SIMULA CION DE UNA
FERMENTACION ALCOHOLICA

UTILIZANDO MIEL
DE ABEJAS COMO

SUSTRATO

RESUMEN

El articulo describe la implementacion de
un modelo matemdtico para la simulacion de
una fermentacion alcohdlica utilizando miel
como sustrato. Para realizarla, los datos
cinéticos fueron ajustados a ecuaciones de
curvas con las cuales se calcularon las
respectivas derivadas de las concentraciones en
el tiempo, con el objetivo de calcular las
velocidades especificas de crecimiento y
formacion de producto; una vez hecho esto, se
procedio a evaluar el ajuste de los diferentes
modelos de inhibicion, tanto de sustrato como de
producto sobre la cinética del proceso,
hallando que el modelo que mds se ajusto fue el
exponencial, trabajando también modelo lineal,
parabdlico, etc. Con las ecuaciones para |
(velocidad especifica de crecimiento de
biomasa) y v (velocidad especifica de formacion
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de producto) encontradas, se procedio a realizar
los balances de masa, con el propdsito de
plantear el modelo de ecuaciones diferenciales
de primer orden y con condiciones iniciales
dadas. Este sistema se resolvio por métodos
numéricos utilizando el algoritmo de Euler
modificado para lo cual se requirié elaborar un
programa en computador y, de esta manera, se
encontro el comportamiento de la fermentacion
simulada, para su posterior confrontacion con
los datos experimentales.
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INTRODUCCION

En este trabajo se realiz6 la simulacién de
una fermentaci6n alcohélica utilizando los datos
cinéticos de 9 fermentaciones de miel de abejas
por levaduras Saccharomyces cerevisiae donde
se variaron pardmetros como: grado de agitacion,
adicién o no de nutrientes, concentracién inicial
de indculo y de sustrato, buscando las mejores
condiciones cinéticas, datos que se encuentran
en la tesis de grado de Castafio y Gémez (5). Se
adapt6 el modelo matematico de cada proceso
fermentativo mediante ajuste de los datos
experimentales, luego se calcularon las derivadas
de las concentraciones de producto, sustrato y
biomasa y con base en ellas se determinaron las
velocidades especificas de crecimiento celular,
formaci6n de producto y consumo de sustrato y
luego se calcularon los pardmetros energéticos
(8). A partir de la informacion antes calculada se
pudo establecer el modelo cinético teniendo en
cuenta las inhibiciones por producto, sustrato y
biomasa. Posteriormente, se realizaron los
balances de masa para el producto, sustrato y
biomasa. Una vez establecido el modelo cinético
que mejor representa a todas las fermentaciones
se paso a resolver el sistema de ecuaciones
diferenciales de primer orden dadas las
condiciones iniciales. Se utiliz6 el método
numérico de Euler modificado y luego se elaboré
un programa utilizando el compilador MS DOS
Qbasic version 6.2.

MODELAMIENTO Y SIMULACION

La construccién de un modelo bioquimico
se basa, generalmente, en un niimero reducido de
datos y una gran cantidad de hipétesis con
respecto a las reacciones bioldgicas.

Kleinsteuer y otros, citados por Mayer (8),
afirman que los modelos matemadticos pueden
basarse en datos experimentales, en principios
deterministicos o en fendmenos estocasticos. Los
modelos empiricos sirven de traductores de las
observaciones experimentales. El enfoque
empirico es hecho con andlisis estadistico y
técnicas de ajuste de curvas. En los modelos
deterministicos imperan las representaciones
matematicas discretas, fendmenos fisicos y

bioquimicos, como balances de energia y masa en
un volumen de control fijo, bien sea con la ayuda
de balances diferenciales o integrales. Los
modelos estocisticos son los mds indicados para
estimar el comportamiento de los sistemas
bioquimicos complejos. Ellos admiten elementos
aleatorios que los transforman en presentaciones
probabilisticas del fenémeno en estudio, que
pueden ser bastante ttiles cuando no se tiene
informacion suficiente al respecto.

En el caso de procesos bioquimicos se usa
casi exclusivamente el modo deterministico de
andlisis con la introduccién de submodelos
empiricos, como es el caso de las ecuaciones que
describen la cinética bioquimica.

e —————.
La construccion de un modelo
bioquimico se basa,
generalmente, en un namero
reducido de datos y una gran
cantidad de hipétesis con
respecto a las reacciones
biologicas.

