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RESUMEN

La fermentacion ABE es un proceso biocatalitico que utiliza un microorganismo
para procesar los hidratos de carbono y producir solventes como: la acetona,
butanol y etanol. Tanto el Clostridium acetobutylicum como el Clostridium
beijerinckii han demostrado ser bacterias Utiles para la fermentacién ABE y con
ellas se han realizado esfuerzos para mejorar su produccién, empleando
diversos sustratos. Para ello se plane6é obtener un modelo matematico de un
proceso de fermentacion ABE que actualmente se trabaja en la UVa, para
simular y optimizar el proceso planteado. El modelo matematico del sistema por
via macromolecular (Modelo 1) propuesto, no se ajusta al sistema propuesto
debido a que no considera la inhibicién del sustrato en la concentracién de los
productos, ni tampoco la inhibicidn que produce la concentracion de butanol en
los otros productos. Por tanto, se utilizd6 un segundo modelo (Modelo II) basado
en el los trabajos de Shinto y otros en 2007, que desarrollaron con éxito el
modelo cinético del comportamiento dindmico de los metabolitos (via
metabdlica). Se estimaron los parametros del Modelo Il al sistema propuesto,
optimizando el proceso de fermentacion, y sujeto a ser usado para
experimentos fermentativo ABE que maneje como bacteria el c. acetobutylicum
y como sustrato la glucosa. Mediante la introduccién de inhibicién por sustrato,
la inhibicion del producto de butanol, la activacion de butirato y teniendo en
cuenta el cese de reacciones metabdlicas en el caso de insuficiencia de
energia después de agotamiento de la glucosa, del Modelo Il se obtiene un
resultado de minimizacién del error entre los datos experimentales y los
calculados en el simulador. Después se realiza una optimizacion de la
produccion y el mejor valor de la concentracion de butanol que se puede

obtener es de 16 g/L para la 60 g/L de concentracion inicial de glucosa.

Palabras clave: fermentacion ABE, validacion, Ecosimpro, Clostridium

acetobutylicum, via metabdlica.
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INTRODUCCION

A comienzos del siglo pasado, la fermentacion ABE (acetona-butanol-etanol)
fue uno de los primeros procesos biolégicos que produjo solventes, pero los
procesos basados en petréleo reemplazaron la fermentacibn con

microorganismos.

En los ultimos afios, ha resurgido el interés en la produccion fermentativa ABE
como una alternativa al uso de combustibles fosiles, en donde varios
investigadores han tratado de desarrollar cepas hiperproductoras de butanol,
apoyandose con las herramientas de biologia molecular, ingenieria de vias
metabdlicas, asi como en la optimizacion del proceso de fermentacion

mediante la produccion y extraccion simultanea de butanol.

Tanto Clostridium acetobutylicum como Clostridium beijerinckii han demostrado
ser bacterias Utiles en fermentacion ABE y con ellas se han realizado esfuerzos

para mejorar su producciéon, empleando diversos sustratos.

Actualmente, un grupo de investigadores de la Universidad de Valladolid,
trabajan con el tema de la fermentacion ABE, en donde estudian diferentes
sustratos y condiciones de operacion para determinar la mayor eficiencia de la

produccion de butanol.

Debido al tiempo que conlleva cada prueba y el costo asociado de insumos, se
plantea hacer uso de la tecnologia existente, para simular el proceso de
fermentacion, con el fin de minimizar los tiempos de las pruebas y predecir una

respuesta cercana a los resultados experimentalmente deseados.

Los modelos matematicos permiten simular la dinamica de fermentacion ABE,
lo que pueden usarse para predecir algunas variables durante la fermentacion,
como la concentracion de los productos final, sustratos y sus rendimientos. Un
buen modelo debe incluir los componentes méas importantes en la
fermentacion, entre ellos: sustrato, biomasa y producto, lo cual proveeran de

bases sélidas para realizar la optimizacion del proceso.

Para simular el proceso de fermentacion, se proponen validar los modelos

dinamicos de fermentacidon a escala de laboratorio: un modelo basado en el



conocimiento balance de masa y un modelo empirico basado en los datos
experimentales; un segundo modelo que por el andlisis de flujo metabdlico
(AMF), que evalla el papel de los pasos individuales en una red por la via

metabdlica.

Por tanto, para este Trabajo de Fin de Master (TFM), se planea primero
obtener un modelo matematico del proceso de fermentacion ABE, para obtener
una simulacion dinamica utilizando el programa de Ecosimpro en la cual los
investigadores (usuarios) puedan trabajar para estimar los resultados deseados

en la fermentacion para, posteriormente, realizar la optimizacion del proceso,

Los resultados experimentales obtenidos de la fermentacion ABE, previamente
a este trabajo, establecen el punto de partida para realizar experimentos
posteriores con el simulador, que permitirdn validar las curvas predictivas
obtenidas y de este modo, optimizar el proceso para diferentes variables de
entrada, lo cual contribuirda a alcanzar una mayor eficiencia en el proceso

biotecnoldgico para la produccion de butanol.

El objetivo de este TFM es “Modelo matematico y simulacién para mejorar la
produccion de butanol en la fermentaciéon ABE”. Entre los objetivos especificos

se encuentra los siguientes puntos:

1. Construir e implementar un modelo matematico del sistema de fermentacién
ABE a simular para posteriormente usarlo en la optimizacion.

2. Optimizar utilizando Ecosimpro y los datos experimentales del sistema, para
estimar los parametros de los modelos matematicos planteados para los
diferentes casos experimentales.

Validar los parametros estimados del modelo matematico planteado.
Determinar la concentracion final de butanol mas Optima del sistema

propuesto para una determinada concentracion inicial de sustrato.



CAPITULO |. DESCRIPCION DEL PROCESO

A continuacion se describe de forma general la teoria del proceso de
fermentacion ABE y la descripcion del proceso experimental que se lleva a

cabo.

1.1. Lafermentacion ABE

La fermentacién acetona-butanol-etanol (ABE) es una de las fermentaciones
mas antiguas en la historia humana que se remonta a 1861 (Jones y Woods,
1986). La escasez prevista, junto con un aumento de la demanda vy
posteriormente, los crecientes precios de los combustibles fésiles proporcionan
una buena y necesaria plataforma para el desarrollo de bio-productos quimicos
alternativos, algunos de los cuales pueden ser utilizados para las fuentes de

energia renovables, como butanol (Setlhaku y otros, 2012).

La fermentacion ABE (Acetona-Butanol-Etanol) es un proceso biocatalitico que
utiliza un microorganismo para procesar los hidratos de carbono (fructosa,
sacarosa, glucosa, etc.) y generar productos finales de solventes como la
acetona, butanol y etanol.

Este proceso de fermentacion se puede llevar a cabo en reactores semi-
continuos o por cargas (batch), pero esto dependera del proceso que se desea
llevar a cabo. En la practica, esto significa que los tiempos de fermentacion
pueden variar considerablemente entre los tipos de sustratos y sus condiciones

de operacion.

La temperatura de fermentacion, asi como el tipo de microorganismo utilizado,
son de gran relevancia al reproducir o alcanzar un alto rendimiento del producto
deseado, por lo cual, en la produccidbn es comun usar refrigeracion para

controlar la temperatura en el proceso de fermentacion.

1.2. Microorganismo para la fermentacion ABE

La produccién biologica del butanol ocurre naturalmente en algunas especies
de microorganismos, como las bacterias Butyribacterium methylotrophicum,
Clostridium butyricum o la arquea Hyperthermus butylicus. Sin embargo, el

género mas estudiado es el de Clostridium ya que son capaces de convertir
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diversas fuentes de carbono, como la glucosa, galactosa, celobiosa, manosa,
xilosa y arabinosa, en combustibles y quimicos como el butanol, acetona y
etanol (Wang y Chen, 2010).

El proceso de fermentacion ABE, utilizando Clostridium acetobutylicum y
Clostridium beijerinckii, bacterias Clostridium principalmente, han sido un gran
interés en la investigacion debido a la posibilidad de butanol. Hasta la fecha, la
produccion de butanol fermentativa no es muy econémica debido a los altos
costos del sustrato, el metabolismo de los clostridios complejo, la produccién
ineficaz proceso y la energia intensiva de procesamiento aguas abajo. El
desafio del sustrato puede abordarse mediante la investigacion por sustratos
no alimenticios, como por ejemplo lignocelulsica biomasa, desechos agricolas

y municipales (Setlhaku y otros, 2012).

Adicionalmente, la bacteria C. beijerinckii presenta mayor potencial para la
produccion industrial de solventes que C. acetobutylicum. Esto es debido a que
la primera puede fermentar un mayor tipo de azlucares y presenta un mayor
rango de pH oOptimo para las fases de crecimiento y produccion de solventes
(Setlhaku y otros, 2012).

Las mejoras y los avances tanto en el proceso la tecnologia y el rendimiento
global de los microorganismos utilizado en la fermentacién ABE podria resultar
una marcada mejora de la competitividad econdmica en la produccion de

disolventes (Jones y Woods, 1986).

Los avances actuales en la tecnologia del proceso se realizan para mejorar la
fermentacion, por lo que se destacan: (i) mejoras en el procesamiento de
lignocelulosa y otras materias primas para producir fermentable azucares; (ii) la
mejora y optimizacion de control del proceso mediante la aplicacion de
monitoreo en linea y el uso de microprocesadores; (iii) el desarrollo de nuevos
sistemas para la produccion continua de disolventes; (iv) el desarrollo de
métodos alternativos barato y eficaz de recuperacion de disolventes; y (v)
mejora de la utilizaciébn de subproductos. El interés en la renovaciéon y las
actividades de investigacion es fundamental para la produccion de la acetona y
el butanol, para ser frente en la época de disminucion las reservas de petroleo
(Jones y Woods, 1986).



