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RESUMEN

Se determino la velocidad de crecimiento maxima (un,q.), 1a constante de afinidad
de sustrato (k) y la constante de inhibicion por producto (kp;) de Lactobacillus
delbrueckii en la fermentacion acido lactica, mediante un modelo matematico con
enfoque termodinamico. El modelo se desarrollé para el proceso de fermentacion
que considera a la glucosa como fuente de carbono, dos temperaturas de operacion
37 °Cy 45 °C; y pH inicial de 6.5.

Primero se determinaron los valores de p,,,, a partir del modelo matematico con
enfoque termodinamico propuesto por Heijnen (2002), esto se realizo para las dos
rutas metabdlicas que puede seguir el Lactobacillus delbrueckii bajo condiciones

anaerobias y de saturacion.

Posteriormente se construyd un modelo con enfoque termodinamico basado en el
concepto de pseudo estados de reaccion para determinar los valores de u para
concentraciones de glucosa inferiores a 1 M. Con estos valores se determinaron
los perfiles de u vs concentracion de glucosa. Dichos perfiles fueron linealizados
mediante modelos cinéticos no estructurados por limitacion de sustrato con el fin
de obtener el valor de kg; y mediante modelos no estructurados por inhibicion
producto para obtener el valor de kp;. Para determinar el modelo cinético que mejor
se ajusta a los resultados tedéricos, se compararon los perfiles mediante el criterio

de error relativo al ultimo punto de la curva y RMSE punto a punto.

Finalmente, los valores obtenidos de 4., ks Y kp; fueron comparados con valores
experimentales reportados bibliograficamente. Obteniéndose, para una
temperatura de operacion igual a 45 °C, una desviacion entre -0,6807 a -1,8621
para tmax; -0,0125 a 0,1315 para kg; y -1,6267 a -2,0864 para kp;.



INTRODUCCION

El presente proyecto desarrolla un modelo matematico que permite determinar los
parametros cinéticos de Lactobacillus delbrueckii en la fermentacion acido-lactica
para diferentes concentraciones de glucosa, con el uso de un enfoque
termodinamico que considera la generacion de la energia libre de Gibbs durante el

catabolismo del microorganismo.

Dentro de los procesos fermentativos, una de las tecnologias de mayor relevancia
es la fermentacién acido-lactica, debido a que permite la preservacion de alimentos
mediante la reduccion del potencial 6xido-reduccion, la disminucion de pH y la
generacion de compuestos inhibitorios que ayudan a disminuir los efectos
perjudiciales causados por la presencia de microorganismos patdégenos (Cooke,
Twiddy y Reilly, 1987, p. 369).

Varios géneros de microorganismos como: Aerococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, y Streptococcus son utilizados en la fermentacion
acido-lactica. De estos, el género Lactobacillus es el mas numeroso y comprende
sepas con alta tolerancia a medios acidos (Von Wright y Axelsson et al., 2012, p.
2).

El género Lactobacillus de acuerdo con su ruta metabdlica puede ser homolactico
y heterolactico. Las bacterias homolaticas convierten la fuente de carbono,
unicamente en acido lactico segun la ruta de Embden-Meyerhoff. Mientras que las
heterolaticas siguen la ruta de fosfatoquelasa para convertir la fuente de carbono
en acido lactico, etanol y CO2. Sin embargo, bajo condiciones de operacion
especificas como ausencia de oxigeno y limitacion de sustrato, las bacterias
homofermentativas pueden tomar rutas metabdlicas alternativas que generan
diferentes productos como acetato, formato, etanol y 2,3-butanodiol a partir de

piruvato (Von Wright y Axelsson et al., 2012, pp. 2-9).



En los procesos fermentativos la determinacion de parametros cinéticos como: el
rendimiento maximo de sustrato a biomasa (Y3%), el coeficiente de mantenimiento
de sustrato (mp), la velocidad maxima de crecimiento (u,,4x), Y la constante de
afinidad de substrato (k) dificulta la formulacion de un modelo general que describa
el comportamiento de todos los sistemas bilégicos (Koutinas et al., 2012, pp. 1-3).
Estos parametros son determinados experimentalmente para luego ser utilizados
en modelos cinéticos no estructurados, que se enfocan exclusivamente en el
crecimiento del microorganismo y dejan de lado aspectos basicos como su
estructura y composicion celular (Humphrey, 1979, p. 17). Los modelos no
estructurados como los de Monod, Teissier y Moser consideran la concentracion de
sustrato como factor limitante, mientras que otros como el de Jerusalimsky se
orientan a la inhibicion de producto (Bouguettoucha, Balannec, y Amrane, 2011, pp.
4-6)

Uno de los primeros modelos definidos para procesos fermentativos es el
denominado modelo de estequiometria global de crecimiento, que considera al
crecimiento del microorganismo como un conjunto de reacciones, pero no
especifica el mecanismo mediante el cual el sustrato se convierte en producto. Este
modelo determina el rendimiento de sustrato a biomasa con base en la
estequiometria y una composicion asumida del microorganismo, la cual puede
variar dependiendo de las condiciones a las que se encuentre el microorganismo
(Ratledge y Kristiansen, 2006, pp. 54-57).

El enfoque de Kacser, 1973 y Heinrich & Rapoport, 1974 plantea la dependencia
de la ruta metabdlica frente a la actividad enzimatica y la concentracién de
metabolitos. En 1983, Erickson y Oner plantearon que la energia liberada durante
la ruta metabdlica del microorganismo es transportada en forma de ATP y que dicha
energia es utilizada tanto para la generacién de nueva biomasa como para su

mantenimiento.

A partir de estas teorias en 2002, Heijnen formula un acercamiento termodinamico

que se fundamenta en la generacion de la energia libre de Gibbs para determinar



Xi

la velocidad maxima de crecimiento de un microorganismo bajo condiciones de
saturacion de sustrato que sigue una ruta metabdlica especifica. Dicho modelo fue
aplicado para un gran numero de microorganismos obteniéndose resultados con

bajos margenes de diferencia frente a los datos experimentales.

Este tipo de modelo no ha sido utilizado para fermentaciones acido lacticas, por lo
cual se presenta una gran oportunidad de probar este modelo con el Lactobacillus

delbrueckii al ser esta una bacteria ampliamente utilizada en la industria alimentaria.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1IFERMENTACION LACTICA

Los procesos fermentativos han sido utilizados desde hace miles de anos para la
preparacion y preservacion de alimentos. Su descubrimiento responde a un simple
accidente, ya que en la naturaleza el proceso de fermentacion es el resultado de
exponer materias primas, de origen animal o vegetal, al medio ambiente sin un
método adecuado de preservacion. Se estima que de la fermentacion se origind en
el medio oriente entre los 7000 a 4000 A.C., donde se tienen registros de la
elaboracion de pan, cerveza, vinagre y queso en las ciudades de Egipto y Babilonia
(Nair y Prajapati, 2003, pp. 2-3).

Mas alla de que los procesos fermentativos dieron origen a nuevos productos con
diferentes caracteristicas, los alimentos fermentados permitieron la expansion de
varios imperios. Por ejemplo, el imperio Romano hizo uso de alimentos fermentados
para impulsar su comercio y durante sus campafas de conquista ya que estos
alimentos permanecian mas tiempo sin deteriorarse (Hutkins, 2008, pp. 3-8). En la

Figura 1.1 se resumen los avances empiricos de los procesos fermentativos.

A partir de 1850, con el avance de la microbiologia, se comprendié de manera
cientifica de procesos fermentativos. En 1857 los estudios de Louis Pasteur
concluyeron que el proceso de fermentacion esta asociado con la estructura integral
de las células, refutando la nocion de que los procesos fermentativos sucedian
accidentalmente a partir del contacto con materia en descomposicién. La
publicacion de estos estudios marcé el comienzo de la microbiologia fermentativa,
que a su vez seria llamada biotecnologia, convirtiéendose en una disciplina

cientifica. (El-Mansi, Bryce, Allman, y Demain, 2011, pp. 1-8).



Elaboracién de alimentos
fermentados a base de legumbres y
cereales 500 a 1000 A.D.

Preservacion de vegetales
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1500 B.C.

PY Elaboracion de vino -
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i Y [ )
f"',-—
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R T000B.C.

Figura 1.1. Avances empiricos de los procesos fermentativos
(Nair y Prajapati, 2003, p. 3)

El avance de la biotecnologia permitié establecer las bases de la microbiologia a
escala industrial. Se observé que los procesos fermentativos eran altamente
influenciados por diversos parametros tales como la temperatura de operacion, la
composicién del medio y el uso de diferentes tipos de microorganismos. Cada
microorganismo puede seguir diferentes rutas metabdlicas obteniendo asi una gran
diversidad de productos (El-Mansi, et al., 2011, pp.11-12). En la Figura 1.2, se

observan las rutas metabdlicas mas conocidas y sus respectivos productos.



Uno de los productos finales de los procesos fermentativos es el acido lactico, el
cual se obtiene a partir de la fermentacion acido lactica. Dicha fermentacion es
realizada por diversas bacterias u hongos y bajo diferentes condiciones de
temperatura y composicion del sustrato. Los usos principales de la fermentacion
acido lactica son (Hutkins, 2008, pp. 11-13):

e Preservacion de alimentos

e Mejorar el valor nutricional y la funcionalidad del alimento
e Mejorar la funcionalidad del alimento

¢ Proporcionar diferentes cualidades organolépticas

e Proporcionar un valor econémico agregado

‘ Glucose 1
Glycolysisl
0
Ethyl alcohol Alcoholic OH Homolactic-acid ..
. B.c ‘ . Lactic acid
and CO, l fermentation 3 fermentation
Pyruvic acid O

Butyric acid butanol,
isopropyl alcohol,
acetone, and CO,

Butanediol and CO,

Propionic acid,
acetic acid, and CO,

Acetic acid, succinic acid,
ethyl alcohol, CO,, and H,

Figura 1.2. Diversidad de rutas metabolicas entre los microorganismos a partir del

piruvato
(El-Mansi, et al., 2011, p. 12)

La posibilidad de que los microorganismos se adaptaran a diversos medios y

condiciones de fermentacién permitid la generacién de una gran cantidad de



productos alimenticios a partir de la fermentacion lactica, los cuales se resumen en
la Tabla 1.1. A mas de los usos que este tipo de fermentacion presenta en la
industria alimentaria, también es utilizada para la generacién de bacteriocinas, que
funcionan como inhibidores del crecimiento de bacterias patdégenas y la produccién
y distribucion de proteinas para uso medicinal (Mozzi, Raya, Vignolo y Love, 2010,
pp. 89-161).

Tabla 1.1. Alimentos y bebidas fermentadas y su asociacion con bacterias dcido-lacticas

Producto Bacteria acido-lactica

Queso duro sin ojos L. lactis spp. lactis, L. lactis spp. cremoris

L. lactis spp. lactis, L. lactis spp. lactis var.
Queso con ojos pequeios diacetylactis, L. lactis spp. cremoris, Leuc.
mesenteroides spp. cremoris

L. delbrueckii spp. lactis, L. helveticus, L. casei, L.

Queso de tipo suizo ¢ italiano delbrueckii spp. bulgaricus, S. thermophilus

L. lactis spp. lactis, L. lactis spp. lactis var.
Mantequilla y suero de leche diacetylactis, L. lactis spp. cremoris, Leuc.
mesenteroides spp. cremoris

Yogurt L. delbrueckii spp. bulgaricus, S. thermophilus
Kéfir L. kefir, L. kefiranofacies, L. brevis
Salchichas fermentadas L. sakei, L. curvatus, P. acidilactici, P. pentosaceus
Chucrut Leuc. mesenteroides, L. plantarum, P. acidilactici

L. sanfransiscensis, L. farciminis, L. fermentum, L.
Masa fermentada brevis, L. plantarum, L. amylovorus, L. reuteri, L.
pontis, L. panis, L. alimentarius, W. cibaria

(Leroy y De Vuyst, 2004, p. 68)

1.1.1 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas (BAL) engloban un diverso grupo de microorganismos
que se caracterizan por ser Gram (+), carecen de la enzima catalasa, son tolerantes
a medios acidos y son organismos anaerobios facultativos. Excluyendo algunas
especies, las BAL son considerados como organismos no patégenos (Mozzi et al.,
2010, pp. 3-5).



Las BAL crecen en muchos sustratos tales como productos lacteos, productos
vegetales y productos carnicos. Estas bacterias son encontradas entre la microbiota
del tracto digestivo y genitourinario de humanos y animales. También son
conocidas por su capacidad de promover una gran variedad de funciones
reguladoras del sistema inmune, integridad intestinal y resistencia a

microorganismos patoégenos (Mozzi et al., 2010, pp. 3-5).

La historia de las BAL se remonta a finales del siglo XIX, cuando el término de
bacterias acido lacticas era usado para referirse a todo aquel microorganismo que
agriaba la leche (“milk-souring organisms”). Pero en 1919, Orla-Jensen realizé la
clasificacion de las bacterias acido lacticas de acuerdo con: su morfologia (cocos o
bacilos), metabolismo de la glucosa (homo o heterofermentativas), crecimiento a
ciertas temperaturas extremas (10 o 45 °C), rango de asimilacion de azucares,
tolerancia a la concentracion de sales y tolerancia a medios acido o alcalinos.
Posteriormente al trabajo de Orla-Jensen, se establecid una perspectiva que
permitid agrupar a las BAL en cuatro géneros: Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus. A partir de 1985, se describieron un mayor numero
de géneros, de los cuales muchos estaban incluidos en los 4 antes mencionados.
En la Tabla 1.2 se muestra la clasificacién fenotipica clasica propuesta por Orla-
Jensen para diferentes géneros de BAL (Von Wright y Axelsson, 2012, p. 2-5).

Gracias al avance de la biologia molecular fue posible realizar una clasificacion
basada en el analisis del ARN ribosomico (ARNr) a partir de la posicion filogenética
de las diferentes especies y géneros. Esto permitié determinar la secuencia de
ARNr de cada bacteria y clasificarla dentro de la familia y género al que pertenece
actualmente (Axelsson, 2004, pp. 2-7). En la Figura 1.3 se observa un esquema del
arbol filogénico de las BAL con sus géneros mas representativos.

De los estudios moleculares se concluy6é que las bacterias acido lacticas estan
compuestas por 6 familias: Aerococcaceae con 7 géneros, Carnobacteriaceae con

16 géneros, Enterococcaceae con 7 géneros, Lactobacillaceae con 3 géneros,



Tabla 1.2. Géneros comunes de BAL y sus caracteristicas fenotipicas

Caracteristicas de crecimiento

ege r T l H
Familia Género , CO; formado de NaC P Configuracion del acido
Morfologia L
glucosa 10°C | 45°C | 6.5% | 18% | 4.4 | 9.6 lactico
Aerococcaceae Aerococcus C - + - + - - + L
Carnobacteriaceae | Carnobacterium B - + - ND - ND | - L
Enterococcus C - + + + - + + L
Enterococcaceae | Tetrageonococcus C - + - + + vV |+ L
Vagococcus C - + - - - - L
Lactobacillus B A\ \Y A\ A\ - A\ - D, L, DL
Lactobacillaceae
Pediococcus C - A% V V - + - L, DL
Leuconostoc B + + - A\ - A\ - D
Leuconostocaecae Oenococcus C + + - A\ - A% - D
Weissella C + + - V - V - D, DL
Lactococcusb C - + - - - Vv - L
Streptococcaceae
Streptococcus C - - A% - - - - L

Nota: ND no determinado, + positivo, - negativo, C coco, B bacilo, V variable.

(Von Wright y Axelsson, 2012, p. 3)




Leuconostoccaceae con 4 géneros, Streptococcaceae con 3 géneros (Holzapfel y
Wood, 2014, p. 2).

Lb. delbrueckii group

Weissella
Lb.casei-
Leuconostoc Pediococcus
group
Oenococcus
Tetragenococcus L artacteous
Vago-

COCCus

Entero-
coccus

Streptococcus

Carno-
bacterium

Bacillus
Staphylococcus

Aerococcus Listeria

Figura 1.3. Diagrama esquematico del arbol filogenético de las bacterias acido lacticas
(Axelsson, 2004, p. 14)

Dentro de todas estas familias los géneros mas relevantes son: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella. Su
importancia radica en que estas especies son las responsables de una gran
cantidad de productos alimenticios, mientras que otras son estudiadas debido a las

enfermedades que ocasionan en el ser humano al ser ingeridas (Axelsson, 2004,
p. 1).

Aerococcus, es un género de bacterias micro-aerofilicas con morfologia coco. Este
tipo de bacterias han sido aisladas del aire, polvo, vegetacion y microbiota del
sistema digestivo de animales y humanos. El medio de cultivo generalmente



utilizado es rico en agar complementado con 5% (V/V) de sangre de oveja o caballo.
Los cultivos pueden crecer en medios aerobios o anaerobios con una temperatura
de incubacién de 37 °C. La importancia del estudio de estas BAL es debido a que
son causantes de un gran numero de infecciones intestinales (Lawson, 2014, pp.
81-85).