R

Desde otro punto de vista, varios autores
dividen los modelos en estructurados y no
estructurados. Esener citado por (8), expresa que
los modelos no estructurados ignoran las
variaciones fisiolégicas de las células, debido a
las modificaciones de las condiciones ambientales
durante el proceso bioquimico. Esto permite inferir
que una cantidad total de biomasa en el sistema
no es suficiente para especificar la actividad
biolégica responsable de las reacciones. Monod
relaciona una caracteristica ambiental
(concentracion de sustrato) con una caracteristica
interna del microorganismo (tasa especifica de
crecimiento) como una funcién hiperbdlica de la
concentracién de sustrato en el medio. El modelo
anterior de Monod es no estructurado, en €1 la
idea de la poblacion homogénea sustituye la
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existencia del microorganismo individual, en
donde los efectos de crecimiento y reproduccion
son igualados a un dnico efecto representado por
el aumento de biomasa.

Las restricciones a los modelos cinéticos no
estructurados son debidas a regimenes
transientes. El hecho de que el metabolismo
celular no responda inmediatamente a
perturbaciones del medio se explica porque las
células poseen mecanismos adaptativos a las
condiciones impuestas al cultivo y se requieren
otros modelos para describir los sistemas en

El analisis de
procesos

fermentativos puede

realizarse de dos

formas: la primera

es empiricamente,

con adquisicion de

informacion de un

proceso a partir de

cierto numero de
ensayos.

donde las células no estdn
en equilibrio con el medio.
Uno de los caminos para
solucionar este problema es
el uso de los modelos
estructurados, que tienen
en cuenta las variaciones en
la composicion del estado
fisioldgico de las células a
lo largo del proceso
bioquimico, debido a los
mecanismos de regulacion
metabdlica ocasionados por
las alteraciones del medio.
Los procesos estan
descritos basados en el
andlisis de DNA, RNA,
proteina total, lipidos, etc.

LLos modelos
estructurados se basan en
los analisis de los procesos
internos de la biomasa
introduciéndolos en el

mecanismo de la cinética bioquimica, en donde la
actividad microbiana es consecuencia de la
adaptacion del microorganismo al medio a través
de regulaciones metabdlicas y la composicion
macromolecular de la c€lula.

La complejidad matemadtica de los modelos
estructurados los torna inadecuados para
aplicaciones practicas, debido a que no estén lo
bastante definidas las técnicas de laboratorio para
definir fielmente comportamiento celular in vivo.
El modelamiento y la simulacion son métodos
definitivamente involucrados en la investigacion
de procesos bioquimicos, donde los modelos
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matematicos son actualmente en su mayoria,
simplificaciones de un niimero limitado de
situaciones especificas.

Otra solucién fue la introduccion de
términos temporales a los modelos no
estructurados, como constantes caracteristicas de
tiempo que determinan los atrasos verificados en
las interacciones con el medio.

El andlisis de procesos fermentativos puede
realizarse de dos formas: la primera es
empiricamente, con adquisicién de informacion de
un proceso a partir de cierto niimero de ensayos.
Este andlisis es inadecuado para procesos
complejos donde se requiere gran nimero de
determinaciones experimentales. La segunda, por
medio de modelamiento y simulacion, es utilizada
cuando la técnica experimental resulta inoperante;
esta técnica se ha visto fortalecida por los
adelantos de la tecnologia digital en el campo de
la instrumentacion y el control. A través de un
pequeiio nimero de ensayos se extrae suficiente
informacion para definir un conjunto de
ecuaciones matematicas que representen el
proceso. Los modelos matemadticos estan basados
en consideraciones tedricas, simplificaciones,
balances de masa , energia y observaciones de los
datos experimentales. Debido a las limitaciones
existentes del conocimiento fundamental respecto
de los procesos fermentativos, el modelamiento
debe afrontarse como una representacion
simplificadora de los fendmenos que realmente
ocurren en el proceso.

El objetivo basico del modelamiento y
simulaci6n consiste en determinar un modelo
matematico adecuado para representar el proceso
bajo las condiciones operacionales habidas.

