.h P 2'86C21I |28N 7O]4 CO ] I :I ll ;GOO IJ 44H + H

IDOSa: 5 2 2
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Sintesis de
biomasa con Ac-
CoA

Ac-CoA + NH;z + O, + ADP + NADH + H3PO, - Biomasa + H,0O + ATP + NAD+ + CoA + CO,
Ca3H3gN7017P3S + 0.19NH; + 1.2950, + C19H15N5010P; + 0.595[Co1H2gN;014P, + H'] + H3PO,2 CH1.76006Ng .1 + 1.99H,0 + CyoH16N5013P; +
0.595C,;H5N;014P; + Cy1H3eN7046P3S + CO,

Sintesis de | Oxaloacetato + NH; + O, + ADP + NADH + H3PO, - Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con|C4H,O5 + 0.38NH3; + 0.840, + CioH5sNsO19P, + 1.19[C21H29N7014P2 + H+] + H3PO, > 2CH;76006Ng19 + 2.48H,0 + CygHgN5O43P5+
Oxaloacetato 1.19C5HygN;014P> + 2CO,

Sintesis de | Fumarato + NH; + O, + ADP + NADH + H;PO, = Biomasa + H,0 + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con | C4H404 + 0.57NH;3 + 0.3850, + C1gH15N5010P, + 0.785[C21H29N7014P2 + H+] + H;PO, 2

Fumarato 3CH;76006No.19 + 1.97H,0 + C1gH1gN5013P5 + 0.785C,1H,5N-;014P, + CO,

Sintesis de 2-Oxoglutarato + NH; + O, + ADP + NADH + H3PO,4 = Biomasa + H,0 + ATP + NAD+ + CO,

biomasa con 2-
Oxo-glutarato

C5H605 + 0.76NH3 + 2.2702 + C10H15N5010P2 + 4.56[C21H29N7014P2 + H+] + H3PO4 > 4CH1_76OO.6N0.19 + 6.14H20 + C10H16N5013P3 +
4.56C21H28N7014P2 + C02

ﬁ:g:ﬁ;‘; Cgﬁ Aspartato-semialdehido + ADP + NADH + HsPO, + O, > Biomasa + H,0 + NH; + ATP + NAD+ + CO,
Semialdehido | +933C2tH2N7014P2 + CO,
. . Homoserina + ADP + NADH + H3PO, + O, 2 Biomasa + H,O + NH; + ATP + NAD+ + CO,
Sintesis de | ¢,HoNO; + 1.6350, + CyoH1sNsO10P; + 1.285[CosHosN;014P, + H] + HPO, >
biomasa con | 3o, 2.0y ¢No 19 + 3.47H,0 + 0.43NH; + CioH1eNsO13P5 + 1.285C1HsN:014P5 + CO,
Homoserina
Sintesis de | Carbamoil-P + ADP + NADH + H3;PO, + O, 2 Biomasa + H,O + NH; + ATP + NAD+ + PO, + CO,
biomasa con 2CH4NOsP + C1gH15N501P, + 1.095[C21H29N7014P2 + H+] + 0.2950, >
Carbamoil-P CH;78006Ng 19 + 0.99H,0 + 1.81NH3; + C19H1N5013P3 + 1.095C,H,sN-;014,P, + PO, + CO,
Sintesis de| OMitina + ADP + NADH + HPO, + O, > Biomasa + H,0 + NHy+ ATP + NAD+ + CO;
b omasa con CsHN,O, + 3.770, + CioHisNsO10P, + 4.56[CoiHpoN;014P, + H] + HsPO,> 4CH:76006No1s + 6.14H,0 +  CioHiNsOi3Ps +
- 84.56C,1H»sN;0O14P,+ 1.24 NH3; + CO, + 2.24 NH3
Ornitina
Sintesis de | Shikimato + NH; + ADP + NADH + H;PO, + O, & Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO,
biomasa con C;H1O5 + 1.14NH;3 + C1gH15N501P, +1.07 [C21H29N7014P2 + H+] + H;PO, + 1.520, >
Shikimato 6CH; 7800 6Ng 19 + 3.44H,0 + C1gH1gN5013P3 + 1.07C51H5N;0 4P, + CO,
. . PRPP + NH; + O, + ADP + NADH - Biomasa + H,O + ATP + NAD+
Sintesis d€ | CyH15014Ps + 0.5TNH; + 0.620; + C1oH1sNsO1oPs + 32.255[C1HaoN;014P, + H'] >
gg;“;sa con 3CH17500,6Ng.10 + 6.44H,0 + C10H16N5O13P3 + 2.255C1H5N;014P; + 2CO,
Sintesis de | 2-Oxo-isovalerato + NH; + O, + ADP + NADH + H3;PO,~> Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO,
biomasa con CsHgO3; + 0.76NH; + 1.930, + CigHi5Ns019P5 + 0.88[C21H29N7014P2 + H+] + H3PO49 4CH;78006Ng 19 + 3.46H,0 + CioH1gNsO15P; +
2-Oxo- 0.88C,1H,5N;014P, + CO,
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isovalerato