Carnobacterium, es un género de BAL en el cual se incluyen 10 especies. Son
bacterias no formadoras de esporas, con morfologia bacilo, son anaerobias
facultativas, heterofermentativas, mesdfilas o psicrofilas, llegan incluso a crecer a
temperaturas de 0 °C en pH neutros. Pueden ser cultivadas en medios aerobios o
anaerobios con una mezcla de diferentes azucares. En la industria alimentaria,
algunas especies de Carnobacterium son las responsables del deterioro de carne
y pescado en refrigeracion. Pero otro grupo de especies es capaz de generar
compuestos antifungicos, peréxido de hidrégeno, acido organicos y bacteriocinas

aumentando el tiempo de vida util de varios productos (Pikuta, 2014, pp. 110-115).

Enterococcus, son bacterias con morfologia coco y no producen endosporas. Son
homofermentativas, con una temperatura 6ptima de crecimiento de 37 °C, aunque
muchas especies crecen en rangos de temperaturas entre los 10 °C a 45 °C. Este
tipo de BAL tienen requerimientos nutricionales complejos, ya que solo se
desarrollan en agares ricos en proteinas y sangre. Algunos tipos de estas bacterias
generan aromas especificos durante la maduracion de quesos y embutidos; pero
también hay algunas especies putrefactivas o patégenas que causan deterior de

alimentos o infecciones como endocarditis (Teissier y Franz, 2014, pp. 175-182).

Lactobacillus, es el género perteneciente a bacterias no esporulantes, y la
temperatura de crecimiento 6ptima se encuentra entre los 30 a 40 °C, pero también
llegan a desarrollarse en rangos de temperatura dependiendo la subespecie de 2 a
53 °C. Llegan a crecer en rangos de pH de 3 a 8. Generalmente toleran el oxigeno,
pero crecen mejor en condiciones anaerobias. Estas BAL ocupan una posicion
importante como cultivos iniciadores en la fermentacion de varios alimentos, por

ejemplo: productos lacteos (queso, yogurt, kéfir, etc.), vegetales (chucrut,



aceitunas, encurtidos, etc.), frutas (cidra), vino y cerveza, granos y pan (masa
fermentada, tofu, miso, etc.), carnes (salami, pepperoni, chorizo, etc.) y pescado.
Algunas especies, especialmente las de origen humano, son utilizadas como
probioticos, por ejemplo: L. iners, L. johnsonii, L. gasseri, L. delbrueckii spp.
bulgaricus, L. helveticus y L. casei (Pot el al., 2014, pp. 249-294).

Una de las especies mas antiguas dentro de este género de BAL es el Lactobacillus
delbrueckii. Que esta compuesta por 4 subespecies: L. delbrueckii spp. delbrueckii,
L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. delbrueckii spp. lactis, L. delbrueckii spp. indicus.
Este grupo de bacterias juega un rol muy importante en la salud y nutricibn humana
al tener una influencia positiva sobre la microbiota intestinal (Pot et al., 2014, pp.
286-287).

Lactococcus, son un género de BAL homofermentativas obligadas, pero alteran
su ruta metabolica dependiendo del pH del medio, la concentracion de glucosa y la
limitacion de otros nutrientes. Este género se encuentra ampliamente distribuido en
humanos, vegetales y animales. Se caracterizan por ser bacterias anaerobias
facultativas y mesdfilas; no obstante, pero llegan incluso a crecer a temperaturas
de 10 °C. Para su cultivo requieren de medios complejos que contengan
carbohidratos, aminoacidos, vitaminas y acidos grasos. Se desarrollan bien en pH
neutros, hasta un pH igual a 4,5. Estas BAL son utilizadas como iniciadores de
cultivo en la fermentacion de productos lacteos como quesos, crema agria y
mantequilla y son los principales responsables de proveer un sabor particular por

la produccién de compuestos aromaticos (Kim, 2014, pp. 429-436).

Oenococcus, género compuesto por dos especies Oenococcus oeni y
Oenococcus kitaharae. Ambas especies juegan un rol muy importante en la
fermentacion malolactica del vino. Un inconveniente de este género es que su
crecimiento es demasiado lento y necesitan medios de cultivo complejos y factores
especiales de crecimiento. Su temperatura 6ptima de crecimiento es 30 °C, con un

rango de pH entre 4,8 a 5,5. Estas BAL brindan estabilidad microbioldgica al vino,
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asi como un aumento de la calidad organoléptica (Endo y Dicks, 2014, pp. 405-
410).

Pediococcus, género de bacterias acido lacticas que se caracterizan por crecer en
condiciones aerobias o microaerofilicas y ser homofermentativas. Varias especies
de este género son utilizadas como iniciadores en la produccion de ensilaje,
chucrut, granos fermentados, cereales y aceitunas (Franz, Endo, Abriouel, Reenen,
Galvez, y Dicks, 2014, pp. 359-366).

Streptococcus, son bacterias acido lacticas aerobias facultativas. Son
homofermentativas, pero pueden llegar a producir CO2 durante la fermentacion de
la glucosa. Su temperatura éptima de crecimiento es 37 °C. Crecen en una gran
variedad de medios que contengan sangre (5%). Este género tiene gran
importancia en la industria alimentaria ya que varias de sus especies son causantes
de infecciones respiratorias, intestinales y dérmicas (du Toit, Huch, Cho y Franz,
2014, pp. 457-476).

Tetragenococcus, son bacterias que se caracterizan por crecer bajo condiciones
aerobias o anaerobias. La mayoria de las especies de este género no llegan a
desarrollarse en medios sintéticos de laboratorio como el MRS, mas bien requieren
factores especificos de crecimiento como glicina, betaina y carnitina ademas de la
adicién de NaCl y una temperatura optima igual a 30 °C. Su pH O6ptimo de
crecimiento se encuentra en un rango de 7 a 9. Su principal aplicacién es como
cultivos iniciadores en diversas fermentaciones, especialmente en la produccién de
saborizantes de origen oriental (salsa y pasta de soya) (Justé, Lievens, Rediers, y
Willems, 2014, pp. 213-221).

Vagococcus, género de BAL no generadora de esporas que se desarrolla bajo
condiciones anaerobias facultativas. Su crecimiento se da entre temperaturas de
10 a 45 °C. Su medio 6ptimo de crecimiento es BHI enriquecido con CO2 en una
concentracion de 5 a 10% (Lawson, 2014, pp. 229-232).
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Weissella, género que se caracteriza por no formar esporas. Son BAL
heterofermentativas por lo cual los productos finales de la fermentacion de glucosa
son acido lactico, COz2, etanol y/o acetato. Su crecimiento ocurre a 15 °C, pero
algunas especies crecen en rangos de temperatura de 42 a 45°C. Dentro de la
industria alimentaria este género de BAL esta asociado con el deterioro de varios
productos carnicos (Bjorkroth, Dicks, y Endo, 2014, pp. 417-421).

1.1.2 RUTAS METABOLICAS DE LAS BAL

Los carbohidratos son la fuente principal de carbono y energia para el crecimiento
de las bacterias acido lacticas. Para que estos compuestos sean asimilados por las
bacterias primero tienen que pasar por un proceso de hidrolisis; por ejemplo, el
almidén es hidrolizado por la accién de la a-amilasa en dextrinas, las cuales
posteriormente son hidrolizadas en maltosa por actividad extracelular.
Dependiendo del producto final obtenido por la asimilacion de los carbohidratos se
tienen dos tipos de fermentaciones: homolactica y heterolactica (Mozzi et al., 2010,

pp 4-6).

Fermentacion Homolactica, mediante la cual los azucares son convertidos a
piruvato por la ruta metabdlica de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) vy
posteriormente el piruvato es convertido unicamente en acido lactico por la accion
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), este proceso se muestra en la Figura
1.4A. Dos tipos de isomeros del acido lactico (L o D) son obtenidos en la
fermentacion dependiendo de las enzimas presentes en el microorganismo. Los
géneros mas representativos de BAL que siguen la ruta homolactica son:
Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus y algunas especies de
Lactobacillus (L. delbrueckii, L. plantarum, etc.) (Mozzi et al., 2010, p. 6).

Fermentacion Heterolactica, a través de la cual los azucares son transformados
por la ruta metabdlica de Fosfocetolasa (PKP, por su nombre en inglés
phospoketolase). Esta ruta se muestra en la Figura 1.4B. Las hexosas (glucosa,

fructosa o0 manosa) son convertidas a acido lactico, CO2 y etanol. La formacién de
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CO2 resulta de la degradacion del 6-fosfato-gluconato, proceso que se da durante
la conversion de hexosas a pentosas. Esta fermentacion ocurre por la accion de la
enzima D-xilosa-5-fosfato fosfocetolasa la cual convierte la xilosa-5-fosfato a
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y acetil-fosfato; posteriormente el GAP ingresa a la
ruta EMP y es transformado en acido lactico mientras que el acetil-fosfato es
convertido en etanol. Los principales géneros de BAL que siguen esta ruta

metabdlica son: Leuconostoc y Oenococcus (Mozzi et al., 2010, pp. 7-8).

Segun la ruta metabdlica utilizada para la asimilacion de los carbohidratos, las BAL

se clasifican en (Holzapfel y Wood, 2014, pp. 16-17):

. Bacterias homofermentativas obligadas: Los carbohidratos son
convertidos, casi por completo (>85%), en acido lactico mediante la ruta EMP. Estas
BAL no poseen la enzima D-xilosa-5-fosfato fosfocetolasa por lo cual, la xilosa-5-
fosfato no es convertida a acetil-fosfato.

. Bacterias heterofermentativas falcultativas: En esta ruta los
carbohidratos son convertidos, en su mayoria, en acido lactico segun la ruta EMP
gracias a la accién de la enzima lactato deshidrogenasa. Sin embargo, las BAL
pertenecientes a este grupo si poseen la enzima D-xilosa-5-fosfato fosfocetolasa
por lo cual, llegan a producir etanol y CO2 dependiendo de las condiciones y
composicion del medio.

. Bacterias heterofermentativas obligadas: Los carbohidratos son
unicamente fermentados por la ruta PKP, obteniendo acido lactico, CO2 y etanol (o

acido acético) en concentraciones equimolares.

Bajo diversas condiciones de limitacidén o exceso de sustrato, asi como condiciones
aerobicas o anaerobicas, la ruta metabdlica homolactica puede cambiar hacia una
ruta mixta que produce ademas de acido lactico, acido formico, acido acético, etanol
y/o CO2. Las rutas metabdlicas mixtas siguen la ruta de EMP hasta llegar a la
generacion de piruvato y a partir de esta molécula toman diferentes rutas
dependiendo de las condiciones y las enzimas que presente cada bacteria (Mozzi
et al., 2010, p. 6; Axelsson et al., 2004, p. 24).
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Figura 1.4. Rutas metabolicas de las bacterias acido lacticas.
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(Axelsson et al., 2004, p. 19)
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En la Figura 1.5 se observan las diferentes rutas que siguen las BAL a partir del

piruvato. Las rutas alternativas del piruvato son:

) Ruta metabdlica diacetilo/acetoina, da como resultado la generacion de
diacetilo, compuesto encargado de dar un aroma a mantequilla, y acetoina/2,3-
butanodiol. Esta ruta se produce al tener un excedente de piruvato ocasionado por
la presencia de otra fuente de piruvato diferente a la obtenida por la fermentacion
del carbohidrato o por otro compuesto que actue como aceptor de electrones.
Generalmente, bajas concentraciones de azucar y bajos pH favorecen la formacion
de diacetilo/acetoina. Es necesario que las BAL sean capaces de generar las
enzimas diacetilo sintasa y acetolacto sintasa para seguir esta ruta metabdlica (Von
Wright y Axelsson, 2012, p. 7).

o Ruta metabdlica piruvato-formato liasa, se da por la accion de la enzima
piruvato-formato liasa, que permite la reaccion entre el piruvato y la coenzima CoA
para formar acetil CoA. Esta molécula es utilizada como aceptor de electrones para
la formacion de etanol o como precursora para la formacion de acetil-fosfato del
cual se genera acetato. Los productos que se forman al seguir esta ruta metabdlica
son: etanol, acido férmico, acido lactico y acido acético. Una de las condiciones
principales para que las BAL opten por esta ruta es la presencia de una
concentracion limitante de sustrato en el sustrato. Ademas, es necesario contar con
condiciones anaerobicas, ya que la enzima es altamente sensible al oxigeno
(Axelsson, 2004, pp. 26-27).

) Ruta metabdlica piruvato oxidasa, se da directamente por la accion de la
enzima piruvato oxidasa, o indirectamente por la por la reaccion del oxigeno con
las enzimas NADH:H202 oxidasa y NADH:H20 oxidasa. Los productos finales
obtenidos de esta ruta son: acido lactico, acido acético y CO2 (Von Wright y
Axelsson, 2004, p. 8).

o Ruta metabdlica piruvato deshidrogenasa, se asemeja a la ruta piruvato-
formato liasa, la diferencia es que en presencia de oxigeno la enzima piruvato-
formato liasa se vuelve inactiva permitiendo que la enzima piruvato deshidrogenasa
entre en accion para la produccion de acetil CoA pero con la formacion de CO2 en

lugar de acido férmico (Axelsson, 2004, pp. 27-28).
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Figura 1.5. Rutas alternativas del piruvato: 1,2. Ruta diacetilo/acetoina; 3. Ruta piruvato-

formato liasa; 4. Ruta piruvato deshidrogenasa; 5. Ruta piruvato oxidasa
(Von Wright y Axelsson, 2004, p. 8)

1.2 MODELADO DE PROCESOS FERMENTATIVOS

1.2.1 GENERALIDADES

Los procesos fermentativos pueden ser definidos como el conjunto de reacciones
bioquimicas en las cuales el sustrato es oxidado hasta uno o varios productos,
dichas reacciones son llevadas a cabo por la accidén de diversos microrganismos y
las enzimas que estos generan en diferentes condiciones de temperatura, pH y
concentracion de sustratos. (Hui, Meunier-Goddik, Josephsen, Nip, y Stanfield,
2004, p. 594).
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La herramienta de modelado matematico define a los procesos fermentativos como
una caja negra con una o mas variables de entrada, como las condiciones del medio
y el tipo de microrganismo, y una o0 mas respuestas, como la ruta metabdlica y los
productos formados, las mismas que generadas por la accidén de las variables de
entrada. De este concepto se obtienen tres usos principales para el proceso de

modelado en sistemas bioldgicos (Haefner, 2005, pp. 3-5):

e Entendimiento del sistema mediante informacién sobre las variables de
entrada y respuestas permitiendo inferir las caracteristicas del sistema.

e Prediccion de las respuestas en condiciones desconocidas a partir de las
caracteristicas del sistema y las variables de entrada.

e Control o manipulacion de las variables de entrada en funcion de las

caracteristicas del sistema con el fin de obtener una respuesta deseada.

La historia del modelado matematico de procesos fermentativos se remonta a las
ecuaciones planteadas por Blackman (1905), Teissier (1942) y Monod (1942), que
hacen relacibn a la asimilacion de sustrato con el crecimiento de los
microorganismos. En los afos siguientes un gran numero de modelos fueron
propuestos para describir diferentes procesos fermentativos; todos estos, hasta la
actualidad, mantienen similitudes con la cinética propuesta por Monod (Schugerl,
1996, p. 269).

Los principales beneficios del uso de modelado matematico son (Schugerl, 1996,
p, 269):

e Optimacion de la estructura de la planta y parametros de operacién

e Calculo de perfiles 6ptimos de tiempo para la alimentacion de sustrato u
otras variables

¢ Planeacion de experimentos con un minimo gasto de tiempo y recursos

e Disefo de sistemas de control

e Estimacién de variables y parametros que no pueden ser medidos
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A pesar de las diferentes aplicaciones del proceso de modelado de sistemas
biotecnolégicos, su formulacién representa un alto grado de complejidad debido a
que los componentes de estos sistemas varian en su tamafio molecular,
concentracion y propiedades. Ademas, es necesario considerar los mecanismos de
mantenimiento y reproduccién de los organismos que participan en dichos
sistemas, volviéndose altamente complicado establecer una regla general que

describa a todos los procesos fermentativos (Stanke y Hitzmann, 2012, p. 2).

1.2.2 TIPOS DE MODELOS PARA LA DESCRIPCION DE PROCESOS
FERMENTATIVOS

Debido a la complejidad de describir los procesos fermentativos, el modelado de
dichos procesos se realiza a partir del nivel en el cual se encuentra la cinética del
microorganismo. Existen cuatro niveles de clasificacion para la cinética del
microorganismo: molecular o enzimatico, macromolecular, celular y poblacional.
Dependiendo del nivel al que haga referencia el modelo matematico estos se
clasifican en modelos cinéticos estructurados y modelos cinéticos no estructurados
(Humphrey, 1979, p. 17).

Modelos cinéticos estructurados, se basan en informacion del estado fisioldgico
del microorganismo, tomando en cuenta la composicion de enzimas, proteinas y/o
acidos nucleicos presentes en la célula, asi como también la concentracion de
biomasa. Este tipo de modelos predicen todas las fases presentes en la
fermentacidon batch: latencia, crecimiento exponencial, estacionaria y muerte o

decaimiento. (Humphrey, 1979, pp. 17-28).

