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RESUMEN

Titulo: Optimizacion estequiométrica tedrica y modelado cinético de la produccion de n-butanol por
fermentacion de la glucosa utilizando Clostridium acetobutylicum ATCC 824.

Autor: José Andrés Pérez Mendoza.”

Palabras claves: Clostridium acetobutylicum ATCC 824, n-butanol, modelo estequiométrico
tedrico, optimizacién, modelo cinético estructurado.

Resumen: En el presente trabajo de investigaciéon se utilizé la ruta metabdlica de Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 para la optimizacion tedrica de la produccién de n-butanol y se
emplearon datos a escala de laboratorio de la fermentacion de la glucosa utilizando C.
acetobutylicum ATCC 824; para calibrar un modelo cinético estructurado de la produccion de n-
butanol.

Se plantearon y solucionaron tres modelos estequiométricos tedéricos denominados: modelo
simplificado, generalizado y subespaciado. Los modelos se construyeron con base en el balance
de masa de carbono, el balance de electrones, la funcién objetivo, restricciones bioquimicas,
termodinamicas y/o cinéticas de la ruta metabdlica y la ecuacién de biosintesis de biomasa de C.
acetobutylicum.

GAMS y NEOS fueron los software utilizados para la optimizacion de los modelos
estequiométricos. Los modelos simplificado y generalizado convergieron a la solucién frivial de n-
butanol y no proporcionaron informacién sobre la dinamica metabdlica de los productos
extracelulares. El modelo subespaciado inicialmente optimizé la acidogénesis, limitando la solucién
a cuatro estados termodinamicos (subespacios). La integracion de los subespacios a la
solventogénesis determind que no todos fueron factibles para alcanzar un maximo teérico de n-
butanol.

Los modelos subespaciados son pioneros y Unicos en su especie para la optimizacién tedrica de n-
butanol sin ignorar la complejidad del metabolismo de C. acetobutylicum. Ademas poseen la
capacidad predecir y explicar observables de las cepas productoras de n-butanol.

Finalmente, se realizaron pruebas en modo de operacion Batch. En donde se fermentd la glucosa
utilizando C. acetobutylicum ATCC 824 bajo dos escenarios: uno sin control de pH y otro a pH 5.0
constante. En el primero se alcanz6 un mayor rendimiento de n-butanol y en el segundo una mayor
concentracion y productividad volumétrica de n-butanol. Estos datos experimentales fueron
ajustados a un modelo cinético estructurado, obteniéndose buenos niveles de precision en la
simulacion de la concentracion de n-butanol.

*

Trabajo de Maestria en quimica.
**  Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: PhD. Daniel Ricardo Molina Velasco.
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ABSTRACT

Tittle: Optimization theoretical stoichiometric and kinetic modeling of n-butanol production by
fermentation of glucose using Clostridium acetobutylicum ATCC 824.

Author: José Andrés Pérez Mendoza.

Keywords: Clostridium acetobutylicum ATCC 824, n-butanol, theoretical stoichiometric model,
optimization, structured kinetic model.

Abstract: In the present study the metabolic pathway of Clostridium acetobutylicum ATCC 824 was
used for theoretical optimization of the production of n-butanol. Data were also used in laboratory
scale fermentation of glucose using C. acetobutylicum ATCC 824; calibrating a kinetic model
structured production of n-butanol.

Were proposed three theoretical stoichiometric models called: simplified model, generalized and
sub-spacing. All models were constructed based on the mass balance of carbon, electron balance,
the objective function, biochemical, thermodynamic and/or kinetic constraints of the metabolic
pathway and biosynthesis of biomass equation of C. acetobutylicum ATCC 824.

GAMS and NEOS software were used for optimization of stoichiometric models. The simplified and
generalized models converged to the trivial solution of n-butanol and did not provide information on
metabolic dynamics of the extracellular products. The sub-spacing models initially were optimized
for the acidogenic stage, limiting the solution to four thermodynamically states (subspaces). The
integration of the subspaces to solventogenic stage determined that not all were feasible to achieve
a theoretical maximum of n-butanol.

The sub-spacing models are pioneers and one of a kind for the theoretical optimization of n-butanol
without ignoring the complexity metabolism of C. acetobutylicum. They also have the ability to
predict and explain observables producing strains of n-butanol.

Finally, tests were performed in batch mode. Where glucose was fermented by C. acetobutylicum
ATCC 824 under two scenarios: one without pH control, and other with at pH 5.0. With the first were
obtained higher yield of n-butanol was reached and the second a higher concentration and
productivity of n-butanol.Experimental data were fitted to a structured kinetic model and achieved
good levels of accuracy in simulating the concentration of n-butanol.

*

Master's degree in Chemistry. .
Faculty of Sciences, School of Chemistry. Director: PhD. Daniel Ricardo Molina Velasco.

*k
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INTRODUCCION

Este trabajo de investigacion de maestria, hace parte del proyecto financiado por
el Ministerio de Agricultura titulado: Aumento de la productividad del cultivo de
la yuca en Santander, su utilizacion como materia prima para la obtencién de
bioetanol y biobutanol y estudio del proceso de transformacion catalitica de
bioetanol a butanol. La propuesta contempla la identificacién y evaluacion de
otras alternativas de aprovechamiento de productos y subproductos en la
produccion de bioetanol; y basandose en las multiples ventajas del uso de butanol
sobre etanol como combustible,’ se consideran dos proyectos: estudiar la
bioproduccién de butanol por procesos de fermentacion utilizando como materia
prima la yuca y evaluar la sintesis catalitica de biobutanol a partir de bioetanol

utilizando hidroxiapatitas.

En la actualidad hay un creciente interés en la investigacion sobre la obtencion de
combustibles a partir de materia prima renovable (maiz, melaza, paja de trigo,
papa, yuca, etc), principalmente por dos razones: la variabilidad de los precios y
los efectos negativos sobre el ambiente de los combustibles fésiles. Por lo tanto,
se han promovido y utilizado el etanol y el n-butanol como aditivos en
combustibles fésiles con la finalidad de reducir las emisiones de contaminantes a

la atmosfera.’??

Durante la primera mitad del siglo pasado el n-butanol era producido
industrialmente por fermentacion, pero este proceso no pudo competir
econdmicamente y fue reemplazado por la sintesis petroquimica.’® En las ultimas
dos décadas se ha enfocado la investigacion en procesos bioldgicos viables para

la obtencion de n-butanol, debido a su capacidad de ser utilizado directamente en

1 LEE, Sang Yup et al. Biotechnology and Bioengineering. Vol. 101, No. 2. (Octuber 1, 2008): p 209-228.
2 EZEJI, T. C; QURESHI, N and BLASCHEK, H. P. J Ind Microbiol Biotechnol. Vol. 34. (2007): p 771-777.
3 QURESHI, Nasib et al. Biosource Technology. Vol. 99. (2008): p 5915-5922.

16



la gasolina como aditivo."#*°

La produccion de n-butanol por la via fermentativa generalmente presenta
problemas como: alto costo energético en el sistema de purificacion, bajos
rendimientos y bajas concentraciones de n-butanol.? Con el fin de establecer el
limite maximo tedrico del rendimiento de n-butanol, el presente trabajo de
investigacion estudio tedricamente su produccién a partir de la glucosa incluyendo
la complejidad del metabolismo de Clostridium acetobutylicum ATCC 824. Los
resultados tedricos fueron validados con datos de la literatura. Posteriormente se
realizaron pruebas experimentales donde se evalué el comportamiento de la

producciéon de n-butanol a través de un modelo cinético estructurado.

1 LEE, Sang Yup et al. Op. Cit., p. 16.

2 EZEJI, T. C; QURESHI, N and BLASCHEK, H. P. Op. Cit., p. 16.

4 LUTKE-EVERSLOH, Tina and BAHL, Hubert. Current opinion in Biotechnology. (2011): 22. p. 634-647.
5 EZEJI, T. C; QURESHI, N and BLASCHEK, H. P. Journal of Biotechnology. Vol. 115. (2005): p 179-187.
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CAPITULO 1. MARCO DE REFERENCIA

11 GENERALIDADES

Con el propdsito de menguar los problemas causados por los combustibles fosiles
como su agotamiento, la variabilidad de su precio y el impacto ambiental que han
generado sobre el planeta (calentamiento global), se ha incrementado tanto la
investigaciéon como la produccion de biocombustibles como el etanol y el butanol a

partir de materias primas renovables."?3

En la tabla 1 se comparan las propiedades de algunos alcoholes con los de la

gasolina. Se destaca que la n-butanol ofrece caracteristicas superiores al etanol

como combustible. Lee, Park, Jang, Nielsen, Kim y Jung (2008) afirman: “El

butanol tiene caracteristicas similares a la gasolina y puede ser usado

directamente en los motores de combustion sin necesidad de modificacion
» 1

alguna’.” Ademas el n-butanol es empleado como solvente en la fabricacién de

vitaminas, antibiéticos y hormonas.’?

Tabla 1. Propiedades de algunos alcoholes y gasolina como
combustibles
Propiedades de combustibles n-Butanol Gasolina Etanol Metanol

Densidad energética (MJ/L) 29.2 32 19.6 16
Relacioén aire-combustible 11.2 14.6 9.0 6.5

Calor de vaporizacion (MJ/Kg) 0.43 0.36 0.92 1.2
Numeros de octanos de investigacion 96 91-99 129 136
Numeros de octanos de motor 78 81-89 102 104

Tomado de: LEE, Sang Yup; PARK, Jin Hwan; JANG, Seh Hee; NIELSEN, Lars K;
KIM; Jaehyun and JUNG, Kwang S. Fermentative butanol production by Clostridia.
Biotechnology and Bioengineering. Vol. 101, No. 2. (2008): p. 209-228.

1 LEE, Sang Yup et al. Op. Cit., p.16.

2 EZEJI, T. C; QURESHI, N and BLASCHEK, H. P. Op. Cit., p.16.

3 QURESHI, Nasib et al. Op. Cit., p. 16.
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Adicionalmente, cuando el n-butanol es utilizado como biocombustible, ya sea
puro o como aditivo, en la gasolina o el diésel posee otras ventajas significativas
(tabla 2), entre ellas se puede resaltar que el n-butanol puede mezclarse con
gasolina grado estandar o gasolina que contiene etanol debido a su baja presion

de vapor.

Tabla 2. Cuadro comparativo de las ventajas de la n-butanol sobre el

etanol como combustible

Propiedades Butanol Etanol
Solubilidad en agua Baja Higroscopico
Presién de Vapor Baja Alta (se evapora facilmente)
Trasporte En tuberias mezclado No se puede enviar directamente

directamente con la gasolina. por tuberias petroleras.

Reduccién de HC 95%, CO 0.01% y NOx 37% HC 24%, CO 37% y NOx 20%
Emisiones
Corrosion Menos corrosivo Mas corrosivo

Tomado de: Green Biologics Ltda. [En linea, visitado el 10 de octubre 2011]

http://www.greenbiologics.com/biobutanol-fuel.php °

En la produccion biotecnolégica de n-butanol a partir de materias primas
renovables se han empleado microorganismos del género Clostridium, de las
especies: acetobutylicum, beijerinckii, saccharaperbutylacetonicum y
saccharobutylicum. Estas bacterias generalmente son: gram positivas,
estrictamente anaerobias, su crecimiento se favorece a pH ligeramente acidos y a
una temperatura de 37°C. Pueden metabolizar una gran variedad de sustratos
como monosacaridos (principalmente glucosa) y polisacaridos que son convertidos

en acetona, n-butanol y etanol.™*

6 Green Biologics Ltda. [En linea, visitado el 10 de octubre 2011] http://www.greenbiologics.com/biobutanol-fuel.php
1 LEE, Sang Yup et al. Op. Cit., p. 16.
4 LUTKE-EVERSLOH, Tina and BAHL, Hubert. Op. Cit., p. 17.
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1.2 BIOQUIMICA Y METABOLISMO DE Clostridium acetobutylicum

De las bacterias productoras de n-butanol, Clostridium acetobutylicum ha sido la
mas estudiada hasta la actualidad.” La ruta metabdlica elucidada para la
produccion de acetona, n-butanol y etanol (ABE) a partir de glucosa esta

representada en la figura *.2°

La formacion de ABE por fermentacion de la glucosa en cultivos batch o
discontinuos utilizando bacterias del género Clostridium se caracteriza por ser
bifasica. Esta consiste en una fase llamada acidogénesis (color rojo figura 1) y

otra solventogénesis (color azul figura 1)."7

Acidogénesis: en esta fase las células crecen exponencialmente, la glucosa o
fuente de carbono se metaboliza para formar hidrégeno, diéxido de carbono v,
acidos acético, butirico y lactico. Como consecuencia de la produccién de los

acidos se libera ATP y disminuye el pH del cultivo celular.""®

Solventogénesis: inicia al término del crecimiento exponencial y continla hasta
la fase de crecimiento estacionario. El acido acético y butirico son reasimilados en
paralelo al consumo de glucosa para finalmente formar los solventes ABE. En este
punto la produccién neta de acidos cesa y como resultado de la reasimilacion de
los 4cidos se presenta un leve incremento en el pH del cultivo celular.”"*®

En general, el cambio de la acidogénesis a la solventogénesis es un mecanismo
de regulacion y control metabdlico, que se entiende como un proceso de
desintoxicaciéon celular debido a las altas concentraciones de acetato y

butirato.”12 A su vez estos acidos son empleados como cosustratos para la

7 DURRE, Peter. Annals of the New York Academy of Sciences. 1125. (2008): p. 353-362.

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Biotechnology and Bioengineering. Vol. XXVI. (1984): p. 174-187.

9 JONES, David T and WOODS David R. Microbiological Reviews. Vol 50. No 4. (1986): p 484-524.

1 LEE, Sang Yup et al. Op. Cit., p. 16.

7 DURRE, Peter. Op. Cit., p. 19.

10 GHESHLAGHI, R et al. Biotechnology Advances. Vol. 27 (2009): p. 764—781.

11 COSTA, JM. Proc Ann Biochem Eng Symp 11. (1981): p. 83-90. Citado por HARTMANIS, Maris G N; KLASON, Tomas y
GATENBECK. Appl Microbiol Biotechnol. Vol 20. (1984): p. 66-71.
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E,13'14

produccion de los solventes AB que son menos toxicos y por lo tanto estas

condiciones son mas favorables para la célula.

Figura1. Ruta metabdlica Clostridium acetobutylicum ATCC 824
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Adaptado de: GHESHLAGHI, R; SCHARER, J. M; MOO-YOUNG, M and CHOU,
C.P. Metabolic pathways of clostridia for producing butanol. Biotechnology
Advances. Vol. 27. (2009): p. 764-781."°

12 HERRERO, A. et al. Appl. Microbiol. Biotechnol. Vol 22. (1985): p. 53-62. Citado por WIESENBORN, Dennis P;
RUDOLPH, Frederick B and PAPOUTSAKISI, Eleftherios T. Applied and environmental microbiology. (1989): p. 323-329.

13 KELL, DB. et al. Biochem Biophys Res Commun. Vol. 99 (1973): p. 81-8. Citado por: GHESHLAGHI, R et al.
Biotechnology Advances. Vol. 27 (2009): p. 764—-781

14 FOND, O et al. Appl Microbiol Biotechnol. Vol. 22 (1985): p. 195-200. Citado por: GHESHLAGHI, R et al. Biotechnology
Advances. Vol. 27 (2009): p. 764—781.

10 GHESHLAGHI, R et al. Biotechnology Advances. Vol. 27 (2009): p. 764—781.
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La transicion de la acidogénesis a la solventogénesis esta inducida por varios
factores fisioldgicos interrelacionados de los cuales se pueden destacar: la fuente
de carbono (glucosa), la concentracion de acido acético y butirico, la disminucion
del pH, la regulacién de la produccion de hidrégeno, etc.”'®' La célula
inicialmente procede a la produccién de los acidos debido a la generacidon maxima
de ATR," con el fin de suministrar la energia necesaria para el crecimiento y las

funciones celulares.

Para entender la fenomenologia de la produccién de ABE se requiere una
descripcion detallada de la ruta metabdlica de C. acetobutylicum (figura 1).
Después de la glucdlisis, el piruvato puede ser convertido a acetil-CoA o lactato
por accion de las enzimas piruvato-ferredoxina oxidorreductasa y lactato
deshidrogenasa respectivamente. Bajo condiciones normales de fermentacion, el
lactato no se produce o su cantidad es insignificante. Algunos autores han
reportado que cuando la hidrogenasa de la produccién de hidrogeno molecular es
inhibida por CO; o el medio esta limitado por hierro™ o sulfato'® se provoca la

formacion de lactato.®

Acetil-CoA, acetoacetil-CoA y butiril-CoA son intermediarios claves en la
produccion de los acidos y solventes (figura 1). Durante la fase acidogénica el
acetato se forma a partir del acetil-CoA y el butirato a partir del butiril-CoA. Las
enzimas fosfotrans-acetilasa y acetato quinasa actuan en la formacion del acetato,
de manera analoga fosfotrans-butirilasa y butirato quinasa proceden en la sintesis

de butirato. Una caracteristica importante y comun a ambas trayectorias es la

15 GRUPE, Helga and GOTTSCHALK, Gehard. Proceedings of the 6th International Symposium on Genetics of Industrial
Microorganisms (GIM 90), vol. Il. Societ Francaise de Microbiologie, Strasbourg, France. (1990): p. 715-729.

16 GRUPE, Helga and GOTTSCHALK , Gehard. Applied and environmental microbiology. Vol. 58. No 12. (1992): p. 3896-
3902.

17 TERRACCIANO, Joseph. and KASHKET, Eva. Applied and environmental microbiology. Vol. 52. No 1. (1986): p. 86-91.
18 BAHL, H. aand GOTTSCHALK G. Biotechnol Bioeng Symp. Vol 14 (1984): p. 215-23. Citado por:GHESHLAGHI, R et al.
Biotechnology Advances. Vol. 27 (2009): p. 764-781.

19 BAHL, H et al. Appl Environ Microbiol. Vol. 52 (1986): p. 169-72. Citado por: GHESHLAGHI, R et al. Biotechnology
Advances. Vol. 27 (2009): p. 764—-781.

9 JONES, David T and WOODS David R. Op. Cit., p. 20.
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generacion de ATP.>%

La formacion de solventes inicia con la reasimilacion del acetato/butirato mediadas
por las enzimas acetoacetil-CoA acetato/butirato CoA-transferasa y va
acompanada implicitamente de la formacion de acetona. Ademas, las actividades
de la fosfotrans acetilasa, la acetato quinasa y la fosfotrans butirulasa disminuyen.
Es decir que la produccion neta de acidos cesa.?’ No todo el butirato reasimilado
ocurre via acetoacetil-CoA butirato CoA-transferasa sino también via fosfotrans-

butirulasa y butirato quinasa sin la concomitante produccion de acetona.?%%2

La CoA-transferasa juega un papel indispensable en la sintesis de acetona y n-
butanol, porque impulsa la regeneracion del acetil-CoA y butiril-CoA. También
produce acetoacetato; reciclando de esta manera el acetato, el butirato y el
acetoacetil-CoA disponibles. La fuerza motriz de la CoA-transferasa es el trabajo
realizado por la acetoacetato descarboxilasa en la sintesis irreversible de acetona,

debido a que esta enzima induce la formacién de acetoacetato.”*?'

Evidentemente, las acetil-CoA y butiril-CoA resultantes de la accién de la CoA-
transferasa son intermediarios decisivos en la formacion de etanol y n-butanol. La
enzima acetaldehido deshidrogenasa actua en la transformacion del acetil-CoA a
acetaldehido, igualmente butiraldehido deshidrogenasa de butiril-CoA a
butiraldehido. La reduccion de acetaldehido a etanol, asimismo que de
butiraldehido a n-butanol, son catalizadas por la etanol deshidrogenasa y butanol

deshidrogenasa respectivamente.” %%’

Las hidrogenasas mencionadas en el parrafo anterior mas la 3-hidroxibutiril-CoA-
deshidrogenasa y la butiril-CoA-deshidrogenasa son NADH y/o NADP(H)

9 JONES, David T and WOODS David R. Op. Cit., p. 20.

20 DESAI, Ruchir P. et al. Metabolic Engineering 1. (1999): p. 206-213.

21 HARTMANIS, Maris G N; KLASON, Tomas y GATENBECK, Sten. Appl Microbiol Biotechnol. Vol 20. (1984): p. 66-71.
22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Journal of Biotechnology. Vol. 71. (1999): p. 191-205.
7 DURRE, Peter. Op. Cit., p. 19.
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dependientes, es decir que la produccion de etanol y n-butanol requieren de poder
reductor. EIl NADH formado en la glucdlisis no es suficiente para satisfacer dicha
demanda. El poder reductor adicional es proporcionado por el acople de las
reacciones de oxidacion reduccion de la ferredoxina, las cuales estan activadas
por la NADH y NADP(H)-ferredoxina oxidorreductasa.??® En vista de la importancia
de la ferredoxina en el metabolismo a continuacién se mencionan los aspectos

mas relevantes en cada una de las reacciones en las que interviene.

La enzima piruvato-ferredoxina oxidorreductasa cataliza la transformacion de la
Coenzima A (CoASH) y el piruvato proveniente de la glucdlisis a acetil-CoAy CO..
En esta reaccidon la ferredoxina pasa de la forma oxidada (OxFd) a la forma
reducida (RdFd).°

La reduccion de la ferredoxina por NADH/NAD(P)H esta ligada a la
NADH/NAD(P)H-ferredoxina oxidorreductasa cuya actividad solo fue significativa
en la acidogénesis.?* Esto puede atribuirse a la obligacion de regenerar el NAD*

9,25

empleado en la oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato™<” y también para prevenir la

acumulacion de NADH, el cual tiene un ciclo catalitico corto en la glucdlisis.

En la solventogénesis predomina la ferredoxina NAD/NAD(P) reductasa dada la
alta demanda de NADH/NAD(P)H en la sintesis de etanol y n-butanol.?* El ciclo de
la ferredoxina finaliza con la produccién de hidrégeno molecular por accién de la
ferredoxina/hidrogenasa.9 Por lo tanto, la ferredoxina juega un papel indispensable

en el transporte y distribucidn de los electrones en el metabolismo celular.

El entendimiento de la bioquimica y el metabolismo para la produccién de n-

butanol son requisitos primordiales en el éxito de la fermentacion. Para alcanzar el

9 JONES, David T and WOODS David R. Op. Cit., p. 20.

23 TASHIRO, Yukihiro. et al. Journal od Bioscience and bioengineering. Vol. 98. No. 4. (2004): p 263-268.

24 VASCONCELQS, Isabel. GIRBAL, Laurence and SOUCAILLE, Philippe. Journal of Bacteriology. Vol. 176. No. 3 (1994):
p. 1443-1450.

25 JUNGERMANN, K. et al. Biochim Biophys Acta (1973): p. 268-80.
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optimo del n-butanol es necesario un profundo conocimiento tedrico de las
enzimas claves en la ruta metabdlica, su actividad, control y regulacién.10 En este
sentido se han desarrollado y utilizado diversas herramientas con el propésito de
optimizar el rendimiento y la productividad del n-butanol. La optimizacion de la
produccion de n-butanol puede clasificarse en dos grandes enfoques

denominados: modelado estequiométrico y modelado cinético.

1.3 MODELADO ESTEQUIOMETRICO DEL METABOLISMO

La representacion matematica del metabolismo celular se denomina modelado

estequiométrico. Esta basado en la estequiometria entre el sustrato (fuente de

carbono), la biomasa, los intermediarios intracelulares y los productos
extracelulares del sistema en estudio. Las relaciones estequiométricas
normalmente se calculan a partir de las rutas metabdlicas, los datos

experimentales y los respectivos balances de masa.?®

La deduccidon del modelo estequiométrico se fundamenta en dos aspectos: el
conocimiento de la ruta metabdlica del microorganismo y la suposicion de estado
pseudoestacionario para los metabolitos intermediarios. En el primero, es
importante definir la estequiometria de las reacciones y toda aquella informacién
relevante sobre estas. En el segundo se ignora el flujo de los metabolitos
intermediarios, basandose en que la dinamica intracelular es mucho mas rapida
que la extracelular. Lo anterior se ha justificado en que se ahorra el desarrollo de
modelos cinéticos y ademas proporciona una herramienta util para el analisis

estructural del metabolismo.?%%’

La descripcion matematica del metabolismo a partir del balance de masa de los

10 GHESHLAGHI, R et al. Op. Cit., p. 20.

26 LLANERAS, Francisco y PICO, Jesus. Journal od Bioscience and Bioengineering. Vol. 105. (2008): p. 1-11.

27 STEPHANOPOULOS , Gregory N; ARISTIDOU , Aristos A. and NIELSEN , Jens. Metabolic Engineering: Principles and
Metadoligies. Academic Press. (1998): p. 25.
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metabolitos intracelulares esta representada por la ecuacion 1.

§=A*r—,u*c Ec. 1
Ot

donde c=(c1,c2,...,cm) es la concentracion de metabolitos intracelulares, r=
(r1,r2,...,rrn) es el flujo de metabolitos intracelulares, uy es la velocidad especifica
de crecimiento y A es una matriz de coeficientes estequiométricos de la ruta
metabdlica de dimensiones mxn (m, metabolitos y n, reacciones). Para cultivos
celulares continuos el término u*c generalmente es mucho menor que el flujo r; o
en cultivos discontinuos bajo la condicion de estado pseudoestacionario la
ecuacion 1 se simplifica hasta la ecuacion 2.
A+r=0 Ec. 2

La ecuacion 2 materializa la capacidad de modelado de la ruta metabdlica y define
el espacio factible de solucion. Diversas metodologias pueden emplearse para la
solucion del modelo estequiométrico, las cuales tienen un propédsito diferente y
especifico.® En la figura 2 se presenta un resumen de las estrategias empleadas

en la solucion y algunas de las aplicaciones del modelado estequiométrico.

A pesar de que los modelos estequiométricos ignoran la dinamica intracelular, la
dinamica extracelular como: el consumo de sustrato y la formaciéon de productos
extracelulares pueden considerarse sobre la misma base conceptual de la
ecuacion 2. De tal manera que bajo ciertas condiciones experimentales bien
establecidas, la solucion del modelo puede orientarse a la optimizacién o

estimacion de las cantidades maximas alcanzables por los productos (figura 2).26

Probablemente la evaluacién de la cantidad maxima tedrica u 6ptimo del producto
(n-butanol) es calculable. Sin embargo, para las cepas productoras de n-butanol

es casi imposible determinar un valor tedrico maximo absoluto, debido a la

26 LLANERAS, Francisco y PICO, Jesus. Op. Cit., p. 25.
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complejidad del metabolismo vy a la variabilidad del medio de cultivo.® Pero, fijadas

ciertas condiciones puede obtenerse un 6ptimo tedrico. Con relacion al modelado

estequiométrico de

la produccion fermentativa de n-butanol

utilizando C.

acetobutylicum se han desarrollado diferentes modelos los cuales se mencionan a

continuacion.

Figura 2.
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9 JONES, David T and WOODS David R. Op. Cit., p. 20.
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El balance de masa de las dos fases (acidogénesis y solventogénesis) en la
fermentacion de la glucosa utilizando C. acetobutylicum puede describirse de la
siguiente manera: la relacion teodrica de acetato/butirato por mol de glucosa
consumida en la acidogénesis fue de 0.667 (0.5 moles de acetato y 0.75 moles de
butirato) con una generacion de 3.25moles de ATP. Teniendo en cuenta
Unicamente la solventogénesis se produjeron 0.65moles de n-butanol.?® La
estimacion tedrica de n-butanol incluyendo ambas fases fue de 0.56moles. En la
tabla 3 se presentan detalladamente los balances de masa tedricos de C.

acetobutylicum.®

Por otro lado una produccién de 0.6moles de acetato, 0.7moles de butirato y
3.30moles de ATP por mol de glucosa consumida fueron calculados teéricamente
en la acidogénesis para C. acetobutylicum® y C. pasteurianum.?® En cambio para
la solventogénesis exclusivamente se formaron 0.6 moles de n-butanol, 0.3 moles

de acetona y 0.1 moles de etanol.*

Una propuesta tedérica para C. acetobutylicum basada en relaciones
estequiométricas fijas entre solventes obtuvieron rendimientos “maximos” de
solventes (Ysg) de 0.386 y 0.399g/g; los cuales en términos de n-butanol
corresponden a Ygg de 0.60 y 0.58mol/mol respectivamente.®® Otros calculos
predijeron rendimientos de solventes entre 0.32 y 0.37g/g para Clostridium

beijirinckii en cultivos continuos de células inmovilizadas.*’

Si en C. acetobutylicum solo se produjera n-butanol y CO; el rendimiento maximo
tedrico o ‘trivial” seria de 1mol de n-butanol por mol de glucosa consumida. Esta
estimacion omite por completo toda actividad metabdlica natural del

microorganismo. Es por ello que el modelado estequiométrico se ha enfocado mas

28 ROGERS, Palmer. Appl. Microbiol. Vol. 31 (1984): p. 1-60.

9 JONES, David T and WOODS David R. Op. Cit., p. 20.

4 LUTKE-EVERSLOH, Tina and BAHL, Hubert. Op. Cit., p. 17.

29 THAUER, Rudolf K; JUNGERMANN, Kurt and KARL, Decker. Bacteriological Review. Vol. 41 N° 1. (1977): p.100-180.
30 LALEH, Yerushalmi. et al. Eur J Appl Microbiol Biotechnol. Vol. 18 (1983): p. 279-286.