Sintesis de | Acetato + NH3 + O, + ADP + NADH + H;PO, - Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CO, + PO,
biomasa con C,H,0, + 2.870, + C1yHi5sNs0P> + 3.745[C21H29N7014P2 + H+] + 0.19NH; + H3PO49 CH;78006Ng 19 + 6.14H,0 + CioHigNsO13P3 +
Acetato 3.745C,;H»N-0,4P, + CO,
Proteina en | Proteina = Biomasa
biomasa CHy 58 O0.31N0.27S0.004 2 0.57CH; 7800.6N0.10
Intermediarios metabolicos - Biomasa
Glucosa-6P + Fructosa-6P + Glusosa-1P + Gliceraldehide-3P + PEP + Piruvato + Eritrosa-4P + Sedoheptulosa-7P + Xylulosa-5P + Ribosa-5P +
Ac-CoA + Oxaloacetato + Fumarato + 2-Oxoglutarato + Aspartato-semialdehido + Homoserina + (2)Carbamoil-P + Ornitina + Shikimato +
Sintesis global PRPP + acetato + 2-Oxo-isovalerato + Proteina + NH; + O, + ADP + NADH + H3;PO, = Biomasa + H,O + ATP + NAD+ + CoA +CO, + PO,
r de biomasa CeH1309P + CeH1309P + CeH1309P + C3H;OgP + C3Hs06P + C3H,03 + C4HgO-P + C7H15010P + CsH130gP + CsHy1O0gP + Cy3H3gN7O17P5S +
C4H405 + C4H404 + CsH50e + C4H604 + C4H7NO3 + C4H9NO3 + 2CH4NO5P + C5H12N202 + C5H1005 + C5H13014P3 + C2H402 + CH1.58
00.31N0'7S0.004 + 6.63NH3 + 3802 + 22C10H15N5010P2 + 42.365[C21H29N7014P2 + H+] + 11H3PO4 >
73.57 CH1.7800'6N0'19 + 88.2H20 + 22C10H16N5013P3 + 42.365C21H23N7014P2 + C21H36N7016P33 +24C02 + PO4
Glucosa + ATP > Glucosa-6P + ADP
ro Glicolisis (R00299, 2.7.1.2)
CsH1206 + C10H16N5013P3 2 CgH1300P + C1oH15N5010P>
Glucosa-6P > Fructosa-6P
rs Glicolisis (RO0O771,5.3.1.9)
CgH1304P = CgH1304P
Fructosa 6-P + ATP - 2Gliceraldehido-3P + ADP
Iy Glicolisis (ROO756, 2.7.1.11) + (R01068, 4.1.2.13) + (R01015, 5.3.1.1)
CeH1306P + C1oH16N5013P3 2 2C3H;06P + C10H15N5010P;
Gliceraldehido-3P + H;PO, + ADP + NAD+ = PEP + H,0 + ATP + NADH
Is Glicolisis (RO1061, 1.2.1.12) + (R01512, 2.7.2.3) + (R01518, 5.4.2.1) + (R00658, 4.2.1.11)
C3H706P + H3PO4 + C1oH15sNs010P2 + Co1HagN7014P2 2 C3HsO6P + HoO + CiH16NsO13P3 + [Co1H29N7014P, + HY]
PEP + ADP - Piruvato + ATP
lg Glicélisis (R00200, 2.7.1.40)
C3HsO6P + C1oH15N5010P; 2 C3H4O3 + C1oH16N5013P3
Descarboxilacion | Piruvato + CoA + NAD+ = Ac-CoA + CO, + NADH
r; |del piruvato a|(R00209, 1.2.4.1)
Ac-CoA C3H403 + CpiHasN7016P3S + CpiHpgN7014P, = CosHagN7O17P3S + CO; + [CoiHgN7014P, + HY]
Oxaloacetato + Ac-CoA + H,0 + NADP - 2-Oxoglutarato + CoA + CO, + NADPH
) Ciclo Krebs (RO0351, 2.3.3.1) + (R01324, 4.2.1.3) + (R00267,1.1.1.42)
C4H40s + Co3HagN7017P3S + HpO + CoiHagN7017P3>  CoyHasN7016P3S + CsHgOs + CO, + [CoiHzoN7O017P3 + H']
2-Oxoglutarato + 2NAD+ + ADP + H;PO,~> Fumarato + CO, + 2NADH + ATP
Iy Ciclo Krebs (R08549, 1.2.4.2) + (R00405, 6.2.1.5) + (R00412, 1.3.99.1) NADH was taken as the electron acceptor