La variedad de cadenas de microorganismos modificadas genéticamente para
la fermentacion ABE revela la optimizaciéon del medio de cultivo que mejor
favorezca el crecimiento de la bacteria evitandose con esto, la inhibicién tanto
por sustrato (usualmente glucosa) y por producto (butanol) en las fases

acidogénica y solvatogénica.

1.3. Via metabdlica de la fermentacion ABE

Durante la reaccion de fermentacion se presentan dos etapas importantes:
acidogénesis y solventogénesis. Una representacion esquematica de las vias
metabdlicas de Clostridium acetobutylicum ATCC824T por Jones y Woods

(1986) se resume en la Figura 1.
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Figura 1. Ruta metabolica en Clostridium acetobutylicum ATCC824T. Las enzimas involucradas
se abrevian como PTA: Fosfotransacetilasa; AK: Acetatokinasa; CoAT: CoA transferasa; PTB:
Fosfotransbutirilasa; BK: Butirato kinasa; BADH: Butiraldehido deshidrogenada; BDH: Butanol

Deshidrogenada (Fuente: Jones y Woods,1986).

Tipicamente, durante la acidogénesis, una célula crece exponencialmente, y se
produce acido acético y acido butirico con la formacion de ATP.
Posteriormente, en la solventogénesis, el crecimiento de las células alcanza
una fase estacionaria; donde los acidos organicos son reasimilados y se

produce los productos ABE: acetona, butanol y etanol. En el cultivo ABE existe
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una inhibicidon por sustrato de la glucosa y de productos inhibicion por butanol
(Jones y Woods, 1986; Soni et al, 1987); éstos conducen a la baja
productividad y el rendimiento de los disolventes. Por otro lado, Tashiro et al.
(2004) demostraron experimentalmente la aceleracion de la produccion de
butanol por la alimentacion de butirato. Y tal como se describio, los clostridios

productoras de ABE poseen complicados funciones metabdlicas.

1.4. Descripcién del proceso de fermentacién ABE en la investigacion

Actualmente, la fermentacién ABE que se lleva a cabo por un grupo de trabajo
del Dpto.de IQ en la Universidad de Valladolid (UVa), tiene como objetivo
desarrollar un proceso eficiente, sostenible y econémicamente viable para la
produccion de butanol a partir de los carbohidratos contenidos en la melaza,
mediante fermentacion anaerobia de los mismos con el fin Gltimo de producir
un biocombustible a partir de un subproducto y por tanto incrementar el
rendimiento, reduciendo costes de inversion y consumos, tanto de reactivos

como de servicios.

El proceso de fermentacion ABE se realiza por carga y se trabaja con
diferentes sustratos como glucosa, sacarosa (proveniente de remolacha),
melaza o una mezcla de xilosa-glucosa, pero en general se utiliza las

siguientes condiciones independientes del tipo de sustrato en la investigacion:

v" Volumen de carga es de 1 L donde 0,9 L es medio (sustratos y otros) y 0,1L
del inoculo (bacteria).

v' En cada experiencia trabajan con dos tipos de baterias individualmente: C.
beijerinckii y C. acetobutylicum.

v' Agitacion de 200 rpm y de forma anaerdbica.

v' Control de temperatura en el fermentador, 35 °C para el C. beijerinckii y
para el C. acetobutylicum a 37°C.

v' Control de pH a 4,5 para todas las experiencias con C. acetobutylicum.

El equipo fermentador que se utiliza es un reactor de mezclar completa,
transparente con una capacidad de 2 L para el medio, y el proceso
experimental presenta tres etapas experimentales (Figura 2). El paso inicial es

la adicion de la carga: sustrato e inoculo, posteriormente, en el segundo paso,



se controla automaticamente el pH (si se requiere) y la temperatura durante la
fermentacioén, y finalmente, el tercer paso es el retiro del producto. Todo el
proceso tiene un tiempo estimado de 100-170 horas, dependiendo de la tipo y

concentracion del sustrato.

* Volumen_ _ -
de carga .
|

. >
0.9L de medio
vy 0.1L bacteria

T

lera etapa: adiccion

Producto:
= Butanol (6)
= Acetona(3)

Produccion

;—J = Etanol (1)
—_-—
2da etapa: I
controldepH y -

temperatura
(agitacidn fijo)

3erz etapa:retiro

Figura 2. Esquema del proceso de fermentacién en el Laboratorio.
En la Figura 3, se observa el equipo de fermentacion que se compone

principalmente por el reactor tubular (1), el sistema del controlador de pH y
temperatura (2) y el sistema computarizado (3) como recolector de datos.

ol S

Figura 3. Imagen del equipo de fermentaciéon ABE automatizado.



Las fases de la fermentacion ABE, tal como se describe en la Figura 2, es de
gran relevancia para el control y optimizacion de la fermentacion. En el caso de
la primera fase no se tiene un control del pH por el crecimiento exponencial y
produccion de acido acético, butirico y lactico. Sin embargo, en la segunda
etapa se requiere un control del pH de 4.5 (para C. acetobutylicum), por ser
una fase estacionaria del cultivo bacteriano y la produccion de acetona, butanol
y etanol en una proporcién caracteristica de 3:6:1.

Segunda fase: controlde pH
en el valor éptimo
- alrededor4.5

Primera fase:
crecimiento
exponEnclaldel - —

cultivo bacteriano
- sin control desde

valores de pH
% ;
Cambio entre ambas fases:

alrededorde 6 .

procesocomplicado > \% Curvatipica de variacién de pH en fermentacion ABE
concentracion de acidos

inferiora 57-60 mmol/L

Figura 4. Descripcion de las fases de la reaccion en la fermentacién en la curva de variacion
de pH.

Actualmente, el cultivo por carga experimental se realiza con diferentes
sustratos y concentraciones, en la siguiente tabla se muestran que tipo de
sustrato y sus concentraciones se trabajan actualmente en el estudio de la
fermentacién ABE de la UVa:

Tabla 1. Tipos de sustratos utilizados experimental con C. beijerinckii y con C. acetobutylicum.

., Microorganismo
Sustratos Concentracion (g/L - — =
(g/) C. acetobutylicum | C. beijerinckKii
30 X X
40 - X
Gl
ucosa 50 X X
80 X -
Sacarosa 30 X X
60 X X
Glgcosa— 20 - X
Xilosa
Melaza 60 X X




CAPITULO Il. MODELADO Y SIMULACION

Los avances de la computacion han permitido el desarrollo de modelos
matematicos cada vez mas detallados y precisos que seran utilizados en el
disefio, optimizacion, control y/o simulacién de procesos de una forma rapida y
econdémica. En el presente capitulo se describe los modelos matematicos
empleados en la simulacion, asi como uso del programa Ecosimpro en la

optimizacién del proceso experimental.

2.1. Modelacion matematica de un proceso

Desde el punto de vista de ingenieria de procesos, los modelos matematicos se

clasifican en tres grandes categorias (Ribas y otros, 2011).

» Modelos fenomenoldgicos o de caja blanca, modelo obtenido mediante un

estudio tedrico del proceso; sus principios de formulacion son las
ecuaciones de conservacion (materia, energia y/o entropia), leyes
generales y ecuaciones constitutivas. El grado de complejidad del mismo es
funcién directa del grado de detalle utilizado y constituye el nucleo
fundamental de los modelos utilizados por los ingenieros.

» Modelos empiricos, se construyen mediante experimentacion y observacion,

haciendo luego uso de datos experimentales para ajustar los parametros en
una estructura matematica dada.

» Modelos semifisicos o de caja gris, son una combinacion de los dos tipos

anteriores, donde algunas caracteristicas del proceso estan descritas
mediante correlaciones empiricas particulares para la condicion dada. Estos
modelos se emplean fundamentalmente cuando el conocimiento
fenomenoldgico resulta insuficiente para describir la situacion fisica real del

sistema que se modela.

En la actualidad los modelos semifisicos han demostrado gran utilidad por su
capacidad de extrapolar los resultados a diferentes escalas y regimenes de
operacion; si todos los elementos relevantes estan presentes en el modelo, y si

estos se mantienen dentro del rango de validez (Ribas y otros, 2011).



Por lo general, en los procesos quimicos las propiedades posibles de balancear
son la materia y la energia. Las ecuaciones de balances deben ser
completadas con ecuaciones constitutivas para los parametros del modelo que
pueden expresar diferentes condiciones cinéticas o fenbmenos de transporte
del proceso. Estas ecuaciones generalmente se obtienen de manera empirica

mediante experimentacién (Ribas y otros, 2011).

Fundamentalmente las variables a modelar en una fermentacién son la
biomasa, el sustrato y el producto, pero adicionalmente se incluye el oxigeno y
el calor. Las ecuaciones resultantes son llamadas ecuaciones de estado del
modelo y describen la dependencia del tiempo de las variables del sistema.
Como se observa, es necesario contar con informacion sobre la entrada y
salida del sistema en estudio y sobre su consumo o produccién dentro del

sistema.

El crecimiento microbiano puede ser modelado con diferentes niveles de
complejidad; molecular o enzimatico, macromolecular o de componentes
celulares, celular y de poblaciones. De acuerdo al nivel de complejidad que se

desee, estos modelos se clasifican en (Ribas y otros, 2011):

» Modelos estructurados, se caracterizan por utilizar los contenidos de la

célula en proteinas, enzimas y/o acidos nucleicos, asi como la masa celular
0 concentracion molar para expresar la cinética.

» Modelos de sistemas de enzimas, se caracterizan por incluir informacion

sobre la ruta metabdlica. También pueden importar la regulacion
enzimatica, induccidn, inhibicion, etc.

» Modelos no estructurados, se ignoran los cambios en la composicion de la

biomasa y por lo tanto el estado fisiolégico de una poblacion de

microorganismos se representa por su velocidad especifica de crecimiento.

