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Resumen

En los procesos de fermentacion alcohdlica existen modelos matematicos
centrados especificamente en interpretar la dinamica de crecimiento de la biomasa.
Se omite por completo la interaccion que ocurre entre otras variables que
intervienen en este proceso como el sustrato, el producto final y el efecto de la
velocidad de la agitacién empleado. Por lo que se formulé un modelo matematico
mediante EDOs de primer orden con el propdsito de describir la dinamica entre las
variables. El modelo permitié realizar el ajuste de los parametros con los datos
experimentales mediante regresion no lineal en MATLAB. El analisis estadistico

mostro un indice de bondad de ajuste mayor a 0.9 para cada una de las variables
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mencionadas. Los resultados obtenidos indican que el modelo propuesto en esta
investigacion es mas efectivo y completo que los encontrados en la literatura.
Palabras clave: Bioestadistica, Datos experimentales, Ecuaciones diferenciales,

Fermentacién alcohdlica, In silico.

Abstract

In alcoholic fermentation processes there are mathematical models specifically
focused on interpreting the dynamics of biomass growth. The interaction that occurs
between other variables that intervene in this process such as the substrate, the final
product, and the effect of the speed of agitation used is completely omitted.
Therefore, a mathematical model was formulated using first-order ODEs with the
purpose of describing the dynamics between the variables. The model allowed the
parameters to be adjusted with experimental data using nonlinear regression in
MATLAB. The statistical analysis showed a goodness of fit index greater than 0.9
for each of the mentioned variables. The results obtained indicate that the model
proposed in this research is more effective and complete than those found in the
literature.

Keywords: Alcoholic fermentation, Biostatistics, Differential equations,

Experimental data, In silico.

1. Introduccién

En el proceso de fermentacién alcohdlica, los microorganismos unicelulares de
naturaleza eucariota desempefian un papel crucial [Soto, 2019]. Estos organismos
no solo inciden en el nivel de alcohol generado en los vinos, sino que también
influyen en aspectos determinantes como: el pH, el aroma, el sabor, el cuerpo de la
bebida y la efervescencia, caracteristica de los vinos espumosos. De esta manera,
su participacion resulta fundamental para la configuracién de la calidad del producto
final. Estos microorganismos, conocidos como levaduras, abarcan diversas
variedades, entre las cuales destacan Candida, Hanseniaspora, Kloeckera,
Saccharomyces y Pichia. Es precisamente esta ultima, Pichia, la parte central de

esta investigacidon por las caracteristicas sensoriales distintivas que brinda,
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particularmente el matiz de aroma a platano que le otorga al producto final
[Medeiros, 2022], [Renteria, 2021]. Estas levaduras consiguen su energia para
sobrevivir al romper las moléculas de glucosa y convertir un 90% de estas en
cantidades equimoleculares de alcohol y didxido de carbono. La ecuacion 1 muestra

este tipo de fermentacion.