CsHeOs + (2)Ca1H28N7014P; + CioH15Ns010P; + HePOs> CyHy04 + (2)[CoiH29N7014P; + H'] + CO; + C1oH16N5O13P3
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Fumarato + H,O + NAD+ = Oxaloacetato + NADH

rio |Ciclo Krebs (R01082, 4.2.1.2) + (R00342, 1.1.1.37)
C4H404 + HyO+ Cp1H2gN7014P; 2 C4H4O5 + [CoiH29N7014P, + H']
Descarboxilacién | Piruvato + H,O + NAD+ > Acetato + CO, + NADH
F11 |del piruvato a|(R03145, 1.2.2.2) NADH fue tomado como un aceptor de electrones en lugar de la ferrodoxina
Acetato C3H405 + H,0 + CyHogN7014P> > C,H,0, + CO, + [C21H29N7014P2 + H+]
Acetato a  Ac- Acetato + NADH + CoA - NAD + H,0 + Ac-CoA + 2H
r1o* CoA (R00710, 1.2.1.3) + (R00755, 4.1.1.1) + (R003270, 1.2.4.1) + (R02569, 2.3.1.12)
CoH40; + [CoiHpoN7014P, + H'] + CpyH3gN7O16P3sS > CoiHpsN7014P, + Hy0 + CogHagN7O417P5S
Sintesis de 2Piruvato + NADPH - 2-Oxoisovalerato + CO, + H,O + NADP+
3 aminoacidos (RO000S6, 2.2.1.6) + (R04439, 1.1.1.86) + (R01209, 4.2.1.9)
2C;3H40; + [CyyH30N70417P3 + H] 2 CsHgO5 + CO, + HyO + CyyHoN7017P5
Eritrosa-4P + Xilulosa-5P - Fructosa-6P + Gliceraldehido-3P
Ruta de |las
14 | pentosas fosfato (R01067,2.2.1.1)
CgH1304P + C3H,04P = C4HyO;P + CsH1,04P
R Sedoheptulosa-7P + Gliceraldehido-3P - Eritrosa-4P + Fructosa-6P
uta de las
l15 pentosas fosfato (RO8575, 2.2.1.2)
C;H15010P + C3H;0¢P = C4HyO7P + CgH1304P
R Ribosa-5P + Xilulosa-5P - Sedoheptulosa-7P + Gliceraldehido-3P
uta de las
l16 pentosas fosfato (RO1641, 2.2.1.1)
Xilulosa-5P 2 Ribosa-5P
17 E:rfi‘osasiisfatfs (R01529, 5.1.3.1) + (R01056, 5.3.1.6)
CsH1,0gP = CsHy;,0O4P
Ruta de las Ribosa-5P + ATP = PRPP + ADP
18 | pentosas fosfato (R01049, 2.7.6.1)
CsH1106P + C1oH16N5013P5 = CsH13014P5 + C1oH14NsO;P
G6P > G1P
19 | Glicolisis (R08639, 5.4.2.2)
CgH1309P = CgH1304P
Metabolismo Carbamoil -P+ Aspartato + PRPP + (0.5)O, + 2ATP = 2ADP + Ortofosfato + 2H,0 + Difosfato + CO, + UTP
0 Energético (R01397, 2.1.3.2)+(R01993, 3.5.2.3)+(R018671, 1.3.3.1)+(R01870, 2.4.2.10)+(R00965, 4.1.1.23)+(R00158, 2.7.4.14)+(R00156, 2.7.4.6)
CH4NOsP +C4H704N + CsH13014P5 + Op+ 2C10H16N50413P3 = 2C10H15N5010P»+ H3PO,4 + H,0 + P,H407 + CO, + CoH15015N,P5
Metabolismo G1P + UTP > UDP-Glucosa + Difosfato
o1 Energético (R0O0289 , 2.7.7.9)
CgH1304P + CgH15N2015P5 2 Ci5H24N,047P; + PoH4O;
Metabolismo UDP-Glucosa + Glucosa-6P + H,O-> Trehalosa + UDP + H;PO,
Y Energético (R00836, 2.4.1.15)+(R02778, 3.1.3.12)

Ci15H24N2017P; + CgH1300P + H,0 = CioH550415+ CoH1aN,041,P; + HsPO,
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Trehalosa + 2ATP + H,0-> 2Glucosa-6P + 2ADP