En este trabajo para estudiar el crecimiento microbiano se modelo
matematicamente a nivel macromolecular del fermentador, y a nivel enzimatico
(via metabolica). A continuacion se describe los siguientes modelos

matematicos utilizados:
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2.1.1. Modelo matematico del sistema por via macromolecular

Los modelos dindmicos para las fermentaciones, la concentracion de biomasa,
sustrato y producto son variables dependientes del tiempo que permiten
evaluar el rendimiento de la fermentacion. Se propone entonces la utilizacion
de modelos matematicos que sirvan de herramientas para la simulacion de
procesos fermentativos por carga, con el fin de obtener informacion detallada

del comportamiento del reactor en cualquier instante de tiempo.

El modelo matematico propuesto para describir el proceso tiene en cuenta una
entrada y una salida en el biorreactor, comportandose como un sistema por

carga (ver Figura 5).

Xi, Si

Figura 5. Representacion del reactor por carga con las variables involucradas en la
fermentacion ABE.

La reaccion llevada a cabo en el reactor se puede expresar de la forma:
S+X——>P+X

De donde (S) es sustrato, (X) biomasa y (P) concentraciéon de producto. El
balance de materia global para el sistema de la Figura 5 viene dado por:

Entra — Sale + Genera = Acumula (1)

Considerando que el sistema presentado tiene solo una entrada y una salida y
asumiendo volumen de reaccion constante, el balance para las variables segun

la ecuacion (1) toma la forma:
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Balance General de masa

dm

Ezozme_ms @)

e Balance de masa de la biomasa

ax
— = (u—Kd).x 3)
e Balance de masa del sustrato
aisv) _ X v @
dt H .Yxs
e Balance de masa por producto
a(P) _

De investigaciones en procesos fermentativos han resultado un alto numero de
diferentes ecuaciones que describen el crecimiento microbiano. La mas famosa
de ellas es la expresion propuesta por Monod. Aunque cada uno de estos
modelos puede ser descrito por una ecuacion flexible, en general de tres
parametros, la falta de consistencia con los datos experimentales ha conducido
a desarrollar ecuaciones alternas como las propuestas por Teissier, Moser,
Haldane y Hinshelwood, entre otras, sin embargo, en este modelo matemético

se trabaja con la ecuacion de Contais (ecuacion 6).

_ Umax-S

H = wmx+s

(6)

Dicho modelo matematico a nivel macromolecular descrito se le llamara
Modelo I, con la idea de diferenciarlo en el presente trabajo con el modelo

matematico que se realiza por la via metabdlica, llamandola como Modelo II.

2.1.2. Modelo matemaético del sistema por via metabdlica

El modelado via metabdlica es uno de los enfoques cientificos mas exitosos

para simular un proceso de fermentacion. El analisis de flujo metabdlico (AMF,

por sus siglas en ingles), es un método sistematico desarrollado para evaluar el

papel de los pasos individuales en una red via metabdlica, que da un gran

aporte en la ingenieria metabdlica (Vallino y Stephanopoulos, 1993). Usando
12



AMF, muchos estudios recientemente se han llevado a cabo para analizar las

rutas metabdlicas y para optimizar procesos de cultivo (Shimizu y otros, 1999).

El AMF se basa en un modelo estequiométrico donde el flujo metabdlico a un
estado de equilibrio y no proporciona ninguna informacién de variante temporal
o tiempo, que es imposible para simular el comportamiento dinamico de los
metabolitos. Pero un modelo de simulacion cinética de las rutas metabdlicas
gue describe el comportamiento dinamico de los metabolitos es eficiente para
la creacion del disefio 6ptimo de biorreactores y estrategias de operaciéon en
desarrollo con el esfuerzo minimo. Ademas, el analisis de sensibilidad por el
modelo de simulacién cinética podria revelar que vias tenienen impacto en la

alta produccion de productos deseados.

El desarrollo de un modelo de este tipo es dificil debido a los muchos
paradmetros cinéticos que se necesitan para estimar el modelo. Por otra parte,
esto se vuelve alun mas dificil porque no hay modelos de simulacion cinética
que incluyan las complicadas vias metabodlicas que se han desarrollado en

varios microorganismos.

Dado que la via metabdlica implicada en la produccion ABE es bastante
complicado, muy pocos modelos se han publicado que describan esta via.
Papoutsakis (1984), desarroll6 un modelo estequiometrico para esta via; que
podria usarse para calcular o estimar las velocidades de las reacciones que
ocurren dentro la via en varias clostridios productores de ABE. Desai et al.
(1999) analizaron las vias de formacion de los acido en el metabolismo de C.
acetobutylicum ATCC824" usando AMF.

Sin embargo, de Shinto y otros en 2007, desarrollaron con éxito una simulacién
con el modelo cinético que describe el comportamiento dindmico de los
metabolitos en la produccion ABE. El modelo de simulacion se basé en las vias
metabdlicas de C. acetobutylicum ATCC824" (Jones y Woods, 1986) (Figura
1). Las ecuaciones de velocidad de cada reaccidbn metabdlica se puede

representar de la siguiente manera:

- Vinax1-[Glucosal.[Biomasa] F ,
1= Km1+[Glucosal] ' (7)
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Vinaxz2-[F6P].[Biomasal]

T =

2 Km2+[F6P]

S Vimax3-|G3P].[Biomasa] F

3 K3 +[G3P] '
ro= Vinaxa-[Lactato].[Biomasa] F

4 Kma+[Lactato] '
re = Vinaxs-[Piruvato].[Biomasal] F

5 Kms+[Piruvato] '

o Vimaxe-[Piruvato].[Biomasa] F

6 Kme+[Piruvato] '

o= Vimax7-[Acetato].[Biomasa] F

7 Km7+[Acetato] '

1 1
[Acetato] [AACO0A]

- Vimaxo-lACoA].[Biomasa] F

K Kmo+[ACOA] '

N Vinaxio-lACoA].[Biomasa]

10 Km1o+[ACOA]

o= Vinaxi1-lACoA].[Biomasa] F

11 Km11+[ACOA] '

. Vimaxiz2-[ACoA].[Biomasa]

T2 =

Km11(1+[Butanol]/K;j12)+[ACoA|(1+[Butanol]/Ki12)

113 = Ky3.[Glucosa]

Vinaxi4-JAACoA].[Biomasal]

g = F

Km14+ [AACOA]

14

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

.[Biomasa]

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)
(19)

(20)



7”15=Vmax15-< ! >'<1+Km : >.[Bi0masa] (21)

Kmisa 158
1+ /[Butirato] /[AACoA]

o Vimaxie-lAcetoAcetato].[Biomasal] -
16 — Kmie+[AcetoAcetato] (22)

o = Vimax1i7-[Butirato].[Biomasa] F ”
17 — K17+ [Butirato] ' (@3)

__ Vimaxis[BCoA].[Biomasal]
Km18 + [BCOA]

F (24)

- __ Vimax19-[BCoA].[Biomasal]
19 = Km19+[BCOA]

F (25)

Para reproducir los perfiles de concentracion de cada metabolito, los balances

generales son:

d[Glucosa] - 26
dt = 1 (26)

d[F6P] _ - o

dt 1 2

d[G3P] _ 1 8)

d[Piruvato]

——— =1yt =15 — T (29)
dt

d[Lactato] - - 20
dt =T5 4 (30)

d[ACOoA]

—dt = T'6 + T + T‘8 — 719 — 7‘10 — 111 — T2 (31)

d[Biomasa] _ - - -
dt = T2 13 (32)

d[Acetato]

—— =Ty—1;—T1g (33)
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d[Etanol]

=r 34
dt 11 (34)
d[AACo0A]
—ar o —Tg — T4 — 115 (35)
d[Acetoacetato]
i =T1g + 15 — T (36)
d[BCoA] _
a4 tTThst Tz —Tig —To (37)
d[Butirato]
i g —T"s — Ty (38)
d[Acetona] - 2
dt — 16 (39)
d[c02]
=71 +7r 40
dt 6 16 (40)
d[Butanol] - "
dt — 119 (41)

La velocidad de la ecuacion ri3 en la ecuacion 32, indica la reaccién de muerte

celular.

Adicionalmente, se tiene que tomar en cuenta que el butanol inhibe la
utilizacion de glucosa y la produccion de butanol en el cultivo de ABE (Jones y
Woods, 1986), ademas que un aumento de la glucosa inicial varia también la
concentracion de los resultados por la inhibicion de la glucosa. También,
Tashiro y otros (2004), han demostrado experimentalmente la aceleraciéon de la

produccion de butanol por la alimentacién de butirato.

Por lo tanto, Shinto y otros, introdujeron condiciones con inhibicién y activacion,

donde sustituyeron las ecuaciones ry, ri7, Y rig por lo siguiente:

. Vinaxi-|Glucosal.[Biomasa]
a Km1(1+[Glucosa]/Ks1)+[Glucosa]l(1+[Butanol]/Kii1)

7 F (42)
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Vinax1i7-[Butirato].[Biomasa]
" Km17(1+K4q-/[Butirato])+[Butirato]

(43)

- Vinaxi9-|BCoA].[Biomasa] F "
19 Km1o(1+[Glucosa]/Kg19)+[BCoA]l(1+[Butanol]/Kij19)

En la ecuacién de velocidad de r; (ecuaciéon 42) fue desarrollado mediante la
combinacion de la inhibicion por sustrato por la glucosa y no competitivo con la
inhibicion por butanol. La ecuacion de velocidad de ri; (ecuacion 43) fue
desarrollada usando la activacion especifica por butirato. En la ecuacion de rig
(ecuacion 44) fue también desarrollado mediante la combinacion de la
inhibicion no competitiva por butanol y activacion especifica por butirato.