31 HAGGSTROM, Lena. Biotech Advs. Vol.3. (1985): p. 13-28.
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al entendimiento del metabolismo celular.

Tabla 3. Balance masa de la fermentacion de C. acetobutylicum
mol de producto/mol de glucosa fermentada
Productos Acidogénesis Solventogénesis Fermentacién
Unicamente® unicamente® final®
H, 2.50 1.40 1.35
CO, 2.00 2.30 2.21
Acetato 0.50 - 0.14
butirato 0.75 - 0.04
Acetona - 0.30 0.22
n-butanol [Ygg] - 0.65 0.56
Etanol - 0.10 0.07
ATP/glucosa 3.25 2.00 -
Rendimiento masico de 0.390 0.320
solventes [Ysc g/g] -
Rendimiento masico de - 0.268 0.231
butanol [Ygc 9/d]

Yse: Rendimiento tedrico de n-butanol formado por glucosa consumida.

Ysc: Rendimiento tedrico de solventes (ABE) formados por glucosa consumida.
®Rogers, P. Genetics and biochemistry of Clostridium relevant to development of
fermentation processes. Appl. Microbiol.  Vol. 31. (1984): p. 1-60.

®JONES, David. T. and WOODS David. R. Acetone-Butanol Fermentation
Revisted. Microbiological Reviews. Vol 50. No 4. (1986): p 484-524.

Utilizando por primera vez el concepto de analisis de flujos metabdlicos (AFM)
Papoutsakis en 1984 plante6é una ecuacién estequiométrica para bacterias acido
butirico productoras. Este modelo estd basado en: la ruta metabdlica y, las
restricciones bioquimicas y termodinamicas. Fue propuesto a partir del balance de
masa elemental de C, H, O y N de la glucosa, biomasa, y los productos

extracelulares; ademas de la adicién adecuada de NH3 y H,0.2

De la validacion del modelo Papoutsakis (1984) afirmé lo siguiente: a) el modelo al
parecer es valido para una amplia variedad de fermentaciones de bacterias acido

butiricas, b) las restricciones y suposiciones impuestas a la bioquimica de la

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Op. Cit., p. 20.
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fermentacion fueron las adecuadas, c) el modelo posee la capacidad de
determinar las posibles fuentes de errores presentes en datos experimentales, d)
la ecuacion estequiométrica puede emplearse para la estimacion de productos
imposibles de medir directamente, por ejemplo la biomasa, €) el exceso de ATP es
utilizado en un algun proceso celular desconocido o simplemente se hidroliza sin
estar involucrado en funciones celulares y f) el rendimiento tedrico maximo de n-
butanol fue de 0.939moles por mol de glucosa consumida.® Con respecto a la
ultima aseveracion cabe aclarar que el modelo ignordé por completo la actividad

enzimatica de los demas metabolitos producidos.

Los principales inconvenientes de la ecuacion estequiométrica derivada por
Papuotsakis (1984) fueron la presencia de singularidades en las reacciones de
formacion de acetato, butirato y sus reasimilaciones. De manera que no existe un
unico conjunto de flujos para la descripcion de la actividad metabdlica. Lograron
superar dichas dificultades incluyendo una restriccion no lineal y reestructurando el

calculo a un problema de optimizacion global no lineal.?

Esencialmente la restriccion no lineal es una relacidon entre los flujos de las
reacciones de reasimilacion de butirato y acetato en la que introdujeron el
parametro de selectividad entre ellas.?? La selectividad fue obtenida a partir de
datos cinéticos experimentales in vitro, los cuales contrastan con los resultados
obtenidos in vivo.*?> Ademas el modelo prescinde de los balances de CO, y H, por

falta de informacion experimental de estas sustancias.??

La exitosa validacién indirecta del modelo de restriccion no lineal utilizando datos
de cultivos sin control de pH permitié resolver el problema de las singularidades.

En cultivos bacth a pH controlado se confirmé que la formacién de acidos continua

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Op. Cit., p. 20.

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.

32 WIESENBORN, Dennis P; RUDOLPH, Frederick B and PAPOUTSAKISI, Eleftherios T. Applied and environmental
microbiology. Feb. (1989): p. 323-329.
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durante la solventogénesis y juega un papel importante en esta.?? Ademas reveld
que la formacién de acetona ocurre via acetoacetil-CoA acetato/butirato CoA-
transferasa, con la particularidad que mas acetona se produce a partir del acetato
que del butirato. El butirato también se reasimilé via butirato quinasa fosfotrans-

butirulasa sin la formacion de acetona.?®%?

Debido a que es imposible medir directamente los flujos de reutilizacion de los
acidos y de formacién de acetona, los unicos valores de estos son los estimados
por el modelo mejorado de Desai, R; Nielsen, L and Papoutsakis, E. (1999).? De
esta forma se sacd ventaja de la capacidad del AFM para el entendimiento del
metabolismo celular.?*?® Ademas, se empled el modelado estequiométrico (AFM)

para investigar las reacciones claves de la acidogénesis y la solventogénesis.?°

La aplicacion de AFM a la complejidad del metabolismo primario de C.
acetobutylicum proporcion6 informacion relevante sobre el papel de la
acidogénesis en la formacion de solventes: a) la formacion de acetona se origina
al final de la fase temprana de crecimiento exponencial sin los observables de
reasimilacion de acetato y butirato, b) la reaccién reversible de butirato juega un
papel importante en su produccion y reutilizacidn sin la concomitante formacion de
acetona, c) la formacion de acetato tiene la funcion sustancial de generar ATP,
durante el crecimiento y el no crecimiento celular y d) el AFM sugiere que el

butirilfosfato sea un inductor de la solventogénesis.*

Los ultimos modelos estequiométricos desarrollados para C. acetobutylicum son
aquellos relacionados con el analisis de flujos balanceados (AFB) y una aplicacion
especial denominada modelo a escala del genoma. El primero de estos modelos
desarrollado para bacterias de la clase clostridia consiste en 422 metabolitos

involucrados en 522 reacciones, incluyendo 80 reacciones de transporte a través

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
20 DESAI, Ruchir P. et al. Op. Cit., p. 23.
26 LLANERAS, Francisco y PICO, Jesus. Op. Cit., p. 25.
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de la membrana celular. Su construccion consistid en un método iterativo que se
presenta en la figura 3 y un algoritmo de retro-ingenieria para la reconstruccion de

las rutas metabdlicas.*

Figura 3. Construccioén y solucién del Modelo a Escala del Genoma

____INcio1_ __ _
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Tomado de: SENGER, Ryan S; y PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Genome-Scale for
Clostridium acetobutylicum: Part |. Metabolic Network Resolution and Analysis.
Biotechnology and Bioengineering. Vol. 101. No. 5. (2008): p. 1036-1052.3

El modelo a escala del genoma para C. acetobutylicum tuvo la capacidad de

33 SENGER, Ryan S and PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Biotechnology and Bioengineering. Vol. 101. No. 5. (2008): p. 1036~
1052.
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simular o predecir la composicion de la biomasa (figura 3) bajo tres escenarios
diferentes: 1) medio de cultivo minimo;** 2) medio sintético con glicerol®* y 3)
medio complejo.®® A pesar de la exitosa prediccidon de los procesos dirigidos a la
sintesis de la biomasa, el modelo no logré describir los mecanismos metabdlicos
de la acidogénesis, la reutilizaciéon de los acidos y la solventogénesis como una
cascada de eventos caracterizados por la activacion de factores sigma. Debido a

que carece de los procesos de regulacion metabolica.®®

Con el objeto de incluir los procesos de regulacion metabdlica el modelo a escala
del genoma se modificd imponiendo una restriccion adicional,® la cual unificé el
metabolismo primario con las rutas metabdlicas de sintesis de macromoléculas y
de biomasa; integrandolo a su vez a las concentraciones de protones y al
transporte a través de la membrana celular (“flujo especifico de protones”) de los
resultados del medio minimo.** Todo lo anterior fue acoplado a los datos del pH

extracelular para la solucion del modelo.*

La optimizacién del modelo a escala del genoma basado en el Analisis de Flujos
Balanceados (AFB) presentd multiples singularidades. Lo autores discretizaron la
funcidn continua y desarrollaron el concepto de flujo especifico de protones,
definiendo un conjunto de subespacios de solucion. Esto demostré6 numéricamente
como subsistemas pueden identificar caracteristicas fenotipicas dentro de la
matriz singular. En la solucién y validacién del modelo se emplearon dos funciones
objetivos. La maximizacion de la biomasa o la maximizacion de la ferredoxina

reducida, obteniéndose mejores resultados en la segunda.®

Casi paralelamente otro modelo a escala del genoma se planted para Clostridium

acetobutylicum ATCC 824 fue creado en 3 pasos: 1) reconstruccion automatica de

34 MONOT, Frederic. et al. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 44. No 6. (1982): p. 1318-1324.
24VASCONCELOS, Isabel. GIRBAL, Laurence and SOUCAILLE. Op. Cit., p. 24.

33 SENGER, Ryan S and PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Op. Cit., p. 32.

35 SENGER, Ryan S and PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Biotechnology and Bioengineering. Vol. 101. No. (2008): p. 1053-
1071.
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las rutas metabdlicas, 2) aproximacion manual del modelo y 3) calibracién del
modelo.*® La simulacién y validacion separé la acidogénesis de la
solventogénesis. En la primera, la funcion objetivo fue la maximizacion de la
biomasa como una aplicacion clasica de AFB (programacion lineal); para la
solventogénesis utilizaron como funcién objetivo la fluctuacién minima entre los
metabolitos acoplada a la restriccion no lineal de Papoutsakis (1999).>2 En este
caso AFB fue solucionado aplicando los métodos de programacion no lineal y en

ambas fases los flujos metabdlicos fueron calculados exitosamente.*®

Las similitudes entre los modelos a escala del genoma son: a) La aplicacién de
AFB, b) la maximizacion de la produccion de biomasa y c) tamafios comparables.
El modelo de Senger y Papoutsakis (2008) cuenta con 422 metabolitos
involucrados en 522 reacciones,*>® en cambio LEE, et al., (2008) incorpor6 479

metabolitos en 502 reacciones.>®

Dada la complejidad del metabolismo de C. acetobutylicum el espacio éptimo
predicho por AFB, proporciona un intervalo muy amplio de soluciones igualmente
validas. Sin embargo, mediante un Analisis de Flujos Variables (AFV) a la misma
funcidn objetivo y sus restricciones se facilita la maximizacion o minimizacién de

cada flujo y se obtienen intervalos de flujos mas estrechos y especificos.’

Un modelo a escala del genoma mas robusto compuesto por 711 reacciones en
las que intervienen 679 metabolitos fue solucionado por la técnica de AFV. Para la
reconstruccién automatica de las rutas metabdlicas automatica se utilizaron las
herramientas bioinformaticas (The MetaFluxNet, MetaCyc, System Biology Markup
Language model, Acd/LogD So, Matlab) y las bases de datos (Tigr-Cmr, Kegg vy

Bigg) e incluyo datos termodinamicos y el analisis del metaboloma, cuyo efecto fue

36 LEE, Joungmin. et al. Appl Microbiol Biotechnol (2008): p. 849-862.

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.

33 SENGER, Ryan S and PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Op. Cit., p. 32.

35 SENGER, Ryan S and PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Op. Cit., p. 33.

37 MAHADEVAN, R. and SCHILLING, C.H. Metabolic Engineering, (2003): p. 264-276. Citado por: SALIMI, Fahimeh. et al.
Proceedings of the 11th International Symposium on Computer Applications in Biotechnology (CAB 2010).
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la limitacion del espacio de solucién.®®

A partir del AFV se obtuvo una region amplia para los flujos maximos y minimos de
los metabolitos. Los valores predichos estan dentro del espacio de los datos
experimentales alcanzados en cultivos continuos, es decir que la solucion esta
limitada a una zona real. De acuerdo con el AFV los flujos estimados en la
solventogénesis estan ligados a los calculados en la acidogénesis y por ende

exhibe varias alternativas de soluciones 6ptimas.>®

El modelado estequiométrico ha sido de gran utilidad en el analisis de la estructura
del metabolismo. Por ejemplo, dos deducciones de la aplicacion de AFB y AFV son
las siguientes: el empleo de AFB indica que el n-butanol aumenté en la medida
que la produccién de hidrégeno disminuyd o la actividad de la hidrogenasa se
redujo,*® esto coincidié con los datos experimentales obtenidos por otros autores.>®
La simulacion por AFV sugirid la importancia que tiene la sintesis de acetato e

|,38

hidrégeno en la maxima produccién de n-butano concordando con los

resultados obtenidos por Peguin, S and Soucaille, P. (1995).%°

En sintesis el modelado estequiométrico es una herramienta valiosa para el
calculo del estado actual de los metabolitos en la fermentacion, el calculo
predictivo de los posibles estados alcanzables e informacion estructural y funcional
del metabolismo sin la necesidad de datos cinéticos.

1.4 MODELADO CINETICO DE LA FERMENTACION

El modelado cinético consiste en obtener una o varias expresiones de velocidad

38 SALIMI, Fahimeh. et al. Proceedings of the 11th International Symposium on Computer Applications in Biotechnology
(2010), Leuven, Belgium, July 7-9, 2010.

36 LEE, Joungmin. et al. Op. Cit., p. 36.

39 KIM, Byung Hong. et al. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 48. No 4. (1984): p. 764-770.

40 PEGUIN , Sophie and SOUCAILLE , Philippe. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 61. No 1. (1995): p. 403-405.
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que describan el comportamiento del proceso fermentativo. Pueden clasificarse en
modelos estructurados y no estructurados o de caja negra. Los primeros se
desarrollan a partir del conocimiento de la ruta metabdlica y aquellos fendmenos
caracteristicos de la cinética enzimatica. En contraste los no estructurados

excluyen la estructura interna del metabolismo.*'*?

1.41 Modelado cinético no estructurado Es la mas simple representacion del
crecimiento celular, también denominado modelado de caja negra. Debido a que
ignora casi por completo toda actividad metabdlica microbiana, dicha descripcién
matematica es una ecuacidon o conjunto de ecuaciones caracterizadas tan solo por
variables extracelulares como la concentracién de biomasa X, sustrato S, producto
P y en algunos casos el pH. La velocidad de formacion de biomasa rx,
generalmente tiene la forma descrita por la ecuacion 3 y las otras variables
4 41,42

extracelulares por la ecuacién “.

= za—XEc.3
ot

oc,
7’} :C]‘].X:EEC.4

Donde r; es la velocidad de consumo o de formacion de cualquier especie j

g; es la velocidad especifica de consumo o de formacion de cualquier especie j

El modelo clasico o convencional de la cinética microbiana es el de Monod
(ecuacion 5), el cual representa la velocidad especifica de crecimiento y como una

funcion del sustrato limitante S.#14243

S
pu=-tn> Ec. 5
K +S

41 MCNEIL, Brian; HARVEY, Linda M. Practical fermentatation technology. 1 ed. London: John Wiley and Sons, Ltd, (2008):
p. 167-230.

42 RATLEDGE, Colin; KRISTIANSEN, Bjorn. Basic Biotechnology. 3 ed. United Kingdon. (2006): p. 57, 491-493.

43YANG, Xiaoping and TSAO, George G Biotechnol. prog. Vol. 10. (1994): p 532-538.
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Um: velocidad especifica maxima de crecimiento

Ks: constante de saturacion o de Monod

Un modelo no estructurado (ecuacion 6) para C. acetobutylicum ATCC 824
propuesto por Yang y Tsao (1994) en la produccion batch de acetona y n-butanol
consistio en una cinética de Monod modificada. Debido a los factores de inhibicién
por sustrato, productos y subproductos caracteristica de las bacterias del género
Clostridium. Los resultados confirmaron que la inhibicion se debe a multiples
factores tales como: el pH, concentracion de acetato, butirato y n-butanol. En la

tabla 4 se presentan los parametros cinéticos estimados de este modelo.*?

/’lﬂlS
=2 _F (1
LS R0

maa mba mb maa mb mba mb
F{([) =1- Caa _ Cba _ Cb m Caa Cb —m, Cba Cb _ mg( 5.6- ij
v Cmaa Cmba Cmb Cmaa Cmb Cmba Cmb 16

Ec 6

Dénde: C,,, Cpa, ¥ Cp concentraciones de acetato, butirato y n-butanol

respectivamente.

Napoli y colaboradores (2011) investigaron en cultivos continuos bajo condiciones
controladas de pH el comportamiento de Clostridium acetobutylicum DSM 792
durante la acidogénesis. Los resultados demostraron que: los acidos son mas
téxicos que los solventes, los efectos inhibitorios de la acetona y el etanol son
insignificantes con respecto al n-butanol y y presenta una dependencia no lineal
de la concentracion de n-butanol. Por lo tanto propusieron un modelo no
estructurado (ecuacion 7), donde u es funcién de la concentracion de sustrato

(lactosa), acetato, butirato, solventes ABE y pH.*

43 YANG, Xiaoping and TSAO, George G. Op. Cit., p. 36.
44 NAPOLLI, Fabio. et al. Bioresource Technology 102 (2011): p. 1608-1614.
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nAA HBA HAC nEt ’1B
P P L B4 L _AC Bt BV Ee 7
LK\ A4, BA,;. AC,, Et,, B

Donde L, AA, AB, AC, Et y B concentraciones de lactosa, acetato, butirato,

acetona, etanol y n-butanol respectivamente.

Tabla 4. Parametros cinéticos del modelo de inhibicion

Parametros Valores
Cmaa (g de acetato/L) 12,0
Chmba (g de butirato/L) 11,0
Cmb (g de n-butanol/L) 17,0
maa 1,5
mba 2,5
mb 2,0
m4 2,0
m, 2,0
m; (cuando pH>5,6) 0,00
m; (cuando pH<5,6) 0,79

Tomado de: YANG, Xiaoping and TSAO, George G. Mathematical of inhibition
kinetics in acetone-butanol fermentation by Clostridium acetobutylicum. Biotechnol.
prog. Vol. 10. (1994): p 532-538.%3

Generalmente el modelado del pH ha sido descrito por la ecuacion 8 propuesta
por Tang, et al., (1989).** Napoli modifico la ecuacién del pH (ecuacién 9) y le
permitié afirmar lo siguiente: el pH afecta la velocidad especifica de crecimiento y,
las concentraciones criticas de los acidos (acetato y butirato) no cambian con el
pH y el pH 6ptimo fue 4.9. En la tabla 5 se resumen los parametros cinéticos del

modelo de Napoli, et al., 2011.*

M max Ec. 8

:umax = +l
1+ H-, Ko
Ky, H"

, (o1 =PH)
Lomar = K max 1—10 - Ec.9

H+l KOH 10ApH
1+ +—

H

43 YANG, Xiaoping and TSAO, George G. Op. Cit., p. 36.
44 NAPOLI, Fabio. et al. Op. Cit., p. 37.
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Comparando los resultados de Napoli, Fabio. et al., 2011;* con los de Yang y
Tsao 1994;* concordaron en que: la mayor selectividad en el consumo de butirato
que de acetato; y en las concentraciones toxicas 0 maximas calculadas para el n-

butanol fueron 16,5 y 17g/L*’ respectivamente.

Tabla 5. Parametros cinéticos del modelo de la acidogénesis

Parametros Valores Parametros Valores

Himax 1.06h™ K. 1.34g/L
AA 1.56g/L n"? 0.98
BAmax 3.00g/L n°" 0.96
Bumax 16.5g/L n° 0.47
ACpmax 64.5g/L n"° 1.00
Etomax 35.0g/L n- 1.00

Ky 3.33x10°M Kou 5.04x10'M

PHopt 4.90 ApH 1.50

Tomado de: NAPOLI, Fabio; OLIVIERI, Giuseppe; RUSSO, Maria Elena;
MARZOCCHELLA, Antonio and SALATINO, Piero. Continuous lactose
fermentation by Clostridium acetobutylicum Assessment of acidogenesis kinetics.
Bioresource Technology 102 (2011): p. 1608—1614.*

En resumen, la ventaja o versatilidad de los modelos no estructurados esta en la
“facilidad del disefo, operacion, optimizaciéon, cambio de escala, control y
automatizacién de los reactores bioldgicos” por medio de relaciones simples y
variables extracelulares, asi se evita el analisis detallado y conocimiento de la

complejidad del metabolismo celular.

1.4.2 Modelado cinético estructurado Estos modelos son desarrollados a
partir de toda la informacion relevante y disponible del metabolismo celular.
Entonces, para una apropiada representacién matematica y buena prediccion de
los metabolitos de interés, es indispensable el conocimiento y el entendimiento de
las rutas metabdlicas; asi como los eventos relacionados con la regulacion, control

y cinética enzimatica del microorganismo en estudio.*

44 NAPOLLI, Fabio. et al. Op. Cit., p. 37.
43 YANG, Xiaoping and TSAO, George G. Op. Cit., p. 36.
45 SHULER, Michael L. and KARGI, Fikret. Bioprocess Engineering. Basic Concepts. 2Ed. Prentice Hall. (2002): p. 184-185.
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Un modelo estructurado para C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 consistié en un
conjunto de ecuaciones diferenciales o expresiones de velocidad (tabla 6) de las
reacciones de la ruta metabdlica, cuya simulacion dinamica (batch) de la
fermentacion de la glucosa describidé el comportamiento de la produccién de
acetona, n-butanol y etanol. Este modelo incluyé factores como: la inhibicion por
sustrato, la inhibicion por n-butanol, la activacion por butirato y la cesacion de

actividad celular por agotamiento del sustrato (glucosa).*®

La solucion de las ecuaciones diferenciales permitieron estimar los parametros
cinéticos del modelo; ademas de las concentraciones de: glucosa, biomasa,
acetato, butirato, acetona, etanol y n-butanol con un factor de correlacién (r?) de
0.91. A su vez, el modelo indico la alta sensibilidad a la enzima CoA-transferasa en
la reaccion de reasimilacion del butirato, siendo este uno de los factores claves en

el inicio de la solventogénesis.*®

Otro modelo estructurado de Shinto, H. et al., (2008) utilizd xilosa como sustrato y
aplicé un analisis cinético semejante al modelo con glucosa. Este logré predecir la
elevada conversion de xilosa en n-butanol. Es decir, que pequefas cantidades de
xilosa fueron convertidas en altas cantidades de n-butanol, siendo consistente con
los datos experimentales. Por lo tanto sugiere una exitosa simulacion de la

fermentacion ABE a partir de las ecuaciones diferenciales propuestas.*’

Hasta aqui se ha abordado la bioproduccion de n-butanol desde las
generalidades, bioquimica, metabolismo, modelado, simulacion, optimizacion y
destacando la importancia del entendimiento del metabolismo mediante modelos
cinéticos y estequiomeétricos. Estos ultimos analizados desde su capacidad
predictiva de los solventes formados y sobretodo como una herramienta valiosa

para la comprension de las reacciones metabdlicas. Otros estudios experimentales

46 SHINTO, Hideaki. et al. Journal of Biotechnology 131 (2007): p. 45-56.
47 SHINTO, Hideaki. Process Biochemistry 43 (2008): p. 1452—-1461.
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(cultivos celulares) se han realizado con el objeto de mejorar la competitividad en

la produccién industrial fermentativa de n-butanol.

Tabla 6. Expresiones cinéticas para la ruta metabdlica
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Tomado de: SHINTO, Hideaki; YAMASHITA , Mayu; KOBAYASHI, Genta;

SEKIGUCHI, Tatsuya; HANAI, Taizo; KURIYA, Yuki; OKAMOTO, Masahiro and
SONOMOTO, Keniji. Kinetic modeling and sensitivity analysis of acetone—butanol-
ethanol production . Journal of Biotechnology 131 (2007): p. 45-56.
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1.5 CULTIVOS CELULARES

En la produccion biotecnoldgica de n-butanol se han investigado todos los modos
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de operacion (Batch o lotes, semicontinuo y continuo) y sus respectivas

variaciones tecnoldgicas debido a que econémicamente no es rentable.”#849

El costo del sustrato es esencialmente el factor mas determinante en la viabilidad
econdmica de la produccién de n-butanol por fermentacion.?”*° Del mismo modo
otros factores influyentes son: 1) bajas concentraciones de n-butanol alcanzadas,
porque aumenta los costos de purificacion. 2) bajos rendimientos, porque ademas

del n-butanol el sustrato se convierte a CO, y H,y 3) baja productividad.”*®

En las tablas 7, 8, 9, y 10 se presentan los estudios mas relevantes desarrollados
para superar las dificultades de la factibilidad econdmica de la via fermentativa en

la produccién de n-butanol.

En la tabla 7 se resumen los principales resultados para C. acetobutylicum
ATCC824. Por ejemplo, el rendimiento de n-butanol (Ygs) mas bajo fue de
0,074g/g;>° el mas alto de 0,288g/g.°" Por otro lado, La utilizacién de un proceso
continuo alcanzé un Ygs de 0.138g/g°? y su homdlogo con recirculacion celular lo
mejord hasta 0.233g/g. Ademas, el proceso con recirculacion celular proporcioné
la mas alta productividad volumétrica de n-butanol (Qz=2.83g/L*h).>® Finalmente,
los hidrolizados de almidon de yuca y los de almidén de maiz (datos no
mostrados) lograron rendimientos muy similares y a la vez superiores a los

obtenidos empleando glucosa.>

2 QURESHI, Nasib et al. Op. Cit., p. 16.

7 DURRE, Peter. Op. Cit., p. 19.

48 QURESHI, N and MADDOX, I. S. Food and Bioproducts Processing. 83. (2005): p 43-52.

49 QURESHI, Nasib. et al. Biomass and Bioenergy. Vol. 32 (2008): p 168-175.

50 WALTER, K; MERMELSTEIN, L. and PAPOUTSAKIS, T. Annals new york academy of sciences (1994): p. 69-72.
51 ZHANG, Y; HAN, B. and EZEJI, T. New Biotechnology. Vol. 29. N° 3. February (2012): p. 345-351.

52 MEYER, C. and PAPOUTSAKIS, E. Bioprocess Engineering. 4. (1989): p. 1-10.

53 MEYER, C. and PAPOUTSAKIS, E. Bioprocess Engineering. 4. (1989): p. 49-55.

54 LI, Xin. Et al. Bioresource Technology 125 (2012): p. 43-51.
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Tabla 7. Comparacién de rendimientos y productividad para diferentes
procesos en la produccion de ABE empleando C. acetobutylicum ATCC 824

Microorganism | Sustrato utilizado [ Proceso B Qs Ygs Referenci
o g/L] biotecnolégic | [g/L] | [g/L* | [g/g] a
o h]
Glucosa (40) Lotes 9.19 - 0,219 34
Glucosa (65 y 75°)> Lotes 14.5 | 0.274 | 0.223 55
15.6% | 0.354 | 0.208°
a
Glucosa Continuo 248 | 0.578 | 0.138 52
Glucosa Continuo 420 | 2.83 | 0.233 53
recirculacion
Glucosa (70° y 75°) Lotes 519° | - [0.074° 50
9.64° 0.128°
Glucosa (42.37)> Lotes 11.8 | 0.165 | 0.187 56
C. 9
acetobutylicum Glucosa (444.72) Semicontinuoy | 105. | 0.123 | 0.234
ATCC 824 pervaporacion 4
Glucosa (61.46) Lotes 11.0 | 0.154 | 0.276 51
6
Glucosa (59.29)+F Lotes 10.7 | 0.149 | 0.288
(2) 1
Glucosa (58.96)+ Lotes 10.9 | 0.152 | 0.275
HMF(2) 3
Hidrolizado almidén Lotes 13.6 | 0.270 | 0.310 54
de yuca (43.9) 1
Hidrolizado almidén Lotes 34.3 | 0.340 | 0.350
de yuca (98.2) extraccion L-L 7

@ mutante de ATCC 824; ° pH de 4.5y °pH de 5.5.
F: furfural y HMF: Hidroximetil furfural

Los rendimientos experimentales de n-butanol (Ygs) para C. acetobutylicum P262
utiizando diferentes sustratos (tabla 8) no mostraron grandes diferencias y
promediaron un valor de 0.21g/g. Con respecto a C. acetobutylicum DMS 792 se
alcanzo un Yass de 0.26g/g°” y una Qg de 4.43g/L*h,*® |a cual fue significativamente

superior a lo tipicamente alcanzado en esta clase de fermentaciones.