23 E"negfgb;'lfém (RO0010, 3.2.1.28) + (R02848, 2.7.1.1)
C12H2011 +(2) C1oH16N5013P3 + HyO=(2)CsH1300P + (2) C1oH15NsO10 Py
Metabolismo UDP-Glucosa + Glucégeno-n = Glucégeno-n+1 + UDP
o4 Energético (R00292, 2.1.1.11)
C15H2sN;017P3 + (N)CsH1005 = (n+1)CsH1905 + CoH14N,01,P>
. Glucégeno n+1 + H;PO4 = Glucogeno-n + Glucosa-6P
5 g'ne:fgeot'l'sg‘o (ROBO50, 2.4.1.1) + (R08639, 5.4.2.2)
(n+1) CeH1005 + H3PO, = (N)CeH1005 + CeH1300P
. ATP + UDP - ADP + UTP
F26 l'\z"ne;fge‘;'lfg’o (RO0156, 2.7.4.6)
C10H16N5013P3 + CoH14N2015P; = Ci9H1sNs010 Py + CoH15N»015P5
Si . CO, + NH; + 2ATP + H,0 > Carbamoil-P + H;PO,4 + 2ADP
intesis de
o7 aminoécidos (RO0150, 2.7.2.2)
CO, + NH3 + 2C1gH16N50435P3 + H,O> CH,NO:P + H3PO,4 + 2C1gH15N5010P,
Sintesis de Eritrosa-4P + PEP + NADPH - Shikimato + NADP+ + 2H;PO,
log aminoacidos (R01826, 2.5.1.54) + (R03083, 4.2.3.4) + (R03084, 4.2.1.10) + (R02413, 1.1.1.25)
C4HgO7P + C5HsO6P + [Cp1HaoN7017P3 + H'] 2 C7H1905 + CoHoN7017P5 + 2H3PO,
Ac-CoA + 2-Oxoglutarato + 2NH; + ATP + 3NADPH - Ornitina + Acetato + H;PO, + CoA + ADP + 3NADP+ + H,0
Sintesis de | (RO0669, 3.5.1.14 or 3.5.1.16) + (R02283, 2.6.1.11) + (R03443, 1.2.1.38) + (R02649, 2.7.2.8) + (R00259, 2.3.1.1)
29| aminoécidos Cu3H3sN7017P3S + CsHgOs + 2NH; + CygH16NsO15P3 + 3[CoiH3oN;047P3 + H'] 2
CsH1oN20, + CoH405 + H3POy4 + CoiHzsN7O16P3S + CigHisN5010P; + 3Co1HgN7047P3 + H,O
Shikimato + PEP + Glutamato + NAD+ + ATP - Tirosina + 2-Oxoglutarato + CO, +2H;P0O, + NADH + ADP
Sintesis de | (R02412, 2.7.1.71) + (R03460, 2.5.1.19) + (R01714, 4.2.3.5) + (R01715, 5.4.99.5) + (R01728, 1.3.1.12) + (R00734, 2.6.1.1)
30 aminodcidos C;H1;0O5 + C3H506P + CsHgNO, + Cy1HogN70O14P, + C1gH16N5013P3 > CygH11NO; + CsHgO5 + CO, + 2H5PO, + [C21H29N7014P2 + H+] +
C10H15N5010P
Sintesis de Shikimato + PEP + Glutamato + ATP - Fenilalanina + 2-Oxoglutarato + CO, + 2H;P0O, + H,O + ADP
31 aminoacidos (R02412, 2.7.1.71) + (R03460, 2.5.1.19) + (R01714, 4.2.3.5) + (R01715, 5.4.99.5) + (R01373, 4.2.1.51) + (R00694, 2.6.1.1)
C7H1005 + C3H506P + CsHgNO, + C19H16N5013P3 = CoH11NO, + CsHgOs + CO, + 2H3PO,4 + H,0 + C1gH1sNs01P»
PRPP + PEP + Serina + Shikimato + ATP + NH; = Triptéfano + Gliceraldehido-3P + Piruvate + CO, + 4H;PO, + 2H,0 + ADP
(R02412, 2.7.1.71) + (R03460, 2.5.1.19) + (R01714, 4.2.3.5) + (R00968, 4.1.3.27) + (R01073, 2.4.2.18) + (R03509, 5.3.1.24) + (R03508 ,
r Sintesis de|4.1.1.18) +
32 | aminoécidos (R02722, 4.1.1.20)
C;H100s5 + CsH13014P3 + C3Hs06P + C3H;NO3 + C19H16N5O013P5 + NH3 > Cy1H1oN,0, + C3H;06P + C3H,03 + CO, + 4H3PO, + 2H,0 +
Ci10H15N5010P
PRPP + ATP + 5H,0 + Glutamina + 2NAD+ - Histidina + AICAR + 5H;PO, + 2-Oxoglutarato + 2NADH
. Sintesis de | (R01071, 2.4.2.17) + (R04035, 3.6.1.31) + (R04037, 3.5.4.19) + (R04640, 5.3.1.16) + (R04558, 2.4.2.-) + (R03457, 4.2.1.19) + (R03243,
¥ | aminoacidos 2.6.1.9) +

(R03013, 3.1.3.15) + (R01158, 1.1.1.23)
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CsH13014P3 + C1oH16N5013P3 + 5H,0 + CsHigN;O3 + 2CpHgN7014P5 = CeHgN3O;, + CoH1sN4OgP + SH3PO,4 + CsHgOs + 2[CoHz0N,014P; +
H']