Modelos cinéticos no estructurados, vinculan el proceso fermentativo
unicamente a las variables macroscopicas que influyen en las condiciones del
medio de fermentacion y dejan de lado la composicion interna del microorganismo.
La unica variable biolégica que se considera es la concentracion de biomasa

(Moser, 2012, p. 216). Dentro de los modelos no estructurados se encuentran:
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e Modelos cinéticos por limitacion de sustrato, consideran que el crecimiento
de los microorganismos depende unicamente de la concentracion de sustrato.
El microorganismo crece a la velocidad maxima (u4.) €n condiciones de
saturacion de sustrato y disminuye su velocidad de crecimiento (1) conforme
incrementa la limitacion de sustrato (Schugerl, 1996, p. 274). En la Tabla 1.3 se

presentan los modelos cinéticos por limitacion de sustrato mas utilizados.

Tabla 1.3. Modelos cinéticos por limitacion de sustrato

Nombre Aiio de publicacion Ecuacion
CS
Blackman 1905 u= {#méxz—ksi Cs < ZkSl
Hmax; Cs = st
CS
Monod 1942 K= HUmax m
Teissier 1942 1= Umax(1 — eCs/ks)
_ ¢
Moser 1958 H = Umax m
. Cs
Contois 1959 U= yméxm

(Schiigerl, 1996, p. 274)

Estos modelos son utilizados para determinar los parametros cinéticos k; Y sy @
partir de la linealizacion de los perfiles obtenidos de u para cada concentracion
inicial de sustrato (c,), donde kg es la constante de afinidad de sustrato y representa
la concentracién a la cual la velocidad de crecimiento del microorganismo es la
mitad de la velocidad de crecimiento maxima. Mientras mas pequeno es el valor de
k, mas afinidad tendra el microorganismo por el sustrato. Existen otros modelos en
los cuales ademas de necesitar el valor de ¢, también es necesario determinar la
concentracion de biomasa inicial (X) en el medio (EI-Mansi et al, 2011, p. 23). Los

modelos cinéticos por limitacion de sustrato mas relevantes son:

o Monod, describe un proceso fermentativo en el que existe la conversion total
del sustrato en biomasa sin la presencia de metabolitos téxicos (Orhon et al.,
2009, pp. 5678-5680). El modelo de Monod explica que la velocidad especifica
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de crecimiento tiene una relacion lineal con la concentracion de sustrato cuando
se trabaja a concentraciones bajas, pero cuando el medio presenta
concentraciones elevadas de sustrato la velocidad especifica de crecimiento se
vuelve independiente de la concentracion de sustrato (Lobry et al., 1992, pp.
117-119).

Moser, es muy similar al modelo propuesto por Monod, la Unica diferencia es
que la asimilacion de sustrato no obedece a una reaccion de orden 1 sino a una
reaccion de orden n. El parametro n indica que, bajo concentraciones reducidas
de ciertos nutrientes, la poblacién de microorganismos modifica su estructura
genética con el fin de adaptarse al medio. Al convivir en el mismo medio células
mutadas y no mutadas, es posible que llegue a establecerse cierto grado de
sinergia o antagonismo entre las especies. Si n es mayor a 1 se produce una
mejora en el proceso de reproduccion celular; pero si n es menor a 1 se genera
inhibicion por la competencia entre las células mutadas y las no mutadas
(Moser, 2012, pp. 216).

Teissier, guarda una fuerte relacion con Monod cuando se trabaja con
concentraciones de sustrato bajas. Sin embargo, para concentraciones de
sustrato altas establece un aumento mas rapido de la velocidad de crecimiento
especifica hasta llegar a u,,;,, debido a la relacidbn exponencial entre la
velocidad de crecimiento y la concentracion de sustrato (Villadsen et al, 2001,
pp. 280-284).

Modelos cinéticos por inhibicion por producto, gran parte de estos modelos
tienen una fuerte relacién con la teoria utilizada en los modelos cinéticos por
limitacion de sustrato, pero la corrigen en funcién de la inhibicion generada por
la concentracién de productos (c,) en la fermentacion. Dicha inhibicion es
representada por los parametros cinéticos: kp;, el cual se define como la
concentracion de producto con la cual la velocidad de crecimiento maxima se
reduce a la mitad (Moser, 2012, p. 234) y cpinn, que se define como la
concentracion de producto a la cual el microorganismo ya no crece (Monteagudo
et al., 1997, p. 273-275).



20

Los modelos por inhibicidn por producto se diferencian entre si por la forma en la
que se explica el descenso de la velocidad de crecimiento frente a la formacion de
producto; dichos modelos pueden presentar un descenso lineal como aquellos
propuestos por Jersusalimsky (1967) y Ghose y Tyiagi (1979) o un descenso
exponencial como el propuesto por Pinelli et al. (1997) (Moser, 2012, p. 234). En

la Tabla 1.4 se resumen los modelos mas representativos de este grupo.

Tabla 1.4. Modelos cinéticos por inhibicion por producto

Nombre Aiio de publicacion Ecuacion
C
Dagley and Hishelwood 1938 K= Hmax ﬁ (1 —kpy)
S S
. Cs kpi
Jerusalimsky 1967 K = Umax (co + ko) (kpp + C3)
s s i D
c o \1/2
Bazua y Wilke 1977 = S 1-—2
y # .umax CS + ks < Cplnh
. Cs Cp
Ghose y Tyagi 1979 H = Umax otk 1-— -
s s pin
c ¢, \'
Levenspiel 1980 = —(1-—L
Y U= Umax s + k5< Cpinn
Pinelli et al 1997 & &
inelli et al. = Umsx———exp | —
l’l' #max CS + ks p Cplnh

(Moser, 2012, pp. 234-236)

e Modelo de estequiometria global de crecimiento, considera al crecimiento
de los microorganismos como un conjunto de reacciones quimicas en cadena
que describen el metabolismo del microorganismo hasta llegar a la generacion
de biomasa y los productos obtenidos durante la fermentacion. Tanto el
catabolismo como el anabolismo del microorganismo son englobados en la
reaccion quimica 1.1 (EI-Mansi et al., 2011, pp. 63-64; Ratledge y Kristiansen,
2006, pp. 54-55).



H+

%fCaH[;Oy + KlNNf - CsH,O.Ngy + %PiPi + Vome
Donde:

CoHp O, fuente de carbono

N¢: fuente de nitrogeno

CsH.0.Ny: biomasa formada durante el anabolismo
P;: productos formados durante el catabolismo

H*: ion hidrogeno

1 . .
- rendimiento fuente de carbono/biomasa
xf

1 . . g .
I~ rendimiento fuente de nitrégeno/biomasa
xN

1

: rendimiento producto i/biomasa

XPi

1

: rendimiento ion hidrégeno/biomasa
xHt
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[1.1]

La composicion de la biomasa depende de las caracteristicas del microorganismo,

asi como de la fuente de carbono y la fuente de nitrégeno. Debido a esto, un mismo

microorganismo puede llegar a presentar diversas composiciones (Rittmann y

McCarty, 2012, p. 128). En la Tabla 1.5 se resumen las diferentes composiciones

de biomasa para diversos microorganismos y condiciones de crecimiento.
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Tabla 1.5. Formulas empiricas de biomasa para varios microorganismos

Microorganismo Composicion Condiciones de crecimiento
CH18300.46Np.19 Limitacion de glucosa
CH1g70056N Limitacion de glucosa
. . 87V0.56/V0.20 g
Candida Utilis — -
CH{g30054No10 Limitacion de amonio
CH{ 570056 N0 Limitacion de amonio
CH{7500.43Ny 22 Limitacion de glicerol
. CH1730043No24 Limitacion de glicerol
Klebsiella aerogenes — -
CH{7500.47No17 Limitacion de amonio
CH17300.43Np.24 Limitacion de amonio
CH{g,0058No 16 Limitacion de glucosa
Saccharomyces cerevisiae CH{7500.60No 19 Limitacion de glucosa
CH,94005,Np 25 Crecimiento sin limitacion
CH;7700.49No 24 Crecimiento sin limitacion
o _ CH{830050N0.22 Crecimiento sin limitacion
Escherichia coli — —
CH{960055Ng.25 Crecimiento sin limitacion
CH4.9304.55Np.25 Crecimiento sin limitacion
Pseudomonas fluorescens CH{g30055Ng 26 Crecimiento sin limitacion
Aerobacter aerogenes CH{640052Np 16 Crecimiento sin limitacion
R CH1_70 00.58N0.15 leltaclén de glucosa
Penicillium chrysogenum —
CH1650053No.17 Limitacion de glucosa
Aspergillus niger CH172,0055Np.17 Crecimiento sin limitacion
Promedio CH1.8100.52Np.21

(El-Mansi et al., 2011, pp. 65).

e Modelo de energia liberada durante el catabolismo microbiano, considera

que ademas de los productos obtenidos durante las reacciones bioquimicas,

también se genera energia en forma de ATP, la cual es utilizada por los

microorganismos para continuar y mantener sus procesos vitales. Dicha energia

es obtenida a partir del conjunto de reacciones de Oxido-reduccion que

describen, unicamente, el catabolismo del microorganismo. El sustrato es

oxidado hasta un compuesto intermediario, el cual posteriormente se reduce

hasta los productos generados durante la fermentacién (Rittmann y McCarty,

2012, pp. 132-154).
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En la Figura 1.4 se presenta el flujo de energia considerada por el modelo. A partir
del catabolismo de diferentes donadores de electrones se genera energia en forma
de ATP, la cual es luego utilizada por la célula para la sintesis de monémeros,

transporte y movimiento activo, procesos de polimerizacion y mantenimiento.

La energia necesaria para el mantenimiento hace referencia a la energia utilizada
para todo proceso que no esté relacionado con la generacion de nueva biomasa
(Russell, y Cook, 1995, p. 50). Una de las primeras menciones de la energia de
mantenimiento se da en el trabajo presentado por Buchanan y Fulmer (1928),
quienes concluyen que para sustratos de bajo nivel energético no se obtiene un
cultivo efectivo de bacterias, dando a entender que los microorganismos deben
utilizar cierta cantidad de energia para el mantenimiento de las células y no
Uunicamente para la generacion de biomasa. A pesar de haber definido la
importancia de considerar la energia de mantenimiento en los procesos bioldgicos,
no era posible determinar dicha energia de manera experimental (Monod, 1942;
McGrew y Mallette, 1962) y por ende no se lograba visualizar una adecuada
diferenciacion entre la energia de mantenimiento para las células en crecimiento y

la energia del metabolismo endogeno de cultivos en inanicion.

En afos posteriores, Herbert et al. (1956) conceptualizaron a la energia de
mantenimiento como un “crecimiento negativo”. Consecutivamente, Marr et al.
(1962) tomaron este concepto y definieron la energia de mantenimiento como una
constante a que representa el creciente negativo, donde la velocidad de crecimiento
maxima seria igual a la velocidad de crecimiento especifica mas la constante a.

Entonces el cambio de biomasa se ve expresado por la ecuaciéon 1.3.
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Figura 1.4. Flujo de energia en los procesos fermentativos

(Decker et al.,

a 1 1

Xmax U

1
X Xmax

Donde:

1970, p. 139)

[1.3]

a: constante de crecimiento negativo (h™1)

Xmax. CONCeNtracion maxima de biomasa

u: velocidad especifica de crecimiento (h~

x: concentracion de biomasa (molyiomasa

(mOZbiomasa_l)
D
Y

En 1965, Pirt determina que el coeficiente de mantenimiento debe ser propuesto

como la cantidad de energia necesaria para el mantenimiento de las células en un

periodo de tiempo determinado. En la proposicion de Pirt, el mantenimiento no tiene

un efecto directo sobre la velocidad de crecimiento, pero si sobre el rendimiento.
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Con estos conceptos y la derivacion propuesta por Marr et al. (1962) (ecuacion 1.3).

Pirt (1965) construye la ecuacion lineal 1.4.

=3

42 1.4

<=

Donde:

Y: rendimiento especifico del microorganismo (mols,strato/ M0lpiomasa)
Y;: rendimiento maximo tedrico (molg,sirato/ MOolpiomasa)

m: coeficiente de mantenimiento (molg,strato h™2/MO0lpiomasa)

u: velocidad especifica de crecimiento (h™1)

Posteriormente Neijssel y Tempest (1976) proponen que la energia de

mantenimiento debe estar en funcién de la velocidad de crecimiento:

m=m'(1+ cu) [1.5]

Donde:

m': velocidad de consumo de la energia de mantenimiento cuando u es igual a 0

(molgystrato h_l/m‘)lbiomasa)

c: constante que define la variacion de la energia de mantenimiento en funcion de

la velocidad de crecimiento (h)

Pero esta correlacion presentd ciertas inconsistencias para cultivos
energéticamente limitados, las cuales fueron corregidas por Pirt (1982) al separar
el coeficiente de mantenimiento en dos partes, una que no esta relacionada con el

crecimiento y la segunda que esta ligada al crecimiento mediante la correlacion
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propuesta por Neijssel y Tempest (1976) y al concepto de crecimiento negativo

propuesto por Marr et al., (1962) obtenido la correlacién 1.6.

=L e mm (- cw [1.6]
Y

<=

Finalmente, la ecuacion fue reescrita para hacer referencia a la energia disponible
en forma de ATP liberada durante el catabolismo teniendo como resultado la

ecuacion 1.7 (Erickson y Oner, 1983, p. 104).

1 L [1.7]
—_— =4 m .
YATP YA‘r?gx ATP

Donde:

Yurp: rendimiento sustrato/energia (molsystrato/M0larp A1)
Y4 rendimiento maximo sustrato/energia (molg,siraro/MOlarp)

myrp: energia de mantenimiento necesaria por mol de ATP formada

(molgystrato/molyrp h~1)

En funcién de la correlacién 1.7, Heijnen (2002) propone el calculo de la velocidad
maxima de crecimiento y los rendimientos sustrato/biomasa y energia/biomasa
para diferentes microorganismos de acuerdo con la energia liberada durante el
proceso de catabolismo. Para esto, se necesita saber la ruta metabdlica que sigue
cada microorganismo, la naturaleza de la fuente de carbono y las condiciones en la

que se lleva a cabo la fermentacion.
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2. METODOLOGIA

2.1 DETERMINACION DE LA VELOCIDAD MAXIMA DE
CRECIMIENTO (4;0x) DE Lactobacillus delbrueckii BAJO
CONDICIONES DE SATURACION DE SUSTRATO

La velocidad maxima de crecimiento se determin6 bajo condiciones de saturacién
de glucosa como sustrato, correspondientes a 1 M, mediante el enfoque
termodinamico propuesto por Heijnen (2002) de acuerdo con la ecuacién 2.1. Este
modelo plantea que la velocidad maxima de crecimiento depende de la tasa
maxima de energia libre de Gibbs (q7***) producida durante el catabolismo, la
misma que es utilizada tanto para la generacién de nueva biomasa (1/Y/%), como

para el mantenimiento de la biomasa formada (mg).

[2.1]

1
qglax = Y_mﬂmax +mg
GX

Donde:

qo***: tasa maxima de energia libre de Gibbs liberada durante el catabolismo

(k]/C - mOlbiomasa h)

1/Yg§}: energia de Gibbs necesaria para el crecimiento (kJ/c — molp;omasa)

m: tasa de energia de mantenimiento (kJ/c — moly;pmasa 1)

Umasx: Velocidad maxima de crecimiento (h™1)

211 CALCULO DE LA ENERGIA DE GIBBS NECESARIA PARA EL
CRECIMIENTO (1/Y%Y%)

Se emplearon dos correlaciones diferentes, la primera propuesta por Heijnen, van

Loosdrecht y Tijhuis (1992) la cual se basa en el grado de reduccién (yp) vy el
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numero de atomos de carbono presentes en la glucosa (C) que se muestra en la
ecuaciéon 2.2; y la segunda correlacion propuesta por Liu (1999) la cual se basa
unicamente en el grado de reduccion de la glucosa que se detalla en la ecuacion
2.3.

1/Y% =200 + 18(6 — €)Y + exp [((3,8 — yp)?)*16(3,6 + 0,4C)] [2.2]
666, )
1/Y5% = + 243,1 [2-3]
Yp
Donde:

¥p: grado de reduccion de la glucosa (e — molypcosa/c — MOlgiucosa)

C: numero de atomos de carbono presentes en la glucosa

(4tomos de glucosa/mol glucosa)

El grado de reduccidn de la glucosa se determiné a partir del numero de atomos de
cada componente presente en la glucosa y su respectivo grado de reduccién de

acuerdo con la ecuacioén 2.4.

_ XYaNa [2.4]
o=

Donde:

Y4. grado de reduccion atdmico de cada componente de la glucosa

(e — molcomponente/atomocomponente)

Ny: numero de atomos de cada componente de la glucosa

(étomoscomponente en la glucosa/mol glucosa)

C: numero de atomos de carbono (dtomos de glucosa/mol glucosa)
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El grado de reduccion atomico de cada uno de los componentes de la glucosa se

muestra en la Tabla 2.1.

Table 2.1. Grado de reduccion atomico de los componentes de la glucosa

Atomo | Grado de reduccion atomico

H +1
C +4
@) -2

(Ratledge y Kristiansen, 2006, p. 58)

2.1.2 CALCULO DE LA TASA DE ENERGIA DE MANTENIMIENTO (m)

Se determino el valor de m,; mediante el enfoque termodinamico propuesto por
Heijnen (2002) expresado en la ecuacion 2.5, el cual considera que el decaimiento
de los microorganismos se debe unicamente a la temperatura de operacion a la que
se lleva la fermentacion. Para el caso de estudio de Lactobacillus delbrueckii se

seleccionaron dos temperaturas de operacion: 37 y 45 °C.