En la tabla 9 se observa que el empleo de fuentes de carbono provenientes de la

yuca, maiz o sorgo presentaron rendimientos y productividades mas elevadas a

55 MATTA-EL-AMMOURI, Ghassan et al. Biomass. Vol. 10, N° 2. (1986): p. 109—-119.
56 QURESHI, N. et al. Journal of Membrane Science 187 (2001) 93-102.

57 RAGANATI, F. et al. Bioresource Technology. 138. (2013): p. 259-265.

58 NAPOLLI, Fabio. Et al. J Ind Microbiol Biotechnol. 37. (2010): p. 603-608.
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las obtenidas con glucosa. Generalmente estos parametros aumentan al emplear

sistemas semicontinuos, lotes acoplados a una etapa de purificacion o continuos.

De la tabla 9 sobresale la alta productividad (11.0g/L*h) lograda por C.

saccharoperbutylacetonicum N1-4 en el sistema continuo con recirculacion

celular®® y, el alto rendimiento (0.55g/g) obtenido en el proceso por lotes

alimentado acoplado a un control de pH con &cido butirico.?°

Tabla 8.

Comparacién de rendimientos y productividad para diferentes

procesos en la produccion de ABE empleando C. acetobutylicum P262 y C.
acetobutylicum DMS 792

Microorganism Sustrato Proceso B Qg Ygs Referencia
o utilizado [ g/L] biotecnolégico [g/L] | [9/L*h] | [9/d]
C. Suero permeado | Lotes extracciéon L- | 15.6 | 0.092 | 0,228 61
acetobutylicum | Lactosa (68.6)° L 3
P262 Suero permeado Semicontinuo 26.8 | 0.086 | 0.217
Lactosa (123.4) pervaporacién
Suero permeado Continuo 374 | 0.130 | 0.237
Lactosa (157.5) perstraccion
Suero Continuo 434 | 0197 | 0.218 62
permeado62 arrastre de gas
Lactosa (199)
Suero permeado? Lotes 556 | 0.060 | 0.194 48
Lactosa (28.6)
Suero permeado | Lotes perstraccion | 98.9 | 0.102 | 0.212
Lactosa (199) 7
Pulpa de papa Lotes 421 | 0.086 | 0.208 63
Maltosa®
(20.24)%
Pulpa de papa Continuo células 552 | 0.712 | 0.147
Maltosa® (37.6) inmovilizadas
C. Lactosa Continuo lecho 1.20 | 0.65° | 0.126 56
acetobutylicum (9.53°y 18.5% empacado ¢ 4.43° ¢
DSM 792 4.?9 O.2d48
Lactosa (18.96) Continuo lecho 493 | 2.66 0.260 55

empacado®

2 Control;® Equivalentes de maltosa; ¢ pH 4.34 (tasa de dilucién de 0.54);
9 pH 5.08 (tasa de dilucion de 0.97); ®pH 4.7 y tasa de dilucion de 0.54.

59 TASHIRO, Yukihiro. et al. Journal of Biotechnology. Vol. 120. (2005): p. 197-206.
60 TASHIRO, Yukihiro. et al. Journal of Bioscience and Bioengineering . Vol. 98, No. 4. (2004): 263-268.

61 QURESHI, Nasibuddin; MADDOX, lan S. and FRIEDL, Anton .Biotechnol. Prog. 8. (1992): p. 382-390.
62 MADDOX, I. S; QURESHI, N. and IS. THOMSON, Roberts . Process Biochemistry . Vol.30. No. 3. (1995): p. 209-215.
63 BADR, H; TOLEDO, R and HAMDY, M.Biomass and Bioenergy. 20. (2001): p. 119-132.
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Tabla 9. Comparacién de rendimientos y productividad para diferentes

procesos en la produccion de ABE empleando cepas de C. acetobutylicum y

C. saccharoperbutylacetonicum N1-4.

Microorganismo Sustrato Proceso B Qg Ygs Referencia
utilizado [g/L] biotecnoldgico | [g/L] | [g/L* [g/g]
h]
C. Hidrolizado de Lotes 14.1 | 0.294 | <0.235 64
acetobutylicum maiz (60%)64 @
EA2018 Hidrolizado de Lotes 9.90 | 0.165 | <0.165
yuca (60°) b
C. Glucosa (60)% CCCF°® 61.3 | 0.205 | 0.183° 65
acetobutylicum pervaporacion d
CICC 8012
C. Glucosa (80)%° Lotes 16.2 | 0.30 | 0.20 66
acetobutylicum Lotes arrastre | 19.8 | 0.410 | 0.250
JB 200 de gas
Glucosa (88.4)*" Lotes 20.3 | 0.380 | 0.230 67
9
Bagazo de yuca Lotes 9.71 | 0.240 | 0.220
hidrolizado (44.8)
Bagazo de yuca Lotes 59.8 | 0.350 | 0.250
hidrolizado alimentado 1
(244.6) arrastre de gas
C. Glucosa (29°)% Lotes 16 0.550 60
saccharoperbuty- alimentado
lacetonicum N1-4 Glucosa™ Continuo 129" | 11.0' - 59
recirculacion
Glucosa (63.5) Lotes 16.2 | 0.450 | 0.260 68
Almidon de yuca Lotes 13.8 | 0.288 | 0.370
Hidrolizado
(40)68
Almidon de yuca Lotes 16.9 | 0.352 | 0.330
Hidrolizado (60)
Almidon de maiz Lotes 16.2 | 0.245 | 0.370
Hidrolizado (60)
Almidon de sorgo Lotes 15.5 | 0.215 | 0.340
Hidrolizado (60)

2 y Pindica que 60g/L de almidén, los rendimientos fueron estimados con respecto

a 60g/L

¢ CCCF Ciclo: continuo de fermentacion integrado a pervaporacion, primer ciclo

lotes alimentado con pervaporacién y segundo ciclo proceso continuo con

64 GU, Yang. et al. J. Ind Microbiol Biotechnol. 36 (2009): p. 1225-1232 .

65 CHEN, Chunyan. et al. Bioresource Technology. 128. (2013): p. 246-251.

66 XUE, Chuang. et al. Bioresource Technology. 135. (2013): p. 396—402 .
67 LU, Congcong. et al. Bioresource Technology. 104. (2012): P. 380-387.

60 TASHIRO, Yukihiro. et al. Op. Cit., p. 44.
59 TASHIRO, Yukihiro. et al. Op. Cit., p. 44.
68 THANG, Vu Hong; KANDA, Kohzo and KOBAYASHI, Genta. Appl Biochem Biotechnol. 161. (2010): p. 157-170.
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pervaporacion. ¢ Valores promedio.

® Calculado a partir del rendimiento.

"Concentracién de solventes ABE y productividad de solventes ABE.

Clostridium beijerinckii presentd la misma tendencia de las cepas productoras de
n-butanol referenciadas previamente. En otras palabras, aquellas configuraciones
diferentes a los procesos discontinuos (lotes), que a su vez utilizaron sustratos
derivados del maiz o trigo reportaron mayores productividades y rendimientos a
los observados con glucosa (tabla 10). Conviene subrayar el elevado rendimiento

(0.44g/g) alcanzado en el proceso continuo con células inmovilizadas.®

En términos de la competitividad econdmica cabe mencionar que C. beijerinckii

I”° esto sumado al empleo de

BA101 es una cepa hiper productora de n-butano
sustratos “econdmicos tales como: maiz y paja de trigo” hacen de esta

fermentacion como una de las mas prometedoras.

En sintesis todos aquellos cultivos celulares que utilizaron procesos
biotecnolégicos diferentes al batch o tradicional; ademas de sustratos de origen
vegetal (maiz, yuca, sago, trigo, etc) y microorganismos mejorados genéticamente
presentaron rendimientos y productividades elevadas. A raiz de estas alternativas
el restablecimiento de la fermentacion ABE como un proceso viable
econdmicamente puede ser posible. Dentro de este contexto algunas de las
empresas que en la actualidad ofrecen biobutanol son: Butamax, green biologics,

Cobalt Technologies, Cathay Industrial Biotech y Butalco GmBH."”

69 LEE, Sun-Mi et al. Energy & Fuels, Vol. 22. No. 5. (2008): p. 3459-3464.

70 EZEJI, T. QURESHI, N. AND BLASCHEK, H. Appl Microbiol Biotechnol. 63. (2004): p. 653—658.

71 Biobased Butanol Info. [En linea, visitado el 28 de abrii de 2013]. Disponible en
internet:<http://www.biobutanol.com/Biobutanol-Producers-Gevo,-Butamax,-Cobalt,.htmI>
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Tabla10. Comparacion de rendimientos y productividad para diferentes
procesos en la produccion de ABE empleando cepas de C. beijerinckii.
Microorganism Sustrato utilizado Proceso B Qs Ygs Referencia
o [g/L] biotecnolégico | [g/L] | [g/L* | [g9/g]
h]
C. beijerinckii Glucosa (57.3)" Lotes 18.6 -- 0.32 72
BA101 Maltodextrinas (52.7) Lotes 18.6 -- 0.35
Glucosa-control Lotes 11.9 | 0.198 | 0.262 70
(45.4)
Glucosa (500.1) Lotes 151. | 0.755 | 0.303
alimentado 7
arrastre de gas
Almidén de maiz Lotes 14.3 | 0.199 | 0.384 5
(37.2) @ @
Glucosa-control (25) Lotes 6.50 | 0.108 | 0.244 2
Xilosa-control (25) Lotes 6.10 | 0.102 | 0.244
Hidrolizado fibra de Lotes 6.10 | 0.090 | 0.264
maiz® (24.6)
Hidrolizado fibra de Lotes 6.40 | 0.070 | 0.271
maiz® (23.6)
Glucosa-control Lotes 13.7 | 0.201 | 0.295 3
(46.4)
Glucosa-control Lotes 16.8 | 0.40 | 0.278
(60.5) arrastre de gas
Almidén de maiz Lotes 13.4 | 0.112 | 0.298
licuado (44.9)
Almidén de maiz Lotes 15.1 | 0.194 | 0.274
licuado (55.1) arrastre de gas
Almidén de maiz LS Lotes 134 | 0.172 | 0.293
(45.7)
Almidén de maiz LS Lotes 176 | 0.262 | 0.274
(64.3) arrastre de gas
Almidén de maiz Lotes 56.2 | 0.410 | 0.249
licuado y sacarificado alimentado
(255.8) arrastre de gas
C. beijerinckii Paja de trigo (86) Lotes SSF' 7.40 | 0.167 | 0.261 49
P260 Carbohidratos® (28.4)
C. beijerinckii Glucosa (29.6) Continuo 7.10 | 0.220 | 0.240 69
NCIMB8052 Glucosa (30.5) Continuo células | 134 | 040 | 0.45

inmovilizadas

@ estimado a partir del almidon de maiz

® Hidrdlisis enzimatica y © hidrdlisis con acido sulfurico y posterior tratamiento con

resina XAD-4

LS licuado y sacarificado, ® Azlicares fermentables y "SSF sacarificacion y

fermentaciéon simultanea.

72 Blaschek et al. Patente N° US 6,358,717 B1 (2002).
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

En esta investigacion se plantearon, construyeron y solucionaron tres modelos
estequiométricos tedricos de la fermentacién ABE utilizando C. acetobutylicum
ATCC 824. También se realizaron pruebas experimentales para la produccion de
ABE y se simul6 o predijo adecuadamente la produccion de n-butanol por medio
de un modelo cinético estructurado. En la figura 4 esta resumido el algoritmo

metodoldgico empleado en el desarrollo de este trabajo.

Figura4. Algoritmo metodolégico
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Fuente: Autor.
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21 CONSTRUCCION DE LOS MODELOS ESTEQUIOMETRICOS

La construccion de los modelos estequiométricos estuvo basada en las reacciones
de la ruta metabdlica de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 (figura 1 o anexo
A); la ecuacidn de sintesis de biomasa; restricciones (bioquimicas,
termodinamicas y cinéticas) impuestas al sistema y la funcidén objetivo a
optimizar.2?? Los tres casos de estudio tedricos planteados se describen

detalladamente a continuacion.

211 Caso de estudio |. Construccion del modelo estequiométrico
simplificado. Se definid6 un modelo estequiométrico sencillo con la finalidad de
modelar y simular tedricamente la fermentacién ABE como un proceso global, es

decir el metabolismo celular visto como un todo.

2111 Construcciéon de la ecuacion estequiométrica simplificada. La
ecuacion estequiométrica estd compuesta por 28 reacciones, 27 de la ruta
metabdlica de la fermentacion ABE (figura 1 o anexo A) mas la ecuacion de
sintesis de biomasa. Estas reacciones fueron simplificadas de la siguiente manera:
la glucdlisis como una ecuacion neta y tanto la acidogénesis como la

solventogénesis como un unico proceso.

Glucadlisis: el catabolismo de la glucosa suministra las piezas indispensables del

metabolismo: energia (ATP), poder reductor (NADH) y piruvato. La ecuacion 10

representa la transformacion neta de la glucdlisis a partir de g moles de glucosa.
gCeH 1,04 +2gNAD™ +2gPi+2gADP — 2gCyH .05 + 2gNADH +2gATP+2gH,0 EC.10

Glucosa Piruvato

Acidogénesis y solventogénesis: ambas fases se interpretaron como un todo.

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Op. Cit., p. 20.
22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
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De tal modo que no existe distincion alguna entre el inicio, finalizacién y transiciéon

de cada una de ellas. Las reacciones implicadas pueden escribirse como sigue:

Conversion de piruvato a lactato

IC3H 05 +INADH +IH ™ — IC3H 4O, +INAD ™ Ec. 11

Piruvato Lactato

Conversion de piruvato a acetil-CoA: la ferredoxina en Clostridium posee la
capacidad de transferir dos moles de electrones por mol de acetil-CoA”
acoplados de la siguiente manera:
C3H 404 + CoASH — C,Hy,0SCoA+CO, +2H ™ +2¢7
Piruvato Acetil-CoA
+
OxFd +2¢™ — RdFd

Ferredoxina oxidada Ferredoxina reducida

fC3H 4,05 + fOxFd + fCoASH — fC,H30SCoA+ fCO, + fRdFd +2fH ' Ec. 12

Piruvato Acetil-CoA

Formacion de acetato a partir de acetil-CoA

aCyH30SCoA + aADPaPi+aH ** — aC,H 0, + aATP + aCoASH Ec. 13

Acetil-CoA Acetato

Formacion de etanol a partir de acetil-CoA

eCyH30SCoA+2eNADH +2eH ™ — eC,HgO + 2eNAD ™" + eCoASH Ec. 14

Acetil-CoA Etanol

73 UYEDA, Kosaku and RABIKOWITZ, Jesse C.Journal de Biology Chemestry. Vol. 246. N°10. (1971): p. 3120-3125.
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Sintesis de acetona: la produccion de acetona esta relacionada directamente con
la reasimilacion de los acidos, como se documentd previamente estas reacciones
presentan singularidades.22 Entonces para evitar este tipo de dificultades se
propuso el siguiente esquema hipotético:

C,H3;05CoA+ ADPPi + H™ - C,H,0, + ATP + CoASH
Acetil-CoA + Acetato

C2H402 + C4H502SCOA —> C2H30SCOA + C4H603

Acetato Acetoacetil-CoA Acetil-CoA Acetoacetato

C,Hs0,SCoA+ ADP+ Pi+ H '™ — C,H¢O; + ATP + CoASH Ec. 15

Acetoacetil-CoA Acetoacetato

Sumando las ecuaciones 15, 16 y 17 se obtuvo una reaccion hipotética (ecuacién

18) que vincula directamente el acetil-CoA en la sintesis de acetona.
C,H0,SCoA+ ADP+ Pi+ H ™' — C,H 05 + ATP + CoASH Ec. 15

Acetoacetil-CoA Acetoacetato

+
C,HsO3 — C3Hz,0+CO, Ec. 16
Acetoacetato Acetona
+

2C2H3OSCOA —> C4H502SCOA + CoASH EC. 1 7

Acetil-CoA Acetoacetil-CoA

2dC,H30SCoA+dADP + dPi+dH ™ — dCyHgO +dCO, + dATP + 2dCoASH Ec. 18

Acetil-CoA Acetona

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
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Conversion de acetil-CoA a butiril-CoA

2rC,Hy0SCoA+2rNADH +2rH ™ — rC,H,0SCoA+ 2rNAD'* + rCoASH +rH,0 EC. 19

Acetil-CoA Butiril-CoA

Formacion de butirato a partir de butiril-CoA

¢C,H,0SCoA + cADP + cPi+cH ™ — ¢C,Hg0, + cATP + cCoASH Ec. 20

Butiril-CoA Butirato

Formacioén de n-butanol a partir de butiril-CoA

bC4H,0SCoA+2bNADH +2bH ™" — bC,H ;O + 2bNAD™ + bCoASH Ec. 21

Butiril-CoA n-Butanol

Acoplamiento Ferredoxina NAD(P) reductasa
tRAFd~ +NAD(P)™ +tH** — tOxFd +tNAD(P)H Ec. 22

Ferredoxina reducida Ferredoxina oxidada

Sintesis de hidrogeno molecular
WRAFd ™ +2wH " — wOxFd + wH , EC. 23

Ferredoxina reducida Ferredoxina oxidada
Sumando las ecuaciones 10 a 23 resultd la ecuacién 24, la cual representa el

metabolismo primario de C. acetobutylicum sin tener en cuenta la sintesis de la

biomasa.
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Ecuacion estequiométrica neta del metabolismo primario de C.
acetobutylicum
gCsHy, Og+(2 g+a+c+d)(ADP+Pi)+(2 g+t— - 2e-2 r— 2b)NAD™

Glucosa l
aC,H ,0,+cC,H,0,+eC,H ,0+dC,H ,O+bC, H, O+(f+d)CO,+wH ,+(g+r)H,O
Acetato Butirato Etanol Acetona n-Butanol

+(2g+a+c+d)ATP+(2g+1t— - 2e-2r— 2b)(NADH +H™)
Ec. 24

21.1.2 Construccion de la ecuacion de biosintesis de biomasa a partir
de glucosa. No toda la fuente de carbono (glucosa) es utilizada en el metabolismo
primario sino que una fraccién se consume en el crecimiento celular. Este proceso
va acompafnado del gasto de energia (ATP), poder reductor (NADH), nitrégeno
(expresado generalmente como NHs;) y micronutrientes. La féormula empirica
promedio para C. acetobutylicum se aproximé a CH200.5No.2s5.”* Con base en lo
anterior se construyo la ecuacion de biosintesis de biomasa a partir de la glucosa

(ecuacion 25).

El rendimiento energético (Yarp) se utilizé para determinar el consumo de ATP en
la sintesis de biomasa. Por ejemplo, en el analisis estequiométrico de Klebsiella
penumoniae’™ se empled un Yarp de 10.1g de biomasa por mol de ATP y para
Clostridium butyricum™ el Yarp fue de 8.6g/mol. En el caso de Clostridium
max

acetobutylicum dos rendimientos maximos de ATP (Yarp ) han sido estimados:

uno de 23g/mol® y otro de 23.8g/mol.”” Aunque los rendimientos experimentales

de Yarp oscilaron entre 3.0 y 11.9g/mol;>?

En este trabajo por simplicidad adopté un Yarp de 10.5g/mol, debido a que es el

valor reportado para la mayoria de las bacterias. Una vez definido el Yarp fue

74 VAN DIJKEN, J. P and HARDER, W. Biotechnology and Bioengineering. Vol. 17. (1975): p. 15-30.

75 Zeng, AP. et al. Enzyme and Microbial Technology. 15. (1993): p. 770.779.

76 CHEN, Xi. et al. International Journal of Hydrogen Energy. 31. (2006): p. 539-549.

53 MEYER, C. and PAPOUTSAKIS, E. Op. Cit., p. 42.

77 BAHL, Hubert; ANDERSCH, Wolfram and GOTTSCHALK, Gerhard. Appl Microbiol Biotechnol. 15. (1982): p. 201-205.
52 MEYER, C. and PAPOUTSAKIS, E. Op. Cit., p. 42.
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posible estimar la relaciéon entre Y y q; mientras que la relacion entre By q se

calculé mediante un balance de electrones (ecuacion 26).
%CGleOG +0.25gNH; + NADH + BH'" = gCH,04 5Ny 5 + BNAD ™! +0.5gH,0

Glucosa Biomasa

+

yATP +yH ,0 — yADP + yPi + yH !

% CyH,,0 +0.25qNH, + NADH +yATP +(y —0.5% q)H,0 — qCH,0y 5N 35 + BNAD ™ + (y— B)H ™' + pADP +yPi

Glucosa Biomasa Ec. 25

Balance de electrones de la ecuacion de biosintesis de biomasa

4y

6 glucosa +ﬁg/l\’z‘lDH _qsybiomasa =0 Ec' 26

Dénde y; es el grado de reduccion, definido como el niumero de electrones

disponibles transferibles por mol de sustancia i (anexo B).

Algunos autores han empleado como funcion objetivo la maximizacién de
biomasa.**>%% Aprovechando este concepto se fijo6 la biomasa al maximo

alcanzable por las condiciones experimentales definidas en esta investigacion (ver

seccion 2.3).
2113 Restricciones bioquimicas
21.1.31 Intermediarios del metabolismo. Algunas de las reacciones de la

ruta metabdlica de C. acetobutylicum requieren NADPH como poder reductor, pero

en esta investigacion se utiliz6 NADH como el unico poder reductor. Tal

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Op. Cit., p. 20.

35 SENGER, Ryan S and PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Op. Cit., p. 33.
36 LEE, Joungmin. et al. Op. Cit., p. 34.

38 SALIMI, Fahimeh. et al. Op. Cit., p. 35.
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simplificacion esta sustentada en la propiedad bioquimica de la nula o exigua
energia que requiere la conversion de NADH a NADPH por medio de las

transhidrogenasas.®

En el metabolismo el NADH vy la ferredoxina (ecuaciones 27 y 28) se consideraron
moléculas de caracter ciclico, por lo tanto su cambio neto de masa es nulo. El
piruvato, el acetil-CoA y el butiril-CoA (ecuaciones 29 a 31) fueron aproximados a

la condicion de estado pseudo-estacionario y por ende su acumulacién es cero.8?

NADH: 2g+1—-1-2r—-2e-2b-p=0 Ec.27
Ferredoxina reducida (RdFd): w+:—/-pB=0 Ec. 28
Piruvato: 2g—1—f=0 Ec. 29
Acetil-CoA: Ec. f-a-e-2d-2r=0 30
Butiril-CoA: r—c—b=0 Ec.31

Del ATP generado en la glucdlisis y en la produccion de los acidos, solo una parte
es utilizada en la sintesis de biomasa y en la reasimilacién de los acidos. Por lo
tanto el ATP esta en exceso y su restriccion puede representarse por una

desigualdad (ecuacién 32).2
ATP: Ec. 2gth+i-m—-n-y>0 32

2114 Balance de masa de carbono elemental. Empleando las
ecuaciones 24 y 25 se contabilizaron los atomos de carbono y se obtuvo la
siguiente ecuacion:

6g— f—3—4d —2a—-4c—-2e-4b=0Ec. 33
En teoria los balances de masa elemental de hidrégeno u oxigeno pueden

emplearse como restricciones del sistema. Pero ésta, como la mayoria de las

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Op. Cit., p. 20.
22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
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fermentaciones ocurren en medio acuoso y dichos elementos (H y O) exhiben
problemas de verificacion y medicién.® Por tal razén los balances de masa

elemental de H y O no se tuvieron en cuenta.

2115 Balance de electrones. En virtud de que cada elemento quimico de
la ecuacién estequiométrica debe estar correctamente contabilizado, en
consecuencia el balance de electrones (ecuacion 34) se satisface
implicitamente.78 En la ecuacion 34 no aparecen aquellos intermediarios cuyo
cambio neto de masa es nulo.

g¥ glucosa — 4 ¥ ycetato T ¥ putirato 1Y Lactaro TAY te?

acetona etanol +bl‘yn—butanol + WTHidro'geno Ec' 34

21.1.6 Restricciones termodinamicas. Suele denominarse rendimiento
maximo termodinamico cuando todos los electrones disponibles de la fuente de
electrones (glucosa) se transfieren a un unico producto.”® A partir de la ecuacion
34 se determind el limite superior para cada uno de los productos (@max, bmax, Cmaxs
dmax, €max Y Wmax) de la fermentacion ABE. Adicionalmente se obtuvieron nuevos
limites superiores (a'max, D'max, C'max, d'max, €'max Y W'max) aplicando el balance de
electrones sin despreciar los efectos del ATP, NADH, CO, y H,. Finalmente, las

ecuaciones 35 a 40 simbolizan los limites maximos para:

Acetato: O0<a<a'yy <a,, Ec.35

Butirato: O0<c<cyu<Cu Ec. 36

Acetona: O<d<d'..<d.. EC.37

Etanol: O<e<e'yu<enie Ec.38
0<b<b' s b

Butanol: O<w<w',, <w,, EC.39

Hidrégeno: Ec. 40

21.1.6.1 Estimacion de la energia de Gibbs estandar de formacién (AG')

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Op. Cit., p. 20.
78 DORAN, M. Pauline. Principio de Ingenieria de los Bioprocesos. Espafia. (1998): p. 80-83.

56



Debido a que la medicion experimental de la energia de Gibbs estandar de
formacion (AG'?) para la mayoria de los compuestos es técnicamente complicada,
la gran parte de los metabolitos no se han caracterizado termodinamicamente.
Entonces, se utilizd eQuilibrator una interfaz web sencilla disefiada para el analisis
de sistemas bioquimicos, que permitié la estimacion del AG' de los metabolitos o
las reacciones a diferentes condiciones. eQuilibrator emplea el método de

contribucion de grupos para estimar o predecir el AG"™."®

21.1.7 Funcion objetivo

La finalidad de la funcion objetivo fue maximizar teéricamente la cantidad de n-
butanol formada sin ignorar la dinamica de los otros productos extracelulares
(acetato, butirato, acetona, etanol, CO; y H;). Para el caso de estudio | se
plantearon tres funciones objetivos con sus respectivos factores de peso. La
magnitud de los factores de peso fueron establecidos entre 0.01 y 0.1 segun el

nivel de importancia establecido.?

21.1.71 Caso de estudio IA. Maximizacion de n-butanol Se utiliz6 como
funcién objetivo la maximizacién de la produccién de n-butanol, debido a que es el

principal objetivo de esta investigacion.

21.1.7.2 Caso de estudio IB. Minimizaciéon de ATP. En C. acetobutylicum el
ATP es generado en la glucdlisis, durante la sintesis de acetato y butirato. En este
caso de estudio se garantiz6 el consumo total de glucosa y se minimizo la
generacion de ATP. De tal manera que las cantidades de acetato y butirato
producidas sean minimas y por consiguiente mas atomos de carbonos estén
disponibles para la optimizacion de n-butanol.

21.1.7.3 Caso de estudio IC. Minimizacion de AG'. Entre menor sea el

*  Milo Lab. Weizmann Institute in Rehovot, Israel. eQuilibrator biochemical thermodynamics calculator. [Visitado el 12
de mayo de 2013]. Disponible en internet: <http://equilibrator.weizmann.ac.il/>

79 MAVROVOUNIOTIS, M. L. 1991; JANKOWSKI, M. D. et al., 2008 y MILO LAB. eQuilibrator biochemical

thermodynamics calculator [Visitado el 12 de mayo de 2013]. Disponible en internet: <http://equilibrator.weizmann.ac.il/>

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
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AG'® mas favorable es la fermentacion ABE. Lo anterior motivd a seleccionar como
funcién objetivo la minimizacién de la energia de Gibbs de la ecuacion

estequiométrica simplificada neta (ecuacion 24).

21.2 Caso de estudio Il. Construccion del modelo estequiométrico
generalizado El caso de estudio | ignoro las distintas rutas de reasimilacién de los
acidos y estudio la fermentacion como un todo. Ahora bien, con la finalidad de
incluir estos fendbmenos en el modelo se aplicd una restriccion cinética adicional
considerando la glucdlisis, acidogénesis y solventogénesis como cascadas de

eventos dependientes paralelos.

21.21 Construccion de la ecuacion estequiométrica generalizada. Las
reacciones pertenecientes a la ecuacion estequiométrica generalizada son:
Glucdlisis

gCoH 1,04 +2gNAD' + 2gPi + 2gADP — 2gC3H ;05 + 2gNADH + 2gATP+2gH,0 Ec.10

Glucosa Piruvato

Acidogénesis: como no se tiene certeza de la cantidad de moles de piruvato que
reaccionan en direccion de la sintesis de acetato, butirato y eventualmente lactato
(figura 5); se le asignaron letras (l,f,h,i,t) a los moles involucrados en cada una de

las reacciones consecutivas descritas asi:

Conversion de piruvato a lactato
IC3H ;04 + INADH +IH "' — IC3H ;05 +INAD ' EcC. 11

Piruvato Lactato
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Figura5. Esquema de la acidogénesis.