SIMULACION
DEL PROCESO

MODELAMIENTO

Calculo de las velocidades especificas
experimentales.

Utilizando los principales modelos de
inhibicién por sustrato y producto reportados en
la literatura para fermentacion alcohdlica, se




calculan los valores de los pardmetros cinéticos a
partir de trabajos experimentales (5).

Por definicion :

= rx/X = (1/X).dX/dt (1)

<
1]

p/X=(1/X).(dP/dt)  (2)

Cilculo de los parametros energéticos.

Segun Battley citado por Mayer (8): La
reaccion global que ocurre en medio anaerobio
cuando las células de Saccharomyces cerevisiae,
tienen disponibilidad de glucosa en
concentraciones superiores a 10 g/l, puede ser
representada por la ecuacion:

CH,,0,+0.118NH, => 0.59CH . O, N ,
+0.432C,H,0, +1.5CO,+ 1.13CH,CH,OH
+0.036H,0

El calculo de los coeficientes
estequiométricos Yx/s y Yp/s necesitan de otra
ecuacion quimica, en este caso, la ecuacion de la
reaccion tedrica de Gay Lussac. Esta reaccion de
transformacion de glucosa en etanol, define
directamente el valor de Yp/s.

C,H,,0,=> 2CH,CH,0H +2C0,
Yp/s=(2+%46)/180=0.511

Con la ayuda de la ecuacion de Gay Lussac
en la ecuacion anterior, se calcula el valor de Yx/s.

0.35C,H,,0,40.1 18NH,=>0.59CH,, O, . N, ,
+0.432C H,0, +0.24C0 +0.036H,0
Yx/s =(0.59%23.753)/(0.35%180)=0.222

Definicion del modelo cinético.

En la definicién del modelo cinético de la
fermentacion alcohdlica se debe tener en cuenta
los diferentes efectos inhibitorios que han sido
citados por la bibliografia, como son las
inhibiciones debidas a producto, sustrato y
biomasa. Es asi como a la hora de cuantificar
estos efectos sobre las velocidades especificas de
crecimiento celular y formacién de producto se
pasa de un modelo tipo Monod, donde Ly v se
definen de la siguiente forma:

w=fS) (3.

v =2g(S) 4).

donde:

f(S)= pumax. (S/(Ks + S)) (5).
2(S)=vmax. ( S/(Ks’ + S)) (6).

aun modelo de la forma:

u=1S,PX) (7).

v=2g(S,P, X) (8).

= umax. (S/(Ks+S)).£(S).£(P).f(X)(9)
v=vmax.(S/(Ks" +S5)). g (S). g(P). g¢(X) (10).

Es gracias a la propiedad que tienen estas
funciones de describir los efectos de cada
variable en forma multiplicativa, utilizindose como
factor de correccion de las ecuaciones (5) y (6),
que los efectos de tales inhibiciones son no
competitivos.

Para efectos de modelamiento, las funciones
f(X) y g(X) se despreciardn, debido a que para
los niveles de concentracion de levadura
alcanzados el efecto inhibitorio es nulo,
transformandose las ecuaciones de velocidades
especificas (9) y (10) en las ecuaciones:

pw=umax.(S/(Ks+S)).f(S).f(P) (11)

v=vmax.(S/(Ks’+S)).g(S).g(P) (12)

El término hiperbdlico de la concentracion de
sustrato se aproxima a uno, tanto para la ecuacion

(11)como parala(12),yaque S>>KsyKs’.

Por lo tanto:

w=pmax. f(P).f(S) (13).
v=vmax.g(P).g(S) (14).
Comtinmente:
f(P)=exp(-Kp.P) (15)

g(P)=exp(-Kp.P) (16)
El efecto inhibitorio por sustrato solo se tuvo
en cuenta para concentraciones mayores de 100

o/L.

El modelo que mejor se ajusto al
comportamiento experimental fue el siguiente:
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w/f(P)=pmax.exp (-Kf( S-100)) (17)
v/g(P)=vmax.exp (- Kg(S-100)) (18)

Los modelos cinéticos para las velocidades
especificas de crecimiento de microorganismo y
formacion de producto, teniendo en cuenta las
funciones f(P)y f(S)sobre uy g(P)y g(S) sobre
Vv se presentan asi:

pw=pmax.(S/(Ks+S)).exp(-Kp.P)
S<100g/1 (19)

pn =pmax. (S/(Ks+S)).exp (-Kp. P)
exp(-Kf ( S-100)) S>100 g/l (20)
v=vmax.( S/( Ks’ + S)).exp(-Kp'.P)
S <100g/1 (21)

v=vmax.( S/( Ks” +S)).exp( -Kp’.P).
exp(Kg( S-100)) S>100g/1  (22).