Dado que muchas reacciones metabodlicas en la produccion de ABE se
producen en la presencia de ATP o NADH, estas reacciones pueden terminar
cuando existe una insuficiencia de energia, es decir, después del agotamiento
de la glucosa. Considerando este caso, existe un mecanismo es encendido y
apagado (F) se introdujo en el Modelo Il.

En este mecanismo, asumimos que F puede tener un valor de 1 o0 O, y
dependera de la concentracion de glucosa en el caldo. Por tanto, cuando la
concentracion de glucosa sea mayor de 1.00 g/L, F tiene valor de 1 y cuando la
concentracion este por debajo 1.00 g/L, F valdra 0. Este mecanismo de
encendido y apagado se introdujo en las ecuaciones: (7)-(13), (15), (17), (20),
(23)-(25), (42)-(44), que son las reacciones metabdlicas que van acompafadas
con ATP, ADP, NADH, o NAD.

Para el desarrollo de este modelo matematico y estimar los parametros, se
tomé como punto de partida los resultados de los parametros cinéticos
obtenidos por Shinto y otros en 2007 (ver Tabla 2), para determinar los
pardmetros del sistema de fermentacién propuesto. Adicionalmente, se
consideré manejar los datos experimentales de glucosa con una concentracion
inicial de 80 g/L (c. acetabutylicum) por la semejanza con los resultados al

propuesto por dichos investigadores.
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Tabla 2. Resultados de los parametros cinéticos de los datos experimentales de 70.6mM de
glucosa inicial, por Shinto y otros (2007).

Reaceisn Kil Vmilxa Km? Kis® Kii® Ka" KmA* | KmB"
(h™) (h™) (gL) | (9/L) (9/L) (9/L) (g/L) (g/L)
r 3.2 46 55.6 67.5
rs 40 10
rs 120 26.5
[ 75 177
rs 9.7 500
e 180 15
ry 0.3 50
re 19 40 70
ro 26.5 51
[ 20 1
ra 7.45 30
[ 8.1 1.1 23
[ 0.017
F1 10 5.2
s 80 15 50
M6 12 10
ri7 35 4.9 2.2
g 100 6.1
[ 3.15 5 67.5 2.2

2.2. Optimizacion del proceso de fermentacion

Para el proceso de fermentacion ABE en estudio, es de gran importancia
realizar una optimizacion del proceso, con el fin de representar resultados

Optimos para el usuario durante la simulacién del proceso.

2.1.2. Funcion objetivo de la optimizacion

En los problemas de optimizacion de sistemas dindmicos se desea optimizar
una funcién objetivo (Jcosto) que es funcion de unas variables de decision y de
las variables de estado del proceso, que a su vez evolucionan en el tiempo. La
optimizacién, también denominada programacion matemadtica, sirve para

encontrar la respuesta que proporciona el mejor resultado, la que logra
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mayores ganancias, mayor produccion o la que logra el menor costo de un

proceso determinado.

La funcidn objetivo a minimizar se calculard para unos valores determinados de
las variables de decisibn mediante la simulacién del modelo. Las variables de
decision a optimizar y la funcion objetivo son distintas dependiendo del tipo de

problema de optimizacion dinamica de que se trate.

En los modelos matematicos utilizados en este trabajo, la funcién de costo se
bas6 en minimizar el error de los valores de las variables calculadas menos los
valores de los datos experimentales, en cada determinado tiempo utilizando
una funcion discreta (ver ecuacion 45 y 46).

_ vi=J
]costoGlobal - Zi=1]variablel +]variablez +]variable3 + oo ]variablej (45)

. ] 2
]variablei = (Varlablecalculada - Varlableexperimetal) (46)

En algunos casos debido a la complejidad de los calculos a optimizar, y con el objetivo de
minimizar el tiempo de respuesta, se normalizaron las variables usando el promedio

experimental de dichas variables (ecuacion 47).

Jvariablei =

. . 2
((Varlablecalculada - Varlableexperimetal)/Varlableexperlmetal)

(47)

2.1.3. Uso de Ecosimpro para la optimizacién

Para las diferentes optimizaciones del trabajo propuesto, se utilizé EcosimProe
gue es una herramienta de modelado y simulacion de sistemas dinamicos., en
donde los modelos deben ser representado por ecuaciones algebraicas

diferenciales y eventos discretos.

El programa se encarga internamente de extraer las ecuaciones del modelo
final, transformarlas simbdlicamente, y ademas de detectar (si existiera) los
problemas de exceso de variables, para finalmente resolver automaticamente
lazos algebraicos lineales y no lineales (Jorrin y otros, 2007). El entorno de

modelado y simulacién que emplea EcosimProe presenta muchas cualidades
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que le confieren una gran versatilidad y potencia, pero en general no garantiza

gue el 6ptimo hallado sea el global (Goémez y Prada, 2007).

La estructura que se aplico en el programa para la ejecucion las diferentes

optimizaciones se describe a continuacion (ver ejemplo en Anexos):

e USE — se indica que carpeta requiere para ejecutar el
programa. En este caso, se utilizé MATH (carpeta
matematica).

e COMPONENT — Se indica y se declara las diferentes
(informacion) variables y constantes que se requiere para el
END COMPONENT calculo matematico, estructurado de la siguiente

formay orden:
o DATA —Aqui se indica los valores de las variables que
se mantienen constantes en el modelo utilizado.

o DECLSUNIT  —Se declara las variables del problema

o DISCRETE — En este apartado se coloca el modelo
matematico para eventos discretos, para ayudar al
usuario para modelar las piezas. Consta de
eventos que deben ser detectadas

o CONTINUOUS — En esta parte se coloca el modelo matematico

con el que se desea trabajar en el programa.

Adicionalmente, para que la funcién objetivo se calculara justo en los tiempos
de los datos experimentales, se aplico el método DISCRETE (discreto) que
utiliza el programa (ver Figura 6), y de esta manera ajustar los parametros en

los diferentes modelos matematicos.
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DISCEETE

WHEN (sample == TRUE) THEN
—— Subtotales del indice de coste
J3exp += coef[l]*(({5 - Sexp) ,-"Prorr.edio_Sexp] &2
JXexp += coef[2]*( (X - Xexp) ,-"Prorr.edio_}{exp] =2
JPaexp += coef[3]%((Pa - Paexp) ,-"Prorr.edio_Paexp] &2
JPeexp += coef[4]*((Pe - Peexp) ,-"Prorr.edio_Peexp] il
JPbexp += coef[5]%( (Pt - Pbexp) ,-"Prorr.edio_Pbexp] &2
JLactatoEXP += coef[6]*((Lactato — LactatoEXP)/Promedio LactatoEXP)**2
JhcetatoEXE += coef[7]*%((Acetato - AcetatoEXP)/Promedic AcetatoEXP) **2
JButiratoEXP += coef[8]#%((Butirato - ButiratoEXPF) ,-"Prorr.edio_But,irat,oEXP] &2

——— Indice de coste general

Jocosto = JXexp + JS5exp + JPbexp+ JButiratoEXP + JPaexp + JPeexp + JLactatoEXP + JAcetatoEXP

zample = FALSE

sample = TRUE AFTER (timemuestral[k+l]-timemuestralk])
E = k+1

END WHEN

Figura 6. Muestra del calculo discreto que se le realiza la funcién objetivo en funcién al tiempo
de muestreo experimental.

Para realizar la optimizacion de los parametros requeridos tanto para el Modelo
1 como para el Modelo 2, se utilizé la herramienta dinamica de “optimizacion”
de EcosimPro (ver Figura 7), en el cual se manej6 el modelo matematico
basado en algoritmo genético (PBCA) con un tamaifio de poblacion (NP) de 500
(ver Figura 8). Los datos y/o informacién que fueron modificados segun el tipo
de optimizacién aplicada son: el tiempo de simulacién, la funcién objetivo que
se aplicaba, los parametros a optimizar (que incluye la semilla o valor inicial y el
rango de estimacion), los valores iniciales de las variables a calcular y

finalmente, las restricciones del problema.

{1 PROCSIS 3.4.14 EDUCATIONAL
File Edit View | Tools | Window Help

Buti —mr "
TESIS_DOCTORAL e Tt Butirato=Butiratoi

j _j Ef E Deck Generation 3 ﬂﬁl ;j & D D
e 9 'ﬂc Optimization. * | % General Optimization Wizard ... §
— OPC Generation * | =] Parameter Estimation Wizard ...
Workspace f C++ Project Generation [ il O  Sakhiiaiakihii T
»
»

- G3P=0
Library Matlab 5-Function Generation F&P=0
ffi SISTEMA_DE_CONTROL 00 | | 188 Piruvato=0

Figura 7. llustracion de la herramienta de optimizacion en EcosimPro.
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Figura 8. llustracion del método de optimizacién utilizado en EcosimPro.

Cada optimizacion realizada presentaba resultados en tiempo diferente (entre

15 min algunos hasta 8 horas siendo los mas complejos), y se debia a

diferentes causas: la cantidad de parametros a calcular, el valor inicial que se

indicaba en cada parametros (si era muy bajo o muy algo), los rango de calculo

de cada parametro estimado, etc., por lo cual, la estimacion de los parametros

fue una tarea compleja segun el tiempo de espera y validez de los resultados a

obtener.
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CAPITULO lll. ESTIMACION DE PARAMETROS USANDO
OPTIMIZACION

En este capitulo se describe como se obtienen las diferentes estimaciones de
los parametros en los dos tipos de modelo mateméatico planteado para el

sistema de fermentacion ABE, utilizando el simulador Ecosimpro.

3.1.Analisis de sensibilidad

Para realizar una optimizacion eficaz y rapida, se genero informacion adicional
sobre el comportamiento de la solucion por cambios en los parametros del
modelo, lo que usualmente se conoce como analisis de sensibilidad. En pocas
palabras, esta fase consiste en determinar la influencia de cambios en el valor
de cada parametro en la solucion, lo que lleva a determinar cuales son
significativos y deben incluirse en la estimacion de parametros, mientras que
otros pueden dejarse constantes al no influir en la solucion, haciendo mas

simple la solucion matematica.