jeld
Glucosa(CyH,,04) i 2Etanol(2C,Hs0H) + 2Dioxido de carbono(2C0,) (D

Para que esto se lleve a cabo, ademas de la presencia de la levadura, se deben
considerar algunas condiciones para la produccion como: la concentracion de
azucares, la ausencia de oxigeno (0,), la presencia de fosfatos, el control de
temperatura entre 15°C y 25 °C. Debido a que es un proceso exotérmico, emite
energia en forma de calor y al sobrepasar este nivel de temperatura, las levaduras
comenzarian a morir, iniciando con esto la ultima etapa del proceso de fermentacion
[Katz, 2012]. En la produccion de etanol se deben contemplar mas compuestos y
variables, que al aumentar o disminuir sus concentraciones, modifican el porcentaje
de alcohol generado. Esto puede generar que no se obtenga el producto con las
caracteristicas sensoriales deseadas [Méndez, 2022]. Una de las variables que
intervienen en este proceso, es la agitacion, debido a que causa efectos conforme
a la intensidad y fase especifica en que se aplique. Ademas, ayuda a reducir la
acumulaciéon de metabolitos secundarios como ésteres no deseados, que podrian
perturbar la produccién y las caracteristicas sensoriales del producto final [Vejarano,
2019]. En fermentaciones industriales, las levaduras tienden a sedimentarse en el
fondo del tanque, por lo que, al aplicar una agitacién, se evita este acumulamiento.
La agitacion propicia una distribucién uniforme de los insumos que se emplean
dentro del fermentador. Esto facilita que las levaduras accedan a los recursos
necesarios. De esta manera se promueve el crecimiento de la biomasa, un consumo
controlado de sustrato y una fermentacién que cumpla con las caracteristicas
especificas del producto final. De igual manera, la agitacion contribuye a que la
temperatura sea uniforme en todo el fermentador, conservando las condiciones
optimas de temperatura que requiere el microorganismo para su actividad [Malavasi,
2022], [Zhou, 2018].
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Es importante mencionar que, de acuerdo con el microorganismo y producto final
deseado, dependera la intensidad y momento en que intervendra la agitacion. Por
lo que una velocidad inapropiada tendra efectos negativos en la calidad vy
rendimiento del producto final [Rollero, 2018], [Silva, 2010], [Zhang, 2015]. EI
proceso fermentativo se desarrolla en cuatro fases principales denominadas de la
siguiente forma: latencia, exponencial, estacionaria y de muerte. Las cuales se
pueden estudiar mediante modelos matematicos que logren describir su dinamica a
través del tiempo [Himeoka, 2017], [Maier, 2015]. Esto brinda informacion
fundamental para el productor y el consumidor, es decir, la vida util del producto,
caducidad y su calidad.

Existen dos métodos utilizados para la produccién de etanol, la fermentacién por
lotes y la fermentacion continua. Ambos métodos se basan en la capacidad de las
levaduras para convertir el azucar del sustrato disponible en etanol, a través de un
proceso bioquimico. La fermentacion alcohdlica por lotes se configura como un
proceso intrinsecamente repetitivo y sistematico, donde una cantidad unica de
sustrato se introduce en un equipo fermentador. En este equipo los
microorganismos presentes metabolizan el sustrato, principalmente durante la fase
exponencial de su crecimiento. El resultado primario de este proceso es la
generacion de etanol como producto final. Al concluir cada ciclo de fermentacion, se
extrae el producto final del fermentador, marcando el fin de un lote.

Por otro lado, en la fermentacién continua las levaduras se mantienen
exclusivamente en su fase exponencial de crecimiento, ya que es en la que se
produce el etanol. Una vez que se obtiene el producto final, esté se extrae del
fermentador y a su vez se agrega al sistema un flujo constante de sustrato, lo que
permite que los microorganismos se mantengan en su fase de crecimiento
exponencial éptima y se maximice la produccion de etanol [Escalante, 2011].

Dada la importancia que tiene la generacion de productos a través de las
fermentaciones alcohdlicas, el objetivo del presente trabajo es analizar el efecto que
tiene la agitacion durante el proceso de fermentacion al variar la velocidad de

agitacion y su efecto en las variables que en el intervienen.
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2. Métodos

En esta seccidn, se describen; a) el origen de los datos experimentales, la
dinamica de crecimiento de la levadura empleada, las caracteristicas del medio de
cultivo y el equipo de laboratorio empleado para la toma de mediciones; b) la
propuesta del modelo matematico, asi como la descripcion de los elementos que
intervienen en él, junto con sus valores y unidades de medicion; c) y el proceso de
estimacion de ajuste de los parametros del modelo formulado, lo cual se realiza
mediante un algoritmo de regresion no lineal desarrollado en MATLAB, utilizando
como base la funcién Isqcurvefit [MathWorks, 2023] y los datos experimentales de

la fermentaciéon alcohodlica.