El efecto inhibitorio del sustrato en el
modelo que tiene en cuenta el efecto adverso del
etanol, disminuye poco el valor de tmax y vmax.
Debido a esto, se despreciaron los efectos
inhibitorios de sustrato sobre la cinética,
transformando las ecuaciones (20) y (22) en las
ecuaciones:

pw=umax.(S/(Ks+S)).exp (-Kp.P)(23)
v=vmax.(S/(Ks +S)).exp (-Kp’.P) (24)

Para los efectos de simulacion se trabajo
con el valor medio de los pardmetros cinéticos
(umax, vmax, Kp y Kp’), obtenidos de calculos
con las ecuaciones reportadas en la literatura para
inhibicién por sustrato y producto (5), de las
fermentaciones primera a octava, las cuales
utilizaron el mismo tipo de miel. Para la simulacion
novena se tomé como valor de los pardmetros
cinéticos los propios, debido a la naturaleza
diferente de la miel utilizada en relacién con las
otras fermentaciones.

Balance de biomasa.

d(V.X)/dt=p.X.V-Kd .X.V  (25)
d(V.X)/dt=V.d X/dt+X.dV/dt (32)

Despreciando el término que tiene que ver
con la pérdida de viabilidad celular (Kd), la
ecuacion (25) se reduce a:

dX/dt=p.X (26)

Balance de producto.
d(PV)/dt=v.XV (27)
En forma andloga al balance de biomasa

dP/dt=v (28)

Balance de sustrato.

d(V.S)/dt=-(n. X. V/ Yx/s +v.X. V/ Ypls
+m.X.V (29)

andlogo a los balances anteriores:
dS/dt=-(n. X/ Y x/s+v. X./Y p/s+m. X) (30)

Despreciando el término de energia de
mantenimiento m, de acuerdo con Nifiez de
Vasconcelos (11) obtenemos :

dS/dt=- (. X/Y x/s+v.X /Y pls) (31)

Se debe hacer énfasis en que los
coeficientes Yx/s y Yp/s no son rendimientos del
proceso, sino coeficientes estequiométricos.

Introduciendo los modelos cinéticos para [
y v en las ecuaciones de balance (26), (28) y (31),
se obtiene el siguiente sistema de ecuaciones
diferenciales de primer orden:

dX/dt=pmax. (S/(Ks+S)).exp (-Kp.P). X
(32

dP/dt=vmax.(S/(Ks’ +Y5)).

exp(-Kp’.P).X (33)

dS/dt =- (umax.(S/(Ks+S).

exp (-Kp.P)/ Yx/s + vmax. (S /( Ks’ +S)).

exp (-Kp’.P))/Yp/s) . X (34)

con condiciones iniciales:

X (0)=Xo
P0)=0
S (0)=So

Los valores de las constantes de saturacién
Ksy Ks’ utilizados en la simulacién son: 0.5y 1.0
g/l respectivamente (16).
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RESULTADOS DE LA SIMULACION

Al final del articulo se presentan los
gréficos 1 al 9 para el mismo nimero de
fermentaciones donde se han representado los
valores simulados y los experimentales como
funcién del tiempo.

ANALISIS DE LA SIMULACION

El comportamiento de los valores simulados
para la concentracién de sustrato fue para todas
las fermentaciones mayor que los experimentales
presentando la misma tendencia. En la quinta
fermentacion se present6 una desviacién en un
intervalo de tiempo corto de acuerdo con el
comportamiento citado anteriormente durante las
tres primeras horas del proceso. Las
fermentaciones en las cuales se observé un mejor
ajuste entre el valor simulado y el experimental de
concentracién de sustrato fueron la cuarta, sexta
y séptima. Para las fermentaciones primera, tercera
y quinta el ajuste fue aceptable en lo que respecta
a la concentracién de sustrato y guardaron la
misma tendencia, como se observa en sus
respectivas graficas. En las fermentaciones
segunda y novena, pese a presentar el mismo
comportamiento, las desviaciones fueron altas.