Lactat () i} ~(_) Piruvat

v

Acetilfosfat () = (") Acetil-

Acetat . I::Il Acetoacetil-

4

{7} 3-Hidroxibutiril-

v

Butirat . {_) crotonil-

A ¥
Butirilfosfat () = ("} Butiril-

Adaptado de: LUTKE-EVERSLOH, Tina and BAHL, Hubert. Metabolic engineering
of Clostidium acetobutylicum: recent advances to improve butanol production.
Current opinion in Biotechnology. (2011): 22. p. 634-647.

Conversion de piruvato a acetil-CoA
fC3H 404 + fOxFd + fCoASH — fC,Hz0SCoA + fCO, + fRdFd +2fH " Ec. 12

Piruvato Acetil-CoA

Conversion de acetil-CoA a acetilfosfato

hC,H30SCoA + hPi — hC,H40,Pi+hCoASH Ec. 41

Acetil-CoA Acetilfosfato

Formacion de acetato a partir del acetilfosfato

hC,H30,Pi+hADP — hC,H ,0, + hATP EC. 42

Acetilfosfato Acetato

Conversion de acetil-CoA a acetoacetil-CoA

2iC,H40SCoA — iCyHz0,SCoA+iCoASH Ec. 43
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Acetil-CoA Acetoacetil-CoA

Conversion de acetoacetil-CoA a B-hidroxibutiril-CoA
iC,H50,SCod +iNAD(P)H +iH** - iC,H,0,CoASH +iNAD(P)" Ec. 44

Acetoacetil-CoA B-hidroxibutiril-CoA

Deshidrataciéon de B-hidroxibutiril-CoA a crotonil-CoA
iC,H70,CoASH — iC,Hs0SCoA +iH,0 Ec. 45

B-hidroxibutiril-CoA  Crotonil-CoA

Conversion de crotonil-CoA a butiril-CoA
iC,HsOSCoA +iNADH +iH ™' — iC,H,0SCoA +iNAD " Ec. 46

Crotonil-CoA Butiril-CoA

Conversion de butiril-CoA a butirilfosfato
iC,H,;0SCoA+iPi — iC,H,0,Pi+iCoASH Ec. 47

Butirl-CoA Butirilfosfato

Formacion de butirato a partir de butirilfosfato
iC,H,0,Pi+iADP — iC,Hg0, +iATP Ec. 48

Butirilfosfato Butirato

Acoplamiento ferredoxina NAD(P)H oxidorreductasa
tOxFd + (NAD(P)H —> tFdFd 2 +tNAD(P)™ + 1" Ec. 22a

Ferredoxina oxidada Ferredoxina reducida
Solventogénesis: en esta etapa ocurre la biosintesis de acetona, n-butanol y

etanol (figura 6) debido a la reasimilacion del acetato y butirato, al mismo tiempo

que se consume la glucosa. Para cada una de las reacciones implicadas se
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obtuvo:

Reasimilacion de acetato via acetoacetil-CoA acetato CoA-transferasa
JCoH 4,0, + jC4H0,SCod — jC,H30SCoA + jC,H,0; EC. 49

Acetato Acetoacetil-CoA Acetil-CoA Acetoacetato

Reasimilacion de butirato via Acetoacetil-CoA butirato CoA-transferasa
kC,HgO, + kC,H;0,SCoA — kC,H,0SCoA +kC,HsO4 EC. 50

Butirato Acetoacetil-CoA Butiril-CoA Acetoacetato

Sintesis de acetona
Los coeficientes j+k=d
dC,Hs0; — dC3H,0O+dCO, Ec. 16

Acetoacetato Acetona

Figura6. Esquema de la solventogénesis.

Piruvato

Lactato ':::’ -G

I Etanot
Acetllfosfato{::: * —EII:H {::|+

Acetona
cet,. CoA _
Acetato - m I:::'_."'

Acetoacetato

3- Hldroﬂlrll-CoA

Crot -CoA

Butirato
r
Butirilfosfato '::::' '* _?-':'j_i' {::l_."

Butiraldehido

Modificado de: LUTKE-EVERSLOH, Tina and BAHL, Hubert. Metabolic
engineering of Clostidium acetobutylicum: recent advances to improve butanol

production. Current opinion in Biotechnology. (2011): 22. p. 634-647.
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Reasimilacion de acetato via fosfotrans-acetilasa y acetato quinasa

mCyH Oy + mATP + mCoASH — mC,H30SCoA +mADP +mPi Ec. 51

Acetato Acetil-CoA

Reasimilacion de butirato via fosfotrans-butirulasa y butirato quinasa
nC,HgO,+*nATP +nCoASH —nC, H;05CoA+nADP+nPi go 59

Butirato Butiril-CoA
Reduccion de acetil-CoA a acetaldehido

eC,H30SCoA + eNADH +eH ™ — eC,H ,0 + eCoASH +eNAD ™ Ec. 53

Acetil-CoA Acetaldehido

Reduccion de acetaldehido a etanol
eC,H,0+eNADH +eH '™ — eC,Hs0 +eNAD ' Ec. 54

Acetaldehido Etanol

Formacion del acetoacetil-CoA a partir del acetil-CoA

2rCyH40SCoA — rC,H0,SCoA+rCoASH Ec. 55

Acetil-CoA Acetoacetil-CoA

Conversion del acetoacetil-CoA a B-hidroxibutiril-CoA
rCyH50,SCoA+rNAD(P)H +rH ™ — rC,H;0,CoASH +rNAD(P)"* Ec. 56

Acetoacetil-CoA B-hidroxibutiril-
CoA

Deshidratacién de B-hidroxibutiril-CoA a crotonil-CoA

rC4H;0,CoASH — rC,H;OSCoA +rH,0 EC. 57

B-hidroxibutiril-CoA Crotonil-CoA
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Conversion de crotonil-CoA a butiril-CoA

rC4HsOSCoA+rNADH +rH ™t — rC,H,0SCoA+rNAD ' Ec. 58

Crotonil-CoA Butiril-CoA

Reduccion de butiril-CoA a butiraldehido

bC,H,0SCoA +bNADH +bH ™ — bC,Hz0 +bCoASH +bNAD " Ec. 59

Butiril-CoA Butiraldehido

Reduccion de butiraldehido a n-butanol
bC,HgO +bNADH +bH ™t — bC,H,,0 +bNAD ™ Ec. 60

Butiraldehido n-Butanol

Acoplamiento ferredoxina NAD(P) reductasa
tRAFd~ +NAD(P)™ + tH** — tOxFd +tNAD(P)H Ec. 22
Ferredoxina reducida Ferredoxina oxidada
Sintesis de hidrégeno molecular
wRdFd ™% +2wH "' - wOxFd + wH, EC. 23
Ferredoxina reducida Ferredoxina

oxidada
21.2.2 Restricciones bioquimicas En la tabla 11 se resumen las

restricciones bioquimicas establecidas para el modelo estequiométrico

generalizado.
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Tabla 11. Restricciones bioquimicas modelo estequiométrico generalizado

Balance Restriccion
Piruvato 2g-1- /=0
Acetil-CoA f+j+m—h—e= 2i- 2r-2(j+k)=0
Butiril-CoA k+n+r—>5b=0
NADH 2g+¢— [— 2i— 2r— 2e-2 b— =0
Ferredoxina (FdRd) wti— f— =0
ATP 29+h+i— m— n—y>0
Carbono elemental 6g+2m+4n—3l= f=2h— 2j- 2e-4i- 4b=0
Electrones 24g+8m+20n+4k— 2w— 8j— 8h— 12e-12 /— 20i— 24b=0
Acetona/Acetoacetato/Acetoacetil-CoA jrk=d
Acetato h= j=m=a>0
Butirato I— k= n=c>0

Fuente: Autor.

21.2.3 Restricciones termodinamicas

Las mismas estudiadas en la seccién 2.1.1.6.

21.24 Restricciones Cinéticas

Desai, Nielsen y Papoutsakis (1999) a partir de la informacién cinético-enzimatica
de ensayos in vitro para acetato/butirato CoA-transferasa®* propusieron la
siguiente relacion para la reasimilacion de los acidos:

lus _ g 515145]

rupAC [AC]

rupas: Velocidad de reasimilacion de acido butirico.

rupac: Velocidad de reasimilacion de acido acético.
[AB]: Concentracién de acido butirico.
[AC]: Concentracion de acido acético.

0.315 es el parametro de selectividad para ambas reacciones.

Este trabajo replanted la relacidn cinética de reasimilaciéon de los acidos? en

términos estequiométricos (ecuacion 61) de la siguiente manera:

32 WIESENBORN, Dennis P; RUDOLPH, Frederick B and PAPOUTSAKISI, Eleftherios T. Op. Cit., p. 30.
22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
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£.= 0.315

Ec. 61

Donde k y j son las cantidades de butirato y acetato reasimilados respectivamente.

21.25 Funcion objetivo

Se maximizo la cantidad de n-butanol formada.

2.1.3 Caso de estudio Ill. Construccion del modelo estequiométrico
subespaciado En este modelo estequiométrico se utilizaron las mismas
ecuaciones del caso de estudio Il e impusieron restricciones termodinamicas
adicionales. Basicamente se construyd dividiendo el modelo estequiométrico
generalizado en dos partes. La primera parte optimizé la acidogénesis como un
evento independiente de la solventogénesis. En la segunda optimizé el n-butanol
condicionado a los acidos formados en la acidogénesis y a las restricciones

termodinamicas adicionales.

21.31 Construccion de la ecuaciéon estequiométrica subespaciada La
primera parte consta solamente de las ecuaciones de la acidogénesis del modelo
estequiométrico generalizado (ecuaciones 10, 11, 12, 41 a 48). La segunda fue el
mismo modelo estequiométrico generalizado sujeto a la optimizacion de la

acidogénesis.

21.311 Parte I. Optimizacién de la acidogénesis

2.1.3.1.1.1 Restricciones Unica y exclusivamente las restricciones
correspondientes a los acidos (tabla 11 y las ecuaciones 35, 36 y 62).

21.3.1.1.2 Restriccion termodinamica de eficiencia La eficiencia

termodinamica se define como la relacién entre le energia consumida y la energia
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disponible. En términos metabdlicos puede escribirse por medio de la siguiente
ecuacion:
A+B — C+D; 4G,
+

nADP + nPi = nATP; AG 4;p"

A+ B+nADP+nPi — C+D+nATP;, AG;"

ndA pp"
AG,"° Ec. 62
e*(4Gy"° —ndA y1p"°)—ndd ymp"® =0

Eficiencia : ¢ =

Los limites superior e inferior de la eficiencia en la acidogénesis se fijan cuando el
metabolismo se dirige exclusivamente a la formacién de acetato o butirato.

Matematicamente la eficiencia (ecuacién 62) es una restriccion no lineal.

2.1.3.1.1.3 Funcioén objetivo Se utiliz6 como funcion objetivo la generacién de
ATP maxima ajustada a diferentes factores de peso, los cuales dependiendo del
nivel de importancia o prioridad del metabolito oscilaron entre 0.01 y 0.1.% El
butirato por ser un precursor clave en la sintesis de n-butanol,® se le fij¢ el factor
de peso mas alto (0.1) y para el acetato se establecieron tres niveles 0.01, 0.05 y

0.1 indicando prioridad baja, media y alta respectivamente.
21.31.2 Parte Il. Optimizacién del n-butanol

21.3.1.21 Restricciones termodinamicas adicionales Se fijaron los limites de
acetato y butirato mediante un analisis termodinamico al inicio de la
solventogénesis. De modo similar se fijé el valor minimo de etanol. En el anexo C
se presenta detalladamente los calculos de las raices del sistema de ecuaciones

no lineales para cada uno de los grupos de reacciones planteadas.

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
60 TASHIRO, Yukihiro. et al. Op. Cit., p. 44.
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21.3.1.2.2 Acetato maximo Considerando la reaccién de equilibrio de
reasimilacion de acetato via acetato quinasa/fosfotrans-acetilasa como una
reaccion independiente (ecuacion 63), se obtuvo la cantidad maxima de acetato
reasimilada por esta ruta.

C,H,0, + ATP + CoASH — C,H,0SCoA+ ADPPi+ H !
. [C,H,05Coa]aDP]Pi] Ec. 63
1 |c,H,0,]ATP]CoASH |
[C2H402 ] = My

2.1.3.1.2.3 Butirato maximo Similarmente a lo planteado para el acetato se
obtuvo la reasimilacion maxima de butirato via butirato quinasa/fosfotrans-
butirulasa (ecuacion 64).

C,HgO, + ATP + CoASH — C,H,0SCoA+ ADPPi+ H !
. [c,H,08C04]aDP]Pi
“ " [C,HgO, [ATP]CoASH ]
[C4H802 ] T Mngx

Ec. 64

21.3.1.2.4 Reasimilacion de acetato y butirato Para el mecanismo completo
de reasimilacion de los &acidos se establecieron los siguientes equilibrios
simultaneos: acetoacetil-CoA acetato/butirato CoA-transferasa, fosfotrans-
acetilasa/acetato quinasa y fosfotrans-butirulasa /butirato quinasa. Los cuales se

agruparon en la ecuacion 65.
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1.C,H,0, + ATP + CoASH — C, H3,0SCoA + ADPPi + H**
- [c,H,0SCoa] ADP]Pi]
[C,H,0,]aTP]CoasH]
2.C,HgO, + ATP + CoASH — C,H;0SCoA + ADPPi + H™"
. [c,H,08C0a]aDP]Pi]
2" [C4Hg0, JaTP]CoASH]
3.C,H,0, + C,H50,5Cod —> C, H,OSCoA + C,HgO4
- [C4HgO3[C, H,08C0A]
[C,H,0,]C,H50,5C0A]
4.C,HgO, + C,Hg0,5Cod — C,H;0SCoA + CyHyO4
_ [c4Hs0;]CH,08CoA]
*lc,Hg0,]C,Hs0,5C04]
[C2H402 ] = Jmin’ [C4H802 ] = Ko
Reemplazarlasrelaciones3y4 por5y6:
5[C,Hg0,]-0.315%[C,H,0,]=0
6.2C,H,0, + ATP — C3HsO + CO, + ADP + Pi+ H™!
_lesolco,Javrr]
[C2H,0,[4TP] Ec. 65

’

!

La solucion simultanea de las reacciones 1, 2, 3 y 4 de la ecuacion 65 presentd
regiones no factibles debido a las singularidades del sistema, para corregir este
inconveniente y determinar la minima relacion acetato/butirato se reemplazaron

las reacciones 3 y 4 por la relacidén 5 y la reaccion 6 respectivamente.

2.1.3.1.2.,5 Etanol minimo
Con base en la competencia entre de B-hidroxibitiril-CoA y acetaldehido a partir del

Acetil-CoA por el NADH, se estimo la cantidad de etanol minimo (ecuacién 66).

2C,H30SCoA+ NADH +2H " — C,H,0,SCoA+ NAD ™ + CoASH
[c,H,0, SCoA][NAD A ICOASH]
[C,H,0SCoA]? [NADH |
C,HZ0SCoA+NADH +2H ™ — C,H,0+NAD™ +CoASH  Ec. 66
o [C2H40][NAD*1IC()ASH]
“ [C,H,0SCoA|NADH]
[C2H40] = [C2H60] = €min

’ —
K'y =
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2.1.3.1.2.2 Funcion objetivo Se maximizé la cantidad de n-butanol producida.

Una vez completado todos los elementos del modelo (ecuacion estequiométrica,
restricciones y funcion objetivo) el siguiente paso fue solucionarlo. Cabe aclarar
que para aquellos modelos donde la funcion objetivo y las restricciones son
lineales, el problema de optimizacion se resolvioé por programacion lineal y cuando
se presentaron ecuaciones no lineales, los métodos de la programacion no lineal

fueron los aplicados.

2.2 SOLUCION DEL MODELO ESTEQUIOMETRICO

Uno de los softwares utilizado en la solucién de los modelos fue GAMS (General
Algebraic Modeling System) version de prueba 24.0.2. Este es un sistema de
modelado de alto nivel para la optimizacion y programacion matematica. Se trata
de un lenguaje compilador y programas de cémputo integrados. GAMS esta

disefiado para aplicaciones a gran escala y problemas de elevada complejidad.80

El problema de optimizacién para la casos de estudio |, Il y Ill fue solucionado con
ayuda del servidor NEOS* (Network-Enabled Optimization System) desarrollado
por la Universidad de Wisconsin, debido a que ofrece un servicio gratuito en
Internet para la solucién de estos tipo de problemas de optimizacion. NEOS
proporciona un enfoque simple para la solucibn de una amplia variedad de
estudios sobre optimizacion y facilita multiples interfaces para el acceso a los

sistema de cémputo.8’8223

80 ROSENTHAL, Richard E. 2012. [En linea, visitado el 12 de mayo del 2013]. Disponible en internet:
<http://www.gams.com/docs/document.htm>

* NEOS Server [En linea, visitado el 12 de mayo del 2013]. Disponible en internet: <http://www.neos-server.org/neos/>

81 GROPP, W. AND MORE, J. Optimization Environments and the NEOS Server. Approximation Theory and Optimization.
BUHMANN, M. D. AND ISERLES, A. Eds. Cambridge University Press. (1997): p. 167-182.

82 CZYZYK, J. MESNIER, M. AND MORE, J. |EEE Journal on Computational Science and Engineering, Vol 5, (1998): p.
68-75.

83 DOLAN, E. The NEOS Server 4.0 Administrative Guide. 2001 [En linea, visitado el 12 de mayo del 2013]. Disponible en
internet: <info.mcs.anl.gov/pub/tech_reports/reports/TM-250.pdf>

69



GAMS®* y NOES Server® son herramientas Uutiles en la solucién de problemas
caracteristicos de la ingenieria metabdlica (AFB/AFV) por programacion lineal o no
lineal segun el caso. La implementacion de los conceptos de optimizacion gIobaI22
aseguré el calculo del 6ptimo maximo de n-butanol en la region factible. Dentro de
las herramientas de computo disponibles se usé la opcién BARON,®® la cual es
idonea para solucidén de estos tipos de modelos matematicos. En el anexo D se
detalla el cédigo de programacion utilizado en los casos de optimizacion de esta

investigacion.

2.3 SECCION EXPERIMENTAL

2.3.1 Recuperacion y medios de mantenimiento de la cepa Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 Se prepar6 el medio de recuperacion de Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 con los siguientes componentes: glucosa 4g/L; peptona
10g/L; almidon soluble 1g/L; extracto de levadura 5g/L; NaCl 5g/L; extracto de
carne 10g/L; acetato de sodio 3g/L; resazurina 0.1mg/L.%” Después se calentd la
ampolleta de la cepa liofilizada y se rompié por la adiciéon de unas gotas de agua.
Paso seguido fue removido el material bajo condiciones anaerobias (atmdsfera de
nitrégeno) y se adicionaron 0.5mL del medio de cultivo liquido donde se logro la
rehidratacién del microorganismo. La cepa rehidratada fue inoculada en los
medios de cultivo sdlidos y liquidos, y se dejo crecer por 8 horas. Finalmente los

cultivos fueron almacenados a 5°C.%8

Para el mantenimiento de la cepa cada 15 dias se prepararon medios de cultivo

84 WANG, Shaohua. et al. Appl Microbiol Biotechnol. 93. (2012): p. 1021-1030.

85 NEOS Server [En linea, visitado el 12 de mayo de 2013]. Disponible en internet: <http://www.neos-
guide.org/content/metabolic-engineering-problem>

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.

86 NEOS Server. [En linea, visitado el 12 de mayo de 2013]. Disponible en internet: <http://www.neos-
server.org/neos/solvers/go:BARON/GAMS.html>.

87 ATCC. [En linea, visitado el 15 noviembre 2009]. Disponible en internet:
<https://www.atcc.org/products/all/824.aspx#2F93F855AA1943AC8F4392E86118D08A>

88 DMSZ, Cultivation of Anaerobes. [En linea, visitado el 15 noviembre 2009]. Disponible en internet: <http://www.dsmz.de/
microorganisms/main.php?contentleft_id=11>
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liquidos, los cuales fueron inoculados y se dejaron crecer minimo por 8 horas, y
cada 30 dias se hizo el mismo procedimiento para medios de cultivo sélidos y

después fueron almacenados a 5°C.

2.3.2 Pruebas de fermentacion preliminares. Las etapas empleadas en la

preparacion de medios de cultivo de mantenimiento y de fermentacion fueron las

siguientes:

1. Reactivacion del microorganismo

2 Inoculacién del microorganismo reactivado

3. Fermentacion

4 Medicion de la concentracion de biomasa, glucosa y productos

2.3.21 Procedimiento general del medio de cultivo de mantenimiento o
preinéculo

a. El medio de mantenimiento de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 se
prepard con los siguientes nutrientes en un litro de agua destilada: glucosa 4g;
peptona 10g; almidén soluble 1g; extracto de levadura 5g; NaCl 5g; extracto de

carne 10g; acetato de sodio 3g; resazurina 0.1 mg.

b. Al medio de mantenimiento se le agregé un 10% de agua destilada
adicional.
C. El medio de cultivo se calenté suavemente hasta burbujeo y reduccion del

volumen un 10%.

d. Posteriormente se introdujo en la camara de anaerobiosis en atmdsfera de
N, para mantenerla libre de O..

e. Después de enfriado el medio se le adicion6 0.5 g/l de cisteina
clorohidratada bajo atmésfera de N». Se llenaron viales de 20mL con 15mL vy las
botellas de 500mL con 270mL de medio.

f. Los viales y las botellas se sellaron con corchos de nitrilo y tapa metalica y
fueron esterilizados en una autoclave a 15psi de presion por 15 minutos.

g. Finalmente se inoculé con un 10% en volumen y se dej6é incubar por 24
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horas.

2.3.2.2 Preparacion medios de cultivo de fermentacién

a. El medio de fermentacion de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 se
preparo con los siguientes nutrientes en un litro de agua destilada: glucosa 20-60;
extracto de levadura 5; KH,PO, 0,75; K,HPO, 0,75; MgSO4*7H,O 0,20;
FeS0,4*7H,0 0,01; MnS0O,0,01; (NH4)2S04 2; NaCl 1; resazurina 0,1mg.*?

b. Al medio de fermentacion se le agregd un 10% de agua destilada adicional.
C. El medio de cultivo se calenté suavemente hasta burbujeo y reduccion del
volumen un 10%.

d. El medio de cultivo se introdujo en la camara de anaerobiosis en atmodsfera
de N2 para mantenerla libre de O..

e. Después de enfriado al medio se adicioné 0,5 g/l de cisteina clorohidratada
bajo la atmdsfera de N». Se llenaron las botellas de 500mL con 270mL de medio.

f. Se sellaron las botellas con corchos de nitrilo y tapa metalica. Estos fueron
esterilizadas en una autoclave a 15psi de presion por 15 minutos.

g. Una vez esterilizados se inoculé con un 10% en volumen y se dej6 incubar
por 24 horas.

h. Finalmente el medio de fermentacion fue Inoculado con la cepa del medio
de mantenimiento (preinoculo) y se inicid la fermentacion por 24h. Las muestras

se tomaron cada 3 6 4 horas segun el caso.

23.23 Medicidon de la concentracion de biomasa Se elaboré una curva
de calibracion de concentracién de biomasa (peso seco) de la siguiente manera:
se construyeron tres cajas pequefias de papel aluminio, las cuales fueron
marcadas y secadas a 105°C durante 8 horas. Seguidamente se colocaron en una
camara desecadora hasta peso constante y después fueron pesadas. El cultivo
celular fue centrifugado a 10000 gravedades por 15 minutos y se desechd el

sobrenadante; este procedimiento se realizé tres veces evitando la pérdida de

43 YANG, Xiaoping and TSAO, George G. Op. Cit., p. 36.
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células. EIl pellet o células resultantes fueron resuspendidas en un volumen
conocido de agua destilada y depositado en las cajas de papel aluminio. Antes de
ser pesado el sedimento se secd a 105°C durante 6 horas y se colocé en un
desecador hasta peso constante. A continuacion fueron preparadas diluciones
seriadas de las células resuspendidas y se procedié a medir la densidad 6ptica a
600nm, de esta manera se correlacion6 la absorbancia con la concentracion del

peso seco obteniéndose la curva de calibracion (anexo E).%

2324 Medicion de la concentracion de glucosa Se utilizé la prueba
enzimatica de la glucosa oxidasa (BioSystems S.A.) para determinar la

concentracion de glucosa.?*4%7°

2.3.2.5 Medicion de la concentraciéon de productos La concentracion de
los metabolitos solubles (acetato, butirato, acetona, etanol y n-butanol) en la fase
liquida fue estimada después de la eliminacion de las células por centrifugado. Los
analisis fueron desarrollados por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento
(HPLC).*®

2.3.2.51 HPLC El equipo de HPLC empleado esta equipado con una columna
supelcogel C-610H (dimensiones 300 x 7.8mm) y un detector de indice de
refraccidon. Para el analisis, la fase mévil (acido sulfurico 0,5 mM) fue bombeado
isocraticamente durante 30 min a una velocidad de flujo de 0.8mL/min y una
temperatura de 30°C. A cada uno de los metabolitos se le realizd su respectiva

curva de calibracién (anexo E).

2.3.3 Fermentacion en un biorreactor de pruebas Para C. acetobutylicum

ATCC 824 varias investigaciones han producido altos niveles de n-butanol en el

89 MADIGAN, Michael. T. et al. Brock. Biologia de los Microorganismos. Pearson. 10 ed. Espafia. (2009): p. 168-172.
23 TASHIRO, Yukihiro. et al. Op. Cit., p 24.

49 QURESHI, Nasib. et al. Op. Cit., p 42.

70 EZEJI, T. QURESHI, N. AND BLASCHEK, H. Op. Cit., p. 46.

90 GONZALEZ-PAJUELO, Maria. et al. Metabolic Engineering. 7. (2005): p. 329-336.
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intervalo de pH entre 4.5 y 5.5.2°"%! Entonces este trabajo seleccioné como el pH
de operacion de 5.0 debido a que fue el nivel donde generalmente se obtiene la

maxima cantidad de n-butanol.*®"9%%

2.3.31 Fermentacion sin control de pH Los experimentos se llevaron a
cabo en un fermentador BIOFLO 110 de 5L con un volumen operacional de 2L, en
modo de operacién discontinuo bajo condiciones estrictas de anaerobiosis
mediante el burbujeo de nitrégeno (figura 7). Este fue cargado con una
concentracion inicial de 40g/L de glucosa grado industrial y el medio de
fermentacion (ver seccion 2.3.2.2.). Antes de iniciar la fermentacion, el biorreactor
fue esterilizado en una autoclave a 121°C de temperatura y 15psi de presion
durante 15 minutos. Después se agregd 10%v/v de indculo (ver seccién 2.3.2.1).
La fermentacion duré 36 horas, durante todo el proceso fermentativo la
temperatura y la agitacion se mantuvieron constantes a 37°C y 200rpm
respectivamente. Cada tres horas se midio el pH y se tomaron muestras del caldo

de fermentacion para evaluar la concentracion de sustrato, células y metabolitos.

9 JONES, David T and WOODS David R. Op. Cit., p. 20.

51 WALTER, K; MERMELSTEIN, L. and PAPOUTSAKIS, T. Op. Cit., p. 42.

91 HUSEMANN, Michael H. W and PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Biotechnology and Bioengineering. Vol. 32. (1988): p.
843-852.

48 QURESHI, N and MADDOX, I. S. Op. Cit., p. 42.

92 MONOT, Frederic. et al. Appl Microbiol Biotechnol. 19. (1984) : p. 422-426.

93 HARRIS, Latonia M. et al. Biotechnology and Bioengineering. Vol. 67. (2000): p. 1-11.

74



Figura7. Montaje experimental del biorreactor de pruebas
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Montaje experimental para la fermentacion ABE. 1) Sensor de Oxigenc: 2) Sensor de pH: 3)
Sensor de Temperatura.

Caldo de |a fermentacion al principio y al final de la misma.

2.3.3.2 Fermentacion con control de pH Los experimentos se llevaron a
cabo en un fermentador BIOFLO 110 de 5L con un volumen operacional de 2L, en
modo de operacién discontinuo bajo condiciones estrictas de anaerobiosis
mediante el burbujeo de nitrégeno. Este fue cargado con una concentracién inicial
de 40g/L de glucosa grado industrial y el medio de fermentacién (ver seccidn
2.3.2.2. a). Antes de iniciar la fermentacion, el biorreactor fue esterilizado en una
autoclave a 121°C de temperatura y 15psi de presion durante 15 minutos
aproximadamente. Después se agrego 10%v/v de inoculo (ver seccion 2.3.2.1). La
fermentacion durd 48 horas, mientras todo el proceso fermentativo la temperatura,

la agitacion y el pH se mantuvieron constantes a 37°C, 200rpm y 5.0
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respectivamente. El control de pH fue realizado automaticamente por el equipo
empleando NaOH 1.5N y/o H,SO4 1.5N. Cada tres horas se tomaron muestras del
caldo de fermentacion para evaluar la concentracion de sustrato, células y

metabolitos.