Datos experimentales

Los datos experimentales de la cinética de crecimiento para la levadura Pichia
fermentans consisten en las mediciones realizadas en tres variables, biomasa
[x(t)], concentracidon de sustrato [y(t)] y produccién de etanol [z(t)]. Estos datos
fueron proporcionados por el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana de la Unidad
de Posgrado e Investigaciéon del Instituto Tecnologico de Durango (UPIDET). Las
propiedades del medio de fermentacion fueron proporcionadas por el medio
quimicamente definido (MDQ), principalmente, por glucosa. Para la preparacién de
inéculos, conservacion y activacion de las cepas se utilizé el medio Yeast Peptone
Dextrose (YDP), esta ultima se llevd a cabo en caja Petri durante 12 h a 28°C y en
la conservacion se empled el medio YDP al 50% de glicerol en crioviales a —70 °C.
Respecto a la obtencion de indéculos de la cepa seleccionada, ITD00165, se
emplearon frascos seroloégicos de 120 ml. Con un volumen de trabajo de 70 ml de
MDQ, inoculados con 1 x 108 células/ml viables de Pichia fermentans. Después,
se realizaron ensayos en matraces de 250 ml con un volumen de trabajo de 200 ml
de MDQ inoculados con 1 x 10® células/ml viables de Pichia fermentans.
Finalmente, se procedio a realizar el conteo de células de levaduras en una camara
Neubauer, para el conteo en el microscopio, obteniendo pellets de 1 x 10°
células/ml. Como parte de la evaluacién sobre el crecimiento celular de gramos por

litro, se elabord una curva de peso seco de la levadura Pichia fermentans. Las
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muestras obtenidas en la fermentacion se analizaron por espectrofotometria con un
equipo HACH DR 6000 a una longitud de onda unica de 600 nm. La fase de
fermentacion se llevé a cabo por duplicado, a una concentracién de 35 g/l de
sustrato para diferentes velocidades de agitacion a 100, 125 y 150 rpm [Paredes,
2022].

En cuanto a la cuantificacion para determinar la concentracion de glucosa [y(t)] y
etanol [z(t)], las muestras fueron analizadas por medio de cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) en el equipo de la marca Agilent technologies 1200 series
[Passaro, 2016]. Para realizar la separacion de los compuestos producidos se usé
una columna Carbomix H-NP10 con los siguientes parametros de operacion: Flujo
de 0.6 ml/min y a un volumen de inyeccion de 1 ul, como fase movil se empled una
solucion de acido sulfurico al 5 mM, esta concentracion se calcul6 interpolando el
area bajo la curva del pico correspondiente en curva patrén de dicho compuesto.
Las mediciones fueron realizadas cada 3 h entre las 0 y 24 h y después cada 6 h

hasta alcanzar las 42 h [Paredes, 2022].

Modelo mecanicista

El modelo mecanicista Pichia fermentans (PF) es propuesto para proporcionar
una descripcion detallada y completa de la dinamica de la fermentacién alcohdlica
en la que interviene la levadura Pichia fermentans, junto con el efecto que causa la
variacién de la velocidad de agitacion. La fermentacion alcohdlica es un proceso
bioquimico anaerdbico, lo que significa que ocurre en la ausencia del oxigeno,
durante el cual, los azucares presentes en el sustrato se descomponen utilizando
microorganismos llamados levaduras (biomasa). A medida que las levaduras
metabolizan los azucares, se generan diversos productos, siendo los metabolitos
primarios mas comunes el alcohol etilico y el didxido de carbono, y metabolitos
secundarios, entre los que se encuentran los siguientes: glicerol, que contribuye a
la textura y suavidad del producto final; ésteres, acidos organicos y acetaldehido,
los cuales influyen en el aroma, sabor y estabilidad del producto [Mas, 2014].
El modelo PF se basa en un conjunto de tres ecuaciones diferenciales ordinarias de

primer orden, las cuales describen de manera matematica las interacciones y
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procesos que ocurren durante la fermentacion alcohdlica. Lo que permite emular y
predecir el comportamiento de la levadura Pichia fermentans en diferentes

condiciones de fermentacion, ecuaciones 2, 3y 4.

X = p1X — PaXZ (2)
Y = —pP3Xy — PsY 3)
z = psxy + pezy(1 — p;z) 4)

Donde
x(t) :Levadura (biomasa)
y(t) : Sustrato (glucosa)
z(t) :Producto (etanol)

p; — p; :Parametros del modelo (Tabla 1)

Tabla 1 Descripcién y unidades para las variables y parametros del modelo.

Var@ bles y Descripcion Unidades
Parametros
x(t) Concentracion de biomasa g / ;
y(t) Concentracion de glucosa g/l
z(t) Concentracion de etanol g/l
0y Tasa maxima de crecimiento de la biomasa h™t
Tasa de inhibicion del crecimiento de la biomasa debido a la L
P2 acumulacion de etanol gh
l

o Tasa de consumo de sustrato ﬁ
Ds Tasa de descomposicidon espontanea de sustrato ht
Tasa de produccion de etanol asociada al crecimiento de L
Ps biomasa por el consumo de sustrato gh
Pe Tasa maxima de produccion de etanol ht
p7 Inverso del maximo produccion de etanol ht

Fuente: elaboracion propia.