Si se considera Jcosto como la funcion objetivo (ecuacion 48), en donde yn, es
la variable manipulada que varia en funcion distintos parametros, entonces la
sensibilidad de la salida i del modelo respecto al parametro j en relacion a un

experimento dado, es funcion del tiempo (ecuacién 50).

2
Jeosto = thvzl[Y(t) - ym(p,u,t)] (48)
Ymput) = 9 X Ur)) (49)
OYmi(t)
§.. = 2mi® (50)
ij(t) apj

Adicionalmente se puede ver como la sensibilidad del indice J respecto al

parametro j en relacion a un experimento dado (ecuacion 51).

a]COSLLO

or, (51)
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Por tanto, la norma de cada columna j de la matriz de sensibilidades da una

idea de la importancia del parametro P; en el valor de las salidas (ecuacion 52).

511 S12 - S1a
Sy1 S22 S2d (52)
Sm1 Sm2

Realizar un analisis de sensibilidad del modelo matematico propuesto, ayudan
a visualizar los parametros o constantes que requieran mayor atencion para
hacer ajustar y disminuir el error respecto al resultado deseado. A continuacién
se describe los diferentes calculos que se realizaron para el estimar los valores
de los parametros de los modelos propuestos (Modelo | y Modelo 1), utilizando
para ello el analisis de sensibilidad de los datos experimentales sobre el
sistema propuesto.

3.2.Simulacién de la fermentacién ABE con el Modelo |

El modelo matematico empleado en el sistema a nivel macromolecular (Modelo
), tal como se describié en el punto 2.1.1, presenta tres diferentes constantes

como Km, Kd y pmax, de valores desconocidos.

Para estimar los dichos parametros se consideré que el valor varia segun el
tipo de bacteria utilizada en el proceso, el tipo de sustrato asi como la variacion
de temperatura y pH aplicada durante el proceso. Por tanto, se traté de calcular
las constantes mencionadas, segun los datos experimentales suministrados,
por cada tipo de bacteria y sustrato (ver modelo de calculo del Modelo | en

Anexos, Figura 12).

Los datos experimentales de la glucosa utilizando fue con la bacteria c.
acetobutylicum y para concentraciones iniciales de 30, 60 y 80 g/L, para
evaluar el modelo y estimar en principio los valores de las constantes. A
continuacion se indica los resultados que se obtuvo para cada concentracion

inicial:
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e Concentracion de 30 g/L para Glucosa (c. acetobutylicum).

E

Kd=0.0124 h
Km=0.3129 g/L
pmax=0.0225 h*
Ypxa=1.32
Ypxb=3.88

Ypxe=1

Yxs=0.05

w3z

Grafica 1. Resultado de la optimizacion de parametros con la glucosa
a 30 g/L utilizando c. acetobutylicum con el modelo 1.

En el Grafica 1 se observa el comportamiento que genera la optimizacion para
estimar los parametros, cuando se trabaja con glucosa a dicha concentracion
(30 g/L), que observandolo con la Figura 9, se observa que tiene el mismo

comportamiento experimental.

30,000 4 —¢—etanol
== acetona
525’000 | butanol
(@)] .
=>¢=Biomasa
c u
:820’000 =je=Sustrato
©
£15,000 -
[}
<
510,000 -
(@]
5,000 -
,000 P
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Tiempo (h)

Figura 9. Datos experimentales de la glucosa a 30 g/L utilizando como bacteria el c.
acetobutylicum.

Pero comparando las variables calculadas con los valores experimentales
como se observa en la Gréafica 2, se aprecia la diferencia en las curvas de los

productos y la biomasa, como del resultado final.
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Factor de Crecimeineto | _ Butanol

Gréfica 2. Comparacion de las variables calculadas con los datos experimentales de la glucosa
a 30 g/L utilizando c. acetobutylicum con el modelo 1.

Teniendo dichos resultados, igual se procedi6 a estimar los parametros
utilizando otras datos experimentales que varian solo en la concentracion inicial

para ver si se obtenia los mismos resultados.

e Concentracion de 60 g/L para Glucosa (c. acetobutylicum).

60

7 Kd=0h

—Ph
—Pe

> Km=7.4596 g/L

: HmMax=0.0367 h*
Yorxa=5.08

] Yoxb=10.78

Yore=1.04

] Yys=0.02

40

130

—

T T T T T T T T T 1
] 20 40 E0 0 100
TIME

Gréfica 3. Resultado de la optimizacién de parametros con la glucosa a
60 g/L utilizando c. acetobutylicum con el modelo 1.

Igual que en caso anterior, el comportamiento de las variables calculadas
obtenidas (ver Gréfica 3) presentan un resultado muy parecido a los datos
experimentales suministrados (Figura 10).
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Figura 10. Datos experimentales de la glucosa a 60 g/L utilizando como bacteria el c.
acetobutylicum.

Sin embargo, tal como se observa en la Grafica 4, la estimacién calculada de
las variables tiene unas variaciones en algunas curvas, y se aprecia mas en la
curva de la biomasa.

Factor de Crecimeineto

Biomasa

OO0 e

Gréfica 4. Comparacion de las variables calculadas con los datos experimentales de la glucosa
a 60 g/L utilizando c. acetobutylicum con el modelo 1.

Del mismo modo se procedié con los datos experimentales de 80 g/L de
concentracion inicial.
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e Concentracion de 80 g/L para Glucosa (c. acetobutylicum).

" Kd=0.036 h™

¢ Km=50 g/L

i Humax=0.0324 h*
Yoxa=7
Yoxb=17.5
Ypxe=1.14

Yys=0.02

r T
a a0

T 1
150 200

Grafica 5. Resultado de la optimizacion de parametros con la glucosa a
80 g/L utilizando c. acetobutylicum con el modelo 1.

Se observa en la Gréafica 5, como difiere también los resultados de los

pardmetros con

los anteriores

resultados de glucosa a diferentes

concentraciones iniciales. EI comportamiento de la curca calculada para la

biomasa (ver Grafica 6), tiene diferencia notable con el comportamiento de la

variable experimental, lo cual se ve influenciado también por el ajuste de las

demds curvas de las variables, debido a la relacion que tiene la biomasa para

el calculo de los productos.

K Biomasa E@ K Butanol =S
z _y 16 -
e X 15 Fb
- Xexp 11 ~ Pbexp
1 8
g
05 4
2
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[ T T T T 1 [ T T T T 1
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TME THE
e Sutrato o (@ |2 | | Fctor de Crecimeineto HEE
80 _ 0,027 -
i 5 00285 Hu
gH 0,026
g - See [ oofse
i L%
=0,0245
EH 0,024
10 00235
0 0,023
77— : T . — ———
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TIME TME
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7 1
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(E 08
a — Paexp 06 — Peexp
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Grafica 6. Comparacion de las variables calculadas con los datos experimentales de la glucosa
a 80 g/L utilizando c. acetobutylicum con el modelo 1.
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Por tanto, se concluye que el Modelo 1 no modela la fermentacion ABE, debido
a gque presenta errores en el calculo de las variables tal como se observo en las

diferentes simulaciones realizadas.

La variacion de la variables calculadas con los datos experimentales, se debe a
qgue no se considera en el modelo matematico la inhibicion del sustrato en la
concentracion de los productos, ni tampoco la inhibicion que produce la

concentracién de butanol en el sistema.

Se requiere ajustar el modelo matematico macromolecular (Modelo 1), donde se
considere dichas inhibiciones y muy probablemente el modelo de crecimiento
microbiano dado que no se identifica como el modelo de Contais.
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3.3.Simulacion de la fermentacion ABE con el Modelo I

Para la estimacion de los distintos pardmetros del modelo II, se optimizé las
variables de estado con los datos experimentales de la glucosa con una
concentracion inicial de 80 g/L y utilizando la bacteria c. acetobutylicum en la

fermentacion (ver modelo de céalculo en la Figura 12, en anexos).

En la Grafica 7, se aprecia la diferencia del calculo de las variables realizado
con el Modelo Il a una concentracion inicial de 80 g/L de glucosa, en donde se
utilizé los valores de los parametros estimados por Shinto en el 2007 (ver Tabla
2). Por tanto, se requiere ajustar el Modelo Il que presenta 36 ecuaciones
(entre las reacciones cinéticas y el calculo de las variables de estado), y los 45

pardmetros a estimar, para ajustar al modelo experimental.

% 100

— Xexp a0 — Sexp

o 50 100 150 200
TIME

- 9 -t
]

-lep g - e
1
0

— 2 oes e

L s s L e e e e O s e 77
0 El ] 1% m 0 El n 19 0 0 3 10 130 bl
THE THE THE

Grafica 7. Variacion de las variables de estado mas importantes calculadas con el Modelo |l
utilizando los resultados de los parametros de Shinto y otros en el 2007, y comparadas con los
datos experimentales de la glucosa con concentracion inicial de 80 g/L (c. acetobutylicum).
S=sustrato, X=biomasa, Pa=acetona, Pb=butanol, Pe=etanol.

Debido a la complejidad del calculo matematico, se realiz6 el analisis de
sensibilidad al Modelo Il con los valores de los parametros de la Tabla 2 como
puntos de partida, y se determind los parametros que requieren mayor ajuste

para obtener la identificacion del sistema deseado.

En el modelo matematico propuesto (Modelo 1), los parametros de importancia
son las concentraciones del Sustrato (S), Biomasa (X) y los diferentes
productos: butanol (Pb), Etanol (Pe) y acetona (Pa). Considerando esto, en la
Tabla 3, se observa los valores de sensibilidad relativa, que se obtuvo en el
analisis para determinar cuales de los diferentes parametros requieren ser

estimados con mayor precision. En funcién de estos resultados, se consideré
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los valores de sensibilidad alto (mayores de 100) que son los que requieren

mayor modificacién para ajustar el modelo.