~ 69000 /1 1 [2.5]
Mg = 45 eXp[ R (T 298)]
Donde:

R: constante de los gases ideales (8.31 J/mol K)

T: temperatura de operacion (K)

2.1.3 CALCULO DE LA TASA MAXIMA DE ENERGIA LIBRE DE GIBBS
LIBERADA DURANTE EL CATABOLISMO (q¢'**)

El valor de q7'*** se terminé mediante el enfoque termodinamico propuesto por

Heijnen (2002) con la ecuacion 2.6. Esta tasa representa la cantidad de energia
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maxima disponible para el crecimiento y mantenimiento de biomasa de acuerdo con

la ruta metabdlica del Lactobacillus delbrueckii y la temperatura de operacion.

69 000 G 2;8)] [2.6]

qe = 3[-A68] exp | —

Donde:

AG2,r: energia libre de Gibbs de catabolismo estandar (k//e — molyp,cosa)

El término de AG2,; esta asociado a la ruta metabolica del microorganismo para el
calculo de q/f***. La energia libre de Gibbs de catabolismo estandar se determiné a
partir del enfoque propuesto por Rittmann y McCarty (2012) basado en el concepto

de reacciones energéticas mediante la ecuacién 2.7.

L L [2.7]
AGeyr = Z vPiAG}?Pi - z vRiAG]?Ri

Donde:
AG}’PL-: energia de formacion estandar del producto i generado durante el

metabolismo del Lactobacillus delbrueckii (k] /e — molyroqucto i)

AG}’Ri: energia de formacion estandar del sustrato i utilizado en el metabolismo del

Lactobacillus delbrueckii (kj/e — molg,serato i)

vp;: coeficiente estequiométrico del producto i generado durante el metabolismo del

Lactobacillus delbrueckii (molyogucto )

vg;- coeficiente estequiométrico del reactante i utilizado en el metabolismo del

Lactobacillus delbrueckii (mol,.qctante i)
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Las energias de formacion estandar de los productos y reactivos mas relevantes

durante la fermentacion acido lactica se encuentran resumidos en las Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Energia libre de formacion a condiciones estandar de diferentes compuestos

Compuesto AG? (kJ/mol)
Ion hidrogeno -39,87
Agua -237,178
Dioxido de carbono -394,359
Acetato -369.,41
Formato -351,04
Lactato -517,81
Piruvato -474,63
Glucosa -917,22

(Thauer, Jungermann y Decker 1977, pp. 149-152)

La ruta metabdlica del Lactobacillus delbrueckii fue determinada bibliograficamente,

a partir de la clasificacion taxondmica de las subespecies que conforman a esta

especie de bacterias acido lacticas y las enzimas que cada subespecie puede llegar

a generar frente a condiciones anaerobias y condiciones de saturacion y limitacion

de sustrato.

Una vez definidas las posibles rutas metabdlicas del Lactobacillus delbrueckii, se
establecieron las semirreacciones de 6xido-reduccion para cada ruta metabdlica a
partir del método de ion-electrén descrito por Rittmann y McCarty (2012) (pp. 134-
138) y a partir de dichas semirreacciones se determinaron los coeficientes

estequiométricos de los productos y sustratos participantes en cada ruta

metabdlica.
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2.1.4 INCORPORACION DE LA INFLUENCIA DEL PH Y LA
TEMPERATURA EN LA ENERGIA DE CATABOLISMO ESTANDAR

Las condiciones de temperatura (37 y 45°C) y la influencia del pH inicial (6,5) fueron
incorporadas en AG?,r mediante la ecuacion 2.8, la cual fue propuesta por Rittmann
y McCarty (2012).

AGC,'AT = AGgAT - RTUH+ In 10_6'5 [28]

Donde:

AG(,r: energia de catabolismo corregida en funcion del pH y la temperatura de

operacion (kj /e — molyycosa)

vy+: coeficiente estequiométrico del ion hidrogeno en la reaccion de catabolismo

(molion hiarsgeno)

Finalmente, la velocidad maxima de crecimiento del Lactobacillus delbrueckii a
condiciones de saturacién de sustrato fue calculada a partir de la ecuacién 2.1
utilizando las dos correlaciones propuestas para 1/Y2% y el reemplazo de AG2,; por

AG(,r para el célculo de q***.

2.2 DESARROLLO DE UN MODELO MATEMATICO CON
ENFOQUE TERMODINAMICO PARA DETERMINAR LA
VELOCIDAD DE CRECIMIENTO (u)

Dado que en los procesos fermentativos no se utilizan concentraciones de sustrato
tan altas como la concentracion de sustrato estandar contemplada en el modelo
termodinamico propuesto por Heijnen (2002), para el calculo de p,, ., Se determind
la velocidad de crecimiento (u) para concentraciones de glucosa inferiores a 1 M.
También se determind la fraccion real disponible de los reactantes a partir de su

actividad en soluciones acuosas, esto debido a que en los medios de fermentacion
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el sustrato que esta presente no esta disponible en su totalidad para ser utilizado

por los microorganismos.

2.2.1 CALCULO DE LA ACTIVIDAD DE REACTANTES EN UN MEDIO
ACUOSO PARA LAS DIFERENTES RUTAS METABOLICAS

El coeficiente de actividad de la glucosa fue determinado por el método modificado
UNIFAC (Peres y Macedo, 1997, p. 53). Este método se basa en el concepto de
contribucién por grupo, ya que a pesar de que existen una gran cantidad de
compuestos en la naturaleza, el numero de grupos funcionales de dichos
compuestos es mas reducido. Por lo tanto, si se asume que las propiedades
fisicas del compuesto es la suma de las contribuciones hechas por sus grupos
funcionales, se podria obtener una técnica que correlacione las propiedades de
un gran numero de compuestos a partir de un grupo de parametros mucho menor,
que se caracteriza por las contribuciones individuales de los grupos funcionales
(Fredenslund, Gmehling y Rasmussen, 1977, pp. 3-4). Para esto, se establecieron

los grupos UNIFAC que conforman la glucosa como se muestra en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Grupos UNIFAC para la glucosa

Grupo
Molécula Piranosa Furanosa -0 — CH, OH ring H,0

Glucosa 1 0 0 1 5 0
(Peres y Macedo, 1997, p. 53)

Una vez establecidos los grupos UNIFAC, se determinaron los parametros
estructurales y de interaccién intergrupales para la glucosa a partir de la informacion

proporcionada en la Tabla 2.4.
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Tabla 2.4. Parametros estructurales y de interaccion UNIFAC

Parimetros Parametros de interaccion a,,;1
Estructurales K
Grupo Ry Qr Grupo | CH, | Piranosa | Furanosa :O OHying | H,0

CH, 0,6744 | 0,540 CH, 0 0 0 0 0 0
Piranosa | 2,4784 | 1,562 | Piranosa 0 0 0 0 0 -43,27
Furanosa | 2,0315 | 1,334 | Furanosa | 0 0 0 0 0 169,23

-0 — 1,0000 | 1,200 | —0 — 0 0 0 0 0 0
OHying | 0,2439 | 0,442 | OHying 0 0 0 0 0 591,93

H,0 0,9200 | 1,400 H,0 0 | -599,04 | -866,91 0 102,54 0

(Peres y Macedo, 1997, p. 54)

El método modificado UNIFAC establece el calculo del coeficiente de actividad de
la glucosa (y;) a partir de la ecuacion 2.9, donde se observa que dicho coeficiente
se divide entre el coeficiente de interaccién entre los componentes de la glucosa
(vf) y el coeficiente de actividad residual de la glucosa al encontrarse en estado
puro y en una solucién acuosa (y;) (Larsen, Rasmussen y Fredenslund 1987, p.
2276).

Iny; =Inyf +y/ [2.9]

El coeficiente de actividad combinatorio entre los componentes de la glucosa (y{)

se determind a partir de las ecuaciones 2.10 a la 2.12.

c Wi
Iny; =ln;+1—— [2.10]
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ar [2.11]
w; = —2/3 .
X)X,
1 =Y  viRy [2.12]
Donde:

w;: fraccidn volumétrica de la glucosa

x;: fraccién molar de la glucosa

r;: parametro de volumen molecular

vL: numero de k tipos de grupos en la glucosa

R,: parametro estructural de cada grupo k

Mientras que el coeficiente de actividad residual de la glucosa en una solucién

acuosa (y;) fue determinado mediante las ecuaciones 2.13 a 2.18

Iny! =Sf_yvi|[Inf —In ] [2.13]
In i = Q[ 1= INCEhms Vi) = B | [2.14]
U = 5 [2.15]
Lo = €Xp (_‘;’"") [2.16]
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n 6))

2 v x
O S 2.7
o1 Zp=1p %
Amk = Amk1 [2.18]
Donde:

y!: coeficiente de actividad residual de la glucosa

I"k("): coeficiente de actividad de un grupo k para una composicion de grupos

correspondientes a la glucosa pura

I}, coeficiente de actividad de un grupo k en una composicion de mezcla
Y, fraccidon de la superficie de area del componente i en la mezcla

X,,: fraccion molar del grupo m

Tk factor de Boltzmann

Qy: parametro estructural de cada grupo k
La actividad de la glucosa fue determinada a partir de la ecuacion 2.19.
a; = Csi X ¥ [2.19]

Donde:
a;: actividad de la molécula i en una solucién acuosa

Csi: concentracion de la molécula i en una solucion acuosa

Dado que el piruvato es el compuesto intermediario entre la glucosa y los
diferentes productos generados en la ruta metabdlica del Lactobacillus delbrueckii,
su coeficiente de actividad se determiné a partir de la ecuacién 2.20 propuesta por

Davies, la cual se basa en la correlacion propuesta por Debye-Huckle para el
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calculo de coeficientes de actividad de electrolitos en soluciones acuosas muy
diluidas (Levine, 2004, pp. 365-369).

il 2.20
1 -(I-Irgl/r;n)loy/z —-0,30(;,/m®) [ ]

logioy = —0,51 z,1z_I

Donde:
z,1z_l: cargas del cation y anion que conforman al electrolito
I,,: Fuerza idnica (mol/L), la cual se calcula mediante la ecuacién 2.21

m?: concentracion estandar (1 mol/L)

1 [2.21]
I, = 221 zim;

Donde m; es la molaridad estequiométrica del cation o anién.

2.2.2 CALCULO DE LA REDUCCION DE LA ENERGIA LIBRE DE GIBBS
DE CATABOLISMO ESTANDAR

Se establecié un modelo basado en el concepto de pseudo estados de reaccion
donde las concentraciones iniciales de los reactantes en cada pseudo estado
fueron iguales a la concentracion inicial del reactante en el pseudo estado anterior
menos la actividad del reactante correspondiente a esa concentracion, como se

indica en la ecuacion 2.22.
Csij = Csijy, —Qij4 [2.22]

Donde:

Csij - concentracion inicial del reactante i en el estado de pseudo reaccion j (mol/L)
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Csij_, - concentracion inicial del reactante i en el estado de pseudo reaccién anterior

aj(mol/L)

Aij_y: actividad del reactante i en el estado de pseudo reaccién anterior a j (mol/L)

Para los productos se considerdé que su concentracion inicial en cada pseudo
estado de reaccion esta dada por la relacidon estequiométrica a partir de la actividad
del reactante en ese pseudo estado mas la concentracion de producto formado en

el anterior pseudo estado de reaccidn, tal como se presenta en la ecuacion 2.23.

Cpij = Cpeij + Cpij—1 [223]

Donde:

Cpi; : concentracion inicial del producto i en el estado de pseudo reaccion j (mol/L)

Cpeij’ concentracion del producto i formado a partir de estequiometria de la actividad

del reactante en el estado de pseudo reaccion j (al-j) (mol/L)

Cpij_y" concentracion inicial del producto i en el estado de pseudo reaccion anterior

aj(mol/L)

En el modelo no se tomaron en cuenta las actividades de los productos formados
durante el catabolismo del Lactobacillus delbrueckii ya que, en los
microorganismos, las reacciones de catabolismo son irreversibles, por lo que los
productos no reaccionan hacia la formacion de reactantes y por ende no es
necesario determinar la cantidad real de producto disponible para una reaccion.

Con las concentraciones iniciales de reactantes y productos en cada pseudo estado
se calculé la variacion de la energia libre de Gibbs liberada durante el catabolismo

mediante la ecuacion 2.24.
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AG = AG° + RT In I[C]C[D]dl [2.24]

[A]e[B]P

Donde:

AG®: energia libre de Gibbs estandar (J/mol)

R: constante de los gases (8.31 J/mol K)

T: temperatura de trabajo (K)

AG: variacion real de la energia libre de Gibbs (J/mol)

[C], [P], [A] y [B]: concentracién de los productos y reactivos respectivamente

c, d, a, b: coeficientes estequiométricos de los productos y reactivos

respectivamente

Si se toma la concentracion inicial de los productos (Cpij) y la actividad de los
reactantes (al-j) en cada pseudo estado de reaccion, asi como los coeficientes

estequiométricos de las reacciones de catabolismo determinados a partir de las
reacciones de oxido-reduccion y se reemplazan en la ecuacion 2.24, se obtiene la

ecuacion 2.25.

[T, [Cpij ]vpi [2.25]

n . VRi
=14

AGCAT]' = AG(I:AT + RT ln
Donde:

AGq,r.: energia de catabolismo real para el estado de pseudo reaccion j
CAT;

(kJ/e — mol)

AGc,r: energia de catabolismo corregida en funcion del pH y la temperatura de

operacion (kJ/e — mol)

Cpi; concentracion del producto i en el pseudo estado de reaccién j (mol/L)
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vg;. coeficiente estequiométrico del reactante i (mol/e — mol)

vp;: coeficiente estequiométrico del producto i (mol/e — mol)

El proceso utilizado se resume en la Figura 2.1, donde cada grada representa un
pseudo estado de reaccion, y el proceso de cada grada se repite para la siguiente
hasta llegar a una concentracion de glucosa traza denominada glucosa threshold
(ctnresn) €con lo que la velocidad de crecimiento es cercana a cero (Heijnen, 2002,
p. 289-290).

Una vez determinada la energia de catabolismo en cada pseudo estado de reaccion

(AGCATJ.) se utilizo la ecuacion 2.6 para determinar el valor de qZ*** en cada pseudo

estado de reaccion y finalmente se utilizd la ecuacién 2.1 para determinar la

velocidad de crecimiento (i) a concentraciones de glucosa inferiores a 1 M

Pseudo estado de reaccion j

AG[ 47 (k)/e-mol — _
CAT‘E / ) Csij = Csij_, — Qij_q ™ Ajj = Csi; XV
Cpij = Cpij T+ Cpij_y

Hn [ ]”Pi'

i=1 | Cpi;

_ ! j
AGCATJ' = AGCAT + RT In TFAn - VR @ VR

i=1 lj

AGthresh
1 » Concentracion de glucosa [M]

Cthresh

Figura 2.1. Pseudo estados de reaccion

La acumulacion de acido lactico y la limitacion de glucosa se definieron como las
condiciones suboptimas que inhiben el crecimiento del Lactobacillus delbrueckii.
Debido a estas condiciones subdptimas se consideré una tasa extra de energia
para el mantenimiento de las células. Dicha tasa de energia fue denominada

energia de mantenimiento suboptima (mgsy,50p) Y S€ calculd con la ecuacion 2.26.
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1 mg [2.26]
max T
_ Y; Hmax
mGsubop - kd kd
1 —
Hmax

Donde:

Mesupop- taSa de mantenimiento a condiciones suboptimas (k/ /¢ — mol biomasa h)

1/Yi%: energia de Gibbs necesaria para el crecimiento (kJ /¢ — mol biomasa )

mg: tasa de energia de mantenimiento en condiciones Optimas
(kJ /c — mol biomasa h)

Umasx: Velocidad de crecimiento maxima (h™1)

k,: coeficiente de decaimiento (h™1)

El coeficiente de decaimiento representa la velocidad de desnaturalizacion de la
biomasa en condiciones de limitacion de sustrato y acumulacién de acido lactico.
Este coeficiente se calcul6 mediante la ecuaciéon 2.27, la cual fue propuesta por
Heijnen (2002).

kd=

mg [2.27]
1 ,
W + (—AGear) (vp)

El término de mgqy,,0p S€ anadio a la ecuacion 2.1 para dar la ecuacion 2.28 que

considera tanto el mantenimiento a condiciones 6ptimas como a subdptimas.

[2.28]

max _—
qc - ym Umax + mg + mGsubop
GX

Se utiliz6 el método numérico Euler implicito para resolver las ecuaciones 2.26 y

2.28 con el fin de encontrar los valores de mgsyupop Y Hmax COMO se fue muestra en



42

la Figura 2.2. Dicho método numérico se resolvio a partir del uso del complemento
Visual Basic de MSExcel.