Cada variable de estado [x(t), y(t) y z(t)] esta expresada en una concentracion de
g/l y la unidad de tiempo del sistema esta medida en horas.

Considerando los resultados de Leenher y Aeyels (ver seccion Il.A en [De Leenheer,
2001]), todas las soluciones del sistema con condiciones iniciales no negativas, es
decir, x(0),y(0),z(0) = 0, se ubicaran en el octante no negativo como se define en

la ecuacion 5.
R3 o = {x(®), (1), z(t) = 0} (5)
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Con base en el comportamiento bioldégico de las variables consideradas para el
modelo, biomasa, sustrato y etanol, se supone que valores negativos en las
soluciones no son biolégicamente factibles. Ademas, estas variables tampoco
pueden crecer de manera exponencial hacia el infinito, por el contrario, se deben de
considerar sus limites bioldgicos, los cuales se discutiran en la préxima seccion.
La relacion de la concentracion del sustrato inicial y, y las variaciones en la
velocidad de agitacion (), se determinaron con la ayuda de Eureqa [Eureqa, 2023],
software de inteligencia artificial basado en algoritmos genéticos. Se definid la
ecuacion 6 para el parametro p,.

py = 0.0107 r — 0.5457 — 1.4787 > ry, — 4.018175 2 (6)

Con la ecuacion 6 se establece la relacion que presenta la variacidon de la agitaciéon
(r), la concentracion de sustrato [y(t)] respecto al crecimiento de la biomasa [x(t)].
Por lo tanto, los parametros y las variables que intervienen en el sistema descrito
por las ecuaciones del modelo Pichia fermentans (PF) 2, 3 y 4, se describen en la
tabla 1.

El modelo matematico describe la relacidon que existe entre la concentracién de
biomasa [x(t)], consumo de sustrato [y(t)] y produccién de etanol [z(t)] con
respecto al tiempo. La ecuacion 2 describe la dinamica de la biomasa, en la cual,
se tienen dos parametros p; y p,. El parametro p, representa el rango maximo de
crecimiento de esta variable en funcién de la agitacion y la concentracion inicial del
sustrato. ElI parametro p, es de signo negativo porque representa la muerte
bioldgica de la biomasa, por la propia generacion del metabolito primario (etanol).
Siendo este ultimo un factor de toxicidad descrito por la ley de accion de masas
[Chou, 2011]. Para la dinamica del sustrato en la ecuacién 3, se empled el modelo
de decrecimiento exponencial, p; describe el comportamiento de sistemas
bioldgicos debido al consumo de sustrato por la biomasa para su crecimiento; el
parametro p, describe la degradacion del sustrato debido a que no hay mas
suministro de esté por ser un proceso de fermentacién por lotes [Wolfenden, 2008].
En cuanto a la dinamica del producto de la ecuacion 4, el termino ps se refiere a la

produccion de etanol derivado del crecimiento de biomasa por el consumo de
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sustrato; para los parametros p¢ y p; se utilizd la ecuacidén de crecimiento logistico
[Wang, 2020]; a parte, pg representa el crecimiento exponencial inicial, en el cual,
la produccion de etanol crece proporcionalmente a su tamafo actual; p, introduce
un factor de limitacion que ajusta la tasa de crecimiento a medida que el producto

final se acerca a su capacidad de carga.

Estimacion de los parametros

En esta seccion se describe la metodologia aplicada para la estimacién de los
valores numeéricos para los parametros del sistema PF. Primero, se realiza una
revision de la literatura y se encuentra informacién experimental sobre la vida media
del sustrato empleado en la fermentacion alcohdlica. Se encuentra que la vida

media (t1/2) es de 96 afios [Wolfenden, 2008], por lo tanto, al considerar una cinética

de primer orden se obtiene el siguiente resultado para la tasa de descomposicion
descrita por el parametro p, como se muestra en la ecuacion 7, consiguiendo la

constante que se utilizara en el modelo PF.