Tabla 3. Valores de la sensibilidad de los parametros del Modelo 1.

Valor de Valor de
Parametro Parametro

sensibilidad sensibilidad
0.1195 Kal9 19.3318 Vmax3
0.4210 Km8a 19.5656 Km2
0.4265 Km8b 19.6006 Km14
0.4273 Vmax8 19.7886 Vmax2
2.0043 Kiil9 20.1725 Vmax14
2.6809 Km7 23.8620 Km6
2.7113 Vmax7/ 23.9191 Vmax6
7.8614 Kmil5a 33.6930 Km17
8.0727 Kmll 56.6944 Kisl
8.0776 Vmax11 60.2006 Km18
9.1309 Kal7 66.8878 Km19
9.7457 Km9 73.1815 Vmax17
9.7492 Vmax9 74.3681 Vmax18
10.5217 Km16 84.3440 Kiil2
10.5954 Vmax16 84.5938 Vmax19
11.9586 Km15b 165.3950 Kmil
11.9942 Vmax15 303.1460 Vmax1l
12.9064 Km4 342.4520 Km10
12.9720 Vmax4 348.8310 Vmax10
15.1863 Kmb5 351.5950 Km12
15.2642 Vmax5 355.9580 Vmax12
16.0836 Kiil 403.6630 K13
19.2596 Km3

En la Tabla 4, se muestran los parametros mas influyentes en las variables de
estado, y por tanto, sus parametros son los valores que deben conocerse con
mayor precision. En primer lugar, estan los relacionados con la biomasa dado
que las mayorias de las variables de estados, depende de dicha concentracion.
Adicionalmente, la biomasa se ve afectada significativamente por la ecuacion
ro, y ademas por la concentracion del sustrato y del butanol, asi como estas
mismas dependan también de la concentraciéon de biomasa, por lo que estan
entrelazadas en el calculo de ajuste. Adicionalmente, la concentracion de
butanol afecta a la mayoria de las concentraciones a calcular, y esta se ve muy
influenciado por la variaciéon de la concentracion del butirato debido a la

segunda fase de la fermentacion ABE (solventogénesis).
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Tabla 4. Parametros mas relevantes del analisis de sensibilidad al Modelo II.

Variables de estado Parametros
Biomasa (X) K13
Km12
Kiil2
Vmax12
Sustrato (S) Kml
Vmax1l
Butanol Km19
Vmax19
Butirato Km17
Km18
Vmax17
Vmax18
ACO0A Km10
Vmax10

En la Grafica 8, se observa la variacion de las concentraciones de las variables
mas importantes a estudiar (sustrato y los productos ABE) al modificar la los
parametros que dependen de la biomasa (K13, Km12, Kiil2, Vmax12),. Si se
aumenta la concentracion de la biomasa, cambia el comportamiento del
sustrato disminuyendo, y los productos como el butanol aumentan en

concentracion.

El mismo analisis se realiz0 variando parametros que afectan a la
concentracion del sustrato solamente (ver Grafica 9), Km1l o Vmax1, lo cual
afecta la concentracion de la biomasa disminuyendo (si se aumenta el sustrato)

y la concentracion de los productos, como el butanol, también disminuyen.

Por tanto, debido a este analisis, se tiene que la concentracion de la biomasa
es inversamente proporcional a la concentracion del sustrato y directamente
proporcional a los productos. Y del mismo modo, la concentracion del sustrato
es inversamente proporcional tanto a la biomasa como a la concentracién de

los productos.
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Grafica 8. Sensibilidad de algunas variables de estado respecto a modificaciones de la
biomasa en el Modelo II.
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Gréfica 9. Sensibilidad de algunas variables de estado respecto a modificaciones del sustrato
en el Modelo II.

Se realizaron varias optimizaciones y ajuste para llegar al mejor ajuste posible

de los parametros. Para ello, inicialmente se realizaron pruebas individuales

por pardmetros para ir ajustando los valores uno a uno, dado la complejidad del



calculo para el programa, dado que se tardaba mucho tiempo en dar respuesta

o daba error a nivel matematico por el rango de calculo.

Finalmente, haber justado por separado los parametros de las variables mas
representativos (sustrato, biomas y butanol), hizo posible poder ajustar en
conjunto los diferentes parametros del Modelo Il. En dicho calculo, el ajuste se
hizo para que estimara todos los parametros del modelo considerando
minimizar los errores (funcién objetivo, Jcosto) de las variables de estado:

biomasa, sustrato, butanol, etanol, acetona, butirato, acetato y lactato.

A continuacion se muestra en la Tabla 5 los diferentes valores que se
estimaron de los parametros del Modelo Il obtenido con los calculos realizados
con Ecosimpro y los datos experimentales de la glucosa a 80 g/l de
concentracion inicial. En dicha tabla se observa las velocidades maximas de las

reacciones involucradas, ademas de las constantes de metabolismo de cada

reaccion cinética.

Tabla 5. Resultado de las estimaciones de los parametros del Modelo .

Velocidades méaximas de las reacciones Constantes del metabolismo de cada
(h™) reaccion cinética (g/L)
Vmax1=0.623 K13=0.0912
Vmax2=40 Km1=0.9
Vmax3=120 Kis1=480
Vmax4=9 Kiil=4.7
Vmax5=9.7 Kii12=16.7
Vmax6=180 Kii19=40
Vmax7=0.3 Kal7=2.2
Vmax8=69.4 Kal19=0.01
Vmax9=26.5 Km2=10
Vmax10=20 Km3=26.5
Vmax11=7.45 Km4=177
Vmax12=0.1489 Km5=0.7
Vmax14=10 Km6=1.5
Vmax15=100 Km7=50
Vmax16=29.193 Km9=51
Vmax17=60.345 Km10=3.2235
Vmax18=75 Km11=30
Vmax19=9.8309 Km12=0.001
Km14=5.2
Km16=0.0004
Km17=4.9
Km18=6.5
Km19=4.5
Km8a=0.03
Km8b=1
Km15a=0.8837
Km15b=55
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En la Gréfica 10 se observa los resultados de las diferentes variables de estado
(linea roja): biomasa, sustrato, butanol, etanol, acetona, etc.; calculados con los
parametros finales del Modelo Il, y comparados con el comportamiento de los

datos experimentales (linea azul).

En dichas graficas se observa que se requiere mayor ajuste en el calculo del
sustrato y/o de la biomasa dado la diferencia existente entre el calculado y el
gue genera los datos experimentales. Sin embargo, se considera como el mejor
ajuste debido a la variabilidad de los datos experimentales de la biomasa, que
hizo complejo el mejor ajuste de los parametros. Adicionalmente, el resultado
que arroja el modelo para el calculo de los productos, tiene una diferencia muy

baja al momento de estimar el resultado.

(a) Biomasa (X) (b) Sustrato (S)
-t 1 -k 1 !
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(c) Acetona (Pe) (d) Etanol (e) Butanol

Grafica 10. Comparacion de las concentraciones calculadas con los parametros estimados del
Modelo Il a una concentracion inicial de 80 g/L de Glucosa (c. acetobutylicum) y los datos
experimentales a la misma concentracion.
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CAPITULO IV. VALIDACION DE LOS RESULTADOS

En el presente capitulo se describe la validacion que se realizé a las
estimaciones de los parametros, resultante de la optimizaciéon de los datos

experimentales con el Modelo Il.

Debido a que se estimaron los parametros del Modelo IlI, con los datos
experimentales de la glucosa a 80 g/L y utilizando como bacteria el c.
acetobutylicum, de trato de validar los parametros con otros resultados de
datos experimentales obtenido con el mismo sustrato (glucosa) y la misma
concentracion inicial. Pero los datos suministrados para esté TFM, son un
resultado experimental por cada concentracion inicial de sustrato: 80, 60 y 30
g/L con glucosa, respectivamente. Por tanto, se validé los parametros
estimados con los datos experimentales donde varia solo la concentracion

inicial de sustrato: 30 g/L y 60 g/L.

A continuacion, en la Tabla 6 se presenta los resultados obtenidos al calcular
las diferentes variables con el Modelo Il, las diferencias existentes entre los
valores calculados y los resultados experimentales (Jcosto individuales y

general), para cada concentracion inicial de sustrato.

Tabla 6. Resultado de las diferentes funciones objetivo (Jcosto) de las variables calculadas
respecto a los datos experimentales, utilizando para ello el Modelo Il con los parametros

estimados.
J costo de las diferentes Concentraciones iniciales de glucosa (Si) (g/L)

variables 30 60 80
Sustrato (S) 0.11 0.29 0.65
Biomasa (X) 0.86 0.07 111
Acetona(producto, Pa) 4.90 0.28 0.52
Etanol (producto, Pe) 4.08 0.68 0.63
Butanol (producto, Pb) 3.74 0.13 1.36
J costo general 17.25 12.51 4.27

En dicha tabla, existe poca diferencia en la estimacion del valor de las
concentraciones para la concentracion inicial de 80 g/L en glucosa, y es debido
a los datos experimentales con que se estimo los parametros del Modelo II. En

donde se aprecia una diferencia bastante alta es en el calculo de la
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concentracion de los productos para una concentracion inicial de sustrato de 30

g/L (Jcosto general=17,25).

Mediante la introduccion de inhibicidn por sustrato, la inhibicién del producto de
butanol, la activacién de butirato y teniendo en cuenta el cese de reacciones
metabdlicas en el caso de insuficiencia de energia después de agotamiento de
la glucosa, el Modelo Il un resultado de Jcosto general (minimo error) es de 4-

12, entre los datos experimentales y los calculados en el simulador.