2.4 MODELADO CINETICO

Se propuso un modelo cinético estructurado para C. acetobutylicum ATCC 824 con
base en el planteamiento matematico de Shinto, H. et al., 2007 (tabla 6) y los
balance de masa de los metabolitos involucrados en la ruta metabolica*® (anexo
F). Las ecuaciones diferenciales que describen la dinamica de la fermentacion

ABE fueron solucionadas utilizando Matlab versién 7.0.4.

Para la estimacion de los parametros cinéticos del modelo se utilizaron tres
conjuntos de datos experimentales: los obtenidos por Fucifios y Pallares (2011) en
la fermentacion batch sin control de pH,* los obtenidos por Rojas y Gonzalez
(2011) en la fermentacion batch a pH 5.0 constante®™ y los realizados en esta
investigacion (ver secciones 2.3.3.1. y 2.3.3.2.); posibilitando asi la simulacion y

prediccion de los metabolitos extracelulares de la fermentacion ABE.

46 SHINTO, Hideaki. et al. Op. Cit., p. 40.
94 FUCINOS, Viviana y PALLARES, Andrea. Tesis de pregrado. Universidad Industrial de Santander. (2011).
95 ROJAS, Cindy y GONZALEZ, Nancy. Tesis de pregrado. Universidad Industrial de Santander. (2011).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ECUACION DE BIOSINTESIS DE BIOMASA A PARTIR DE GLUCOSA
En la tabla 12 se presentan las relaciones y los coeficientes estequiométricos

estimados para ecuacion bioquimica de sintesis de biomasa (ecuacion 25).

Tabla12. Coeficientes de la ecuacion bioquimica de biosintesis de

biomasa

Sustancia Expresion como funcidén de la biomasa Valor [mol]
Biomasa q 0.300
ATP y=(73/30)[ g 0.730
NADH B=0.125(1¢g 3.75x10”

Fuente: Autor

La ecuacién 67 representa la biosintesis de biomasa para C. acetobutylicum ATCC
824 y se construyo reemplazando los datos de la tabla 12 en la ecuacion 25. De la
cual se infiere que bajo las condiciones empleadas el 36.5% del ATP y el 1.875%
del NADH resultantes de la glucdlisis fueron utilizados en la biosintesis de la
biomasa; el restante quedd disponible para el metabolismo primario u otros

requerimientos celulares.

Ecuacion de biosintesis de biomasa a partir de glucosa para Clostridium
acetobutylicum ATCC 824

0.05C¢H,,0¢ +0.075NH; +0.038NADH +0.7334TP+0.58H,0
\J Ec. 67
0.3CH,04 5N 55 +0.038NAD™ +0.7334DP+0.733Pi +0.692H ™

77



3.2 LIMITES SUPERIORES DE LOS PRODUCTOS DE LA FERMENTACION
ABE

Los limites superiores calculados o espacios de solucion factible para lactato,
acetato, butirato, acetona, n-butanol, etanol e hidrégeno se resumen en la tabla
13.

Tabla 13. Limites superiores de los productos de la fermentacion ABE

Producto Intervalo posible | Intervalo posible Il
Lactato 0<I1<20 0<I1<20
Acetato 0<a<3.0 0<a<20
Butirato O<c<1.2 0<c<1.0
Acetona 0<d<15 0<d<1.0
Etanol 0<e<20 0<e<20
n-Butanol 0<b<1.0 0<b<1.0
Hidrégeno O<w<12 O<w<6

Fuente: Autor.

En la tabla 13 el intervalo posible | son las regiones probables estimadas con el
balance de electrones (ecuacion 34) para cada metabolito sin tener en cuenta el
metabolismo celular. El intervalo posible II son aquellas regiones factibles
calculadas a partir de la conexién entre el balance de electrones (ecuacion 34) y la

ruta metabdlica de C. acetobutylicum ATCC 824.

La diferencia entre el intervalo posible | y el Il, es que el primero ignora por
completo la dinamica del NADH, ATP e hidrégeno molecular; en cambio el
intervalo posible Il no lo hace. Una consecuencia directa de no omitir la dinamica
del metabolismo fue una ligera reduccion del espacio probable de solucién para el
acetato, acetona, butirato e hidrégeno molecular. Por consiguiente, el numero de

soluciones optimas de la fermentacion ABE se acotaron.
El intervalo posible Il, o espacio de solucion, bioquimicamente representa la

reaccion neta de formacion cuando el metabolismo se dirige exclusivamente hacia

la formacion de un unico producto. Por ejemplo: la ecuacion 68 indica la cantidad

78



maxima de moles de lactato (2moles) formados por mol de glucosa consumida, y a
su vez este proceso se caracteriza por la generacidon de 2moles de ATP. Las
reacciones particulares de acetato, butirato, acetona, etanol y n-butanol fueron

representadas mediante de las ecuaciones 69 a 73.

Formacion de lactato:

CgH,,05 +2Pi+2ADP+2H " —2C,H 0, +2ATP+2H,0 Ec. 68

Formacion de acetato:

CgH,,05 +2NAD' +4Pi+44DP — 2C,H 0, +2NADH+4ATP+2H ,0+2C0, +2H, Ec. 69

Formacion de butirato

CgHy,0g +3Pi+34DP+3H ™ — C,Hy0, +34TP+2H,0+2C0, +2H, Ec. 70

Formacion de acetona

CoHypO0q +2NAD™ +2Pi+24DP — C3HyO+2NADH +2ATP+ H,0+3C0, +2H, Ec.T1

Formacion de etanol

Ec. 72
CgHy,05 +2NADH +2Pi+2ADP+4H "t — 2C,HsO+2NAD ™ +2ATP+2H,0+2C0, +2H,

Formacion de n-butanol

CsH1,0g + 2NADH +2Pi+2ADP+4H "™t — C,H,j0+2NAD™ +2ATP+3H,0+2C0, +2H, Ec. T3

La ecuacion 69 no solo fijé el maximo de acetato sino también el extremo superior
de ATP (4moles) por mol de glucosa consumida en la fermentaciéon ABE. Si solo
se formara butirato (ecuacion 70), el maximo de ATP serian 3moles. Entonces las
ecuaciones 69 y 70 numéricamente establecieron que al final de la acidogénesis el

ATP generado estara entre 3 y 4moles. Es mas, tanto la formacion de acetato
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como la de butirato conservaron la cantidad de NADH producida en la glucdlisis y

en ambas reacciones se formaron 2 moles de H, y 2moles de CO..

En la ruta de produccion de acetona (ecuacion 71) no varido el NADH y el ATP
previamente sintetizados en la glucdlisis. La sintesis de etanol (ecuacién 72) y la
de n-butanol (ecuacién 73) se caracterizaron por la necesidad de NADH, esto
significa que ademas de consumir el NADH producido en la glucélisis necesitaron
una fraccion adicional. La produccién de Hz y CO; en las rutas de sintesis de los
solventes ABE (ecuaciones 71 a 73) fueron iguales a las observadas para el
acetato y butirato; salvo en la ecuacion 71 (acetona) donde se produjeron 3moles
de CO..

La ecuacién 73 es la solucion trivial o maximo tedérico de n-butanol alcanzable
cuando los demas productos no son sintetizados. Esta ecuacion tedéricamente
sugiere que la biosintesis de n-butanol en C. acetobutylicum requiere de poder
reductor (NADH) suplementario al producido en la glucdlisis. A la misma
conclusién llego Tashiro, Y. et al., (2004) para C.
saccharoperbutylacetonicum N1-4 en cultivos por lotes alimentados.®® De
este resultado probablemente “la produccién de n-butanol esta relacionada
directa o indirectamente con la ferredoxina y el transporte de electrones a

nivel celular”.

3.3 CASO DE ESTUDIO I. MODELO ESTEQUIOMETRICO SIMPLIFICADO

Las restricciones bioquimicas (ecuaciones 27 a 31), el balance de masa de
carbono (ecuacidon 33) y el balance de electrones (ecuacién 34) definidos en el
capitulo anterior estan esquematizadas matricialmente por la ecuacion 74. La

restriccion del ATP (ecuacién 32) para C. acetobutylicum se transformd en la

60 TASHIRO, Yukihiro. et al. Op. Cit., p. 44.
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ecuacion 75. Finalmente, el modelo simplificado para los casos de estudios IA, IB
y IC quedaron sujetos a las restricciones de las tablas 12, 13 y, a las ecuaciones
74y 75.

La funcién objetivo del caso de estudio IA fue maximizar la variable b
correspondiente al n-butanol, en el caso de estudio IB fue minimizar el ATP neto
(ecuacion 75) y el caso de estudio IC minimizar la energia de Gibbs (ecuacion 76)

de la ecuacion estequiométrica simplificada neta de la fermentacion ABE

(ecuacion 24).

La energia de Gibbs de cada componente (tabla 14) fue calculada utilizando

2¢g+a+c+d-0.730Ec. 75

eQuilibrator a condiciones estandar (T=298.15K y pH=7.0)

[0 0 0 0 0 -1 2 -1 0 00 a [0

-1 0 0 -2 -1 1 0 O -2 00 b 0

0 -2 0 0 -2 0 2 -1 -210 c 0.0375

0 -1 -1 0 0 0 0 O 1 00 d 0

-2 -4 -4 -4 -2 1 6 -3 0 00 e 0

8 -24 -20 -16 -12 O 24 -12 0 0 -2|rf 0

L0 0 0 0 0 -1 0 O 0 11 g 10.0375 ]
! Ec. 74
r
t
w

Tabla14. Energias de Gibbs a condiciones estandar. Caso de estudio IC
Sustancia AG"[KJ/mol] Sustancia AG"[KJ/mol]
Glucosa -436.7 CO, -547.4
ADP -1429.2 Acetato -249.5
Pi -1058.6 Butirato -73.1
ATP -2292.9 Acetona 79.9
H.O -157.3 Etanol 58.0
H, 97.5 n-Butanol 227.5
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Milo Lab. Weizmann Institute in Rehovot, Israel. eQuilibrator biochemical
thermodynamics calculator. [Visitado el 12 de mayo de 2013]. Disponible en

internet: <http://equilibrator.weizmann.ac.il/>

A partir de los datos de la tabla 14 se obtuvo la funciéon objetivo del caso de

estudio IC (ecuacién 76).

4G'™, ., =227.5D0 +58e -547.4f +97.5w+ 75.2g —157.3r — 272.6d —54.6a +121.8c —312.6] —142.277

neto

Ec. 76

La solucién para los tres casos de estudio del modelo simplificado fue
exactamente la misma (tabla 15). Una posible explicacion para este
comportamiento es: las restricciones y la funcion objetivo son un conjunto de
ecuaciones lineales, asi que geométricamente el problema de optimizacién y su
solucion se visualizan como la interseccion de n-dimensiones lineales, las cuales
convergieron a la misma region (la trivial de n-butanol), probablemente por los
meétodos de optimizacion global u 6ptimo absoluto utilizados en su resolucién. De
lo anterior se deduce que el maximo de n-butanol en los modelos simplificados no

dependio de la funcion objetivo empleada.

La solucién de los tres casos de estudios fue independiente del factor de peso
aplicado, no se presentaron singularidades ni regiones no factibles. Por lo tanto la
técnica de programacion lineal fue la apropiada, tal y como lo han reportado otros

autores en investigaciones similares 7%

De la tabla 15 se puede afirmar que la actividad enzimatica en las reacciones de

96 BONARIUS, H. et al. Biotechnol. Bioeng. 50. (1996): p. 299-318. Citado por: DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K;
PAPOUTSAKIS, Eleftherios TJournal of Biotechnology. Vol. 71. (1999): p. 191-205.

97 VARMA, VARMA, A and PALSSON, B. O.Appl. Environ. Microbiol. 60. (1994): p. 3724-3731. Citado por: DESAI, Ruchir;
NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios TJournal of Biotechnology. Vol. 71. (1999): p. 191-205.

98 MAJEWSKI, R. A and DOMACH, M M. Biotechnol. Bioeng. 35. (1990): P. 732-738. Citado por: DESAI, Ruchir; NIELSEN,
Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios TJournal of Biotechnology. Vol. 71. (1999): p. 191-205.
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formacion de lactato, acetato, butirato, acetona y etanol fue nula. Los equivalentes
de poder reductor necesarios para la formacién del n-butanol fueron aportados por
la transferencia de electrones de la ferredoxina a NAD(P)*" sin la formacion de
hidrogeno molecular. Teéricamente este tipo de fermentacién es posible y se ha

denominado produccién de n-butanol homofermentativa.*

Otra interpretacion igualmente valida para los resultados de los modelos
simplificados es que la actividad enzimatica para todos los productos
extracelulares es nula, excepto para el acetato y butirato ya que fueron re-
asimilados completamente via fosfotransferasa/quinasa demostrando asi la no
formacion de acetona. Estas deducciones para la acetona son consecuentes con
la estructura del modelo, porque este simplificd su sintesis limitandola al acetil-
CoA como unico precursor (ecuacion 18), dejando de lado la re-asimilacién de los

acidos via CoA-transferasa (CoAT) responsables indirectos de su formacion.

Tabla 15. Resultados modelo simplificado y los casos de estudio IA, IB y
IC.

Metabolito Caso de estudio IA Caso de estudio IB Caso de estudio IC
Glucosa g=1.00 g=1.00 g=1.00
Acetato a=0.00 a=0.00 a=0.00
Butirato ¢=0.00 ¢=0.00 ¢=0.00
Lactato 1=0.00 [=0.00 1=0.00
H, w=0.00 w=0.00 w=0.00
CO, f=2.00 f=2.00 f=2.00
Biomasa g=0.30 q=0.30 q=0.30
Acetona d=0.00 d=0.00 d=0.00
Etanol e=0.00 e=0.00 e=0.00
n-Butanol b=1.00 b=1.00 b=1.00
Ferredoxina® t=2.038 t=2.038 t=2.038
Butiril-CoA® r=1.00 r=1.00 r=1.00
Funcion Objetivo b=1.00 ATP=1.270 AG"=-1091.7

& Cantidad de ferredoxina acoplada a la produccion de NADH (ecuacién 22)
® Formacién de Butiril-CoA a partir de Acetil-CoA (ecuacién 19)

Fuente: Autor

4 LUTKE-EVERSLOH, Tina and BAHL, Hubert. Op. Cit., p. 17.
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Por otro lado, el NADH necesario para la biosintesis de biomasa y el adicional
para alcanzar el 6ptimo trivial de n-butanol fue suministrado por el acople de la
ferredoxina reducida a la formacion de NADH (ecuacion 22). De manera que se
cerro el ciclo de la ferredoxina y por lo tanto no quedd cantidad alguna disponible
para la formacion de hidrégeno molecular. Lo anterior respalda la idea de la

relacion indirecta de la ferredoxina con la sintesis de n-butanol (seccion 3.2).

En resumen, debido a la naturaleza global o macroscépica del modelo simplificado
y sus casos de estudio, la optimizacién no proporcioné informacion relevante
sobre la fisiologia 0 dinamica metabdlica tedrica de la mayoria de los productos
extracelulares, sobretodo en el mecanismo de sintesis de la acetona, la cual al no
poseer restriccion alguna que la limite a un espacio de solucion especifico, el

modelo simplemente ignord por completo su produccion.

3.4 CASO DE ESTUDIO Il. MODELO ESTEQUIOMETRICO GENERALIZADO

Representando matricialmente las restricciones de igualdad de la tabla 11 se

obtiene la ecuacioén 77.

f

RO o—1zoooo—1ooooo§O
0 -1 1 0 -1 -2 -1-2 0 1 0 -20o0f 0

—10000001001100}. 0
-2 -2 0 2 0 -2 0 0 -100 -210lE
-4 -2 -1 6 -2 -4 -2 -0 -3 2 4 0 oo’l‘ 0'00375
24 -12 0 24 -8 -20 -8 4 -12 8 20 0 0 0 0375
Lo o—100000000011’:'

.

t

I Ec. 77
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Para las demas restricciones se obtuvieron las ecuaciones 78 a 81:
Acetona: /*¥= < Ec. 78
Acetato neto: 7~ /= = a>0 E¢, 79
Butirato neto: i~ ¥~ 7= <=0 Ec, 80

Restriccién cinética: ©~ 0-3151/= 0 g¢, 81

El modelo estequiométrico generalizado esta sujeto a las restricciones de las

tablas 12, 13y, las ecuaciones 75, 77-81.

Para el caso de estudio Il se obtuvo de nuevo la solucidn trivial de n-butanol (tabla
16), igual a la obtenida en el modelo estequiométrico simplificado. A pesar de que
en este modelo se incluyeron restricciones que jerarquizaron las diferentes rutas
de reasimilacion de los acidos, igualmente convergio a la misma region 6ptima.
Por lo tanto todas las interpretaciones del modelo simplificado son validas para el

modelo generalizado.

Tabla16. Resultados caso de estudio Il. Modelo estequiométrico

generalizado

Metabolito Caso de estudio Il

Glucosa g=1.00 Butirato total i-n-k=0.00
Lactato 1=0.00 H, w=0.00
Acetato inicial h=0.00 CO, f=2.00
Butirato inicial i=0.00 Biomasa q=0.30
Acetato (FTQ) m=0.00 Acetona j+k=0.00
Butirato (FTQ) n=0.00 Etanol e=0.00
Acetato (CoAT) j=0.00 n-Butanol b=1.00
Butirato (CoAT) k=0.00 Ferredoxina® t=2.038
Acetato total h-m-j=0.00 Butiril-CoA” r=1.00
Funcion Objetivo b=1.00

@ Cantidad de ferredoxina acoplada a la produccion de NADH (ecuacién 22)
® Formacion de Butiril-CoA a partir de Acetil-CoA (ecuacién 19)

FTQ: Fosfotransferasa/quinasa

CoAT: Acetoacetil-CoA acetato/butirato CoA-transferasa

Fuente: Autor.
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Matematicamente no existi6 diferencia entre el estudio tedrico global del
metabolismo de C. acetobutylicum ATCC 824 y el que investigd la glucdlisis,
acidogeénesis y solventogénesis como cascadas de eventos paralelos (modelo
estequiométrico generalizado). Para superar las mencionadas dificultades se
propuso un tercer caso de estudio llamado Modelo estequiométrico
subespaciado, el cual modeldé y simul6é primero la acidogénesis como un suceso
independiente y finalmente optimizé el n-butanol en la solventogénesis. Siendo

este modelo fisiolégicamente mas aproximado a los observables experimentales.

3.5 CASO DE ESTUDIO Illl. MODELO ESTEQUIOMETRICO SUBESPACIADO

Esta dividido en dos partes, en la primera se optimizé la acidogénesis y en la
segunda, con base en los resultados obtenidos, se prosiguié a optimizar la

produccion de n-butanol.

3.5.1 Parte I. Optimizacion de la acidogénesis. Después de analizada la ruta
metabdlica de C. acetobutylicum ATCC 824 se describiod la acidogénesis como un
fendmeno inicial independiente de la solventogénesis. La estructura biologica
permitid optimizar los acidos producidos mediante la maximizaciéon del ATP
generado (funcién objetivo), bajo dos escenarios denominados: NADH abierto,
debido a un NADH residual disponible para la solventogénesis y NADH cerrado,

donde el NADH neto es nulo.

3.5.11 Modelo de la acidogénesis NADH abierto. Los balances de masa

de piruvato, ferredoxina y carbono estan expresados en la ecuacion 82.
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Ec. 82

El NADH fue una restriccion de desigualdad (ecuacion 83) debido a que excluyo el
NADH utilizado en la sintesis de biomasa y el consumido en la reaccién mediada
por NADH/NAD(P)H ferredoxina oxidoreductasa (ecuacion 22a). Sin embargo se
incluyd una restriccion no lineal de eficiencia termodinamica (ecuacion 84) porque
segun Desai, R; Nielsen, L. K. and Papoutsakis, E. T. (1999) evitan la
convergencia a la solucién trivial.?? Utilizando las ecuaciones 63 y 69 el maximo de
la eficiencia se fijo en 60.9%; del mismo modo con las ecuaciones 63 y 70 la

eficiencia minima fue de 42.9%.

2g—-2i—-1>0 Ec. 83

(2+h+ife-1)+4.044c=0Ec. 84

Se incorpordé una restriccion de desigualdad que favorece la produccion de
butirato (ecuacion 85). También se introdujeron los efectos de los factores de peso
sobre la funcién objetivo (ecuacion 86). Todo lo anterior basado en los resultados
de Tashiro, Y. et al., (2004), quienes demostraron experimentalmente que: “entre
mas butirato presente en el medio de cultivo mas cantidad de n-butanol es
producido”.?°

i=h>0 Ec. 85

ATP=2g+ p, *i+ p, *h—0.73Ec. 86

p1Y p2 son los factores de peso para butirato y acetato respectivamente.

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
60 TASHIRO, Yukihiro. et al. Op. Cit., p. 44.
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El modelo NADH abierto esta constituido por las ecuaciones 82 a la 86 y los

resultados de su solucidon se muestran en la tabla 17.

Las soluciones del modelo NADH abierto no presentaron regiones no factibles, ni
singularidades y convergieron a un espacio de solucién diferente al trivial (tabla
17). Se obtuvieron tres conjuntos de soluciones diferentes para el acetato y el
butirato, las cuales tedricamente significan que existen al menos tres subespacios
independientes o regiones termodinamicamente posibles para estos acidos bajo

las condiciones establecidas.

Tabla17. Resultados del modelo de la acidogénesis NADH abierto

Metabolitos Solucién o subespacio
p:=0.1 | p,=0.01 p:=0.1 | p,=0.05 p:=0.1 | p,=0.1

Glucosa g=1.00 g=1.00 g=1.00
Lactato 1=0.000 1=0.000 1=0.000
Acetato h=0.101 h=0.500 h=0.667
Butirato i=0.949 i=0.750 i=0.667
H, w=2.00 w=2.00 w=2.00
CO, f=2.00 f=2.00 f=2.00
NADH residual 0.102 0.500 0.666
Relacién molar h/i=0.106 h/i=0.667 h/i=1.00
acetato/butirato

Eficiencia €=0.430 €=0.446 €=0.452
Funcién objetivo ATP=2.32 ATP=2.52 ATP=2.60
AG"[KJ/mol] -115.6 -117.7 -118.5

Fuente: Autor

En la tabla 17 se observa que el subespacio que contiene 0.50moles de acetato y
0.75moles de butirato fue igual al obtenido hace tres décadas por Palmer, Rogers.
(1984), excepto por la produccidn hidrogeno molecular (2.00moles para este
trabajo y 2.50moles para Palmer, Rogers. 1984).% Dicha diferencia se debié a que
con el propdsito de beneficiar la produccion de n-butanol se planted lo siguiente:
“los 0.500moles de NADH residuales pueden ser empleados en la sintesis de
etanol o n-butanol al inicio de la solventogénesis”, en lugar de ser reciclados

por la accion de la NADH/NAD(P)H ferredoxina oxidoreductasa en la produccién

28 ROGERS, Palmer. Op. Cit., p. 28.
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ferredoxina reducida y posteriormente contribuya a la produccién de 0.500moles

adicionales de H, por accion de le ferredoxina/hidrogenasa (ecuacion 23).

La relacion acetato/butirato, la eficiencia global y, las eficiencias individuales de
acetato y butirato calculadas para Clostridium pasteurianum fueron 0.857, 62%,
85% y 52% respectivamente.?® Estos valores fueron diferentes a los cuantificados
en esta investigacion (tabla 17). Tales discrepancias estan relacionas al efecto de
tener en cuenta la bioenergética de intermediarios como: ferredoxina, piruvato,
acetil-CoA, butiril-CoA y NADH; cuyos aspectos fueron omitidos en C.
pasteurianum. Sin duda alguna las eficiencias evaluadas utilizando la
bioenergética fueron mas precisas y por lo tanto mas aproximadas a la bioquimica

real de C. acetobutylicum.

De las soluciones obtenidas en la tabla 17 se observa que entre mas elevado fue
el factor de peso del acetato, aumentaron la produccion de acetato (h moles), la
generacion de ATP y la eficiencia; y la de butirato (i moles) disminuy6. Este
comportamiento puede justificarse de la siguiente manera: a) Entre mas grande
sea el factor de peso de un metabolito mayor preferencia se tiene hacia éste; si el
acetato aumenta, el balance de masa de carbono indica que el butirato debe
disminuir y b) por mol de acetato formado se genera un 33.33% mas de ATP que
por mol de butirato, entonces el incremento del acetato inevitablemente repercuten

en el aumento del ATP y la eficiencia.

La relacion molar de acetato/butirato igual a la unidad posee el maximo de ATP,
generando la mayor eficiencia y el menor AG™. Indiscutiblemente es el subespacio
termodinamicamente mas favorable. Pero, en las reacciones metabdlicas no solo
el control termodinamico es importante sino también la cinética, el control y
regulacion enzimatica. Por lo tanto los otros dos posibles estados aunque

ligeramente menos favorables no se pueden desestimar.

29 THAUER, Rudolf K; JUNGERMANN, Kurt and KARL, Decker. Op. Cit., p. 28.
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3.5.1.2
resultado de incorporar la restriccion de NADH (ecuacion 27) y el balance de

Modelo de la acidogénesis NADH cerrado La ecuacion 87 fue el

electrones (ecuacion 34) a la ecuacion 81. Este modelo utilizé las ecuaciones 84
ala87.

T |
1 2 0 0 -1 0 o9 0
2 0 0 -2 -1 -1 O~ 0.0375
-1 6 -2 -4 -3 O ON: F 0
-1 O 0 0 0o -1 10W! 0.0375
0 24 -8 -20 -12 0 -2M¢+ 0
W
N Ec. 87

En la tabla 18 se presentan los resultados para el modelo de la acidogénesis
NADH cerrado.

Tabla18. Resultados del modelo de la acidogénesis NADH cerrado
Metabolitos Solucidén o subespacio
p:=0.1 | p,=0.01 p:=0.1 | p,=0.05 p:=0.1 | p,=0.1

Glucosa g=1.00 g=1.00 g=1.00
Lactato 1=0.00 1=0.00 1=0.00
Acetato h=0.101 h=0.358 h=0.667
Butirato i=0.949 i=0.821 i=0.667
H, w=2.10 w=2.36 w=2.67
CO, f=2.00 f=2.00 f=2.00
Ferredoxina reducida® t=0.064 t=0.321 t=0.629
Relacion molar h/i=0.106 h/i=0.436 h/i=1.00
acetato/butirato

Eficiencia €=0.430 €=0.440 €=0.452
Funcién objetivo ATP=2.32 ATP=2.45 ATP=2.60
AG'"[KJ/mol] -115.6 -117.2 -118.5

@ Cantidad de ferredoxina reducida formada debido a la actividad de la NADH-
ferredoxina oxidoreductasa (Ecuacion 22a)

Fuente: Autor.

De la solucién del modelo de la acidogénesis NADH cerrado se obtuvieron tres

subespacios factibles, dos iguales y uno distinto a los calculados por el modelo de
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NADH abierto (tabla 17 y 18). A causa de ello, todas las justificaciones del modelo
de NADH abierto son también aplicables para el modelo de NADH cerrado. Pero
en la tabla 18 se observa que entre mayor fue el factor de peso del acetato,

mayores fueron las producciones de hidrégeno y ferredoxina reducida.

En el modelo NADH cerrado el ciclo del NADH se completa y en su semejante
(modelo NADH abierto) finalizd con un remanente de este. Esta diferencia
estructural se debid a la actividad de la NADH/NAD(P)H ferredoxina
oxidorreductasa, la cual catalizé la reduccion de ferredoxina por NADH. Entonces
se puede afirmar que en el modelo NADH cerrado, el NADH residual del modelo
NADH abierto (tabla 17) se aprovecha en la sintesis de biomasa y en la
produccion de ferredoxina reducida. Posteriormente esta ferredoxina reducida se
le suma a la produccion de hidrégeno molecular y de esta manera se cumple el

ciclo catalitico de la acidogénesis.

Hasta ahora la actividad de la NADH/NAD(P)H ferredoxina oxidoreductasa justificd
la mayor disponibilidad de la ferredoxina reducida para la produccion de hidrégeno
molecular. Sin embargo hacia la ruta de sintesis del butirato se requiere NADH, de
manera que la disminucion del butirato (aumento del acetato por el incremento de
su factor de peso) habilité una mayor cantidad de NADH utilizable en la reduccién
de la ferredoxina y por consiguiente una mayor producciéon de hidrégeno

molecular, como lo demuestran los resultados de la tabla 18.