In2 9,1
Py = —— =824.2332x10"° h )
t1/2

Para la determinacidn de los valores de los parametros p;,i = 2,3,5 y 6; se aplica
el método de Euler [Burden, 2015] a las ecuaciones 2 a 4 y se obtiene el sistema de

ecuaciones 8,9,10, donde 4, = 1 x 1073,

Xiv1 = X; + (p1X; — p2x;Z;) A, (8)
Vi1 = Vi + (—p3x;y; — payi) A, €))
Ziy1 = Z; + (Psx;Y; + peziyi(1 — p72;)) A, (10)

Con estos resultados se desarrollo un algoritmo en MATLAB para poder realizar el
ajuste de los parametros con los datos experimentales mediante una regresion no
lineal con la funcién Isqcurvefit. Los valores iniciales para cada uno de los
parametros p;(excepto p,), se establecieron en 1 x 1072, Para la optimizacién de las
funciones, se tomaron en cuenta las siguientes condiciones: max function
evaluations = 500, max interations = 500, function tolerance = 1 x 10712 y step

tolerance =1 x 10712,
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Para la estimacion del coeficiente de determinacién, comunmente conocido como
R?, se utilizo la ecuacion 11.

R?=1- SS—R (11)
Donde SSR(suma de cuadrados de la regresion) es la suma de los cuadrados de
las diferencias entre los valores ajustados por el modelo y la media de la variable
dependiente, y SST (suma de cuadrados totales) es la suma de los cuadrados de
las diferencias entre los valores reales de la variable dependiente y su media, el

resultado final va expresado en valores que oscilan entre 0 y 1 [Palma, 2022].

3. Resultados

En esta seccion, se muestran los resultados correspondientes a la estimacion de
los parametros y la experimentacion in silico para ilustrar el ajuste de las soluciones
del sistema PF (2 a 4) a los datos experimentales. Cabe destacar que los datos
experimentales fueron promediados (debido a que se contaba con dos muestras por
unidad de tiempo) y normalizados para evitar el sesgo entre las diferentes escalas
de magnitud de las variables. El efectuar una comparacion entre los datos
experimentales y los datos aproximados generados en las simulaciones numéricas,
permiten validar la precision y confiabilidad del modelo PF propuesto, facilitando la
comprensiéon del comportamiento del sistema durante el proceso de fermentacion
alcohdlica.
Las simulaciones numéricas se utilizan para representar visualmente los resultados
cualitativos. En la tabla 2, se muestran los resultados obtenidos de la regresién no
lineal cuando se ajusta el modelo PF, ecuaciones 2 a 4, a los datos experimentales
de la fermentacion alcoholica, para cada una de las velocidades de agitacion:
100,125 y 150 rpm, y para cada uno de los parametros del modelo propuesto. De
acuerdo con los resultados se observa que, al incrementar la velocidad de agitacion,
los parametros p; (excepto p,) varian conforme a la propia dinamica biolégica que
esta represente. Se observa que el parametro p,; conforme aumento la velocidad de
agitacion de 100 a 125 rpm, la velocidad de crecimiento microbiano se increment6

hasta 0.1652 h~1. La inhibicion al crecimiento de la biomasa debido a la acumulacion
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de etanol producido, identificado como p,, el valor mas alto se presenté a 125 rpm
con 0.1854 h™1.

Tabla 2 Valores estimados de los parametros mediante el algoritmo.

Parametros | 100 rpm | 125 rpm | 150 rpm
o 0.1234 0.1652 0.1567
o 0.1013 0.1854 0.1590
D3 0.1300 0.1058 0.0985
Ds 0.0105 | 0.01876 | 0.0224
De 0.3110 0.2783 0.2705
07 0.7999 0.911 0.9696

Fuente: elaboracién propia.