( Inicio )

q2*** ecuacion 2.1, 1/YZ ecucacion 2.2 y 2.3, mg
ecuacion 2.5, k; ecuacion 2.27 y tna, asumido
v
MGsupop €CUACION 2.6

Umax calculada ecuacion 2.8

No | uax asumida
= Umax Calculada

|tmax calculada
— Umax asumida
< 0,0001

Umax = Umax Calculada

\4

Mesubopr Kmax

Y
Fin

Figura 2.2. Diagrama de flujo de ejecucion de Visual Basic para el calculo de
Mesubop Y Hmax €N condiciones subOptimas en condiciones suboptimas

Para el calculo de u a concentraciones de glucosa inferiores a 1 M y bajo
condiciones subdptimas, se aplicd el mismo procedimiento para la determinacion

de AGcar; pero se utilizé la ecuacion 2.28 en lugar de la ecuacién 2.1 para el calculo

de la velocidad de crecimiento. Con el célculo de los valores de u para cada
concentracion de sustrato en cada pseudo estado de reaccion, se construyeron los

perfiles de u vs concentracion de glucosa.
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2.3 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD DE
SUSTRATO (k;) Y LOS PARAMETROS DE INHIBICION POR
PRODUCTO (k,; O Cpip) PARA EL CRECIMIENTO DE

Lactobacillus delbrueckii

2.3.1 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD DE
SUSTRATO (k)

Con los resultados de las velocidades maximas de crecimiento (u,,,,) s€ determiné
el valor de kg a partir de la linealizacion de los perfiles de u vs concentracion de
glucosa determinadas en la seccidon 2.2 mediante los modelos cinéticos de Monod,
Teissier y Moser que corresponden a las ecuaciones 2.29, 2.31 y 2.33
respectivamente. La linealizacibn de cada modelo cinético se resume en las

ecuaciones 2.30, 2.32 y 2.34, y considera el valor de y,,,, COMO una constante.

Cs [2.29]

k, 1 [2.30]

u= .umax(l - eCS/kS) [2.31]

In (.umax - #) __ iC [2.32]
Hmax s

ch [2.33]
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U [2.34]
lo (—)=nlo c. —logk
s Hmax — H 8 8%

Donde:

cs. concentracion de sustrato (gguocsa/L)

Umax. Velocidad maxima de crecimiento (h™1)

u: velocidad especifica de crecimiento (h™1)

ks: constante de afinidad de sustrato (gguocsa/L)

n: valor empirico para cada proceso fermentativo

Con los parametros p,q.x, ks Y n (segun el modelo cinético) se construyeron los
perfiles de u vs concentracién de glucosa para cada modelo y se compararon con
los perfiles obtenidos del modelo matematico con enfoque termodinamico
construido en la seccion 2.2. La comparacion entre perfiles se realizé mediante el
criterio de error relativo al ultimo punto de la curva con la ecuacion 2.35 y RMSE
punto a punto con la ecuacion 2.36; para determinar el modelo cinético que mejor

se ajusta a los resultados teodricos, y a partir de ello se establecio el parametro k.

& =— L% 100%

= 2.36
RmsE = |R= & =
- m

Donde:

[2.35]

&, error relativo
RMSE: raiz del error cuadratico medio

X: valor obtenido con el modelo cinético estructurado
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X;: valor obtenido con el modelo termodinamico

m: numero de puntos medidos

2.3.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE INHIBICION POR
PRODUCTO (kp; 0 Cpinp)

Para el calculo de kp; o ¢, s€ utilizaron tres modelos cinéticos no estructurados,
Jerusalimsky (1967), Ghose y Tyagi (1979), y Pinelli, Gonzalez-Vara, Matteuzzi y
Magelli (1997), que contemplan la inhibiciéon del crecimiento por concentraciones
altas de productos, indicados en las ecuaciones 2.37, 2.38 y 2.39 respectivamente.
La linealizacion de estos modelos se realiz6 mediante el método de expansiones
con series de Taylor de primer grado como se indica en la ecuacion 2.40. Para la
linealizacion se consideraron constantes los valores de kg determinado en la

seccion 3.1.1 y el valor de u,,,,, determinado en la seccién 2.2.

= Cs kp; [2.37]
max (Cs + ks) (kPi + Cp)

Cs kp; [2.38]
(Cs + ks) (kPi + Cp)

U= Umax

C Cp [2.39]
= 7 | — x —
nu .umax CS + ks e p Cpl'nh

Donde:
cp: concentracion de producto (giactato/L)

kp;: concentracion de producto con la cual la velocidad de crecimiento maxima se

reduce a la mitad (9;4ctat0/L)

Cpinn. CONCenNtracion de inhibicién de producto a la cual el microorganismo ya no

crece (giactato/L)
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df df [2.40]

f(cs' Cp) = f(cso: Cpo) + (E) (cs — Cs0) + (d_cp>0 (Cp - Cpo)

S”o

Las linealizaciones para cada modelo no estructurado a las dos temperaturas de
operacion y las dos correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y/; se presenta

en las ecuaciones 2.41 a 2.52.

Modelo propuesto por Jerusalimsky (1967)
Para el calculo de 1/Y7% a partir de la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992)
e A37°C

1
£ M —1,0102 = 1~ (~0,01298 ¢ + 0,6707 + 1,0051c,) [2.41]
Pi
o A45°C
1
% —1,00801 = —— (=0,00721 ¢ + 0,4751 + 1,004c,) [2.42]
Pi
Para el calculo de 1/Y/% a partir de la correlacion propuesta por Liu (1999)
e A37°C
1 :
Fmax _ 100757 = — (—0,004853 ¢, + 0,39386 + 1,003785¢,) [2.43]
Pi
e A45°C
Hmax [2.44]

1
~1,008107 = -— (~0,0058325 ¢, + 0,443 + 1,004053c, )
Pi

Modelo propuesto por Ghose y Tyagi (1967)

Para el calculo de 1/Y% a partir de la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992)
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e A37°C

.urlr:ax —1,01019 = ¢ps(5,8035 x 10~5¢,, — 0,015313) [2.45]
e A45C

u’:lax —1,008014 = ¢,y (7,13995 x 10~5¢, — 0,016967) [2.46]

Para el calculo de 1/Y7% a partir de la correlacion propuesta por Liu (1999)
e A37°C

.urlr;ax —1,01019 = cp;n(5,8035 x 10~5¢,, — 0,015313) [2.47]
o A45°C

Modelo propuesto por Pinelli et al. (1997)
Para el calculo de 1/Y/% a partir de la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992)
e A37°C

C
In +0,0101548 = —2 [2.49]
Hmax Cpinn
e A45°C
In +0,0079903 = [2.50]
Hmax Cpinh

Para el calculo de 1/Y/% a partir de la correlacion propuesta por Liu (1999)
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e A37°C
C
In—*— 400075494 = —P [2.51]
Hmax Cpinn
e A45°C
C
In—*— +0,0080828 = —* [2.52]
Hmax Cpinh

Una vez determinados los valores de kp; Y cpinn €0 SUs respectivos modelos se
llevo a cabo el analisis de RMSE vy error relativo para definir el mejor ajuste con el

modelo matematico con enfoque termodinamico.

Finalmente, se calculd la desviacion de los parametros cinéticos pysyx, ks, Cpinn O
kp; obtenidos del modelo con enfoque termodinamico respecto a resultados
experimentales obtenidos de investigaciones realizadas por: Goncalves, Xavier,
Almeida y Carrondo, 1991; Wang, Seki y Furusaki, 1995; Luedeking y Piret, 1959.
Para la comparacion entre los resultados teodricos obtenidos del modelo matematico
con enfoque termodinamico y los resultados experimentales provenientes de

bibliografia se consideraron los siguientes criterios:

e La fuente de carbono debe ser glucosa

e El microorganismo debe pertenecer al género Lactobacillus delbrueckii

e El pH inicial se debe encontrar entre 4,5y 6,5

e La temperatura de operacion debe ser igual o cercana (x 3°C) a las
temperaturas de operaciéon consideradas para la construccién del modelo
matematico

e Se debe asegurar condiciones anaerobias
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 VELOCIDAD MAXIMA DE CRECIMIENTO (Umax) DE
Lactobacillus delbrueckii EN GLUCOSA

Para este caso de estudio se evaluaron 2 temperaturas de operacion: 37 y 45 °C,
ya que de acuerdo con Garcia et al. (2010) a 37 °C se obtiene el mayor rendimiento
de acido lactico; mientras que Agyei y Danquah (2012) reportan que a 45 °C se
obtiene la maxima velocidad de crecimiento para el Lactobacillus delbrueckii, lo cual
se confirma en Pot et al. (2014) quienes concluyen que las temperaturas 6ptimas
de crecimiento para el género L. delbrueckii varia entre 30 a 45 °C dependiendo de
la subespecie. En lo referente al pH inicial, se selecciondé un valor igual a 6,5 ya que
de acuerdo con la investigacion de Agyei, Potumarthi y Danquah (2012), a45 °Cy
a este valor de pH inicial se obtienen los mejores resultados de crecimiento para la
subespecie L. delbrueckii spp. lactis. Ademas, uno de los medios mas utilizados
para el crecimiento de Lactobacillus delbrueckii, es el MRS (Abdullah, bin Mat y
Widayat, 2005; Garcia-Garibay y Marshall, 1991) cuyo valor de pH se encuentra
entre 6,4 £ 0.2.

3.1.1 RUTAS METABOLICAS DEL Lactobacillus delbrueckii

De la investigacion bibliografica se determiné que la especie Lactobacillus
delbrueckii consta de cuatro subespecies, las cuales comparten, al menos, el 78%
de similitud en su ADN, asi como una concentracion entre 49 y 51% de guanina y
citocina (Felis y Dellaglio, 2007, pp.46-52). La caracteristica principal que
comparten las 4 subespecies es que todas presentan una ruta metabdlica
homolactica obligada (Pot y Tsakalidou, 2009, pp. 22-23); es decir, que no son
capaces de generar la enzima D-xilosa-5-fosfato fosfocetolasa (Holzapfel y Wood,
2014, pp. 16-17).
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Enla Tabla 3.1 se resumen las posibles rutas metabdlicas que siguen las diferentes
subespecies de Lactobacillus delbrueckii de acuerdo con las enzimas que generan

cuando la fuente de carbono es glucosa.

Tabla 3.1. Subespecies del género Lactobacillus delbruecki

L. delbrueckii
spp- spp-. spp-. spp-
bulgaricus delbrueckii indicus lactis
Lactato
deshidrogenasa X X X X
Acetato quinasa X X X X
Enzimas Piruvato oxidasa X X X
Generadas .

Piruvato X

deshidrogenasa

Piruvato formato
. X

liasa
Ruta homolatica X X X X
Posible Ruta Ruta piruvato oxidasa X X X
Metabolica .

Ruta piruvato X

deshidrogenasa

(Pot et al., 2014, pp. 254-280; Lloyd et al., 1978, p. 570; Aarnikunnas et al., 2003, pp. 657-662; Wagner et
al., 2005, p. 4970; Dellaglio et al., 2005, p. 403; Dirar y Collins, 1972, p. 237; Hickey et. al 1983, p. 156).

Las cuatro subespecies de este género de BAL presentan la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) por lo cual se espera que sigan la ruta Embden-Meyerhoff-
Parnas (EMP) teniendo unicamente al acido lactico como producto final de la
fermentacion (Holzapfel y Wood, 2014, pp. 16-17). Sin embargo, el estudio
realizado por Dirar y Collins (1972) para las subespecies: bulgaricus, lactis y
delbrueckii encontré que bajo condiciones de limitacién de glucosa se tiene la
formacion de cantidades considerables de acetato y diéxido de carbono, ademas
de lactato. Hickey, Hillier y Jago (1983) demostré lo encontrado por Dirar y Collins
(1972) al determinar la presencia del sistema de enzimas necesarias para la
formacion de acetato siguiendo la ruta piruvato oxidasa. Kandler (1983) encontré
que, en caso de encontrarse en condiciones anaerobias, estos microorganismos

son capaces de generar la enzima piruvato deshidrogenasa para la produccion de
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acido lactico en conjunto con acido acético y diéxido de carbono. En todos los
estudios previamente mencionados no se encontraron concentraciones
considerables de etanol y formato durante los procesos fermentativos por lo cual se

descartaron las rutas metabodlicas que generan estos productos.

En este contexto, se establecié que en un medio anaerobio y bajo condiciones de
saturacion de sustrato este género de BAL sigue la ruta EMP donde la glucosa es
transformada unicamente en &cido lactico. Mientas que, en un condiciones
anaerobias y bajo de limitacién de sustrato estos microorganismos transforman el
85% de la glucosa en &cido lactico mediante la ruta EMP y el 15% restante es
transformado en acido acético y diéxido de carbono de acuerdo con la ruta piruvato
deshidrogenasa (PDH) (Dirar y Collins, 1972 p. 237; Christensen, Albury y
Pederson, 1958, pp. 316-318).

La ruta homolactica, referida como la ruta EMP, se detalla en la Figura 3.1, y se
resume en la reaccion global 3.1. Donde el donador de electrones es la glucosa, se
forma unicamente acido lactico y se producen 2 moles de ATP, las cuales luego se

hidrolizan en ADP y Pi para la generacion de energia (Axelsson, 2004, p. 19).

La ruta heterolactica, referida como la ruta piruvato deshidrogenasa, que se
describe en la Figura 3.2 y se sintetiza en la reaccion 3.2, tiene de igual manera a
la glucosa como donadora de electrones, pero se obtiene acido lactico, acido
acético y dioxido de carbono como productos finales con la produccion de tres
moles de ATP.

¢ Ruta Global Embden-Meyerhoff-Parnas
CsH1204 + 2ADP + 2P; = 2C3Hs05 + 2H* + 2ATP [3.1]

¢ Ruta Global Piruvato Deshidrogenasa
CeH1206 + 3ADP + 3P; + H,0 — C,H;05 + CO, + C3Hs035 + 4H™ + 3ATP [3.2]
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Estas dos rutas metabdlicas fueron seleccionadas para describir el catabolismo del
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus debido a que el desarrollo del modelo

termodinamico considera tanto condiciones de saturacion como de limitacion de

sustrato.
Glucosa

ATP
K ADP
Glucosa-6-P
Fructosa-6-P

ATP

ADP
Fructosa-1,6-DP

Gliceraldehido-3-P
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3.1.2 TASA MAXIMA DE ENERGIiA LIBRE DE GIBBS LIBERADA
DURANTE EL CATABOLISMO (qg'*“%)

La energia liberada durante la reaccidon de catabolismo puede cambiar
significativamente con una variacion de 0,5 en el pH interno en las células llegando
incluso a alterar la direccidn en la cual se ve favorecida la reaccion. Debido a que
para la mayoria de los microorganismos la variaciéon entre el pH interno y externo
es de 0,1, no se puede descartar la influencia de la variacion del pH externo en la
fermentacion acido lactica del Lactobacillus delbrueckii (Maskow y von Stockar,
2005, pp. 228-229). Por esta razon, AG2,r fue corregida en funcion del pH inicial y
los coeficientes estequiomeétricos del ion hidrogeno (vy+). Dichos coeficientes
estequiométricos fueron obtenidos de las reacciones de 6xido-reduccion 3.3 y 3.4

para las rutas EMP y PDH respectivamente.

1 1 1
ZC6H1206 —>§C3H503_ +EH+ [33]

37 3 3 3 3 37 . 1 _
Tag Cot1206 + 55 H20 + 5 CaH03 = 55 C2Ha03 + 25 C0; + 55 HY + 5 CaHs03

[3.4]

La forma de obtencién de las reacciones de oxido-reduccion estan detalladas en el
Anexo |. Para todas las reacciones, se consideré que la glucosa es el unico
compuesto que se oxida hacia piruvato y posteriormente el piruvato se reduce a

acido lactico, acido acético y didéxido de carbono dependiendo de la ruta metabdlica.

En la Tabla 3.2 se presenta la tasa maxima de energia libre de Gibbs liberada
durante el catabolismo, una vez incorporadas la influencia del pH inicial y de la
temperatura de operacién, para las rutas homolactica y heterolactica bajo

condiciones anaerobias y una concentracion de glucosa igual a 1M.
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Tabla 3.2. Resultados de q7'** para las temperaturas de 37 y 45°C y las rutas EMP y PDH

Ruta EMP Ruta PDH
37°C 45°C 37°C 45°C
k -30,248 -29,750 -31,065 -30,592
AGear ( ]/e — mol)
max (k]/ ) 266,691 514,401 273,895 528,959
dc — mol biomasa h

Debido a que los sistemas biolégicos son considerados procesos espontaneos e
irreversibles, de acuerdo con la segunda ley de la termodinamica, el signo de la
energia de catabolismo (AGg,r) para ambas rutas metabdlicas y ambas
temperaturas es negativo. Si el signo fuera positivo indicaria que el microorganismo
favorece la formacion de glucosa a partir de lactato, acetato o COz lo cual no es

viable en forma natural (Palmer, 1991, pp. 98-100).

El valor de q*** para la ruta PDH es superior al valor obtenido para la ruta EMP a
ambas temperaturas. Esto se debe a que, al comparar las rutas metabdlicas, con
la ruta de piruvato deshidrogenasa, se genera un mol mas de ATP durante la
formacion del acetato, teniéndose asi un total de tres moles de ATP formados por
cada mol de glucosa consumida, por lo cual la energia liberada durante el

catabolismo de la ruta EMP es menor a la energia liberada en la ruta PDH.