Claramente los resultados tedricos del modelo NADH cerrado (tabla 18)
constataron el hecho de que en la acidogénesis prevalece la actividad de la
NADH/NAD(P)H ferredoxina oxidoreductasa sobre la ferredoxina NAD(P)/NAD
reductasa.’* Pese a que esta reaccidén termodindmicamente no es favorable
(AG'°=14.3JK/mol), no es un problema porque con el ATP generado es mas que

suficiente para suplir los requerimientos energéticos de la mencionada conversién.

24 VASCONCELGOS, Isabel. GIRBAL, Laurence and SOUCAILLE, Philippe. Op. Cit., p. 24.
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Los cuatro subespacios obtenidos en la optimizacion de la acidogénesis
cumplieron con lo deducido en la seccion 3.2, donde se establecido que para el
metabolismo primario de C. acetobutylicum las moles de ATP generados por mol
de glucosa consumida oscilan entre 3 y 4. Por lo expuesto en los modelos NADH
abierto y cerrado se puede deducir que la generacion de ATP tiene un rol

importante en la acidogénesis,?*%2

ya que proporciona la energia para la sintesis
de biomasa y otras reacciones de la ruta metabdlica, ademas cuando alcanza su
maximo posiblemente sea una de las sefales que inducen el paso a la

solventogénesis. '

Con toda seguridad segun las condiciones del medio de cultivo se activan los
sistemas de control y regulacion enzimatica, y de estos dependen los posibles
estados alcanzables en la acidogénesis. Aunque los modelos NADH abierto y
cerrado no poseen la capacidad de predecir condiciones experimentales, se puede
afirmar que los factores de peso, sobre todo los del acetato, simularon de alguna
forma el control y la regulacién enzimatica en la acidogénesis. Debido a que los
subespacios tedricos obtenidos en dicha optimizacion similares a estados

experimentales?® y cambiaron en la medida que el factor de peso del acetato varié.

En definitiva la optimizacién tedrica de la acidogénesis homologoé la importancia de
la generacién del ATP; la trascendencia de la ferredoxina en la transferencia de
electrones y quizas lo mas significativo fue la limitacion de infinitas regiones
factibles a solo cuatro termodinamicamente probables. En consecuencia estos
subespacios son un nuevo punto de partida que restringe la optimizacion de la n-
butanol. A continuacion se articularon los subespacios obtenidos en la
acidogénesis al computo del maximo tedrico no trivial de n-butanol de la ruta
metabdlica de C. acetobutylicum ATCC 824.

20 DESAI, Ruchir P. et al. Op. Cit., p. 23.

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
16 GRUPE, Helga. and GOTTSCHALK , Gehard. Op. Cit., p. 22.

53 MEYER, C. and PAPOUTSAKIS, E. Op. Cit., p. 42.

28 ROGERS, Palmer. Op. Cit., p. 28.
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3.5.2 Parte Il. Optimizacion de la n-butanol Como se explicdé anteriormente, el
modelo estequiométrico subespaciado fue en realidad el mismo modelo
estequiométrico generalizado, condicionado a los subespacios obtenidos en la
optimizacién de la acidogénesis y a las restricciones termodinamicas adicionales

inherentes a la dinamica metabdlica (ecuaciones 63-66).

Los posibles estados alcanzables o subespacios obtenidos en la optimizacion de
la acidogénesis se categorizaron en: subespacio I, Il, Il y IV segun las
correspondientes relaciones de acetato/butirato (h/i) de 0.106, 0.667, 1.00 y 0.436
(tablas 17 y 18). Estos a su vez se emplearon como condicion suficiente o punto
de partida para la optimizacion de la n-butanol y fueron denominados como
modelos subespaciados I, Il, Il y IV respectivamente. Los resultados obtenidos de

la citada optimizacién estan resumidos en la tabla 19.

Evidentemente la solucion del modelo estequiométrico subespaciado dependié de
los posibles estados alcanzables en la acidogénesis38 y conforme a estos
diferentes 6ptimos de n-butanol fueron calculados (tabla 19). Analogamente a lo
demostrado en el modelo a escala del genoma para C. acetobutylicum ATCC
824,35 se puede afirmar que los resultados de los modelos subespaciados I, Il 'y
IV son otro ejemplo de como a partir de soluciones particulares se definieron las
caracteristicas fenotipicas del metabolismo, especificamente las propiedades de la

solventogénesis.

38 SALIMI, Fahimeh. et al. Op. Cit., p. 35.
35 SENGER, Ryan S and PAPOUTSAKIS, Eleftheruis T. Op. Cit., p. 33.
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Tabla 19.

Resultados del modelo estequiométrico subespaciado

Metabolitos Subespaciado | | Subespaciado Il | Subespaciado Subespaciado
1] v

Glucosa No Factible g=1.00 g=1.00 g=1.00
Lactato 1=0.00 1=0.00 1=0.00
NADH plus t=1.44 t=1.15 t=1.63
CO, f+d=2.11 f+d=2.15 f+d=2.07
H» w=0.601 w=0.884 w=0.405
Biomasa q=0.300 q=0.300 q=0.300
Acetato m=0.360 m=0.431 m=0.281
FTA/AQ
Acetato CoAT j=0.080 j=0.113 j=0.053
Acetato neto a=0.060 a=0.123 a=0.024
Butirato n=0.695 n=0.609 n=0.765
FTB/BuQ
Butirato CoAT k=0.025 k=0.036 k=0.017
Butirato neto ¢=0.030 ¢=0.022 ¢=0.039
Acetona j+k=d=0.110 j+k=d=0.149 j+k=d=0.070
Etanol e=0.022 e=0.026 e=0.018
n-Butanol b=0.824 b=0.755 b=0.870
ATP residual 1.47 1.56 1.40
Yga[mol/mol] 0.824 0.755 0.870
Yga[masico:g/g] 0.339 0.311 0.358
Ysc[masico:g/g] 0.380 0.366 0.387

FTA/AQ: Reasimilacion de acetato via fosfotransderasa-acetilasa/Acetato quinasa
FTB/BuQ: Reasimilacion de butirato via fosfotransferasa-butirulasa/Butirato
quinasa

CoAT: Reasimilacion de acidos via acetoacetil-CoA acetato/butirato CoA-
transferasa

NADH plus: NADH acoplado a la ferredoxina (Ecuacién 22)

Yse: Rendimiento tedrico de n-butanol formado por glucosa consumida

Ysa: Rendimiento tedrico de solventes (ABE) formados por glucosa consumida

Fuente: Autor.

El modelo subespaciado | no convergiéo debido a que el espacio matricial de
solucion fue no factible, dicho de otra manera no existe solucion en el conjunto de
los numeros reales positivos incluyendo el cero, que cumpla las restricciones
impuestas a la optimizacion de n-butanol. Lo mas significativo de este resultado
fue que de las infinitas combinaciones de acetato/butirato no todas son viables

para alcanzar un maximo de n-butanol. Los restantes modelos subespaciados (ll,
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lll'y IV) se caracterizaron por la ausencia de singularidades, la inexistencia de
regiones no factibles y la convergencia a un espacio de solucion diferente al trivial

para n-butanol.

En consecuencia, los resultados de la optimizacién de los modelos subespaciados
I, 'y IV demostraron que no es imposible establecer un maximo teérico de n-
butanol. Ademas esta es la primera investigacion teorica que sin simplificar o
ignorar la complejidad del metabolismo de C. acetobutylicum ATCC 824 logré

estimar la produccién tedrica de n-butanol.

El orden descendente de los 6ptimos de n-butanol estimados para el metabolismo
primario de C. acetobutylicum fue: 0.870, 0.824 y 0.755moles de n-butanol por mol
de glucosa consumida; los cuales correspondieron a los modelos subespaciados
IV, Il 'y Illl. Cabe resaltar que los 6ptimos de n-butanol calculados en esta
investigacion superan ampliamente las estimaciones tedricas realizadas por otros

autores™ (ver seccion 1.3).

En la tabla 19 se identificaron las siguientes generalidades comunes para los
modelos subespaciados I, lll y IV: a) la cantidad de lactato siempre fue cero, b) se
conoce con exactitud las relaciones estequiométricas de las 28 reacciones
planteadas para C. acetobutylicum ATCC 824, c) la cantidad de acetona fue mayor
al etanol, d) la reasimilacion de los acidos via fosfotrans-acetilasa/acetato quinasa
(FTA/AQ) y fosfotrans-butirulasa/butirato quinasa (FTB/BuQ) fueron superiores a
la acetato/butirato CoA-transferasa (CoAT) y e) siempre queda un residual positivo
de ATP.

En los resultados presentados en la tabla 19 se observa la siguiente tendencia

entre mas NADH plus sea sintetizado y menos acetona, etanol, hidrogeno

*  0.65moles de n-butanol por mol de glucosa consumida (ROGERS, Palmer. 1984).
0.60moles de n-butanol por mol de glucosa consumida (YERUSHALMI, Laleh. et al., 1983; y LUTKE-EVERSLOH, Tina
and BAHL Hubert 2011).
0.56moles de n-butanol por mol de glucosa consumida (JONES, David. T. and WOODS, David. R. 1986).

95



molecular y CO, fueron producidos, el 6ptimo de n-butanol aumenta. Por lo tanto
las soluciones de los modelos subespaciados I, Il y IV tedricamente sugieren que
para favorecer la biosintesis de n-butanol en C. acetobutylicum se tiene que
cumplir que: en primer lugar, haya un estricto control metabdlico que minimice las
producciones netas de acetato, butirato, acetona y etanol; y en segundo lugar
garantizar la suficiente disponibilidad de poder reductor (NADH/NAD(P)H).

En términos metabdlicos los modelos subespaciados revelaron que para lograr
bajas producciones netas de acetato y butirato, mas completa debe ser su
reasimilacion; pero la misma dinamica de solucidén condicion6 que la reasimilacion
via fosfotransferasa/quinasa fuera superior a la CoAT, impidiendo asi la formacién
de grandes cantidades de acetona y CO,. Por otra parte la actividad de la
acetaldehido deshidrogenasa y etanol deshidrogenasa deben ser lo
suficientemente bajas para evitar elevados rendimientos de etanol. Una vez
cumplidas estas condiciones el flujo de atomos de carbonos fue dirigido hacia la

formacion de n-butanol.

No solo a expensas de la disminucion del acetato, butirato, acetona y etanol se
aumenta la produccidon de n-butanol. Sino que con los modelos subespaciados se
confirma la necesidad de controlar la transferencia de electrones hacia la
produccion de NADH (t moles), a costa de una menor actividad de la hidrogenasa
de la sintesis de hidrogeno molecular (w moles), garantizando el poder reductor
necesario para la optimizacion del n-butanol. También se puede inferir que la
ferredoxina reducida y la biosintesis de n-butanol inevitablemente estan
relacionadas de manera indirecta, revalidando asi el razonamiento previamente

planteado en seccidn 3.2 de este documento.
Las deducciones de los modelos subespaciados con respecto a la trasferencia de

electrones concordaron con los resultados obtenidos en la simulacion del modelo

a escala del genoma, en donde sus autores sugirieron lo siguiente: “la produccion
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de n-butanol aumentdé en la medida que el flujo de la ferredoxina/hidrogenasa

disminuyo”.*

Ahora se discutira la capacidad de los modelos subespaciados para explicar
tedricamente o predecir los observables experimentales de las diferentes cepas

productoras de n-butanol.

Experimentalmente se ha observado que la formacion de acetona y n-butanol en

C. acetobutylicum ATCC 824 estan acopladas, de modo que es imposible obtener

n-butanol sin la formacion paralela de acetona.?' Esta afirmacién puede justificarse

a partir de los resultados obtenidos en los modelos subespaciados I, lll y IV. Si las
cantidades j y k son ceros es posible producir n-butanol pero no acetona; ahora si
tales cantidades son diferentes de cero como se muestra la tabla 19, significa que
por intermedio de la CoAT se formaran acetil-CoA, acetoacetato y butril-CoA,

intermediarios claves en la sintesis de acetona y n-butanol.

También se ha comprobado que mas acetona se produce via reasimilacién de
20,22,93

acetato que butirato, aunque la reasimilacion de acetato fue mayor via

FTA/BuQ (m, moles) que via CoAT (j, moles). Bajo estas condiciones los j moles
de acetato deben ser siempre mayores a los k moles de butirato, y a su vez los n
moles de butirato (reaccion 52, via FTB/BuQ) superiores a los k moles, justamente

lo pronosticado por los modelos subespaciados I, Il y IV.

En parte la poca produccién de acetona predicha por los modelos teoricos
subespaciados Il, lll y IV se debid a la baja actividad enzimatica de la CoAT en la
reasimilacion del acetato (j moles) y butirato (k moles); sumada a la alta actividad

de FTB/BuQ (n moles). Fenomenologicamente resultados similares se obtuvieron

36 LEE, Joungmin. et al. Op. Cit., p. 34.

21 HARTMANIS, Maris G N; KLASON, Tomas y GATENBECK, Sten. Op. Cit., p. 23.
20 DESAI, Ruchir P. et al. Op. Cit., p. 23.

22 DESAI, Ruchir; NIELSEN, Larsk. K; PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 23.
93 HARRIS, Latonia M. et al. Op. Cit., p. 72.
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con PJC4BK20*® PJC4BK(pTAAD),* dos cepas modificadas genéticamente a
partir de C. acetobutylicum ATCC 824.

La expresion de la enzima BuQ fue inactivada en la cepa PJC4BK?>® y en la
PJC4BK(pTAAD)*® combinaron el efecto de anular la BuQ con la sobre expresion
de los genes que codifican las enzimas aldehido-alcohol deshidrogenasa (AAD).*
Ambas cepas obtuvieron relaciones de n-butanol/acetona superiores a la tipica,
en otras palabras, menos acetona por mas n-butanol formado. Lo anterior
claramente valida los resultados obtenidos por los modelos subespaciados (I, lll y
IV) y establece los fundamentos tedricos asociados a las bajas conversiones de

acetona y selectividad hacia el butirato via FTB/BuQ.

Los porcentajes de reasimilacion de butirato via FTB/BuQ para los modelos
subespaciados IV, Il 'y Il fueron: 93.2, 92.7 y 91.3% respectivamente.
Tedricamente sugiere un vinculo entre la produccion de n-butanol y la
reasimilacion de butirato via FTB/BuQ; presumiblemente la cantidad de n-
butanol aumenta en la medida que una mayor cantidad de butirato es
consumida. Algunas evidencias que respaldan esta idea se obtuvieron utilizando
C. acetobutylicum 824 pN5-1,51 C. acetobutylicum 824 (pPTBAAD)* y C.
acetobutylicum 824 (pCASAAD)** cepas recombinantes de C. acetobutylicum
ATCC 824.99

C. acetobutylicum 824 pN5-1 esta caracterizada por la sobre expresion de las
enzimas fosfotrans-butirulasa (FTB) y butirato quinasa (BuQ) responsables de la
sintesis de butirato a partir de Butiril-CoA. PN5-1 a un pH de 4.5 mostré una

mayor produccion de n-butanol y una elevada reasimilacion de acetato y

20 DESAI, Ruchir P. et al. Op. Cit., p. 23.

93 HARRIS, Latonia M. et al. Op. Cit., p. 72.

51 WALTER, K; MERMELSTEIN, L. and PAPOUTSAKIS, T. Op. Cit., p. 42.

*  Sobre expresion de los genes alcohol/aldehido desihidrogenasa (promotor de fosfotrans-butirulasa).

**  Sobre expresion de los genes alcohol/aldehido deshidrogenasa (promotor de fosfotrans-butirulasa) y acetoacetil-CoA-
butirato CoA-transferasa, subunidad B (promotor de tiolasa).

99 SILLERS, Ryan; ALI AL-HINAI, Mohab and PAPOUTSAKIS, Eleftherios T.Biotechnology and Bioengineering. Vol. 102.

No. 1. (2009): p. 38-49.

98



butirato.51 Entre tanto C. acetobutylicum 824 (pPTBAAD) y C. acetobutylicum 824
(pCASAAD) lograron reasimilar todo el butirato y la cantidad de n-butanol formada

fue superior con respecto a su semejante genéticamente no modificado.*

Aunque la interpretacién de los resultados de C. acetobutylicum pN5-1, 824
(PPTBAAD) y 824 (pCASAAD) avalo el supuesto tedrico sobre el incremento de n-
butanol como consecuencia de un mayor reasimilacion de butirato via FTB/BuQ,
no se puede considerar del todo concluyente, porque no necesariamente se
aumenta la produccién de n-butanol a partir de una reasimilacion mas completa de

51,93

butirato®"”°, sino que otros factores de control y regulacion enzimatica estan

interviniendo en el metabolismo primario de C. acetobutylicum ATCC 8249399100

Pequenas cantidades de etanol y acetato con niveles de n-butanol ligeramente
mayores a los tradicionales fueron producidas en cepas no productoras de

solventes (C. acetobutylicum M5)'®

y C. acetobutylicum ATCC 824 con la sobre
expresion simultanea de las enzimas tiolasa (que cataliza la conversién de acetil-
CoA a acetoacetil-CoA) y AAD.? Con esto se confirma otro aspecto tedrico
pronosticado por los modelos subespaciados: entre menos cantidad haya de
compuestos de 2 carbonos (etanol y acetato), se favorece la sintesis de n-

butanol, debido a la mayor disponibilidad de a&tomos de carbono.

El mecanismo exacto de activacion de la reasimilacion de los acidos aun no es
conocido, a pesar de que ha sido ampliamente estudiado.99 Por lo tanto el
entendimiento del inicio de la solventogénesis esta limitado. Los modelos
subespaciados sugieren que la transicibn entre la acidogénesis y la
solventogénesis ocurre cuando la relacion entre el acetato y el butirato
(subespacio) fue la apta para alcanzar el éptimo de n-butanol. Sin embargo estos

modelos no poseen la capacidad de predecir cual es la fuerza impulsora que

51 WALTER, K; MERMELSTEIN, L. and PAPOUTSAKIS, T. Op. Cit., p. 42.
93 HARRIS, Latonia M. et al. Op. Cit., p. 72.

100 SILLERS, Ryan. et al., Metabolic Engineering. 10. (2008): p. 321-332 .
99 SILLERS, Ryan. et al. Op. Cit., p. 96.
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activa la finalizacion de la acidogénesis y el inicio de la solventogénesis.

Asi como la optimizacion de la acidogénesis desarrollada en esta investigacion
demostrd la importancia del consumo del poder reductor a través de la actividad
de la NADH/NAD(P)H ferredoxina oxidoreductasa; los modelos subespaciados I,
[Il'y IV probaron que en la solventogénesis prevalecio la actividad de la ferredoxina
NAD(P)/NAD reductasa sobre la NADH/NAD(P)H ferredoxina oxidoreductasa.?* De
tal modo que en esta fase principalmente se sintetiza el NADH/NAD(P)H necesario

y primordial para la sintesis de n-butanol y etanol.

Los modelos subespaciados indican que la Inhibicibn de la
ferredoxina/hidrogenasa (menor produccion de H;) causa el aumento de la
actividad de la ferredoxina NAD(P)/NAD reductasa. Entonces la transferencia de
electrones se dirige hacia un flujo mas elevado de NADH (poder reductor).
Indiscutiblemente una mayor disponibilidad de NADH provocé una mayor

produccion de n-butanol.

Diferentes estudios respaldan la anterior consideracion tedrica, entre ellos
tenemos: 1) El empleo de transportadores artificiales de electrones como el metil

40101102 5 @] rojo neutro'®

viologeno , 2) la utilizacion de medios de cultivos
deficientes de hierro® y 3) el suministro de corrientes gaseosas de mondxido de
carbono (CO).>*'* Estas técnicas basicamente alteraron el flujo electronico v la
célula para compensar la transferencia de electrones expres6 una mayor actividad
de la ferredoxina NAD(P)/NAD reductasa, favoreciendo asi la produccion de
NADH/NAD(P)H y como consecuencia se aumentaron los rendimientos de n-

butanol. Se puede concluir que los modelos subespaciados modelaron

24 VASCONCELOS, Isabel; GIRBAL, Laurence and SOUCAILLE. Op. Cit., p. 24.

40 PEGUIN , Sophie and SOUCAILLE , Philippe. Op. Cit., p. 35.

101 PEGUIN, S et al. Appl Microbiol Biotechnol. 42. (1994): p. 611-616.

102 TASHIRO, Yukihiro et al. Journal of Bioscience and Bioengineering. Vol. 104, No. 3. (2007): p. 238-240.

103 GIRBAL, L; VASCONCELOS, | and SOUCAILLE P. Microbiology Reviews. Vol. 16.(1995): p. 151-162. Citado por:
PEGUIN, Sophie and SOUCAILLE, Philippe. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 61. No 1. (1995): p. 403-405.

39 KIM, Byung Hong. et al. Op. Cit., p. 35.

104 MEYER, Charles. L and PAPOUTSAKIS, Eleftherios. T. Appl. Microbiol Biotechnol. 30. (1989): p. 450-459.
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exitosamente la naturaleza de la transferencia de electrones y su relacién con la

produccion de n-butanol.

Sin duda alguna la adecuada aplicacion de los conceptos de optimizacion y las
herramientas de computo al metabolismo primario de C. acetobutylicum ATCC
824, establecieron las bases teoricas para el entendimiento de la complejidad de
los fendbmenos relacionados en la produccién de n-butanol. Esto fue posible a
partir de un légico y apropiado modelado y simulacion del balance de masa de
carbono elemental, el balance de electrones, las restricciones bioquimicas,
termodinamicas y cinéticas de la ruta metabdlica. Por lo tanto los modelos
subespaciados (ll, 1l y IV) son pioneros en la optimizacion teodrica de la biosintesis

de n-butanol.

De todos los modelos estudiados el de mayor rendimiento de n-butanol fue el
modelo subespaciado IV. Para ilustrar mejor los resultados de este modelo, se
representaron la optimizacién de la acidogénesis (ecuacién 88), del n-butanol
(ecuacion 89) y la del n-butanol incluyendo la sintesis de biomasa (ecuacién 90)
por medio de ecuaciones quimicas. En estas ecuaciones solo se tuvieron en
cuenta aquellos componentes que presentaron un intercambio neto de masa con

el ambiente.

La ecuacion 88 representa el punto de vista macroscopico de la acidogénesis de
C. acetobutylicum ATCC 824. También indica el estado (subespacio) de la
acidogénesis que proporciono el valor mas elevado de n-butanol. No se olvide que
la optimizacion de la acidogénesis sefiala los estados mas probables que cumplen
con las restricciones impuestas al sistema biolégico. Sin embargo, no todos los
estados alcanzables en esta fase, matematicamente tienen la posibilidad de

alcanzar un maximo de n-butanol, como quedd demostrado con el subespacio |I.
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Ecuacion estequiométrica neta de la optimizacion de la acidogénesis del
modelo subespaciado IV (Subespacio V)

CgHy,05 +3.184DP+3.18Pi +3.18H !

{ Ec. 88
0.358C, H,0, +0.821C, Hy0, +2CO, +2.36H, +3.184TP+ 2.82H,0

Ecuacion estequiométrica neta de la optimizacion de n-butanol del modelo
subespaciado IV
CoHy,0g +0.038NAD 1 2.134DP+2.13Pi + 2.17H

v Ec. 89
0.024C, H,0, +0.039C, HyO, +0.018C, HyO +0.07C;Hy0 +0.870C, Hyo0

+2.07CO, +0.405H, +0.038NADH +2.134TP+2.91H,0

Ecuacion estequiométrica neta de la optimizacién de n-butanol del modelo
subespaciado IV incluyendo la biosintesis de biomasa

CgH,,0¢ +0.07INH, +1.334DP +1.33Pi +1.41H **

\2
0.286CH ;045 N 5 +0.023C, H ,0, +0.037C, HgO, +0.017C, H,O +0.067C;H 4O +0.828C, Hy1, 0
+1.97C0O, +0.386H, +1.334TP+2.22H,0

Ec. 90

Analogamente a la ecuacion 88 (acidogénesis) las ecuaciones 89 y 90
representan globalmente el metabolismo primario y el metabolismo primario con
biosintesis de biomasa. Ademas estas ecuaciones pueden considerarse la
sinopsis de la ecuacién estequiométrica optimizada de la produccion de n-butanol
por la via fermentativa. La version detallada de la estequiometria optimizada de los

modelos subespaciados son los resultados presentados en las tablas 17, 18 y 19.
Para C. acetobutylicum ATCC 824 la relacion tipica de acetona:n-butanol:etanol

(A:B:E) normalmente es de 60:90:30. La relacion tedrica de A:B:E del modelo

subespaciado IV (Ecuacion 90) fue de 7:90:2, donde claramente hay menos
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acetona y etanol por mas n-butanol producido. La adicion de 6mM de rojo neutro
al medio de fermentaciéon cambié la relacién A:B:E de 26:63:11 a 7:90:3,"® pero
con un rendimiento de n-butanol menor al tedrico. Debido a que la relacién A:B:E
tedrica y experimental pueden llegar a ser comparables, se abre la posibilidad de
que los estados tedricos predichos por los modelos subespaciados sean

realmente alcanzables.

De la ecuacion 90 se observa que el rendimiento molar maximo de biomasa con
respecto al sustrato (Yxs"®) fue de 0.286mol/mol. El cual equivale a que el 4.77%
de los atomos de carbono de la glucosa sean incorporados a la biomasa. Estos
resultados estan conformes a lo observado experimentalmente para este tipo de
fermentaciones, donde generalmente menos del 10% del carbono de la glucosa
son utilizados en la sintesis de biomasa. Ademas el Yxs"** de C. acetobutylicum

fue ligeramente superior al observado para C. butyricum (0.220 - 0.279mol/mol).”

3.5.3 Validacién del modelo subespaciado Segun LUTKE-EVERSLOH and
BAHL (2011) la mejor aproximacion para la acidogénesis es el estado que alcanza
0.7moles de butirato y 0.6moles de acetato por mol de glucosa.* Entonces, se
alimento este subespacio (h/i=0.857) a la estructura del modelo subespaciado con
el propésito de comprobar si tiene la capacidad de proporcionar el mayor 6ptimo
de n-butanol. En la tabla 20 se comparan los resultados de la validacion del

modelo subespaciado con el modelo subespaciado IV.

105 Hongo, M. Nippon Nogei Kagaku Kaishi. 31. (1957): p. 735-738. Citado por: KIM, Byung Hong et al. Applied and
Environmental Microbiology. Vol. 48. No 4. (1984): p. 764-770.

76 CHEN, Xi. et al. Op. Cit., p. 53.

4 LUTKE-EVERSLOH, Tina and BAHL, Hubert. Op. Cit., p. 17.

103



Tabla 20. Comparacion entre la validaciéon del modelo subespaciado y el
modelo subespaciado IV

Metabolitos Subespaciado IV Validacion
Glucosa g=1.00 g=1.00
Lactato 1=0.00 [=0.00
NADH plus t=1.63 t=1.27
CO, f+d=2.07 f+d=2.13
H, w=0.405 w=0.766
Biomasa q=0.300 q=0.300
Acetato FTB/BuQ m=0.281 m=0.405
Acetato CoAT j=0.053 j=0.100
Acetato neto a=0.024 a=0.095
Butirato FTB/BuQ n=0.765 n=0.643
Butirato CoAT k=0.017 k=0.032
Butirato neto ¢=0.039 c=0.025
Acetona j+k=d=0.070 j+k=d=0.132
Etanol e=0.018 e=0.024
n-Butanol b=0.870 b=0.784
ATP residual 1.40 1.52
Ygg[mol/mol] 0.870 0.784
Ygc[masico:g/g] 0.358 0.324
Ysc[masico:g/g] 0.387 0.371

Fuente: Autor.

De los resultados obtenidos en la tabla 20 se puede afirmar que el modelo
subespaciado se validé exitosamente. Sin embargo, el 6ptimo de n-butanol fue
menor al calculado (0.784moles) por el modelo subespaciado IV. Todo esto
significa que el subespacio IV fue el estado de la acidogénesis que condujo hacia
el 6ptimo tedrico absoluto de n-butanol, ratificando que de todos los modelos
evaluados el modelo subespaciado IV fue el que predijo el valor mas elevado de n-
butanol (0.870moles).

Como complemento al analisis de los modelos subespaciados se grafico la
tendencia de los metabolitos como una funcion del subespacio o relacién molar de
acetato/butirato antes de iniciar la solventogénesis (figura 8). En la figura 8A se

observa que una mayor disponibilidad de poder reductor (NADH plus), mas

104



elevado fue el 6ptimo tedrico de n-butanol y un rendimiento de butirato residual
mas alto. Los demas metabolitos (figura 8B) aumentaron cuando la relacién
acetato/butirato se elevd. Ademas en la medida que el poder reductor empezé a
limitarse el n-butanol decrecié y como respuesta al balance de masa del sistema

los otros productos de la fermentacion aumentaron.