Realizando el andlisis de la concentracion
de etanol simulada versus la experimental, se
observé como en todas las fermentaciones,
excepto la séptima, el valor simulado fue menor
que el experimental. Se present6 un buen ajuste
entre los datos, menos en la segunda
fermentacion donde al inicio hay una gran
diferencia entre el valor simulado y el
experimental.

Se observé para el comportamiento de la
biomasa de las fermentaciones primera, segunda y
cuarta, que la concentracién simulada fue
ligeramente mayor al valor experimental; para las
fermentaciones tercera, séptima y quinta se
presentd un muy buen ajuste, y para las
fermentaciones sexta y novena, la concentracion
de biomasa simulada fue mayor que la
experimental, pero presentando buen ajuste ya
que guardaron la misma tendencia a lo largo del
desarrollo fermentativo.

Se hizo un andlisis global del grado de
prediccion de la cinética simulada con respecto a
la experimental, observindose c6mo los
parametros cinéticos utilizados para y vse
ajustaron de una forma adecuada al
comportamiento de las variables del proceso.

No obstante utilizar unos coeficientes
cinéticos medios para el proceso de fermentacion
de miel, se observé como el ajuste de la
simulacion para cada una de las fermentaciones
con condiciones de proceso diferentes que se
traducen en condiciones cinéticas diferentes fue
aceptable.

CONCLUSIONES
- Elmodelode inhibicion
inhibicion exponencial
fue el mas conveniente
para describir la
cinética de inhibicién

ARt para describir la
sustrato sobre las Cinética de
velocidades e % e e e
especificas de inhibicion por
e producto y sustrato
formacion de
producto. sobre las

- Los valores de las VelOCIdadeS
constantes de especificas de
inhibicion de etanol . e
sobre [Ly v son muy crecimiento y

similares entre si,
siendo un poco
mayores los
encontrados para L.
Las diferencias entre
éstos se debe al hecho
de que las condiciones de proceso para
cada fermentacion fueron diferentes, lo
que se traduce en respuestas distintas en
la actividad metabdlica.

producto.

- Elefecto de inhibicién por sustrato no se
tuvo en cuenta a la hora de modelar el
proceso, pues se observé que tal efecto
no tenia una marcada influencia sobre la
cinética del proceso.
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- El modelo propuesto para efectos de condiciones metabdlicas al estar

simulacion describi6 de una forma cambiando las condiciones ambientales
adecuada la cinética experimental del del proceso.
proceso.

- Se present6 un buen ajuste entre los

- Los parametros energéticos son factores datos simulados y experimentales, aun
importantes en la definicion del modelo utilizando parametros cinéticos medios
matematico para la fermentacion alcohdlica; para efectos de la simulacion, con el
el uso de valores constantes puede resultar propésito de utilizar un modelo general
en desviaciones significativas entre los que describa todas las cinéticas, en lugar
datos simulados y los experimentales, ya de individualizar cada simulacion bajo las
que estos parametros varian al cambiar las condiciones especificas para cada
fermentacion.

Para efectos de simulacion, la novena fermentacion requirio utilizar los parametros cinéticos
propios, debido a la naturaleza distinta del tipo de miel en relacion con las otras fermentaciones.

Los terminos presentados en las gréficas | a la 9 corresponden a:

Sustrato: datos cinéticos de la concentracion de sustrato en el tiempo.

Biomasa: datos cinéticos de la concentracion de biomasa en el tiempo.
Producto: datos cinéticos de la concentracion de producto en el tiempo.
Sustrasim: datos de la simulacion de la concentracion de sustrato en el tiempo.
Biomasim: datos de la simulacion de la concentracion de biomasa en el tiempo.
Producsim: datos de la simulacion de la concentracion de producto en el tiempo.
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E Suatrasim(g/L)
g —x— Biomasim(g/L)
8 —e— Producsim(g/L)

TIEMPO (h)

GRAFICA 1 SIMULACION FERMENTACION NUMERO UNO
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GRAFICA 8 SIMULACION FERMENTACION NUMERO OCHO
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