Al analizar el efecto de la temperatura en el valor de q*** se observa que por cada
aumento de 8°C en la temperatura de operacion se obtuvo casi el doble de qi***
para ambas rutas metabdlicas. Esto se debe a que a medida que incrementa la
temperatura menor sera la energia de activacion necesaria para llevar a cabo la
reaccion de catabolismo y por ende se dispondra de una mayor cantidad de energia

para ser usada por el microorganismo (Palmer, 1991, pp. 102-104).
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3.1.3 ENERGIA DE GIBBS NECESARIA PARA EL CRECIMIENTO (1/Y%)

Los resultados obtenidos para 1/YZ% fueron: 236,0 (kJ/c-mol biomasa) para la
correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992) y 409,65 (kJ/c-mol biomasa) para la
correlacion propuesta por Liu (1999). La diferencia de ambos resultados se explica
a partir de la consideracion del numero de atomos de carbono (C) en la construccion
de cada correlacidén. De acuerdo con Ratledge y Kristiansen (2009) la cantidad de
energia necesaria para la generacion de biomasa es inversamente proporcional al
numero de atomos de carbono presentes en el sustrato; a menor valor de ¢ mayor

es el valor de 1/Y/%, lo cual se observa en la Tabla 1.3.

Tabla 3.3. Valores promedio para 1/YZ} para diferentes fuentes de carbono

Fuente de Grado de Numero de atomos de K 1/Ygx
carbono reduccion carbono ( ]/c _ mol biomasa h)
Formaldehido 4 1 587
Acetato 4 2 529
Dihidroxiacetona 4 3 257
Glucosa 4 6 284

(Heijnen y van Dijken, 1992, pp. 248)

La correlacién propuesta por Heijnen et al. (1992) si considera el valor de C
utilizando a la glucosa como sustrato cuyo numero de atomos de carbono es 6 y
por ende el valor de 1/Y/% es bajo; mientras que, al no considerar el parametro C
en la correlaciéon propuesta por Liu (1999), el valor de 1/Y/% es mas alto; lo que
daria a entender que, esta ultima correlacion, en el valor de 1/Y/% se incluiria la
energia extra requerida por el microorganismo para generar biomasa que seria
aplicable a cualquier sustrato independientemente del numero de carbonos

presentes en la fuente de carbono.
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3.1.4 ENERGIA DE GIBBS NECESARIA PARA EL MANTENIMIENTO (m;)

Para las temperaturas de 37 °C y 45 °C se obtuvieron valores de m; iguales a

13,225 (kJ/c-mol biomasa h) y 25,963 (kJ/c-mol biomasa h) respectivamente.

El aumento de energia de mantenimiento por efecto de la temperatura se debe a
que de acuerdo con Nedwell (1999), al incrementar la temperatura de operacion se
favorece la desnaturalizacion de la biomasa (pp. 101-102), por lo cual es necesario
que el microorganismo genere una mayor energia de mantenimiento para evitar
esta desnaturalizacién. Tijhuis, Van Loosdrecht y Heijnen (1993) concluyeron que,
para diferentes microorganismos, por cada incremento de 8°C se espera un
requerimiento de casi el doble de energia de mantenimiento independientemente
de la naturaleza de la fuente de carbono (pp. 510-511). Por esta razon, el valor de
m, es independiente de las correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y/% pero

si es dependiente de la temperatura de operacion.

Una vez determinados los valores de q7***, 1/YM% y mg;, con la correlacion
propuesta por Heijnen (2002), se calcularon las velocidades maximas de
crecimiento para ambas rutas metabodlicas, EMP y PDH. Dichos resultados se

muestran en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Resultados de p,,,4, para las diferentes rutas metabolicas, temperaturas y pH de
operacion y correlaciones para el calculo de 1/Y7%

Ruta Metabélica EMP
Correlacion para el calculo de 1/Y7. Heijnen et al. (1992) Liu (1999)
Temperatura de operacion 37°C 45°C 37°C 45°C
" pH=7 1,794 3,519 1,034 | 2,027
Minax (h) _
pH =6.5 1,074 2,069 0,619 | 1,192

La temperatura de operacion tiene una fuerte influencia sobre el valor de 4y,
puesto que al aumentar la temperatura mayor es la cantidad de energia liberada

durante el catabolismo, lo cual aumenta la tasa de energia dispuesta al crecimiento
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del Lactobacillus delbrueckii y por ende el microorganismo puede alcanzar valores
mas altos de .- La limitante de este modelo es que no considera el efecto
inhibitorio que tiene el incremento de la temperatura frente al crecimiento del
microorganismo cuando se supera el rango de temperaturas Optimas de

crecimiento.

La correlacion utilizada para el calculo de 1/Y7% presenta una influencia directa
sobre los resultados de p,,,,. LOS valores obtenidos por la correlacion de Liu (1999),
en todos los casos, es menor que los obtenidos por la correlacion de Heijnen et al.
(1992). Esto podria deberse a que para obtener valores mas altos de 1/Y/} se
requieren reacciones bioquimicas adicionales para la transformacion de la fuente
de carbono en biomasa con una consecuente pérdida de energia y a su vez una
disminucién del valor de u,,,, (Ratledge y Kristiansen, 2009, p. 60) Como ya se
menciond anteriormente, la relacion de Liu (1999) es independiente de la fuente de
carbono, y da valores mas altos de 1/Y7; lo que ocasiona que el valor de .y

disminuya.

Respecto a los pHs estudiados, se observa la fuerte dependencia de y,,,, frente al
pH inicial, ya que para una disminucion del 7% en el valor del pH, se obtuvo una
caida de p,4, del 40%. Esto se debe a que a medida que va disminuyendo el pH
se va acumulando acido lactico y para el Lactobacillus delbrueckii se ha demostrado
que este producto actua como inhibidor del crecimiento. (Goncalves et al., 1991,
pp. 314-317), por lo tanto, se destina mas energia al mantenimiento que al

crecimiento, dando como resultado una disminucion de 4

Para los calculos posteriores se seleccionaron los valores de p,,,4, pPara un pH inicial
igual a 6.5 tanto para la ruta EMP como PDH, asi como para las dos temperaturas

de operacion y las dos correlaciones usadas para el calculo de 1/Y7%.
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3.2 MODELO CON ENFOQUE TERMODINAMICO PARA
DETERMINAR LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO (u) DE

Lactobacillus delbrueckii

En los procesos fermentativos no se trabaja con concentraciones iniciales de
glucosa iguales a 1 M, generalmente para fermentaciones acido lacticas en las
cuales se emplea el Lactobacillus delbrueckii, la mayoria de los estudios utilizan
concentraciones iniciales de glucosa entre 20 a 50 g/L (Burgos-Rubio, Okos vy
Wankat, 2000; Anuradha, Suresh, y Venkatesh 1999; Grobben et al., 1997; Petry,
Furlan, Crepeau, Cerning y Desmazeaud., 2000). Razén por la cual se modifico el
modelo termodinamico original para calcular la velocidad de crecimiento (u) del

Lactobacillus delbrueckii a concentraciones de glucosa inferiores a 1 M.

Para cada ruta metabdlica y su respectiva reaccién estequiométrica se definio el
cambio de la energia libre de Gibbs en funcidén de las concentraciones iniciales de

cada reactivo y producto a partir de las ecuaciones 3.5y 3.6.

Para la ruta EMP

1 1
C3Hs03]72[H*] /2 [3.5]
AGear = AGiar + RT In [C3H;505] [1 ]
[CeH1206] /a
Para la ruta PDH
[C3Hs0512[H*1%"/s0[C,H5051/80[c0,] /80 [3.6]

AGCAT = AG(’:AT + RT In

[Cele06]37/160[531'1305]3/40

La actividad esta definida como el producto entre la concentracién del compuesto
y su coeficiente de actividad en una solucion acuosa. A su vez, el coeficiente de
actividad (y;) se define como la fraccién de cuanto difiere la solucion de una solucion
ideal (Hougen y Watson, 1950, pp. 630-631). En los procesos biologicos nunca se

llega a una solucién ideal, por lo que fue necesario determinar y; y a; de la glucosa
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y piruvato en soluciones acuosas (Maskow y von Stockar, 2005, pp. 226-227), para
las dos rutas mencionadas. Adicionalmente, no fue necesario determinar la
actividad de los productos, tomando en consideracion que estos no reaccionaran

porque en las rutas metabdlicas, las reacciones son consideradas irreversibles.

La Figura 3.3 presenta el protocolo de resolucion del modelo matematico con

enfoque termodinamico que se presenta en el diagrama de flujo.

/ CSij:]'M

v

1/Ygx ymg

ai; Y Cpi;
AGear i

max
q:.

U ) estequiometria
max;j a;, —¢C

ni:

aij = CSl’j XYl'j

CSl} = CSij+1
A

A 4

Hmax j Y Csi 5

I I

No

Csijer = Csij — Qi

Si

Figura 3.3. Diagrama de flujo del modelo matematico con enfoque termodindmico para

cada pseudo estado de reaccion j
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3.2.1 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO (u) DE Lactobacillus delbrueckii A
CONCENTRACIONES DE SUSTRATO INFERIORES A1 M PARA LA
RUTA EMP

El valor de AG.4r para cada pseudo estado de reaccion viene dada por la ecuacion
3.7 donde se considera: la reaccion irreversible para la ruta EMP, sus coeficientes
estequiométricos, la concentracion de los productos formados, la actividad de la
glucosa y el modelo termodinamico que no contempla la influencia de condiciones

subdptimas.

1 1
[C3H5051/2[H+], " [3.7]

AGCAT]' = AGéAT + RT In 1/4

aC6H1206j

Donde:

AGear;: energia de catabolismo para el pseudo estado de reaccion j (k]/e _ mol)

AGi,r: energia de catabolismo estandar corregida en funcién del pH y la
temperatura de operacion (k]/e _ mol)

[C3H503];: concentracion de lactato en el pseudo estado de reaccion j (mol/L)

[H*]j: concentraciéon de iones hidrogeno en el pseudo estado de reaccion j
(mOI/L), la cual se calcula a partir de la ecuacién 3.8

aCf,leOej: actividad de la glucosa en el pseudo estado de reaccion j (mol/L)
R: constante de los gases (8,31 J/mol K)

T: temperatura de operacioén (K)
[H*] = 10PHo~PHm [3.8]

Donde:

pH,: pH inicial igual a 6,5 al que comienza el proceso fermentativo
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pH,,: pH maximo igual a 4,5 al cual se comienza a tener inhibicién del crecimiento
para el Lactobacillus delbrueckii (Pot et al., 2014, pp. 249-294).

Las Figuras 3.4 y 3.5 resumen los perfiles de pu vs concentracion de glucosa
obtenidos a partir del modelo matematico con enfoque termodinamico para

concentraciones inferiores a 1 M.
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Figura 3.4. Perfiles de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
EMP a 37°C donde 1/Y{% fue calculado por la correlacion propuesta por (a) Heijnen et al.
(1992) y (b) Liu (1999)

cs=101.940, p= 1.4740

cs= 118.870, u= 0.8656
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Figura 3.5. Perfil de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
EMP a 45°C donde 1/YZ% fue calculado por la correlacion propuesta por (a) Heijnen et al.
(1992) y (b) Liu (1999)
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Para todos los procesos fermentativos se espera que las curvas de u vs
concentracion de sustrato presenten un comportamiento asintético oblicuo, donde
la velocidad de crecimiento del microorganismo aumenta a medida que incrementa
la concentracion del sustrato hasta llegar a una concentracion maxima, momento
en el que el crecimiento se inhibe por dicha concentracion de sustrato. En las
Figuras 3.4 y 3.5 se observa que todas las curvas presentan la tendencia antes
descrita; sin embargo, para ciertas concentraciones de glucosa pierden dicha
tendencia, a este grupo de concentraciones maximas (cgnq) Y Velocidades

maximas de crecimiento (i,,,4,) S€ les denomind puntos de inflexion. Dichos puntos

d?u
2

dcs) igualada a

fueron determinados a partir del analisis de la segunda derivada (

cero para cada una de las curvas.

Los puntos de inflexién en todos los perfiles de u vs concentracion de glucosa para
ambas temperaturas y ambas correlaciones para el calculo de 1/Y/%, se resumen
en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Resultados de p,qx ¥ Csmax Para las dos temperaturas de trabajo y para las dos
correlaciones propuestas para el calculo de 1/Y/%

Correlacion para el calculo de 1/Y¢% Heijnen et al. (1992) Liu (1999)
Temperatura de operacion 37°C 45°C 37°C 45°C
Homax (B™Y) 0,7864 1,4740 | 04626 | 0,8656
Comax (9/L) 114332 | 101,940 | 132,117 | 118,870

La existencia de los puntos de inflexion en los perfiles de u vs la concentracion de

glucosa puede explicarse desde dos enfoques:

El primero donde se establece al metabolismo microbiano como un proceso
termodinamico irreversible donde siempre se incrementa la entropia para mantener
sus procesos vitales, dicho incremento implica una generacién de calor que se
entrega al universo; hasta que se llega a un limite de entropia en el cual el universo

entra en un proceso de “muerte térmica”. Se consider6 al medio de fermentacién
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como el universo del Lactobacillus delbrueckii y dicho punto de inflexion
representaria el limite maximo de entropia en el cual se alcanzaria la “muerte

térmica” del microorganismo (Von Stockar y Liu 1999, pp. 192-196).

El segundo enfoque se basa en la inhibicién de crecimiento del microorganismo
debido a la alta presién osmatica que ejerce la glucosa a dicha concentracién. Este
estrés hiperosmaético ocasionaria el movimiento de agua desde la célula hacia el
medio de fermentacion, lo cual genera que la célula pierda turgencia, volumen y se
alteren las concentraciones intercelulares de los solutos. Por lo que este punto de
inflexion mostraria la concentracién a la cual la célula ha sobrepasado su limite

osmotico y su crecimiento se ve inhibido (De Angelis y Gobbetti, 2004, p. 114).

Para el calculo de 1/Y/% a partir de la correlaciéon propuesta por Liu (1999) se
obtienen concentraciones maximas de glucosa superiores a las obtenidas al utilizar
la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992). Esto se debe a que la correlacion
propuesta por Liu (1999) requiere de mayor cantidad de energia para la formacion
de nueva biomasa, lo cual disminuye la cantidad de energia total disponible y por
ende se incrementa menos entropia en el medio, permitiendo alcanzar
concentraciones superiores de glucosa antes de llegar a la “muerte térmica” del

microorganismo.

A 45 °C mayor sera la energia total liberada durante el catabolismo del Lactobacillus
delbrueckii generando a su vez un mayor incremento de entropia que cuando se
trabaja a 37 °C. Por esto, a temperaturas mayores se llegaron a cg,,,, Mas bajas.
De igual manera se ha demostrado que al aumentar la temperatura de operacién
también incrementa la solubilidad de la glucosa en una solucion acuosa
aumentando asi su actividad (Cabrera, 2007, pp. 27-28); esto ocasionaria que una
mayor concentracion de glucosa esté disponible para ser utilizada por el
microorganismo, de forma que se alcanzaria mas rapido la concentracién a la cual

se llega al limite osmético.
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3.2.2 VELOCIDAD MAXIMA DE CRECIMIENTO (u) DE Lactobacillus
delbrueckii A CONCENTRACIONES DE SUSTRATO INFERIORES A 1M
PARA LA RUTA PDH

Se asumié que, solo a concentraciones inferiores a 90 g/L de glucosa, el
Lactobacillus delbrueckii podria cambiar su ruta metabdlica de EMP a PDH para la
generacion de acido acético y diéxido de carbono a mas de acido lactico. Esto
debido a los estudios realizados por Goncalves et al. (1991) y Anuradha et al. (1999)
donde a concentraciones superiores de glucosa de 90 g/L en la fermentacion de
Lactobacillus delbrueckii no se observé la presencia de otro producto que no fuera

acido lactico.

A diferencia de la glucosa la cual es afiadida como fuente de carbono en el medio
de fermentacion, la concentracidn de piruvato en la ruta PDH depende de la glucosa
y su actividad en soluciones acuosas en la ruta EMP. Dicha concentracion de
piruvato necesaria para la ruta PDH se calculd a partir del piruvato sobrante de la
ruta EMP para concentraciones de glucosa inferiores a 90 g/L mediante la ecuacion
3.9.

Cps; = Cpe; — Apy; [3.9]

Donde:

Cps;: concentracion de piruvato sobrante de la ruta EMP en el pseudo estado de

reaccion j (m"l/ L)

Cpe;: concentracién de piruvato obtenido estequiométricamente de la actividad de

glucosa en el pseudo estado de reaccion j (mol/L)

apy;: actividad de piruvato en el pseudo estado de reaccion j (mOl/ L)
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EL cambio de la energia libre de Gibbs estandar para la ruta PDH esta dada por la
ecuacion 3.10, la cual depende de la reaccion de oxido-reducciéon obtenida para
dicha ruta, las concentraciones de los productos formados y la actividad de los
reactantes utilizados, asi como los coeficientes estequiométricos de cada uno de
ellos.