La simulacién de los modelos subespaciados Il, Il y IV, y su posterior validacion
estuvieron de acuerdo con la evidencia experimental de que en C. acetobutylicum
se genera un exceso de ATP (figura 8B).2'°°21% En cultivos continuos altas
relaciones de ATP/ADP han sido asociadas al balance de pH a través de la
membrana citoplasmatica.91 Ademas, elevados niveles de ATP fueron vinculados

52,91,104

al inicio de la produccion de solventes. Indudablemente el ATP es

fundamental en las funciones de mantenimiento celular de la acidogénesis y

solventogénesis.®*

En la figura 8B se observa que el ATP residual tiende a incrementarse conforme se
aumenta la relacion acetato/butirato. Un comportamiento similar se presenta en la
simulacion de un modelo a escala del genoma, donde la energia de
mantenimiento asociado al crecimiento celular también aumenta con la relacidon

acetato/butirato,>® justificando de alguna forma las grandes cantidades de ATP.

8 PAPOUTSAKIS, Efetherios Terry. Op. Cit., p. 20.

16 GRUPE, Helga. and GOTTSCHALK , Gehard. Op. Cit., p. 22.

52 MEYER, C. and PAPOUTSAKIS, E. Op. Cit., p. 42.

104 MEYER, Charles. L and PAPOUTSAKIS, Eleftherios. Op. Cit., p. 99.

91 HUSEMANN, Michael H. W and PAPOUTSAKIS, Eleftherios T. Op. Cit., p. 72.
20 DESAI, Ruchir P. et al. Op. Cit., p. 23.

36 LEE, Joungmin. et al. Op. Cit., p. 34.
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En sintesis, los modelos subespaciados poseen la capacidad de explicar los

fendmenos del metabolismo de C. acetobutylicum relacionados con la produccion

de n-butanol. Ademas, sugieren que para alcanzar elevados rendimientos de n-

butanol se debe cumplir: I) inhibicion de la hidrogenasa en la produccion de

hidrégeno molecular, con la finalidad de proporcionar el poder reductor necesario

para la sintesis de n-butanol, Il) inhibicion de la FTA y de la AQ, para evitar altas

concentraciones de acetato y acetona y lll) sobre expresion de la FTB y BuQ, de

manera que se favorezca la reasimilacion del

concomitante de acetona.
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3.6 RESULTADOS EXPERIMENTALES

3.6.1 Cultivo Batch sin control de pH Los experimentos sin control de pH se
realizaron en un biorreactor Batch o fermentador discontinuo (BIOFLO 110)
estrictamente anaerobio durante 36horas. Las condiciones de operacion fueron las
siguientes: a) glucosa inicial de 40.14g/L, b) pH inicial de 5.23, c) temperatura
constante de 37°C, d) velocidad de agitacion constante de 200rpm y e)
concentracion del inéculo de 10%v/v en un medio de fermentacion de 2L. Los
resultados obtenidos de la fermentacion sin control de pH se presentan en la figura
9.

Los datos de la produccion de ABE de la figura 9 mostraron un comportamiento
bifasico (acidogénesis y solventogénesis), caracteristico de este tipo de
fermentaciones. En la figura 9A se observa que la produccion maxima de biomasa
fue de 2.21g/L y la glucosa no se metabolizé completamente, logrando tan solo

una conversion del 69.21%.

Las primeras 12 horas de fermentacion corresponden a la fase de crecimiento
exponencial (acidogénesis), en la cual el pH del medio disminuy6é debido a la
produccion de acetato y butirato (figura 9A y 9B). Como consecuencia de la

reasimilacion de los acidos (acetato y butirato) e inicio de la solventogénesis o

produccion de ABE, el pH del medio se mantuvo aproximadamente constante'®’
(figura 9B y 9C).

16 GRUPE, Helga. and GOTTSCHALK , Gehard. Op. Cit., p. 22.

51 ZHANG, Y;

HAN, B. and EZEJI, T. Op. Cit., p. 42.
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Figura 9.

Produccion de ABE a partir

de glucosa utilizando C.

acetobutylicum ATCC 824 sin control de pH.
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A) Curva de crecimiento v consumo de glucosa, B) Perfil de produccion de acidos y pH, C) Produccion de ABE y D)
Productividad volumétrica de n-butanol y solventes ABE.

En la solventogénesis la produccion neta de acidos se interrumpe debido a la
activacion de las enzimas acetoacetil-CoA acetato/butirato CoAT, FTA/AQ vy
FTB/BuQ en direccion de la formacidén de acetoacetil-CoA, acetil-CoA y butiril-CoA
respectivamente. Al mismo tiempo que se sintetizaron los solventes se evidencio

un ligero aumento del acetato (figura 9B), probablemente por la generacién

adicional de ATP a través de la acetato quinasa.?®

El maximo rendimiento de n-butanol por mol de glucosa consumida fue de

20 DESAI, Ruchir P. et al. Op. Cit., p. 23.
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0.37mol/mol (figura 9C), la maxima productividad volumétrica de n-butanol de
0.13g/L*h y la productividad de solventes de 0.17g/L*h (figura 9D). Estos
parametros fueron alcanzados a las 30 horas de fermentacion, justamente en la

fase de crecimiento estacionaria’®® (figura 9A).

3.6.2 Cultivo Batch a pH 5 constante. En la fermentaciéon a pH controlado se
utilizaron las mismas condiciones iniciales y operacionales de los experimentos sin
control de pH (punto 3.6.1). Se usé NaOH 1.5N y H,SO4 1.5N para mantener el pH
en 5.0 durante toda la prueba. En general la produccion neta de metabolitos
extracelulares, la biomasa y el consumo de glucosa (figura 10) fueron mas
elevados comparados con los observados en la prueba realizada sin control de pH
(figura 9).

La fermentacion a pH 5.0 constante revelé que al cabo de 30 horas se utilizé toda
la glucosa y la maxima concentracion de biomasa fue de 2,81g/L (figura 10A); un
27.3% mas de la biomasa producida en los experimentos sin control de pH. La
formacion de acetato y butirato se prolongd mas alla de la fase de crecimiento
exponencial (figura 10A y 10B). Tal comportamiento contrasta opuestamente con
los datos obtenidos para C. acetobutyicum ATCC 824 en condiciones similares
(55g/L de glucosa inicial).”? Por otro lado, dichas tendencias fueron semejantes a
las reportadas por C. acetobutyicum M5 y sus cepas recombinantes utilizando

80g/L de glucosa inicial en un volumen de reaccién de 4.0L."®°

En la figura 10C se observa que la maxima concentracién de n-butanol fue de
71.5mM, la cual equivale a un rendimiento de 0.32moles por mol de glucosa
consumida. Aunque la produccién maxima de n-butanol superd a la obtenida sin
control de pH (figura 9C), no sucedié lo mismo con el rendimiento. Lo anterior

significa un menor aprovechamiento de la glucosa para la producciéon de n-

16 GRUPE, Helga. and GOTTSCHALK , Gehard. Op. Cit., p. 22.
51 ZHANG, Y; HAN, B. and EZEJI, T. Op. Cit., p. 42.

92 MONOT, Frederic. et al. Op. Cit., p. 72.

100 SILLERS, Ryan. et al., Op. Cit., p. 97.
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butanol, y puede atribuirse a su mayor consumo para la formacién de los otros

productos extracelulares.

Figura 10. Produccion de ABE a partir de glucosa utilizando C.

acetobutylicum ATCC 824 a pH 5 constante.
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A) Curva de crecimiento y consumo de glucosa, B) Perfil de produccion de acidos, C) Produccion de ABE y D) Productividad
volumeétrica de n-butanol y solventes ABE.

Por otro lado, la productividad maxima de n-butanol (0.17g/L*h) y solventes
(0.21g/L*h) presentados en la figura 10D, sugiere mayores beneficios
operacionales por unidad de tiempo y de volumen. Es decir, mayores

concentraciones de n-butanol y/o solventes producidos en el misma tiempo de

110



fermentacion.

La mejor relacién acetona:n-butanol:etanol (A:B:E) fue de 30:90:10 (sin control de
pH) y 24:71:2 (a pH 5.0). Las dos relaciones A:B:E tienen proporciones
estequiométricas similares entre acetona y n-butanol, pero difieren en la de
acetona-etanol y n-butanol-etanol. Debido a que en la fermentacion a pH
controlado la produccion de etanol fue baja. También divergen con la relacidon
tipica de A:B:E (60:90:30) para C. acetobutylicum ATCC 824, senalando una

mayor producciéon de n-butanol por cantidad de acetona y etanol formados.

En la tabla 21 se comparan los resultados experimentales obtenidos en esta
investigacién con los reportados en la literatura para las principales cepas
productoras de ABE. El rendimiento y la productividad de n-butanol logrados en
este trabajo fueron mas bajos a los alcanzados por otros microorganismos (tabla
21). Por lo tanto, los resultados experimentales sugieren que las condiciones del

medio de fermentacidn no fueron las mejores para la produccion de n-butanol.

Rendimientos de n-butanol por glucosa consumida superiores al tedrico
(0.828mol/mol 6 0.341g/g) estimado en este trabajo han sido obtenidos en
fermentaciones de almiddn o hidrolizados de yuca, maiz o papa (tabla 21). Estos
sustratos tienen presentes otros azucares fermentables que se suman a la sintesis
de n-butanol,® por tal razén se genera un falso rendimiento cuando se comparan

con la glucosa consumida.

3 QURESHI, Nasib et al. Op. Cit., p. 16.
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Tabla 21.

cepas productoras de ABE

Comparaciéon de rendimientos de n-butanol para la principales

Microorganism | Sustrato utilizado Proceso B Qs Ygs Referenci
o [ g/L] biotecnolégico [g/lL | [g/L* | [g/d] a
] h]
C. Glucosa (40) Lotes 9.19 0.219 34
acetobutylicum Glucosa (40) Lotes 3.92 | 0.131 | 0.152 Este
ATCC 824 trabajo
Glucosa Lotes 530 | 0.171 | 0.133 Este
trabajo
Glucosa Continuo 420 | 2.83 | 0.233 53
recirculacion
Hidrolizado Lotes extraccién L- | 34.4 | 0.340 | 0.350 54
almidon de yuca L
(98.2)
C. Suero permeado Continuo 37.4 | 0.130 | 0.237 61
acetobutylicum Lactosa (157.5) perstraccion
P262 Pulpa de papa Continuo células | 5.52 | 0.712 | 0.147 63
Maltosa (37.6) inmovilizadas
C. Lactosa (18.96) Continuo lecho 493 | 2.66 | 0.260 55
acetobutylicum empacado
DSM 792
C. Hidrolizado de Lotes 14.1 | 0.294 | <0.23 64
acetobutylicum maiz 5
EA2018 (60)
C. Glucosa (60) CCCF 61.3 | 0.205 | 0.183 65
acetobutylicum pervaporacion
CICC 8012
C. Bagazo de yuca Semicontinuo 59.8 | 0.350 | 0.250 67
acetobutylicum | hidrolizado (244.6) arrastre de gas
JB 200
C. Glucosa (29) Lotes alimentado | 16.0 - 0.550 60
saccharoperbuty | Almidon de maiz Lotes 16.2 | 0.245 | 0.370 68
-lacetonicum N1- |  Hidrolizado (60)
4
C. beijerinckii Almidén de maiz Lotes 14.3 | 0.199 | 0.384 5
BA101 (37.2)
Glucosa (500.1) Lotes alimentado | 151. | 0.755 | 0.303 72
arrastre de gas 7
C. beijerinckii Paja de trigo (86) Lotes SSF 7.40 | 0.167 | 0.261 49
P260 Carbohidratos(28.
4)
C. beijerinckii Glucosa (29.6) Continuo 7.10 | 0.220 | 0.240 69
NCIMB8052 Glucosa (30.5) Continuo células | 13.4 | 0.400 | 0.450
inmovilizadas

Existe informacion en la literatura sobre rendimientos de n-butanol por glucosa
consumida mas elevados que la solucién tedrica trivial (1mol/mol o 0.412g/g). Dos

casos especificos son los de C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 y C. beijerinckii

112



NCIMB8052, donde los rendimientos fueron 0.55g/g%®° y 0.45g/g%° respectivamente
(tabla 21). Cabe sefialar que al medio de cultivo de estos microorganismos se les
adicion6 butirato, el cual es un precursor o cosustrato de la sintesis de n-butanol,

ocasionando también un falso rendimiento.

Tomando como unica referencia la glucosa consumida y sin la adiciéon de otros
cosustratos (acetato y/o butirato), el rendimiento teérico de n-butanol calculado en
esta investigacion fue mas elevado que cualquiera de los valores reportados en la

literatura.

3.7 MODELADO CINETICO

En la fase de crecimiento exponencial el tiempo de duplicacién (t4) y la velocidad
especifica maxima de crecimiento (Umax) para la prueba sin control de pH fueron
1.92h y 0.36h™" respectivamente. Estos parametros cinéticos fueron similares a los
obtenidos en cepas recombinantes de C. acetobutylicum ATCC 824 a pH 5.0,

cuyos valores de tq oscilaron entre 1.4h y 2.2h 9310

Para la fermentacion a pH 5.0 controlado se esperaba que el tiempo de
duplicacién (tq) fuera cercano a 1.0107 y 1.2h*3, pero el ty fue de 1.98h a una
Hmax=0.35h"", el cual esta dentro del intervalo de los valores calculados para cepas

recombinantes (C. acetobutylicum M5) no productoras de solventes.'®

Evidentemente la velocidad de crecimiento para ambas condiciones

experimentales (sin control de pH y a pH 5.0 constante) fue mas lenta comparada

60 TASHIRO, Yukihiro. et al. Op. Cit., p. 44

69 LEE, Sun-Mi et al. Op. Cit., p. 46.

93 HARRIS, Latonia M. et al. Op. Cit., p. 72.

106 TOMAS, Christopher A. WELKER, Neil E. and PAPOUTSAKIS , Eleftherios T. Applied and environmental microbiology.
Vol. 69. No. 8. (2003): p. 4951-4965 .

107 ALSAKER, Keith V. and PAPOUTSAKIS , Eleftherios T. Journal of bacteriology. Vol. 187. No. 20. (2005): p. 7103-7118.

100 SILLERS, Ryan. et al., Op. Cit., p. 97.
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con la informacion reportada en la literatura, confirmando que las condiciones del
medio de fermentacién no favorecieron la cinética del crecimiento celular y por

ende afectando la produccién de n-butanol.

Los datos experimentales de esta investigacion se utilizaron como complemento
para la calibracion de los modelos cinéticos estructurados propuestos por Fucifios
y Pallares (2011) en la fermentacién Batch sin control de pH* y por Rojas vy
Gonzalez (2011) en la fermentacién Batch a pH 5.0 controlado.® Basicamente se
calcularon un nuevo conjunto de parametros cinéticos (tabla 22), los cuales
mejoraron la prediccion o simulacion de la produccién de n-butanol en la

fermentacion de la glucosa utilizando C. acetobutylicum ATCC 824.

En la figura 11 se compara la dindamica experimental y simulada de los metabolitos
extracelulares de la fermentacion ABE (C. acetobutylicum ATCC 824) a pH 5.0
constante. La prediccion de la produccion de n-butanol (figura 11A) logré el mismo
nivel de correlacion (R?=0.992) al obtenido en el modelo matematico de la
fermentacion de la glucosa utilizando C. saccharoperbutylacetonicum N1-4
ATCC13564% (tabla 22). Ademas, puede afirmarse que la calidad del ajuste de los
restantes compuestos extracelulares también fue buena (figuras 11B a 11F). Los
resultados de la simulacion sin control de pH exhibieron un menor grado de

correlacién (anexo F).

Tabla 22.  Comparacion de parametros del modelo cinético estructurado

Parametro Shinto, H. et Fucifios y Rojas y Gonzalez Este trabajo
al., 2007 Pallares (2011) (2011)
Vst (h7) 3.20 1.15 4.34 5.84
Vméx10 (h™ 20.0 20.0 21.0 25.2
K1 (MM) 46.0 20.5 45.2 48.7
mm (mM) 1.00 1.00 0.68 3.97
max1g (h7 3.15 7.75 4.40 23.6
Km1g (mM) 5.00 2.00 6.63 16.8
Vinaxa (h7) 7.50 0.001 4.60 5.14

94 FUCINOS, Viviana y PALLARES, Andrea. Tesis de pregrado. Universidad Industrial de Santander. (2011).
95 ROJAS, Cindy y GONZALEZ, Nancy. Tesis de pregrado. Universidad Industrial de Santander. (2011).
46 SHINTO, Hideaki. et al. Op. Cit., p. 40.
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Tabla 22. Continuacion

Koa (MM) 177 200 800 799.4
Viaxia(h™) 10.0 40.0 27.3 21.8
Kmro (MM) 110 221 2.32
Vméx12 (h_1) 8.10 -— _— 12.5
Km14 (MM) 5.20 15.0 - 6.35
Vimaxts (h™) 80.0 9.50 — 383
Kmgis (MM) 50.0 9.00 — 512
Kmg (MM) 51.0 0.05 - 46.9
Vinae (™) 26.5 22.8 999.9
K11 (MM) 30.0 27.0 — 36.7
Vinaeas () 7.45 31.8 1.39
Vinaes (™) 180 180 175.7
Kims (MM) 50.0 3.00 - 45.6
Kims (MM) 1.50 0.10 — 5.75
Vinaxs (h™) 9.70 98.5 — 76.5
Kis1 (mM) 55.6 1.75 — 49 1
Vinaxz (h™) 0.30 45 — 6.59
Kii1 (mM) 67.5 2.0 — 70.7
Kmiz (mM) 4.90 30 — 10.8
Kiitg (MM) 67.5 379.4 — 68.6
Kiit2 (MM) 23.0 — _ 249
Vinacts (h) 100 3.0 199.9
Vimaxtz (h™) 35.0 5.0 — 739
Kmn1g (MM) 6.10 0.5 — 153
K13 (h) 0.017 0.017 0.45
Kmats (mM) 15.0 15.0 — 21.0
Vinass (W) 19.0 3.0 20.2
Kungs (MM) 70.0 77.2 718
Kmas (MM) 40.0 60.0 — 40 .4
Ka1z (MM) 2.20 2.20 — 6.03
Ka1e (MM) 2.20 2.20 — 1.0
Vmaxz (h1) 40.0 10.0 — 40.8
K (MM) 265 26.5 27.2
Kz (MM) 50.0 25.0 — 48.0
Kz (MM) 10.0 10.0 12.5
Vinaxs (h3") 120.0 30.0 1191
Vimaxts (h™) 12.0 100 — 44.4
Kt (MM) 10.0 200 3.01
R? (n-butanol) 0.993 0.775 0.970 0.992
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Figura 11. Perfil experimental y simulado de la producciéon de ABE a partir
de glucosa utilizando C. acetobutylicum ATCC 824 a pH 5 constante
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Fuente: Autor.
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4. CONCLUSIONES

Los modelos subespaciados demostraron que a partir de un légico y apropiado
modelado y simulacion del balance de masa de carbono elemental, el balance
de electrones, las restricciones bioquimicas, termodinamicas y cinéticas de la
ruta metabdlica de C. acetobutylicum ATCC 824 fue posible la optimizacion

tedrica no trivial de la produccién de n-butanol.

Se comprobd que el modelo subespaciado IV estimé el éptimo de n-butanol
(0.870moles por mol de glucosa consumida) mas elevado para el metabolismo
primario de C. acetobutylicum ATCC 824, y si se tiene en cuenta la sintesis de
biomasa el 6ptimo de n-butanol disminuye a 0.828mol/mol. Sin embargo, estos
valores superan ampliamente los 6ptimos tedricos y experimentales reportados

hasta la actualidad para las cepas productoras de n-butanol.

El exitoso modelado, simulacion y optimizacion del n-butanol utilizando C.
acetobutylicum ATCC 824, hacen de este tipo de modelo matematico el
pionero y unico en su especie para estimar el optimo tedrico de n-butanol.
Inclusive, la base conceptual desarrollada en esta investigacion se puede

aplicar a otros sistemas bioldgicos.

El modelado de la acidogénesis (modelo subespaciado parte 1) como un
fendmeno inicial independiente, generd solo cuatro estados termodinamicos o
subespacios de los infinitamente posibles. La posterior integracion de los
subespacios a la solventogénesis determiné que no todos fueron factibles para
alcanzar un maximo tedrico de n-butanol. Por lo tanto, los denominados
modelos subespaciados son los primeros en predecir el optimo tedrico de n-
butanol sin ignorar la dinamica del metabolismo de C. acetobutylicum ATCC

824 y la sinergia con los demas metabolitos extracelulares (acetato, butirato,
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acetona, etanol, etc).

Los modelos subespaciados poseen la capacidad de explicar y predecir
observables del metabolismo celular de C. acetobutylicum ATCC 824.
Estableciendo asi las bases teoricas para la comprension de la estructura y las
caracteristicas fenotipicas del metabolismo. Definiendo a su vez el papel que
juegan las reacciones claves de la acidogénesis, solventogénesis y su relaciéon

con la produccion maxima posible de n-butanol.

La transferencia y distribucion de electrones en Ila acidogénesis y
solventogénesis fueron simuladas correctamente por los modelos
subespaciados. En teoria la relacion entre la produccién de n-butanol, la
ferredoxina y la transferencia de electrones es indirecta. Porque en la medida
que se inhiba la ferredoxina/hidrogenasa el balance electrénico ocasiona un
flujo mas elevado de NADH como consecuencia del aumento en la actividad de
la ferredoxina NAD(P)/NAD reductasa. Favoreciendo, de esta manera la

produccion de n-butanol.

Los modelos estequiométricos subespaciados desarrolladas en esta
investigacion indican que es posible obtener altos rendimientos de n-butanol
siempre y cuando se cumplan las siguientes condiciones: ) inhibiciéon de la
hidrogenasa en la produccion de hidrogeno molecular, con la finalidad de
proporcionar el poder reductor necesario para la sintesis de n-butanol, II)
inhibicion de las enzimas fosfotransferasa acetilasa y acetato quinasa, para
evitar altas concentraciones de acetato y acetona y lll) sobre expresion de las
enzimas fosfotransferasa butirulasa y butirato quinasa, de manera que se
favorezca la reasimilaciéon del butirato sin la produccidn concomitante de

acetona.

Los planteamientos tedricos del metabolismo primario de Clostridium
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acetobutylicum ATCC 824 como un fenémeno global (modelo
estequiométrico simplificado) o como eventos paralelos de la glucdlisis,
acidogeénesis y solventogénesis (modelo estequiométrico generalizado); no
suministraron informacion sobre la fisiologia o dinamica metabdlica de la
mayoria de los productos extracelulares y la solucién simplemente convergié al

optimo trivial de n-butanol.

Las condiciones experimentales del medio de fermentacion sin control de pH y
a pH 5.0 constante, no fueron las adecuadas para alcanzar rendimientos y
productividades de n-butanol similares a las reportadas en la literatura para las
cepas productoras de n-butanol. Sin embargo, el modelado cinético consiguid
excelentes niveles de correlacién (R?=0.992) en la prediccion de la

concentracion de n-butanol a lo largo de la fermentacion a pH 5.0 constante.
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ANEXOS

Anexo A. Reacciones de la ruta metabdlica de Clostridium acetobutylicum
ATCC 824

La energia de Gibbs de las reacciones de la ruta metabdlica de Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 fueron calculadas con ayuda de eQuilibrator (79) bajo

condiciones estandar (T=298K, P=1bar y pH=7.0)

Reaccion 1. Fosforilacion de la glucosa
C H,,04+Pi—CyH,, O, Pi+ H,O
ATP+H ,0—ADP+ Pi+ H"™
CyH,,0,+ ATP—Cy H,, O, Pi+ ADP+ H™"
AG™=-24.9KJ/mol

Reaccion 2. Conversion de la glucosa-6-fosfato a la fructosa-6-fosfato
CyH,, 0, Pi—C,H,,0, Pi
AG"=3.3KJ/mol

Reaccion 3. Fosforilacion de la fructosa-6-fosfato a la fructosa-1,6-bifosfato
C,H,,0,Pi+Pi—C,H,,0,Pi+H,O
ATP+H,0 —ADP+Pi+H""
CyH 1,0, Pi+ ATP—C  H ,,04( Pi),+ ADP+H "
AG'"=-17.4KJ/mol

Reaccion 4. Ruptura de la fructosa-1,6-bifosfato a gliceraldehido-3-fosfato

CoH,, 04 Pi—2C,H, O, Pi
AG'"=25.0KJ/mol
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Reaccion 5. Oxidacion de gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato
2C3H503Pi+2Pi—)2C3H403(Pi)2+4H+1+4e_1
2NAD™ +4H"+4¢ ' —2NADH+2H™
2C, H,0, Pi+2Pi+2NAD™ =2C, H, O,(Pi),+2NADH+2H™
AG™=15.6KJ/mol

Reaccion 6. Conversién de 1,3-bifosfoglicerato hasta fosfofenolpiruvato
2C; H ,04(Pi),+ 2ADP+2Pi+2H">—2C, H, O Pi '+ 2ATP+2H,0

AG'=-8.2KJ/mol

Reaccion 7. Transferencia del grupo fosforil desde el fosfofenolpiruvato

2C, H,0, Pi '+2H,0 —2C, H 05" +2Pi
2ADP+2Pi+2H"' —2ATP+2H,0

2C, H,0, Pi *+2H"+2ADP—2C, H,0, +2ATP
AG™=-61.2KJ/mol

Reaccion neta de la glucdlisis
Co Hy, O +2NAD ™ +2Pi+2ADP—2C, H,0; ' +2NADH + 2H '+ 2ATP+2H,0 Ec.10

Glucosa Piruvato
AG'"=-67.8KJ/mol

Reaccion 8. Conversion de piruvato a Acetil-CoA
En esta reaccion la ferredoxina transfiere dos moles de electrones por mol de
piruvato que se consume o por mol de Acetil-CoA producido (73).

2C3; H,03+2C0ASH —2C, H,0SCoA+2CO,+4H"" +2 ¢ * 12a

Piruvato Acetil-CoA

+

20xFd+4¢ '*—2RdFd " 12p
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Ferredoxina oxidada Ferredoxina

reducida

2C; H ,05+ 2fOXFd +2C0ASH —2C, H ; OSCoA+2CO,+2RdFd+4H™ £ 49

Piruvato Acetil-CoA
La energia de Gibbs de la reaccion 8 fue calculada mediante la ecuacion de
Nernst:

Ecuacion de Nernst
AG'°=-nl0FUAE'®
n= numero de electrones transferidos
F= constante de Faraday (96.485KJ/V [ imol)

AE '°= diferenciade potencial estandar de reduccion

Segun THAUER, Rudolf K; JUNGERMANN, Kurt and KARL, Decker. (1977) los
potenciales de reduccion de las reaccién 12a y 12b son 0.467 y 0.398V
respectivamente.
AG'*=-4*[-0.398-(-0.467)V]*96.485KJ/V*mol
AG'=-26.63KJ/mol

Reaccion 9. Conversion de Acetil-CoA a Acetoacetil-CoA
2C, H;0SCoA—C, HsO,SCoA+CoASH gq 43

Acetil-CoA Acetoacetil-CoA
AG'"=27.5KJ/mol

Reaccion 10. Conversiéon de Acetoacetil-CoA a B-hidroxibutiril-CoA
C,H;0,SCoAd+2H" +2¢ ' —C ,H,0,CoASH
NAD(P)H+H"™—NAD (P)™ +2H™"+2¢™"

C,H:;0,SCoA+NAD(P)H+H"™"—C,H,0,CoASH+NAD(P)" Ec. 44

Acetoacetil-CoA B-hidroxibutiril-CoA
AG'"=-20.2KJ/mol
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Reaccion 11. Deshidratacion de B-hidroxibutiril-CoA a Crotonil-CoA
C4H70,CoASH—C,H;0SCoA+H,0 Ec 45

B-hidroxibutiril-CoA Crotonil-CoA
AG"=-3.9KJ/mol

Reaccion 12. Conversion de Crotonil-CoA a Butiril-CoA

C,H,0SCoA+2H™"+2¢ " —C ,H,0 CoASH
NAD(P)H+H™ SNAD (P)™ +2H™"+2¢ !