Piruvato + NH; = Serina

» asr':]‘fﬁ;:m o de | (R00220, 4.3.1.17)
C3H403 + NH; = C3H;NO;
Sintesis de Serina + H,O + 2NAD+ 9 Glicina +_C02 +_2NADH _ y
M5 | aminoacidos (RO0945, 2.1.2.1) Se consider una equivalencia del NADH-Tetrahidrofolato en fsta reaccion
C3HsNO; + H,0 + 2C51H2sN7014P; = C,HsNO, + CO; + 2[CoiHoN7014P; + HT]
Serina + Ac-CoA + SOy4 + 2ATP + 2H + 3(NADH+H)-> Cisteina + Acetato + CoA +P,H,0; + 2ADP + 3NAD + 3H,0
; Sintesis de | (R00529, 2.7.7.4)+ (R00509, 2.7.1.25)+(R02021, 1.8.4.8)+(R00858, 1.8.2.1)+(R00897, 2.5.1.47)+(R00586, 2.3.1.30) + (R00897, 2.5.1.47)
36 aminodacidos C3H;NO; + Cy3H3gN7017P3S + SO, + 2C1gH1Ns013P3 +2H + 3[C21H29N7014P2 + H+] > C3H;NO,S + C,H40, + CyH3zgN;O46P3S + P,H,04+
2C10H15N5010P; + 3 Cy1H2sN7O014P, + 3H,0
Cisteina + Homoserina + CO, + 2NADH - Metionina + Piruvato + NH; + H,O + 2NAD+
" Sintesis de | (R01777, 2.3.1.46) + (R03260, 2.5.1.48) + (R01286, 4.4.1.8) + (R00946, 2.1.1.13)
37 | aminoacidos Se considero una equivalencia de [NADH+CO,]-[Metiltetrahidrofolato] en esta reaccion
C3H;NO,S + C4HgNO3 + CO; + 2[CypiHgN7014P; + H'] CsH13NO,S + C3H403 + NH3 + H,0 + 2C,,HpsN7014P
Sintesis de Valina + Piruvato = Alanina + 2-Oxoisovalerato
M8 | aminoacidos (RO1215, 2.6.1.66)
CsH11NO, + C3H,03 = C3H;NO, + C5HgO3
Sintesis de Piruvato + Treonina + Glutamato + NADH -> Isoleucina + 2-Oxoglutarato + NH; + CO, + NAD+ + H,0
M9 | aminoacidos (R00996, 4.3.1.19) + (R08648, 2.2.1.6) + (R05069, 1.1.1.86) + (R05068, 1.1.1.86) + (R05070, 4.2.1.9) + (R02199, 2.6.1.42)
C3H403 + C4HgNO; + CsHgNO4 + [Co1HagN7014P, + H'] = CeHisNO, + CsHgOs + NH3 + CO, + CprH2sN7014P; + H,0
Sintesis de 2-Oxoisovalerato + Glutamato = Valina + 2-Oxoglutarato
l40 aminoacidos (R01090, 2.6.1.42)
CsHgO3 + CsHgNO, = CsH11NO, + CsHgOs
Sintesis de 2-Oxoisovalerato + Ac-CoA + Glutamato + NAD + H,0-> Leucina + 2-Oxoglutarato + NADH+H + CoA + CO,
l41 aminoacidos (R01213, 2.3.3.13) + (R03968, 4.2.1.33) + (R04426, 1.1.1.85) + (R01090, 6.2.1.42)
CsHgOj3 + Cp3HagN7017P3S + CsHgNO, + CpiHpN7014P, + HoO > CeHi1sNO, + CsHgOs + CoiH36N7016P3S + [CoiHagN7O14P, + H'] + CO,
Sintesis de Piruvato + Aspartato-semialdehido + NH; + 2NADPH - Lisina + CO, + 2NADP+ + 2H,0
l42 aminoacidos (R02292, 4.2.1.52) + (R04198, 1.3.1.26 ) + (R04365, 2.3.1.17) + (R02734, 3.5.1.18) + (R02735, 5.1.1.7) + (R00451, 4.1.1.20)
CsH403 + C4H;NO; + NHg + 2[Cp3H30N7017P5 + H'] = CgH14N,0, + CO, + 2CHpoN7044P3 + 2H,0
Sintesis de Homoserina + ATP + H,O-> Treonina + ADP + H;PO,
l43 aminoacidos (RO1771, 2.7.1.30) + (R01466, 4.2.3.1)
C4HgNOs + C1oH1N5013P3 + H,0> C4HgNO3 + CyoH1sN5010P; + HiPO,
Sintesis de Aspartato-semialdehido + NADH - Homoserina + NAD+
faa | aminoacidos (RO1773,1.12.1.3)
C4H7NOj3 + [Co1H30N7017P5 + H'] > C4HgNOg + Cp1HpoN7017P5
. Sintesis de | Oxaloacetato + Glutamato > Aspartato + 2-Oxoglutarato
| aminoacidos (R00355, 2.6.1.1)
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C4H405 + CsHgNO, = C4H;NO, + CsHgOs