La variable p; indica que la tasa de consumo de sustrato fue menor conforme se
incrementd la velocidad de agitacién. En el analisis de la dinamica de crecimiento
del etanol, el parametro ps indicé un alto nivel de produccion de etanol a mayor

agitacion, debido a la conversidon de los azucares del sustrato en alcohol, al ser

consumido por la biomasa con un valor estimado de 0.0224 gihpara la velocidad de

agitacion de 150 rpm. El parametro ps, a menor velocidad de agitacion se observo

una mayor velocidad de produccién de etanol; sin embargo, el parametro p,

establecio el limite de esta produccién con un valor de 0.9696 ih
9g

En las figuras 1, 2 y 3, se ilustran los resultados de la experimentacion in silico, para
las tres velocidades de agitacion 100,125 y 150 rpm respectivamente. Los datos
experimentales se identifican con el marcador x, mientras que la linea continua
representa los datos aproximados por el sistema PF, ecuaciones 2 a 4. Las
unidades del tiempo en el eje x de cada solucion estan dadas en horas, mientras
que el eje y esta normalizado para cada una de las variables. Se observa de manera
grafica el ajuste generado por el modelo para cada una de las variables analizadas:
biomasa [x(t)] , sustrato [y(t)] y etanol [z(t)], para cada una de las velocidades de
agitacion que se tuvieron durante el experimento.

La validacion del modelo PF se realizo con el coeficiente de determinacion o R?, el
cual suministra un valor que permite contemplar de manera cuantitativa la capacidad

de ajuste del modelo PF a los datos experimentales.
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Figura 1 Datos experimentales vs datos estimados a una agitacion de 100 rpm.
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Figura 2 Datos experimentales vs datos estimados a una agitacion de 125 rpm.
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Figura 3 Datos experimentales vs datos estimados a una agitacion de 150 rpm.

La tabla 3, muestra los valores de R?, calculado entre los datos aproximados del
modelo PF y los datos experimentales de la fermentacion alcohdlica. Se observa el
coeficiente de determinacién del modelo para cada una de las variables con
respecto a la velocidad de agitacion, para la biomasa [x(t)] un valor mayor a 0.93,

para el sustrato [y(t)] mayor a 0.96 y para el etanol [z(t)] mayor a 0.97.
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Tabla 3 Coeficiente de determinacion R? para cada una de las variables del sistema.

Velocidad de agitacion (rpm) | Biomasa [x(t)] | Sustrato [y(¢)] | Etanol [z(¢t)]
100 0.9383 0.9916 0.9839
125 0.9323 0.9882 0.9775
150 0.9802 0.9663 0.9889

Fuente: elaboracion propia.

4. Discusién y conclusiones

El modelo mecanicista PF establece la relacion bioldgica que existe entre las
variables de biomasa [x(t)], glucosa [y(t)], etanol [z(t)] y el efecto causado por la
agitacion (r) en el proceso de la fermentacién alcohdlica por lotes. Para la obtencion
de los datos experimentales se utilizd la levadura Pichia fermentans, a una
concentracion de 35 g/l de sustrato para diferentes velocidades de agitacion: 100,
125 y 150rpm. Con estos datos, se desarrolld6 un modelo de ecuaciones
diferenciales ordinarias de primer orden. Este modelo facilita estimar los datos
aproximados conforme trascurre el tiempo en la fermentacién alcohdlica. El modelo
posibilitd obtener predicciones sobre la dinamica del proceso para cada variable. La
validez del modelo se verificd mediante su coeficiente de determinacion superior a
0.9. El efecto de la velocidad de agitacion al emplear la levadura Pichia fermentans,
tiene un efecto significativo en este proceso de fermentacién alcohdlica, ya que
promueve la distribucién de los nutrientes. Se puede observar en la tabla 2, que el
parametro de la tasa maxima de crecimiento de la biomasa p,, fue mayor a una
velocidad intermedia: 125 rpm. Por lo tanto, al aumentar la concentracion de
biomasa provoca una rapida produccién de etanol, indicado en el incremento del
parametro ps. El parametro p,, presenta su maximo valor a 125 rpm lo que indica
que se alcanza la tasa de inhibicion del crecimiento de biomasa por la acumulacion
de etanol en el proceso de fermentacion. En el caso de la agitacion a 100 rpm, se
observa que la tasa de produccién de etanol es la menor pg, al igual que el inverso
de la maxima produccion de etanol p,. Por lo que la velocidad de agitacion determina
las variaciones de los coeficientes ligados a la produccién de etanol y la velocidad
de crecimiento de la biomasa. Ademas, estas caracteristicas dependeran del tipo
de levadura, condiciones especificas del proceso y de la calidad o particularidades

que se pretendan del producto final.
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