—————————————————————————————————————— 10
C,H,0SCoA+NAD(P)H+H"—C,H,0 CoASH+ NAD(P)"™ Ec. 46
Crotonil-CoA Butiril-CoA
AG'"=-62.8KJ/mol
Reaccion 13. Conversion de Piruvato a Lactato
C3H4O3+2H+l+2€_1_)C3H603
NADH + H ™' SNAD™ +2H" +2 ¢!
—————————————————————————————————————— 13
C,H,0,+ NADH+ H ™" —C, H O+ NAD™ Ec. 11
Piruvato Lactato

AG'"=-27.2KJ/mol

Reaccion 14. Acoplamiento Ferredoxina NAD(P)H oxidorreductasa

OxFd+2e *—>RdFd *
NAD(P)H+H ™ SNAD (P) +2H+2¢ ™"

OxFd+NAD(P)H —RdFd *+NAD(PY*+H" g. 994

Ferredoxina oxidada Ferredoxina reducida
AG'=-2*[-0.398-(-0.324V]*96.485KJ/V*mol
AG"°=14.3KJ/mol
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Reaccion 15. Acoplamiento Ferredoxina NAD(P) reductasa
RdFd™ *—OxFd+2e™
NAD (P)*+2H"™+2 ¢ ' SNAD(P)H+H™

RdFd"*+ NAD(P)"'+ H" —OxFd+NAD(P)H  Ec. 22

Ferredoxina reducida Ferredoxina oxidada
AG'"=-2*[-0.324-(-0.398)V]*96.485KJ/V*mol
AG"=-14.3KJ/mol

Reaccion 16. Sintesis de Hidrégeno molecular
RdAFd > —OxFd+2 "
2H™+2¢ 1—>H2

~2 +1
RdFd +2H —)OXFd"'HZ EC. 23

Ferredoxina reducida Ferredoxina oxidada
AG'=-2*[-0.421-(-0.398)V]*96.485KJ/V*mol=4.4KJ/mol

Reaccion 17. Conversion de Acetil-CoA a Acetilfosfato
C, H;0SCoA+Pi—C, H,0,Pi+CoASH Eq 41

Acetil-CoA Acetilfosfato
AG"=1.7KJ/mol

Reaccion 18. Formacion de Acetato a partir del Acetilfosfato

C,H,0,Pi+ H,0—C,H;0,"+Pi+H""
ADP+ Pi+ H*—SATP+H,0
——————————————————————————— 18
C,H,0,Pi+H" +ADP—C,H 0, +ATP+H"" E¢ 42
Acetilfosfato Acetato
AG™=-3.8KJ/mol
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Reaccidon 19. Reduccidén de Acetil-CoA a Acetaldehido
C,H;0SCoA+2H" +2¢ *—C, H,0+CoASH
NAD(P)H+H ™ —SNAD(P) +2H"+2¢7*
C,H,0SCoA+NAD(P)H+H""—C,H,0+CoASH + NAD(P)" Ec. 53

Acetil-CoA Acetaldehido
AG"=10.7KJ/mol

Reaccioén 20. Reduccion de Acetaldehido a Etanol
C,H,0+2H"+2¢" ' ~C,H,0
NAD(P)H +H™' —NAD(P) ' +2H" +2¢™*
C,H,0+NAD(P)H+H"™"—C,H,0+NAD(P)™ Ec. 54

Acetaldehido Etanol
AG'"°=-25.4KJ/mol

Reaccion 21. Reasimilacion de Acetato via Acetoacetil-CoA acetato CoA-
transferasa
C,H,0,+C,H;0,SCoA—C,H,0SCoA+C ,H,O; Ec. 49
Acetato Acetoacetil-CoA Acetil-CoA

Acetoacetato
AG'"=-8.2JK/mol

Reaccion 22. Reasimilacion de Butirato via Acetoacetil-CoA butirato CoA-

transferasa
C,H,0,*C,H;0,SCoA—C, H,05Cod+C ,HO; Ec. 50

Butirato Acetoacetil-CoA Butiril-CoA Acetoacetato
AG"=0.0KJ/mol
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Reaccion 23. Sintesis de acetona
C,H,0,—C; H,0+CO, Ec 16
Acetoacetato Acetona
AG'=-27.3KJ/mol

Reaccion 24. Conversion de Butiril-CoA a partir de Butirilfosfato
C,H,0SCoA+Pi—C ,H,0, Pi+CoASH g¢ a7

Butirl-CoA Butirilfosfato
AG'"°=12.4KJ/mol

Reaccion 25. Formacién de Butirato a partir de Butirilfosfato

C,H,0,Pi+H,0—C,H,0,"+Pi+H"
ADP+ Pi+H ™' >ATP+H,0
——————————————————————————— 25
C,H,0,Pi+H" +ADP —C,H,0,"+ ATP+H" . 48
Butirilfosfato Butirato
AG™=-8.2JK/mol

Reaccion 26. Reduccion de Butiril-CoA a Butiraldehido
C,H,0SCoA+2H" +2¢ ' >C, HyO +CoASH
NAD(P)H +H ™ —SNAD(P)™+2H™+2¢7"

CyH,0 SCod+ NAD(P)H +H "' —C,H,0+CodSH+NAD(P)" . gg

Butiril-CoA Butiraldehido
AG'"=15.7JK/mol

Reaccion 27. Reduccioén de Butiraldehido a n-Butanol
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C,HgO+2H" +2 ¢ ' >C, H,,0
NAD(P)H +H ™ —SNAD(P)™+2H™+2¢7"
C,H,O+NAD(P)H+H""—C,H,,0+NAD (P)" Ec. 60

Butiraldehido n-Butanol

AG'=-24.7TKJ/mol
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Anexo B. Balance de electrones

Balance de electrones: los electrones disponibles se refieren a los electrones
disponibles para transferir en la combustion completa de una sustancia a COa,,
H,O y otros productos (42,78); o transformarla a una o mas sustancias de

referencia, por medio de una semirreaccion de oxidacion-reduccion. (42)

Sustancias de referencia: CO,, H,O, H", HCO;', SO,2, NO;', Fe*®, PO,3, RdFd
' RdFd?, NAD(P)"", etc.

Grado de reduccién y;: es el numero de electrones disponibles en aquella
cantidad de materia por mol de sustancia referida o mol de atomos de carbono,
para los compuestos que contienen carbono. El y;es la herramienta que se utiliza

para contabilizar los electrones en el balance de electrones. (42,78)

mol de electrones disponibles
mol de sustanciai o mol de atomos de C Ec. B1

i

El grado de reduccion de las sustancias de referencia es nulo y;=0.

Calculo del grado de reduccién utilizando el concepto de semirreaccién de

oxidaciéon-reduccioén

Ejemplo 1. Determinacién del grado de reduccién del 1-butanol (C4H100)

C,H,0+11H, 0—4HCO; '+ 28H™ +24 ¢!
W _ 24molesde electrones
butanol = Amol de dtomos de C
qj —

butanol —
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Calculo del grado de reduccién de una sustancia utilizando el grado de

reduccion de sus elementos

Tabla B1. Grado de reduccion de los elementos

Elemento Grado de reduccién
C 4
H 1
O -2
N/NH3 -3
N/NO;™ 5
N/N2 0
S 6
P 5
n+ -n
n- +n

Ejemplo 2. Determinacién del grado de reduccién del 1-butanol (C4H100)
A0W +100W, - 109,

utanol = 4

_ 16+10-2_

utanol — 4

¥,

v, 6

Ec. B1

Ejemplo 3. Aplicacion del balance de electrones en la construccion de la ecuacion
de sintesis de biomasa de Clostridium acetobutylicum ATCC 824
Cq Hy, Og+aNH ;+B NADH —6CH, O N s Ec. B3

Aplicando el balance de electrones a la ecuacion B3 se obtiene la ecuacion B4
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6Y ,  +BW, ,.~6%, =0

glucosa biomasa
=6, W,

L'Uglucosa iomasaz 425
_ 0.75molesde NADH
mol de glucosa Ec. B4

ANEXO C
CALCULO DE LOS COEFICIENTES DE PRODUCCION DE ETANOL Y,
REASIMILACION DE ACETATO Y BUTIRATO

Con la finalidad de estimar los limites de acetato, butirato y etanol se alimenté el
correspondiente subespacio sea |, I, lll 6 IV a las ecuaciones 63, 64, 65 y 66.
Después se procedio a resolver dichas ecuaciones no lineales utilizando la versién
de prueba del software Mathematica 8. En la figura C1 se presenta la solucion

obtenida para un subespacio IV.

Figura C1. Solucion obtenida para el acetato, butirato y etanol en el

subespacio IV

File Edit Insert Format Cell Graphics Evaluation Palettes Window Help

I*]

1) Reasimilacién de Acetato via fosfotransferasa
FindRoot[0.44 * (0.358 -m) (2.45-m) (2-m) ==mA3, {m, 0.358}]

{m > 0.333983}
2) Reasimilaciﬁn de Butirato via fosfotransferasa
FindRoot[5.3 % (0.821-n) (2.45n) (2-n) =nn3, {n, 0.821}]

{n > 0.782296}

7) Equilibrios simultaneos de reasimilacién de dcidos via fosfotransferasa y Cok -
transferasa y la reaccidn hipotética de formacidn de Acetona a partir de Acetato e incluyendo el efecto del Acetil -
CoA utilizado en la sintesis de Acetona

FindRoot[{0.44« (0.358-m-27) (2.45-m-n-73) (2-m-n+j+k) = (m-j-2k) (m+n+3j)nr2,
11#(0.358-m-23)A2 (2.45-m-n-3) ==(J+k) (2+J+k) (J+m+n)n2,
5.3%(0.821-n-k) (2.45-m-n-3) (2-m-n+J+k)==(n+k) (n+m+3)A2, k=0.3157}, {m, 0.1},
{n, 0.9}, {j, 0.05}, {k, 0.015}]

{m-0.163089, n -+ 0.732208, j - 0.0530988, k -+ 0.0167261}
8) Formacidn de etanol

FindRoot[{0.074 % (0.321-r -e) (0.247-2r-e)A2= (1.02+r+e) (r+e) 1,
0.013%(0.321-r-e) (0.247-2r-e) = (1.02+ T +e) (r+e) e}, {r, 0.1}, {e, 0.1}]

{r - 0.0193566, e - 0.0178569}

[ [«I+]

En la tabla C1 se muestra detalladamente la solucion obtenida para cada uno de
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los modelos subespaciados incluyendo el utilizado en la validacion.

Tabla C1. Limites estimados para el acetato, butirato y etanol para los
modelos subespaciados

Modelo Modelo Modelo Modelo
. subespaciado subespaciado subespaciado Validacion
subespaciado | I it v

Acetato
maximo via Mmax=0.100 Mmax=0.440 Mmax=0.544 Mmax=0.334 Mmax=0.505
FTQ
Butirato
maximo via Nmax=0.891 Nmax=0.720 Nmax=0.645 Nmax=0.782 Nmax=0.675
FTQ
Acetato
minimo via jmin=0.090 jmin=0.080 jmin=0.113 jmin=0.053 jmin=0.100
CoAT
Butirato
minimo via Kmin=0.028 Kmin=0.025 Kmin=0.036 Kmin=0.017 Kmin=0.031
CoAT

Etanol minimo emin=0.000 emin=0.029 emin=0.038 emin=0.019 emin=0.024
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Anexo C. Cédigo de optimizacion para la solucion de los diferentes

modelos estequiométricos

*MODELO SIMPLIFICADO CASO IA

*FUNCION OBJETIVO: maximizacion del n-butanol
Positive Variables g,f,e,a,c,d,b,t,r,w,l;

Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-a-e-2*d-2*r=E=0;

*Balance de masa de Butiril. CoA

R3.. r-c-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2*e-2*r-2*b-1-0.0375=E=0;

*Balance de masa de carbono

R5.. 6*g-f-4*d-2*a-2*e-4*c-4*b-3*I=E=0;

*Glucosa

R6.. g=E=1;

*Balance de masa Ferredoxina OxFd. Una parte de RdFd (piruvato-acetilcoa) se
emplea en la sintesis de NADH

R7.. w+t-f-0.0375=E=0;

*ATP producido

R8.. 2*g+a+c+d-0.73=G=0;

*n-butanol

b.UP=1.0;

*Balance de electrones

R9.. 24*g-8*a-20*c-16*d-12*e-24*b-12*-2*w=E=0;
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*Optimizacion de la n-butanol

FOBJ.. Z=E=b;

MODEL JAPMGN /ALL/;

Option LP=BARON;

Solve JAPMGN MAXIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO SIMPLIFICADO CASO DE ESTUDIO IB
*Funcion Objetivo: minimizacion del ATP
Positive Variables g,f,e,a,c,d,b,t,r,w,l;
Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-a-e-2*d-2*r=E=0;

*Balance de masa de NADH

R3.. 2*g+t-2*e-2*r-2*b-1-0.0375=E=0;
*Balance de masa de carbono

R4.. 6*g-f-4*d-2*a-2*e-4*c-4*b-3*I=E=0;
*Glucosa

R5.. g=E=1;

*Balance de masa Ferredoxina

R6.. w+t-f-0.0375=E=0;

*Balance de electrones

R7.. 24*g-8*a-20*c-16*d-12*e-12*-24*b-2*w=E=0;
*n-butanol

b.UP=1.0;

*ATP producido

FOBJ.. Z=E=2*g+a+c+d-0.73;
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MODEL JAPMGN /ALLY/,
Option NLP=BARON;
Solve JAPMGN MINIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO SIMPLIFICADO CASO DE ESTUDIO IC
*Funcion objetivo: minimizacion de la energia de Gibbs
Positive Variables g.f,e,a,c,d,b,t,r,w,l;

Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-a-e-2*d-2*r=E=0;

*Balance de masa de Butiril-CoA

R3.. r-c-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2*e-2*r-2*b-1-0.0375=E=0;

*Balance de masa de carbono

R5.. 6*g-f-4*d-2*a-2*e-4*c-4*b-3*I=E=0;

*Glucosa

R6.. g=E=1;

*Balance de masa Ferredoxina

R7.. w+t-f-0.0375=E=0;

*Balance de electrones

R8.. 24*g-8*a-20*c-16*d-12*e-24*b-12*1-2*w=E=0;
*ATP producido

R9.. 2*g+a+c+d-0.73=G=0;

*n-butanol

b.UP=1.0;
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*Minimizacion de la energia de Gibbs

FOBJ.. Z=E=227.5*b+58%e-547.4*f+97.5*"w+75.2*g-157.3"r-272.6*d-
54.6*a+121.8*c-312.6*1-142.277;

MODEL JAPMGN /ALL/;

Option NLP=BARON;

Solve JAPMGN MINIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO GENERALIZADO

*CASO DE ESTUDIO Il OPTIMIZACION DEL n-butanol
Positive Variables g,f,t,w,c,a,b,j,k,r,q,i,e,l,h,m,n;
Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,R10,R12,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-h-2%-j-2*k-2*r-e+m=E=0;

*Balance de masa de Butiril-CoA

R3.. k+n+r-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2%i-2*r-2*e-2*b-1-0.125*q=E=0;

*Balance de masa de ATP

RS5.. 2*g+h+i-m-n-(73/30)*q=G=0;

*Balance de masa de Ferredoxina

R6.. w+t-f-0.125*q=E=0;

*Balance de masa de Carbono

R7.. 6*g+2*m+4*n-2*h-2*j-2*e-4*b-4*i-f=E=0;
*Balance de electrones

R8.. 24*g+8*m+20*n+4*k-8%-8*h-20%i-12*e-12*|-24*b-2*w=E=0;

*Relacioén cinética de reasimilacion de acidos
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R9.. k-0.315*=E=0;
*Asignaciones
*Glucosa

R10.. g=E=1,
*Biomasa

R12.. q=E=0.3;
*n-Butanol

b.UP=1;

FOBJ.. Z=E=b;
Model JAPMG1 /ALL/;
Option LP = BARON;
Solve JAPMG1 MAXIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO ESTEQUIOMETRICO TEORICO DE LA OPTIMIZACION DE LA
ACIDOGENESIS DE LA FERMENTACION ABE
*MODELO NADH ABIERTO

*Funcion Objetivo: maximizacion del ATP
Positive Variables g,f,i,h,w,s,I;

Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de NADH

R2.. 2*g-2*i=G=0;

*Balance de masa de carbono

R3.. 6*g-f-2*h-4*i-3*I=E=0;

*Glucosa

R4.. g=E=1,

*Balance de masa Ferredoxina OxFd
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R5.. w-f=E=0;

*Restriccion de butirato mayor a acetato
R6.. i-h=G=0;

*Restriccion de eficiencia

R7.. (2+i+h)*(s-1)+4.044*s=E=0;
s.LO=0.43;

*ATP producido

FOBJ.. Z=E=2*g+0.1*i+0.1*h-0.73;
*p1=Factor de peso del butirato=0.1
*p2=Factor de peso del acetato, puede tomar los siguientes valores=0.1, 0.05 y
0.01

MODEL JAPMGN /ALL/;

Option NLP=BARON;

Solve JAPMGN MAXIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO ESTEQUIOMETRICO TEORICO DE LA OPTIMIZACION DE LA
ACIDOGENESIS DE LA FERMENTACION ABE
*MODELO NADH CERRADO

*Funcion Objetivo: maximizacion del ATP
Positive Variables g.f,i,h,w,s,t,l;

Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de NADH

R2.. 2*g-2*i-0.0375-t=E=0;

*Balance de masa de carbono

R3.. 6*g-f-2*h-4*i-3*I=E=0;

*Glucosa
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R4.. g=E=1;

*Balance de masa Ferredoxina

R5.. w-f-t-0.0375=E=0;

*Restriccion de butirato mayor a acetato
R6.. i-h=G=0;

*Restriccion de eficiencia

R7.. (2+i+h)*(s-1)+4.044*s=E=0;

*Balance de electrones

R8.. 24-20%i-8*h-2*w-12*I=E=0;

*Lactato

R9.. I=E=0;

s.LO=0.43;

*ATP producido

FOBJ.. Z=E=2*g+0.1*i+0.1*h-0.73;
*p1=Factor de peso del butirato=0.1
*p2=Factor de peso del acetato, puede tomar los siguientes valores=0.1, 0.05 y
0.01

MODEL JAPMGN /ALL/;

Option NLP=BARON;

Solve JAPMGN MAXIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO SUBESPACIADO |

*Funcion objetivo: maximizacion de la n-butanol

Positive Variables g,f,t,w,c,a,b,j,k,r,q,i,e,l,h,m,n;

Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,R10,R12,R13,R14,R15,R16,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;
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*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-h-2*i-j-2*k-2*r-e+m=E=0;

*Balance de masa de Butiril-CoA

R3.. k+n+r-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2*i-2*r-2*e-2*b-I-0.125*q=E=0;
*Balance de masa de ATP

R5.. 2*g+h+i-m-n-(73/30)*q=G=0;

*Balance de masa de Ferredoxina

R6.. w+t-f-0.125*q=E=0;

*Balance de masa de Carbono

R7.. 6*g+2*m+4*n-2*h-2*j-2*e-4*b-4*i-f=E=0;
*Balance de electrones

R8.. 24*g+8*m+20*n+4*k-8*j-8*h-20*i-12*e-12*|-24*b-2*w=E=0;
*Relacion cinética de reasimilacion de acidos
R9.. k-0.315*j=E=0;

*Asignaciones

*Glucosa

R10.. g=E=1;

*Biomasa

R12.. q=E=0.3;

*Acetato/butirato Subespacio |

R13.. h=E=0.101;

R14.. i=E=0.949;

*Acetato/butirato residual mayor a cero

R15.. h-}-m=G=0.0;

R16.. i-k-n=G=0.058;

*n-Butanol

b.UP=1;

*Reasimilacion de acetato via CoA-Transferasa
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j-.LO=0.090;

*Conversion de Acetil-CoA a Butiril-CoA por reasimilacion del acetato via CoA-
Transferasa

r.LO=0.0;

*Etanol minimo

e.LO=0.0;

FOBJ.. Z=E=b;

Model JAPMG1 /ALL/;

Option LP = BARON;

Solve JAPMG1 MAXIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO SUBESPACIADO Il

*Funcion objetivo: maximizacion de la n-butanol
Positive Variables g,f,t,w,c,a,b,j,k,r,q,i,e,l,h,m,n;
Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,R10,R12,R13,R14,R15,R16,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-h-2%-j-2*k-2*r-e+m=E=0;

*Balance de masa de Butiril-CoA

R3.. k+n+r-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2%i-2*r-2*e-2*b-1-0.125*q=E=0;
*Balance de masa de ATP

RS5.. 2*g+h+i-m-n-(73/30)*q=G=0;

*Balance de masa de Ferredoxina

R6.. w+t-f-0.125*q=E=0;

*Balance de masa de Carbono
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R7.. 6*g+2*m+4*n-2*h-2*j-2*e-4*b-4*i-f=E=0;
*Balance de electrones

R8.. 24*g+8*m+20*n+4*k-8*-8*h-20%i-12*e-12*|-24*b-2*w=E=0;
*Relacion cinética de reasimilacién de acidos
R9.. k-0.315*j=E=0;

*Asignaciones

*Glucosa

R10.. g=E=1,

*Biomasa

R12.. q=E=0.3;

*Acetato/butirato Subespacio Il

R13.. h=E=0.5;

R14.. i=E=0.75;

*Acetato/butirato residual mayor a cero

R15.. h-j-m=G=0.06;

R16.. i-k-n=G=0.03;

*n-Butanol

b.UP=1;

*Reasimilacion de acetato via CoA-Transferasa
j-LO=0.080;

*Conversion de Acetil-CoA a Butiril-CoA por reasimilacion del acetato via CoA-
Transferasa

r.LO=0.029;

*Etanol minimo

e.L0=0.022;

FOBJ.. Z=E=b;

Model JAPMG1 /ALL/;

Option LP = BARON;

Solve JAPMG1 MAXIMIZE Z USING DNLP;
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*MODELO SUBESPACIADO Il

*Funcion objetivo: maximizacion de la n-butanol
Positive Variables g,f,t,w,c,a,b,j,k,r,q,i,e,l,h,m,n;
Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,R10,R12,R13,R14,R15,R16,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-h-2*i-j-2*k-2*r-e+m=E=0;

*Balance de masa de Butiril-CoA

R3.. k+n+r-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2*i-2*r-2*e-2*b-I-0.125*q=E=0;
*Balance de masa de ATP

R5.. 2*g+h+i-m-n-(73/30)*q=G=0;

*Balance de masa de Ferredoxina

R6.. w+t-f-0.125*q=E=0;

*Balance de masa de Carbono

R7.. 6*g+2*m+4*n-2*h-2*j-2*e-4*b-4*i-f=E=0;
*Balance de electrones

R8.. 24*g+8*m+20*n+4*k-8*j-8*h-20*i-12*e-12*|-24*b-2*w=E=0;
*Relacion cinética de reasimilacion de acidos
R9.. k-0.315*j=E=0;

*Asignaciones

*Glucosa

R10.. g=E=1;

*Biomasa

R12.. q=E=0.3;

*Acetato/butirato Caso |
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R13.. h=E=0.667;

R14..i=E=0.667;

*Acetato/butirato residual mayor a cero

R15.. h-j-m=G=0.123;

R16.. i-k-n=G=0.022;

*n-Butanol

b.UP=1;

*Reasimilacion de acetato via CoA-Transferasa
j-LO=0.113;

*Conversion de Acetil-CoA a Butiril-CoA por reasimilacion del acetato via CoA-
Transferasa

r.LO=0.038;

*Etanol minimo

e.LO=0.026;

FOBJ.. Z=E=b;

Model JAPMG1 /ALL/;

Option LP = BARON;

Solve JAPMG1 MAXIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO SUBESPACIADO IV

*Funcion objetivo: maximizacion de la n-butanol

Positive Variables g,f,t,w,c,a,b,j,k,r,q,i,e,l,h,m,n;

Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,R10,R12,R13,R14,R15,R16,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-h-2%-j-2*k-2*r-e+m=E=0;

*Balance de masa de Butiril-CoA
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R3.. k+n+r-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2*i-2*r-2*e-2*b-1-0.125*q=E=0;
*Balance de masa de ATP

R5.. 2*g+h+i-m-n-(73/30)*q=G=0;

*Balance de masa de Ferredoxina

R6.. w+t-f-0.125*q=E=0;

*Balance de masa de Carbono

R7.. 6*g+2*m+4*n-2*h-2*j-2*e-4*b-4*i-f=E=0;
*Balance de electrones

R8.. 24*g+8*m+20*n+4*k-8*-8*h-20%i-12*e-12*|-24*b-2*w=E=0;
*Relacion cinética de reasimilacién de acidos
R9.. k-0.315*j=E=0;

*Asignaciones

*Glucosa

R10.. g=E=1,

*Biomasa

R12.. q=E=0.3;

*Acetato/butirato Caso |

R13.. h=E=0.358;

R14..i=E=0.821;

*Acetato/butirato residual mayor a cero

R15.. h-j-m=G=0.024;

R16.. i-k-n=G=0.039;

*n-Butanol

b.UP=1;

*Reasimilacion de acetato via CoA-Transferasa
j-LO=0.053;

*Conversion de Acetil-CoA a Butiril-CoA por reasimilacion del acetato via CoA-

Transferasa
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r.LO=0.019;

*Etanol minimo

e.LO=0.018;

FOBJ.. Z=E=b;

Model JAPMG1 /ALL/;

Option LP = BARON;

Solve JAPMG1 MAXIMIZE Z USING DNLP;

*MODELO SUBESPACIADO

*VALIDACION

*Funcion objetivo: maximizacion de la n-butanol
Positive Variables g,f,t,w,c,a,b,j,k,r,q,i,e,l,h,m,n;
Equations R1,R2,R3,R4,R5,R6,R7,R8,R9,R10,R12,R13,R14,R15,R16,FOBJ;
Variable Z;

*Restricciones

*Balance de masa de Piruvato

R1.. 2*g-f-I=E=0;

*Balance de masa de Acetil-CoA

R2.. f-h-2*i-j-2*k-2*r-e+m=E=0;

*Balance de masa de Butiril-CoA

R3.. k+n+r-b=E=0;

*Balance de masa de NADH

R4.. 2*g+t-2*i-2*r-2*e-2*b-1-0.125*q=E=0;
*Balance de masa de ATP

R5.. 2*g+h+i-m-n-(73/30)*q=G=0;

*Balance de masa de Ferredoxina

R6.. w+t-f-0.125*q=E=0;

*Balance de masa de Carbono

R7.. 6*g+2*m+4*n-2*h-2*j-2*e-4*b-4*i-f=E=0;

*Balance de electrones
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R8.. 24*g+8*m+20*n+4*k-8*j-8*h-20*i-12*e-12*|-24*b-2*w=E=0;
*Relacion cinética de reasimilacion de acidos
R9.. k-0.315%j=E=0;

*Asignaciones

*Glucosa

R10.. g=E=1;

*Biomasa

R12.. g=E=0.3;

*Acetato/butirato Caso Validacion

R13.. h=E=0.6;

R14.. i=E=0.7;

*Acetato/butirato residual mayor a cero

R15.. h-]-m=G=0.095;

R16.. i-k-n=G=0.025;

*n-Butanol

b.UP=1;

*Reasimilacion de acetato via CoA-Transferasa
j-.LO=0.1;

*Conversion de Acetil-CoA a Butiril-CoA por reasimilacion del acetato via CoA-
Transferasa

r.LO=0.034;

*Etanol minimo

e.L0=0.024;

FOBJ.. Z=E=b;

Model JAPMG1 /ALL/;

Option LP = BARON;

Solve JAPMG1 MAXIMIZE Z USING DNLP;

182



Anexo D. Curva de calibracion de biomasa y de medicion de solventes por
HPLC

Curva de calibracion de biomasa

Tabla E1. Datos de la curva de calibracion de biomasa

Masa (g) Masatotal (g) Masa Biomasa (g) | Biomasa (g/L)
Caja01 0,269 0,282 0,013 2,680
Caja02 0,259 0,273 0,014 2,800
Caja03 0,278 0,292 0,014 2,760
Volumen 5mL Promedio 2,747
Diluciéon Abs1 Abs2 Abs3 Abs Media Biomasa (g/L)
10 0,751 0,752 0,753 0,752 0,275
15 0,494 0,491 0,492 0,492 0,183
20 0,382 0,382 0,381 0,382 0,137
25 0,282 0,278 0,279 0,280 0,110
30 0,252 0,253 0,253 0,253 0,092
40 0,206 0,208 0,208 0,207 0,069
50 0,159 0,159 0,158 0,159 0,055
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Figura E1. Curva de calibracion de biomasa

CURVA DE CALIBRACION BIOMSA

C acetobutylicum ATCC824
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Curva de calibracion de los solventes por HPLC
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Figura E2. Curva de calibracion de acido lactico

CURVA DE CALIBRACION HPLC

Acido lactico
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Figura E3. Curva de calibracion de acido acético
CURVA DE CALIBRACION HPLC
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Figura E4. Curva de calibracion de acido butirico
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CURVA DE CALIBRACION HPLC
Acido butirico
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Figura E5. Curva de calibracion de acetona

CURVA DE CALIBRACION HPLC
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Figura E6. Curva de calibracion de etanol

Area
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Figura E7. Curva de calibracion de n-butanol
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Anexo E. Balance de masa del modelo cinético estructurado y perfil

experimental y simulado de la fermentacién abe sin control de pH

Balance de masa del modelo cinético estructurado
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Figura F1. Perfil experimental y simulado sin control de pH de la produccién
de ABE a partir de glucosa utilizando C. acetobutylicum ATCC 824
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A)n-butanol, B) glucosa, C) biomasa, D) acetato, E) butirato, F) acetona y G)
etanol.

Fuente: Autor.
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