Aspartato + ATP + NADPH > Aspartato-semialdehido + ADP + NADP+ + H;PO,

Fis asr':]‘fﬁ;:m dos de | (R00480, 2.7.2.4) + (R02291, 1.2.1.11)
C4H7NOy4 + C1oH16N5015P5 + [Co1H3oN7017P5 + H] = C4H;NO3 + C1oH15N5010P; + CoiHgN7017P5 + HyPO,
Sintesi Aspartato + NH; + ATP + H,O - Asparagina + AMP + 2H;PO,
intesis de
Z2 Diasdi (R00483, 6.3.1.1)
C4H;NO, + NH; + C4yH16N5043P5 + H,O > C,HgNO; + C1yH14NsO7P + 2H;PO,
Sintesis de Aspartato + Ornitina + Carbamoil-P-> Arginina + Fumarato + H;PO, + H,0
ZI Dl (R01398, 2.1.3.3) + (R01954, 6.3.4.5) + (R01086, 4.3.2.1)
C4H;NO, + C5H;,N,0, + CH4NOsP = C¢H14N,O, + C4,H,0,4 + H3PO, + H,O
Sintesis de 2-Oxoglutarato + NH; + 3NADPH + ATP - Prolina + 3NADP+ + ADP + 2H29_+ H;PO,
M9 | aminoacidos (R00248, 1.4.1.4) + (R00239, 2.7.2.11) + (R03313, 1.2.1.41) + (R03314, no enzimética) + (R01248, 1.5.1.2)
CsHgOs + NHs + 3[CpH3oN7017P3 + H'] + C1oH16Ns015P3 = CsHgNO, + 3Cp1H9N7017P5 + C1H15NsO10P; + 2H,0 + H3PO,
Sintesi 2-Oxoglutarato + NH; + NADPH -> Glutamato + H,O + NADP+
intesis de
o | oo iios | (RO0248, 1.4.1.4) )
CsHgOs + NH3 + [Cy1H30N70417P3 + H'] = CsHgNO, + HyO + CyiHpN7O417P3
Sintesis de Glutamato + NH; + ATP = Glutamina + ADP + H;PO,
Mo | oo (R00253, 6.3.1.2)
CsHgNO, + NHs + CygH16N5013P3 2 CsHi1oN,03 + C1oH15Ns0410P; + HsPO,
Sintesis de AA - Proteina
Is, Proteina 0.056Gly + 0.047Ala + 0.017Val + 0.079Leu + 0.052lle + 0.047Met+ 0.04Phe + 0.04Trp +_ 0.043Pro _+ 0.052Ser + 0.014Thr + 0.009Cys +
0.065Tyr + 0.0635Asn + 0.067GIn + 0.0635Asp + 0.067Glu + 0.031Lys + 0.056Arg + 0.091His = Protein
Acetato + 2NADH +H - Etanol + H,O + 2NAD
rss | Glicolisis (R00710, 1.2.1.3) + (RO0754, 1.1.1.1)

CoH40; + 2[Co1H29N7014P; + H'] > C5HgO + Ho0 + 2(CaiHzsN7014P>)
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Las velocidades calculadas a partir de datos experimentales (q.) se presentan en el
cuadro 2.5. Los valores corresponden a los promedios obtenidos en los distintos

experimentos en condiciones no limitantes y en ausencia de nitroégeno.

Cuadro 2.5 Velocidades medidas (qm) en condiciones no limitantes y en ausencia de
nitrégeno

Velocidad (g/Lh) Ox Qs qo: dco: Qglucg  Qtreh Qetanol  ONHs QJso« Qproteina

Cond. no limitantes 0,732 -0,093 -0,359 0,007 0,007 0,000 0,000 -0,194 -0,590 0,002

Ausencia de fuente N 0,433 -0,998 -0,1773 0,349 0,274 0,104 0,001 0,000 -0,683 0,159

Las velocidades calculadas (q.) a partir de la ecuacién (9) se muestran en el cuadro
2.6. Estas velocidades pueden ser comparadas con las correspondientes velocidades
medibles (gm). Al realizar dicha comparacion se observa que algunas de las
velocidades son similares tal como sucede con la biomasa, NHs, trehalosa y O,. Por
otro lado para algunos metabolitos solo en una de las condiciones el valor de la
velocidad medida y calculada es cercano, ejemplo de esto es el sustrato, CO,, y
proteina.. Sin embargo las velocidades de los metabolitos de mayor interés para este
estudio (trehalosa, glucégeno, biomasa, NH; y sustrato) presentan valores aceptables,
lo que valida los flujos metabdlicos calculados.

Cuadro 2.6 Velocidades calculadas (q.) de la ruta metabdlica propuesta para la
sintesis de compuestos de reserva y proteccion

Velocidad (g/Lh) Condiciones no limitantes Ausencia de nitrégeno
Ax 0,732 0,580
ds -0,582 -1,089
qcoz 0,359 0,530
OnH3 -0,195 0,000
Qrrehalosa 0,000 0,107
Qsoa 0,013 0,005
oz -0,405 -0,300
GEthanol 0,536 0,578
Gaiycogen qn+1 0,537 0,608
Q20 1,316 1,350
QProtein -0,236 -0,105
daicar -0,021 -0,009
Qatp 0,035 0,015
Qp2H407 0,032 -0,011
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qure 0,054 0,002

Jawp -0,014 -0,006
Qroa 0,010 0,008
CINADPH+H 0,000 0,000
Galycogen n -0,537 -0,608
Gaccoa 0,000 0,000
qnap 0,668 0,641
ONADH+H -0,668 -0,641