A continuacion se muestra en la Grafica 11, como se observa la diferencia
existente entre las concentraciones de las distintas variables calculadas con el
modelo Il (linea azul) y los datos experimentales (linea roja), para una
concentracion inicial de glucosa a 30 g/L.
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Grafica 11. Comparacion de las concentraciones calculadas con los parametros estimados del
Modelo Il a una concentracion inicial de 30 g/L de Glucosa (c. acetobutylicum) y los datos
experimentales a la misma concentracion.

Se observa, notablemente la diferencia existente en la grafica de los productos:
butanol, etanol y acetona, que de alguna manera se ve influenciado porque la
biomasa se estd calculando con un comportamiento distinto al arrojado

experimentalmente.
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En la grafica siguiente (Grafica 12), donde se aprecia los resultados de calculo
utilizando como concentracién inicial de sustrato de 60 g/L, se observa que el
resultado experimental es diferente (linea azul) en comparacion al caso anterior
(sustrato inicial de 30 g/L), y no existe mucha diferencia en el calculo de la
concentracion de biomasa, pero si para la concentracion del sustrato, que
igualmente tienen influencia en el calculo de las concentraciones de los

productos.
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Grafica 12. Comparacion de las concentraciones calculadas con los parametros estimados del
Modelo Il a una concentracion inicial de 60 g/L de Glucosa (c. acetobutylicum) y los datos
experimentales a la misma concentracion.

Debido a los resultados obtenidos se debe considerar validar a futuro, mejor los
parametros estimados con datos experimentales con la misma concentracion
inicial de glucosa con la que se realizaron los célculos de optimizacion de los
parametros del Modelo Il. Sin embargo, los resultados obtenidos con el Modelo
Il de las diferentes concentraciones de los productos se consideran aceptables
dentro del rango de exactitud con los resultados de las concentraciones de los
productos calculados con los datos experimentales.
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CAPITULO V. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE
BUTANOL

A continuacion, en este capitulo se describe la optimizacion que se realizé para
mejorar la produccion de butanol en la fermentacion ABE para el sistema

planteado en este trabajo.

Para realizar este calculo se determind como funcién de costo o funcion
objetivo el calculo de la concentracion de butanol (Pb) al final del batch, y se
utilizé como modelo matematico, el Modelo Il con los parametros estimados tal
como se describié en capitulos anteriores. En la Tabla 7, se observa como la
concentracion de Pb obtenida es igual para los casos de 60 o 80 g/L de

glucosa inicial, y en el caso de 30 g/L la concentracion es menor.

Tabla 7. Resultado de la optimizacién de la concentracion final de butanol (Pb) para diferentes
concentraciones iniciales de sustrato (Si).

Concentracion inicial
_ 30 60 80
de sustrato, Si (g/L)
Concentracion de
11,77 16.35 16,38
butanol, Pb (g/L)

En funciébn de estos resultados, el mejor sistema para obtener un mayor
rendimiento de butanol (16 g/L) es con una concentracion inicial de glucosa del
60 g/L. Sin embargo, debido a la diferencia existente en obtener entre 11 g/L a
16 g/L de butanol, respecto a la concentracion inicial, se recomienda manejar
una concentracion inicial de 30 g/L de glucosa por el bajo consumo de sustrato,
para una concentracion final similar si se manejara inicialmente 60 u 80 g/L de
glucosa, sin contar el hecho que se ahorra en tiempo, debido a que el proceso
culmina mas rgpido que con mayor cantidad de concentracion inicial de

sustrato.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

En base a los objetivos planteados en el presente trabajo final de master (TFM), se
presentan las conclusiones més resaltantes, en la produccion de butanol de la

fermentacién ABE:

1. El modelo matematico del sistema por via macromolecular (Modelo 1), no
representa el modelado del sistema de fermentacion ABE, porque no
considera la inhibicion del sustrato en la concentracion de los productos, ni
tampoco la inhibicibn que produce la concentracibn de butanol en el
sistema.

2. El modelo matematico por la via metabdlica (Modelo II) propuesto, modela
el comportamiento dinamico de la fermentacion ABE del sistema propuesto.

3. El modelado de las rutas metabdlicas (Modelo 1) es util para el analisis del
sistema y la optimizacion de los procesos de fermentacion.

4. El Modelo Il, esta sujeto a ser usado para experimentos fermentativo ABE
gue maneje como bacteria el c. acetobutylicum y como sustrato la glucosa.

5. Las estimaciones de los parametros del Modelo Il ajustados al sistema
propuesto de Fermentacion ABE, son los que se presentan en la tabla 5.

6. Mediante la introduccion de inhibicion por sustrato, la inhibicion del producto
de butanol, la activacion de butirato y teniendo en cuenta el cese de
reacciones metabolicas en el caso de insuficiencia de energia después de
agotamiento de la glucosa, el Modelo Il presenta un resultado de Jcosto
general entre 4-12.

7. La mejor optimizacion de la concentracién de butanol que se puede obtener

es de 16 g/L para 60 g/L de concentracion inicial de glucosa.
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CAPITULO VII. ANEXOS

Anexo 1.

USE HATH

COMPONENT modelolnicial
Glucosa 80 g.

5im82.79 Sustrato & la encrada (g/L)"

biomasa & la eantrada(g/L}"

acetona(products) & la entrada(g/li”

BERL Mumax = 0.1864 "Velucidad de crecimiento méxima para la C. acetobutylicum
=Constante cinética de velocidad te ©
"Velocidad eapeeifica de muerce (h-1)"

g/Lr=

ae soleen laa experimencales soms partida

imiento de Gramos de bicmasa / gramos de sustrato (g/9)"
nte de Gramos de acetona / gramos de biocmasa (gf

ar butans / gramos de hiomasa (g/g)"
REAL Ypxe=0.09 “Hendimiento de etanol / gramos de biomasa (9/g}"

REAL timemusstra[15]={0,&,30,74,28,44, 48,53, 69,732,080, 96, 140,164,300}

experimencal del suscrate en gL
tabla Sexp ={{ 0,6,20,24,28,44,48,53,69,72,80,96,140,164}, ( 82.79,81.89,77.86,77.87,76.78, 64
experimantal de ls Dicmass en

cabla_Xexp ={{ 0,6,20,24,28,44,18,53,63,72,80,96,140,164], { 0.36,0.38,0.57,0.66,0.71,
experimental de los productos en g/L

zabla_Pacxp ={[ 0,6,20,24,28,44, 48,52, 69,72,80,96,140, 164}, { ©.00,0.00,0.00,0.48,1.12
cabla_Peexp ={{ 0,630,324, 78, 44,48
table_Pbexp =i{ 0,6,20,24,20,94.%8

2.20.3
3,69,72,80,096,140,164}, { ©.00,0.00,8.00,0.00,0.00,0.5%,0

3, 69,72,00, 96,140,168}, { 0.00,0.00,1,%9,2.96,3.78,6.09,8

iente gue activa la funcid
REAL coefis] =1

n de coste

Sustrato a la salida (g/L}"
biomass & la salide [g/L)"
ane a 1a =alida (g/
"Concentracidén de etancl a la salida (g/L)"
“Copcentracién de butancl & la salids (g/L1™
e 4 de

eeimie tele

Dataa para mizaciér

DISCR REAL Joosto "Funcion de coato g ral para la optimizacidn®

DISCR REAL JSexp "Funcién de costo del 1 paza la cptimizaciéa”
THexp "Funzién de coato de la bicmaza exp eprimizacidn®

DISCR REAL JPaexu "Funcion de costo del vara la ocotimi

DISCR REAL JPeexgp - e coste del

DISCR REAL JPbexp "Funcién de costo del

INTEZER k
BOCLEAN sample

---Datos ssperimentales
REAL Sexp
REAL Xexp
REAL Paexp
REAL Prexp
REAL Ebexp
INIT

SmG1

Sustrato & la salids (g/

A=K
Pa=Fia 4 & la =aliga (g/L}"
Fe=Pie ecanol & la salida (g/L1"
Bb=Fib butancl a la salida (g/L}"
=1

Jessea = 0
sample = TRUE

DISCRETE
WHEH [sample == TRUE}  THEN
Subrotales del indice de coace
JBege 4= coeffL1600S - Segelisod
arexp = coef[2]7IX - Xexp))="2
JPacxp  += cocf[3]*{[Pa - Pacxp}}**2?
JPeexp Seef(4]%((Fe - Pesup}}*2
JPbexp  += coef[51%((Fb - Foexpl)e+2

--- Indice de coste general
Jeoato = JSexp + Jewp + JPaexp + JPeexp + JPbexp
sample = FALSE
sample = TRUE AFTER (timemuestralk+l]-timemuestra(k])
= ksl
END WHEN

CONTTHDOUS
--- Modelo cimetice
Mu=Humax*S/ (X*Hm+5)

=--Ecancl
Pet

Dates experimencales, Tablas
Sexp = linearInterplDitabla_Sexp, TIME}
Xexp = linearinterplD(tabla_Xexp, TIME}
Parxp = linearIncerplD{vabla_Parxp, TIHE)
Peexp = linearInterplDitabla Peexp, TIME)
Foexp = linearInterplDitable_Fbexp, TIME)

Figura 11. Imagen del cédigo utilizado en Ecosimpro para optimizar el proceso con el modelo
matematico por la via macromolecular.
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Anexo 2

USE HATH
COMPONENT ModeloCinetico

DATA

---Glucoss,

. B0 g/L

--Datos iniciales
Sustrats a la encrada (g

L Wis0_ 98 bicmass & la entrada(g/L)"
Fia=0 ceton: & en!
L Pib=0 Bucanal (produssa) a la en
Pie=0 etanul (productol & la entradaig/L)"
Lactatoi=o lactate & la entrade(g/L)”
=0 acecate a la entrada(g/L)"
=0 butirato a la entrada(g/L)*™

nstant del modelo c.
‘elocidades de reaccién méximas

L Vmael=1.1908 "yelopidad de reacoién mAwima de rl (Rel)n
VmaxZ=40 "velocidad de reaccion méxina de r2 (h-1)"