1 37 3 3
[C3Hs 03_]]-/2 [H7], /s0 [CZH302‘]]./80 [COZ]J./8° [3.10]

AGCATj = AG(I:AT + RT In 37 3
/160 aC3H30§ . /40

a .
Celeosj j

Donde:

AGCATJ.: energia de catabolismo para el pseudo estado de reaccion j (k]/ _ mol)

AGi,r: energia de catabolismo estandar corregida en funcién del pH y la
temperatura de operacion (k]/e _ mol)

[C3H503];: concentracion de lactato en el pseudo estado de reaccion j (mOZ/L)

[H*]j: concentracién de iones hidroégeno en el pseudo estado de reaccion j (mOI/L)

[c,H303];: concentracion de acetato en el pseudo estado de reaccion j (mol/L)

[C0,];: concentracion de diéxido de carbono en el pseudo estado de reaccion j
mol
(')

aC6H1206j: actividad de la glucosa en el pseudo estado de reaccion j (mOZ/L)

aC3H305j: actividad de piruvato en el pseudo estado de reaccion j (m‘)l/ L)
R: constante de los gases (8,31 J/mol K)

T: temperatura de operacioén (K)

El posible cambio de ruta metabdlica de EMP a PDH se debe a la presencia de
condiciones subdéptimas durante la fermentacion del Lactobacillus delbrueckii. Para
este caso se definieron a las condiciones subdptimas como la acumulacion de acido

lactico y la limitacién de sustrato. El cambio de ruta metabdlica generé un mayor
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requerimiento de energia de mantenimiento para contrarrestar las condiciones
subdptimas y evitar la muerte del microorganismo. Este fenémeno se da en muchos
procesos fermentativos, por ejemplo en la fermentacién, a 30°C y bajo condiciones
aerobias, de la levadura Sacchararomyses cerevisiae, la energia de mantenimiento
pasa de 6 (kJ/c-mol de biomasa h) a 210 (kd/c-mol de biomasa h) cuando la
concentracion de acido benzoico aumenta de 0 (mM) a 10 (mM) (Verduyn, Postma,
Scheffers y Van Dijken, 1990, pp. 407-410; Verduyn, Postma, Scheffers y Van
Dijken, 1992, pp. 504-515).

Para suplir dicha energia de mantenimiento bajo condiciones subdptimas para la
fermentacion acido lactica de Lactobacillus delbrueckii, se utilizoé la correlacion
propuesta por Van Bodegom (2007) para el calculo de mggyp0p, que considera el
efecto del acido lactico y la limitacion de sustrato como las condiciones que inhiben
el crecimiento del microorganismo y fuerzan el cambio de rutas metabdlicas entre
EMP y PDH (pp. 517-520). En esta tasa de energia se contempla la influencia de
la temperatura de operacidén sobre la muerte del microorganismo, asi como la
influencia de ambas correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y/% donde es

necesario saber el numero de carbonos (C) y grado de reduccion (yp).

Las Figuras 3.6 y 3.7 resumen los resultados obtenidos de u vs concentracion de
glucosa para ambas temperaturas de operacion, ambas correlaciones utilizadas
para el calculo de 1/Y7%, y el modelo termodinamico original, asi como el modelo

termodinamico donde se considera la influencia de mgy;,, para la ruta PDH.

Los perfiles obtenidos para la ruta PDH muestran la misma tendencia asintética que
los perfiles obtenidos en la ruta EMP, asi como puntos de inflexion los cuales
indican que hasta esas concentraciones es posible seguir la ruta PDH para el
Lactobacillus delbrueckii y sobre dichas concentraciones el microrganismo seguiria
la ruta EMP.
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Figura 3.6. Perfil de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
PDH a 37°C donde 1/YZ% fue calculado por la correlacion propuesta por (a) Heijnen et al.
(1992) y (b) Liu (1999)
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Figura 3.7. Perfil de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
PDH a 45°C donde 1/Y/% fue calculado por la correlacion propuesta por (a) Heijnen et al.
(1992) y (b) Liu (1999)
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Al comparar los perfiles que consideran mggp,, Y l0s que no, se observa
claramente la influencia de las condiciones subdptimas debido a la acumulacion de
acido lactico y limitacion de glucosa, ya que la velocidad de crecimiento es menor
para cada concentracion de glucosa al necesitarse una mayor cantidad de energia
que evite la muerte del microorganismo ocasionada por dichas condiciones
subdptimas. Es por esta razon que, para los calculos siguientes, se consideraron
los perfiles de u vs concentracion de glucosa obtenidos a partir del modelo

matematico con enfoque termodinamico que considera la influencia de Mgy, p0p-

En las Figuras 3.8, 3.9, 3.10 y 3.11 se muestra la comparacion, de los perfiles de u

vs concentracion de glucosa, entre la ruta EMP y la ruta PDH

0.8

0.75 O

0.7
c.= 51.654, p= 0.7366
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Figura 3.8. Comparacion de perfiles de velocidad de crecimiento vs concentracion de

glucosa para las rutas EMP y PDH a 37°C donde 1/Y/% fue calculado por la correlacion
propuesta por Heijnen et al. (1992)
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Figura 3.9. Comparacion de perfiles de velocidad de crecimiento vs concentracion de
glucosa para las rutas EMP y PDH a 45°C donde 1/Y/% fue calculado por la correlacion
propuesta por Heijnen et al. (1992)
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Figura 3.10. Comparacion de perfiles de velocidad de crecimiento vs concentracion de
glucosa para las rutas EMP y PDH a 37°C donde 1/Y/% fue calculado por la correlacion
propuesta por Liu (1999)
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Figura 3.11. Comparacion de perfiles de velocidad de crecimiento vs concentracion de
glucosa para las rutas EMP y PDH a 45°C donde 1/Y/% fue calculado por la correlacion
propuesta por Liu (1999)

Al considerar la influencia de mgg,;,, S€ Observo una disminucion mas rapida de la
velocidad de crecimiento frente a la concentracion de glucosa en la ruta PDH,
gracias a lo cual llega a existir un punto de corte entre la ruta EMP vy la ruta PDH.
El cambio en la tendencia del perfil de la ruta PDH se puede explicar a partir de la
constante de decaimiento (k;), ya que a medida que disminuye la concentracion de
sustrato y se acumula la concentracién de acido lactico k; aumenta, lo que
ocasiona que la energia necesaria para el mantenimiento también se incremente
para contrarrestar los efectos negativos de la inhibicion del crecimiento. Por esta
razon, la disminucion de la velocidad de crecimiento es mas rapida en la ruta PDH

que en la ruta EMP.

En la Figura 3.12. se muestra el aumento de la energia de mantenimiento

subdptima a medida que aumenta el valor de k.
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Figura 3.12. Variacion de la energia de mantenimiento suboptima y de la constante de
decaimiento frente a la concentracion de glucosa para la temperatura de operacion de 37°C
y la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992) para el calculo de 1/Y7%

En la Tabla 3.6, se muestran las concentraciones de glucosa a las cuales se

unieron las rutas EMP y PDH para las dos temperaturas de operacion y las dos

correlaciones para el célculo de 1/Y}%.

Tabla 3.6. Puntos de corte entre las rutas EMP y PDH para las dos temperaturas de trabajo
y para las dos correlaciones propuestas para el calculo de 1/Y/%

Correlacion para el calculo de 1/Ygy Heijnen et al. (1992) Liu (1999)
Temperatura de operacion 37°C 45°C 37°C 45°C
Heorte (K1) 0.7366 1.4180 0.4379 | 0.8261
Cscorte (9/L) 51.654 65.882 81.148 | 75.954

Estos puntos de corte indican, termodinamicamente, la concentracion a la cual el

Lactobacillus delbrueckii cambia su ruta metabodlica de EMP a PDH. De acuerdo

con los estudios realizados por Dirar y Colin (1972) y Hickey et al. (1983) se
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esperaria que el cambio de ruta metabdlica se dé a concentraciones inferiores a 10
g/L, pero dicho cambio se dio a concentraciones mas altas de lo esperado. Esta
diferencia se deberia a que el cambio de ruta metabdlica no solo esta ligado a la
limitacion de la fuente de carbono sino también a la acumulacién de acido lactico,
asi como la influencia de sales que inhiben el crecimiento del Lactobacillus

delbrueckKii.

Burns, Sanchez, Vinderola, Ruas-Madiedo, Ruiz, Margolles y Clara (2010)
demostraron que la subespecie Lactobacillus delbrueckii spp. lactis se vio forzada
a cambiar su ruta metabdlica frente a la acumulacion de acido lactico y la presencia
de sales toxicas, pero con una concentracion inicial de glucosa igual a 20 g/L. Esto
indica que incluso con concentraciones de glucosa superiores a 10 g/L si puede
existir un cambio de ruta metabdlica siempre y cuando exista acumulacién de acido

lactico o presencia de sales toxicas para el Lactobacillus delbrueckii.

De los puntos de corte entre las rutas metabdlicas, se obtuvieron los perfiles finales
de u vs concentracidon de glucosa para el Lactobacillus delbrueckii, tomando sobre
los puntos de corte las velocidades de crecimiento de la ruta EMP y por debajo de
los puntos de corte las velocidades de la ruta PDH con sus respectivas
concentraciones de glucosa. Dichos perfiles se muestran en las Figuras 3.13, 3.14,
3.15 y 3.16 para las dos temperaturas de operacion y para las dos correlaciones

utilizadas para el calculo de 1/Y}%.
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Figura 3.13. Perfil de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
EMP + PDH a 37°C donde 1/Y}% fue calculado por la correlacion propuesta por Heijnen
et al. (1992)
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Figura 3.14. Perfil de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
EMP + PDH a 45°C donde 1/Yg% fue calculado por la correlacion propuesta por Heijnen
et al. (1992)
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Figura 3.15. Perfil de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
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Figura 3.16. Perfil de velocidad de crecimiento vs concentracion de glucosa para la ruta
EMP + PDH a 45°C donde 1/Yg% fue calculado por la correlacion propuesta por Liu
(1999)
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Todos los perfiles finales presentaron la tendencia asintética oblicua esperada en
un proceso fermentativo, ademas para su construccion se considerd tanto las
condiciones de saturacién y limitacion de sustrato, asi como la influencia de la
acumulacion de acido lactico para el cambio de ruta metabdlica. Estos perfiles
fueron utilizados para el calculo de los parametros cinéticos en los modelos no

estructurados por limitacién de sustrato e inhibicion por producto.

3.3 PARAMETROS CINETICOS DE MODELOS NO
ESTRUCTURADOS PARA LA FERMENTACION ACIDO
LACTICA CON Lactobacillus delbrueckii

3.3.1 PARAMETROS CINETICOS DE MODELOS NO ESTRUCTURADOS
POR LIMITACION DE SUSTRATO

En los modelos cinéticos no estructurados por limitacion de sustrato se determind
el parametro kg, el cual se define como la constante de afinidad de sustrato y es
igual a la concentracion de sustrato a la cual el valor de u,,,, se reduce a la mitad.
La importancia de este parametro radica en que es especifico para cada sustrato y
puede variar en gran medida con el cambio de dicho sustrato. (ElI-Mansi et al, 2011,
p. 23).

Para la determinacién de kg se utilizaron los resultados de p,,,, detallados en la
Tabla 3.5 y la linealizacién de los perfiles finales de u vs concentracién de glucosa
mostrados en las Figuras 3.13, 3.14, 3.15 y 3.16 a partir de los modelos cinéticos

por limitacion de sustrato propuestos por Monod, Moser y Teissier.

Los resultados de kg para los tres modelos cinéticos por limitacién de sustrato, asi
como para las dos temperaturas de operacidon y las dos correlaciones para el

calculo de 1/YJ% se encuentran en la Tabla 3.7.
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Vick Roy (1983) encontré que cuando la glucosa es la fuente de carbono en la
fermentacion de Lactobacillus delbrueckii el valor de k; debe ser menor a 2 g/L.
Dicho resultado se observa en los valores de k, obtenidos tanto por el modelo
propuesto por Moser como por el modelo propuesto por Monod, mostrando asi una
alta afinidad del Lactobacillus delbrueckii por la glucosa como fuente de carbono.
Sin embargo, el modelo propuesto por Teissier mostro que el microorganismo

present6 una baja afinidad por la glucosa al obtener un valor muy alto de k;.

Tabla 3.7. Resultados de los parametros cinéticos obtenidos a partir de la linealizacion de
los modelos cinéticos no estructurados por limitacion de sustrato

Correlacion para el calculo Temperatura de Modelo Momax kg
de 1/Y¢% operacion Cinético (b1 (g/L)
Monod 0,0076
37°C Moser 0,7864 0,2632
Teissier 34,1296
Heijnen et al. (1992)
Monod 0,0081
45°C Moser 1,4740 0,2640
Teissier 28,3286
Monod 0,0062
37°C Moser 0,4626 0,3071
Teissier 42,3728
Liu (1999)
Monod 0,0093
45°C Moser 0,8656 0,3078
Teissier 35,2112

Los perfiles de u vs concentracién de glucosa para cada modelo cinético no
estructurado por limitacion de sustrato, asi como el perfil final obtenido del modelo
termodinamico para ambas temperaturas de operacion y ambas correlaciones para

el calculo de 1/Y; se muestran en las Figuras 3.17, 3.18, 3.19 y 3.20.
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Figura 3.17. Comparacion de perfiles de u vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por limitacion de glucosa a 37°C donde 1/Y/% fue calculado
por la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992)
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Figura 3.18. Comparacion de perfiles de u vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por limitacion de glucosa a 45°C donde 1/Y% fue calculado
por la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992)
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Figura 3.19. Comparacion de perfiles de u vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por limitacion de glucosa a 37°C donde 1/Y/% fue calculado
por la correlacion propuesta por Liu (1999)
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Figura 3.20. Comparacion de perfiles de 4 vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por limitacion de glucosa a 45°C donde 1/Y/% fue calculado
por la correlacion propuesta por Liu (1999)
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En las Figuras 3.17, 3.18, 3.19y 3.20, se observo que el modelo cinético propuesto
por Moser es el que mayor exactitud presento frente a los perfiles finales obtenidos
del modelo matematico con enfoque termodinamico. Pero para asegurar dicha
conclusién se realizé el analisis de error relativo con el fin de determinar la
proximidad de los modelos cinéticos frente al modelo termodinamico en el ultimo

punto de la curva. Los resultados de este analisis se muestran en las Figuras 3.21,

3.22.
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Figura 3.21. Error relativo para la temperatura de 37°C donde 1/YZ% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)
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Figura 3.22. Error relativo para la temperatura de 45°C donde 1/YZ2% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)
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Del analisis del error relativo se observd que para las dos temperaturas de
operacién y las dos correlaciones utilizadas para el céalculo de 1/Y%, el modelo
propuesto por Monod tiene una mejor aproximacion al modelo termodinamico al
presentar un error cercano al cero. Sin embargo, los resultados de los modelos
propuestos por Moser y Teissier también presentan una buena aproximacion ya
que el valor de error relativo es inferior al 5%. Esto se debe, a que todos los modelos
presentan valores muy parecidos en el ultimo punto de la curva y las mayores
diferencias se observan para puntos con concentraciones de glucosa menores a 20
g/L. Por lo que, para este caso, el andlisis de desviacion punto a punto dado por

RMSE seria mas adecuado.

En las figuras 3.23 y 3.24 se detallan los resultados del analisis de RMSE para las
dos temperaturas de operacion, las dos correlaciones para el calculo de 1/Y/% y los

modelos cinéticos no estructurados por inhibicion por producto.
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Figura 3.23. RMSE para la temperatura de 37°C donde 1/Y/% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)
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Figura 3.24. RMSE para la temperatura de 45°C donde 1/Y7% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)

Los resultados del analisis RMSE mostraron que tanto para ambas temperaturas
de operacién como para ambas correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y/%,
el modelo propuesto por Moser fue el que mejor aproximacion tuvo a los resultados
obtenidos del modelo termodinamico ya que presento los valores de RSME mas
bajos, por esta razén se seleccionaron los valores de kg obtenidos de la
linealizacion del modelo propuesto por Moser para el calculo de las constantes de

inhibicion por acumulacion de producto.

3.3.2 PARAMETROS CINETICOS DE MODELOS NO ESTRUCTURADOS
POR INHIBICION POR PRODUCTO

La inhibicién ocasionada por la generacion y acumulacién de productos es un factor
limitante en las fermentaciones acido lacticas (Bouguettoucha et al., 2001, pp. 4-6);
por lo tanto, se consideré el uso de modelos cinéticos no estructurados por

inhibicion por producto para la descripcion de la fermentacién acido lactica del
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Lactobacillus delbrueckii. EI mecanismo de inhibicion por la acumulacién de acido
lactico se debe a la solubilidad de la forma no ionizada del acido lactico permitiendo
su entrada a la membrana citoplasmatica, pero al ionizarse en el interior de la célula,
el lactato se acumula dentro de la misma y acidifica el citoplasma causando el
colapso del transporte de nutrientes (Kashket, 1987, p. 6).

Los resultados de los parametros cinéticos kp; y cpin, para las dos temperaturas de
operacion, para las dos correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y[% y los
modelos cinéticos no estructurados por inhibicidon por producto se muestran en la
Tabla 3.8.

La linealizacion de los modelos cinéticos no estructurados por inhibicion por
producto fue posible a partir de los puntos de corte obtenidos al unirse las rutas
EMP y PDH, por lo que dichos puntos de corte fueron tomados como los valores
nominales (Cs, C,) necesarios para llevar a cabo las expansiones con series de

Taylor.

A mayores valores de kp; Y c,inn, mayor es la tolerancia del microorganismo frente
a la acumulacién de acido lactico. Ya que, para valores altos de kp;, mayor sera la
concentracion de acido lactico necesaria para que el microorganismo llegue a
disminuir su valor de ppye, a la mitad; de igual manera, a valores altos de cpinn,
mayor sera la concentracion de acido lactico necesaria para llegar a inhibir el

crecimiento del microorganismo.