Los flujos metabdlicos involucrados en el metabolismo energético que permiten
estimar la concentracion de trehalosa y glucégeno son mostrados en la figura 2.1. Se
observa en la figura 2.4a que la ausencia de nitrégeno en la alimentacion provoca que
el flujo relativo de produccion de biomasa (r{) y las reacciones asociadas al
metabolismo glicolitico (r3, rs, rs, rs y rs3) decayeran y el flujo rig (G6P> G1P)
incrementara, siendo la glucosa-1-P el sustrato principal en la ruta del metabolismo
energético. Esto puede deberse a que la células presentaron un ajuste metabdlico
ante la ausencia de fuente nitrogenada en el flujo de alimentacion, resultando en una
substancial activacion del metabolismo energético, ya que los sustratos fosforilados de
la glicolisis inducen la produccion de trehalosa (rig) (Kolkman, et al., 2006). El
metabolismo de los compuestos de reserva y proteccion se activa ante la disminucion
0 ausencia de alguno de los nutrientes alimentados (Nilsson, et al., 2001; Voit, 2003).
Por lo tanto, la inhibicidon del paso inicial de la glicolisis por la presencia de la enzima
trehalosa-6-fosfo sintetasa 1 (TPS1) de la sintesis de la trehalosa (Francois y Parrou,
2001) fue confirmada. Los flujos correspondientes a la ruta de las pentosas fosfato rq4,
ris ¥ re aumentaron mientras que rqi7 y rig disminuyeron, tal como se representa en la
figura 2.4b. Redirigiendo el flujo general de la ruta hacia la acumulacién de
gliceraldehido-3-fosfato. En cuanto a las reacciones del ciclo de Krebs (figura 2.4c), el
aumento en los flujos r7, rs, rg y ry, y la disminucién del flujo rqyy, provocan una
acumulacion del piruvato, en la ausencia de fuente nitrogenada. Esto probablemente
se deba al ajuste energético que la levadura debe de hacer en su capacidad
metabdlica para activar y redirigir el metabolismo energético (Blomberg, 2000).

Por otro lado los flujos del metabolismo de los compuestos de reserva y proteccion,
mostrados en la figura 2.4d las variables ry, 2, y ro3 disminuyen, mientras que la rpy y
rxs se incrementan. Ademas los flujos rzq y r;s muestran un ligero aumento. Se observa
que de S. cerevisiea ajustd su metabolismo ante la ausencia de nitrogeno. Dicho
ajuste estimula la acumulacion de trehalosa y la utilizacion del glucégeno como

reserva energética. Este particular efecto en los flujos, la acumulacién de uno de los
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compuestos y el decaimiento del otro, se debe a que la trehalosa se acumula en
condiciones adversas de crecimiento (T, pH, ausencia o disminucion de nutrientes,
ambientes oxidativos o toxicos y altas osmolaridades), sin embargo la sintesis de
glucdégeno se activa cuando las condiciones de crecimiento son favorables, para su
posterior utilizacion (Francois y Parrou, 2001; Albers, et al., 2007). Ademas se ha
demostrado que en condiciones adecuadas de crecimiento 2/3 de la glucosa es
utilizada para glicolisis, 10% es para el ciclo de las pentosas y 20% es usado para la
conversion reversible de la glucosa-1-P y una pequefia cantidad es utilizada para la
produccién de trehalosa-6- fosfato y otras rutas, y cualquier exceso de glucosa es
almacenado en forma de glucégeno, cuya concentracion puede incrementarse 5
veces, carbohidrato energéticamente superior a la trehalosa (Voit, 2003). En
contraste, cuando las condiciones son adversas la concentracion de trehalosa se
puede incrementar 4 veces (Jorgensen, et al., 2002). El ajuste de distribucién de flujos

ante la ausencia de nitrogeno, confirma lo anterior.

Se observa en la figura 2.4e que las variables correspondientes a las reacciones para
biosintesis de aminoacidos que aumentaron fueron los flujos metabdlicos (rso, rs1, a rsy)
mientras que los que disminuyeron, fueron los flujos correspondientes a la sintesis de
carbamoil (r7), serina (ra4) y glicina (rss), sintetizados a partir del piruvato. Por lo que la
ausencia de fuente nitrogenada provoco una disminucion en la actividad metabdlica de
la levadura en la sintesis de aminodacidos, principalmente en aquellos que se forman a
partir del piruvato, contribuyendo a la acumulacién de dicho metabolito y a la
activacién del metabolismo energético. Si bien el flujo correspondiente a la sintesis de
proteina, del glutamato y glutamina se incrementd, la disminucién en los flujos del
resto del los aminoacidos incide directamente en la concentracion de proteina total
detectada que resulta ser menor en los cultivos continuos con ausencia de nitrdgeno
que en aquellos en donde no existe esta condicién limitante, resultado similar al
encontrado por otros autores (Gargiano, et al., 2002; Albers, et al., 2007). Ademas se
ha demostrado que el amonia, el glutamato y la glutamina son buenas fuentes de
nitrogéno ya que cuando las condiciones lo exigen la levadura selecciona producir
estos compuestos que le permitan una rapida y Optima utilizacion del N,, para
mantener su metabolismo (Gargiano, et al., 2002), por lo que es explicable que los dos
aminodacidos cuya distribucion de flujos metabdlicos se haya visto aumentado fueron
glutamato y glutamina.
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Figura 2.4 Comparacion de flujos metabdlicos (a) glicolisis, (b) ruta de las pentosas
fosfato, (c) Ciclo de Krebs, (d) metabolismo energético y (e) sintesis de aminoacidos y
proteinas en cultivos continuo de levadura en condiciones no limitantes y en ausencia
de fuente de nitrégeno (AFN)
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CONCLUSIONES