VmaxI=120 =welocidad de reaccién méxima de 3

L Vmaxd=0 meele

Vmaxi=H, T =velocidad de reacciin mAxima de £

L Vmae6=180 "yelopidad de reacoién mAwima de ré

VmaxT=J.3 "velocidad de reaccion méxina de 7

Vmaxg=19 =welocidad de reaccién méxima de ¥

I Vmawd=2E.5 "yelomidad de reacoién mAwima de rd

dad de seaceidn mAxima de 4

REAL Vmaxl1Q=20

REAL Vmaxll=10.6817 "velocidad de reaccion maxima de zll (h-1)"
REAL Vmax1i=10.9564 “velocided de reaccién méxima de [k -
MEAL Vemax14=10 "yelosidad de reassion mazima de "
BEAL Vmax1i=go =velocidad de reaccifn mixima de rld (A-1)"
TEAL Vmamle=g "velosidad de reasesifn miwima de T16 ()
REARL Vmaxl7=35 "velocidad de reaccidn maxima de z17 (h=1)"
HEAL Vmax10=100 =velocidad de reaccifn mixima de 1@ [ "
TEAL Vmax1%=0.5335 "velosidad de reaseifn miwima de w19 () "

--Constantes del metabolismo &n cada reacién cinetica

K
F

BREAL K13=0.1 de velocidad de én en rid (h-1}"

REAL Kmis=51.3368 del metabolisme de £l (g/L}"

REAL Hisle11l0 =Comstante de inhibicién por el sustrato en g

REAL Kiil=30 "Conacance de inhibicidn por inhibidor en rl (g/L)"
BEARL Fiil2=12 “Constante de inhibicidén por inhibidor en rld (g/L)"
REAL Hiilyelg “Comstante de inhibicién por inhibidor en Tl (g/L)1"
REAL Eal7=2.2 "Conacance de activacisn para el accivador en r17 {g/L)"

BEAL Fal®=g “Constante de activaci iy g/l

REAL KmI=10 " racidn del
HEAL Hmimg.5 =concentracién del
REAL Hmdi=177 "soneentracién del
RERL Fm5=0.7 Tooncentracidn del
HEAL Hmb=l.% =concentracién del
REAL HmT=50 masnmenTEAniAn del
BEAL Fmy=351 "eoncentracidn del metabolismo
REAL =1 1 2
REAL Fmll=18.8458 "concentracidn del metabolismo
FEAL Hmiz=l.2% "concentracién del metabolismo
REAL Hmld=8.2 nannae eién del metabolismo
REAL Hmlé=12.6 in del metabolism:
REAL Fml7=4.9 "concentracidn del metabolismo
FEAL Hmlf=g.1 "concentracién del metabolismo
REAL Fmla=7 nennae ei4n el metabolismo
EEAL ¥mia=i0 "concentracién del metabolismo
REAL Hmdb=T0 neonoencracién del metabolisme de rE B (g/TAN
REAL FmlSa=15 "concentracidn del metabolismo de iS5 A (g/L)"
FEAL HmilSpes0 "concentracién del metabolismo de ri% B (g/L)"

DATOS EXPERTMENTALES
BEAL cimemuestra[15]={0,§,20,24,28,44,48,53, 69,72,80, 96,140,164, 200}

dacoa experimental del sustraco en g/L
TADLE_iD tabla_Sexp =i{ ©,%,20,2%,20,44,90,53
REAL Promedio_Sexp=55.42

TeBT TR TH, 65,60, 5998, 57

§,72,00,96,140,164F, 1 U2.79,01.09,77.06,

~datos experimental de la bicmass en g/L
B cabla Xexp =00 0,6,20,24,28, 14,45

53,65,72,80,96,140,164), [ 0

,0.57,0.66,0.71,1.12,1.88,1.85,1.86,1.

TABLE_ID tabla_Peexp ={{ 0,§,30,24,38, 44, 48,53, 69,72, 80, 96,140,164}, { 0.09,0.00,0.00,0.00,0.00,0.53,0.68,0.61,0.78,¢
REAL Premadio_Peexp=d.S

TABLE 1D tabla Poexp ={{ 0,6,20,24,28,44,48,53,68,72,80,96,140,164}, { 0.00,0.00,1.59,2.36,3.78,6.89,8.35,59.60,12.04
REAL Premedio_Fbexps?.o6

TABLE 1D tabla LactatoEd® ={{ 0.6,20,324,28, 44,458, 53, 69, 72,00, 96,140,164}, { 0.00,0.00,0.00,0.00,0.37,0.46,0.56,0.56,1
REAL Promedic_LaccaveEXP=d.14

TABLE 1D tabla RcetatolXP ={{ 0.6,20,24,29,94, 459,53, 69, 72,80, 96,140,164}, {0.00,0.00,1.20,1.95,1.27,0.57,0.59,0.57,0
REAL Promedic_RectatcEXP=0. 64

TABLE_1D vabla_BucirateEXP =({ 0,6,20,24,28,44,498,53,6%,72,80,9€,140,164), [0.00,0.59,2.69,1.32,0.47,0.00,0.00,0.00,¢
BEAL Frumedio ButiratoEXP=3.36

1 de coate en la opt

DECLS
WEAL 5 "Coneencrasién de Sustrato a la salida (giL)"
BEAL oncantracién de biomasa & la salida (g/Ly"

%
REAL Pa "Coneencracifn de acetona a la salida (gfLI"

Fe "Concentraciin de etancl a la salida (g/L}"
"Concentracisn de butanol & la salida (giL)"
del Aeidn lascies a la salida [g/L)"
cncentracién del 4cido acético a la salida (g/L)™

Figura 12. Imagen del cadigo utilizado en Ecosimpro para optimizar el proceso con el modelo
matematico por la via metabdlica.
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. Butirate

Acide butirice a la salida [g/L)"

GIE -c in de £ de gliceraldehids (g/L)=~
FEP "concentracidn de é-foafaco de fruccosa (g/L)"
Pizuvato =Cal tracién de piruvato (g/L}"

=Cencentracidn de la acetil-Cod (4
Butiril-CoA reductass (/L) "
acetoacetil-Coh (g/L)™
"sencentracién acetsaserate (9/L)0

reacciin

del suscrate experimencal para la oprimizacién®
de la biomasa experimental para la optimizacion”
1 paza la cptimizacida”

.al paca lao optimizaci

Jrsexp
reewgp
JFEexp
JLaseateEXR
ThceratcEXR

sducte-rtanal exper

F
producto-] 1 1 para la aptimiza
rxperimental para la oprimizacidne

experimental para la optimizacidn'

JButiTatoEXE pars 1a optimizacién®
INTEGER I
BUOLERN  sample
"Factor de in de mecanisme de encendidc-spagado [adimi®
1l a la salida (g/L)"
tancl & la salide | -
--Valsres inicisles pars ls cptimiza
Jooste = 0
semple =
DISCRETE
WHEN (sample == TRUE) THEN
= Sexp)/Promedio_Sexp) "z
Xexp) /Promedio_Xexp) *+2
coef[3)*({Pa - Paexp)/Promedic Paexp) “*2
= coef[4]"((Pe - Peexp)/Fromedic_Peexp) "2
+= poef[5]*((Fb - Fhexp)/Promedic Pbexp) +=2
4= goef[€]*((Lactato - LactatcEXE)/ LactatoEXE) #+2
+= coef[T1=( - XE XE) "2

4= goef[8]*({Butirate - ButizateEXP)/Premedis ButirateEXP)«s?

=== Indice de coste general
Jeoste = Jxexps JEbexp + JPaexp + JPesxp

--- Ecuacicnes ©

==rl=Vmax1l*X*3*F/ (Kml+.
T1=Vmax1 XTS5 ES (Hml” {145/H191) +57 [1+PD/H111} }

r=Vmax2"EFEEFTXNES (HmIsFEF)
rI=Vmax3I*GIP-X+F/ (Xm3+GIF)
r4=Vmaxd*Lactato*X*F/ (Emi+Lactata)
ri=VmaxiTPiruvato " TES (MmisFiruvato)
6=Vmaxf*Piruvato*X+F/ [KmE+Pizuvate)
TTeVmax7"ACetatoTX E/ (Hmi+Acetatol

(17 (14 (EmBa/ae PRI (Leg
r9=Vmax3*ACoR*X*F/ (Fm8+ACoh)
T10=Vmaxl0*ACcA~X/ (Hmll+RACoA}
F11Vnax1l ACCRAKF/ (Fmll+ACal)
T1i=Vmax1ZTACCATN/ (Hm1Z= (1+Fb/H1112) +ACOA" (1+FD/H1112) }
F1I=HHIS
Tl4=Vnaxld TAACOATKTES (Kml94RACOR)
TlE=VmaxlEe (1) (le (¥mlfaBucizatel )=
r16=Vmaxl€*AA*X/ (KmlE«Ah)
- =Vmaxl7eButizatoTX E/ (Eml7+Butizate)
r17=Vmax17+Burirare*X+F/ (Km17+ (1+Kal7/Burirars) +Burirars)

(14 (HmIEB/ARCEA) ) =X

r18=Vmaxl8+BCoR*A*F/ (Am18+BCoR)

Figura 12. Imagen del cédigo utilizado en Ecosimpro para optimizar el proceso con el modelo

matematico por la via metabdlica (continuacion).
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Xald/Buciraco) +BCoA® (1+FB/K1119))

IF (5 <= 1) 0

Figura 12. Imagen del cadigo utilizado en Ecosimpro para optimizar el proceso con el modelo

matematico por la via metabdlica (continuacion).
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