Debido a que los resultados de kp; y cpimn Obtenidos por los modelos de
Jerusalimsky y Pinelli et al. fueron altos, se podria concluir que el Lactobacillus
delbruieckii presenta una alta tolerancia a la acumulacion de acido lactico; sin
embargo, el resultado de c,;,, obtenido con el modelo propuesto por Ghose y Tyagi
mostré que el crecimiento del Lactobacillus delbrueckii se veria inhibido por

concentraciones bajas de acido lactico.



84

Tabla 3.8. Resultados de los parametros cinéticos obtenidos a partir de la linealizacion de
los modelos cinéticos no estructurados por inhibicion por producto

Correlacion Temperatura de Modelo Hmax kg Cpinh kp;
para 1/Y¢% operacion Cinético (Y | @/ | @g/L) (g/L)
Jerusalimsky - 285,714
37°C Ghose y Tyagi | 0,7864 | 0,2632 | 61,414 -
Heijnen et al. Pinelli et al. 322,580 -
(1992) Jerusalimsky - 212,765
45°C Ghose y Tyagi | 1,4740 | 0,2640 | 64,873 -
Pinelli et al. 250,000 -
Jerusalimsky - 312,500
37°C Ghose y Tyagi | 0,4626 | 0,3071 | 55,900 -
Liu (1999) Pinelli et al. 357,142 -
Jerusalimsky - 250,000
45°C Ghose y Tyagi | 0,8656 | 0,3078 | 73,712 -
Pinelli et al. 294,1176 -

Los perfiles de u vs la concentracién de glucosa para los modelos cinéticos no
estructurados por inhibiciéon por producto planteados por Jerusalimsky y Pinelli et
al., asi como los perfiles del modelo termodinamico para ambas temperaturas y
ambas correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y/% se muestran en las Figuras
3.25, 3.26, 3.27 y 3.28. Los resultados obtenidos a partir del modelo cinético
planteado por Ghose y Tyagi no fueron reportados en las figuras debido a que al

presentar un valor muy bajo de c,;,, las velocidades de crecimiento del

Lactobacillus delbrueckii llegaron a ser iguales a cero para todas las

concentraciones de acido lactico.
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Figura 3.25. Comparacion de perfiles de u vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por inhibicion por producto a 37°C donde 1/Yg% fue calculado
por la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992)
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Figura 3.26. Comparacion de perfiles de u vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por inhibicion por producto a 45°C donde 1/Y7% fue calculado
por la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992)
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Figura 3.27. Comparacion de perfiles de u vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por inhibicion por producto a 37°C donde 1/Y7% fue calculado
por la correlacion propuesta por Liu (1999)
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Figura 3.28. Comparacion de perfiles de u vs concentracion de sustrato para modelos
cinéticos no estructurados por inhibicion por producto a 45°C donde 1/Y7% fue calculado
por la correlacion propuesta por Liu (1999)
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Se visualiza que los modelos cinéticos propuestos por Jerusalimsky y Pinelli et al.
presentaron una baja similitud frente a los resultados obtenidos del modelo
matematico con enfoque termodinamico, o que muestra una baja afinidad del
modelo termodinamico para describir la inhibicién del crecimiento ocasionada por

la acumulacién de acido lactico.

Para definir el modelo no estructurado por inhibiciéon por producto que tuvo una
mayor aproximacion a los resultados obtenidos por el modelo con enfoque
termodinamico se utilizaron los analisis de RMSE vy error relativo, cuyos resultados

se muestran en las Figuras 3.29, 3.30, 3.31 y 3.32.
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Figura 3.29. Error relativo para la temperatura de 37°C donde 1/YZ% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)
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Figura 3.30. Error relativo para la temperatura de 45°C donde 1/YZ% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)
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Figura 3.31. RMSE para la temperatura de 37°C donde 1/Y/% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)
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Figura 3.32. RMSE para la temperatura de 45°C donde 1/Y7% fue calculado por la
correlacion propuesta por (a) Heijnen et al. (1992) y (b) Liu (1999)

El analisis de error relativo no permite visualizar una diferencia significativa entre
los dos modelos cinéticos no estructurados por inhibicién por producto, impidiendo
identificar el modelo cinético que se aproxima mas a los resultados del modelo
termodinamico. Esta tendencia se observo tanto para las dos temperaturas como

para las dos correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y7%.

Sin embargo, en el analisis RMSE se observd que el modelo cinético no
estructurado por inhibicidon por producto propuesto por Jerusalimsky tuvo un menor
error, aunque minimo, sobre el modelo propuesto por Pinelli et al. Dicha tendencia
se observd para ambas temperaturas de operacién y ambas correlaciones
utilizadas para el calculo de 1/Y/%. Por esta razén, se seleccionaron los valores de

kp; obtenidos del modelo cinético propuesto por Jerusalimsky.

En la Tabla 3.9 se resumen para ambas temperaturas de operacion y ambas
correlaciones utilizadas para el calculo de 1/Y7; los parametros cinéticos: p,qx
obtenidos del modelo matematico con enfoque termodinamico; los valores de kg
obtenido de la linealizacion del modelo cinético propuesto por Moser; y los valores

de kp; obtenidos de la linealizacién del modelo cinético propuesto por Jerusalimsky.
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Tabla 3.9. Parametros cinéticos teoricos obtenidos a partir del modelo matematico con
enfoque termodindmico

-1
Correlacion para el | Temperatura Hmax (h™7) ks (g/L) kp; (g/L)
calculo de 1/Y%} de operacién (Modelo (Moser) (Jerusalimsky)
GX termodinamico)
37°C 0,7864 0,2632 285,714
Heijnen et al. (1992)
45°C 1,4740 0,2640 212,765
37°C 0,4626 0,3071 312,500
Liu (1999)
45°C 0,8656 0,3078 250,000

En el caso de u,4,, COMO ya se habia explicado previamente, se visualiza la
influencia de la temperatura de operacién y las correlaciones utilizadas para el
calculo de 1/Y/% sobre los parametros cinéticos. Esta diferencia radica en que la
correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992) requiere de una menor cantidad de
energia para la formacién de biomasa por lo cual la tasa de energia dispuesta para
el crecimiento sera mayor obteniendo asi valores mas altos de u,,,, que al utilizar

la correlacion propuesta por Liu (1999)

En el caso de k,; se observd que la temperatura de operaciéon no tiene mayor
influencia, debido a que este parametro esta ligado unicamente a las caracteristicas
de la fuente de carbono. Sin embargo, si existe diferencia entre los resultados de
ks de acuerdo con la correlacion utilizada para el célculo de 1/Yf%; ya que
dependiendo de la afinidad de la fuente de carbono se necesitara mayor o menor
energia para transformar dicha fuente en biomasa. La correlacién propuesta por
Heijnen et al. (1992) requiere menor energia para transformar la fuente de carbono
en biomasa, lo cual significaria que esta correlacion asume una mayor afinidad del
microrganismo frente a la glucosa y por ende el valor de kg fue menor que al usar

la correlacion propuesta por Liu (1999)

Para el parametro cinético kp; se observo una fuerte dependencia frente a la
temperatura, ya que a medida que aumenta la temperatura, la solubilidad de la
forma no ionizada del acido lactico en la membrana citoplasmatica incrementara, lo

cual acelerara la presencia de condiciones subdptimas para el crecimiento del



91

Lactobacillus delbrueckii. Debido a esto, a mayores temperaturas mayor sera la
acumulacion de acido lactico y menor sera el valor de kp; para llegar a la inhibicion

del crecimiento del microorganismo.

El parametro kp; también present6 una fuerte dependencia frente a la correlacion
utilizada para el calculo de 1/Y/%. Si mayor es la energia necesaria para la
formacion de biomasa a partir de la fuente de carbono menor sera la energia
dispuesta para la formacién de producto, lo que ocasiona que se obtenga una
menor acumulacién de acido lactico en el medio y provoque que el Lactobacillus
delbrueckii pueda soportar una mayor concentracion de acido lactico antes de llegar

a inhibir su crecimiento.

3.4 PARAMETROS CINETICOS OBTENIDOS DEL MODELO
MATEMATICO CON ENFOQUE TERMODINAMICO VS
PARAMETROS CINETICOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS
DE BIBLIOGRAFIA

Los resultados experimentales obtenidos de bibliografia y sus condiciones de

operacién se encuentran resumidos en la Tabla 3.10.

Debido a las condiciones de los resultados experimentales obtenidos de
bibliografia, solo se consideraron, para la comparacion, los resultados del modelo
matematico con enfoque termodinamico a 45°C. Dicha comparacién se resume en

la Tabla 3.11, junto con la desviacion de cada parametro cinético.
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Tabla 3.10. Parametros cinéticos obtenidos a partir de bibliografia

. . . Hmax ks kpi
Microorganismo Condiciones - Autor
i &N | @/b | /b
Lactobacillus T: 4.2 ¢ Goncalves
delbrueckii pH: 6.3 0,58 | - 81 ctal.,
NRRL B-445 Fuente de carbono: Glucosa (50, 1991
100, 150, 200, 250, 280, 340 g/L)
Lactobacill T:42°C
actobacilius
Delbrueckii TFO PH: 5.5 0485 | 0304 | - | Wang.et
3534 Fuente de carbono: Glucosa al., 1995
(10-100 g/L)
Lactobacill.l{s T: :'{5 6C Luedeking
delbrueckii pH: 0,48 - - y Piret,
NRRL B-445 Fuente de carbono: Glucosa (50 1959
g/L)

Tabla 3.11. Comparacion de los resultados obtenidos del modelo matematico con enfoque
termodindmico y los resultados obtenidos de revision bibliografica

Resultados modelo
matematico con enfoque Resultados Desviacion
termodinimico experimentales de
Heijnen et al. Liu (1999) bibliografia Heijnen et Liu
(1992) u al. (1992) | (1999)
Pinax (B 1,4740 0,8656 0,58, 0,485, 0,48 -1,8621 -0,6807
ks (g/L) 0,2640 0,3078 0,304 0,1315 -0,0125
kp; (g/L) 212,765 250,000 81 -1,6267 -2,0864

Para el parametro cinético u,,.., €l resultado obtenido a partir de la correlacion
propuesta por Liu (1999) presenté una mejor aproximacion frente a los resultados
experimentales obtenidos por bibliografia, ya que se obtiene una desviacion menor
que al usar la correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992). También se observa
que para ambos casos la desviacidn presenté un signo negativo, lo cual indica que
los resultados tedricos del modelo con enfoque termodinamico se encuentran
sobreestimados frente a los resultados experimentales, por o que es necesario
considerar una mayor cantidad de energia para la generacion de biomasa a parir

de glucosa en la fermentacion acido lactica del Lactobacillus delbrueckii.
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En el caso del parametro k, se obtiene que ambas correlaciones presentaron una
alta aproximacion a los resultados experimentales. Sin embargo, la correlacion
propuesta por Liu (1999) fue la que menor desviacion exhibi6 frente a los datos
bibliograficos. Por lo que se concluye que el modelo termodinamico describe
adecuadamente el crecimiento del Lactobacillus delbrueckii frente a limitacion de

glucosa.

Para el parametro cinético kp; se observd que el resultado tedrico obtenido del
modelo con enfoque termodinamico presentd una gran sobreestimacion de dicho
parametro frente a los resultados experimentales obtenido de bibliografia. Por lo
que se concluye que el modelo termodindmico no es capaz de describir
adecuadamente la influencia de la generacion y acumulacion de acido lactico en la
inhibicion del crecimiento del Lactobacillus delbrueckii para la fermentacion acido

lactica.

Los resultados obtenidos de bibliografia no son enteramente comparables debido
a que la minima variacién de pH inicial o de temperatura de operacién pueden
alterar significativamente el valor de los parametros cinéticos, por lo que seria
necesario obtener datos experimentales bajo condiciones similares a las

consideraciones realizadas para el desarrollo del modelo.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

El modelo termodinamico original propuesto por Heijnen (2002) permite calcular la
velocidad maxima de crecimiento del Lactobacillus delbrueckii a una concentracion
de saturacion de glucosa igual a 1M, pero no permite explicar el comportamiento

del microorganismo en concentraciones de sustrato diferentes a 1M.

La aplicacién del modelo termodinamico propuesto por Heijnen (2002) a los pseudo
estados de reaccion permite encontrar el valor de la velocidad de crecimiento ( u )
de Lactobacillus delbureckii para concentraciones de glucosa inferiores a 1M, y
determinar, en los perfiles de u vs concentracion de glucosa, el punto en el cual el
microorganismo pasa de la ruta EMP a la PDH, por limitacion de sustrato e
inhibicion de acido lactico.

Los perfiles de u vs concentracion de glucosa permitieron encontrar,
termodinamicamente, las concentraciones y velocidades maximas de crecimiento
hasta las cuales se puede llevar la fermentacién acido lactica para ambas rutas

metabdlicas que sigue el Lactobacillus delbrueckii en condiciones anaerobias.

Al considerar la influencia de condiciones suboOptimas en la ruta PDH, se
encontraron los puntos de corte a los cuales ambas rutas metabdlicas se unieron,
esto para las dos temperaturas de operacion y para las dos correlaciones utilizadas
para el calculo de 1/Y/%. Obteniendo asi los perfiles finales de u vs concentracion
de glucosa que representan tanto las condiciones dptimas como subdptimas en la

fermentacién acido lactica del Lactobacillus delbrueckii.

Con la linealizacién de los perfiles finales de u vs concentracion de glucosa a partir
de modelos cinéticos no estructurados por limitacion de sustrato e inhibicion por

producto se obtuvieron los valores de k; (g/L) y kp;i (g/L) de Lactobacillus
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delbrueckii en la fermentacion acido lactica. A 37 °C los valores de kg se encuentran
entre 0,2632 y 0,3071; y los de kp; estan entre 285,714 y 312,5. Mientras que a 45
°C kg esta entre 0,264 y 0,3078; y kp; entre 212,765 y 250,0.

Al comparar los resultados obtenidos de pmax, ks Y kp; con resultados
experimentales reportados en bibliografia, se encontr6 que la correlacion propuesta
por Liu (1999) para el céalculo de 1/YZ% presenta una menor desviacion que la

correlacion propuesta por Heijnen et al. (1992).

El modelo termodinamico describe adecuadamente el crecimiento del Lactobacillus
delbrueckii frente a limitacion de glucosa, pero no es capaz de describir
adecuadamente la influencia de la generacion y acumulacion de acido lactico en la
inhibicion del crecimiento del Lactobacillus delbrueckii para la fermentacion acido

lactica.
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4.2 RECOMENDACIONES

Validar el modelo con enfoque termodinamico a partir de datos experimentales
obtenidos bajo condiciones de fermentacion de Lactobacillus delbrueckii, similares

a las consideraciones realizadas para el desarrollo del modelo.

Aplicar el modelo desarrollado para diferentes fuentes de carbono en la
fermentacion lactica con Lactobacillus delbrueckii, para determinar la robustez del

modelo.

Probar el modelo con enfoque termodinamico mediante la aplicacion a otros casos

BAL, cuyas rutas metabolicas sean conocidas.

Analizar el efecto de la fuente de nitrégeno como las sales que se utilizan durante
la fermentacion acido lactica de Lactobacillus delbrueckii en el modelo

termodinamico.

Analizar el efecto de las concentraciones intracelulares de los sustratos y
metabolitos generados durante la fermentacion mediante el uso de modelo

estructurados.
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ANEXO I

EJEMPLO DE LA DETERMINACION DE LAS REACCIONES DE
OXIDO-REDUCCION

Oxidacion de glucosa a piruvato

1. Para una reaccion de oxidacion se escribié la forma reducida del elemento
de interés en la izquierda y su forma oxidada en la derecha o viceversa para
una reaccion de reduccion.

C6H1206 - C3H303_ [A|1]

2. Se afiadio cualquier otro compuesto que se formen o consuman durante la
reaccion. En reacciones de 6xido-reduccidon, agua generalmente siempre
aparece como un reactante o producto.

C6H1206 i C3H303_ + e [A|2]

3. Se equilibro la reaccion para el elemento que se esta oxidando o reduciendo
(carbono) y para el resto de los elementos que no sean el oxigeno ni el
hidrogeno.

C6H1206 - 263H303_ + e [A|3]

4. Se equilibro el oxigeno mediante la adicion o substraccion de agua. No se
debe usar oxigeno elemental, ya que el oxigeno no debe cambiar su estado
de oxidacion.

C6H1206 - 2C3H303_ +e” [A|4]

5. Se equilibré el hidrogeno mediante la adicion de iones hidrogeno.
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C6H1206 - 2C3H303_ + 6H+ +e” [AIS]

6. Se equilibro la carga de la reaccidon mediante el método de ion-electrén.

C6H1206 - 2C3H303_ + 6H+ + 4e™ [AIG]

7. Se convirtid la ecuaciéon a la forma de electron-equivalente al dividir la
ecuacion para el coeficiente de e".

1 1 3 .
ZC6H1206 —)§C3H303_+§H++e_ [AI 7]

Siguiendo los mismos pasos se obtuvo la ecuacion de reduccion del piruvato hacia
lactato

1 1 .
5CsH305 + H +e” > = C3Hs03 [Al-8]

Y al sumar las reacciones 7 y 8 se obtiene la reaccion de éxido-reduccion para la
ruta Embden-Meyerhoff-Parnas.

1 1 1
ZC6H1206 —)EC3H503_+EH+ [A|9]