Se redistribuyeron los flujos metabdlicos calculados en condiciones no limitantes
cuando el cultivo se sometié a ausencia de fuente nitrogenada. Los flujos de las
reacciones de la glicolisis fueron claramente afectados ante la ausencia de fuente
nitrogenada, notandose una importante disminucion de dichos flujos. La afectacion de
la ruta de las pentosas fosfato es clara ante la disminucion de los flujos metabdlicos
encontrada, redirigiéndose a la sintesis de ribulosa y xilulosa. Los flujos metabdlicos
del ciclo de Krebs se encuentran claramente deprimidos en ausencia de fuente
nitrogenada, enfocandose a la produccion de piruvato. EI metabolismo de los
compuestos de proteccion y reserva es activado por la ausencia de fuente
nitrogenada. Aparentemente esta parte del metabolismo de la levadura se intensifica

para acumular trehalosa y utilizar el glucégeno como reserva energética.

Los flujos metabdlicos de la biosintesis de los aminoacidos disminuyen, afectando la
sintesis de proteinas.

El balance de flujos metabdlicos resultd ser un analisis util para la generacion de
modelos para predecir concentraciones de metabolitos de acuerdo a las condiciones
de operacion, por lo que la aplicacién de este tipo de metodologia en procesos
industriales es muy conveniente ya que representa una manera rapida y econdémica,
pero sobre todo con bases metabdlicas, para mejorar y mantener la calidad del

producto de interés.
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RECOMENDACIONES GENERALES

- Verificar la validez del modelo presentado sometiendo a la levadura a
distintas condiciones adversad de crecimiento, como pueden ser choques
térmicos, ambientes con altas osmolaridades o ausencia de fuente de azufre.

- Proponer el estudio en estado transiente del metabolismo de Saccharomyces
cerevisiae y generar otro modelo.

- Realizar un analisis de sensibilidad para al modelo de los compuestos de
reserva y proteccidon obtenido en esta tesis, con el fin de saber que tanto
impactan los errores experimentales cometidos en el modelo propuesto.

- Efectuar un nuevo analisis matricial con el fin de encontrar nuevas
configuraciones de submatrices y verificar si los resultados obtenidos
experimentalmente y aquello que se calculan pueden tener mayor similitud a

la ya lograda en este trabajo
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ANEXO

NOMENCLATURA

Letras romanas

C Compuestos en estado pseudoestacionario -

Co, Concentracion de oxigeno saturado mg/L
Co, Concentracion de oxigeno disuelto en el bioreactor mg/L
D Velocidad de dilucién en el sistema lote alimentado h't
D¢ Grados de libertad -

E Matriz elemental -

E., En  Submatrices de la particion de E -

E Concentracioén de etanol en el biorreactor g/L
Er Etanol total producido en el biorreactor g

F Matriz varianza-covarianza -

J Reacciones consideradas en la ruta metabdlica -
kia Coeficiente de transferencia de oxigeno h’
NH; Amonio consumido en el cultivo g/L
ne Numero de elementos principales en la reaccién global (Ec. 5) -

np Numero de productos en la reaccion global (Ec. 5) -

ns Numero de sustratos en la reaccion global (Ec. 5) -

P Matriz modificada de varianza-covarianza -

Qs Flujo de aireacion en el biorreactor L/h
Q Vector de velocidades volumétricas g/Lh
dc Vector de velocidades volumétricas calculadas g/Lh
Om Vector de velocidades volumétricas medidas g/Lh
Omt Vector de velocidades volumétricas verdaderas g/Lh
Je Velocidad volumétrica de produccién de etanol g/Lh
Jco2 Velocidad volumétrica de produccién de CO, g/Lh
Q20 Velocidad volumétrica de produccion de agua g/Lh
OnH3 Velocidad volumétrica de consumo de NHj3 g/Lh
Joz Velocidad volumétrica de consumo de oxigeno g/Lh
Js Velocidad volumétrica de consumo de glucosa g/Lh
gx Velocidad volumétrica de crecimiento de levadura g/Lh
R Matriz redundancia -

R, Matriz redundancia reducida -
RQ Coeficiente respiratorio -
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R Vector de flujos metabolicos

e, M'm Particion de r

T Matriz estequiométrica total

T Particionde T' (j = 1,....,6)

S Concentracion de glucosa en el biorreactor

Sk Concentracién de glucosa en la corriente de salida
St Glucosa total consumida

T Tiempo de proceso

X Concentracion de biomasa en el biorreactor

Yeis Coeficiente de rendimiento de etanol

Yxis Coeficiente de rendimiento de biomasa

z Valor promedio de z en el intervalo z;; - z;

Letras griegas

S Vector de errores en las velocidades medidas
n Velocidad especifica de crecimientol’
Superindice

T Matriz transpuesta

-1 Matriz inversa

Subindice

0 Valor o condicion inicial

| Punto inicial de un intervalo
i+1 Punto final de un intervalo

J Contador de las J reacciones en la ruta metabdlica
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g/gh

g/L
g/L

g/L
a/g
a/g
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